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Ozet

Bu ¢alismada; gokkusagi alabaliginda paraoksonaz (PON) ve arilesteraz (ARE) enzim aktivitelerine ar1 poleninin
etkisi arastirildi. Arastirmada; ortalama agirligi 100 + 10 g olan toplam 120 adet gokkusag: alabaligr kullanildi. %
1 (D1), % 2 (D2) ve % 4 (D3) oraninda polen i¢eren yemler 21 giin siireyle baliklara verildi. Deneme sonunda
baliklardan alinan serum o6rneklerinde PON ve ARE enzim aktiviteleri analiz edildi. Kontrol grubuna gore polen
uygulanan gruplarin PON ve ARE aktivitelerinde istatistiksel herhangi bir farklilik bulunmadi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, PON aktivitesi D1 ve D3 gruplarinda daha yiiksek bulunurken ARE aktivitesi D2 grubunda daha
yiiksek bulundu.

Anahtar Kelimeler: Arilesteraz, Balik, Enzim, Paraoksonaz, Polen.

Investigation of Effect of Bee Pollen on Paraoxonase and Arylesterase
Enzyme Activities in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)

Abstract

In this study, effects of bee pollen on paraoxonase (PON) and arylesterase (ARE) enzyme activities in rainbow
trout (O. mykiss) were investigated. In the research, total 120 rainbow trout that averagely weighted 100 = 10 g
were used. Diets containing % 1 (D1), % 2 (D2) and % 4 (D4) pollen were given to the fish for 21 days. Serum
samples were collected at the end of the experiment and analysed to determine PON and ARE enzyme activities.
No statistically significant change in the PON and ARE activities was observed between the pollen-treated groups
and the control group. Compared with the control group, PON activity was higher in the D1 and D3 groups, while
ARE activity was higher in the D2 group.
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1.Giris etkili oldugu yapilan c¢aligmalarla agiga
o cikarilmistir [2].
Aym gen tarafindan kodlanan ve karacigerde flk olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan

sentezlenen paraoksonaz, arildialkilfostafaz sinifi
bir ester hidrolaz enzimidir. Kolinesterazlarin

giiclii bir inhibitdrii olan paraoksonaz, hem genin multigen ailesinin bir dyesi oldugu,

arilesteraz (ARE; EC. 31.1.2) he”.‘ . d? insanlarda ve farelerde ayni1 kromozom tizerinde
péraolfsonaz (PON; .E.C.3.1.8.1) _ akt|V|th| birbirine komsu ii¢ ayri PON geni (PONT1, 2, 3)
gosterir [1]. PON organik fosforlu bilesikler ile pulundugu 1996 yilinda tespit edildigi icin
tabun, sarin gibi sinir ga;larmm, (;e§it'1i sirasiyla PONI, PON2 ve PON3 olarak
karbamgt!arm Ve daha bl_rQOk _aron}a‘.ulf adlandirilmistir. PON1 aktivitesi genel olarak
karboksilik —asit  esterlerinin —hidrolizini  poN aktivitesi olarak kabul edilmektedir. PON

katalizlemekted?r.' .Ba§1ang.19'ta' .sade.cve': polimorfizm gosteren bir enzim olup bu
organofosfatli bilesiklerin hidrolizini katalizledigi polimorfizminin  nedeni  molekiilin ~ 192.

diisiiniilen bu enzimin daha sonra ateroskleroz ve pozisyonundaki amino asit farkliigidir. PON

kgrdiyoyaskﬁler hastaliklarda, ) Vaskﬁler polimorfik degisim gdstermesine ragmen ARE
disfonksiyon ve endotel hasarinin énlenmesinde enzimi genetik polimorfik bir degisim

insan kan serumunda PON' un varligi
belirlenmistir. PON' un aktivitesinden sorumlu
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gostermemektedir. Diger taraftan her iki enzimin
dogal substratlar1 farkli olmasina karsin PON
enzimi ARE’nin dogal substrati olan fenil asetat1
da hidroliz edebilme yetenegindedir. LDL’yi
oksidasyondan koruyan ozelligi ve hidrojen
peroksit de dahil diger serbest radikalleri nétralize
etme kabiliyetinden dolayr PON enzimi
antioksidan etki de gostermektedir [1,3].

