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Bu ¢alismada, yem katki maddesi olarak kullanilan 1sirgan otu (Urtica dioica) ve ak¢akesme
bitkisi (Phillyrea latifolia) etanolik &ziitlerinin, ¢ipura (Sparus aurata) baliklarinda bitytime
performansina, hematolojik parametrelere, dogal bagisiklik yanitlara ve ayrica isirgan otu
deneyi sonunda Vibrio (Listonella) anguillarum patojenine karsit hayatta kalma oranina
etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir. Calismada, 0 mg/kg (kontrol); 50 mg/kg; 100 mg/Kkg;
200 mg/kg ve 400 mg/kg oranlarinda 1sirgan otu ve ak¢akesme etanolik dziitleri yemlere ilave
edilmis, 60 giin siireyle ¢ipura baliklarinda denemesi gergeklestirilmistir. Her bitki igin ayri
kurulan deneylerin sonucunda; 1sirgan otu ve ak¢akesme oziitlerinin biiyiime performansinda
ve kirmizi kan hiicresi, hematokrit, hemoglobin gibi kan parametrelerinde olumsuz bir etki
gostermeden bagisikligi uyardigi tespit edilmistir. Bitkilerin farkli dozlarda yeme ilavesi
sonucunda, lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerinde 6nemli artiglarin oldugu (p<0,05);
sadece 1sirgan 6ziitii i¢in gergeklestirilebilen solunum patlama aktivitesinde de artis saglandigi
tespit edilmistir (p<0,05). Sadece 1sirgan otu i¢in gergeklestirilebilen kontrol testi sonucunda,
100 mg/kg konsantrasyonunda yeme ilave edilen 1sirgan otu etanolik Oziitiiniin ¢ipura
baliklarinda Vibrio (Listonella) anguillarum patojenine kars1 %96’lik yasama orani sagladigi
tespit edilmistir. Her iki bitki denemesinde bagisikliktan sorumlu genlerin (IL-1f; IL-6, IL-10,
IL-18 ve TNF-a) ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisimler ile birlikte humoral
yanitlar ele alinmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Sonug olarak 100 mg/Kg 1sirgan otu ya da
200 mg/kg veya 400 mg/kg akcakesme etanolik oziitlerinin yem katki maddesi olarak
kullanilmasi, ¢ipura baliklarinda bagisikligin 6nemli derecede aktive olmasini saglamistir.

ANAHTAR KELIMELER:Cipura, Isirgan otu, Akcakesme, Etanolik oziit, Biiyiime,
Hematolojik parametreler, Bagisiklik, Gen ekspresyonu
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ABSTRACT

PH.D THESIS

DETERMINATION OF ALTERNATIVE MEDICINAL PLANTS COULD BE
USED AS IMMUNOSTIMULANT AND THERAPEUTICS IN GILTHEAD
SEA BREAM (Sparus aurata) CULTURE

OSMAN NEZiH KENANOGLU

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF AQUACULTURE

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. SONER BILEN
CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF SEVDAN YILMAZ

In this study, it was aimed to determine the effects of nettle (Urtica dioica) and green olive
tree (Phillyrea latifolia) ethanolic extracts, which are used as feed additives, on growth
performance, hematological parameters and natural immune responses in sea bream (Sparus
aurata). In addition, the effects on the survival rate against Vibrio (Listonella) anguillarum
pathogen were determined at the end of the stinging nettle experiment. In the study, nettle and
green olive tree ethanolic extracts at the rates of 0 mg/kg (control); 50mg/kg; 100mg/kg; 200
mg/kg and 400 mg/kg were added to the feeds, and the experiment was carried out in sea
bream fish for 60 days. As a result of the experiments established separately for each plant; It
has been determined that nettle and green olive tree extracts stimulate immunity without
having a negative effect on growth performance and blood parameters such as red blood cell,
hematocrit and hemoglobin. As a result of the addition of plants to the food at different doses,
there were significant increases in lysozyme and myeloperoxidase activities (p<0.05); It was
also determined that there was an increase in respiratory burst activity, which can only be
achieved for nettle extract (p<0.05). As a result of the control test, which can be performed
only for nettle, it was determined that the ethanolic extract of nettle added to the feed at a
concentration of 100 mg/kg provided a 96% survival rate against the Vibrio (Listonella)
anguillarum pathogen in sea bream. In both plant experiments, changes in the expression
levels of genes responsible for immunity (IL-1f; IL-6, IL-10, IL-18 and TNF-a) and humoral
responses were discussed and the results were evaluated. As a result, the use of 100 mg/kg
nettle or 200 mg/kg or 400 mg/kg green olive tree ethanolic extracts as feed additives resulted
in a significant activation of immunity in sea bream fish.

KEYWORDS:Sea bream, Nettle, Green olive tree, Ethanolic extract, Growth,
Hematological parameters, Immunity, Gene expression
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1. GIRIS

Su triinleri yetistiriciligi, bilim ve teknolojinin gelismesi ile birlikte, iilkemizde ve
diinyada giderek hiz kazanmakta; kisitli kaynaklar kullanilarak maksimum verimin
elde edilmesi amaclanmaktadir. Istatistiklere gore, diinya genelinde 2020 yilinda
yetistiricilik yoluyla elde edilen ve hacmi 87 milyon 503 bin ton olan su iiriinleri
tiretiminin 33 milyon tonunun denizlerden saglandigi bilinmektedir (FAO, 2020).
Ulkemizde ise; 2021 yilinda yetistiricilik yoluyla 471 bin 686 ton hacminde {iretim
gerceklesmis olup, s6z konusu miktarin 335 bin 644 tonu denizlerden, 136 bin 042
tonu i¢ sulardan saglanmis ve gipura ise bu tiretimden 133 bin 476 ton ile 6nemli bir
pay almistir (TUIK, 2022). FAO (2020), verilerine gore ¢ipura baliginin diinya
genelinde gergeklestirilen su {irlinleri yetistiriciliginden %0,3‘lik pay aldig
belirtilmistir. Ulkemizde ézellikle Akdeniz havzasimin ¢ipura balig1 yetistiriciligi icin
bir numarali konumda oldugu bildirilmistir (Tolon, 2019). Ulkemizde yetistiricilik
yoluyla elde edilen balik iiretiminin ¢gok énemli miktar1 levrek, ¢ipura ve alabaliktan
olugmaktadir. Denizlerimizde yetistiricilik yoluyla iiretilen baliklarin %35’ini levrek,
%26's1n1 ¢ipura, %30’unu alabalik olusturmaktadir (Coteli, 2020). Balik iiretim
hacminin ve buna bagli olarak {iretim stok yogunluklarinin giderek artmasi
beraberinde stres ve hastaliklarin goriilme sikligin1 da arttirmaktadir (Yilmaz vd.,
2016). Glinlimiizde, balik hastaliklariyla miicadelede artan antibiyotik kullanimi, ¢evre
ve tiiketici yoniinden istenmeyen sonuglara neden olmakta, bu duruma bagl olarak
alternatif tedavi ve bagisiklik giiclendirme yontemleri giderek hiz kazanmaktadir
(Bilen vd., 2011; Bilen vd., 2019b; S6nmez vd., 2015; Yilmaz vd., 2020).
Antibiyotiklerin hastaliklar1 tedavi etmede genellikle basarili oldugu bilinse de,
kalintilar1 ¢evrede veya balik dokularinda birikerek, antimikrobiyal direngli suslarin
ortaya ¢ikmasina ve insan sagligini olumsuz etkilenmesine neden olmakta ve bundan
dolay1 kullanimlar1 kisitlanmaktadir (Rossolini vd., 2014; Santos ve Ramos, 2016).
Fakat ortaya cikabilecek salgin hastaliklarin kontrol edilebilmesi ig¢in gereken
durumlarda ayrim gézetmeksizin gesitli kemoterapotikler ve antibiyotikler giiniimiizde
halen kullanilmaktadir (Vaseeharan ve Thaya, 2014). Meydana gelebilecek bu tiir
durumlara karsi tedbir amagh yapilan asilama, her ne kadar hastalik salginlarina karsi

etkili bir koruyucu segenek olsa da, maliyetlerinin genellikle ¢cok yiiksek olmasi, balik



ciftliklerinde yaygin kullanim agisindan pratik olmamasi ve tek bir aginin sadece bir
patojen tipine kars1 spesifik etki gdstermesi durumlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda,
baska alternatif ¢oziimlere duyulan ihtiya¢ kagmilmaz olmustur (Harikrishnan vd.,
2011a; Sakai, 1999). Tiim bu durumlar ele alindiginda, tibbi bitkilerin ve tiirevlerinin
balik hastaliklarin1 6nlemek veya kontrol altina almak i¢in umut verici alternatif bir
yontem olarak gelistirilmesine yonelik kiiresel bir egilim mevcuttur (Reverter vd.,
2014; Van Hai, 2015). Tibbi bitkilerin yem katki maddesi olarak kullanilmasi ile
baliklarda dogal ve spesifik savunma mekanizmalarimin gelisimine destek
saglanmaktadir (Bilen vd., 2019b; Diigenci vd., 2003). Tibbi aromatik bitkilerin
bagisiklik giiclendirici olarak kullanilmasi, hastaliklara karsi direng artig1 saglamakta
ve yasama oranini arttirmaktadir (Lakwani vd., 2022; Yilmaz vd., 2011). B ve T
lenfositleri, lizozim, komplement, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve fagositoz gibi bagisiklik
sisteminin ¢esitli parcalarinin etkinlesmesinde bitkilerin aktif bilesenlerinin rol
oynadigi ve bu baglamda, bitkisel 6zlerin baliklarda immiin sistemi gliglendirmek i¢in
kullanilabilecegi bilinmektedir (Baba, 2017; Bilen vd., 2016b). Farkli iiriinlerden
meydana gelen glukanlar, bakteriyel iriinler ve bitkisel igerikler gibi bagisiklik
giiclendiriciler 6zellikle dogal bagisikliktan sorumlu genlerin uyarilmasinda, direk rol
oynayabilir (Bricknell ve Dalmo, 2005). Ayrica tibbi bitki Oziitlerinin, baliklarin
yasama oranlarina ve biiylime performanslarina da olumlu yonde katki sagladigi
literatiirde yer alan bilgiler arasindadir (Awad ve Awaad, 2017; Bilen vd., 20164a;
Yilmaz vd., 2020). Bitkisel immiinostimulantlarin; viicut tarafindan kolay absorbe
edilerek biiyiik oranda emilmesi, destekleyici maddeleri (vitamin, eser element,
antimikrobiyal, antioksidan ve besleyici maddeler) igermesi, viicuttan atiliminin kolay
ve hizl1 olmasi ve rezidiiye sebebiyet vermemesi gibi nedenlerden dolayi, kimyasal

immiinostimulantlara gore kullanim1 oldukga avantajlidir (Poppenga, 2002).

Bu ¢alismada dogada 6zellikle bol miktarda bulunabilen 1sirgan otu (Urtica dioica) ve
akcakesme (Phillyrea latifolia) tibbi bitkileri, %96’lik etanolik Oziitlarinin; ¢ipura
baliklarinda biiylime performansina, hematoloji ve bagisiklik parametrelerine ayrica
bagisikliktan sorumlu gen ekspresyon seviyelerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla
gerceklestirilen deneyler; 1sirgan otu (1. deneme) ve akgakesme bitkisi (2. deneme)
i¢in olacak sekilde iki ayr1 zamanda gergeklestirilmistir. Ayrica 1. deneme kapsaminda

baliklar Vibrio anguillarum bakterisi ile kontrol testine tabi tutulmuslardir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1  Cipura (Sparus aurata) Hakkinda Genel Bilgiler

Sparidae familyasinin bir iiyesi olan ¢ipura (Sparus aurata) (Sekil 1.1), genellikle
Akdeniz’de yayilim gdsteren bir tiir olup, Atlas Okyanusu’nun dogusundan, Ingiltere
ve Kanarya Adalarinin kiyilarina kadar genis bir alanda goriilmektedir (Chaoui vd.,
2006). Genellikle tropikal, subtropikal ve 1liman kusaklarda yasayan gipura,
tilkemizde ise daha ¢ok giiney sahilleri ve Ege kiyilarinda dagilim gostermektedir
(Aydin ve Sozer, 2016).

Sekil 1.1 Cipura (Sparus aurata) baligi (URL-1, 2023)

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Kordalilar)

Sinif: Actinopterygii (Isinsal ylizgegliler)
Takim: Perciformes

Aile: Sparidae

Cins: Sparus

Tiir: S. aurata



2.1.1  Cipura Biyolojisi ve Beslenme Ozellikleri

Sert agiz ve dis yapilar ile karnivor bir tiir olan ¢ipura baliklarinin temel besinlerini
kabuklular, yumusakcalar, kurtguklar olusturmaktadir. Yasadigi su sicaklik degerleri
6-32 °C arasinda iken, en 1yi gelisimi 22-25 °C ’de araliginda gostermektedirler. %010-
40 tuzluluk degisimine dayanabilen bu tiir, genellikle 5-25 m derinliklerde dagilim
gosterirler. 30 m’den s1g derinliklerde ¢ipura geng bireylerine rastlanirken, 150 m’ye
kadar olan derinliklerde yetiskin bireylere rastlanilabilmektedir (Bauchot, 1986). 2
yasinda cinsel olgunluga ulasan c¢ipuralar, hermafrodit 6zellige sahip olup,
gonadlarinda bulunan heteroseksiiel bolgelerin aktive olmasi ile 3. ve 4. yasindan
itibaren disilige gecis yapabilmektedirler (Memis, 2006). Firsat¢1 karnivor (etgil) tiir
olan ¢ipuralarim (Francescon, 1987) beslenme o6zelligi; biyiikligine, cevresel
besinlere, habitata ve mevsime gore degiskenlik gosterebilmektedir (Wassef ve
Eisawy, 1985). Biiyiitme doneminden itibaren c¢ipuralarin beslenme ihtiyaglarini
karsilayacak sekilde; %46-52 protein, %10-11 ham yag, %2-4 seliiloz, %12-13 ham
kiil, %1,4-2,2 kalsiyum, %1,15-1,5 fosfor ve ayrica yeterli miktarda vitaminler ve iz
elementler iceren yemler verilmektedir (URL-2, 2022). Yemin ete doniisiim oranini
ifade eden YDO (yem doniisim orani), degerinin 1,5-2 arasinda degistigi ¢ipura
baliklarinda, yumurtadan yeni ¢ikmis larvanin, 18-24 ay sonra 400g agirliga
ulagabildigi rapor edilmistir (Pavlidis ve Mylonas, 2011).

2.1.2  Cipura Baliklarinda Gériilebilen Bakteriyel Hastaliklar

Yogun kiiltiir sistemlerinin genellikle optimal olmayan kosullarinda, hastalik salginlari
tehlikesi her zaman mevcuttur. Ozellikle gecmiste karantina kisitlamalarinin nadiren
uygulanmasindan dolay1 belirli patojenler 6nemli cografi mesafeleri kat etmis ve yeni
ortamlarda ¢ogalmak i¢in ideal kosullar1 bulmuslardir (Colorni ve Padros, 2011).
Sparidae familyasinda, birincil saglik sorunlar1 hala enfeksiyoz ajanlarla ilgili olup
siklikla hastalik yapan bakteriler Photobacterium damselae ssp, Vibrio spp.,
Tenacibaculum maritimum, Pseudomonas anguilliseptica, Mycobacterium spp.,
Streptococcus spp., Epitheliocystis olarak literatiirde yer almigtir (Colorni ve Padros,
2011).



2.1.2.1 Vibriosis hakkindan genel bilgiler

Vibriosis, Vibrionaceae ailesine ait ¢ok sayida bakterinin neden oldugu bir hastaliga
verilen isimdir. Bu bakteri ailesi, kiy1 ve nehir agz1 ortamlarinda yaygindir. Vibrio
bakterilerinin su ortaminda bulundugu ve baliklarin normal bagirsak florasinin bir
pargasi oldugu bilinmektedir (Inglis vd., 1993). Fakat Vibrio (Listonella) anguillarum,
V. alginolyticus, V. harveyi (carchariae), V. ordalii, V. parahaemolyticus, V. vulnificus
ve V. salmonicida gibi gesitli tiirleri balik 6liimlerine sebep olmaktadir (Ina-Salwany
vd., 2019). Sistemik hemorajik septisemi ile karakterize olan Vibriosis, ciltte
koyulagma, kornea kalinlagmasi, anemik solungaglar ve yiizgeclerin tabaninda eritem
olusumuna sebebiyet vermektedir (Colorni ve Padros, 2011). Vibriolar, genis doku
hasarindan sorumlu olan ¢esitli proteazlar, hemolizinler ve diger hiicre dis1 enzimler

iretebilmektedir (Hjeltnes, 1993).

