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OZET

PROPOLISIN, OGLAKLARDA, FARKLI MEVSIMLERDE HSP27 ve HSP70 GEN
EKSPRESYON PROFILI ve BAZI FIZYOLOJiK STRES PARAMETRELERI
UZERINE ETKISi

Cogan H. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Zootekni

Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Bu calismada propolis verilen ve verilmeyen oglaklarin farkli mevsimlerde HSP
27 ve HSP70 gen ekspresyonlar: ve bazi stres parametreleri karsilastirilarak, oglaklarda
sicaklik stresine karsi propolisin hiicresel diizeydeki etkisi ve sicaklik stresine karsi fizyolojik

yanitinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Materyal ve Yontem: Ortalama bir haftalik yasta 20 bas oglak, kolostrumlarini
aldiktan sonra bireysel bolmelere alinarak, sadece ana siitii verilen kontrol grubu ve ana siitii
+ 0.4 cc propolis takviyesi yapilan deneme grup seklinde iki gruba ayrilmigtir. Oglaklarin
beslenmesinde, tiim analardan sagilan siitler homojen olarak karigtirlarak, viicut sicakliginda
giinde iki defa biberonla oglaklara verilmistir. Verilen giinliik siit miktar1 oglak canli
agirhginin %10°nuna tekabiil edecek sekilde ayarlanmistir. Oglaklarin Oniine denemenin
ikinci haftasinda 50 g kesif yem konulmus ve siitten kesimden sonraki siiregte de oglaklarin
canli agirlik artiglarina paralel olarak yem miktari arttirilmigtir. Tiim gruplarda toplamda 16
hafta siiresince her hafta oglak canli agirliklari, sabah ve aksam olmak tizere giinde iki defa
hayvanlarin rektal sicaklik Ol¢limleri, nabiz ve solunum sayist belirlenmistir. Deneme
baglangicindan sonra Nisan ve Temmuz aylarinda, ayda iki defa, toplamda 4 kez oglaklardan
kan o6rnekleri alinip analiz edilerek, deneme ve kontrol grubunun HSP27 ve HSP70 genlerinin
ekspresyon diizeyleri qRT-PCR ile belirlenmis ve elde edilen Ct degerleri ile gruplar aras1 gen

-AACT
2

ekspresyonlar1 karsilastirilarak kat degisimleri ( ) hesaplanmistir. Calismanin sonunda

tiim veriler toparlanip istatistiksel analizleri yapilarak, sonuglar yorumlanmistir.

Bulgular: Deneme siiresince yem tiiketim miktar1 olarak her iki grubun aralarinda
onemli bir fark goriilmemistir, ancak grup i¢i ortalamalarina bakildiginda deneme grubunun

esit miktarda yem tiiketimine ragmen canli agirhik artis1 kontrol grubuna gore daha fazla

xii



bulunmustur (Deneme siirecinde kontrol grubunda ortalama 9,49 kg, deneme grubunda
ortalama 12,24 kg canli agirlik artisi olmustur). Gruplar arasi rektal sicaklik degerleri
kiyaslandiginda deneme grubunun rektal sicaklik degerleri kontrol grubundan yiiksek oldugu
goriilmektedir. Gruplar arasi nabiz ve solunum sayilari deneme grubunun nabiz ve solunum
sayilart kontrol grubuna gore daha diisiiktiir. Aktine gore normalize edilen degerler
incelendiginde kontrol grubunda HSP70 geninin ekspresyon seviyesi sicakligin artmasiyla
artis gostermistir ancak deneme grubunun HSP70 ekspresyon seviyeleri yiiksek sicakliklarda
da sabit kalmistir. Kontrol grubunda HSP27 geni ilkbahar alimlarinda deneme grubuna goére
daha az eksprese olmustur ancak sicakligin artis gosterdigi Temmuz ayinda deneme grubu

kontrol grubuna gore daha az eksprese olmustur.

Sonug¢: Hava sicakliginin artmaya basladigi haftalarda deneme grubunda canli agirlik
artis1 gézlemlendi ve rektal sicaklik degerleri deneme grubunda daha yiiksek bulunmasina
ragmen deneme grubunun nabiz ve solunum sayist kontrole gore daha diisiik bulundu.
Propolis oglaklarin viicut sicakligini artirmistir ancak oglaklarin sicaklik stresine yanitini
olumlu etkilemistir. Propolis HSP70 degerlerini sabitleyerek sicak olan yaz aymdaki
ekspresyon degerlerinin ilkbahar ekspresyon degerleri ile ayn1 seviyede olmasini saglamistir.
HSP27 ekspresyonlar1 kontrole kiyasla deneme grubunda ilkbahar doneminde fazladir ancak
yaz doneminde kontrole kiyasla daha az eksprese olmustur. Bu sonuglar dogrultusunda
propolisin, oglaklarin sicaklik stresine yanitini olumlu etkiledigini, hayvanlarda sicak
havalarda gozlemlenen istah seviyelerinde azalmayr olumlu onleyerek, ozellikle yemden

yararlanmay1 olumlu etkiledigini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Oglak, Propolis, Sicaklik Stresi, HSP, Gen Ekspresyonu

Xiii



ABSTRACT

THE EFFECT OF PROPOLIS ON HSP27 and HSP70 GENE EXPRESSION PROFILE
AND SOME PHYSIOLOGICAL STRESS PARAMETERS IN GOAT KIDS IN
DIFFERENT SEASONS

Cogan H. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied

Sciences, Zootechnics Programme, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: This study, it was aimed to determine the effect of propolis at the cellular
level against temperature stress and physiological response to temperature stress by
comparing HSP27 and HSP70 gene expressions and some stress parameters in different

seasons in goat kids with and without propolis treatment.

Material and Methods: After receiving colostrum, 20 goat kids at an average age of
one week were divided into two groups the control group which was given only mother's
milk, and the experimental group which was given mother's milk + 0.4 cc propolis
supplementation. In the feeding of the goat kids, milk from all mothers was mixed
homogeneously and given to t twice a day at body temperature by the bottle. The daily
amount of milk given was adjusted to correspond to 10% of the live weight of the goat kid. In
the second week of the experiment, 50 g of concentrate feed was given to the goat kids and
the amount of feed was increased in parallel with the live weight gain of the goat kids after
weaning. In all groups, the live weights of the kids, rectal temperature measurements, pulse
rate, and respiratory rate of the animals were determined twice a day, in the morning and the
evening, for a total of 16 weeks. After the beginning of the experiment, blood samples were
taken and analyzed twice a month in April and July, 4 times in total, and the expression levels
of HSP27 and HSP70 genes of the experimental and control groups were determined by gRT-
PCR and the fold changes (2-AACT) were calculated by comparing the Ct values obtained
with the gene expressions between the groups. At the end of the study, all data were collected

and statistically analysed and the results were interpreted.

Xiv



Results: During the experiment, there was no significant difference between the two
groups in terms of feed consumption, but when the intra-group averages were analyzed, it was
found that the live weight gain of the experimental group was higher than that of the control
group despite the equal amount of feed consumption (average live weight gain was 9.49 kg in
the control group and 12.24 kg in the experimental group during the experiment). When the
rectal temperature values between the groups were compared, it was observed that the rectal
temperature values of the experimental group were higher than the control group. The pulse
and respiration rates of the experimental group were lower than the control group. When the
values normalised according to actin were examined, the expression level of the HSP70 gene
in the control group increased with the increase in temperature, but the HSP70 expression
levels of the experimental group remained constant at high temperatures. While the HSP27
gene was expressed less in the control group compared to the experimental group in the
spring, the HSP27 gene was expressed less in the experimental group compared to the control

group in July when the temperature increased.

Conclusion: In the weeks when the air temperature started to increase, body weight
gain was observed in the experimental group and although rectal temperature values were
higher in the experimental group, pulse and respiratory rate of the experimental group were
lower than the control group. Propolis increased the body temperature of the goat kids but
positively affected the response of the goat kids to heat stress. Propolis, stabilised HSP70
values and ensured that the expression values in the hot summer months were at the same
level as the spring expression values. HSP27 expressions were higher in the spring period in
the experimental group compared to the control but were less expressed in the summer period
compared to the control. In line with these results, we can say that propolis positively affects
the response of goat kids to heat stress, prevents the decrease in appetite levels observed in

animals in hot weather, and especially positively affects feed utilization.

Keywords:Goat Kid, Propolis, Heat Stress, HSP, Gene Expression
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1. GIRIS

Tiirkiye’de biiyiikbas hayvan kategorisinde Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2022
verilerine gore, sigir sayisi bir dnceki yila gore %5,6 azalmig ve 16 milyon 852 bin bastir.

Manda sayist ise bir onceki yila gore %7.,4 azalarak 171 bin 835 bas olarak bildirilmistir.

Kiigiikbas hayvan kategorisinde ise koyun sayisi bir onceki yila gore %1,1 oraninda
azalarak 44 milyon 688 bin bastir. Kegi sayisi ise bir 6nceki yila gore %6,2 oraninda azalarak

11 milyon 578 bin bas olarak bildirilmistir.

Cizelge 1: Tiirkiye hayvan sayilar1 ve degisim oranlar1 2021 -2022 (TUIK, 2022)

(Bas) 2021 2022 Degisim (%)
Biiyiikbas 18.036.117 17.023.791 5,6
Sigur 17.850.543 16.851.956 5,6

Manda 185.574 171.835 7,4
Kiigiikbas 57.519.204 56.265.750 2,2
Koyun 45.177.690 44.687.888 1,1

Kegi 12.341.514 11.577.862 -6,2

Stres, bir hayvanin cevresiyle bas edememesiyle ortaya cikar ve genellikle iiretim
ozellikleri i¢in genetik potansiyele ulasamama olarak yansitilan bir fenomendir (Dobson ve
Smith 2000). Farkli tarimsal iklim bolgelerindeki hayvanlar, kendi iklimlerindeki herhangi bir
degisiklige kendilerini alistirmak i¢in dogal olarak farklt mekanizmalarla donatilmistir (Marai

vd., 2007).

Hipotermi ve/veya hipertermi gibi ¢evresel stresorler hayvanlarin davranissal, fizyolojik

ve molekiiler mekanizmalarin1 olumsuz etkiler. Cevresel sicaklik, bagil nem, yagis, radyan 1s1,



atmosferik basing, rlizgar hiz1 ve toz, hayvan sagligi ve tiretkenligi ile ilgili temel fiziksel
faktorlerdir. Kiiresel 1sinmanin, siit ve et iiretiminin yarisindan fazlasini olusturan tropikal ve
subtropikal tilkelerde hayvan verimliligini %25 oraninda azalttigi tahmin edilmektedir
(Sequin, 2008).

Cesitli iklim kosullarinda hayatta kalma potansiyeli, kurakliga tolerans, sinirlt merada
hayatta kalma yetenegi, sinirli mera arayisinda uzun mesafeler yiiriime yetenegi, kendilerine
tilketime uygun olmayan herhangi bir yemi tiiketme potansiyeli veren benzersiz besleme
davranigina sahip olma degisen iklim senaryosunda kegileri hayatta kalmak ve en 1yi sekilde

tiretmek icin ideal tiir yapmaktadir (Reshma Nair vd., 2021).

Son yillarda giderek artan tiiretim ve tiiketimde dogala doniis egilimi yem katki
maddeleri konusunda yeni arayiglara neden olmustur. Ayrica yogun antibiyotik kullanimi
sonucu ortaya c¢ikan sorunlar nedeniyle, hayvan sagaltimi iizerinde etkili, ekonomik ve dogal
olan alternatif yem katkis1 arayisina girilmistir. Bu alternatif arayislar ¢ercevesinde, gelismeyi
tesvik edici maddelerin kullanimi yerine hem etkili hem de ekonomik olan dogal {iriinlerin
kullanimi 6nem kazanmustir. Propolis arilar tarafindan kovanda yer alan deliklerin ve
catlaklarin kapatilmasi, kovan i¢ ylizeyin yumusatilmasi ve i¢ sicakliginin korunmas: ile ¢ikis
deliginin boyutunun azaltilmasi amaciyla kullanilmaktadir (Sun vd., 2015; Pasupuleti vd.,
2017; Kocot vd., 2018). Propolisin kimyasal yapis1 olduk¢a komplekstir. Iceriginde bulunan
maddeler; fenolik (flavanoidler, flavonlar, flavanononlar, flavanonler) ve benzeri bilesikler
(fenolik asit ve esterleri, kumarinler, ketonlar vb.), kafeik asit esterleri olusturmaktadir.
Propolis genel olarak; %45-55 regine, %23-35 mumlar ve yag asitleri, %10 esansiyel yaglar,
%35 polen ve %5 diger organik maddeler ve mineraller icermektedir. Yapilan arastirmalarda,
propolisin miristik asit, benzoik asit, benzil alkol, vanilin, sinamik asit, pinocembrin,
pinobanksin, kuersetin, galangin, apigenin, krisin, kafeik asit, acacetin, kamferide ve
izovanilin gibi kimyasal bilesikler igerdigi tespit edilmistir. Farkli propolis Ornekleriyle
yapilan ¢alismalarda, propoliste yer alan bilesiklerin suda ve hidrokarbon ¢dziiclilerde zayif
¢Oziinlirken alkolde iyi ¢oziindiikleri ortaya konulmustur (Hepsen vd., 1996; Silici, 2015;
Yonar, 2017).

Termal stres, hiicrenin hayatta kalmasinda temel olan karmasik tepkileri uyarir (Sonna
vd., 2002). Is1 ve diger stresorler, yalnizca dogal aktiviteden yoksun degildir, ayn1 zamanda
hiicresel membranlarda dogrudan hasara neden olabilen protein agregatlarinin olusumuna

neden olur (Rochet vd., 2004). HSP'ler (Heat Shock Protein- Is1 Sok Protein), ¢esitli stres
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tirleri altinda ifade edilen ve hayvan adaptasyonu i¢in potansiyel gosterge olarak kabul
edilen, evrimsel ¢izgiler boyunca yiiksek oranda korunmus protein gruplaridir (Lindquist ve

Craig 1988; Parsell ve Lindquist 1993).

Is1 sok proteinleri (HSP), molekiiler boyutlarina ve aminoasit dizisi benzerligine gore
birkag¢ aileye siiflandirilan biiyiik bir saperon proteinleri grubunu olusturur. HSP’ler, strese
alismak icin organizmalarda hayatta kalma ve etkili bir bagisiklik sistemi arasindaki dengenin
korunmasindan sorumludur (Morange, 2006). HSP'ler, yeni sentezlenmis hiicresel proteinlerin
dogru katlanmasini ve hiicresel bolmelere translokasyonu kolaylastiran molekiiler saperonlar
olarak islev goriir. Tim 1s1 soku proteinleri, karboksil uclarindaki karakteristik 1s1 soku
domaininin varligiyla karakterize edilir. Molekiiler agirliklar1 10 kDa’dan 200 kDa’ a kadar
degisen 1s1 soku proteinleri; molekiiler agirliklarina ve fonksiyon gésterme mekanizmalarina
gore siniflandirilirlar. Is1 soku proteinleri bu kriterlere gore SHSP (small heat shock protein-
kiiglik 1s1 soku proteinleri), HSP40 (J-proteinleri), HSP60 (saperoninler), HSP70, HSP90 ve
HSP100 olmak tiizere kabaca alt1 sinifa ayrilabilirler. Bu alti sinif birbiri ile etkilesim iginde
calisarak hiicredeki protein dengesini saglarlar. HSP ifadesi, hayvanin zorlu g¢evresel strese
adaptasyonunun potansiyel bir géstergesi olarak tanimlanmaktadir (Hansen 2004; Dangi vd.,
2014).

Yar1 kurak cevre kosullarinda yetistirilen kegiler, yil boyunca yem kalitesi ve
miktarindaki degisimler nedeniyle ¢ok sayida stres etkeniyle yiizlesmek zorundadir (Sejian
vd., 2012; Sejian vd., 2013). Kegiler zorlu ¢evreye uyum saglayabilir ve diger biiyiik evcil
gevis getirenlerden daha iy1 performans gosterebilir. Ancak kegilerin toleranslarina ragmen
termal stres altinda yetistirilirken optimal verim elde edilememistir. HSP70 ailesi ve HSP27
altindaki genlerin sayist insan ve sigirlarda bir dereceye kadar calisilmis olsa da kecilerde,
ozellikle in vitro sicak ve soguk miicadelesi sirasinda termal stres yaniti ile ilgili ¢aligmalar
yetersizdir (Mohanarao vd., 2014). Bu ¢alismada oglaklarin zorlu gevresel stres faktorlerinden
olan sicaklik stresine adaptasyonunda propolis verilen ve verilmeyen oglaklarin HSP27 ve
HSP70 gen ekspresyonlari ve bazi stres parametreleri karsilastirilarak, propolisin oglaklardaki

etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Saanen Kegisi

Keci yetistiriciligi, diinya genelinde 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
girdi maliyetlerinin diger yetistiriciliklere kiyasla daha az oldugundan hayvansal iiretimde
degerli bir kaynaktir. Ulkemizin dogal bitki ortiisii, toprak yapisi, ekolojisi ve sosyoekonomik
yapisi ile kegi yetistiriciligine elverisli olmaktadir. Giiniimiizde 6zellikle Bati Anadolu
Bolgesi’nde Izmir, Manisa, Balikesir, Canakkale ve Bursa gibi illerde keci isletmeciligi
yaygindir. Siit tipi melez kegi yetistiriciligi yayginlastirllmasinda onemli gelismeler

yapilmakta ve yetistirici potansiyelleri her gecen giin artmaktadir (Koyuncu vd., 2005).

Saanen kegisi en ¢ok bilinen 1rklardan birisi olmakla birlikte orijini Isvigre’nin Saanen
bolgesidir. Siit ve dol verimi yiiksek olan bu 1rk, sahip oldugu yiiksek adaptasyon kabiliyeti
sebebiyle diinyanin hemen hemen her yerinde yetistirilmektedir. Erkek ve disiler boynuzsuz
ya da boynuzlu olabilmektedir. Genel 6zellikleri kulaklari kisa, bazen boyun alt1 kiipeli, kisa
kill1 viicut rengi beyazdir (Harris vd., 1996; Ozder, 2006).