Cicek tozu anlamina gelen polen, bitkilerin
ciceklenme donemleri boyunca goriilen sari,
kirmizi, mor, yesil ve siyaha kadar degisen farkli
renklerde olabilen ¢ok ¢ekirdekli haploit
kromozoma sahip disi organin tozlagsmasini
saglayan cicekli bitkilerin erkek tireme organinda
olusan erkek gametofitlerdir [2,4,5]. Polenin
yapisinda esas olarak yiiksek oranda protein ve
karbonhidrat bulunmakla birlikte yag asitleri,

vitaminler, mineral maddeler, enzimler ve
aminoasitler  yapilan analizler ~— sonucunda
belirlenmistir. Ayrica polende karotenoidler,

steroidler, flavonoidler ve renk maddelerinin
varlig1 da kanitlanmustir [6]. Polen antibakteriyel,
antifungal, antikarsinojenik ve antioksidan
Ozelliklere sahip immunomodulatér yapida bir
madde olup, icerdigi besin maddeleri nedeniyle
son zamanlarda oldukga fazla dikkat ¢ekmektedir
[6-9].

Bu arastirmada  immunostimulan  ve
antioksidan 6zellikteki ar1 poleninin, gokkusag:
alabaliginda PON ve ARE enzim aktivitelerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmugtir.

2. Materyal ve Metot

Calisma, Firat  Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu Bagkanligi tarafindan
onaylanmistir (Protokol No: 2014/10-102).

Aragtirmada kestane (Castanea sativa) poleni
kullanildi. Polen 6rnekleri, Zonguldak yoresinde
sabit aricilik yapan aricilardan kestane balinin
iiretim sezonunda kovanlarin 6niine polen tuzag:
takilarak elde edildi. Polen Orneklerinin
palinolojik  olarak identifikasyonu  Erciyes
Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi' nden Prof.
Dr. Sibel SILICI tarafindan yapild.

Calismada kullanilan polen 6rnekleri % 1, %
2 ve % 4 oraninda tartildi ve 1' er litre su
igerisinde ¢oOziildii. Polen igeren yemlerin
hazirlanmasi igin, 6zel bir firmadan (Ecobio)
alinan pelet yemler 6nce toz haline getirildi. Toz
haline getirilen yemler polen igeren 1' er litrelik

24

sularla hamur haline getirildi. Hamur haline
getirilen karisim kiyma makinesinden gecirilerek
pelet haline donistiiriildii. Hazirlanan peletler
tepsilere yerlestirilip yem firininda kurutuldu.
Yemler sogutulduktan sonra, kullanilincaya kadar
koyu renkli cam muhafaza kaplari igerisinde ve 4
°C’ de muhafaza edildi.

Arastirmada kullanilan ve ortalama agirlig
100 + 10 g olan 120 adet gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss), yerel bir isletmeden
temin edilerek 80 x 75 x 90 c¢cm boyutlarinda 4
farkli fiberglas tanka, her birinde 10 adet olacak
sekilde  yerlestirildi.  Deneysel calismaya
basglamadan oOnce baliklar hazirlanmig olan bu
ortama 15 giin siireyle adapte edildi. Adaptasyon
siiresince baliklara giinde iki kere alabildikleri
kadar ticari alabalik yemi verildi. Calisma 3
tekrarli olarak yiiriitiildii ve her bir tekrar igin 40
adet olmak iizere toplamda 120 balik kullanildi.

Adaptasyon siiresi sonunda baliklar K
(Kontrol grubu; polen igermeyen ticari yemin
uygulandig1 grup), D1 (% 1 oraninda polen ilave
edilen yemin uygulandigi grup), D2 (% 2
oraninda polen ilave edilen yemin uygulandig
grup) ve D3 (% 4 oraninda polen ilave edilen
yemin uygulandigi grup) olmak tizere 4 farkli
gruba ayrildi.

Deneme 21 giin siirdii. Caligmanin sonunda
benzocain (25mg/L) ile anestezi edilen baliklar,
kan orneklerinin alinmasi i¢in kavdal pediinkiil
bolgesinden ensize edildi. Kan Ornekleri
antikoagiilant igermeyen jelli tiiplere dolduruldu.
Jelli tiiplere alinan kan 6rneklerinin 3500 rpm' de
10 dakika santrifiijinden sonra serumlari
c¢ikarildi. Elde edilen bu serumlarda paraoksonaz
(PON) ve arilesteraz (ARE) enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak belirlendi.

Bunun i¢in 850 ul Tris-HCI tamponu (100
mM, pH:8), 100 ul substrat ¢ozeltisi (2 mM
paraokson + 2 mM koenzim CaCl, ) ve 100 pl
enzim ¢ozeltisi sirasiyla karistiridi. Daha sonra
412 nm dalga boyunda ve 37 °C’de 1 dakika
zaman diliminde absorbansta meydana gelen
degisme spektrofotometde okundu. ARE enzim
aktiviteside ayn1 prensiple dl¢iildii fakat substrat
olarak fenilasetat kullanildi [10].