Baz1 Vibrio tiirlerine kars1 as1 olarak kullanilmak tizere dldiiriilmiis veya zayiflatilmis
bakteri siispansiyonlar1 (bakterinler) giinimiizde kullanilmaktadir (Hettiarachchi vd.,
2005). Ozellikle farkli V. anguillarum serotiplerine karsi banyo asilarinmn ve
destekleyici olarak uygulanan oral asilarin kabul edilebilir bir koruma seviyesi
sagladigi literatiirde yer almaktadir (Colorni ve Padros, 2011). Fakat uygulanan bu
yontemlerin maliyeti géz Oniinde bulunduruldugunda tibbi aromatik bitkilerin
kullanilmasiyla bir ¢cok patojenin sebep oldugu hastaliklara kars1 koruyucu etkinin
saglanmasi bitkisel immiinostimiilanlar1 daha cazip hale getirmektedir (Bilen vd.,
2019c; Terzi vd., 2021). Bu dogrultuda 1sirgan otu etanolik dziitiiniin yeme ilavesi ile
cipura baliklarinda Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisine karsi koruyucu etkisi

bu ¢alisma kapsaminda ele alinmis ve degerlendirilmistir.
2.2 Baliklarda Biiyiime ile Beslenmenin Iliskisi

Baliklar; solunum, sindirim, bosaltim, iireme, dolagim gibi oncelikli yasamsal
faaliyetlerini gerceklestirebilmek i¢in kullandiklar1 enerjinin kalanin1 doku kazanimi
yani bliylime i¢in kullanirlar. Bu prensibe dayanarak viicut agirliginin artisiyla enerji
yeterliligi bir sinonim olarak kullanilmaktadir (Korkut vd., 2007). Baliklarin saglik ve

gelisimi agisindan gerek duyduklari bu enerjinin yetistiricilik alaninda saglanmasinda



besleme stratejileri oldukca énemlidir. Ozellikle baliklarin endiistriyel yemlerden ne
derece yararlandigini biiyiime ve beslenme arasindaki iliskinin gozetilerek takip
edilmesi ve gelistirilmesi kag¢inilmazdir. Bu amacla bazi hesaplamalar mevcut olup
bunlardan canli agirlik artis1 (CAA), spesifik biiyiime oran1 (SBO) ve yemin doniisiim
orani (YDO) parametreleri, bu ¢aligmada ¢ipura baliklarinin biiyiime performansini
takip etmek i¢in kullanilmistir. Yemin yapist ve rasyonlar1 baliklarin en iyi bliylime
performanslarinin saglanmasi agisindan ¢ok onemli olmakla birlikte, yetistiricilik
faaliyetlerindeki en 6nemli sorunlardan birini de yem masraflar1 olusturmaktadir
(Karaman ve Yiingiil, 2014). Bitkisel kaynaklarin baliklarda yem tiiketimi, niitrient
kullanim1 ve biiylime performansina olan olumlu etkileri literatiirde yer almaktadir

(Bilen vd., 2019b; Francis vd., 2001; Lee vd., 2004; Yilmaz vd., 2006).

2.3 Baliklarda Hematolojik Analizler ve Onemi

Kan viicutta oksijeni, antikorlari, besin maddelerini, vitaminleri, hormonlar1 dokulara
ulagtirmakta ayrica olusan karbondioksit ve atik maddelerin viicuttan
uzaklastirllmasini saglamaktadir. Hematoloji; kanda meydana gelebilecek hastaliklari
inceleyen bilim dalhidir (Moore, 2016). Bu ¢alismada incelenen hematolojik indeksler:
kirmizi kan hiicreleri (RBC), hemoglobin degeri (Hb), hematokrit orani (Hct),
ortalama eritrosit hacmi (MCV), eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin (MCH)
ve eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) olup,
baliklarda 6nemli olan bu parametrelerin (Celik vd., 2006), saglik durumu hakkinda
onemli bilgiler sagladigi bilinmektedir (Post, 1987; Roberts, 1978). Hematolojik
parametreler, baliklardaki fizyolojik ve patolojik degisiklikleri takip edebilmek ve
metabolik bozukluklar hakkinda fikir edinebilmek i¢in 6nemli indeksler olarak
kullanilir (Ahmed vd., 2020). Ahmed vd. (2020)‘ne gore; baliklarda hematolojik
parametrelerin; yas (Jamalzadeh ve Ghomi, 2009), cinsel olgunluk dongiisii (Vazquez
ve Guerrero, 2007), beslenme durumu, tiir farkliliklar1 (Lim ve Klesius, 2003) ve dis
faktorlerle (sicaklik, stres, mevsim, ¢Ozinmiis oksijen, su kalitesi, Sstoklama
yogunlugu, fotoperiyot, oOrnekleme kosullari, laboratuvar teknikleri) biiyiik
degiskenlik gosterebilmektedir (Cnaani vd., 2004; Francesco Fazio vd., 2013; lhut vd.,
2018; Leonardi ve Klempau, 2003; Vazquez ve Guerrero, 2007; Witeska vd., 2015).

Cesitli dis faktorler g6z Oniinde bulundurularak hematolojik parametrelerin



incelenmesinin, baliklarin saglik durumlarinin degerlendirilmesinde 6nemli bir rehber
oldugu ve sucul canlilarin fizyolojik durumlarinin giivenilir bir gostergesi olarak

distinildiigi literatiirde belirtilmistir (Fazio, 2019).
2.3.1 Kirmmzi Kan Hiicreleri

Sari-kirmizi rengi olan ve ¢ekirdekli yapiya sahip olan kirmizi kan hiicrelerinin (RBC),
biiyiikliikleri (7-36 p) ve miktarlar1 (ergin bireylerin 1 mm?® kaninda 20000-3000000
adet) balik tiirlerine gore degiskenlik gosterebilmektedir (Celik vd., 2006). Yapilan
caligmalarda eritrosit sayilarinin baligin biyolojik o6zelliklerine (Luskova, 1997)
cevresel faktorlere (Qyvind Lie vd., 1989), hastaliklara (Blaxhall ve Daisley, 1973),
ornekleme metoduna (Houston, 1997), strese, kirlilige ve toksik maddelerin varligina
(Shakoori vd., 1991) gore degiskenlik gosterebilecegi belirtilmistir. Eritrositler cesitli
fonksiyonlar ile birlikte, yapilarindaki hemoglobinle oksijenin tasinmasinda gorev alir
(Moore, 2016). Ol¢iim kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir parametre olan
hematokrit, eritrositlerin yiizde degerini ifade etmekte ve anemiyi kontrol i¢in ideal bir
kriter olarak bilinmektedir (Murray vd., 1993). Alibasoglu (1997), eritrosit sayisinin
diisik olmasini kansizlik (anemi) veya kan kaybmi gosterdigini; hemoglobin
degerinin, anemi, polistemi (eritrosit sayisinin normalden fazla olmasi) vb. durumlarin
degerlendirilmesinde kullanildigin1 ve kandaki total hiicre hacminin tiim kana oram
olan hematokrit diizeylerinin ise kan kaybinda azaldigi; su kaybinda arttigini

belirtmiglerdir.
2.3.2  Hemoglobin Seviyesi

Hemoglobin oksijeni dokulara tasimakla gérevli bir solunum pigmentidir (Berkarda
ve Eyiiboglu, 1983). Bu nedenden kanin oksijen tasima kapasitesi, hemoglobinin
miktarina, o da eritrositlerin sayisina baglh olarak degiskenlik gdstermektedir. Anemi
veya absorbsiyonun bozulmasi durumunda primer yanit olarak; kirleticilere ve tahrig
edici maddelere kars1 ise sekonder yanit olarak hemoglobin seviyesinde azalmalar
meydana gelebilmektedir (Mayer, 1998; Vosyliené, 1999). Eritrosit sayisini etkileyen

tiim faktdrler kaginilmaz olarak hemoglobin seviyesini de ayn1 sekilde etkilemektedir.



2.3.3  Hematokrit Seviyesi

Hematokrit, biiyiikk bir kismini eritrositlerin olusturdugu sekilli kan elemanlarinin
plazmaya olan orani olarak belirtilmektedir (Basusta, 2005). Ol¢iimiiniin kolay olmasi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan hematokrit diizeyinin (Hct), anemi ve zayif
beslenme durumlarinda seviyesinde azalma; stres ve dehidrasyon durumunda ise artma

meydana gelmektedir (Mayer, 1998; Vosylien¢, 1999).

2.3.4  Ortalama Eritrosit Hacmi

Ortalama eritrosit hacmi (MCV), kalp hareketleri ve kan akisinin 6nemli bir belirteci
olup, osmoregiilasyon durumunun tespitinde de kullanilir (Heath, 2018). MCV miktar1
farkl tipteki anemi durumlarina bagl olarak artma veya azalma gosterebilmektedir

(Mayer, 1998).

2.3.5  Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin

Eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin (MCH), bir kan 6rnegindeki kirmizi kan
hiicresi basina ortalama hemoglobin kiitlesidir. Solunum fonksiyonunun énemli bir
gostergesi olarak kabul edilir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1977). Toplam hemoglobin
kiitlesinin, kirmizi kan hiicrelerinin sayisina boliinmesiyle hesaplanir. Demir,
hemoglobinin bir komponenti olarak kirmizi kan hiicresinin kiitlesini dogrudan
etkilemektedir. Hemoglobin sentezinin azalmasi veya demir eksikligi anemisi
durumlarinda kirmizi kan hiicreleri normalden daha kiiciik hale gelerek MCH degerini

diisiiriir.

2.3.6  Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin Konsantrasyonu

Eritrosit Bagina Diisen Ortalama Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC) degerlerinde,
farkli tip anemia durumlarinda artma ve azalma goriilebilir (Mayer, 1998). Tek bir
kirmiz1 kan hiicresi i¢indeki ortalama hemoglobin konsantrasyonunun bir 6l¢iistidiir.
Baliklarda ortalama MCHC degeri 23,540+4,093 g/dL olarak hesaplanmistir (Celik
vd., 2006).



2.4  Bagisiklik Sisteminde Gorev Alan Organlar

Baliklarda kemik iligi ve lenf yumrular1 olmadig i¢in kan hiicrelerinin yapiminda bu
gorevi farkli organlar listlenmislerdir. Baliklarda dalagin stromasinda ve 6n bobrek ile
arka bobrek oluklarinda, ayrica lenfoid organ olan timiis bezinde ve az miktarda
karacigerin periportal bolgesinde hematopoetik dokular bulunmaktadir (Karaman ve
Doriicii, 2017). Baliklarda lenfomyeloid doku adi verilen dokularda eritrosit ve lenfoid
hiicrelerin tiretimi gerg¢eklesmektedir (Hansen ve Zapata, 1998). Baliklarin temel
lenfoid sistemlerine bakildiginda primer lenfoid organlar; timiis, bobrek, dalak iken,

sekonder lenfoid organlar; karaciger, deri ve bagirsaklardir (Ocak, 2006).

241 Timus

Bagisiklik sisteminin dnemli bir organi olan timus kendi kendini sinirlayabilen T-
hiicrelerinin gelisiminin ana bolgesi olan birincil bir lenfoid organ olup (Manley,
2000), baliklarda timus ile diger organlar arasinda baglant1 kuran tek sistemi ise kan
damarlart olusturmaktadir (Karaman ve Doriicii, 2017). Timusun kikirdaga yakin
yerde gelismesi ve hipofiz hormonlarina yanit vermesinden dolayi, bu 6zelliklerin her
ikisi de timus gelisiminde 6nemli sayilabilmektedir (Hirokawa vd., 1998). Timus,
genellikle, solunga¢ kemerlerinin tabaninda yer alan keselerde, gastro-intestinal
sistemin lamina propriasinda geligir ve sonra ontogeni sirasinda alttaki mezensime gog
eder (Bowden vd., 2005). Temel hiicre popiilasyonunu lenfositlerin olusturdugu
timusun baligin savunma mekanizmasinda direkt olarak gorev aldigi, aktif
bagisiklanma  sonrasinda  plazma ve plak  hicrelerinin  olusmasindan

anlasilabilmektedir (Enane vd., 1993; Pastoret vd., 1998).

24.2 Bobrekler

Baliklarda bobrekler; anatomik olarak viicut boslugunun dorsalinde yer alan, ince
uzun, kahverengi veya koyu kirmizi renkte olan bastan kuyruga kadar uzanan bir
organdir (Timur, 2008). Bas bobrekte hematopoetik doku vardir ve bu doku yiiksek
omurgalilarin kemik iligi ile yapisal benzerliginden dolay:1 teleost kemik iligi esdegeri
olarak kabul edilir (Zapata ve Amemiya, 2000). Hem anterior hem de posterior

kisminin hematopoetik 6zellige sahip olmasi sayesinde temel kan yapici organ olarak



islev gostermektedir. Bobregin arterior (6n) kismi lenfoid dokudan olusmakta olup
posterior (arka) kismi ise nefron denilen initeler ile nefronlarin arasindaki lenfoid
dokulardan olusmaktadir (Karaman ve Doriicii, 2017). Ayrica birkag calismada, bas
bobreginin antijen tutulumu gosterdigi de rapor edilmistir (Press ve Evensen, 1999).
Bu sebepten sistemik enfeksiyonlara neden patojenleri bas bobrekten izole etmek balik
patolojik prosediirlerinde olagan goriilmektedir (Bjergen ve Koppang, 2022). Hatta
bunun yaninda histolojik olarak bakildiginda bobrek dokusundaki ¢ogu MHC-II
hiicreleri, makrofajlar gibi goriinmektedir. Organin yapisinda baskin olarak 6zellikle
melanomakrofajlar ile birlikte lenfositler ve plazma hiicreleri de mevcuttur (Karaman
ve Dériicii, 2017). Ikincil lenfoid organlarm normal &zelliginde oldugu gibi, bas
bobrekteki bagisiklik genlerinin, gesitli antijen uyarilarinin ardindan eksprese oldugu
belirtilmis ve bu 6zelliklerin tiimii g6z 6niinde bulunduruldugunda bas bobregin hem
birincil hem de ikincil lenfoid organ olarak islevselligini ortaya koymustur (Bjergen
ve Koppang, 2022).

243 Dalak

Koyu kirmizi-siyah renge sahip bir organ olan dalak, ilkel primer lenfoid organ olarak
kabul edilir. Hemen hemen tiim gnathostomata sinifina ait bireyler, adaptif immiin
yanitlarin tiretildigi bu organa sahiptir (Flajnik, 1998). Ayrica yardimci hematopoetik
bir organ olarak islev gdsteren dalak, kan filtrasyonu ve hiicre yikimininda yapildig:
bunun yaninda eritrositlerin stoklandigi bir organdir (Karaman ve Ddriicii, 2017).
Dalakta bulunan retikiiler fibril aglari, makrofajlarin bir araya toplandigi hemosiderin
ad1 verilen melanomakrofaj odaklar1 ile donanmistir (Fange ve Nilsson, 1985).
Dalagin, 6zellikle antijenleri immun kompleksler halinde uzun siire saklayabilmeleri
yiiksek omurgalilardaki germinal merkezlere benzerlik gostermelerini saglamaktadir

(Pastoret vd., 1998).

244  Karaciger

Baliklarda, sekonder lenfoid organ olan karacigerin immun sistemde fazla roli
bulunmasa da retikiiloendotelyal sistem (RES) i¢inde yabanci partikiilleri yakalayici

bir gorevi vardir. Karaciger makrofajlari (Kuppfer hiicreleri) baz1 balik tiirlerinde
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tespit edilmis olup kemikli baliklarda fagositoz oOzellik gosterdigi bilinmektedir
(Boshra vd., 2006).