2.2. Sicaklik ve iklim Degisikligi

Diinyanin genelinde iklim degisikligi etkilerinin tarimsal tiretime olan zararlari artik net
bir sekilde fark edilmektedir (Sekil 1). Kiiresel isinmanin etkisiyle diinyada baz1 bolgelerde
degisime ugrayan iklim yapilari, su kaynaklarinin azalmasi, tarimsal iiretim ihtiyacinda ve
hayvancilik i¢in gerekli yem bitkilerinde, azalmaya sebep olmustur. Enerji ve endiistri gibi
sektorlere oranla tarimsal faaliyetlerin diinya genelinde sera gazlarinin artisina az oranda olsa
da katkis1 olmustur (Gokkiir ve Uysal, 2020).
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Sekil 1: Kiiresel ortalama sicaklik degisimi (Wikipedia)

Zaman igerisinde iklim degigkenliginin etkileri goriilmeye baslanmis ve yliksek
sicakliklarin olugmaya basladigi bolgelerde kuraklik nedeniyle yem bitkisi tiretimindeki
azalma tehdit olusturmaya baslamistir (Sekil 2). Hava sicakligindaki artiglar nedeniyle
olusacak sicaklik stresi, hayvanlarin yem alimimi diisiirecegi gibi verim kayiplarina neden
olacagi ongoriilmektedir (Demir ve Cevger, 2007; Koyuncu ve Akgiin, 2018). Iklim
degisikliginin hayvanlar tizerine etkileri dogrudan fizyolojik etkilere sahiptir. Yiiksek sicaklik
diizeyleri, iiretim performansim (biiylime, et, siit, yumurta verimi), lireme fizyolojisini,
metabolizmay1 ve bagisiklik sistemini (Sekil 3) olumsuz etkilemeye baslamistir (Koyuncu ve
Akgiin, 2018). Yagislarin miktar1 ve yogunlugundaki degisiklikler mera ve yem bitkilerinin
biiylime zamanin etkilemistir. Yem ihtiyacinin verimli diizeyde karsilanmamasi gibi etkiler,
hayvanlarda canli agirlikta ve siit veriminde kayiplara neden olmaktadir (Malik vd., 2015;
Kog vd., 2016).
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Sekil 2: Iklim degisikligi ve hayvansal {iretim etkilesimi (Descheemaeker vd., 2016)
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Sekil 3: Iklim degisikligi, bulasici hastaliklar ve metan emisyonlari arasindaki etkilesimlerden
kaynaklanan sorunlarin potansiyel dongiisti (Trends in Ecology & Evolution, 2004)

Sera gaz1 saliniminin  %65’inin  sigircilik  isletmelerinden  kaynakli  oldugu

bildirilmektedir. Kiiresel tarim ve gida iretiminin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi igin;



hayvansal iiretimin imkanlarmin gelistirilmesi ve g¢evresel zarar faktoriiniin azaltilmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, iklim degisikligine olan katkist azaltilmali, iklim
degisikliginin hayvancilik verimine etkileri en aza indirilmeli ve niifusun gida ihtiyacinin
karsilanabilmesi amaciyla sektoriin geleceginin planlanmasi 6nemlidir (Herrero ve Thornton,
2013; Kog vd., 2016). Tim bu olumsuz etkilerin minimuma indirgendiginde hayvansal

tiretimin iklim degisikligine adaptasyonu rahatlikla saglanabilir (Gokkiir ve Uysal, 2020).
2.3. Propolis

Arilar, bitki tomurcuklari, eksiida ve bitkinin diger bolgelerinden regine toplar,
kendisinde bulunan tiikiiriikk enzimlerini balmumu ile karistirir ve propolisi olusturur (Sforcin
ve Bankova, 2011; Silva vd., 2012). Propolis, arilarin kovani korumak i¢in kullandiklar
maddelerin karisimidir. Bu koruma, kovan duvarlarindaki bosluklarin doldurulmasi, petek
gozlerinin temizlenmesi ve dezenfekte edilmesi, soguk giinlerde girisin azaltilmasi ve talep
edilen davetsiz misafirlerin mumyalanmasi ve bdylece ¢ilirimelerinin dnlenmesi ile ilgilidir
(Kedzia, 2008). Bu tanimlama, propolisin neden ari tutkali olarak da bilindigini agiklar
(Zabaiou vd., 2017). Propolis kelimesi etimolojik agidan Yunanca olup sehrin girisinde
anlamma gelir (Wagh, 2013; Toreti vd., 2013). Propolisin kokeni ile ilgili tartigmalar eski
caglardan beri devam etmektedir. Kokeni bitkilerden mi yoksa arilardan m1 geldigi konusunda
tartigmalar ortaya atilmistir. Gliniimiizde analitik tekniklerin gelismesiyle birlikte propolisin
yaklagik bilesimi ve onu etkileyen faktorler bilinmektedir (Sekil 4) (Kedzia, 2008).

Propolis kitalar, bolgeler ve bitki tiirleri bilesimlerine gore igerigini de farkl
kilmaktadir. Propolis farkli kimyasal bilesime sahiptir ancak antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiparaziter, antiinflamatuvar, antiproliferatif ve antioksidan gibi benzer
aktivitelerde bulunmaktadir (Schnitzler vd., 2010; Ramanauskiene ve Inkeniene, 2011,
Franchin vd., 2016; De Freitas vd., 2017).
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Sekil 4: Propolis igerigi (Easton-Calabria vd., 2019)

Ham propolis dogrudan tedavide kullanilamaz. ilk olarak, en aktif bilesenlerin
¢Oziilmesi ve salinmasi icin Ozii ¢ikarilmalidir. Etanol, metanol, su, hekzan, aseton,
diklorometan ve kloroform gibi ¢oziiciiler 6ziimleyici olarak kullanilir. Ekstraktlar yaklagik
%70 konsantrasyonda propolis igerir (Gomez-Caravaca vd., 2006; Miguel vd., 2010).
Antibakteriyel aktivite agisindan flavonoidler ve fenolik bilesikler gibi maddelerin igerigi
onemlidir (Inui vd., 2014; Brodowska, 2017; Gorniak vd, 2019). Ancak kullanilan solvente
bagli olarak farkli biyolojik aktiviteler de gosterebilir. Devequi-Nunes vd. (2018) kahverengi,
yesil ve kirmizi propolisin etanolik ekstraktlarinda siiperkritik ekstraksiyon ile elde edilen
ekstraktlardan yaklagik iki kat daha yiiksek fenolik bilesik konsantrasyonlari bulmustur. Ayni
zamanda, siiperkritik ekstraksiyona kiyasla flavonoid seviyeleri yesil ve kirmizi propolisin
etanolik ekstraktlarinda daha yiiksek ve kahverengi propoliste daha diisiik ¢ikmstir (Devequi-
Nunes vd., 2018). Wieczynska vd. (2017) ¢alismalarinda Polonya propolisinden elde edilen
etanolik ekstraktlarin heksan ekstraktlarindan daha giiclii bir antimikrobiyal aktivite

gosterdigini bulmuslardir.



2.4. Propolisin Kimyasal Bilesikleri

Propolis kimyasal bilesimleri, iiretilmek i¢in kullanilan bitki kaynaklari, regine ve
balsamlariyla yakindan iliskilidir. Arastirmalarin ilerlemesiyle birlikte propolisin 300'den
fazla kimyasal bilesik tanimlanmistir. Propolis iceriginde regineler disinda (Sekil 5) bulunan
ana kimyasal bilesiklerinin gruplart mumlar, terpenoidler ve polifenollerdir (fenolik asitler,

flavonoidler) (Przybylek ve Karpinski, 2019).

PROPOLIS
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Sekil 5: Propolisin genel bilesimi (Asma vd., 2022)

Polifenoller ve terpenoidler de en aktif yapida kabul edilir (Pimenta vd., 2015).
Flavonoid grubu, chrysin, pinosembrin, apigenin, galangin, kaempferol, kuersetin, tektokrisin,
pinostrobin ve digerlerini icerir (Sekil 5). Propolisin diger bir kritik bilesik grubu, aromatik
asitlerdir ve bunlarin arasinda en sik olarak ferulik, sinnamik, kafeik, benzoik, salisilik ve p-

kumarik asitlerde bulunur (Kedzia vd., 2017).
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Sekil 6: Propoliste bulunan flavonoidler

(@) chrysin; (b) pinocembrin; (c) apigenin; (d) havlican; (e) kaempferol; (f) kuersetin; (g)
tektokrisin; (h) pinostrobin (Przybylek ve Karpinski, 2019).
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Sekil 7: Propoliste bulunan aromatik asitler

(a) ferulik asit; (b) sinnamik asit; (c) kafeik asit; (d) benzoik asit; (e) salisilik asit; (f) p -

kumarik asit (Przybylek ve Karpinski, 2019).

Ek olarak propolis, karakteristik kokusunda (Sekil 5) diger fenolik bilesikleri (6rn.,

artepilin C) ve terpenleri (terpineol, kafur, geraniol, nerol, farnesol) etki gostermektedir.
Propoliste mikro, makro elementler (Mn, Fe, Si, Mg, Zn, Se, Ca, K, Na, Cu) ve B1, B2, B6, C

ve E vitaminleri bulunmaktadir (Pasupuleti vd., 2017).
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Sekil 8: Propolisin karakteristik kokusundan sorumlu maddeler

(a) fenolik bilesik artepillin C; terpenler; (b) kafur; (¢) terpineol; (d) geraniol; (e) nerol; (f)
farnesol. (Przybylek ve Karpinski, 2019)

Kimyasal bilesimin bu ¢esitliligi, propolise antibakteriyel bir ajan olarak avantaj saglar.
Birgok aktif bilesenin kombinasyonu ve cesitli oranlarda bulunmalari, bakteri direncinin

olugsmasini engeller (Pamplona-Zomenhan vd., 2011).

2.5. Propolisin EtkKileri

Propolis antioksidan ve antimikrobiyal, lipit oksidasyonu geciktirme ozelligi ile gida
tirlinlerinin raf émiirlerini artirma potansiyeli nedeniyle gida endiistrisinde 6nemlidir. Bu tiir
ozellikler, etki mekanizmasinm1 muhtemelen bakteriyel RNA polimerazi inhibe ederek
uygulayan kafeik asit feniletil, flavanol, ester flavonoid, pinocembrin ve galangin gibi
kimyasal maddelerin varligina atfedilir (Funari 2006). Kavak propolisinin ¢oklu ilaca direngli
bakteriler 6rnegin Metisiline direngli Staphylococcus aureus gibi hem gram pozitif hem de
gram negatif mikroorganizmalara kars1 etkinligini bildirmistir. Tiirk propolisinin tiiberkiiloza
kars1 etkinligi degerlendirilmis ve sonucglar dogrultusunda gesitli mikobakteri tiirlerine karst

potansiyel koruma gorevi oldugu goriilmiistiir (Yildirim vd., 2004).
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Diger calismalar, propolisin parazitler, bakteriler, viriisler ve mayalar dahil olmak tizere
farkli tiirdeki mikroorganizmalara karsi yiiksek orandaki aktivitesine odaklanmistir (Saeed
vd., 2016). Cok sayida galisma, propolisin hayvan modellerinde veya insanlarda higbir
toksisite ve yan etkisinin olmadigimi gostermistir (Sawicka vd., 2012; Vit vd., 2015; Demir
vd., 2016). Propolisin sinerjik anti-mikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmess amaciyla yapilan in
vitro ve in vivo denemelerin ¢ogunda gelencksel antimikrobiyal ajana karsi bakteriyel direng
onemli Ol¢iide azalmistir (Przybylek ve Karpinski 2019). Propolisin klinik antibakteriyel
potansiyelinin, i¢inde bulunan c¢ok sayida aktif bilesik ile iligkili oldugu da kanitlanmistir
(Sforcin ve Bankova 2011). Bu nedenle propolis, ¢esitli insan enfeksiyonlarinin tedavisi igin
blyiik ilgi gormistir (Sekil 8). Ayrica biyoteknolojik dirlinlerin yeni ilaglarinin
gelistirilmesinde de kullanilmistir (Przybytek ve Karpinski, 2019).

X

Propolisle ilgili yapilan bir c¢alismada propolisin 600 farkli bakteri susuna karsi

Sekil 9: Propolis alim1 (Pahlavani vd., 2020)

antibakteriyel potansiyeli ile ilgili veriler analiz edilmistir. Cesitli arastirma ¢iktilari,
propolisin gram negatif bakterilere kiyasla gram pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugunu
gostermistir. Propolisin toplandig1 cografi konum, antibakteriyel potansiyelini etkilemistir. En
iyi propolis aktivitesi, hem gram pozitif (Staphylococcus aureus) hem de gram negatif
(Escherichia coli) bakterilere karsi son derece etkili olan Orta Dogu propolisi kullanilarak
kaydedilmistir. Aksine, Alman, irlanda ve Kore propolisi minimum aktivite gdsterdigi

belirtilmistir (Przybylek ve Karpinski 2019).
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Hashem vd. (2013) propolis etanolik ekstraktinin, hematokrit degeri, eritrosit sayist ve
hemoglobin konsantrasyonunda dolayisiyla hematopoezisi (kan hiicrelerinin {iretilmesi)
artirdigin1 bulmuslardir. Ayrica, propolis takviyesinin dokularda antioksidan kapasitesi, kan
plazma kolesterolii ve trigliserit konsantrasyonu azalirken, glikoz ve yiiksek yogunlukta

lipoprotein (HDL) diizeyleri artmistir.

Morsy vd. (2013) tarafindan propolisin Santa Inés koyunlarindaki antiparaziter etkisi
inceledigi calismada Trichuris sp., Trichostrongylus sp. ve Ascaris sp. ile dogal olarak enfekte
olan koyunlarda %33’liik propolis ekstraktlari kullanilmistir. Denemede propolis uygulanan
hayvanlarin toplam digkidaki parazit sayisinin ortalama %59.7 azaldig1 ve kontrol grubunda
ortalama %63.6 artis gézlemlenmistir. Ismael vd. (2019) ¢alismasinda ise listeriosis siiphesi
olan koyun ve kegilerde antibiyotiklerin propolisle birlikte daha yiiksek diizeyde klinik

iyilesme sagladigini belirlemislerdir.

Sarker vd. (2010) siitten kesilen Hanwoo Kore buzagilarinda propolisin alternatif ve
dogal bir yem katki maddesi yoniinden etkisini, antibiyotik olan neomisinle karsilastirmigtir
ve propolis uygulanan grupta immiinoglobulin G, A ve M konsantrasyonlarinda, biiyiime
potansiyeli, yem tiiketimi ve kanin biyokimyasal Ozelliklerinde artislar oldugunu
bulmuslardir. Propolis uygulamasi, mastitise karsi olumlu sonuglar vermektedir. Cesitli
arastirmalarda ke¢i ve inek mastitis patojenlerine karsi tedavide diisiikk maliyeti ve yiiksek

antibakteriyal etkisi ile propolisin kullanilabilecegi ifade edilmistir (Silva vd., 2012).

Zawadzki vd. (2011) besi sigirlarinin rasyonlaria propolis ekstrakti ilavesinin besi sonu
canli agirhigr artisi, ortalama gilinliikk canli agirhik artisi, sicak karkas agirligi ve yemden
yararlanmanin monensin ve kontrol grubuna gore dnemli diizeyde olumlu etkilendigini rapor
etmislerdir. Aguiar vd. (2014) tarafindan propolisin siit verimi ve kalitesi iizerine etkilerini
belirmek amaciyla yapilan bir ¢alisma, propolis takviyesi ile beslenen ineklerde siitte protein
igeriginin daha yiiksek oldugunu ve ayni zamanda ineklerin daha yiiksek siit verimine sahip
oldugunu gostermektedir. Yiiksek flavonoid icerigi nedeniyle propolis hayvanlarin lireme
performansini da olumlu yonde etkileyebilmektedir. Hashem vd. (2013), propolisin etanol
ekstraktinin (150 mg/kg rasyonda) rasyona ilavesinin, subtropik sicak mevsimlerde cinsel
aktiviteyi, yiiksek sperm konsantrasyonu, semen kalitesini ve testosteron konsantrasyonunu

tyilestirdigini tespit etmislerdir.
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Yeni dogan buzagilarda goriilen ishaller {izerine propolisin etkilerini incelemek
amactyla yiiriitiilen bir arastirmada buzagilara 2 cc %96’lik etil alkol ¢ozeltisi ile hazirlanan
propolis verilmistir. Bir aylik deneme siiresi sonunda propolis grubu buzagilarda neonatal
ishal goriilmemis ve ortalama diski puantaji 3 olarak belirlenmistir. Kontrol grubu buzagilarda
ise diski puantaji 5 diizeyinde bulunmustur (Tolon vd., 2002). Yiicel vd. (2015) tarafindan
yapilan benzer bir c¢aligmada, propolis uygulana buzagilarda hi¢bir yeni dogan ishalinin
gozlenmedigi ve ortalama diski skorunun 2’den az oldugu sonucuna varilmistir. Kontrol
grubu buzagilarinda 4 skoru kaydedilmistir. Yeni dogan buzagilara giinde 4 ml etanol ekstrakt

propolis uygulamasinin kandaki demir igerigini artirdigi gézlenmistir (Kupczynski vd., 2012).

2.6. Saperonlar

Molekiiler saperonlar, proteinlerin katlanmasin1 kolaylastirmaya yardimci veya
polipeptitleri stabilize ederek hatali katlanmalar1 onleyen proteinlerdir (Aufricht, 2005).
Katlanma hatalar1 ¢ok yiiksek sicakliklarda daha fazla meydana geldigi i¢in, molekiiler
saperon olarak adlandirilan proteinlerin ¢cogu basta yiiksek sicakliga maruz kaldiktan sonra
hiicresel kosullarda sentezlenen ve 1s1 sok proteinleri (HSP) olarak adlandirilan bir grup

proteini tanimlar (Hubbard ve Sander, 1991; Hartl, 1996).

Uzun siiren aglik, hipoksi, dehidratasyon, inflamatuvar siiregler, alkol, ultraviyole
1sinlarina maruziyet ve bazi toksik bilesenler ile iz elementlerin alimi stres yanitini
baglatabilmektedir (Petrof vd., 2004). Neredeyse tiim okaryot ve prokaryot hiicrelerde normal
diizeylerde bulunup bir¢ok stres kosuluna bagli olarak stres yanitinda artis gosterdigi igin bu
proteinlere “stres proteinleri (HSP)” ismi de verilmektedir. Hiicrede sinyal iletiminde,
norodejeneratif hastaliklarda, neoplastik siireclerde ve immiinolojik gelisimde stres yanitinin

bir bileseni olarak devreye girdikleri belirtilmistir (Oztiirk vd., 2009).

HSP’ler ¢cok sayida proteinin stres etmeni siiresince kiimelenerek ¢okmesini engelleyen,
denatiire olmus proteinleri tantyarak tekrar diizglin katlanmalarina yardimci olan ve tiim bu
islemleri yapmak icin gerekli zamani saglamak {izere apoptozu engelleyen giiclii diizenleyici
molekiiler saperonlar olarak diger tiim proteinler gibi hiicresel stres etkenlerine maruz kalirlar
(Hut vd., 2005). Ancak saglam molekiiler yapilari, kuvvetli hidrojen baglar1 ve hiicre ici
lipofilik paketlenmeleri dolayistyla diger proteinlere kiyasla daha diisiik hasara maruz kalarak

stresten etkilenmeleri daha azdir (Liang ve MacRae, 1997). Bu ozellikleriyle neoplastik
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hiicrelerin korunarak malignitelerinin devam ettirilmesine de yardimci olur (Ciocca ve
Calderwood, 2005).

2.7. HSP Nedir?

Termal toleransi etkileyebilecek ¢esitli faktorler vardir. Bunlar arasinda, 1s1 soku tepkisi
ve 1s1ya aligma, sicaklik stresiyle miicadele etmek igin dogrudan uyarilir. Is1 soku yaniti, akut
sicaklik stresini takiben hizli gecgici termotoleransin gelisimi ile uyumludur. Termal stres
altinda, "1s1 sok proteinleri" adi verilen bir dizi proteinin transkripsiyonel aktivasyonu ve
birikimi iyi bilinmektedir (Kregel 2002). HSP’ler, molekiiler boyutlarina ve aminoasit dizisi
benzerligine gore birkag aileye siniflandirilan biiyiik bir saperon proteinleri grubunu olusturur.
HSP’ler, strese alismak icin organizmalarda hayatta kalma ve etkili bir bagisiklik sistemi
arasindaki dengenin korunmasindan sorumludur (Morange, 2006). HSP’ler, yeni sentezlenmis
hiicresel proteinlerin dogru katlanmasin1 ve hiicresel bélmelere translokasyonu kolaylastiran
molekiiler saperonlar olarak islev goriir. HSP ifadesi, canlinin zorlu c¢evresel strese

adaptasyonunun potansiyel bir gostergesi olarak islev goriir (Dangi vd., 2014).

Is1 sok proteinleri organizmayi gevresel stresten korur ve stres esnasinda organizmalarda
yiiksek miktarda sentezlenir. Yapilan caligmalarda memeli embriyo gelisimi erken doneminde
ve dol verimi iizerinde etkisi oldugu goriilmiistir (Matwee vd., 2000). Is1 sok proteinleri
hiicrede; 1s1 ile UV 1sinlari, asir1 agliga maruz kalma, inflamasyon, enfeksiyon, toksin, etanol,
arsenik, pH degisimi, iskemia, enerji eksikligi, oksidatif fosforilasyon, iz elementlerin
eksikligi, reaktif oksijen metabolitleri, glukoz diizeylerinde degisiklik gibi ¢evresel faktorlere
maruz kaldiklar1 zaman ve dehidratasyon durumunda iiretilmektedirler (Oztiirk vd., 2009). Ist
sok proteinleri, hiicresel streste protein yikimina veya onarimina karar vermektedir. Proteinin
yikimint Onleyen molekiiler saperon olarak protein katlanmasini ve birlesimini saglar.
HSP’ler hiicrede proteinin korunmasi, (Dobson ve Ellis, 1998) proteinin katlanmasinda ve
saperon (Beckmann vd., 1990) ve protein yikiminin onarilmas: (Chiang vd., 1989) gibi
sitoprotektan fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Bener vd., 2018).