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS 12.0 istatistik programi
kullanilarak gergeklestirildi. PON ve ARE enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler tek
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yonlii varyans analizi (ONEWAY — ANOVA) ile  istatistiksel olarak herhangi bir farklilik

test edildi. gostermedigi  belirlendi. Yine yalniz polenin
uygulandigt D1, D2 ve D3 gruplan
3. Bulgular karsilastirildiginda da benzer bir sekilde gruplar

arasinda istatistiksel herhangi bir farklilik
Kontrol grubuna goére her iic deneme  bulunmadi (p > 0,05, Tablo 1).
grubunda da PON ve ARE enzim aktivitelerinin

Tablo 1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin serum PON ve ARE aktivitesindeki degisimler (Ortalama =+
standart hata).
Deneme Gruplari

K D1 D2 D3
PON (U/mL) 80,81 + 8,432 81,20 + 11,292 79,63 £10,572 81,86 + 9,682
ARE (U/mL) 313,86 + 19,592 310,22 +25,432 315,89 +22,652 312,77 £20,192

abed Ayni satirda yer alan farkl harfler tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.

4. Tartisma ve Sonug¢ punctatus, Salminus brasiliensis' in serumunda
PON enzim aktivitelerini sirasiyla 6,1, 6,6, 1,5 ve

Baliklarda PON ve ARE enzim aktivitesi ile 35,2 nmol x mint x ml* olarak belirlemislerdir.
ilgili farkli teoriler vardir. Bazi arastirmacilar ~ Bunun yani sira son zamanlarda baliklarda PON
baliklarda bu enzim aktivitelerinin olmadigim1  aktivitesi ile ilgili yapilan ¢alismalarin hemen
iddia ederken bazi arastirmacilar ise bu enzim  hemen tamaminda, agir metallerin [15,20-22] ve
aktivitelerinin baliklarda goriildiigiinii ifade  bazi pestisitlerin [23] bu enzim iizerine etkileri
etmislerdir [1,11,12]. Baliklardaki ¢alismalar ise  arastirilmigtir.
bu enzimlerin yalnizca saflagtirmasi ve diizeyinin Polenin baliklarda PON ve ARE enzim
belirlenmesi yoniinde olmustur [13-15]. Ornegin;  aktivitesine etkisini arastiran herhangi bir
Folly vd. [16] Piaractus mesopotamicus tirii  g¢alismaya rastlanilmamistir. Buna karsin No-
baliklarda PON aktivitesinin varhigini gostermis  nitro-L-arjinin-metil  ester  (L-NAME) ile
ve bu enzimin baliklarda high density lipoprotein  hipertansif yapilan sicanlarda propolis, kafeik asit
(HDL) ile iligkili oldugunu belirtmiglerdir. Diger ~ fenil ester (CAPE) ve polen uygulamasinin
taraftan aym kosullarda yetistirilen normal ve  paraoksanaz ~ (PON1)  aktivitesi,  toplam
albino gokkusagi alabaliklarinin PON aktivitesi  antioksidan seviye (TAS), toplam oksidan seviye
arastitlmis  ve sonucgta  kiiltiir gokkusagi  (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), asimetrik
alabaliginda serum PON aktivitesi daha yiiksek  dimetilarjinin (ADMA) ve niikleer faktor kappa B
bulunmustur. Bu farkliligin nedeni tiir, biyiiklik ~ (NF-xB) seviyeleri ve kan basincinda meydana
ve baskinlik durumuna baglanmistir [17]. Aym1  gelen degisimler aragtirilmustir (Giilhan, 2014).
aragtirmacilar tarafindan yapilan baska bir  Sonug¢ olarak polen uygulanan gruplarda PON1
calismada ise dogadan yakalanan ve kiiltir  aktivitesinin arttigi belirlenmistir. Bu ¢alismada
altindaki kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis)'  ise kontrol grubuna gore her ii¢ deneme grubunda
nda PON enzim aktivitesi ile PON/HDL orant ~ da PON ve ARE enzim aktivitelerinin istatistiksel
aragtirtlmistir. Sonug olarak PON aktivitesi ve  olarak herhangi bir farklilik gdstermedigi, yine
PON/HDL oram1 kiltir altindaki kaynak  yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplari
alabaliginda dogadan yakalananlara gore daha  karsilastirildiginda da benzer bir sekilde gruplar
yiksek bulunmustur [18]. Bastos vd. [19] arasinda istatistiksel herhangi bir farkliligin
neotropikal ~ dort  bahk  tiri  Piaractus  bulunmadig tespit edilmistir.
mesopotamicus, Brycon cephalus, Hypostomus
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