245 Bagirsak

Gastrointestinal kanal, diisiik pH, tripsin ve pepsin gibi sindirici enzimleri sayesinde
ve safranin etkisi ile mikroplara karsi bariyer gorevi saglamaktadir. Baliklarda,
makromolekiillerin emildigi ana bdlge olan bagirsagin posterior kismi antijenlerin
sindirilmeden dolasim sistemine ve hemopoietik organlara transferinin saglamasi
ozelligi ile immunolojik yonden ayrica 6nem tasimaktadir (Fange, 1986; Flajnik,
1998). Sekonder lenfoid organ olarak kabul edilen bagirsagin, arka boliimiiniinde
baliklarin ~ mukozal immun sistemlerinde rol oynadigi  bilinmektedir

(Chantanachookhin vd., 1991).

2.5  Baliklarda Bagisikhik Sistemi

Bagisiklik sistemi, ¢ok cesitli bireysel sistemlerin karmasik bir savunma mekanizmast
olusturmasi nedeniyle alt boliimlere ayrilmakta olup; spesifik olmayan/spesifik
bagisiklik veya dogustan gelen/adaptif bagisiklik ve hatta mukozal/sistemik bagisiklik
olacak sekilde amilsa da, en ¢ok kabul goreni dogal/kazanilmigs bagisiklik
siiflandirmast olmustur (Bowden, 2008). Omurgali canlilarin bagisiklik sistemleri
anatomik ve fonksiyonel olarak benzerlikler tagimakta, fakat kemik iligi ve lenf
diiglimlerinin bulunmamasi, bunlarin yerine bobreklerin biiyiik bir lenfoid organ
olarak gorev yapmasi ile baliklarin bagisiklik sistemleri kendi biinyesinde 6nemli
farkliliklar barindirmaktadir (Press ve Evensen, 1999). Baliklarda patojenlere karsi
oncelikle dogal bagisiklik sistemi harekete ge¢mektedir, eger daha Once savunma
sisteminin karsilagtigi bir patojen oldugu B ve T hiicre reseptorleri tarafindan
algilanirsa kazanilmis bagisiklik sistemi devreye girmektedir (Toledo-lIbarra vd.,
2013).

2.5.1 Baliklarda Spesifik Olmayan Bagisiklik Sistemi

Bazi1 6nemli farkliliklar olsa da, baliklarin bagisiklik sistemi yiiksek omurgalilarinkine

cok benzemektedir. Baliklar embriyogenezin erken asamalarindan baglayarak, uzun
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bir siire boyunca hayatta kalmak i¢in dogustan gelen bagisiklik sistemlerini 6n planda
tutmaktadirlar (Rombout vd., 2005). Enfeksiyon baslangicindan sonra hizli bir sekilde
uyarilan dogal bagisikligin, immunolojik belleginin olmamasindan dolay1 antijene
spesifik bir uyar1 sistemi bulunmamakta, genler ile kodlanmis molekiiller tarafindan
modiile edilmektedir (Durmaz, 2016). Baliklarda dogal bariyerler olan deri, mukus,
solungaclar ve bagirsak florast mikroorganizmalarin viicuda girmesini onleyen ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir (Y1lmaz, 2017). Bu hatt1 gecen mikroorganizmalara
hiicresel mekanizmalar ve sivisal faktorler miidahale etmektedir (Candan ve Karatas,
2010). Oyle ki dogal bagisiklik sistemini fiziksel, hiicresel ve humoral (s1visal) olacak
sekilde 3 gruba ayirmak miimkiindiir. Mikroorganizma viicuda girdiginde baglayan
inflamasyon (yangi) ile birlikte; fagositoz, pinositoz, makrofaj ve notrofil aktiviteleri,
kemotaksi, ekstraseliiler 6ldiiriici etkiye sahip hiicresel mekanizmalar miidahale
etmekte olup, sivisal faktor olarak; lizozim, kompleman, C-reatif protein, transferrin,

lektinler, interferrin, seruloplazmin ve dogal aglutinler devreye girmektedir.
2.5.1.1 Spesifik olmayan bagisikhigin hiicresel yanitlar

Patojenik organizmalara veya istilacilara karsi konak savunmasinin ilk katmani olan
dogustan gelen bagisiklik; kazanilmis bagisiklik sistemi savunma isini devralmaya
hazir olana kadar spesifik olmayan bir sekilde yanit olusturmakla sorumludur (Holland
ve Lambris, 2002). Dogustan gelen bagisiklik sistemi, istilacilar1 genel bir sekilde
tanimlayarak tepki vermesinden dolayi, konagi adaptif bagisikligin sagladig
korumadan daha zayif ve kisa siire savunur (Alberts vd., 2002). Fakat dogustan gelen
bagisiklik tepkisi, adaptif bagisiklik tepkisinde gecikmeye yol agan sinirli bir antikor
repertuart Ve yavas lenfosit proliferasyonu nedeniyle enfeksiyonla miicadelede ilk
devreye giren onemli bir baslangi¢ bilesenidir (Magnadottir, 1998). Bu nedenle,
dogustan gelen bagisiklik tepkisi, adaptif bagisiklik sistemine yanit olusturmasi igin
zaman kazandiran bir alarm gorevi gormektedir (Fearon ve Locksley, 1996). Lokosit
hiicre tipleri (monosit, graniilosit ve dogal sitotoksik hiicreler) hiicresel bagisiklik
sistemini olusturmaktadir (Secombes, 1996). Makrofaj, eozinofil ve nétrofilik
graniilositler gibi dogal bagisiklik sistemine ait hiicresel bilesenlerden olusan myeloid
hiicreler, mikroorganizmalarin  sindirimini  fagositoz  yoluyla gergeklestirir

(Gorczynski ve Stanley, 1999), diger omurgalilarda oldugu gibi patojen tanima
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reseptorleri ile uyarilmaktadir (Secombes ve Wang, 2012). Dogal 6ldiiriicti hiicreler
(NK), dendritik hiicreler, monositler, graniilositler (mast hiicreleri, eozinofiller ve
notrofiller) gibi l6kositler; kemikli baliklarda 6n bobrek ve timusta {iretilir;
proliferasyon, hayatta kalma, farklilasma, olgunlasma ve biyolojik fonksiyonlar ise
hiicre reseptorleri lizerindeki sitokinlerin etkisi ile diizenlenir (Chettri vd., 2011).
Monositler, doku ve organlara yerlestiklerinde makrofajlara doniisen biiyiik
mononiikleer dolasimdaki lokositlerdir. Makrofajlar, fagositozu gergeklestiren ana
bagisiklik hiicrelerinden biridir, digerinin nétrofilik  graniilositler oldugu
diisiiniilmektedir (Dalmo ve Bogwald, 2022). Iyi bir fagosit hiicre olan makrofajlar,
MHC-II 'deki T hiicrelerine antijen sunarak profesyonel APC'ler olarak da islev
gosterebildigi tespit edilmistir (Sugamata vd., 2009; Wittamer vd., 2011).

2.5.1.2 Fagositoz

Parcacikli yapidaki maddenin hiicre tarafindan yutulmasi ve sindirimi olarak
tanimlanan fagositoz, hemen hemen tiim hayvan filumlarinda meydana gelen en
yaygin savunma reaksiyonudur (MacArthur ve Fletcher, 1985). Fagositik hiicre
gruplart monontikleer ve polimorfniikleer olmak iizere iki gruba ayrilmakta olup
(Studnicka ve Kazun, 1993), fagositozu 6zellikle aktif olarak gerceklestiren hiicreler
eozinofiller, notrofiller ve makrofajlar olarak belirtilmistir (Gorczynski ve Stanley,
1999). Dogal immiinitenin biitiin mekanizmalari, patojen mikroorganizmalari
taniyarak tepki verseler de, enfeksiyona yol agmayan yabanci maddelere kars1 tepki
vermemektedir (Arda vd., 2005). Makrofajlar sadece viicuda giren
mikroorganizmalar1 degil, hasarli veya 6lii hiicreleri fagosite edebilme 6zelligine sahip
olmastyla nétrofillerden ayrilsa da (Arda, 1985), mikroorganizmalari 6ldiirme giigleri
notrofillere nazaran daha azdir (Diker, 2005). Fagositoz dort temel asamaya ayrilarak
incelenebilmekte olup, bunlar; kemotaksis (yonelme), baglanma, yutma, o6ldiiriip
sindirmedir. Mikroorganizmalar nétrofiller tarafindan hiicre i¢ine alindiktan sonra,
respiratorik  yitkim ve lizozomal enzim sindirimi mekanizmalariyla elimine

olmaktadirlar (Diker, 2005).
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2.5.1.3 Oksidatif metabolizma ve siiperoksit radikal iiretimi

Opsonizasyon sonucu yabanci partikiill Fc reseptorii ile membrana baglanarak
NADPH-o0ksidaz membran enzimini aktive etmektedir. Bu enzim NADPH °‘ye etki
ederek tek bir elektron ayirmakta ve ortamda bulunan oksijen molekiiliine baglanarak
stiperoksit anyonu olugmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin de etkisiyle
ortamdaki suyla reaksiyona giren siiperoksit anyonlart ise hidrojen peroksit
olusturmakta, myeloperoksidaz (MPO) enzimi de olusan bu molekiilii CI™ iyonlari ile
reaksiyona sokarak hipoklorit iyonlarini meydana getirmektedir (Diker, 2005). Bu
reaksiyonlar zinciri oksidatif metabolizmay1 olusturmakta olup, ortaya ¢ikan hidrojen
peroksit ve hipoklorit bakterileri pargalamaktadir. Hipoklorit 6zellikle oksidatif
metabolizmanin 6nemli bir iirlinii olup lizozomal (LYZ) enzimlerin etkisini de

arttirmaktadir (Diker, 2005).

2.5.1.4 Lizozomal enzimler

Lokosit kokenli mukolitik bir enzim olan lizozimler, antiviral, antibakteriyel ve
antiinflamatuar Gzelliklere sahiptir (Saurabh ve Sahoo, 2008). Baliklardaki
enfeksiyonlarla miicadelede memeli lizoziminden daha genis bir aktiviteye sahiptir
(Demers ve Bayne, 1997). Lizozomal enzimler, siklikla spesifik olmayan immiin
fonksiyonlarin bir gostergesi olarak kullanilmakta ve agirlikli olarak makrofajlar
tarafindan tretilmektedir (Cross vd., 1988). Lizozimler, patojenik mikrobiyal
enfeksiyonlara kars1 spesifik olmayan bir biyolojik savunma faktorii olarak baliklarda
onemli rol oynar (Hikima vd., 2003; Hoffmann vd., 1999; Song vd., 2021). Lizozim
esas olarak lokositlerce zengin olan bas bobreginde, bunu azalan sirayla sindirim
sistemi, dalak, deri mukusu, serum, solungaglar, karaciger ve kasin takip ettigi

bildirilmektedir (& Lie vd., 1989).

Lizozimlerin, nispeten dar antibakteriyel spektruma sahip olmalarindan dolayi,
etkinligi bir dereceye kadar sinirlanmakta, gram-negatif bakterilerin lizozime direngli
lipopolisakarit yapidaki dis zarindan dolayr bu bakteri grubuna karsi zayif
bakteriyostatik etkiler gostermektedir (Wu vd., 2019). Lizozomal enzimler, gram-

pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda peptidoglikan tabakalar arasinda bulunan, N-
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asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin B (1->4) baglantilarin1 ayirarak etkinlik
gosterir. Lizozimler gram-negatif bakterilere kars1 etkinligini, ancak bakterilerin dig
hiicre duvarinin kompleman ve diger enzimler araciligiyla elimine olmasindan sonra,
i¢ peptidoglikan tabakasinin agiga ¢ikmasiyla gosterebilmektedir (Saurabh ve Sahoo,
2008). Ayrica, antibakteriyel bir islevin yani sira, dogrudan polimorfoniikleer
l16kositleri ve makrofajlar1 aktive ederek veya dolayli olarak bir opsonik etkiyle

fagositozu tesvik etmektedir (Saurabh ve Sahoo, 2008).

25.2 Baliklarda Adaptif Bagisikhik

Antijene Ozgili spesifik lenfositlerin uyarilmasiyla aktive olan adaptif bagisiklik
sisteminin iki karakterize o6zelligi vardir: spesifik antijen tanima ve immiinolojik
hafiza gelisimi (Gourley vd., 2004). Humoral (hiicresel olmayan) ve hiicresel olmak
tizere degerlendirilen bu sistemde, antikor mollekiilii immunoglobulinler (Ig) ile
iligkili olan savunma sistemi humoral; T lenfositlerin uyarilmasi ile gelisen efektor
hiicrelerin olusturdugu sistem ise hiicresel savunma hattin1 olusturmaktadir (Candan
ve Karatag, 2010; Diker, 2005). Toplu olarak B ve T hiicreleri, enfeksiyon ve
hastaliklar1 6zgiilliikle saptayan ve bunlarla savasan adaptif bagisiklik sistemini
olusturmaktadir (Abos vd., 2022). T hiicreleri, B hiicrelerinin (yardime1 T hiicreleri,
Th hiicreleri) aktivasyonunu ve farklilagmasini tesvik etmek i¢in yardimci uyarici
sinyaller saglar veya hiicrelerin (sitotoksik T hiicreleri, Tc hiicreleri) iginde lokalize
olan patojenlerin yok edilmesini amaglayan hiicresel bagisiklik tepkilerine aracilik
eder (Abos vd., 2022).

25.3  Arastirmada Calsilan Sitokinler

Sitokinler hem bagisiklik sistemi, hem de bagisiklik sistemi disindaki hiicreler
tarafindan bir uyariciya cevap olarak sentezlenen molekiillerdir (Lydyard vd., 2013).
Bagisiklik yanitlarin diizenlenmesi ve hiicreler arasi iletisimin saglanmasinda ana rol
iistlenen sitokinler; glikoproteinlerden olusmakta olup, canlilarda biiyiime, farklilasma
(Th hiicrelerinin doniisiimii) ve diger hiicreleri aktiflestirme agisindan da bir¢ok gorev
iistlenmektedir (Kilercioglu, 2021; Reyes-Cerpa vd., 2012). Sitokinler, 6zellesmis

hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesime girerek patojenlere karsi fagositlerin harekete
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gegmesini saglayan uyarilar baslatirlar (Scapigliati vd., 2006; Wang ve Secombes,
2013).  Proenflamatuvar  sitokinler, savunma sistemindeki enflamasyonu
desteklemekle gorevli iken, antienflamatuvar sitokinler hiicrelerin enflamasyondan
zarar gormesini engellemekle gorevlidirler (Verburg-Van Kemenade vd., 2009; Zhang

ve An, 2007).

Makrofajlar ve lenfositler tarafindan iiretilip, lenfositler arasinda iletisim molekiilleri
olarak gorev yapan sitokinler ise intelokin (IL) olarak adlandirilmaktadir. 1L-1, IL-6,
IL-8 ve IL-12, TNF-a ile birlikte enflamasyona aracilik eden 6nemli medyatorler

olarak gorev yapmakta olup, pro-yangisal olan sitokin bir grubuna dahildir.