2.8. HSP Tarihcesi

Is1 soku proteinleri ilk olarak, 1962°de Italyan bilimci Ferruccio Ritossa’nmn yiiksek
1siya  maruz kalan meyve sineginin (Drosophila melanogaster) tikiiriik bezi

kromozomlarindaki siskinligin gen ifadesi lizerindeki gozlemi ile kesfedilmistir. Bunun
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tizerine bu proteinler 1s1 soku proteini (heat-shock protein, HSP) olarak adlandiriimistir (Al-
Whaibi, 2011). Ancak 1s1 soku proteinleri, sicaklik disinda biyolojik ve kimyasal birgok stres
faktori tarafindan da transkripsiyonel olarak diizenlenir. Bu nedenle stres proteinleri olarak da
bilinirler (Ulusal, 2015). Sonrasinda arastirmacilar, HSP'lerin prokaryotlar, mayalar ve
bitkilerden okaryotlara kadar organizmalarda bulunan yiiksek derecede korunmus bir protein

ailesi oldugunu belirlemistir (Kogoglu, 2020).
2.9. HSP’lerin Simiflandirilmasi

Is1 sok proteinleri; kuvvetli hidrojen baglar1, giiglii hidrofobik etkilesimleri ve cift
kutuplu heliks stabilitesinden dolay1 denatiire olmazlar. Proteinlerin stabilitesinde ve denatiire
olmus proteinlerin katlanmalarinda gereklidirler (Moseley, 2006). Ist sok proteinlerin molekiil
agirliklari, yapilar1 ve fonksiyonlarina gére 5 gruba ayrilirlar (Cizelge 2). Bunlar HSP 100,
HSP 90, HSP 70, HSP 60 ve kiiclik 1s1 sok proteinleridir (Henle vd., 1998). Bu aile
tiyelerinden bazilar1 hiicrede siirekli olarak sentezlenirken, bazilarinin stres kosullarinda
sentezleri artmaktadir. Diger aile liyeleri ise yalnizca stres etkisi sonucunda sentezlenmektedir
(Samali ve Orrenius,1998). Biiylik molekiiler agirlikli HSP’ler ATP bagimli saperonlardir.
Kendi konformasyonlarinin diizenlenmesi ve ATP baglanmasi i¢in ko-saperonlara gereksinim

duyarlar (Kayki, 2017).
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Cizelge 2: HSP’lerin baz1 6zelliklere gore siniflandirilmasi

HSP Molekiiler | Fizyolojik Streste Yeri islev Kaynak
Agirhg Yeri
HSP90 HSP100 | 100 Endoplazmik | Endoplazmik Glukoz Birbo  vd.,
Retikulum Retikulum metabolizmasi 2021
HSP90a | 86 Sitoplazma Sitoplazma Steroid reseptor
HSP90B | 64 Sitoplazma Sitoplazma Aktin
HSP70 HSP80 80 Endoplazmik | Endoplazmik Immiinglobulin Rosenweig
Retikulum Retikulum vd., 2019
HSP75 75 Mitokondri Mitokondri Glukoz
metabolizmasi
HSP73 73 Sitoplazma Niikleus Protein katlanmasi
HSP72 72 Sitoplazma, Niikleus Protein katlanmasi
Niikleus
HSP60 HSP60 58,60 Sitoplazma, Mitokondri Protein katlanmasi
Mitokondri
Kiiciik HSP47 47 Sitoplazma, Sitoplazma, Kollajene 6zgii Taghavizade
HSP Mitokondri Mitokondri hvd., 2021
Ailesi
HSP32 32 Sitoplazma Sitoplazma, Heme
Niikleus oksijenaz-1
HSP27 27 Sitoplazma/ge | Sitoplazma/ Sitoproteksiyon,
kirdek ¢ekirdek embriyogenez.
HSP25 25 Sitoplazma Sitoplazma a-kristallin
HSP8 8 Sitoplazma, Sitoplazma, Trombosit
Membran Membran kaynakli biiylime
faktor.
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2.10. HSP 90

HSP90, c¢esitli alici proteinlerinin ge¢ evre olgunlagsmasini, aktivasyonunu ve
stabilitesini diizenleyen ATP'ye bagimli bir molekiiler saperondur (Pearl vd., 2008). HSP90
proteinleri, apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre sinyalizasyonu, hiicre canlilig1, protein
katlanmasi ve tasima proteinleri ve yardimci saperonlar ile etkilesime girerken bozulma gibi
temel hiicresel siireclerde ve diizenleyici yollarda énemli bir rol oynar. One ¢ikan rolleri
proteostaz, hiicre farklilasmasi ve gelisiminde yer almaktir. Ayrica, antijenik peptitlerle
birleserek ve onlar1 antijen sunan hiicrelere ileterek adaptif bagisikligin uyarilmasinda rol
oynarlar, boylece dendritik hiicrelerin yani sira antijen sunan hiicreleri de aktive ederler

(Hoter vd., 2018).

HSP90, NTD (N-terminal domain), CTD (C-terminal domain) ve MD (Middle Domain)
olarak bilinen {i¢ ana korunmus alandan olusan genel bir yapiya sahip monomerlere sahip bir
dimerdir (Lavery vd., 2014). Bu alanlar, HSP90 konformasyonel degisikliklere ugrarken
alanlarin yeniden diizenlenmesine izin veren baglayicilarla baglanir (Jahn vd., 2014).
Okaryotlarda, N-terminal ve orta alanlar1 (Tsutsumi vd., 2012) baglayan yiiklii bir baglayici
yapt vardir. Bu yiikli baglayict alan, uzunluk ve aminoasit dizisi bilesimi agisindan degisir
(Tsutsumi vd., 2009). Bu alanlarin her biri belirli bir islev istlenir ve 6zellikle yaslanmada
hasarli veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini dnlemek i¢in gereklidir (Calderwood ve
Murshid, 2009). NTD, ATP'nin baglanma bolgesidir ve bu nedenle niikleotid baglama bolgesi
olarak adlandirilir (Hoter vd., 2018). Bu nedenle, saperon dongiisii ve alict proteinlerinin
HSP90 saperonuna baglanmasi i¢in gerekli olan HSP90 ATPaz aktivitesi icin NTD'ye ihtiyag
vardir (Dutta ve Inouye, 2000; Panaretou vd., 1998). CTD, protein dimerizasyonunda 6nemli
bir rol oynar. Iki ana bolgesi vardir: biri kalmodulin baglanmasi ve digeri HSP90'n
homodimerizasyonu i¢in (Minami vd., 1993). CTD ayrica, NTD isgal edildiginde agilan bir
niikleotid baglama bolgesine sahiptir ve bdylece N-terminal ATPaz aktivitesinin allosterik
diizenleyicisi olarak gorev yapar (Soti vd., 2003). MD, substratlarin baglanmasinda islev
goriir. MD ayrica, substrat MD'ye baglandiginda goriildiigii gibi HSP90 ATPaz aktivitesini de
diizenler ve ATPaz aktivitesinde bir artisa neden olur (Meyer vd., 2003; Panaretou., 2002).
Yalnizca okaryotik HSP90'da mevcut oldugu bilinmesine ragmen, yiiklii baglayici1 alan,

HSP90 saperonunun islevi, etkilesimi ve esnekligi i¢in esastir (Tsutsumi vd., 2009).
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Resim 1: HSP 90 dimerleri

a) HSP90'm p23/Sbal ile kompleks icindeki kristal yapisi. HSP90'in dimerleri ayr1 ayri
renklendirilmis deniz mavisi ve turuncudur ve p23/Sbal menekse ile gosterilmistir.

(b) HSP90''n ATP'ye bagli, kapali kapakli konformasyonuyla etkilesime giren p23/Sbal'in
yakin plan goriintiisii (Birbo vd., 2021).

HSP90'm diizgiin c¢alismasi i¢in dimerizasyon gereklidir. Spesifik olarak, memeli
HSP90, her biri 2-3 kovalent bagli fosfat molekiilii iceren monomerlere sahip fosforile
edilmis bir dimerdir. Ek olarak, NTD'de bir ATP baglanma boélgesine sahip olmasina ragmen,
HSP90 sadece ATPaz aktivitesine degil, aym zamanda guanozin trifosfataz (GTPaz)
aktivitesine de sahiptir (Hoter vd., 2018).

Memelilerde, kopyalanmis genlerden kaynaklanabilecek iki ana HSP90 izoformu vardir
(Sreedhar vd., 2004; Gupta, 1995). Bu iki izoform, indiiklenebilir form HSP90a ve yapici
form HSP90B’dir. Homolojiyi %80 oraninda paylasirlar ve her ikisi de sitoplazmada bulunur
(Johnson, 2012). izoform olmalarma ragmen, HSP90a ve HSP9OB, protein dizilerinin spesifik
boliimlerinde bazi1 varyasyonlara sahiptir. HSP90a 732 aminoasitten olusurken HSP90B 724
aminoasitten olusur. Ek olarak, HSP90a, HSP90p ile karsilastirildiginda daha sik dimerlesme
egilimindedir. Iki izoform arasinda bazi farkliliklar olmasina ragmen, HSP90 genellikle yapi
ve islev acgisindan benzer olduklari icin HSP90a ve HSP90B izoformlarinin her ikisini de

belirtmek i¢in kullanilir (Hoter vd., 2018). Bu izoformlar arasindaki benzerlikler, alici
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proteinlerinin ¢ogunun bu izoformlardan herhangi birine baglanmasina izin verir (Birbo vd.,

2021).

Sahu vd. (2022) kiiltiirlenmis ke¢i kardiyak hiicrelerinde 1s1 sokunun protein 90
(HSP90) mRNA'nin ekspresyon dinamikleri tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla bir
calisma yapmustir. Kiiltiir calismast icin farkli kegilerden alinan kalp dokulart (n = 6)
kullanmiglardir. Farkli kalp dokularindan elde edilen kalp hiicreleri, 24 oyuklu hiicre kiiltiirii
plakalarinda kiiltiirlendirilmis ve nemlendirilmis inkiibator 39°C’de bir CO; i¢inde inkiibe
etmislerdir (%5). 72 saatlik inkiibasyondan sonra kalp hiicrelerinin %75-80 konfluent hale
gelmesine izin verilmis, daha sonra kalp hiicreleri 42°C'de 0, 20, 60 ve 100 dakika boyunca 1s1
tehdidine tabi tutulmustur. 0 dakika boyunca 42°C'de 1s1 tehdidine maruz birakilan kalp
hiicreleri kontrol olarak alinmistir. HSP90 mRNA'nin nispi bollugu, nicel gergek zamanli
PCR (qRT-PCR) ile degerlendirilmisler ve HSP90 mRNA'nin nispi bollugu, kontrole kiyasla
20 dakikalik 1s1 tehdidinde degismemistir. Ancak HSP90 mRNA'nin nispi bollugu, 60 ve 100
dakikalik 1s1 tehdidinde Onemli o&lgiide artmistir (p <0.05). Bununla birlikte, HSP90
mRNA'nin nispi bollugu, 100 dakikalik 1s1 tehdidinde en yiiksek (p <0.05) olarak
kaydetmislerdir.

Devapriya vd. (2021) tarafindan yapilmis bir calismada disi Kodi Aadu irkinda sicaklik
stresinin ¢esitli karkas oOzellikleri, et kalitesi degiskenleri ve et kalitesini yOneten gen
ekspresyon kaliplari iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in bir ¢alisma yapilmistir. Calisma
45 giin boyunca iklim odasinda, her biri kontrol (n = 6; Disi), sicaklik stresi (n = 6; Disi)
olmak {lizere her biri alti hayvandan olusan iki gruba rastgele ayrilan 12 hayvan ile
yuritilmistir. Ana karkas ozellikleri, sakatatlar, ilk kesimler, dogrusal karkas ol¢iimleri,
fizik-kimyasal 6zellikler, organoleptik nitelikler, et rengi ve LTL (Longissimus thoracis et
lumborum) ¢oziiniir proteinler, kalite ile iligkili gen ekspresyon paternleri ve ¢ok yiiksek
biiytikliikteki sicaklik stresinin et kalite 6zelliklerinde etkisine rastlanmamiglardir. Karkas
ozellikleri ve et kalitesi ile ilgili ¢esitli degiskenlerin cogu, sicaklik stresine maruz kaldiktan
sonra bu irktta bozulmadan kalmistir, bu irkin asir1 stresli ortamla basa ¢iktiktan sonra en iyi
sekilde tiretme potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, calisma da MSTN
(Myostatin), HSP27, CRYA (Crytallin alpha) ve HSP90 genlerinin tropik iklimde kegilerin et

iiretme kapasitesini yansitmak i¢in biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini belirtmistir.

Periferik kan mononiikleer hiicrelerde (Peripheral blood mononuclear cells- PMBC)

yapilmis bir deneyde, in vitro kiiltiirde yiiksek sicakliga (42°C) maruz birakilan PBMC'lerde

21



HSP70, HSP90, HSP110, HSF1 (Heat shock factor 1- Is1 Soku Faktorii 1), SOD (Siiperoksit
dismutaz), SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1- Sitokin sinyallemesinin baskilayicisi
1), TLR2 (Toll-like receptor 2- Toll benzeri reseptor 2), TLR4 (Toll-like receptor 4- Toll
benzeri reseptor 4), IL2 (Interleukin-2 — interldkin 2), 1L6 (Interleukin-6 — Interlokin 6), iNOS
(Inducible nitric oxide synthase- Indiiklenebilir nitrik oksit sentazlar1) ve eNOS (Endothelial
nitric oxide synthase- Endotelyal nitrik oksit sentaz) ekspresyon kinetigini belirlemek igin bir
calisma yapilmistir. PBMC'leri 0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 saat araliklarla 42°C'lik yiiksek
sicakliga ve 37°C'de geri kazanima maruz birakilmislardir. Sicaklik stresini uyaran genlerin
zaman siireci ifade modeli incelenmis ve goreceli mRNA ekspresyonu, iHSP70, HSP90 ve
HSF1 i¢in (p<0.05) 4. ve 16. saatte, HSP110 icin 8. saatte, SOCS i¢in 12 ve 24 saatte yiiksek
bulunurken, 1L2, IL6, TLR2, TLR4, iNOS ve eNOS’un genel 6nemli dl¢iide daha yiiksek
oldugu belirtilmistir. 4 saatlik sicakliga maruz kalmada onemli oOlgiide daha yiiksek
ekspresyon gosterdigi kaydedilmistir. Sicaklik uygulamasinda, HSP70 ve HSP90, HSF1,
eNOS, INOS, TLR2 kontrole kiyasla 2 saatte 6nemli Ol¢iide daha yiiksek ekspresyon
gostermistir (p <0.05). HSP70 ile tiim inflamatuvar sitokinler arasinda negatif bir korelasyon
bulunmuslardir. Sonug olarak, daha yiiksek ¢evre sicakliginda, HSP'ler, TLR'ler (Toll-like
receptor- Toll benzeri reseptor) ve sitokinler arasindaki etkilesimin, hayvani termal stresin
zararl etkisinden korumak icin saglam, igsel iyilestirme mekanizmasi olarak onemli bir rol

oynadigini gostermislerdir (Mondal vd., 2020).

Liu, (2019) Cin’in Jiangxi bolgesinde 12 Ganxi kegisi rastgele kontrol grubuna, 2 ve 6
saatlik tasima stresi gruplarina ayirmistir ve 31s1 sok proteininin (HSP27, HSP70 ve
HSP90) konsantrasyonunu belirlemek igin ¢ift antikor (ke¢i serumu ve jejunum) ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi kullanmislardir. Serumdaki HSP70 ve
HSP90, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2 saatlik tagimadan sonra 6nemli 6l¢iide artmistir
(p<0.01). 2 saatlik tagimanin jejunumunda HSP70 ve HSP90 artmis (p<0.05), jejunum ve
serumdaki HSP27 artmis ancak anlamli bir fark belirtmemislerdir. Serumdaki HSP70 ve
HSP90, 6 saatlik tasimadan sonra 6nemli olglide artmis (p<0.05 ve p<0.01), ancak HSP27,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark gostermemistir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 6 saatlik tagimadan sonra jejunumdaki 3 1s1 soku proteininde énemli bir
degisiklik olmadig1 ve 3 1s1 soku protein igerigi, 2 saatlik tasimaya kiyasla 6 saatlik tasimadan
sonra onemli Ol¢iide azaldigr belirtilmistir. Hiicre seviyesindeki stres, serumdaki HSP70 ve

HSP90 protein seviyelerinin artigi ile yakindan iligkili ve ke¢inin, HSP70 ve HSP90" yukar1
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regiile ederek jejunum yaralanmasini uyaran 2 saatlik tasima stresi iizerinde hiicresel

koruyucu bir etkisi oldugu arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

2.11. HSP 70

Adaptasyon, hayvanlarin zorlu iklim kosullariyla bas etmelerinin farkli mekanizmalarini
ifade eder (Ratnakaran vd., 2017 ). Cevresel bir zorlukla karsilastiklarinda, hayvanlar duruma
davranigsal, fizyolojik, biyokimyasal, noroendokrin ve molekiiler mekanizmalarini
degistirerek tepki verir. Davranigsal tepkiler, yem alimmin azalmasi, idrara ¢ikma ve
diskilama sikliginin azalmasi, su aliminin artmasi, yatma siiresinin uzamasi, ayakta durma
siiresinin azalmasi, igme sikliginin artmasi ve golge arama davranisini icermektedir (Alam
vd., 2013 ). Ayrica hayvanlar, solunum hizi , rektal sicaklik ve cilt sicakligi gibi fizyolojik
mekanizmalarmi1 degistirerek sicaklik stresinin olumsuz etkisine dayanir (Manjari
vd., 2015; Shilja vd., 2016 ). Hayvanlarin farkli fenotipik O6zelliklere dayali adaptasyonu,
oncelikle onlarin stresten kurtulmalarina yardimei olan ve onlara bu tiir sonraki zorluklarla
basa c¢ikma yetenegi veren davranigsal veya metabolik tepkilerini degistirir (Al-Haidary
vd., 2012 ). Bu fenotipik 6zelliklerin yani sira hayvanlar, genotipik 6zelliklerini degistirerek
sicaklik stresi zorluklarina da uyum saglar ve HSP70 geni, sicaklik stresi altindaki kegilerde

sicaklik stresiyle iligkili klasik genetik belirtectir (Banerjee vd., 2014).

HSP70 saperonlari, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasi (Resim 2), polipeptitlerin
mitokondriye, kloroplastlara ve endoplazmik retikuluma (ER) translokasyonu, protein
komplekslerinin pargalanmasi ve protein aktivitesinin diizenlenmesi dahil olmak iizere ¢ok

cesitli hiicresel temizlik faaliyetlerinde islev goriir (Balchin vd., 2016).
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Resim 2: Ke¢i HSP70 Proteini (ATPase Hidrolitik Dongiide yer alan aminoasitler) (Gade vd.,
2010)

Ayrica, HSP70'ler kiimelesmeyi Onler ve yanlis katlanmig denatiire proteinlerin yeniden
katlanmasin1 tegvik eder, kiimelenmis proteinleri ¢oziindiiriir ve anormal proteinleri ve protein
kiimelerini temizlemek i¢in hiicresel bozunma makineleri ile is birligi yapar. Boylece,
HSP70'ler, hiicreleri homeostaz dengesizligine neden olan patofizyolojik kosullar (Qu vd.,
2015) ve organizma yaslanmasi1 (Walther vd., 2015) gibi ¢ok ¢esitli proteotoksik streslerin

zararli etkilerinden koruyan sentinel saperonlar gibi davranirlar (Rosenzweig vd., 2019).

Bakterilerden insanlara genomlar, ¢coklu HSP70'leri kodlar (Sekil 10). insanlarda, 13
HSP70 homologu, farkli hiicresel bélmelerde (sitosol, ¢ekirdek, ER ve mitokondri) eksprese
edilir ve izoform seviyeleri hiicresel ihtiyaglara (6rnegin, bliylime ve dokuya 6zgii aktiviteler)

gore diizenlenir (Rosenweig vd., 2019).
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Sekil 10: HSP70 niikleotidinin filogenetik iliskisi (Gade vd., 2010)

2.12. HSP 60

HSP60 agirlikli olarak mitokondride bulunur ancak son veriler sitozolde, ¢ekirdekte,
hiicre yiizeyinde, hiicreler aras1 vezikiillerde ve hiicre dis1 ortamlarda (kan dolasimi gibi)
lokalize olabildigini diistiindiirmektedir (Meng vd., 2018). HSP60, endoplazmik retikulum ve
golgi aygit1 yoluyla ya da eksozomlar ve lipid kanallari ile baglanma yoluyla hiicrelerden
hiicre dis1 ortama salgilanir (Nativel vd., 2019). Mitokondri stres altindayken, HSP60 yukari
dogru diizenlenir ve hiicresel membrana ve golgi aygitina tasinir (Meng vd., 2018). Hiicre
zarinda, HSP60, zar lipid aracili endositozu yoluyla endozomlara igsellestirir (Henderson ve
Martin, 2014). HSP60 ayrica multivezikiller govdeler yoluyla eksozomlar iginde
kapsiillenebilir ve komsu hiicrelere tasinabilir (Rashed vd. 2017). Ek olarak, serbest ¢oziiniir
HSP60 molekiilleri, golgi vezikiilleri yoluyla hiicre dig1 ortama yer degistirebilir (Campanella
vd., 2012). Kan, tiikiiriik ve idrar gibi viicut sivilarmin yani sira hedef dokularda artan hiicre
dist  HSP60 ekspresyonu, kanser, diyabet, ateroskleroz, romatoid artrit, insilit ve
noroinflamatuvar hastaliklar gibi gesitli inflamatuvar hastaliklarda belgelenmistir (Taha vd.,
2019). Bu nedenle, serbest veya eksozomal bagli HSP60, beyin hiicrelerinde iltihaplanma
teshisi i¢in umut verici bir biyobelirteg olabilir. Son c¢aligmalarda, hiicre disi HSP60
ekspresyonlar1 ile dokularin  bagisiklik  tepkileri arasinda agik  bir  baglanti
kesfetmislerdir. Bununla birlikte, hiicre disi HSP60'in salgilanma mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir. Hiicre ici HSP60 ve hiicre dist HSP60'n yapisal ve islevsel karsilastirmasi
lizerine tanimlayict bir g¢alismanin da olusturulmasi gerekmektedir (Liyanagamage ve
Martinus, 2020).
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Sahu ve Mishra, (2021) calismalarinda, keginin kiiltiirlenmis kardiyak fibroblast
hiicrelerinde termal stresin HSP60 mRNA'nin ekspresyon dinamikleri iizerindeki etkisini
belirlemeyi amaclamistir. Kiiltlir calismasi i¢in farkli kegilerden alinan kalp dokular1 ( n = 6)
kullanmiglardir. Kardiyak fibroblast hiicreleri kiiltiirlendirilmis ve 0, 20, 60 ve 100 dakika
boyunca 42 °C'de termal strese maruz birakilmistir. HSP60 mRNA'nin nispi bollugu, qRT-
PCR ile degerlendirilmistir. 42 °C'de 0 dakika termal strese maruz kalan kalp hiicreleri
kontrol olarak alinmistir. HSP60 mRNA'nin nispi bollugu, kontrole kiyasla 20 dakikalik
sicaklik stresinde degisme olmamis ancak bundan sonra, 60 dakika ve 100 dakika termal
streste HSP60 mRNA'nin nispi bollugu 6nemli 6l¢iide yukari regiile edildigi rapor edilmistir
(p <0.05). Bununla birlikte, HSP60'in en yiiksek mRNA ifadesi, 100 dakikalik termal streste
fark edilmistir. Mevcut ¢alisma, sicaklik stresinin kiltiirlenmis ke¢i kardiyak fibroblast

hiicrelerinde mRNA ekspresyonunu HSP60 modiile ettigini gostermektedir.

Dangi vd. (2012) HSP60, HSP70, HSP90 ve UBQ'nun (U-Boot Mutation- U-Boot
Mutasyonu) periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) farkli mevsimlerde tropikal
ve tliman bolgelerin kegilerinde ti¢ farkli yas grubunda (Grup I, II ve III, 0-2, 2-5 yag aras1 ve
>5 yil, sirasiyla) ekspresyonunu gdstermeyi amaclamislardir. incelenen faktdrlerin mRNA
ekspresyonunu  arastirmak igin ger¢ek zamanli polimeraz  zincir reaksiyonu
uygulanmustir. istenen sonuglarin Ozgiinliigii, transkriptlerin tam olarak tahmin edilen
molekiiler boyutta oldugunu dogrulamak icin erime sicaklig1 analizi ve yiiksek ¢oziiniirliiklii
jel elektroforezi kullanilarak belgelemislerdir. HSP60, HSP90 ve UBQ'nun mRNA ifadesi
onemli Olglide daha yiiksek (p<0.05) bulmuslar. Hem tropikal hem de i1liman bélge
kegilerinde kis mevsimi ile karsilastirildiginda tiim yas gruplarinda en yogun yaz mevsiminde
oldugu goriilmiistiir. Tropikal bolge kecilerinde HSP70 mRNA ekspresyonu, yaz mevsiminde
kis mevsimine oranla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek kaydedilmistir (p<0.05). Bununla birlikte,
iliman bdlgede, incelenen her {i¢ yas grubundan kecilerde, yaz ve kis mevsimleri arasinda
HSP70 ekspresyonunda onemli olmayan bir fark gosterilmistir. Sonug olarak, HSP genlerinin
ke¢i PBMC'lerinde eksprese edildigini ve sicaklik stresi sirasinda HSP'lerin daha yiiksek
ekspresyonunun, kecilerde hiicresel biitlinliigli ve homeostazi korumak i¢in termal stresin

zararl etkisini iyilestirmek i¢in bunlarin olas1 katilimini iyilestirdigini gostermisler.

Sicakliga uzun siire maruz kalma, o6zellikle sicaklik stresi gebelikle iliskili oldugunda,
hayvanlarin performansin1 ve iiretkenligini olumsuz yonde degistirdigini bildirmistir. Uzun

stireli sicaklik stresinin siit kecilerinin son gebeligi iizerindeki olumsuz etkileri hakkinda ¢ok
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az sey bilinmektedir. Bu kapsamda, sicaklik stresine (37°C 10:00-16:00 aras1) maruz kalan
Saanen kecilerinin dogum oOncesi 60. giinden dogum sonras1 60. giine kadar fizyolojik ve
hiicresel tepkileri arastirilmistir. Son gebelikte, 46 gebe Saanen kegisi denemeye rastgele
almiglardir Dogumdan sonra, tiim deney kegileri termal notr kosullarda tutulmustur. Rektal,
dorsal, meme sicakliklar1 ve solunum frekansi, kortizol salinimi, siit verimi, siit kalitesi ve
HSP60, HSP70, HSP90 genleri, Glukokortikoid reseptorii ve ACTHR (Adrenokortikotropik
hormon reseptorii) genlerine bakmuglardir. Sicaklik stresi uygulamasi, dogum o6ncesi 15.
giinden dogum sonrasi 15. giine kadar kortizol salinimin1 6nemli 6l¢iide artirmistir. Kontrol
kegileri, laktasyonun 4. haftasindan 10. haftasina kadar sicaklik stresi grubundan daha fazla
stit tiretmis (p<0.001) ancak siit kalitesinde higbir fark bulunmamistir. Bununla birlikte,
dogumdan sonraki 15. giinde, sicaklik stresi uygulamasinin HSP70 ve ACTHR ekspresyonu
tizerinde onemli etkisi géormiislerdir. Sonug olarak, ¢alisilan fizyolojik parametreler, sicaklik
stresi altindaki kegiler i¢in dogum oncesi en sicak saatte artmig ve kortizoliin dogum 6ncesi
15. glinde zirve yaptig1 bildirilmistir. Dogum sonrast 15. giinde tiim kegiler termal konforda
ve fizyolojik parametreler normal aralikta olmasina ragmen, sicaklik stresine maruz kalan
kecilerde kortizol konsantrasyonu 6nemli 6l¢iide daha yiliksek olmaya devam etmistir. Dogum
oncesi normal sicaklikta olan kecilerde siit verimi daha yiiksek ¢ikmistir. Ayrica, periferik kan
mononiikleer hiicreleri iizerindeki HSP70 ve ACTHR genlerinin ekspresyonu, sicaklik
stresinin Saanen kecileri lizerindeki uzun vadeli etkisini incelemek icin biyobelirte¢ gorevi

gordiigiinii belirtmisler (Hooper vd., 2021).

2.13. HSP27

Is1 soku proteinleri, ¢ok cesitli fizyolojik ve ¢evresel streslere yanit olarak
indiiklenen birkag farkli protein ailesini igerir. Stres yanit1 sirasinda yliksek oranda indiiklenen
bu tiir bir protein, ekspresyonunun sitotoksik uyaranlara yanit olarak artan hayatta kalma ile
iligkili oldugu goriilen HSP27 olarak adlandirilan 27 kDa'lik bir proteindir. Apoptoza neden
olan cok ¢esitli ajanlar tarafindan hiicre 6liimiinii 6nledigi gosterilmistir. HSP27, ¢ok sayida
protein ile etkilesime girme kabiliyetine sahip molekiiler bir saperondur. Son kanitlar,
HSP27'nin, apoptotik sinyal yolunun kilit bilesenleri, o6zellikle kaspaz aktivasyonu ve
apoptozda yer alanlar ile etkilesime girme yetene8i yoluyla apoptozu diizenledigini

gostermistir (Taghavizadeh vd., 2021).

HSP aileleri arasinda, HSP27 alt ailesinin, sican, fare ve tavukta sicaklik stresine yanit

olarak kardiyomiyositlerde spesifik olarak eksprese edildigi bilinmektedir (Tang vd., 2013,
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Chen vd., 2015; Cheng vd., .2016). Parida vd. (2020) kiiltiirlenmis kegilerin kalp hiicrelerinde
HSP27 mRNA'nin ekspresyon kinetigi tizerinde sicaklik stresinin etkisini arastirmigtir. Kiiltiir
calismasi ic¢in farkli kegilerden alinan kalp dokular1 (n = 6) kullanmislardir. Farkli kalp
dokularindan elde edilen kalp hiicreleri, 24 oyuklu kiiltiir plakalarinda kiiltiirlendirmis ve
37°C'de nemlendirilmis bir CO, (%5) inkiibatoriinde inkiibe etmislerdir. Kalp hiicreleri, 0, 20,
60 ve 100 dakika boyunca 42°C'de 1siya maruz birakmiglardir. HSP27 mRNA'nin
ekspresyonu, kontrole kiyasla 20 dakikalik 1s1tya maruz kalmada degisim olmadigin1 ve 60 ve
100 dakikalik 1s1iya maruz kalmada artigin1 (p<0.05) belirtmislerdir. Bununla birlikte, HSP27
mRNA'nin en yiiksek (p<0.05) ekspresyonu, 100 dakikalik 1s1ya maruz kalmada kaydetmisler.
HSP27'nin  sicaklik stresinin zararli etkisinden kalp hiicrelerinde termo-korumay1

destekleyebilecegini gostermisler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan materyali

Aydm Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Hayvancilik Arastirma Uygulama
Merkezindeki Kegicilik iinitesinde 2021 yilinda kizginliklar1 senkronize edilen 23 adet anag
Saanen kegcilerinin 2022 yili Mart ay1 sonunda dogan oglaklar ¢calismanin hayvan materyalini
olusturmustur. Her bir gruba 10 bas oglak (5 disi 5 erkek), toplamda 20 bas oglak secilmistir.
Deneme sonunda kontrol grubundan iki oglak, deneme grubundan da 1 oglak Olmiistiir.

Oglaklarin 6liim nedeni pndmoni olarak belirlenmistir.
3.1.2. Deneme alan1 materyali

Isletme koordinatlar1 37°45'03.31"” K ve 27°4527.16 "D, denizden yiiksekligi 52 m’dir.
Bolgede Akdeniz iklimi hadkimdir. Deneme grubundaki oglaklar {izeri sundurma tipi eternit
malzemeden yapilma catiyla kapali, dort tarafi acik 20 adet 1.5x1.5 m o6lgiilerinde metalden

yapilmis bireysel bélmelerde barindirilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Senkronizasyon

Ziraat Fakiiltesi Hayvancilik Arastirma Uygulama Merkezindeki Kegicilik tinitesinde
bulunan 23 keginin kizginliklarinin senkronizasyonu i¢in 08.10.2021 tarihinde progesteron
emdirilmis siingerler (Esponjavet, Ispanya) intravajinal ydntemle takilmugtir. 22.10.2021
tarihinde stingerler ¢ikarilmis ve her bir anag kegiye 0,5 ml PMSG (Gonadotropin hormonu)
hormonu verilmistir. Hormon uygulamasindan kirk sekiz saat sonra 23 bas anag kegi {i¢ gruba
ayrilmig ve ii¢ adet teke anaclarin arasina birakilmistir. Tekeler anaclarin yaninda ii¢ giin
durduktan sonra 27.10.2021 tarihinde ayrilmistir. Gebelik kontrolleri giftlesmeden bir ay
sonra 25.11.2021 tarihinde rektal problu ultrason cihazi (Welld Veteriner Ultrason Tarayici,

Cin) kullanilarak yapilmstir.
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3.2.2. Dogum

Dogumlar 21.03.2022 tarihinde baslanmustir. Ilk birkag giin igerisinde dogan toplam 20
bas oglak proje i¢in gerekli olan hayvan materyali olarak belirlenmistir. Dogan yavrularin ag
canli agirliklar1 50 grama duyarli hassas tart1 kullanilarak tartilmistir. Canli agirlik alindiktan
sonra ¢iftlik kulak kiipeleri takild1 ve kayit altina alinmistir. Tiim yavrulara dogduktan sonra
fakiilte veteriner hekimi tarafindan ¢iftligin rutin uygulamasi olan veteriner vitamin mineral
enjeksiyonu yapilmistir. Dogum sonrasi yavrularin gobek bagima antiseptik soliisyon
dokiilmistiir. Denemeye alinacak 20 bas oglak bir hafta anneleriyle kalarak kolostrum

almalar1 saglanmigtir.
3.2.3. Gruplandirma

Deneme baslamadan 48 saat 6nce oglaklarin yerlestirilecegi 1.5x1.5 m ebatindaki yari
acik bireysel bolmeler temizlenmis ve bakimlari yapilmistir. Deneme alani temizliginden
sonra dezenfektan kireci uygulanarak ve altliklar saman ile hazirlanmistir. Oglaklar kontrol ve
deneme (0,4 cc propolis takviyesi) grubu olarak iki gruba ayrilmistir. Kontrol ve deneme
gruplarini olusturmak icin analarindan ayr1 tutulan tim oglaklarin deneme baslangic
agirliklar1 alinarak, canli agirliklari, ikizlik durumlar1 ve cinsiyetleri dikkate alinarak her iki
grubun birbirine benzer ozeliklere sahip olacak sekilde oglak dagilimi yapilarak iki grup

olusturulmustur (kontrol ve deneme gruplari).
3.2.4. Cevre sicakhigi ve nem degerleri

Sicaklik-Nem  Indeksi (SNI-THI), sicaklik stresi siddetinin  belirlenmeyi
amaclamaktadir. Cevre sicakligi ve nispi nemin birlikte hesaplandigi bir degerdir. Farkli irklar

i¢in farklr sicaklik stresi belirleme formiilleri tiretilmistir.
Koyun ve kegiler igin belirlenen formiil;
THI=db °C — {(0.31 — 0.31 RH/100) (db °C — 14.4)} “dir.

Formiilde THI sicaklik-nem indeks degerini, db°C °C cinsinden kuru termometre
degerini, RH ise nispi nem degerini ifade etmektedir. Degerlendirmede ise sonu¢ SNi < 22.2
ise sicaklik stresi yok, 22.2-.23.3 arasinda orta diizeyde, 23.3-25.6 arasinda siddetli, 25.6’dan
yiiksekse asir1 siddetli olarak agiklanmaktadir (Marai vd., 2007).
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3.2.5. Beslenme diizeni

Denemeye alinacak 20 bas oglak bir hafta anneleriyle birlikte ayn1 yerde tutularak
kolostrum almalar1 saglanmistir. Oglaklar deneme alanina alinmadan o©nce iki giin
annelerinden ayr1 bolmeye alinarak biberona alistirilmistir. Oglaklara, anag¢ kegilerden sagilan

stitler karigtirilarak verilmistir.

Deneme baslangicinda belirlenen canli agirliklarin ortalamalari alinarak oglaklara
verilecek giinliik siit miktart canli agirligin %10’una denk gelecek sekilde arttirilmustir,
Deneme grubuna ignesiz siringa kullanilarak (Resim 3), oral yolla oglaklara 16 haftalik
stirecte giinde oglaklarda en ekonomik ve etkili doz olarak denenmis bir kez 0.4 cc propolis
(Manav ve Yilmaz, 2023) verilmistir. Propolis ekstrakt1 Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

Teknoparki biinyesindeki Idapolis isimli sirketten temin edilmistir.

Resim 3: Oglaga propolis verilmesi

Haftalik canli agirliklarin ortalamalar1 baz alinarak periyodik olarak siit miktari
artirllmigtir. Deneme alanina alindiktan 1 hafta sonra oglaklara, oglak biiyiitme yeminden 100
gr verilmistir. Canli agirlik artislarina bakilarak kesif yem periyodik olarak arttirilmis ve kaba
yem (yonca kuru otu) ile takviyesi yapilmigtir. Oglaklara verilen siit denemenin besinci
haftasindan sonra siitten kesimde stres olusturmamak adina kademeli olarak azaltilmistir.
Denemenin yedinci haftasinda (oglaklar 8 haftalik yasta) fizyolojik parametrelerinin Sl¢iimii

yapildiktan sonra siitten kesilmistir. Denemedeki hayvanlarin beslenmesinde yapilan kademeli
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artirma ve azalmalar (siit, kesif yem ve kaba yem) haftalik olarak hayvanlarin dl¢timleri

alindiktan sonra gergeklestirilmistir. Her iki gruba da esit miktarda siit, kaba yem ve kesif

yem verilmistir. Haftalik Olglimler yapildiktan sonra kalan yemler tartilmistir. Deneme

stiresince bir oglak i¢in verilen siit, kaba yem ve kesif yem miktarlar1 (Cizelge 3) verilmistir.

Deneme siiresince (16 hafta) toplamda 756 kg siit, 595 kg kaba yem ve 546 kg kesif yem

verilmisgtir.

Cizelge 3: Oglaklara verilen giinliik siit, kaba yem ve kesif yem miktarlari

Hafta Stit (kg) Kaba yem (kg) Kesif Yem (kg)
1 0,7 - -
2 0,7 - 0,1
3 0,8 0,1 0,1
4 0,9 0,2 0,2
5 1 0,25 0,25
6 0,8 0,3 0,3
7 0,5 0,4 0,4
8 - 0,5 0,45
9 - 0,55 0,45
10 - 0,6 0,5
11 - 0,65 0.,55
12 - 0,7 0,6
13 - 0,75 0,65
14 - 0,8 0,7
15 - 0,85 0,75
16 - 0,9 0,8

3.2.6. Nabiz ve solunum sayisi

Wijffels vd. (2021) solunum hizint 6lgmek igin iki yontemin kullanilabilir oldugunu

belirtmistir. Tk yontemde belirli sayida yan hareketi (6rn. 10-20) zamanlayip ve ardindan bu
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say1y1 dakika basina nefese (bpm) doniistiirmeyi veya yan hareketlerini 15 saniye saydiktan

sonra dort ile carparak dakikada alinan solunum sayisinin dlgtilebilecegini belirtmistir.