Bu ¢alismada IL-1 ailesinden; IL-1f3, IL-18; Tip 1 Sitokin ailesinden IL-6; Tip 2 sarmal
sitokinlerden IL-10; TNF ailesinden TNF-a sitokinlerinin ekspresyon diizeyleri ¢ipura

baliklarinda tespit edilmistir.
2.5.3.1 Interlékin-1p (IL-1p)

Salinim mekanzimasi tam olarak anlagilmamis olsa da, enfeksiyon ya da yaralanma
durumlarinda konagin dogal bagisiklik hiicreleri tarafindan iretilen, giiglii
proenflamatuvar bir sitokin olan IL-1f; interlokin 1 ailesinin en iyi tanimlanan ve
tizerinde en ¢ok ¢alisilan iiyesidir. IL-1p, monositler ve aktif hale gelmis makrofajlar
gibi hiicreler tarafindan iiretilmekte olup, neredeyse tiim hiicreleri etkilemektedirler
(Lopez-Castejon ve Brough, 2011). IL-1f’nin salimm yolu ile ilgili farklh
mekanizmalar 6ne siiriilmiis olup bunlar; (I) lizozomlarin ekzositozu, (II) plazma zar1
mikrotanecikleri aracilifi, (III) eksozom ekzositozu ve (IV) plazma zarinin 6zel

tastyicilar araciligiyla disa aktarimi seklindedir (Eder, 2009).
2.5.3.2 Interlokin-18 (1L-18)

Interlokin ailesinin diger bir iiyesi olan 1L-18, tipki IL-1B gibi dnciil olarak iiretilir ve
hiicre igerisinde depolanir (Kilercioglu, 2021). I1L-18 gen ifade (gen ekspresyonu)
artig1; dendtrik hiicreler, keratinositler, makrofajlar ve osteoblast hiicrelerini de igeren
oldukga farkli hiicre tiplerinde gergeklesebilmektedir (Kono vd., 2013). IL-18’in

baliklardaki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, proenflamatuvar gorev
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istlendigi bildirilmistir (Pérez-Cordon vd., 2014). Alabalikta yapilan bir ¢aligmada,
IL-18 gen ekspresyonunun beyin, solungag, bagirsak, kalp, bobrek, karaciger, dalak,
kas ve deri gibi organ ve dokularda temel diizeyde g6zlendigi ancak dalak ve bobrekte

yiiksek seviyelere gen ifadesi oldugu rapor edilmistir (Plouffe vd., 2005).
2.5.3.3 Interlokin-6 (1L-6)

Interlokin-6 (IL-6), dogal ve kazamlmis bagisiklik tepkilerine aracilik etmedeki
onemli rolii nedeniyle en pleiotropik (bir genin birden fazla fenotipik ozelligi
etkilemesi) ve 6nemli sitokinlerden biridir (Akira vd., 1990; Naka vd., 2002). IL-6 'nin
hematopoietik sistemin yan1 sira bagisiklik sisteminin ana diizenleyicisi olarak islev
gordiigii ve ayrica akut faz yanitinin diizenleyicisi oldugu da belirtilmistir (Ganter vd.,
1989; Perlmutter vd., 1986). IL-6, akut faz proteinlerini indiikleyerek inflamatuar
hiicreleri aktive eder ve bu sayede inflamatuar yanitta 6nemli bir rol oynamaktadir
(Dong, 2008; Park vd., 2004)

Balikta IL-6 'nin biyoaktivitesi ilk olarak E. coli 'de iiretilen bir rekombinant protein
kullanilarak gokkusagi alabaliginda rapor edilmistir (Costa vd., 2011). Enflamasyon
bolgelerindeki monositler ve makrofajlar, IL-6 'nin birincil kaynagi olmakla birlikte,

IL-6 tiretimi birgok hiicre tipinde tespit edilebilmektedir (Costa vd., 2011).
2.5.3.4 Interlokin-10 (IL-10)

Memelilerde IL-10, bagisiklik yanitlar1 diizenleyen ve proinflamatuar sitokinlerin
iretimini sinirlayan, 6nemli bir antienflamatuar sitokin olarak kabul edilmektedir
(Moore vd., 2001; Ouyang vd., 2011). Baliklarda ise IL-10, antienflamatuar 6zelliklere
sahip en 6nemli sitokinlerden biri olup, patojenlere karsi1 bagisiklik tepkilerinin negatif
diizenleyicisi olarak kilit roller oynamaktadir (Wen vd., 2020). IL-10 eksikligi,
bagirsak mikroorganizmalarina Kkarsi asirt bagisiklik tepkinin olusmasina neden
olmakta, enflamatuar barsak hastaligina yol acabildigi gibi mikrobiyal tehdide kars1
asir1 enflamatuar tepkilere sebebiyet verebilmektedir (Saraiva ve O'garra, 2010; Sellon
vd., 1998). Enflamatuvar tepkileri sinirlandirma ve nihayetinde sonlandirmadaki temel
islevleri goz oniine alindiginda, IL-10 ekspresyonunun olduk¢a dinamik oldugu ve siki

bir sekilde diizenlendigi konusunda genel bir fikir birligi oldugunu bildirmistir (Wen
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vd., 2020). IL-10; makrofajlar, monositler, dendritik hiicreler, mast hiicreleri,
eozinofiller, nétrofiller, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve lenfositler dahil olmak iizere ¢esitli
hiicrelerde yaygin olarak eksprese edilmekte ve ekspresyonu, ¢esitli hiicre tiplerinde
farkli mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir (Moore vd., 2001; Ouyang vd.,
2011).

2.5.3.5 Tiimor nekroz faktor-o (TNF-a)

Timor nekroz faktor ailesinin iiyeleri hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, enfeksiyon ve
bagisiklik sisteminin uyarilmasi gibi farkli gorevleri iistlenmekte olup; TNF-a,
iltihapli dokularda apoptoz sinyalleme antagonizmasi yoluyla makrofaj yogunlugunun
devamini saglayabilen bir sitokindir (Hong vd., 2013). TNF-a, 6zellikle bakteriyel
patojenlere karsi erken enflamasyon siirecinde kritik rol oynamakta, fagositlerin
uyarilmasi yoluyla fagositoza aracilik edebilmektedir (Castro ve Tafalla, 2015;
Kinoshita vd., 2014). Ayrica TNF-o’nin 16kositlerin enfekte bolgelere toplanmasinda
rol oynadig1 ve antiviral genlerin ekspresyonlarini stimiile ettigi belirtilmistir (Roca
vd., 2008). TNF-a’nin makrofaj aktivasyon faktorii ile etkilesime girerek,
makrofajlardaki solunum patlamasi olayini1 olumlu yonde etkiledigi (Buchmann,
1999), yogun oksijen tiikketimine bagl olarak reaktif oksijen tiirlerinin salinmasiyla
sonuglanan oksijen patlamasi olayinin gergeklesmesinde Onemli rol oynadig:

bilinmektedir (Jang vd., 1995; Kilercioglu, 2021; Tung vd., 2009).

2.6  Tibbi Bitkiler Hakkinda Genel Bilgiler

Tibbi bitkiler; tedavi edici 6zelliklere sahip olan, insan veya hayvan viicudu tizerinde
faydali farmakolojik etki gosteren bitkiler olarak tanimlanmaktadir (Namdeo, 2018).
Giliniimiizde; ilag, tarim, gida, kozmetik, boya, tekstil, gibi bir ¢ok alanda kullanilan
tibbi ve aromatik bitkilerin; yaprak, cigek, tohum, govde yumrusu ve kabuk gibi
kisimlar farkli amaglarla ve farkli yontemlerle kullanilmaktadir (Hakverdi ve Yigit,
2017). Bitkilerin sentezlemis oldugu kinin, tanin, berberin, alkaloid, flavonoid,
terpenoid ve emetin gibi kimyasallar enfeksiyona bagl hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Hussain, 2011). Bitkilerin tedavi edici etkilerinin

icerdigi cok sayida bilesiminin sinerjik etkisinden de kaynaklanabilecegini, bu
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sebepten tek bir antibiyotikle 6ldiiriilmesi zor olan mikroorganizmalarin direncliligine
kars1 bitkisel bilesimlerin daha etkin bir tedavi segenegi sunabildigi yapilan bazi
calismalar sonucunda rapor edilmistir (Nazri vd., 2011; Shanthi Sree vd., 2010).
Ozellikle hastaliklara kars: bitkisel icerikli tedavinin sentetik ilaclara oranla daha
uygun maliyetli olmasi ve diislik yan etki insidans1 géz oniinde bulunduruldugunda
fitoterapi’ nin gelismesindeki 6nem vurgulanmistir (Goktas ve Gidik, 2019). Toprak
ve su kaynaklarmin ciddi bir bozulma tehlikesi ile karsi karsiya kalinabilecegi
ongoriilen oniimiizdeki yillarda; tibbi aromatik bitkilerin, siirdiiriilebilirlik igin tercih
edilen triinler olacagi, biyomolekiil igeriklerinin iyilestirilmesi ve izolasyonuna

duyulan ihtiyacin daha da artacagina kesin goziiyle bakilmaktadir (Namdeo, 2018).

2.6.1  Tibbi Bitkilerin Deniz Baliklarinda Kullanimin Etkileri

Tibbi bitkilerin tiim diinyada ziraat, gida, saglik veya kozmetik sektorlerinde yaygin
olarak kullanildig1 bilinmektedir. Su iiriinleri sektoriinde ise, baliklarin biiylime ve
tireme performansini arttirmada (Balci ve Aktop, 2019), bagisiklik sistemini
giiclendirmede, hastaliklarin tedavisinde (Bilen ve Elbeshti, 2019a; Yilmaz vd., 2011)
ayrica anestezik madde olarak (Metin vd., 2018) kullanimlarinin mevcut oldugu ve
aragtirmalarin  giderek yayginlastigi Dbildirilmistir (Celik, 2020). Tibbi bitkisel
takviyelerin; yeme ilave edilmesiyle (spreyleme yontemiyle veya toz halinde)
saglanabildigi gibi (Bilen vd., 2011), enjeksiyon yoluyla (Ulukdy vd., 2018) veya
banyolama yontemiyle de (Fu vd., 2007) kullanimlart miimkiindiir. Tibbi bitkilerin
flavonoidleri, alkoloidleri, terpenoidleri, pigmentleri, steroidleri, fenolik icerikleri ve
ucucu yaglar1 baliklarda 6zellikle bagisiklik takviyesi amaciyla tercih edilmektedir
(Yigitarslan vd., 2011).

2.6.2 Tibbi Bitkilerin Etki Mekanizmalari

Mwitari vd. (2013), Morsalkim (Withania somnifera), yesil kalpli aga¢ (Warbugia
ugandensis), Afrika erigi (Prunus africana) ve boldo (Plectrunthus barbatus)
oziitlerinin etki mekanizmalarini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; bitki 6ziitlerinin biiyiik
Olgiide sitotoksisite, gen susturma ve immiino-potansiyel etki gosterdigini

belirtmislerdir. Cogunlukla yaprak ve koklerden elde edilen bu bilesiklerin aktiviteleri
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hakkinda c¢ok sayida c¢alisma yaymlanmis olup, bu ¢alismalar s6z konusu
komponentlerin; antibiyotik, anti-inflamatuar, sitotoksik, anti-timér ve kolesterol
distiriicii etkileri oldugunu gostermislerdir (Mishra vd., 2000; Welman, 2011).
(Mwitari vd., 2013) calismalarinda ogiittiikleri bitkileri, heksan, diklorometan, etil
asetat ve metanol kismi verecek sekilde sirali ekstraksiyonlara tabi tutmuslar, elde
ettikleri farkli oziitlere gore Staphylococcus aureus (SA), metisiline direncgli
Staphylococcus aureus (MRSA ve Cryptococcus neoformans ‘a (CN) tiirii bakterilere
kars1 aktivitelerinde farkliliklar oldugunu ortaya koymuslardir. Mwitari vd. (2013),
oziitlerin etki mekanizmalarin1 anlamak i¢in, I[EC-6 hiicreleri ve RT-PCR teknigi ile
in-vitro olarak IL-7 (interlokin 7) sitokininin seviyesini degerlendirdikleri
caligmalarinda; Afrika erigi (Prunus africana) ozitiiniin, IL-7 ekspresyonunu
tamamen durdurabildigini bu sebepten calisma mekanizmasinin belirli genleri
susturarak olabilecegini de one siirmiislerdir. Davis ve Kuttan (2002) ise, morsalkim
bitki 6ziitiiniin sitotoksik T lenfositlerinin olusumu tizerinde hem in vitro hem de in
vivo uyarict etkilere sahip oldugunu ve tiimor biiylimesini azaltma potansiyeli
oldugunu belirtmislerdir. Sifali bitkilerin bakterisidal etkisiyle; bagirsak bakteri florasi
tizerinde dogrudan etki gosterebildigi gibi; dolayl olarak, bagisiklik organlarin1 daha
fazla CD4" ve CD8" lenfosit iiretmesi ve salmasi igin uyaran IL-7'nin regiilasyonunu

saglayarak ta bagisiklik seviyesini yiikseltebildigi belirtilmistir (Mwitari vd., 2013).

2.6.3  Tibbi Bitkilerin Baliklarin Biiyiime Performansina Etkisi

Sifali bitkilerin beslenmeyi uyarici ve biiyiime destekleyici olarak kullanilabilecegini
kanitlayan bir¢ok ¢alisma mevcut olup, bu destegin, sindirim enzimlerinin
giiclendirilmesiyle basladigini ve ardindan baliklarin biiytime hizini arttirdig: seklinde
ifade edilmistir (Awad vd., 2012; Reverter vd., 2014; Van Hai, 2015). Dikel (2015),
balik beslemede kullanilan tibbi aromatik bitkilerin, sindirim enzimlerinin salinimini
olumlu etkilemesinin yaninda, baliklarda yem alimimi arttirdigimi ve dolayisiyla
biiyiime performansimnin artmasima destek sagladigini belirtmistir. Oyle ki; Van Hai
(2015), Cissus quadrangularis, Eclipta alba ve Alteranthera sessilis gibi tibbi
aromatik bitkilerin baliklarda sindirim enzimi salgisini arttirdigini, bylece biiylimenin
desteklenmesinde ve hayatta kalma oraninin artmasinda fayda sagladigini belirtmistir.

Benzer sekilde, Awad ve Awaad (2017)‘a gore tanen gibi polifenoller agisindan zengin
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olan Katuk (Sauropus androgynus) oziitiiniin orfoz (Epinephelus coioides) diyetine
%>5'e kadar ilavesinin, istah1 uyardigir ve biiylime oranini 6nemli 6lgiide arttirdigt
belirtilmistir (Santoso vd., 2013). Khalafalla (2009), mercankésk (Origanum
majorona) yapragi, papatya ¢icegi (Matricaria sp.), rezene (Foeniculum vulgare)
tohumu ve kimyon (Cuminum cyminum) tohumu kiispesinin %1 oraninda yem katk1
maddesi olarak 12 hafta boyunca verilmesinin, Nil tilapiasinda (Oreochromis
niloticus) biiyiime oranmmi1 onemli Ol¢lide destekledigini belirtmistir. Ayrica
kurutulmus sogan (Allium cepa) ve sarimsak (Allium sativum) tozunun, 30 g/kg
oraninda yeme ilave edilerck 8 hafta boyunca levrek baliklarina (Dicentrarchus
labrax) verilmesi sonucunda, biiyiime hizinda ve yemden yararlanma degerlerinde
onemli gelismelerin sagladigi belirtilmistir (Saleh vd., 2015). Yazdi vd. (2019) balik
besleme deneylerinde kullandiklari zerdegalin (Curcuma longa) igeriginde dogal
olarak bulunan ve bir polifenolik bilesik olan kurkuminin, baliklarda bagirsak florasini
giiclendirerek sindirimi arttirabildigi dolayisiyla buna bagli olarak biiylimeyi tesvik
ettigini  belirtilmislerdir. Ayrica fitokimyasallarin ve metabolik bilesenlerinin
baliklarin biiylime performanslarina etkisini gen ekspresyonlarina odaklanarak
aciklayan ¢aligmalarda mevcuttur (Aanyu vd., 2018; Ahmadifar vd., 2019; Midhun
vd., 2016; Safari vd., 2020). Ahmadifar vd. (2021)‘ne gore; Midhun vd. (2016) tilapia
(Oreochromis mossambicus) baliklarinda gida takviyesi olarak yeme ilave ettikleri
%0,5 ve %1 kurkumin in beyinde GH; kaslarda ise IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyon
diizeylerini 6nemli 6l¢iide artirdigini belirtmislerdir (p<0,05). Ahmadifar vd. (2021),
s0z konusu genlerin, miyostatin ile birlikte balik miyogenezinde yer aldigin1 ve balik
kas biiyiimesini kontrol ettigini vurgulamiglardir. Bu durumu destekleyici olarak
(Shalaby vd., 2006), sarimsak (Allium sativum) ham oziitlerinin Nil tilapyasinda
(Oreochromis niloticus) CAA, SBO ve yem tiiketimini arttirdigini belirtmislerdir
(p<0,05). Abidin vd. (2022) ¢alismalarinda yem katki maddesi olarak denedikleri
neem agaciin (Azadirachta indicaen) %7 oraninda yaprak oziitiiniin gokkusagi
alabaliklarinda en yiiksek CAA ve en diisiik YDO degeri ile kontrol grubuna ve diger
deneme gruplarindan Onemli Ol¢lide avantajli sonuglar verdigini belirtmislerdir
(p<0,05). Dezfoulnejad ve Taravat (2022), biberiye yapragi oziitii igeren diyetle
beslenen adi sazanlarda (Cyprinus carpio) kontrol grubuna gore doza bagl olarak
nihai agirhgin, CAA, SBO ve YDO degerlerinin 6nemli derecede iyilestigini
belirtmiglerdir (p<0,05). Fakat bu durumun tersine Yilmaz vd. (2019), ¢alismalarinda
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farkli miktarlarda biberiye 6zii iceren diyetlerle besledikleri nil tilapyasinin
(Oreochromis niloticus) biiylime performansinda dikkate deger bir degisiklik tespit
etmemistir (p>0,05).

Awad vd. (2015b), ¢ipura baliklarinda besin takviyesi olarak denedikleri, gemen otu
(Trigonella foenum graecum) tohumunu un haline getirerek %0 (kontrol), %1, %5 ve
%10 oranlarinda yeme ilave etmisler, sonug olarak deney gruplarinin tiimiiniin, kontrol
grubuna gore son agirlik, agirlik artisi, spesifik biiyiime orani ve uzunluk degerlerinde
onemli artiglarin oldugunu belirtmiglerdir (p<0,05). Awad vd. (2015b), s6z konusu
artisin denedikleri doza bagli olarak dogru orantili oldugunu da vurgulamislardir.
(Bilen vd., 2020b), 500 ve 1000 mg kg* oranlarinda ebegiimeci (Malva sylvestris) sulu
metanolik 6ziitiiniin yeme ilavesi sonucunda c¢ipura ve levrek baliklarinin final
agirliginda, yem tiiketiminde ve agirlik artisinda kontrol grubuna gore Onemli

gelismelerin sagladigini belirtmiglerdir.

2.6.4  Tibbi Bitkilerin Balik Hematolojisine EtKkisi

Hematolojik parametreler, fizyolojik ve patolojik degisiklikleri analiz etmek igin
kullanilan 6nemli bir arag¢ olup (Gabriel vd., 2011), baliklar ile ilgili aragtirmalarda
kullanimi 1943’den itibaren goriilebilmektedir (Field vd., 1943). Kirmizi kan hiicreleri
(RBC), beyaz kan hiicreleri (WBC), hematokrit (Hct), ortalama alyuvar hacmi (MCV),
ortalama alyuvar hemoglobini (MCH), ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonu
(MCHC) gibi degerler baz alinarak yapilan hematolojik analizler; beslenme, su kalitesi
ve hastalikla ilgili degisikliklere bagli olarak baliklarin saglik durumu hakkinda
onemli bilgiler saglayabilmektedir (Bilen vd., 2020b; Fazio, 2019; Yilmaz vd., 2011).
Ayrica s6z konusu hematolojik parametreler baliklarda eritrosit durumu ve oksijen
tasima kapasitesi hakkinda bilgi vermekte olup (Houston, 1997); davranis, habitat ve
iklim gibi diger faktorler tarafindan da etkilenebildigi literatiirde yer almaktadir
(Tavares-Dias ve de Moraes, 2004). Ornegin, (F Fazio vd., 2013) Tiren Denizi'nde
yaygin olarak bulunan dort teleost balik tiiriiniin (Gobius niger, Mugil cephalus,
Sparus aurata, Dicentrarchus labrax) hematolojik profilini karsilastirarak, bu tiirler
arasindaki benzerlikleri ve farkliliklar1 arastirdiklart calismalarinda; hematolojik

degerlerin, balik tiirlerinin beslenme davraniglarina, yasam tarzlarina ve yasadiklar
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habitata bagli degisebilecegini belirtmislerdir. Karimi vd. (2013) ise sar1 yiizgegli
¢ipura (Acanthopagrus latus)‘da yaptiklart hematolojik arastirmada erkeklerdeki RBC
sayimlarinin disi baliklara gore daha yiiksek oldugunu belirtmis bdylece cinsiyetin

hematolojik degerler lizerinde etkisini ortaya koymuslardir.

Eritrosit ve 16kosit sayisini igeren s6z konusu hematolojik analizler, balik sagliginin
degerlendirilmesinde ve stres tepkilerinin anlagilmasinda degerli bilgiler
saglamaktadir (Fazio, 2019). Ornegin ¢emen otu takviyesi ile beslenen cipura
baliklarinin hematolojik parametrelerinden; WBC ve RBC sayilarinda artis oldugu, bu
artisin ¢gemen otunun dogal antioksidan etkisinden kaynaklandigi karacigerdeki
antioksidan gen ekspresyonu seviyelerine bakilarak tespit edilmistir (Kaviarasan vd.,
2007). Daha onceki bazi galigmalarda, bitkiler veya Ozlerinin (act bakla (Lupinus
perennis), mango (Mangifera indica) ve isirgan otu (Urtica dioica)) gokkusagi
alabaliklarinda gida takviyesi olarak kullanimimin hematolojik degerler lizerinde

olumlu etkisi oldugu belirtilmistir (Awad ve Austin, 2010).

Fazio (2019), Lizis gergeklesmis RBC'lerden ve ¢ekirdekli trombositlerden elde edilen
yalin ¢ekirdeklerin, boyut olarak lenfositlere benzedigi, bu durumun otomatik hiicre
sayaglarinda 16kosit sayisinda yanlig bir artisa sebebiyet verdigini belirtmisler; bu
nedenle, manuel yontemlere alternatif olarak hematolojik parametrelerin
degerlendirilmesi i¢in otomatik analiz yontemlerinin yaninda kullanilmasinin 6nemini

vurgulamiglardir.
2.6.,5  Tibbi Bitkilerin Balik Immunolojisine Etkisi

Bakteriler, viriisler ve parazitler dahil olmak iizere bircok patojen, balik tiirlerini
enfekte edebildiginden, su {riinleri endiistrisi i¢in etkili ve gilivenli tedavilerin
kullanilmas biiyiik nem tasimaktadir (Hoseinifar vd., 2020). Diisiik yan etki insidansi
ve avantajli yonlerinin ¢ok olmasiyla genellikle giivenli maddeler (GRAS) olarak
kabul edilen bitkisel biyoaktif bilesenler, anti-bakteriyel, anti-viral ve anti-fungal
fonksiyonlara sahip olabilir ve enfeksiy6z mikroorganizmalara kars1 direnci artirabilir
(Burdock ve Carabin, 2004; Citarasu, 2010). Bir immiinostimulant, 6zellikle dogal

immiinite olmak tizere immiin yanitlari yiikselten bir bilesen veya etken olarak
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diisiniilebilmektedir (Anderson, 1992). Tibbi bitkilerin, dogal bagisiklik sistemi ile
edinilmis bagisiklik sistemi iizerine ¢esitli etki mekanizmalarinin mevcut oldugu

caligmalar literatiirde yer almaktadir (Burnet, 1941; Magnadottir, 2006).

Antimikrobiyal polipeptitler, polisakkaritler, fenolik bilesikler, esansiyel yaglar ve
saponinlerin diisiik toksisite 6zelligine sahip olup enfeksiyonlar1 tedavi etmedeki
basarisi bilinmektedir (Paray vd., 2020). Bu bilesiklerin, hastaliklari tedavi etmek igin
enzimlerin aktif bolgelerine, katalitik alanlarina ve aktif proteinlerine etki ederek
modiilator gibi islev gosterdigi belirtilmistir (Wink, 2004). Ornegin, Nil tilapyalarinda
gida takviyesi olarak denenmis; adacay1 (Salvia officinalis) ve spirulina (Arthrospira
platensis) karisimlarinin lizozim, nitrik oksit ve immiinoglobulin-M (IgM)
seviyelerinde (Abdellatief vd., 2018); biberiye (Salvia rosmarinus) yapraginin ise
katalaz, lizozim ve kompleman aktiviteleri tizerinde (Naiel vd., 2020) olumlu etkileri
oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Dawood vd. (2020), mentol yagi
takviyesi sonrasinda teleost tiirlerinin  solungag¢larinda, Kkaracigerinde ve
bagirsaklarinda proinflamatuar sitokinlerin (IL-18 ve IL-8) gen ekspresyonunda
onemli bir azalmanin oldugunu, antioksidan enzimlerin (katalaz, siiperoksit dismutaz)
aktivitesinde ise artis meydana geldigini belirtmislerdir. Ugucu yaglarin proflaktik
etkiye sahip oldugunu vurgulayan Salomoén vd. (2020) ise, adagayr ve limon otu
(Lippia citriodora) yaprak o6ziitlerinin; ¢ipurada humoral bagisiklik ve inflamasyon ile
ilgili genlerin ekspresyonunu, 16kosit hiicre reseptorlerini ve antioksidan enzimleri
aktive ettigini belirtmiglerdir. Narenciye ve limon otu yaglarinda bulunan sitral
bileseninin, monoterpenoid yapisindan dolay1 anti-enflamatuar ve antibakteriyel
etkiye sahip oldugu (Ponce-Monter vd., 2010; Silva-Angulo vd., 2015) ayrica
lipoperoksidasyon ve antioksidan enzim seviyeleri dahil olmak lizere bagisiklikla ilgili
baz1 gostergelerin uyarilmasinda yararli bir rol oynadig literatiirde yer almistir (Mori
vd., 2019). Polifenoller ise anti inflamatuar (Fernandez vd., 1998), antimikrobiyal
(Sova, 2012) ve antioksidan (Pontiki vd., 2014) etkiye sahip biyoaktif bilesikler olarak
tammlanmistir. Orne@in trans-sinamik asitin 1L-1B, IL-8, déniistiirlicii biiyiime
faktorii-beta (TGF-p), tiimor nekroz faktori (TNF-a), IgM ve IgT gibi proinflamatuar
sitokin gen ekspresyonlarini aktive ederek bir immiino-uyarici etkisi oldugu yine

literatiirde yer almaktadir (Y1lmaz ve Ergiin, 2018).
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2.6.6 Isirgan Otu (Urtica dioica) Hakkinda Genel Bilgiler

Isirgan otu (Urtica dioica), Urticaceae familyasinin Urtica cinsine ait ¢ok yillik bir
bitki tiiriidiir (Ahmed ve Parsuraman, 2014). Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey
Amerika'nin 1liman boélgelerinde 1.800 m yiikseklige kadar bulunmaktadir (Grauso
vd., 2020). Tarla, yol ve orman kiyilarinda dogal olarak bulunan 1sirgan otu kimyasal
icerik yoniinden oldukga zengin olup, yiizyillardan bu yana; ilag, gida, lif, boya ve
kozmetik alaninda kullanilmaktadir. Isirgan otu iilkemizde ozellikle Karadeniz
Bolgesinde yogun olarak yayilis gostermekte ve Haziran-Eyliil aylari arasinda
yetismektedir (Ayan vd., 2006). Sap ve yaprak altlarinda yakici tiiyler bulunan 1sirgan
otunun, toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarindaki kimyasal 6zellikler birbirinden farkli
olup, yapisinda 20’ye yakin kimyasal madde bulundurmaktadir (Lektinler, aminler,
yag asitleri, steroller, poliholozitlerdir vb.) (Ayan vd., 2006). Zare vd. (2023), 1sirgan
otunun yaprak ve toprak ustii kisimlarinda; oleik, linolenik, sitrik, palmitik, fumarik,
formik, silisik, malik ve fosforik asit gibi kimyasallarin bulundugunu; ayrica kemferol,
B-sitosterol ve tanenler icermektedir. Bitkinin toprak alt1 kisminda ise, UDA (Urtica
Dioica Aglutinin), glukanlar, B-sitosterol, palmitik, linoleik asitler, histamin, fenil
propan ve triterpen tiirevleri bulunmaktadir (Said vd., 2015). Isirgan otu s6z konusu
kimyasal i¢eriginden dolayi, tipta, fitoterapik uygulamalarda ve kozmetik sektdriinde
olmak tizere genis kullanim alanina sahiptir. Kolay bulunabilirligi ve disiik maliyeti
sayesinde kullanim alanlar1 giderek yayginlagsmakta olan bu bitkinin, 6ziit olarak
fitoterapik uygulamalarda ve yardimci madde olarak ilaglarda kullanimi s6z
konusudur. Isirgan otu; flavonoidler, triterpenoidler, steroller, ugucu yaglar, lignanlar,
tanenler, alkaloidler ve fenolikler gibi fitokimyasallarida igermektedir. Bu
fitokimyasallar hiperlipideminin immiin diizensizlik sonuglarini 1yilestirebildigi,
lenfosit diizeylerini, fagositozu arttirarak, A. hydrophila enfeksiyonuna karsi
savunmayi giiglendirdigi ve bunlarin yaninda antioksidan, antienflamatuar ve antiviral
bilesenler olarak da etki gosterebildigi bilinmektedir (Ahmadifar vd., 2021). Ozellikle,
1sirgan otu yapragi etanolik ekstraktlarinin anti-inflamatuar etkisi oldugu, inflamatuar
sitokin salimimin1 diizenledigi de belirtilmistir (Chrubasik vd., 2007). Ayrica,
beslenme agisindanda, isirgan otu yapraklarinin 6nemli miktarda esansiyel amino
asitleri, esansiyel yag asitlerini, vitamin ve mineralleri igerdigi bilinmektedir (Rutto
vd., 2013).
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Sekil 2.1 Isirgan otu biyoaktif bilesenler ve fonksiyonel 6zellikleri (Devkota vd., 2022)

2.6.7 Akcakesme (Phillyrea latifolia) Hakkinda Genel Bilgiler

Zeytingiller familyasindan olan ve Phillyrea cinsi ii¢ tiirden (P. media, P. angustifolia
ve P. latifolia) birisi olan akgakesme (Phillyrea latifolia) Akdeniz iklim kusaginda
yaygin olup, kisin yaprak dokmeyen bir agageik tiirtidiir.

Tiirkiye’de Istanbul, Balikesir Aydin, Sakarya, Canakkale, Isparta, Mugla, Sinop,
Mersin, Tekirdag, Zonguldak, Tokat, Trabzon yoérelerinde yogun olarak goriiliir
(URL-3, 2023). Metanolik ekstraktlardan izole edilen flavonoidler, bir gesit anti-
inflamatuar aktiviteye sahip olup, énemli in vitro kompleman inhibe edici etki gosterir
(Pieroni vd., 2000). Yapraklarin anti-inflamatuar etkisinin yaninda (Pieroni vd.,
2000), idrar soktiiriicti (Ballero ve Fresu, 1993), ates disiiriicti (Bellakhdar, 1997) ve
mide agrilarina karsi antispazmodik olarak (Merzouki vd., 1997) kullanim alanlari
mevcuttur. Zeytin yapraklariin biyoaktivitesi goz oniine alindiginda, ak¢akesmenin
yiiksek miktarda Oleuropeosid igerigi bu tiiriin farmakolojik degerini arttirmaktadir
(Carretero vd., 2001).

Oleuropeosid, zeytin yapraklarindaki baslica iridoit olup, hipertansif hastaligin
tedavisindeki yararli etkilerine iliskin klinik verileri 1950'lerden beri mevcuttur
(Hansen vd., 1996). Antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zelligi olan oleuropeosidin

giicli bir antioksidan etkiyede sahip oldugu, siiperoksit radikallerinin ve nétrofil
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solunum patlamasi inhibitorlerinin gliglii bir temizleyicisi olarak etki gosterdigi

belirtilmistir (Visioli vd., 1998).