Oglaklar haraketli ve merakli canlilar oldugundan yanlis veri almamak i¢in nabiz ve
solunum sayisi, stetoskop kullanilarak nabiz sayisi sol bacak koltuk altindan, solunum sayisi
da sag bacak koltuk altindan 15 saniye dinlendi. Sayilan nabiz ve solunum altta bulunan

formiil kullanilarak bir dakikadaki solunum ve nabiz sayis1 hesaplandi.
(15 saniyedeki nabiz ve solunum sayisi x 4 = 1 dakikadaki nabiz ve solunum degeri)

Gaughan vd. (2000) giiniin en sicak saatlerinden iki — {i¢ saat dnce solunum hizlarinin
gozlenmesi gerektigini dnermistir. Nabiz ve solunum sayilart 6gleden dnce ve 6gleden sonra

olmak iizere giinde iki defa alinmis ve giin ortalamasi ¢ikarilmistir.

Rektal ve solunum sayilari, 6liim oraninin yiiksek oldugu kritik donem olan siitten

kesim oncesi ve sicakligin en yiiksek oldugu yaz ayinda (Haziran ve Temmuz) 6l¢iilmiistiir.

Ortalama deger:

(Sabah + Aksam) /2=Giinliik Deger
3.2.7. Rektal sicaklik degeri

Rektal sicakligin belirlenmesinde dijital termometre kullanilmistir. Dijital termometre
kullanilarak oglaklarin rektal bolgesinden termometrenin sabitlenmesi beklenerek sicaklik

degerleri alinmistir.
3.2.8. Canh agirhk tartim

Hayvanlarin haftalik olarak nabiz ve solunum sayisi ile rektal sicaklik gibi fizyolojik

parametreleri alindiktan sonra bireysel olarak tartilarak canli agirliklar1 belirlenmistir.
3.2.9. Kan alim

Oglaklardan alinan kanlar 6liim oraninin yiiksek oldugu kritik donem olan siitten kesim
oncesi ve Temmuz ayinda sicakligin en yiiksek oldugu iki donemde alinmistir. Mevsim
ortalamalarina (Nisan ve Temmuz aylarinda) gore meteorolojik giindem takip edilerek,
oglaklardan Nisan, Temmuz aylarinda her aymm 2. ve 4. haftalarinda ortalama sicaklik
degerine sahip giinde saat 11:00°da fakiilte veteriner hekiminden yardim alinarak kan

ornekleri alinmustir.
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Gen ekspresyonu kantitasyonunu igin Kan oOrnekleri hayvanlarin  boyun
toplardamarlarindan (vena jugularis) EDTA’1 tiiplere yaklasik 5 ml olacak sekilde alinmustir.
Kanlar alindiktan sonra yarim saat igerisinde soguk zincir ile Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim dali laboratuvarlarmma gotiiriilmiis ve gen

ekspresyonlar1 yapilmastir.
3.2.10. Gen ekspresyonu

Kegilere uyguladigimiz propolisin sicaklik stresi tizerindeki etkilerini gen diizeyinde
belirlemek amaciyla Oncelikle EDTA’Il tiipe alinan tam kandan RNA izole edilmistir.
Ardindan RNA’ya komplementer DNA sentezlenmistir. Kegiye 6zgii HSP27, HSP70 ve -
aktin genlerine spesifik primerler kullanilarak gen ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
Referans gen B-aktin ve HSP27 genine ait primerler Primer 3 programi kullanilarak
tasarlanmistir. HSP70 genine ait primer dizileri ise Dangi vd. (2012) calismasinda belirttigi
sekilde kullanilmistir. Primerlerin keciye 6zgii spesifiklikleri ve ¢alismaya uygunlugu internet
ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ve OligoAnalyzer™ Tool
programlari ile kontrol edilmistir. Calisgmamizda kullanilan kegi spesifik HSP27, HSP70 ve B-

aktin genlerine ait bilgiler gizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 4: Keci spesifik HSP27, HSP70 ve -aktin genlerine ait primer dizileri

Gen Forward ve Revers Primer (5'->3") Gen Erisim | Referans

Bolgesi Numarasi

HSP70 F 5- GACGACGGCATCTTCAAG -3 NM_001285703.1 | Dangi vd.,
2012

R 5-GTTCTGGCTGATGTCCTTC- 3’

HSP27 F5-TCACTCGCAAATACACGCTG-3" | XM_018040903.1 | Primer 3

(HSPBI) | R 5. AAGGTGACGGGAATGGTGAT-3' programi
kullanilarak

tasarlanda.

p-aktin F5- AGTTCGCCATGGATGATGA -3’ NM_001314342.1 | Primer 3

R 5'- TGCCGGAGCCGTTGT -3’ programi
kullanilarak

tasarlandu.
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3.2.11. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu PCR igin 6zel yapilmig kabinde gergeklestirilmis ve tek
kullanimlik filtreli RNase free pipet uclari kullanilmistir. Deneye baglamadan once RNase
enzimini inhibe etmek amaciyla RNase inhibitorii igeren 0Ozel bir soliisyon ile kabin
temizlenmistir. Total RNA izolasyonu tam kandan RNA izolasyon ticari kiti (RiboEX
(GeneAll), Kore) kullanilarak asagida belirtilen protokole gore gergeklestirilmis ve elde
edilen RNA’lar cDNA sentezine kadar -80°C’de saklanmustir. Saflastirilan RNA orneklerinin
konsantrasyonu, mikroplaka okuyucusunda (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo
Fisher, Fillandiya) 260 nm dalga boyunda olgiilerek, pg/ul diizeyinde belirlenmistir. qRT-
PCR asamasinda sonuglarin daha giivenilir olmasi i¢in RNA kalitesini gosteren A260/280

orani belirlenerek Kalitesi uygun 6rnekler ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
RNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. Calisilacak RNA’lar1 elde ekmek i¢in; 200 pl kan Ornegi tizerine 1 mL RiboEx

eklenerek vortekslenmistir.
2. Oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edilmistir.

3. Karisim 11.000 rpm, 10 dk, 4°C kosullarinda santrifiij edildi ve siipernatant baska

bir tiipe aktarilmigtir.
4. Karisim tizerine 200 pL kloroform eklendi karistirildi, 2 dk inkiibe edilmistir.

5. +4°C de 12.000xg’de 15 dk santrifiij yapilmistir. Siipernatant temiz bir tiipe

alinmustir.

6. Siipernatantin hacmi kadar kitin igerisinden ¢ikan RB1 tamponu eklenmis,

Pipetaj yapilarak karigtirllmistir.

7. Karisimdan 700 pL kolona aktarildi ve ardindan, 10.000%g’de 30 sn santrifiij

edilmistir. Toplama (Collection) tiip yenisi ile degistirilmistir.

9. Kolon iizerine 500 pL kitin igerisinden ¢ikan SW1 tamponu eklenerek10.000xg de 30

sn santrifiij yapilmistir. Collection tiip yenisi ile degistirilmistir.
11. Kolon iizerine 500 uL. RNW tamponu eklenmistir.
12. 10.000xg de 30 sn santrifiij yapilmistir. Collection tiip yenisi ile degistirilmistir.

13. Kolon i¢inde kalan yikama sollisyonlarin1 uzaklastirmak i¢in 10.000xg de 1 dk

santrifiij yapilmistir. Daha sonra kolon temiz bir tiipe alinmustir.
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14. Kolon iizerine 50 unL. RNase-free su eklenmis ve 1dk oda sicakliginda bekletilmistir.

15. Sonra 10.000%g de 1 dk santrifiij yapilarak elde edilen RNA 6rnekleri -80°C’de

dondurulmustur.
3.2.12. cDNA sentezi

RNA’nin stabil bir yapiya sahip olmamasindan dolayt mRNA’lar ile analizlerin
yapilmasi oldukga giictiir, bu nedenle revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA’ya
(cDNA) doniistiiriilerek analizlere devam edilmektedir. cDNA sentez kiti (ABT cDNA
Synthesis Kit with Rnase Inhibitor, Tiirkiye) kullanilarak prosediiriine uygun olarak Light
Cycler Nano Real Time PCR cihazinda RNA 6rnekleri cDNA’ya doniistiirilmiistiir.

RNA o6rnekleri 2 pg olacak sekilde DNaz/RNaz igermeyen su ile uygun seyreltmeleri
yapilarak, eklenmistir. Elde edilen cDNA ornekleri Real-Time PCR asamasina kadar -20°C
sicaklikta dondurulmustur. cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon igerigi ve PCR kosullar

tabloda 6zetlenmistir (Cizelge 6 ve Cizelge 7).

Cizelge 5: cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon igerigi

Bilesen Hacim
10X Reaksiyon tamponu 2 ul
dNTP karigimi 1l
Random Hekzamer 2 ul
Revers Transkriptaz enzim (200 U/ul) 1 ul
RNase inhibitor 0.5ul
RNase igermeyen su 3.5ul
RNA 8rnegi (2000 ng) 10 pl
TOTAL 20 ul
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Cizelge 6: cDNA sentezi i¢in kullanilan revers transkripsiyon reaksiyonunun kosullari

CDNA Sentez Reaksiyon Kosullar:

Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3 Basamak 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 8
Siire 10 dk 120 dk 5dk o0

3.2.13. Real-Time PCR

HSP27 ve HSP70 genlerinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in her bir 6rnekten

uygun seyreltmelerde hazirlanan 100 ng cDNA alinmistir. ¢cDNA’larin {izerine gen

bolgelerine spesifik primerlerden 10 pmol/uL Primer F, 10 pmol/uL Primer R ve 10 pL
SYBR Green gPCR Master mix (ABT SYBR Green Mastermix, Tiirkiye) ilave edilerek, son

hacim 20 uL’ye RNaz/DNaz igermeyen steril su ile tamamlanmistir (Cizelge 8). Her bir

cDNA o6rnegi ii¢ kez test edildi ve esik dongii degeri (cycle threshold, Ct) belirlenmistir.

Reaksiyon ortaminda sudan bir girisim olmadigini ya da primer dimerinin meydana gelmedigi

belirleyebilmek amaciyla her gen bolgesi i¢in negatif kontrol hazirlanmistir. Ekspresyon igin

uygulanan sicaklik ve siireler Cizelge 9’da verilmistir.

Cizelge 7: g-RT PCR reaksiyon igerigi

g-RT PCR i¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
2X MasterMix (with SYBR-Green) 10 ul
Forward Primer (10 pM) 1wl
Reverse Primer (10 pM) 1wl
Kalip cDNA Sul
RNase icermeyen distile su 3ul
TOPLAM 20 ul
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Cizelge 8: g-RT PCR ig¢in kullanilan reaksiyon kosullar

g-RT PCR Reaksiyonu Kosullar:

PCR basamaklar1  Sicakhlik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 95 300 sn 1
Denaturasyon 95 15sn

Baglanma 60 30 sn 40
Uzama 60 30 sn

3.2.14. Gen ekspresyonunun rélatif kantitasyonunun hesaplanmasi

gRT-PCR sonucunda elde edilen Ct degerleri kullanilmadan 6nce melting point analizi
gerceklestirilmistir. Melting point analizi ile herhangi bir girisim yapan unsurlarin olup
olmadigi, orneklerde hedeflenen gen bolgesinin amplifikasyonun gergeklestigi, primer dimeri
olusturup olusturmadigi belirlenir. Bu nedenle her analiz sonucunda 6rneklerin uygun melting
pointe sahip oldugu kontrol edilerek Ct degerleri hesaplamaya dahil edilmistir. Kontrol ve
deneme grubunun her alim igin elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi alindi. RNA
miktarlarinin ve ¢cDNA sentez asamasinda reaksiyon etkinliginin farkli olmasindan dolay1
orneklerdeki baslangic miktarlarinin etkisini kaldirmak amaciyla herbir 6rnek ifade diizeyi

etkilere ragmen degismeyen referans gene gére normalize edilmistir.

Gen ekspresyonunun rolatif kantitasyonunun hesaplanmasinda hedeflenen genler i¢in
sonuglar ise Pfaffl metodu kullanilarak 27°°“Y formiili ile ifade edilmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001).

ACt (deneme grubu/kontrol grubu) = Ct (hedef gen) — Ct (B aktin)

2-AACt - 2-ACt(deneme grubu) - ACt(kontrol grubu)

3.2.15. istatistik analizi

Elde edilen bazi verilerin istatistiksel analizleri SPSS© 22.0 (Statistical Package forthe

Social Sciences) programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Oglaklarda alinan canli agirlik, rektal sicaklik, solunum ve nabiz sayilariin grup

ortalamalari ve standart hata degerleri (Tanimlayici Istatistik) birlikte sunulmustur. Kontrol ve
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deneme grubunun ortalamalar1 arasi farkin belirlenmesi i¢in yaz ve kis aylar1 ayr1 ayri analize
alimmis ve istatistiksel anlamda fark olup olmadigi tek yonlii varyans analizi (One Way
ANOVA) ile belirlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi en kiigiik karelerin ortalamasi
aliarak (p<0,05) belirlenmistir. Sicaklik ve nem degerleri aylara gore degistiginden mevsim

etkisi kendi i¢inde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicakhik Nem indeksi

Ilkbahar (Nisan ve Mayis) ve Yaz (Haziran ve Temmuz) aylarna ait sicaklik ve
ortalama nem degerleri Cizelge 9’da verilmistir. Deneme siirecinde kaydedilen en diisiik
sicaklik 10°C, en yiiksek sicaklik 40°C’dir. Deneme siirecinde havadaki en yiliksek nem orani
%50, en diisik nem oram1 da %38 olarak kaydedilmistir. Sicaklik ve nem indeksi
hesaplandiginda Nisan ay1 degerinin Marai vd., (2007) belirttigi (25,6>asir1 siddetli) en
yiiksek degerden daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle Temmuz ayinda bu deger 35,08 olarak
hesaplanmustir.

Cizelge 9: Aydin ili 2022 y1l1 aylara gore en yiiksek ve en diistik sicaklik degerleri (°C) ve
nem (%) degerleri ortalamalari

Sicaklik degerleri (°C) Nisan Mayis Haziran Temmuz
En Yiiksek Sicaklik 30 38 38 40

En Diisiik Sicaklik 10 15 20 22
Ortalama Nem (%) 50 43 42 38
Sicaklik Nem Indeksi 27,582 33,83 33,76 35,08

4.2. Canh Agirhk

Iki grupta da haftalik canli agirlik tartimlar1 yapilmustir. Her iki gruba da esit miktarda
stit, kaba yem ve kesif yem verilmistir. Haftalik dl¢timler yapildiktan sonra kalan yemler
tartilmigtir. Haftalik olarak tartilan yemlerde iki grup arasinda farkliliklar gozlemlenmemistir.
Denemenin baslangicindan iki hafta sonra, deneme grubundaki oglaklarin, kontrol grubundaki
oglaklarin kiyasla daha fazla istahli oldugu goriilmiistiir. Deneme grubu siit emzirmesinden
sonra fazla siit i¢in ¢abalarken kontrol grubu doygunluk davranisi sergilemistir. Grup igi
ortalamalarina (Sekil 11, Sekil 12) bakildiginda her iki grupta esit miktarda yem tiikketimine

ragmen deneme grubunun canli agirlik artig1 kontrol grubuna gore daha fazladir.

Kontrol grubu ilk tartimda 5,53 +£0.20 kg, 16. haftada 15,02 +1.94 kg canl agirlik

ortalamasina ulasmistir. Deneme siirecinde kontrol grubunda ortalama 9,49 kg canli agirlik
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artis1 olmustur. Deneme grubu ilk tartimda 5,54 +0.21 kg, 16. haftada 17,78 +0.88 canli
agirlik ortalamasina ulagmistir. Deneme grubunda ortalama 12,24 kg canli agirlik artis

olmustur (Cizelge 10, Cizelge 11).

Gruplar aras1 canli agirlik kiyaslandiginda yaz mevsimi 4. haftadan itibaren grup
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir (p<0.05). Deneme grubu hava
sicakliginin arttigt yaz mevsiminde kontrol grubuna gore daha fazla kilo almig ve canli
agirh@ daha fazla artirmistir (Cizelge 11). Sekil 11 ve Sekil 12 incelendiginde deneme ve

kontrol grubunun canli agirlik artis egrisi arasindaki farkin ilerleyen haftalarda degistigi

goriilmektedir.

12

10

Canli Agirlik (kg)
(o)}

Baslangi¢ 1 2 3 4 5 6 7 8
Haftalar

Kontrol Deneme  ceeeeeeee Dogrusal (Kontrol)

Sekil 11: Tlkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik grup i¢i canli agirlik ortalamalar
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Sekil 12: Yaz mevsimi haftalik grup i¢i canli agirlik ortalamalari

Cizelge 10: Oglaklarin ilkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik canli agirlik (kg) degisimine
ait en kiiciik kareler ortalamalari ile standart hatalar1

Haftalar | n Kontrol grubu | Deneme grubu | n p (p<0.05)
Baslangic | 10 5.53+0.20 5.54+0.21 10 O.D.
1 10 5.70+0.20 5.69+0.15 10 O.D.
2 10 6.32+0.18 6.42+0.14 10 O.D.
3 10 7.16+0.17 7.2340.13 10 O.D.
4 10 7.98+0.25 8.15+0.20 10 O.D.
5 10 9.22+0.35 9.59+0.28 10 O.D.
6 10 9.50+0.40 9.96+0.43 10 O.D.
7 10 10.39+0.45 10.84+0.55 10 O.D.
8 10 9.96+0.53 10.48+0.53 10 O.D.
O.D.: Onemli Degil

Cizelge 11: Oglaklarin yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik canli agirlik (kg) degisimine
ait en kiiclik kareler ortalamalar ile standart hatalari

Haftalar | n Kontrol grubu | Deneme grubu | n p (p<0.05)
Baslangig | 10 9.92+0.57 10.32+0.63 10 O.D.
1 10 11.07+0.68 11.26+0.68 10 O.D.
2 9 11.30+0.74 11.67+0.71 10 O.D.
3 9 12.33+1.18 12.20+0.64 10 O.D.
4 9 12.50+0.87 13.32+0.70 10 O.D.
5 9 13.19+0.79 14.524+0.58 10 *

6 9 14.36+0.52 15.30+0.58 10 *

7 8 14.74+0.55 15.97+0.58 9 *

8 8 15.02+1.94 17.78+0.88 9 *
O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)
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4.3. Rektal Sicaklik, Nabiz ve Solunum Sayilari

Grup i¢i rektal sicaklik degerleri Olgiiliip kontrol ve deneme grubu karsilastirildi.
Deneme grubunun rektal sicaklik degeri genel olarak daha yiliksek oldugu goriilmektedir
(Sekil 13, Sekil 14). Gruplar aras1 rektal sicaklik degerleri kiyaslandiginda grup ortalamalari
arasindaki farkin istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05). Ilkbahar mevsimi 2. haftada deneme
grubunun rektal sicaklik degeri kontrole gore diisiiktiir ancak ilkbahar mevsimi 3, 5, 6 ve 7.
haftalarla birlikte Yaz mevsimi 6 ve 7. haftalarda deneme grubunun rektal sicaklik degeri

kontrol grubundan yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 13, Cizelge 14).
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T 39,8 39,59 39,44
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2 39,43 39,44 39,43
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£ 39,31 3926 34,, 3927 033
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Haftalar
e Kontrol Deneme