Sekil 2.2 Akcakesme agaci yaprak ve meyveleri (URL-4, 2023)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deneme Alani

Cipuralarin beslemesi, oOrneklemeler ve analizler; Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, Canli Kaynaklar
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1). Her deneme ig¢in 100 L kapasiteli
toplam 15 akvaryum kullanilmistir. Sistem i¢in gerekli deniz suyu, baliklarin temin
edildigi tesisin filtrasyon suyundan, laboratuvara diizenli olarak taginarak saglanmistir.
Her giin %20 kadar su degisiminin yapildig1 akvaryumlarin filtrasyonu ig filtrelerce
saglanmis, ayrica gerekli bakteriyel kolonizasyonun olusumu igin her bir akvaryuma
mercan kiriklar1 ve bioball kullanilarak substrat olusturulmustur.  Fotoperiyot
uygulamasi i¢in otomatik zamanlayicilar kullanilmig, baliklara 12 saat aydinlik; 12

saat karanlik ortam olusturulmustur.
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Sekil 3.1 Baliklarda besleme ¢alismasinin yapildigi alan
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3.2  Kullanilan Materyaller ve Denemelerin Dizaym

Deneyler, COMU HADYEK ‘in 2021/02-04 karar numarali etik izni ile baslatilmis ve
gerceklestirilmistir. Calisma i¢in gereken ¢ipura (Sparus aurata) baliklari, Canakkale
Ida Gida Su Uriinleri Uretim Ltd. Sti. tarafindan saglanmis ve canli kaynaklar iinitesine
ticer ay arayla (deneme 1 igin 345 adet; deneme 2 i¢in 345 adet), toplamda 690 adet
olacak sekilde temini saglanmistir. Her deneme Oncesinde laboratuvara yeni gelen
baliklarin 15’er giin siireyle ortama adaptasyonu saglanmistir. Birbirinden bagimsiz
olarak yiiriitiilen her iki deneme i¢in baliklar ayni tesisten temin edilmis olup, birinci
denemenin bitmesine takiben ikinci deneme baslatilmistir. Bu sekilde toplam 15
akvaryum kullanilarak tez aragtirmasi gergeklestirilmistir. Grup basina 3’er tekerriir
olacak sekilde tasarlanan denemelerde, akvaryum basina 23 adet balik stoklanmis, her
deneme icin toplamda 345 adet balik kullanilmistir. Deneylerde oziitlerin ilave
edilmesi i¢in 0,8-1,2 mm boyutlarinda ticari ekstruder yem olan Alltech Coppens®
(%56 ham protein, %15 ham yag, %0,2 ham seliiloz, %13 ham kiil, %1,89 fosfor, %3,1
kalsiyum, %0,9 sodyum) yemi kullanilmistir (Tablo 3.1). Etanolik 6ziitlerinin
cikarilmasi i¢in kullanilan 1sirgan otu ve akgakesme bitkileri ticari bir firmadan
(Botanikmarket; Kopriibasi-Ordu) temin edilmistir. Elde edilen 6ziitlerin, 0 mg/kg, 50
mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg ve 400 mg/kg konsantrasyonlarinda olacak sekilde saf

su ile seyreltilerek yemlere ilavesi saglanmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan ticari yemin bilesimi

Temel besin degerleri Deger
Ham protein %56,0
Ham yag %15,0
Ham seliloz 20,20
Kiil %13,0
Kalsiyum %3,1
Fosfor %1,89
Sodyum 90,90
Vitaminler ve mikroelementler

Vitamin A 14000 1U/kg
Vitamin D3 1542 1U/kg
Manganez 26 mg/kg
Cinko 78 mg/kg
Demir 78 mg/kg
fodin 65 mg/kg
Bakir 65 mg/kg
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3.21 Deneme 1

Bu denemede yem katki maddesi olarak 1sirgan otu (Urtica dioica) bitkisinin etanolik
oziitli kullamilmustir. Oziit ¢ikarmak igin kurutulup saplarindan ayrilmis 1sirgan otu
yapraklari yiiksek hizli 6giitiictide (Yazicilar G1/5L®) un haline getirilmistir (Sekil 3.2)

ve %96 etanol (Isolab® extra pure) ile ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.

Sekil 3.2 Yiiksek hizli degirmen yardimryla 1sirgan otu yapraklarinin 6giitiilmesi.

Toz haline getirilmis 40 g 1sirgan otu, 10 kat1 miktarda %96’lik etanol (Teksol® Extra
piire) igerisine alinmis ve sokslet ekstraktorii yardimiyla 7-8 defa iist taraftaki sivinin
rengi agilincaya kadar dondiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltideki alkol, rotary evaporator
(Heidolph/4000@) yardmiyla ugurulmus ve ardindan kalan madde 40 ml etil alkol
icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan stok soliisyon 0,05 g/ml madde i¢ermekte
olup, yine etil alkol ile seyreltilerek spreyleme yontemiyle (Bilen vd., 2011), 50; 100;
200 ve 400 mg/kg olacak sekilde yemlere aktarimi saglanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Oziitiin spreyle yeme homojen sekilde aktariimasi
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Oziitiin; 0 mg/kg (kontrol), 50 mg/kg (150), 100 mg/kg (1100), 200 mg/kg (1200) ve
400 mg/kg (1400) konsantrasyonlarinda yeme ilavesinden sonra, yeme gegen alkoliin
ucurulmast i¢in yem kurutma dolaplarinda 3 giin bekletilmistir. Baliklar 60 giin
boyunca hazirlanan yemlerle, sabah 9:00 aksam 17:00 da olacak sekilde giinde 2 defa
doyana kadar beslenmistir. Denemenin 30. ve 60. giinlerinde baliklarin biiyiime
performansin1 degerlendirmek amaciyla canli agirliklart kayit altina alinmistir. 60
glinliik siire sonunda her akvaryumdan alinan iiger adet balik, 0,5 ml/L fenoksietanol
iceren kaplara daldirarak bayiltilmis ardindan kaudal venasindan alinan kandan (Sekil
3.4), hematolojik parametreler (RBC, HGB, HCT, MCV, MCH ve MCHC), oksidatif
radikal iiretimi (ORU); plazmasindan ise, lizozim ve myeloperoksidaz aktiviteleri

tespit edilmistir.

Sekil 3.4 Cipura kaudal venasindan kan alimi

Kan alinan baliklarin hizli bir sekilde 6tenazisi gergeklestirilmis olup, sonrasinda dalak
ve bagirsaklarindan doku 6rneklemeleri yapilarak, bagisikliktan sorumlu bazi genlerin
(IL-1B, IL-18, IL-6, IL-10 ve TNF-0), B-aktine gore ekspresyon seviyeleri

degerlendirilmistir. Deneme sonunda kalan baliklara Vibrio (Listonella) anguillarum
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(SY-L24, Fish pathogen/Dicentrarchus labrax KX388236) bakterisi intraperitoneal

olarak enjekte edilmis ve 10 giin siireyle yasama oranlari takibe alinmistir.

3.2.2 Deneme 2

Bu denemede yem katki maddesi olarak akg¢akesme (Urtica dioica) bitkisinin %96’lik
etanolik 6ziitii kullanilmistir. Bir 6nceki deneme ile ayni sekilde; akgakesme bitkisinin
kurutulmus yapraklari (Sekil 3.5) ogiitiildiikten sonra sokslet cihazi yardimiyla 6ziitii
cikarilmis ve 0 mg/kg (kontrol), 50 mg/kg (A50), 100 mg/kg (A100), 200 mg/kg
(A200), 400 mg/kg (A400) konsantrasyonlarinda yeme aktarimi saglanmistir. Grup
basina 3’er tekerriir olacak sekilde tasarlanan deneyde, akvaryum basina 23’er adet
balik yerlestirilmis ve toplamda 345 adet balik kullanilmistir. 30. ve 60. giinlerde
hassas terazide canli agirliklar1 kaydedilen baliklarin, kan ve doku alma iglemleri

“Deneme 1” ile ayn1 prosediirde olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.5 Akgakesme fideleri ve kurumus yapraklariin 6giitiilmesi

Kandan RBC, HGB, HCT, MCV, MCH ve MCHC hematolojik parametreleri;
plazmadan ise lizozim ve myeloperoksidaz gibi enzim aktiviteleri tespit edilmistir.
Deneme 1°‘de oldugu gibi dalak ve bagirsaktan alinan doku 6rneklerinde, bagisikliktan
sorumlu bazi genlerin (IL-1p, IL-18, IL-6, IL-10 ve TNF-a), B-aktine gore ekspresyon

seviyeleri incelenmistir.
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3.3  Su Kalitesi Fizikokimyasal Analizleri

Denemede sicaklik ve pH oGlglimleri igcin HANNA® (HI 98107) cep tipi pH olger;
tuzluluk i¢in ATC® refraktometre; toplam ¢6ziinmiis madde ve iletkenlik icin ise
multifonksiyonel Tds/Ec olger kullanmilmustir. Parametrelerin giinliik olarak takip
edildigi deneme boyunca; nitrat, nitrit ve toplam amonyak Optizen® (POP UV/VIS)
spektrofotometresi ile haftalik olarak 6lgiilmiistiir.

3.4  Biiyiime Performansi ve Yemden Yararlanmanin Hesaplanmasi

Calismada baliklarin biiylime performanslar1 hakkinda bilgi edinerek, kullanilan
bitkisel katkilarin biiylimeye ve yem tiiketimine etkisinin anlasilabilmesi ig¢in

asagidaki formiillerden (Hossu vd., 2003) yararlanilmigtir.

Canh Agirhik Artisi (CAA)= [(Son Agirlik) - Baslangic agirligiq) / Baslangig
Agirhigig)] x 100

Spesifik Biiyiime Orani (SBO)= [(Ln Son ortalama agirlikg - Ln Baslangictaki

ortalama agirlik()) / Deneme giin sayisi(gin)] X 100

Yem Doniigiim Oram (YDO)= [Yem Tiiketimi(g) / Agirlik Kazanimig)] x 100

3.5 Baliklardan Kanin Orneklenmesi ve Analizleri

60. giin sonunda her akvaryumdan 3’er adet olacak sekilde (n=9 balik) tiim gruplardan
kan 6rneklemesi yapilmistir. Tanklardan rastgele segilen baliklarin fenoksietanol (0,5
ml/L) ile bir kap igerisinde bayiltmasi islemi gerceklestirilmis (Tort vd., 2002),
ardindan hizlica kan alimina gec¢ilmistir. Kan alinacak bdlgeden mukozay: temizlemek
i¢in aniis yiizgecinin arkasindan, kaudal yiizgece kadar olan kisim alkollii pamuk ile
temizlenmis ve 1 ml lik insiilin siringas1 yardimiyla kaudal venadan kan alimi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.4). Alinan kan 6rnekleri K3EDTA ve jelli serum tiipleri
igerisine pay edilmis ve hematolojik, immiinolojik analizleri yapilmistir (Sekil 3.6).
Serum analizlerine gegmeden Once kanin aktarildigr jelli tiipler 5000g devirde 10

dakika siireyle santrifiij edilmistir.

33



Sekil 3.6 K3EDTA ve jelli serum tiipleri icerisine pay edilmis kan 6rnekleri

3.5.1 Hematolojik Analizler

Hematolojik analizler igin Mindray/BC 3000® Plus marka otomatik kan sayim cihazi
kullanilmistir. Bu cihazin 6lgtim degerleri; kirmizi kan hiicreleri (RBC) igin Thoma
laminda, hemoglobin (Hb) analizi i¢in cyanomethemoglobin metodu ile ve hematokrit
(Hct) analizi i¢in ise mikrohematokrit yontemi ile (Blaxhall ve Daisley, 1973) 6nceden
dogrulanmistir (Yilmaz, 2017) (Sekil 3.7). Cikan degerlerden asagidaki formiiller
kullanilarak eritrosit ideksleri (MCV, MCH ve MCHC) hesaplanmistir (Lewis vd.,
2006).

Sekil 3.7 Otomatik kan sayim cihazi
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3.5.1.1 Eritrosit indeksleri
3.56.1.1.1 Ortalama eritrosit hacmi (MCV)

Kalp hareketleri ve kan akisinin 6nemli belirteglerinden biri olan MCV,
osmoregiilasyon durumunu belirlemede kullanilir  (Heath, 1987). MCV’nin

hesaplanmasinda asagidaki formiilden yararlanilmaktadir.

MCV (um?®)= Hct (%) x 10/RBC (10%/mm?)

Hct: Hematokrit, RBC: Kirmizi Kan Hiicre Sayis1

3.5.1.1.2 Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin (MCH)

Solunum fonksiyonunun 6nemli bir belirteci olan MCH’1n hesaplanmasinda asagidaki

formiil kullanilmaktadir.

MCH (ug/hiicre)= [Hb (g/100ml) x 10] / RBC (108/mm?)

Hb: Hemoglobin

3.5.1.1.3 Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)

Mayer (1998)‘e gore farkli tip anemia durumlarinda artma veya azalma goriilebilen
eritrosit bagina diigen ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) % degeri

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
MCHC (g}) = [Hb (g dL) x 100] / Hct
3.5.2 immunolojik Analizler

3.5.2.1 Solunum patlamasi

Fagositlerin solunum patlamasi aktivitesi Stasiak ve Baumann (1996), metodunda

yapilan bazi degisiklikler ile tespit edilmistir (Y1lmaz, 2020). Analizde herbir balik
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igin 50’ser uL kan ornekleri poli-I-lizin igeren 96 plaka igerisine yerlestirilmistir.
Orneklerin bir saat siireyle inkiibe edilmesinin ardindan; iist faz atilip HBSS ilave
edilerek ii¢ kez yikama yapilmistir. Sonrasinda % 0,2 NBT kuyucuklara 100°er puL
olacak sekilde ilave edilmis ve bir saat daha beklemeye alinmistir. Hiicrelere metanol
(%100) araciligiyla 5 dakika boyunca fiksasyon islemi uygulanmis ve 3’er kez %70’lik
metanol ile yikanmistir. Kuruyan plakalarin herbir kuyucuguna; 60 pL. potasyum
hidroksit (2 Molar) ve 70 uL DMSO aktarilmistir. Bu islem basamaklarinin ardindan
okumalar multiskan spektrofotometrede (Thermo Multiskan Go) 620 nm dalga

boyunda gerceklestirilmistir.

3.5.2.2 Lizozim aktivitesi

Lizozim aktivitesi degerlerinin tespit edilebilmesi i¢in Nudo ve Catap (2011)’in
bildirdikleri metot kullanilmistir. Liyofilize Micrococcus luteus 0,075 g tartilip, 100
mL NaxHPO4— 2H,0 ve sitrik asit kullanilarak hazirlanan tampon karisimi (pH 5,8)
icerisinde ¢oziilmiistiir. Ug tekrarl olacak sekilde 25 pL serum &rnegi 96 kuyucuklu
plakalara yerlestirilmis ve {izerine 175 puL. Micrococcus luteus siispansiyonu ilave
edilmistir. Bu islemlerin hemen ardindan multiskan (Thermo® Multiskan Go) ile 450

nm de kinetik 6l¢tim siireci baglatilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 Multiskan spektrofotometrede drneklerin okunmasi
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3.5.2.3 Myeloperoksidaz aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesi analizi  Yilmaz (2020)’m, literatirde bildirilen
yontemlerde bazi degisiklikler yaparak uyarladigi metoda gore gercgeklestirilmistir
(Kumari ve Sahoo, 2006; Quade ve Roth, 1997). Kisaca; 10’ar pl serum 6rnegi 96’lik
plaka kuyucuklarina dagitilmis ve tizerlerine 90 pul HBSS ilave edilerek seyreltilmistir.
1 adet 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine dihydrochloride tablet, 2 ul %30’luk hidrojen
peroksit ve saf su iceren seyreltilmis ¢ozeltiden her kuyucuk i¢in 35°er pul alinmis ve
orneklere ilave edilmistir. Multiskan ile Olglime baslamadan 6nce 12 °C’de 2 dk
inkiibasyon saglanmis ve siire bitiminde 35 pl siilfiirik asit kuyucuklara ilave edilerek
reaksiyon durdurulmustur. Bu islem basamaklarinin bitiminde spektrofotometrik

okuma gergeklestirilmistir (OD: 450 nm).
3.5.3  Sitokin Genlerin Ekspresyon Analizleri
3.5.3.1 RNA saflastirmasi

Cipuralardan alinan dalak ve bagirsak 6rnekleri ependorf tiiplere aktarilmis ve iizerine
RNA later soliiyonu (Thermo Fisher Scientific®; Invitrogen) ilave edilerek
orneklemeler gergeklestirilmistir. RNA saflastirmasi igin dokulara, 500uL Trizol
(RiboEx, GeneAll®) ilave edilerek homojenizatér yardimiyla (Isolab®; hafif yiik
homojenizatorii) pargalanmig ve silispansiyon haline getirilmistir (Sekil 3.9). Elde
edilen homojenata, 13000 rpm de santrifiij (cihaz model: Niive 1200 R) islemi
uygulanmis, sonrasinda olusan silipernatantin iizerine 200 pL kloroform (Molecular
Biology Reagent, Alfa Aesar®) eklenmistir. Bu islemin tekrarlanmasinin ardindan ayri
tiiplere aktarilan siipernatant tizerine 500 puL isopropanol (2-Propanol, BioReagent for
molecular biology Sigma® ) ilave edilmistir. Yavasca karistirilan siispansiyon; -30
°C’de 7 dk bekletildikten sonra, 13000 rpm de tekrar santrifiij edilmis ve dibe ¢oken
peletin %70 etil alkol ile yikama iglemi gergeklestirilmistir. Son santrifiijden sonra
biyogiivenlik kabininde bekletilerek alkoliin peletten u¢masi saglanmis ve s6z konusu
pelete 20 uLL NFW (niikleaz icermeyen saf su) eklenerek RNA’nin ¢6ziinmesi igin
buzun igerisinde bekletilmistir. RNA 6rneklerinin saflik ve konsantrasyon degerlerinin

dlgiilmesi igin spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific®, Multiskan GO)
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260/280 nm dalga boylarinda absorbans degerleri tespit edilmistir. Safligi ve
yogunlugundan emin olunan RNA 6rneklerinin NFW ile 20 ng/ul olacak sekilde
seyreltme islemi gerceklestirilmistir. Nihai olarak elde edilen RNA o&rneklerinin,

cDNA sentezinin gerceklestirilecegi giine kadar -80 °C’de muhafazasi saglanmistir.

Sekil 3.9 Dokularin homojenizayonu

3.5.3.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Elde edilen RNA 20 ng olacak sekilde seyreltildikten sonra DNA sentez Kiti
kullanilarak (A.B.T.™ c¢DNA Synthesis Kit with RNase Inh. High Capacity), cDNA
(komplementer DNA) sentezi gergeklestirilmistir. Kit prosediiriine gore olusturulan 20
ul ana karigim igerisinde; 10 pul RNA o6rnegi, 2 ul heksamer (50 pm), 1 pl ANTP
karisimi (her biri 2,5 mM), 2 ul 10X reaksiyon tamponu, 1 ul ters transkriptaz (200 U/
ul), 0,5 ul RNase inhibitori, 3,5 ul RNase icermeyen su bulunmaktadir. CDNA sentezi
icin hazirlanan karistm PCR cihazinda her bir basamak 1 dongii olacak sekilde,
25°C'de 10 dakika; 37°C'de 120 dakika ve 85°C'de 5 dakika siireyle sirasiyla
denatiirasyon, baglanma ve uzama adimlar1 gergeklestirilmistir. Saflik ve
konsantrasyon degerleri multiskan spektrofotometrisi ile 260/280 nm dalga boylarinda
tespit edilen cDNA orneklerinin konsantrasyonlari, 20 ng/ul olacak sekilde NFW ile

seyreltilmistir.
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3.5.3.3RT-gPCR analizleri ve gen ekspresyonlari

Aragtirilan sitokin genlerin ekspresyon diizeylerinin tespit edilebilmesi i¢in, RT-qgPCR
sistemi (Applied Biosystems® StepOnePlus) kullanilmistir. Genlerin sentezi igin
hazilanan her bir 6rnek tiipiinde; 10 ul ROX i¢eren SYBR-Green (A.B.T.™ 2X qPCR
Mastermix), 2 pl ileri ve geri primerler (10 uM), 2 pl template DNA ve 4 pl niikleaz
icermeyen SU bulunmaktadir. 96’lik plate igerisinde hazir bulunan 6rnekler, RT-gPCR
cihazinda denatiirasyon, baglanma ve uzatma olacak sekilde bir dizi reaksiyona tabi
tutulmustur (Sekil 3.10). Elde edilen sonuglar 2"24¢T degerine gore bagil gen seviyesi

hesaplanarak karsilastirilmistir (Altunoglu vd., 2017).

AR 885 5Ems

Sekil 3.10 Orneklerin bir dizi protokolle RT-gPCR islemine tabi tutulmasi

Cipura baliklar i¢in calisilmis olan sitokin genlerin forward (F) ve reverse (R)

primerleri Tablo 3.2 'de listelenmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan primerler

Gen Primer (5’-3°) Referans
S-Actin F5 TCTGTCTGGATCGGAGGCTC 3° Dominguez vd.
RS’ AAGCATTTGCGGTGGACG 3’ (2021)
F5" AGCGACATGGCACGATTTC 3’
IL-15 RS’ GCACTCTCCTGGCACATATCC 3’ Montero vd. (2010)
Lo F5' TGCTTTCACCCCTACAGACG 3 2Gen no:
RS’ GCTTCAAACTCCTGCCTGTGG 3’ M_030412636.1
10 F5' CAGTCTTTCCTCTGCACCGT 3/ 2 Gen no:
RS’ CAGGCGAACGCTGTTTTGAA 3’ M_030418889.1
18 F5' GGAACACAGCCTGAATGCAAA 3 2Gen no:
RS’ AGTCCGGTAGAACACAGCAC 3’ 1X976626.1
F: 5" CTCACACCTCTCAGCCACAG 3' .
TNF-a R: 5° TTCCGTCTCCAGTTTGTCG 3’ Mathlouthi (2008)

2 Gen numaralart NCBI kodlarindan olusur.
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3.5.4 Kontrol Testi

Deneme-1 sonunda baliklar, 6nceden hastalikli deneklerden izole edilen; 1 x 107
(100uL) yogunlugunda Vibrio (Listonella) anguillarum, bakterisi ile intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla enfekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasinda, 10 giin siireyle her giin

6len baliklar not edilerek hayatta kalma oranlar1 agagidaki formiile gore hesaplanmistir

(Rairakhwada vd., 2007).

Yasama oram (%) = (Hayatta kalan balik sayisi/enfekte balik sayis1)*100

3.5.5 istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizler SPSS 23.0 (IBMM® SPSS Statistics 19) yazilim
kullanilarak yapilmistir. %0,05 anlamlilik diizeyinde gergeklestirilen tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile ¢alismada veriler arasindaki iliskilerin degerlendirilmesi

amaglanmis ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi yapilmstir.
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4.  ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Deneme 1

4.1.1  Fiziksel ve Kimyasal Su Kalitesi Bulgular:

Deneme boyunca, su sicakligi 16-20 °C, tuzluluk %0.35-36, oksijen 5,5-6,5 mg/l, pH
7,5-8,5, toplam amonyak 0,01- 0,05 mg/I, Nitrit 0,01-0,03 mg/l ve Nitrat 0,8-1,1 mg/|

araliklarinda tespit edilmistir.

4.1.2 Biiyiime Performansi Bulgulari

Isirgan otu katkili yemlerle besleme denemesinde, baliklarin baslangi¢ ve son agirlik
ortalamalar1 tespit edilmis, ayrica canli agirlik artisi (CAA), yem doniisiim orani
(YDO) ve spesifik biiyiime orani (SBO) degerleri ile birlikte sonuglar Tablo 4.1. ve
Tablo 4.2‘de verilmistir. Istatistiksel olarak normal dagilim gosteren veriler,
homojenligi saglamadig1 i¢in Tamhane’s T2 testine tabi tutulmustur. Sonu¢ olarak
kontrol ve deney gruplarinin 30 ve 60 giinliik biiylime performanslarinda gruplar

arasinda degisimin 6nemli olmadig tespit edilmistir (p>0,05).

Tablo 4.1 30. giin sonunda 1sirgan otunun, ¢ipuralarin bitylime performanslarina etkisi

Deneme Gruplar
Kontrol 150 1100 1200 1400
Baslangic Agirhg1 (9) | 1,06+0,10 1,09+0,09 1,0740,08 1,09+0,07 1,08+0,07
Son Agirhik (g) 3,88+0,11 3,69+0,27 3,64+0,27 3,93+0,43 3,92+0,47
CAA(%) 265,33+2,42 | 239,87+4,18 | 241,26+6,54 | 260,06+12,44 | 262,93+4,24
YDO 1,37+0,01 1,37+0,01 1,35+0,02 1,33+0,01 1,3540,02
SBO (% giin™) 4,32+0,02 4,08+0,04 4,09+0,06 4,26+0,12 4,30+0,04

n=9, ortalamats. hata. Ayni periyotta farkli iistel harfler i¢eren gruplar arasindaki farklar istatistiksel
acidan onemlidir (p<0,05). CAA: Canli agirlik artisr, YDO: Yem doniisiim orani, SBO: Spesifik

biiylime orani
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Tablo 4.2 60. giin sonunda 1sirgan otunun, ¢ipuralarin biiyiime performanslarina etkisi

Deneme Gruplari
Kontrol 150 1100 1200 1400
ik Agirhik (g) 1,06+0,10 1,09+0,09 1,07+0,08 1,09+0,07 1,08+0,07
Son Agirlik (g) 8,97+0,87 8,63+0,90 9,31+0,83 9,06+0,87 8,14+0,91
CAA(%) 744,09+19,02 | 693,19+16,43 | 770,93+14,78 | 731,72+67,30 | 653,14+42,91
YDO 1,37+0,01 1,38+0,01 1,22+0,02 1,26+0,06 1,30+0,03
SBO (% giin™) 3,33+0,03 3,15+0,03 3,30+0,03 3,21+0,13 3,05+0,09

n=9, ortalama+s. hata. Ayni periyotta farkl: iistel harfler iceren gruplar arasindaki farklar istatistiksel
acidan Onemlidir (p<0,05). CAA: Canli agirlik artisr, YDO: Yem doniisiim orani, SBO: Spesifik
biiylime orani

4.1.3 Hematolojik Bulgular

60. giinde alabaliklarin bazi kan parametrelerde (RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC)
meydana gelen degisimler Tablo 4.3 ’de verilmistir. Bu sonuglara gore gruplar
arasinda, incelenen hematolojik parametreler agisindan 6nemli bir farkliligin olmadigi

tespit edilmistir (p>0,05).

Tablo 4.3 60. giinde 1sirgan otu denemesinin hematolojik degisimlere etkisi

RBC Hb Hct (%) MCV (um®) | MCH (pg) | MCHC (%)
(108/mm?®) | (g/dL)
Kontrol 2,90+0,11 | 6,94+0,33 | 28,29+1,34 | 97,62+1,82 | 23,93+0,28 24.54+0,46

150 2,90+0,11 | 6,86+0,33 | 30,41+1,76 | 104,60+2,40 | 23,62+0,20 | 22,61+0,45
1100 2,64+0,13 | 6,05+0,16 | 25,12+0,51 | 95,95+5,51 | 23,00+0,54 | 24,12+0,90
1200 2,794+0,27 | 5,90+0,40 | 27,15+£2,51 | 97,58+2,66 | 21,34+0,76 21,88+0,55
1400 2,86+0,08 | 6,68+0,17 | 27,07+1,95 | 94,37+4,50 | 23,37+0,34 | 24,91+1,12

n=9, ortalamats. hata. Ayni periyotta farkl: tistel harfler iceren gruplar arasindaki farklar istatistiksel
acidan 6nemlidir (p<0,05).

4.1.4  immunolojik Bulgular

60. giinde alabaliklarin humoral yanitlarinda meydana gelen degisimler (solunum
patlamasi, lizozim aktivitesi ve myeloperoksidaz aktivitesi) uygun istatistiksel

analizlerle degerlendirilerek asagidaki bulgular elde edilmistir.
4.1.4.1 Solunum patlamasi

Nitroblue tetrazolyum (NBT) indirgenmesi yontemi kullanilarak yapilan analizler

neticesinde, 1sirgan otunun ¢ipura baliklarinda solunum patlamasi aktivitesine etkisi
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Sekil 4.1°de belirtildigi sekildedir (grafiklerde; n=9, ortalama + standart hata, Farkli
iistel harfler iceren gruplar arasindaki farklar istatistiksel agidan 6nemlidir). Kontrol
grubuna gore en yiiksek aktivite degeri 1200 grubunda iken, 150 grubunun NBT
degerinde kontrol grubuna gére 6nemli bir diisiis olmustur (p<0,05). Bu durum, 200
mg/kg dozunda 1sirgan otunun fagositik aktiviteyi kontrol grubuna gore dnemli 6lgiide

arttirdigini gostermektedir (p<0,05).
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0.25 be T
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0,15

(OD:620)

0,10

0,05

Solunum Patlamas1 Aktivitesi

0.00
60. giin

mKontrol =I50 =I100 =I200 mI400

Sekil 4.1 Isirgan otunun gipura baliklarinda solunum patlamasi aktivitesine etkisi

4.15 Lizozim Aktivitesi

Gruplara gore lizozim aktivitelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.2°de
belirtilmistir. Bulgular, istatistiksel olarak normal dagilim gostermis, fakat
homojenligi saglamadigi i¢in Tamhane’s T2 testine tabi tutulmustur. Yapilan
karsilastirmalar sonucunda, 1100 grubunun lizozim degerinin; diger tiim gruplara gore
artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). 150 grubunun lizozim degeri ise kontrol
grubuna gore azalma gostermis, fakat bu fark istatistiksel onem teskil etmemistir
(p>0,05).
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Lizozim aktivitesi (ug/mL)
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EKontrol ®I50 ®mI100 =1200 mI400

Sekil 4.2 Isirgan otunun gipura baliklarinda lizozim aktivitesine etkisi

4.1.6  Myeloperoksidaz Aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.3de belirtilmistir.
Buna goére 1100 grubunun myeloperoksidaz aktivitesindeki artisin diger gruplara gore
onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05); bununla birlikte 1400 grubunda ise MPO
degerinin kontrole gore diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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b b b
c
0,6 I

60. giin

uo uo uo
-1 o =

Myeloperoksidaz aktivitesi
(OD 450 nm)
o o o o o
S = W s a

mKontrol ®I50 ®=I100 =1200 m=I400

Sekil 4.3 Isirgan otunun ¢ipura baliklarinda myeloperoksidaz aktivitesine etkisi
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4.1.7  Gen Ekspresyonu Seviyeleri

Cipura baliklarinda farkli dozlarda yem katki maddesi olarak denenen 1sirgan otunun,
immunostimulant etkilerini degerlendirmek igin baz1 sitokin genlerin (IL-1p, IL-6, IL-
10, IL-18 ve TNF-a) ifadeleri analiz edilmis, ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda

karsilastirilmistir.

41.7.11L-1p

IL-1B gen ifadesi, dalakta 1100 grubunda (Sekil 4.4), bagirsakta ise 150 ve 1100
gruplarinda (Sekil 4.5) diger gruplara gore en yiiksek diizeye ulasarak, farklilik
gostermistir (p<0,05). 1200 grubunun dalakta ve bagirsaktaki IL-1 ekspresyon
seviyeleri, 150 ve 1100 gruplarina gore diisiik olsa da kontrole gore artis gostermistir
(p<0,05). Doz ile dogru orantili olarak devam eden ekspresyon seviyelerindeki artis,
200 mg/kg doz birlikte diisiise gegmistir. 1400 grubunda ise, gen ekspresyonu seviyesi

konntrol grubuna benzer deger gostermistir (p>0,05).

IL-1pB (Dalak)
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B-aktine gore gen ifadesi

60. giin

Kontrol ®I50 =I100 =1200 =400

Sekil 4.4 Isirgan otunun ¢ipura dalak dokusunda IL-1f gen ifadesine etkisi
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IL-1p (Bagirsak)
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Sekil 4.5 Isirgan otunun ¢ipura bagirsak dokusunda IL-1p gen ifadesine etkisi

41.7.21L-6

IL-6 gen ekspresyon diizeylerinin dalakta 1400 grubuna kadar, artan doza bagli olarak
artis gosterdigi ve 1200 grubunda diger gruplara gore en yiiksek seviyeye ulastigi tespit
edilmistir (p<0,05). 1400 grubu diger deney gruplarina gore en diisiik gen ifadesine
sahip olsa da kontrol grubuna gore ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir artis soz

konusu olmustur (p<0,05) (Sekil 4.6).

IL-6 (Dalak)
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Sekil 4.6 Isirgan otunun ¢ipura dalak dokusunda IL-6 gen ifadesine etkisi
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Bagirsakta IL-6 gen ifadesinin [100 grubundaki ekspresyon diizeyi diger tiim gruplara
gore en yliksek olarak bulunmustur (p<0,05). 150, 1200 ve 1400 gruplar arasinda ise,
IL-6 gen ifadesi agisindan 6nemli bir farkliligin olmadigi (P>0,05), fakat s6z konusu
gruplarin IL-6 geni ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna goére 3,5 katlik bir artis
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.7).