Sekil 13: Tlkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik grup igi rektal sicaklik ortalamalart
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Sekil 14: Yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik grup igi rektal sicaklik ortalamalari
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Rektal sicaklik degerleri deneme grubunda daha yiiksektir ancak nabiz sayisina
bakildiginda deneme grubunun nabiz sayilari kontrol grubuna gore daha az oldugu Sekil 15 ve
Sekil 16’da goriilmektedir. Gruplar arasi nabiz sayilarinin ortalamalari kiyaslandiginda
ilkbahar mevsimi 1 ve 6. haftalarla birlikte yaz mevsimi 2, 3, 4, 7 ve 8. haftalarda grup
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Farkin 6nemli oldugu
ilkbahar mevsimi 1. haftada ve yaz mevsimi 4. haftada deneme grubunun nabiz sayilar
kontrol grubunun nabiz sayilarina gore daha yiiksektir. Farkin 6nemli oldugu ilkbahar
mevsimi 6. haftada ve yaz mevsimi 2, 3, 7 ve 8. haftada ise deneme grubunun nabiz sayilari

kontrol grubundan daha diisiiktiir (Cizelge 15, Cizelge 16).
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Sekil 15: Ilkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik grup i¢i nabiz sayisi ortalamalart
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Sekil 16: Yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik grup i¢i nabiz sayisi ortalamalari
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Solunum sayilarinin ortalamalar1 de nabiz degerleri ile ayni sonuglari gostermistir ve
deneme grubunun dakikada solunum sayilari kontrol grubuna gére daha diisiikk kaydedilmistir
(Sekil 17 ve Sekil 18). Gruplar aras1 dakikadaki solunum sayilar1 kiyaslandiginda ilkbahar
mevsimi 2, 3, 4 ve 5. haftalarla birlikte yaz mevsimi 2, 4, 5, 7 ve 8. haftalarda grup
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Farkin 6nemli oldugu
ilkbahar mevsimi 2. haftada ve yaz mevsimi 4 ve 5. haftalarda deneme grubunun solunum
sayilar1 kontrol grubunun solunum sayilarina goére daha yliksektir. Farkin 6nemli oldugu
ilkbahar mevsimi 3, 4 ve 5. haftalarla birlikte yaz mevsimi 2, 7 ve 8. haftalarda ise deneme

grubunun nabiz sayilari1 kontrol grubundan daha diistiktiir (Cizelge 17, Cizelge 18).
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Sekil 17: ilkbahar mevsimi (Nisan-Mays) haftalik grup ici solunum sayis1 ortalamalari
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Sekil 18: Yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik grup i¢i solunum sayisi ortalamalari
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Cizelge 12: Oglaklarin ilkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik rektal sicaklik degerine ait
en kii¢iik kareler ortalamalari ile standart hatalar

Haftalar | n Kontrol grubu Deneme grubu n p (p<0.05)
Baslangic | 10 39.43+0.07 39.59+0.05 10 O.D.
1 10 39.44+0.11 39.49+0.05 10 O.D.
2 10 39.56+0.09 39.31+0.10 10 *

3 10 39.43+0.08 39.54+0.05 10 *

4 10 39.44+0.12 39.26+0.14 10 O.D.
5 10 39.24+0.08 39.81+0.07 10 *

6 10 39.27+0.06 39.48+0.10 10 *

7 10 39.33+0.12 39.58+0.10 10 *

8 10 40+0.12 39.9420.08 10 | O.D.
O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)

Cizelge 13: Oglaklarin yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik rektal sicaklik degerine ait
en kiiciik kareler ortalamalari ile standart hatalari

Haftalar | n Kontrol grubu Deneme grubu n p (p<0.05)
Baslangig | 10 39.30+0.18 39.33+0.10 10 O.D.
1 10 39.13+0.10 39.08+0.09 10 O.D.
2 9 39.23+0.09 39.32+0.22 10 O.D.
3 9 39.61+0.08 39.68+0.15 10 O.D.
4 9 40.24+0.21 40.05+0.09 10 | O.D.
5 9 40+0.19 40.24+0.14 10 O.D.
6 9 39.53+0.09 40.07+0.15 10 *

7 8 39.63+0.04 39.92+0.03 9 *

8 8 39.72+0.03 40.01+0.20 9 O.D.
O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)

Cizelge 14: Oglaklarin ilkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik nabiz sayisina ait en kiigiik
kareler ortalamalar1 ve standart hatalar:

Haftalar | n Kontrol grubu Deneme grubu n p (p<0.05)
Baslangi¢ | 10 114+4.67 113+5.57 10 |O.D.
1 10 97+10.46 109.20+4.30 10 | *

2 10 114+4.77 119.20+4.61 10 O.D.
3 10 115.60+4.27 120.80+5.45 10 O.D.
4 10 120.40+6.15 126+4.70 10 O.D.
5 10 128.60+5.43 125.60+4.50 10 |O.D.
6 10 119+5.58 113.60+4.30 10 | *

7 10 130.40+5.15 128.40+4.30 10 |O.D.
8 10 127.20+3.87 121.20+4.71 10 |O.D.
O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)
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Cizelge 15: Oglaklarin yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik nabiz sayisina ait en kiigiik

kareler ortalamalar1 ve standart hatalari

Haftalar | n Kontrol grubu Deneme grubu n p (p<0.05)
Baslangic | 10 123.60+5.67 120.60+5.32 10 O.D.
1 10 109.33+4.33 106.80+4.07 10 O.D.
2 9 127.11£3.59 120+5.36 10 *

3 9 132.66+5.42 121.20+4.88 10 *

4 9 122.66+2.26 131.40+3.51 10 *

5 9 123.33+2.02 120+4.28 10 |O.D.
6 9 132.75+4.15 128+3.46 10 |O.D.
7 8 139.50+5.75 127.33+5.63 9 *

8 8 135.75+4.07 130+4.00 9 *
O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)

Cizelge 16: Oglaklarmn ilkbahar mevsimi (Nisan-Mayis) haftalik ortalama solunum sayisina
ait en kii¢lik kareler ortalamalar1 ve standart hatalari

Haftalar | n Kontrol grubu Deneme grubu n p (p<0.05)
Baslangic | 10 46.80+3.37 48.80+3.08 10 |O.D.
1 10 50+2.74 52.40+2.56 10 |O.D.
2 10 43.60+2.26 49.20+3.72 10 *

3 10 65.20+2.06 59.60+2.76 10 *

4 10 65.20+2.98 59.60+2.76 10 *

5 10 65.20+2.98 55.60+3.34 10 *

6 10 67.60+3.69 67.60+3.93 10 |O.D.
7 10 61.40+3.65 59.60+2.76 10 |O.D.
8 10 70.80+8.38 69.60+4.66 10 O.D.
O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)

Cizelge 17: Oglaklarin yaz mevsimi (Haziran-Temmuz) haftalik ortalama solunum sayisina
ait en kii¢lik kareler ortalamalar1 ve standart hatalar1

Haftalar | n Kontrol grubu Deneme grubu n p (p<0.05)
Baslangig | 10 74.40+4.83 76+3.98 10 O.D.

1 10 58.80+5.35 63.60+3.60 10 O.D.

2 9 66.66+2.53 61.20+2.49 10 *

3 9 64+5.65 66+4.47 10 | O.D.

4 9 57.33+4.59 65.40+£2.60 10 *

5 9 72.66+4.84 89.40+5.89 10 *

6 9 73.33+£3.43 74.66+3.17 10 O.D.

7 8 76.50+4.64 64.66+4.09 9 *

8 8 89.25+4.99 74.66+3.62 9 *

O.D.: Onemli Degil, *: Onemli (p<0.05)
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4.4. Genlerin Kantitatif Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Propolis verilen oglaklar ile kontrol grubunun HSP27 ve HSP70 genlerinin ekspresyon

diizeyleri qRT-PCR ile belirlenmistir (Sekil 10). Analiz sonucu elde edilen Ct degerleri ile
2-AACT

gruplar aras1 gen ekspresyonlar1 karsilagtirilarak kat degisimleri ( ) hesaplanmustir.

1.28

Intensty (RFU)

Sekil 19: Genlerin qRT-PCR analizinin amplifikasyon egrileri (yatay ekseninde genleririv'i'?eal
Time PCR tepkimesindeki Ct degerleri, dikey eksende de floresan sinyaller yer almaktadir).

4.5. Melting Point Analizi

gRT-PCR analizi sonucunda elde edilen Ct degerlerinin hedeflenen bolgeye aitligi
melting point analizi ile belirlendi. Melting point analizinde ayni yerde piklerin olugmasi her
ornekte ayni1 bolgenin ¢ogaltildigini, hedef bdlgenin disinda istenmeyen amplifikasyonlarin
veya primer dimerinin ger¢ceklesmedigini gostermektedir.Bu nedenle her 6rnek icin qRT-PCR
analizleri sonunda p-aktin, HSP27 ve HSP70 gen bolgeleri i¢in melting point analizi
gerceklestirildi (Sekil 20, 21, 22). Piklerin boyutlarinda olusan degisimler ise Orneklerde

hedeflenen genin ekspresyon diizeyine gore degismektedir.
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Sekil 20: gRT-PCR analizi sonrasi 3-aktin genine ait melting point (Tm) grafigi

Sekil 21: mRNA ekspresyonlarinin belirlenmesinde qRT-PCR analizi sonras1t HSP 27 melting
point (Tm) grafigi

Sekil 22: mRNA ekspresyonlarinin belirlenmesinde qRT-PCR analizi sonras1t HSP 70 melting
point (Tm) grafigi
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4.6. HSP70 Geni Ekspresyon Diizeyleri

Oglaklara verilen 0,4 cc propolisin HSP70 geninin ekspresyon diizeyi iizerine etkisini
kontrol etmek amaciyla ilkbahar ve yaz mevsimlerin 2’ser alim gergeklestirilmistir. Aktine
gore normalize edilen degerler incelendiginde kontrol grubunda HSP70 geninin ilkbahar
alimlarinda sirasiyla 2,28 ve 2,66 kat ifade diizeyi degisti, yaz alimlarinda ise bu degisimin
sirastyla 2,4 ve 5,11 kat oldugu belirlenmistir. Deneme grubunda ise HSP70 geninin ifade
diizeyi aktine gore normalize edildiginde ilkbahar alimlarinda sirasiyla 2,4 ve 1,87 kat, yaz

alimlarinda ise 2,25 ve 2,13 kat bulunmistir.

Deneme grubu, kontrol grubuna kiyaslandiginda ise ilkbahar déneminin 1. alimda 1,05
kat, ilkbahar doneminin 2. alimda 0,70 kat degisim gostermistir. Gen ifadesindeki bu farklilik
anlamsiz kabul edildi. Ilkbahar déneminde alimlar sirasinda hava sicakligindaki degisimi
ortalama olarak 5 derece fark etmektedir. Bu sicaklik farki dikkate alindiginda kontrol
grubunda HSP70 ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisim goriilmedi. Fakat propolis verilen
grupta HSP70 ekspresyon diizeyinde anlamli olmasa da bir azalis elde edildi. Yaz donemi
sonuglar1 dikkate alindiginda deneme grubu, kontrol grubuna kiyaslandiginda 1. alimda 0,93
kat, ilkbahar déneminin 2. alimda 0,41 kat degisim gosterdi. Yaz doneminde iki alim arasinda
kontrol grubunda ekspresyon diizeyinde yaklasik 2,13 artis tespit edildi. Deneme grubunda ise

yaz donemindeki alim arasinda herhangi bir degisim elde edilmemistir.

Cizelge 18: ilkbahar ve yaz mevsimlerinde kontrol ve deneme grubu HSP70 geninin
normalize edilmis diizeyleri

HSP70 Kontrol  grubu  kat | Deneme grubu kat degisimi
degisimi

fIkbahar 1. Alim 2,28 2,4

flkbahar 2. Alim 2,66 1,87

Yaz 1. Alim 2,4 2,25

Yaz 2. Alm 511 2,13

50




(6]

IS

ACt degerleri (HSP70/B-aktin)
N w

[

0 II II II II

ilkbahar 1. Alim ilkbahar 2. Alim Yaz 1. Alim Yaz 2. Alim
Mevsimler ve Alim Sayilari

B Kontrol Grubu  ® 0,4 cc Propolis Grubu

Sekil 23: Hsp70 geninin normalize edilmis ekspresyon diizeyleri- ACt degerleri
(HSP70/B-aktin)

4.7. HSP27 Geni Ekspresyon Diizeyleri

Oglaklara verilen 0,4 cc propolisin HSP27 geninin ekspresyon diizeyi tizerine etkisini
kontrol etmek amaciyla ilkbahar ve yaz mevsimlerin 2’ser alim gergeklestirilmistir. Aktine
gore normalize edilen degerler incelendiginde kontrol grubunda HSP27 geninin ilkbahar
alimlarinda sirasiyla 0,21 ve 0,25 kat ifade diizeyinin degisti, yaz alimlarinda ise bu degisimin
sirastyla 3,62 ve 6,39 kat oldugu belirlenmistir. Deneme grubunda ise HSP27 geninin ifade
diizeyi aktine gore normalize edildiginde ilkbahar alimlarinda sirasiyla 0,45 ve 1,01 kat, yaz

alimlarinda ise 2,24 ve 4,17 kat bulunmustur.

Deneme grubu, kontrol grubuna kiyaslandiginda ise ilkbahar doneminin 1. alimda 1,8 Kat,
ilkbahar doneminin 2. alimda 4,04 kat degisim gostermistir. Ilkbahar déneminde alimlar
sirasinda hava sicakligindaki degisimi ortalama olarak 5 derece fark etmektedir. Bu sicaklik
farki dikkate alindiginda kontrol grubunda HSP27 ekspresyon diizeyinde sicakliga bagl artis
goriilmektedir. Fakat deneme grubunda HSP27 ekspresyon diizeyinde kontrol grubundan
farkli bir artis gozlenmektedir. Yaz donemi sonuglar1 dikkate alindiginda deneme grubu,
kontrol grubuna kiyaslandiginda 1. alimda 1,8 kat, ilkbahar doneminin 2. alimda 4,04 Kat
degisim gosterdi. Yaz doneminde iki alim arasinda kontrol grubunda ekspresyon diizeyinde

yaklasik 0,62 kat azalis tespit edildi (Cizelge 10).
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Cizelge 19: Kontrol ve Deneme grubu HSP27 geninin ilkbahar ve yaz mevsimlerinde kat
degisimleri

HSP27 Kontrol grubu kat degisimi | Deneme grubu kat degisimi
Ilkbahar 1. Alim 0,21 0,45
iIkbahar 2. Alim 0,25 1,01
Yaz 1. Alhm 3,62 2,24
Yaz 2. Alim 6,39 4,17
7
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ilkbahar 1. Alim ilkbahar 2. Alim Yaz 1. Alim Yaz 2. Alm
Mevsimler ve Alim Sayilari
B Kontrol Grubu  ® 0,4 cc Propolis Grubu

Sekil 24: HSP27 geninin normalize edilmis ekspresyon diizeyleri- ACt degerleri
(HSP70/p-aktin)
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5. TARTISMA

Ozelikle bu galismada oglak dliimlerinin yogunlastig1, dogumdan 10 giin sonraki siirec
ile siitten kesime kadar olan siirede sicaklik stresine kars1 oglaklarin korunmasi, sicaklik stresi
nedeniyle, beslenme, oglak biiylime ve gelisimlerinin olumsuz etkilenmesini dnlenerek, oglak
kayiplarinin azaltilmasia yonelik, propolis takviyesinin olumlu etkisinin olup olmayacagi
arastirilmak istenmistir. Oglaklarda sicaklik stresine karsi propolisin kullanimin hiicresel
diizeydeki etkisi ve sicaklik stresine karsi fizyolojik yanitina yonelik az sayida c¢alisma
yapilmistir. Bu ¢aligmada bulunan canli agirlik, rektal sicaklik degeri, nabiz ve solum sayilari,

HSP27 ve HSP70 ekspresyon degerleri daha dnce yapilmig ¢aligmalar ile karsilagtirilmistir.
5.1. Canh Agirhk

Yapilan caligsmalara bakildiginda propolisin ruminantlarda canli agirlik tizerine olumlu
etkilerinin oldugu goriilmektedir (Gubicza ve Molnar, 1987; itavo vd., 2011; Morsy vd.,
2011; Sadek vd., 2020). Manav ve Yilmaz (2023) calismalarinda, oglak yetistiriciliginde inek
siitline peynir alt1 suyu tozu ve propolis katilarak kegi siitiine alternatif, daha ekonomik ve
daha saglikli mama ya da siit ikame yemi elde etmeyi amaglamistir. Calismalarinda propolisin
ishale kars1 etkili oldugu goriilmiis ve oglak yetistirmede siit ikame yemleri ve mamalara

katilarak kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Badawy (2021) ge¢ gebelik doneminde 3-4 yaslarinda disi Abu-duleik koyunlarini ve
onlardan dogan kuzulari, gebeligin son doneminde ve dogum sonrast donemde iki farkli
seviye propolis takviyesinin beslenme ve iiretkenlik performansi tizerindeki -etkisini
incelemek tlizere se¢mistir. Calisma sonucunda propolis uygulamalari, tim besinlerin
sindirilebilirliginde 6nemli artislara yol actigini bildirmistir. Propolis, pH, amonyak-N ve
ugucu yag asitleri konsantrasyonlarinda 6nemli diizeyde azalma (p<0.05) ruminal durumu
iyilestirmistir. Caligmamizla benzer olarak propolis takviyesi yapilan gruplara ait kuzular,
kontrol grubuna ait kuzulara kiyasla ortalama giinliik canli agirlik, toplam canli agirlikta
onemli (p<0.05) artis kaydetmistir. Genel olarak propolisin, kurak alan mera kosullarinda,
hamile koyunlarin ve onlarin kuzularinin beslenme ve iiretkenlik performansinin yam sira,

ekonomik etkinligi de iyilestirdigini belirtmistir.

53



Koyunlarda yapilan bagka bir ¢aligmada dogumdan 21 giin sonra Brezilya kirmizi
propolis 6zl (3 g/hayvan/giin) takviyesi yapilan Santa Ines koyunlarinin, siitteki yag, laktoz,
protein verimi artmis, siitii onemli Olgiide artirirken somatik hiicre sayisini azalttigini
belirtmislerdir. Sonug¢larimizla benzer sekilde propolis verilen grupta canli agirlik artisi
gozlemlemislerdir (Morsy vd., 2016). Shedeed vd. (2019) propolisin sicaklik stresine maruz
kalan koyunlar ve kuzular iizerindeki etkilerini arastirmis ve propolis takviyesinin biiylime
hizlarmi, besin sindirilebilirliklerini ve bagisiklik tepkilerini iyilestirdigini bildirmistir.
Takviye edilmis propolisin, kurak kosullarda sicaklik stresi altindaki Barki koyun ve
kuzularimin oksidatif stresi azalttigini ve antioksidan kapasitesini ve bagisiklik tepkisini
gelistirdigini gostermiglerdir. Bizim ¢alismamizda da propolis, oglaklarin sicaklik stresi
yanitini iyilestirmis ve canli agirlik artigini olumlu etkilesmistir. Benzer sekilde Abdlazez ve
Saleh (2016) propolis takviyesinin sicaklik stresine maruz kalan Ivesi kuzularinm biiyiime

hizini, besin kullanim etkinligini ve antioksidan durumunu iyilestirdigini bildirmistir.

Propolis takviyesi, kuzularin kanindaki malondialdehit (MDA) ve ROS (Reactive
Oxygen Types- Reaktif Oksijen Tiirleri) gibi oksidatif stres belirteglerinin seviyelerini
azaltmis ve SOD ve GPx (Glutathione Peroxidase- Glutatyon Peroksidaz) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini ve ayrica TAC (Total Antioxidant Capacity- Toplam Antioksidan
Kapasite) gibi konsantrasyonunu arttirdigini belirtmislerdir. Propolis oksidatif durum ve HDL
(high density lipoprotein- yiiksek yogunluklu lipoprotein) iyilestirme tizerindeki etkilerinin
yaninda, kardiyovaskiiler hastalik riskinin azaltilmasina, enzimatik parametrelerin geri
yiikklenmesine ve reaktif oksijen tiirleri lizerinde gii¢lii notralize etme etkisine sahip olan bir

katki maddesi olarak alternatif takviye olarak o6nerilmektedir (Mujica vd. 2017).

Buzagilarda yapilmis bir ¢aligmada, propolisin buzagilarin biiylime performansi ve
yenidogan ishali iizerindeki etkilerini belirlemek amaclanmistir. Calismada kontrol ve
propolis uygulama grubundan 20 adet Holstein buzagi olmak iizere toplam bes disi ve bes
erkek buzag kullanmiglardir. 35 giin siiren c¢alisma sonuglarina gore kontrol ve propolis
gruplarinda disilerin giinliik kilo alimi1 312,8 g/giin ve 392,83 g/giin, her iki gruptaki
erkeklerin giinliik kilo artis1 458.31 gr/giin ve 470.50 gr/giin olarak bulmuslardir. Disilerde
giinlik kilo alimmin anlamli oldugunu (p <0.05), disilerin kontrol ve propolis gruplari
arasinda hem viicut hem de cidago parametrelerinde énemli farkliliklar elde etmislerdir (p
<0.05). Propolis uygulama grubunda neonatal diyare goriilmedigi de sonuglar arasinda
belirtilmistir. Yapilan calismanin sonuglarina bakildiginda, propolis uygulamasinin

buzagilarin biiylimesi tizerindeki etkisinin dnemli oldugunu gostermislerdir (Yiicel vd., 2015).
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Mohamed vd. (2018) etlik pili¢lerde 6 hafta boyunca 0, 1, 2 ve 3 mg/kg oraninda
propolis ile desteklenmis 4 gruptan olusan bir ¢alisma gerceklestirmistir. Sonuglar, propolisli
kus yemlerinin deney sirasinda canli agirligimi arttirdigini (p<0.05), yem alimini azalttigini ve
yem verimini iyilestirdigini géstermistir.

Yapilan calismalarin sonuglari incelendiginde ¢alismamizda benzer sonuglar goriilmiis,
kontrol ve propolis verilen deneme grubu ayni miktarda yem tiiketmelerine ragmen propolis
verilen deneme grubunda yemden yararlanama oranlarinin yiikseldigi ve canli agirlik artiginin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Propolis oglaklarda yemden yararlanama oranini olumlu
etkilemistir. Bu sonuglar dogrultusunda, oglaklara propolis takviyesinin, sicaklik stresinden
kaynakli istahsizligin 6dnlenmesi ve yemden yararlanma oraninin artisi i¢in kullanilabilir bir

iiriin oldugu sdylenebilir.
5.2. Rektal Sicaklik, Nabiz ve Solunum Sayisi

Sicaklik miicadelesinin kegilerin rumen fermantasyonu, kan parametreleri ve biiylime
performansi tizerinde olumsuz etkileri vardir. Cai vd. (2019) yaptiklari ¢alismada Cin melez
kecilerinin ruminal, kan ve fizyolojik parametrelerinin yani sira biiyiime performansi
tizerindeki 1s1 zorlamasinin etkilerini degerlendirmislerdir. Sicaklik stresi altindaki kegilerin,
kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek cilt sicakliklari, nabiz hizlari ve solunum
hizlar1 sergilediklerini belirtmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda, sicaklik stresinin kegiler
tizerindeki etkisinin sistemik oldugunu gdstermislerdir. Kegi yetistiriciligi uygulamalarinda
sicaklik stresinin olumsuz etkileri goz ardi edilmemesi gerektigini vurgulamiglardir.
Calismamizda sicaklik stresindeki oglaklara propolis takviyesin sistemik ve fizyolojik yaniti
tyilestirdigi gorilmiistiir.

Abdel Hady vd. (2019) mevsimsel degisikliklerin bazi termoregiilasyon ve kan
parametreleri tizerindeki etkisini, on erkek kegide (bes Zarabi ve bes Damascene)
incelemiglerdir. Her mevsimin orta ayr boyunca rektal 1si, nabiz ve solunum hizlari
calismamizdan farkli olarak giinde ii¢ kez, saat 7:00, 12:00 ve 19:00'da saymislardir. Sonuglar
dogrultusunda, yil igerisinde mevsim degisiminin, Damascene ve Zraibi kegilerinin
erkeklerinde tahmin edilen termoregiilasyon parametrelerini ve eritrosit indekslerini 6nemli

ol¢iide etkiledigini belirtmislerdir.

Fadare vd. (2012) yagisli mevsimden kurak mevsime kadar koyunlarin fizyolojik ve kan
parametrelerindeki degisiklikleri kontrol etmis ve sadece rektal sicaklik, solunum hizi ve

nabiz hizinda degil, ayni zamanda kirmizi ve beyaz kan hiicresi sayimlarinda, plazma
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sodyumunda (Na) ve plazma potasyumu (K +), tiimii yaz aylarinda sicaklik stresine maruz
kalan hayvanlarin degisimlerini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, hayvanlarin sicaklik stresine
maruz kalmasinin, yem aliminda azalma, su, protein, enerji ve mineral dengelerinde
bozulmalar, enzimatik reaksiyonlar, hormonal salgilar ve kan metabolizmas1 dahil olmak

tizere biyolojik fonksiyonlarda bir dizi siddetli degisikligi tetikledigini 6ne stirmiiglerdir.

Bulundugumuz cografyaya benzerlik gosteren Brezilya'nin yar1 kurak bir bolgesinde
tireme i¢in hangi koyun genetik kaynaklarinin en uygun oldugunu belirlemek igin Correa vd.
(2013) fiziksel, fizyolojik ve iiretken ozellikleri igeren bir analiz gerceklestirmistir. Gruplari
ayirmada deri ve yiin 6zelliklerinin 6nemli oldugunu gézlemlemislerdir. Daha kalin ve daha
yogun yiinleri olan hayvanlarin, 1s1y1 serbest birakmakta daha fazla giicliik ¢ektiklerini ve
daha yiiksek korpiiskiiler hemoglobin ve daha diisiik eritrositler gosterdigini, bunun da
streslerinin fazla oldugunu belirtmislerdir. Aydin bélgesinin iklimine bakildiginda Saanen
kecilerinin deri yapisi, yiin kalinligr ve yiin sikhiginin bolgeye adapte olmasinda avantaj

saglamaktadir.

Ghizzi vd. (2018) c¢alismalarinda, sicaklik stresi altindaki siit ineklerinin besin alimi ve
toplam sistem sindirimi, rumen fermantasyonu, kandaki glikoz ve {ire konsantrasyonlari, kalp
hizi, rektal sicaklik ve siit verimi ve bilesimi {izerindeki FY (fonksiyonel yaglarin) ve MON
(monensin) karisiminin etkilerini degerlendirmeyi amaglamistir. Calisma sonuglarina gore
hem MON hem de FY, serum glukoz seviyelerini etkilemeden serum iire konsantrasyonunu
arttirmigtir (p = 0.006). Yaptigimiz ¢alismada, propolis, sicak stresindeki fizyolojik tepkileri
tyilestirmistir ancak uygulamalarindaki maddelerin kalp hizi, solunum hiz1 ve rektal sicaklik
tizerinde higbir etkisi olmamistir. Calismalarinda uyguladiklar1 bilesimlerin viicut 1sisin1
azaltabilecegine dair kanit gdstermemislerdir ancak FY, kuru madde alimini ve sicaklik stresi
altindaki ineklerin siit verimini etkilemeden siit yagi konsantrasyonunu korumak igin

diyetlerde MON'un yerini alabilecegini 6nermislerdir.

Yapilan diger calismalardan da anlasilacagi {izere sicaklik stresinin hayvanlarda
olumsuz etkilerinin fazla oldugu goriilmektedir. Hayvan yetistiricileri ve arastirmacilar stres
ile miicadelede farkli ajanlarin etkisine odaklanmislardir. Ornegin, tesis modifikasyonu
(golgelik, fiskiyeler ve evaporatif sogutma hizmetlerinin saglanmasi), siirii genetigindeki
degisiklikler ve Bos indicus etkisine sahip irklarin se¢ilmesi gelismis iilkelerde tercih
edilirken, gelismekte olan ilkelerde daha ¢ok sigir iiretiminden kiigiik gevis getiren bir
hayvana gecisin tercih edildigi belirtilmistir (Zhang vd., 2017). Bunun nedeni, yerel koyun ve
keci wrklarinin sigirlara kiyasla 1siya nispeten dayanikli adaptif kapasiteleri, kii¢iik boyutlari,
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marjinal arazilerde daha iyi yiyecek arama yetenekleri ve iiretim birimi bagina daha diisiik
maliyetleri gosterilmektedir. Ek olarak, koyun ve keciler zorlu ortamlara ve asir1 beslenmeye
daha iyi uyum saglar ve endemik hastaliklara karsi toleranshidir (FAO, 2015), bu da

gelismekte olan tilkelerdeki ciftcilerin onlari tercih etmesini kolaylastirir.

Batista vd. (2020) Parkia platycephala bakla kiispesinin (PP) sagmal kegilerde
beslenme davranisi, rumen etkinligi, kan belirtegleri ve fizyolojik tepkiler iizerindeki etkisini
degerlendirmeyi amaglamistir. Olgiilen donemler icin rektal sicaklik, solunum ve nabiz
sayilarinin 6gleden sonra daha yiiksek bulmuslardir. PP kullanimu ile kan belirteglerinde veya
rumen etkinliginde olumsuz bir degisiklik olmamistir. Mevcut bulgularda, PP'nin, hayvan
sagligl, beslenme davranisi veya fizyolojik parametrelerde Snemli degisikliklere neden
olmadigini belirtmislerdir. Calismamizda ise propolis kullanimi1 deneme grubunda fizyolojik

yanit1 olumlu etkilemistir.

Sicaklik stresi altindaki koyunlarin saglik, siit liretimi ve siit kalitesini artirmak ig¢in
yapilan bir ¢alismada rasyonlara %2 soya yagi ile %2 acgai (Euterpe oleracea) yag: ilave
edilmesi karsilagtirllmistir. 14. giinde agai grubu koyunlarin serum 16kosit, nétrofil ve lenfosit
konsantrasyonlar1 soya grubu koyunlara gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. 14. giinde,
acai grubu koyunlarda, soya grubu koyunlara gore daha diisiik serum trigliserit ve tre
konsantrasyonu, siit yagi konsantrasyonu ve toplam kat1 ve siit lipid peroksidasyonu oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte, 14. giinde, acai takviyesi yapilan grubun koyunlarin serum
glikoz ve globulin konsantrasyonlari, peroksil radikallerine kars1 serum ve siit antioksidan
kapasitesi, siit liretimi ve iiretkenlik etkinligi, soya grubu koyunlara gore daha yliksek oldugu
belirtilmigtir. Stitteki yag asitleri profili gruplar arasinda farklihk gostermedigini ve bu
verilerin, agai yaginin sicaklik stresi altindaki siit koyunlarinda serum ve siitteki antioksidan
aktiviteyi iyilestirdigini ve siit iiretimini ve kalitesini iyilestirdigini test etmislerdir (Dos

Santos vd., 2019).

Sicaklik stresinde hurma yag: takviyesi kuru madde tiiketimini artird1 ve sicaklik stresi
isaretlerini azaltmistir (Melo vd., 2016). Konjuge linoleik asitlerle besleme sicaklik stresi
sirasinda negatif enerji dengesini iyilestirmistir fakat ayni zamanda siit yaginda azalma
bildirilmistir. Lipoik asidin koruyucu ve enerji metabolizmasina yardimci etkileri oldugu
gosterilmistir (Gregus vd., 1992; Diesel vd., 2007). Bu nedenle, lipoik asit takviyesinin
sicaklik stresindeki hayvanlara yardimeci olabilecegi one siiriilmiistiir (Rhoads vd., 2013).
Calisma sonuglarimizdan anlasilacagi tizere fenolik igerik agisindan zengin olan propolisin

oglaklarda kullanimi da sicaklik stresi yanitini iyilestirmistir.
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Tiyazolidindionlar, HSP iiretimini artirabilir (Taniguchi vd., 2006), glikoz kullanimini
(Schoenberg ve Overton, 2011) ve enerji metabolizmasini (Ranganathan vd., 2006)
gelistirebilir; bu nedenle, sicaklik  stresi sirasinda  yararlhh  bir  strateji
olabilir. Tiyazolidindionlara benzer sekilde, diyet betain sicaklik stresi yasayan siit veren
ineklerde daha iyi bir segenek olabilir (Wang vd., 2019). Krom takviyesinin sicaklik stresi
altindaki sagmal ineklerde enerji metabolizmasini ve iiretimini iyilestirdigi de gosterilmistir

(Mirzai vd., 2011; Dos Santos Ribeiro vd., 2019; Bin-Jumah vd., 2020; Sammad vd., 2020).

Kim vd. (2021) yumurta tavuklarinda 42 giinliik sicaklik stresinin; rektal sicaklik,
viicut-ylizey sicakligi, kalp hizi, plazma ve yumurta sarist Ornekleri ve video ile
degerlendirilen davranisin heterofil /lenfosit orami (H/L orani), CORT (corticosterone-
kortikosteron) acisindan etkisini karsilastirmak amaciyla bir ¢alisgma yapmustir. Caligsma,
yumurtlayan tavuklarin uzun siireli sicaklik stresi {izerindeki stres durumunu degerlendirmek
icin rektal ve viicut yiizeyi sicakligi, kalp hiz1 ve davranisin, CORT veya H/L oranina goére

daha giivenilir gostergeler oldugunu gostermistir.

Yapilan ¢alismalar karsilastirildiginda bu calismada sicaklik stresine karsi propolis
takviyesi yapilan grubun nabiz ve solunum sayilar1 kontrol grubuna gore daha azdir.

Calismamizda propolis kullanimi deneme grubunda fizyolojik yanit1 olumlu etkilemistir.
5.3. HSP27 ve HSP70 Ekspresyonlari

Yapilmis c¢alismalar degerlendirildiginde kecilerde sicaklik stresiyle iligkili genetik
belirteg olarak HSP70 geni se¢ilmistir (Al Yamani, 2020; Afsal vd., 2021). Fenolik
bilesiklerin ekinligini HSP diizeyinde belirlemek amaciyla HSP27'nin in vitro stres tepkisini
degerlendirmek i¢in yararh bir gosterge oldugunu one siiriilmektedir ve hayvanlarda termal
streste propolisin etkisini degerlendirmek i¢in aday gen olarak se¢ilmistir (Roussou vd., 2004;

Dwivedi vd., 2017).

Concannon vd. (2003) HSP'lerin ¢ok ¢esitli fizyolojik ve ¢evresel dalgalanmalara yanit
olarak indiiklenen birkag¢ farkli protein ailesini igerdigini bildirmislerdir. HSP 27 ve HSP 70 ,
sitokrom-C dahil proapoptotik faktdrlerin mitokondriden salinmasiin blokajina dogrudan
dahil olan protein ailesidir. Bu proteinle hem i¢sel hem de digsal apoptotik yollardaki
modiilasyon yoluyla apoptoz siirecini dogrudan inhibe edebilir. Yapilan ¢aligmalar
incelendiginde hedef gen olarak segtigimiz HSP70'in ke¢i irklarinin termo-tolerans

kapasitesini degerlendirmek igin giivenilir biyolojik belirtegler oldugunu gostermistir.
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Yilmaz vd. (2018) farkli yaslardaki Saanen kegilerinde ilkbahar HSP60 ve HSP70
MRNA gen ekspresyon seviyelerini yaz, sonbahar ve kis seviyeleri ile karsilastirmislardir.
Kegileri grup | 1-2 yasinda kegiler; grup II 3-4 yasindakiler ve grup III 5-6 yasindakiler olarak
ayirmiglardir. Genel olarak HSP60 ve HSP70 mRNA ekspresyon diizeyleri ilkbahar donemine
gore yaz, sonbahar ve kis aylarinda tiim gruplarda arttig1 belirtilmistir. Yaz aylarinda gruplar
arasinda HSP60 ve HSP70 i¢in mRNA ekspresyon diizeylerinin farkliliklar1 istatistiksel
olarak Onemsiz ¢ikmustir. Tim gruplarda kisin HSP60 ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda, Grup I ile diger iki grup arasindaki farki istatistiksel olarak anlamli
bulmuslardir (p<0.05) ve geng kegilerde yaslilara gore ekspresyon seviyeleri daha yiiksek
olarak raporlanmustir. Ozellikle yaslara gore ¢evreye uyum yeteneginin kegilerde HSP60 ve
HSP70'in mRNA gen ekspresyon diizeylerinin sicaklik stresine kars1 koymadaki rollerini ve

fonksiyonel mekanizmalarini etkileyebilecegini belirtmislerdir.

Abhijith vd. (2021) calismalarinda yerli Malabari irki kegilerde sicaklik stresinin et
tiretimi ve kalite degiskenleri tizerindeki etkisini degerlendirmeyi amaglamistir. Calismada 45
giin boyunca on iki 10 ayliktan bir yasina kadar Malabari kegileri kullanmislardir. Kegiler
rastgele iki gruba ayrilmis: Malabari kontrolii (n = 6) ve Malabari sicaklik stresi (n =
6). Malabari kontrolii grubu hayvanlar dis ortama maruz birakilmadan agil iginde
barindirtlirken, Malabari sicaklik stresi grubu hayvanlar 10:00-16:00 saatleri arasinda agil
disinda tutularak yaz sicagi stresine maruz birakmislardir. Calisma sonunda hayvanlar
kesilerek et 6zellikleri degerlendirilmis ve ¢alismadan elde edilen bulgular, sicaklik stresinin
canli agirlikta (p <0.05), kesim Oncesi agirlikta (p < 0.01), sicak karkas agirliginda (p < 0.05),
onemli Ol¢lide azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Cidago, Malabari kontrol grubuna
kiyasla Malabari sicaklik stresi grubunda agirlik 6nemli 6lgiide (p<0.05) daha disiik olan tek
ilk kesimdir. Ayrica, nihai et pH'l, su tutma kapasitesi (WHC) ve kesme kuvveti gibi et
kalitesi degiskenleri, sicaklik stresi sirasinda onemli Olgiide artmistir (p<0.01). Duyusal
ozelliklerden goriiniim (p<0.01) ve lezzet (p <0.05) Malabari sicaklik stresi grubunda 6nemli
Olcide azalmis ancak plazma leptin diizeyr anlamli olarak (p<0.01) daha yiiksek
bulmuslardir. Ek olarak, iskelet kas1 miyostatin gen ekspresyon paterni, Malabari kontrol
grubuna kiyasla Malabari sicaklik stresi grubunda onemli Slglide (p<0.05) daha diisiikken,
HSP70 gen ekspresyonu 6nemli 6lgiide (p<0.05) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calisma
sonucunda, yerli Malabari kegilerinin, sicaklik stresinin olumsuz etkilerinin iistesinden

gelerek et {dretimini silirdirmek ic¢in dogustan gelen yetenege sahip oldugunu
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bildirmiglerdir. Ancak sicaklik stresinin siddeti Malabari cinsinin et kalitesi degiskenlerine

yansidig1 belirtilmistir.

HSP'ler, kegiye stres tolerans yetenegi kazandiran ¢evresel streslere yanit olarak ifade
edilen yiiksek oranda korunmus stres proteinleridir (Aleena vd., 2018). Hayvan
adaptasyonunda fenotipik 6zellikler ve HSP70'in rolii ile ilgili ¢alismalar olmasina ragmen,

farkli irklarda bu adaptif 6zellikleri arastiran sinirli sayida ¢alisma mevcuttur.

Aleena vd. (2018) yaz sicagi stresinin Osmanabadi, Salem Black ve Malabari
kecilerinin fizyolojik ve davranissal tepkileri lizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Calisma
bu wrklar arasindaki HSP70 ekspresyon paternindeki farkliliklar1 da degerlendirmistir. Yaz
aylarinda (Nisan-Mayis) 45 giin boyunca, her birinde alt1 hayvan bulunan alt1 gruba rastgele
tahsis edilen 36 adet 1 yasindaki disi keci kullanilarak yiiriitilmiistiir. Hayvan gruplar1 deney
siiresince 1000 ile 1600 saat arasinda dis ortama maruz birakilarak caklik stresine maruz
birakilmigtir. Uretilen veriler, genel dogrusal model tekrarlanan varyans 6l¢iim analizi ile
analiz edilmistir. Sonuglara bakildiginda su alimi sicaklik stresine maruz birakilan gruplarda
daha fazla kaydedilmistir. Bu ¢alisma sonucunda HSP70'in kegi irklarmin termo-tolerans

kapasitesini degerlendirmek icin giivenilir biyolojik belirtegler oldugunu gdstermislerdir.

Parida vd. (2020) kiiltiirlenmis keci kardiyak hiicrelerinde 1s1 soku proteini 70 (HSP70)
MRNA'nin  transkripsiyonel — diizeyi tiizerinde 1s1  stresinin  etkisini  belirmeyi
amaglamislardir. Kiiltiir ¢aligmasi icin farkli kecilerden alinan kalp dokulart (n = 6)
kullanilmis ve farkli kalp dokularindan elde edilen kalp hiicreleri, 24 oyuklu hiicre kiiltiirii
plakalarinda kiiltiirlendirilmis ve 37 °C'de nemlendirilmis bir CO; (%S5) inkiibatoriinde inkiibe
etmiglerdir. 72 saatlik inkiibasyondan sonra kalp hiicrelerinin %75-80 konfluent hale
gelmesine izin verilen kalp hiicreleri daha sonra 0, 20, 60 ve 100 dakika boyunca 42 °C'de
1stya maruz birakilmistir. 42 °C'de 0 dakika 1s1 stresine maruz kalan kalp hiicreleri kontrol
grubu olarak belirlenmigtir. HSP70 mRNA'nin nispi bollugu 20 ila 100 dakikalik 1s1iya maruz
kalmada kademeli olarak yukari regiile olmus (p<0.05) ve 100 dakikalik 1s1 tehdidinde
zirveye (p < 0.05) ulastigi belirtilmistir. Mevcut bulgu ile HSP70'in muhtemelen bir
sitoprotektif faktor olarak hareket edebilecegini ve 1s1 stresinin zararli etkisine karsi kalp
hiicresinin hayatta kalmasini destekleyebilecegini vurgulamiglardir. Ayrica calismalarinda,
diger hayvan tiirleri de dahil olmak {izere ke¢inin kalp hiicrelerinde HSP70'in ekspresyon

kinetigi lizerine daha fazla arastirma c¢alismasinin olmasi gerektigi belirtilmistir.
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Afsal vd. (2021) malabari kegilerde yaptiklart bir caligmada, Malabari kegilerinin farkli
organlarinda HSP70 geninin ekspresyon paterni iizerindeemiznin etkisini belirlemeyi
amaglamistir. Calisma 45 giinliik bir siire boyunca yiiriitilmiis ve hayvanlar iki gruba
ayrilmistir: Malabari kontrolii (n = 6) ve Malabari 1s1 stresi (n= 6). Sicaklik stresi, adrenaldeki
HSP70 ekspresyon modelini 6nemli dlgiide artirirken, tiroid ve mezenterik lenf nodundaki
HSP70 ekspresyon modelini énemli Ol¢lide diisirmiis ve bununla birlikte, 1s1 stresi hem
karacigerde hem de uterusta HSP70 geninin ekspresyon modelini etkilemedigi
belirtilmistir. Ayrica, karaciger ve uterusta sicaklik-nem indeksi (THI) ile HSP70 gen
ekspresyonu arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon, tiroid ve lenf nodunda HSP70 gen
ekspresyonu ile negatif korelasyon kurmuslardir. Boylece HSP70 geninin ekspresyon
paterninin doku ve fonksiyona 6zel oldugu ve 1s1 stresi altindaki hayvanlarin ihtiyacina gore

programlandigini belirtmislerdir.

Saanen ve Alpin irki kegilerde yapilan bir arastirmada mevsimsel degisimin ve farkli
yas gruplarinin (1 yil ve 2 yil) HSP70 konsantrasyonu iizerindeki etkisini belirlemeyi
amaclamiglar. Mevsimsel degisiminn ve yas faktoriinin HSP70 seviyelerinde degisikliklere
neden oldugunu, Saanen 1rk1 kegilerin HSP70 seviyesini Alpin irkina gore ilkbahar, yaz ve kig
(26.9, 18.34 ve 14.7) aylarinda daha yiiksek bulmuslar. Kegilerde irka ve yasa bagli HSP70
seviyeleri Saanen k1 1 yas grubunda farkli mevsimlerde (ilkbahar, yaz ve kis) anlamli
diizeyde (p<0.01) anlaml artis gOstermistir. Genel olarak calisma sonucuna gore, farkl
yastaki Saanen kegisinin hiicresel biitlinliigii korumak igin sicaklik stresinin zararli etkisini

tyilestirme yeteneklerinde olumlu yonde farklilik goriilmiistiir (Al Yamani, 2020).

Rektal sicakliklar ile sicaklik stresine karsi fizyolojik ve hiicresel tepkiler arasindaki
iliskiler, tropikal ortamlarda Saanen kegilerinin tiretkenligini artirabilir. Hooper vd. (2021)
caligmalarinda akut sicaklik stresine maruz kalan Saanen kegilerinin 1s1 soku proteinlerinin
(HSP60, 70 ve 90) ve apoptoz ile ilgili genlerin (Bax (Bcl-2-associated X protein), Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2- B hiicreli lenfoma 2) ve p53 (tiimor protein 53) fizyolojik tepkileri ve gen
ekspresyonu degerlendirmistir. On saglikli Saanen kegisi, 3 giin boyunca gilines radyasyonuna
maruz birakilmis ve HSP60, HSP70, HSP90, Bax, Bcl-2 ve p53 genlerinin kan l6kositleri,
rektal ve vyiizeysel sicakliklar, solunum frekansi, kortizol, triiyodotironin ve tiroksin
ekspresyonu 06:00, 13:00 ve 18'de Olgiilmislerdir. In vitro, kan lokositleri, aynt hedef
genlerin ekspresyonunu dlgmek igin 3 saat boyunca 38 °C ve 40 °C'ye tabi tutmuslar. 12:00

ile 15:00 arasinda olgiilen sicaklik nem indeksi 80'den biiyiik bulunmustur. Giines radyasyonu
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kuru donem Saanen keg¢ilerinde akut sicaklik stresine, kortizol saliniminin artmasina ve
HSP60 ve 70 ekspresyonuna neden olmasina ragmen, artan solunum frekansi ve azalan
tiroksin ~ (T4) ve  triiyodotironin ~ (T3), deney  kegilerinin  homeotermisini
diizeltmistir. Laboratuvar ortaminda, 40 °C, p53 (pro-apoptotik protein), Bcl-2 (anti-apoptotik
protein), HSP60, HSP70 ve HSP90'in ekspresyonunu artirmis ve bu genlerin koruyucu

fonksiyonlara sahip oldugunu gostermislerdir.

Barinaklarda olusan iklimin olumuz etkileri sonucu ortaya ¢ikan mikro ¢evreler hayvan
saghigini ve performansini olumsuz etkilemektedir. Al-Yamani, (2017) c¢alismasinda
Adana’da bulunan Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Doner Sermaye Isletmesine baglh
Siit Kegiciligi Arastirma Uygulama Ciftliginde yar1 entansif kosullarda sicak ve nemli
kosullarin etkisini belirlemeyi amaglamigtir. Deneme boyunca 20 bas Alpin, Saanen ve Boer
kecisinin bazi1 fizyolojik parametreler (rektal sicaklik, solunum sayisi, nabiz sayisi, deri
sicakligl) davranis ozellikleri (su tiiketimi, yem tiiketimi) canli agirlik, siit kompozisyonu,
HSP60 ve HSP70 konsantrasyonu ve bunlarin korelasyonlari1 {izerinden durulmustur.
Fizyolojik verilere gore, Saanen irklar arasinda sicaktan en az etkilenen irk olmus ancak yem
tilketiminde tam tersi sonuglar alinmistir. Saanenler 6zellikle sicak ve nemli kosullarda diger
irklardan daha fazla yem tiiketmislerdir. Bunun sonucu olarak laktasyon verimi da daha
yiiksek diizeyde gergeklesmistir. Buna ek olarak su tiiketimlerinde artis gozlemlemislerdir.
Sonug¢ olarak HSP60 ve HSP70 konsantrasyonlarinin kegilerde siit verimi ve adaptasyon
kriterleri lizerinde etkili oldugunu ve Saanen kegisinin adaptasyon yeteneginin fazla oldugunu

belirtmistir.

Sicaklik stresine maruz kalan Osmanabadi ve Salem Kara kegcilerinin iskelet kasinda,
HSP70 geninin mRNA ekspresyonunda onemli bir artis gézlemislerdir ve Osmanabadi
kecisinde Salem Kara keci irkindan daha yiiksek diizeyde rapor edilmistir (Archana vd.,
2018). Kandan mRNA ekspresyonu yaptigimiz ¢alismada sicaklik stresine bagli HSP70
ekspresyon degerleri artmistir ancak propolis takviyesiyle HSP70 ekspreyonlar1 normal

seviyede kalmistir.

Merinos-Poll Dorset melez koyunlarda sicaklik stresi kosulunda (1 hafta i¢in 28-40 °C
ve %40-50 bagil nem) iskelet kasinda HSP70 mRNA ekspresyonunda 3,5 kat artis oldugu
vurgulanmigtir (Chaudhary vd., 2019). Sicaklik ve nem seviyeleri ¢alismamizla benzerdir
ancak HSP70 ekpresyon degerleri (1,7625 ve 2,126) g¢alismamizda daha distiktiir. Siit

koyunlarinda, termotolerans: arttirmaya yonelik HSP ekspresyonu ve salgilanmasi da belirli
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bir diyet stratejisi ile siirdiiriilmiistiir. Ozellikle yiiksek dozda antioksidanlarin uygulanmasi, E
vitamini ve Se, sicaklik stresi altinda koyunlarin iskelet kasinda HSP70 ekspresyonunu
calismamizdaki sonuglardan fazla olarak 5,2 kat arttirmistir (Chauhan vd., 2014). Benzer
sekilde, yaz mevsiminde sicaklik stresi altinda Comisana koyunlarina Ascophyllum nodosum
ilavesi, lizat kan hiicrelerinde 6lgiilen HSP70 ekspreyonlarini arttirmis ancak keten tohumu
takviyesi HSP70 ekspresyonlarin1 azalttigimi  bulmuslardir (Caroprese vd., 2014).
Calismamizda ise propolis, HSP70 ekspresyonlar1 sicak olan yaz mevsiminde ilkbahar

seviyesiyle ayni seviyede kalmasini saglamistir.

Mohanarao vd. (2014) bes HSP70 ailesi geninin (HSPA1A, HSPA1L, HSPA2, HSPAG
ve HSPAS8) ve HSP27'nin bagil ifadesi soguk (10 °C), normal (38,5 °C) ve sicakta (42 °C)
gercek zamanl PCR ile 6lgmiis ve karsilastirmistir. Kegi PBMC'lerinin erime egrisi analizi,
test edilen her bir primer setinden herhangi bir spesifik olmayan tepe noktasi vermemistir. EK
olarak, her PCR iirlinii, jel elektroforez analizinde beklenen boyutta belirgin bir bant
olusturmustur.  Aragtirmacilar, test edilen primer setleriyle spesifik olmayan
amplifikasyonlarin g RT-PCR analizinde tespit edilmedigini belirtmistir. HSPA1A, HSPALL,
HSPAG6 , HSPAS8 ve HSP27 genlerinin nispi ekspresyonu, 1stya maruz birakilmis PBMC'lerde
normal hiicrelere gore onemli Ol¢iide daha yiiksek (p<0.0001), HSPA2 geni durumunda
anlamli bir fark gozlemlememislerdir. HSPA1A, HSPALL, HSPA6, HSPA8 ve HSP27'ye
gore 1stya maruz kalmigs PBMC'lerde kat artis1 ifadesi normal hiicrelere gore sirasiyla 19, 3.3,
16.6, 14.4 ve 6.4 seklinde sonug almislardir. HSP genlerinin kat degisimlerinin ¢alismamiza
kiyasla fazla olmasinin sebebin Mohanarao vd. (2014) c¢alismalarinda hiicreye sicaklik stresi

uygulamalar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamiza benzer yapilan bir arastirmada sicak iklim kosullarinda Jamunpari
keg¢isinin farkli yas gruplarinda m-RNA HSP70 ekspresyon diizeyi incelenmistir. Denemede,
3 aylik, 9 aylik, 12 aylik ve ergin (2-3 yas) yas gruplarina ait 32 Jamunapari kegisinde ¢aligma
yapmiglardir. Yontemimize benzer olarak toplam RNA’yi, periferik kan mononiikleer
hiicrelerinden izole etmislerdir. Rektal sicaklik, solunum hiz1 ve nabiz sayist gibi fizyolojik
tepkileri, sicaklik stresinin gostergesi olarak kullanmiglardir. THI, ¢evresel stresin
ciddiyetinin bir gostergesi olarak kullanmislardir. 9 aylik hayvanlarda m-RNA HSP70
ekspresyon seviyesi yukari regiile sonug¢ vermis ve diger yas gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek bulmuslardir. Kan hiicrelerinde HSP70 transkript seviyesinin 9 aylik yas grubunda en
yiiksek oldugu ve yetiskin yasta HSP70 ekspresyonunda yasa bagl diisiisiin gozlendigini

belirtmislerdir Yas ve fenotip, genlerin ekspresyon degeri lizerinde onemli etkiye sahip
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oldugu belirtilmistir (p <0.01). Farkli yas gruplarindaki m-RNA HSP70 gen ekspresyonu,
sicaklik stresi toleransi ile iliskilendirmislerdir (Kaushik vd., 2022). Oglaklara verilen

propolisin oglaklarin adaptasyonuna fayda sagladigi sonucuna varilabilir.

Bovine granulosa hiicrelerinde, 1s1 stresinin graniiloza hiicresinin HSP70 ekspresyon
seviyesi lizerindeki etkisini aragtirmak icin farkli sicaklik seviyelerinde (Kontrol, 39, 40 ve
41°C) 2 saat siireyle 1s1l isleme tabi tutmuslardir. HSP70'in hem mRNA hem de protein
seviyesindeki ekspresyonu kontrol etmek i¢in western blot ve RT-qPCR gergeklestirmislerdir.
Sonuglar, HSP70 ekspresyonunun kontrol ve 1s1 stresli grup (39 °C) arasinda 6énemli Olglide
farkli olmadigmi gostermektedir. Bununla birlikte, HSP7Q'in ifadesi, uygulamadan sonra
40°C ve 41°C'de 1s1 stresi altindaki graniiloza hiicresinde o6nemli Olgiide yukari regiile
edilmistir (Khan vd., 2020). Calismamizda yaz mevsimi 6rnek alimlarinda HSP27 ve HSP70

ekspresyon seviyeleri artmistir.

Sigirlarda yapilan bagka bir ¢alismada Kim vd., (2020), hiimik maddelerin in vitro ve in
vivo modellerde sigir PBMC'lerinde HSPs gen ekspresyonu tizerindeki etkisini in vitro (37
°C'ye (Kontrol) ve 3 saat boyunca 42 °C'ye) ve in vivo (yedi giin boyunca ortam sicakligina
(22 ila 24 °C, bagil nem %60; sicaklik-nem) olarak arastirmiglardir. in vitro modelde, hiicre
canliligi, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda sicaklik stresi gruplarinda onemli o6lgiide
azaldigim belirtmislerdir (p=0.015). In vitro modelde HSP70 (p= 0.022), HSP90 (p= 0.003)
ve HSP27 (p= 0.026) genlerinin ekspresyonu sicaklik stresi grubunda arttigi belirtilmistir. In
vivo deneyde, HSP70 gen ekspresyonu, sicaklik stresi kosullarina (siddetli THI seviyeleri;
THI = 88 ila 90) ani maruz kalmanin ardindan artarken, HSP90 ve HSP27, THI gruplar
arasinda higbir fark gostermemistir (p> 0,05). Bununla birlikte, siddetli THI grubunda, HSP70
gen ifadesi, alti giinliik siirekli sicaklik stresi uygulamasindan sonra normal araliga geri
donmiistiir. Sonug olarak, HSP70 geni, hiicrelerin hasardan korunmasinda ¢ok énemli bir rol
oynadigim1 ve in vitro ve in vivo modellerde diger HSP genlerine kiyasla bagisiklik
hiicrelerinde  sicaklik stresine daha duyarli oldugunu gostermisleridir. EK  olarak
calismalarinda, in vivo modeller, sigirlarin HSP70 gen ekspresyonunu diizenleyerek alti
giinlik siirekli maruziyetten sonra hiimik maddelere aktif fizyolojik adaptasyon

mekanizmalar sergiledigini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin sonunda 0,4 cc propolis takviyesi yapilan oglaklarin hava sicakliginin
artt1ig1 yaz ayr 5. haftadan itibaren kontrol grubuna gore daha fazla kilo almis ve canli
agirhiklart artmiustir. Grup i¢i rektal sicaklik degerlerinin karsilastirilmasinda ise deneme
grubunun rektal sicaklik degerleri daha fazla bulunmasina ragmen solunum ve nabiz sayilari
kontrol grubuna gore daha diisiik gozlenmistir. Bu sonuglar propolisin viicut sicakligini

artirmasina ragmen oglaklarin sicaklik stresine yanitini iyilestirdigi yoniinde yorumlanabilir.

HSP70 geninin ekspresyonu incelendiginde kontrol grubunun ekspresyon seviyeleri
sicaklik artigina bagl olarak artmistir ancak deneme grubunun ekspresyon seviyesi sicakligin
fazla oldugu Temmuz ayinda, ilkbahar donemindeki ekspresyon seviyesi ile benzer sonuglar
vermistir. Bu verilere dayanarak, propolis verilen hayvan grubunun HSP70 ekspresyon
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla sicaklik artisina bagl olarak ayni seviyede kaldigi
goriilmektedir. Bu durumda, propolis takviyesinin HSP70 ekspresyonunu koruma veya
sicakliga baglh artis1 6nlemede faydali olabilecegi diistiniilebilir. HSP27 gen ekspresyonlari
ise ilkbahar donemi kontrol grubunun HSP27 gen ekspresyonlart deneme grubuna kiyasla
daha azdir. Ilkbahar déneminde deneme grubunun HSP27 ekspresyon seviyelerinin kontrol
grubundan fazla olmasi, propolisin sicak olmayan kosullarda HSP27 ekpresyon seviyelerini
artirdigin1 gostermistir. Yaz donemindeki her iki grupta ekspresyon seviyeleri artmistir ancak
deneme grubunun ekspresyon seviyeleri kontrol grubundan azdir. Bu sonuglar dogrultusunda,
sicaklik seviyesi arttikca HSP27 ekspresyon seviyesinin arttigin1 ancak propolis takviyesinin
sicaklik stresinden kaynakli HSP27 ekspresyon seviyesindeki artisi baskiladigi sonucuna

varilabilir.

Propolis, arilarin dogadan bitki 6zleri toplayarak tirettigi bir bilesiktir ve antimikrobiyal,
antioksidan ve anti-enflamatuar 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle, propolis verilmesiyle HSP27
ve HSP70 genlerinin ifadesi disiik sicaklikta oldugu gibi yiiksek sicakliklarda da korunabilir
ve hiicrelerin stresle basa ¢ikma yetenekleri arttirilabilir. Calismadaki oglaklarin yem
tilketimlerinde farklilik olmamasina ragmen 0.4 cc propolis verilen grubun canli agirlik artist
kontrol grubuna gore daha fazla olmas1 propolisin istah mekanizmasini olumlu etkiledigi ve
ozelikle yemden yararlanmada faydali bir {iriin oldugunu gostermistir. Deneme grubundaki

oglaklarin kontrol grubuna gore istahi1 daha fazla olmasi da propolisin hayvancilikta istah
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acict olarak kullaniminin olumlu sonuglari olabilir. Bu sonuglar dogrultusunda propolis

sicaklik stresinden kaynakli istahsizlik i¢in kullanilabilir bir tiriindiir.

Propolisin farkli yas gruplarindaki kegilerde, farkli mevsim ve farkli dozlarda
uygulanmasmin HSP27 ve HSP70 ekspresyonu iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in daha

fazla deneysel calisma yapilmasi literatiire katki saglayacaktir.
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