IL-6 (Bagirsak)
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Sekil 4.7 Isirgan otunun ¢ipura bagirsak dokusunda IL-6 gen ifadesine etkisi

4.1.7.31L-10

IL-10 gen ekspresyonu, dalakta IL-6 ya benzer sekilde doza bagli olarak artis
gostermis ve 1200 grubunda kontrole gore en yiiksek (yaklagik 74 kat) seviyeye
ulagsmistir (p<0,05) (Sekil 4.8). 1400 grubu diger deney gruplarina gore daha diisiik
gen ekspresyon diizeyine sahip olsa da, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4,5 katlik
bir artis1 s6z konusudur (p<0,05) (Sekil 4.8).
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IL-10 (Dalak)
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Sekil 4.8 Isirgan otunun gipura dalak dokusunda IL-10 gen ifadesine etkisi

Bagirsak dokusunda IL-10 gen ifadesinin 1100 grubunda en yiiksek diizeyde oldugu
(p<0,05), I50 ve 1200 gruplarinin ise benzer diizeyde oldugu tespit edilmistir (p>0,05).
En diisiik gen ekspresyon degerlerine sahip olan kontrol ve 1400 gruplari arasinda

istatistiksel bir fark gortilmemistir (Sekil 4.9) (P>0,05).

IL-10 (Bagirsak)
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Sekil 4.9 Isirgan otunun ¢ipura bagirsak dokusunda IL-10 gen ifadesine etkisi

o

60. giin

mKontrol ®WI50 =I1100 =I1200 =I400

41.7.41L-18

IL-18 geninin gruplara gore dalaktaki ekspresyon seviyeleri karsilagtirildiginda, IL-6

ve IL-10 sitokinlerinin ekspresyon diizeylerine benzer sonuglar goriilmistiir. Dalakta
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IL-18 geninin 1200 grubunda, kontrole gére yaklasik 30 katlik artis1 olmustur (p<0,05)
(Sekil 4.10). Bagirsakta ise, 150; 1100 ve 1200 gruplariin ekspresyon diizeylerinde
kontrole gore yaklasik 5,5-6 katlik artis1 olmustur (p<0,05). Bagirsak dokuda 1L-18
geninin, 150; 1100 ve 1200 gruplan arasindaki ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir
farklilik olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Dalakta ve bagirsakta, IL-18 gen
ekspresyonu diizeylerinin; 1400 grubunda diger deney gruplarina gore diisiis gosterdigi
fakat kontrol grubuna goére artisinin énemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil
4.11).
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Sekil 4.10 Isirgan otunun ¢ipura dalak dokusunda IL-18 gen ifadesine etkisi
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a a
a
T
b
c .

60. giin

B-aktine gore gen ifadesi
[ T S T S R " T = 'S R ]

mKontrol ®mI50 =I1100 =I1200 =I400

Sekil 4.11 Isirgan otunun ¢ipura bagirsak dokusunda IL-18 gen ifadesine etkisi

49



4.1.7.5 TNF-a

TNF-a’nin dalaktaki ekspresyon seviyeleri 1200 ve 1400 gruplarinda kontrol grubuna
gore yaklasik 5,5 kat artig gostermistir (p<0,05). 150 ve 1100 gruplarinda ise kontrole
gore 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Isirgan otunun ¢ipura dalak dokusunda TNF-a gen ifadesine etkisi

TNF-a’nin bagirsaktaki ekspresyon seviyelerinin ise 1200 ve 1400 gruplarinda diger
gruplara gore yiiksek oldugu ancak 1200 grubundaki artisin tlim gruplara gore en
yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.13). TNF- a’nin dalakta ve
bagirsaktaki gen ifadesine genel olarak bakildiginda benzerlik goze carpmakta olup,
I50 ve 1100 gruplarinin kontrol grubuna benzer gen ifadelerine sahip oldugu tespit

edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.13 Isirgan otunun ¢ipura bagirsak dokusunda TNF-a gen ifadesine etkisi

4.1.8 Yasama orani bulgular:

Deneme sonunda 1sirgan otu etanolik 6ziitiiniin hastalik direnci {izerine etkisini tespit
etmek amaciyla baliklar Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisi ile enfekte
edilmiglerdir. Yapilan kontrol testi sonucunda en yiiksek yagama oraninin %96 ile 1100
grubunda oldugu ve diger deneme gruplarininda yine kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yasama oranlarmin 6nemli derecede arttis gosterdigi tespit
edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.14). Gruplara gore hayatta kalma oranlar1 sirasiyla,
Kontrol (%33); 150 (%70); 1200 (%62); 1400 (%76) ve 1100 (%96) seklindedir.

Yagama Oran (o)
oo
L] o]

20
0
1 2 3 4. 5 6 7
Ginler
m—F onitro]  e—T30 1100 20 e—T400

Sekil 4.14 Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisine maruz birakilan baliklarda yasama
oranlar1
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4.2 Deneme 2

4.2.1  Fiziksel ve Kimyasal Su Kalitesi Bulgulari
Deneme boyunca, su sicakligi 20-23 °C, tuzluluk %033-34, oksijen 5-6 mg/l, pH 7,5-
8,5, toplam amonyak 0,02- 0,07 mg/l, Nitrit 0,03-0,05 mg/l ve Nitrat 0,8-1,1 mg/I

araliklarinda tespit edilmistir.

4.2.2  Biiyiime Performansi Bulgulari

Denemenin 30. ve 60. giinlerinde baliklarin baslangi¢ ve son agirlik ortalamalar1 tespit
edilmis ayrica canli agirlik artis1 (CAA), yem donilisiim orani (YDO) ve spesifik
biiyiime oranlar1 (SBO) ile birlikte Tablo 4.4 ve 4.5 ‘de verilmistir. Istatistiksel olarak
normal ve homojen dagilim gosteren veriler Duncan® testine tabi tutulmustur.
Calismanin 30. giiniinde A100 ve A200 gruplarinm YDO degerlerinde, kontrol ve
A400 gruplarina gore olumlu degisimin oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Denemenin

60. giiniinde ise; kontrol ve deney gruplari arasinda biiylime performanslari agisindan

onemli bir farkliligin olmadigi tespit edilmistir (P>0,05).

Tablo 4.4 30. giin sonunda ak¢akesmenin, ¢ipuralarin biiylime performanslarina etkisi

Deneme Gruplari
Kontrol AL0 A100 A200 A400
Baslangic Agirhg: (g) | 3,24+0,45 3,30+0,49 3,42+0,45 3,13+0,42 3,31+0,55
Son Agirlik (g) 8,87+1,21 9,14+1,19 9,36+1,08 9,30+0,98 8,92+1,34
CAA(%) 173,49+£1,96 | 177,21+£8,10 | 173,70+£12,71 | 198,26+7,79 170,57+7,16
YDO 1,40+£0,03% | 1,35+0,03% 1,25+0,03° 1,24+0,02° 1,37+0,022
SBO (% giin-1) 3,26+0,10 3,30+0,06 3,30+0,13 3,50+0,12 3,27+0,12

n=9, ortalamat+s. hata. Ayni periyotta farkli iistel harfler i¢eren gruplar arasindaki farklar istatistiksel
acidan onemlidir (p<0,05). CAA: Canli agirlik artist, YDO: Yem doniisiim orami, SBO: Spesifik

biiylime orani

Tablo 4.5 60. giin sonunda ak¢akesmenin, ¢ipuralarin biiyiime performanslarina etkisi

Deneme Gruplarni

Kontrol A50 A100 A200 A400
Baslangic Agirhigi (g) | 3,24+0,45 3,30+0,49 3,42+0,45 3,13+0,42 3,31+0,55
Son Agirlik (g) 14,95+1,46 14,82+1,68 15,23+1,93 15,07+1,36 14,71+1,79
CAA(%) 360,51+2,08 | 349,60+£16,88 | 339,50+16,96 | 384,52+26,68 | 346,14+15,90
YDO 1,35+0,05 1,39+0,04 1,30+0,03 1,31+0,06 1,40+0,05
SBO (% giin-1) 2,24+0,01 2,20+0,06 2,16+0,06 2,32+0,09 2,19+0,06

n=9, ortalamats. hata. Ayni periyotta farkli iistel harfler i¢eren gruplar arasindaki farklar istatistiksel

acidan onemlidir (p<0,05). CAA: Canli agirlik artigi, YDO: Yem doniisiim orani, SBO: Spesifik
bliylime orani
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4.2.3  Hematolojik Bulgular

Akgakesme denemesinde gruplara gore RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC
hematolojik parametreleri agisindan meydana gelen degisimler Tablo 4.6’da
verilmistir. Sonuglara gore RBC, Hb ve MCH parametrelerinde degisim meydana
gelmemistir (p>0,05). A200 grubunda, Hct ve MCV degerleri kontrol grubuna gore
onemli artig gostermistir (p<0,05). MCHC degeri agisindan; A50 grubu ile kontrol
grubu arasinda 6nemli farklilik goriilmezken (p>0,05), diger deney gruplarinda diisiis

tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.6 60. giinde ak¢akesme denemesinin hematolojik degisimlere etkisi

RBC Hb Hct (%) MCV (um®) | MCH (pg) | MCHC (%)
(108/mm3) | (g/dL)
Kontrol 3,80£0,22 | 8,12+0,24 | 24,63+0,89° | 65,10+1,74° 21,59+1,45 | 33,06+1,30%
A50 3,6440,20 | 7,87+0,36 | 26,04+2,04% | 71,36+1,72* | 21,67+0,20 | 30,43+0,97%
A100 3,71£0,07 | 7,64+0,13 | 27,17+0,65% | 73,21+0,34%® | 20,61+0,06 | 28,15+0,21°
A200 3,74+0,19 | 7,97+£0,31 | 29,42+0,51* | 79,10+2,70? 21,35+0,34 | 27,06+0,70°
A400 3,59+0,11 | 7,74+0,18 | 28,19+0,19% | 78,65+1,76® | 21,58+0,14 | 27,46+0,46°
4.2.4  Immunolojik Bulgular

Denemenin 60. giiniinde alinan kan 6rnekleri ile humoral yanitlarda meydana gelen
degisimler (solunum patlamasi, lizozim ve myeloperoksidaz aktiviteleri) analiz

edilmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

4.2.4.1 Lizozim aktivitesi

Lizozim aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.15de belirtildigi sekilde
olup, sadece A100 grubunda, diger gruplara gére 6nemli bir artis meydana gelmistir
(p<0,05).

53



18
16
14

a
b b b
12 b
1 I I

60. giin

Lizozim aktivitesi (ug/mL)
[e=]

== - ]

mKontrol ®™WA30 ®mA100 ©A200 ®A400

Sekil 4.15 Akcakesme bitkisinin ¢ipura baliklarinda lizozim aktivitesine etkisi

4.2.4.2 Myeloperoksidaz aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesinin, A50 ve A100 gruplarinda kontrol grubuna gore
degismedigi (p>0,05); A200 ve A400 gruplarinda ise diger gruplara gore artis oldugu
tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Akgakesme bitkisinin ¢ipura baliklarinda myeloperoksidaz aktivitesine etkisi
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4.2.5 Gen Ekspresyonlari

60 giin siireyle yem katki maddesi olarak kullanilan ak¢akesme bitkisinin, ¢ipura dalak
ve bagirsak dokularinda IL-1p, IL-6, IL-10, IL-18 ve TNF-a sitokin gen ifadelerine

etkisi 60. giliniin sonunda alinan 6rneklerin analizi ile tespit edilmistir.

42511L-1B

IL-1B sitokininin ¢ipura dalak dokusundaki gen ifadesi incelendiginde, tiim deney
gruplarinin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu (p<0,05)
tespit edilmistir. A100, A200 ve A400 gruplarinda ise IL-1f ekspresyon diizeyinin en
yiiksek oldugu goriilmistir (Sekil 4.17). Bagirsak dokuda ise bu durumdan farkli
olarak diger tim gruplara gore gen ekspresyon seviyelerinin A200 grubunda en yiiksek
diizeyde oldugu (p<0,05); kontrol, A50 ve A100 gruplarinda benzer gen ifadelerinin
oldugu tespit edilmistir (p>0,05) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17 Akgakesme bitkisinin ¢ipura dalaginda IL-1p gen ifadesine etkisi
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Sekil 4.18 Ak¢akesme bitkisinin ¢ipura bagirsaginda IL-1p gen ifadesine etkisi
425.21L-6

IL-6 geninin dalaktaki ekspresyon seviyeleri deney gruplarinin tiimiinde kontrole gore
artig gostermis olup (p<0,05), A400 grubundaki bu artis diger tiim gruplara gore en
yiiksek diizeyde ger¢eklesmistir (p<0,05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Akgakesme bitkisinin ¢ipura dalaginda IL-6 gen ifadesine etkisi

IL-6 geninin bagirsaktaki ekspresyon diizeyi, A200 grubunda en yiiksek diizeyde
olarak bulunmustur (p<0,05). A400 grubunda ise IL-6 gen ifadesi A100’den diisiik
seviyede olsa da kontrol grubuna gore 3,3 katlik bir artis gostermistir (p<0,05).
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Kontrol, A50 ve A100 gruplar arasinda IL-6 gen ekspresyonunda énemli bir fark
bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.20).

IL-6 (Bagirsak)
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Sekil 4.20 Akgakesme bitkisinin ¢ipura bagirsaginda IL-6 gen ifadesine etkisi

4.2531L-10

IL-10 geninin dalaktaki ekspresyon diizeylerine gére A200 grubu diger tiim gruplara
gore en yiliksek seviyede iken (p<0,05), A100 ve A400 gruplar1 A200°den sonra
kontrol grubuna gore dnemli artis gosteren gruplar olmustur (p<0,05) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Akgakesme bitkisinin ¢ipura dalaginda IL-10 gen ifadesine etkisi
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[I-10 sitokininin gruplara gore bagirsaktaki ekspresyon diizeyi dalaktakinden farkli
olup, A400 grubu kontrol grubuna gore 3,8 kat artigla diger tiim gruplara gore farklilik
gosteren tek grup olmustur (p<0,05) (Sekil 4.22).

IL-10 (Bagirsak)
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Sekil 4.22 Akgakesme bitkisinin ¢ipura bagirsaginda IL-10 gen ifadesine etkisi

4.2541L-18

IL-18 geninin dalaktaki diizeylerine bakildiginda A50 grubu kontrolle benzerlik
gosterirken (p>0,05), A100; A200 ve A400 gruplarinin ekspresyon seviyelerinde
kontrole gore diisiis oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.23). Bagirsakta ise
kontrol, A50 ve A100 gruplar1 gen ekspresyon seviyeleri benzerlik gostermis olup
(p>0,05), A200 ve A400 gruplarinin gen ifadelerinde diger gruplara gére azalma
meydana gelmistir (P<0,05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23 Akcakesme bitkisinin ¢ipura dalaginda IL-18 gen ifadesine etkisi
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Sekil 4.24 Ak¢akesme bitkisinin ¢ipura bagirsaginda IL-18 gen ifadesine etkisi

4.255TNF-a

TNF-a gen ekspresyonu agisindan, dalakta kontrol grubu ile A100 grubu arasinda
benzerlik oldugu (p>0,05) fakat diger deney gruplarinin kontrol grubundan diisiik
seviyelerde oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.25). Bagirsakta ise dalaktaki gen
ifadelerinden farkli olarak TNF-o sadece A50 grubunda kontrole gére 6nemli derecede
artmis (p<0,05), A100; A200 ve A400 gruplari ise kontrolle benzerlik gostermistir
(p>0,05) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25 Akgakesme bitkisinin ¢ipura dalaginda TNF-a. gen ifadesine etkisi
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Sekil 4.26 Akgakesme bitkisinin ¢ipura bagirsaginda TNF-a gen ifadesine etkisi
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5.  TARTISMA

Balik yetistiriciliginde, hastaliklarin kontroliinde belirli bir kullanim potansiyeline
sahip olan ilag, kimyasal ve antibiyotiklere alternatif olarak immunostimulantlarin
kullanimi giliniimiizde bir¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmektedir. Bu baglamda,
genellikle bagisiklik tepkisini modiile etmek, potansiyel terapotik onlemler almak ve
ozellikle balik hastaliklarini 6nlemek ve kontrol etmek igin tibbi bitki iiriinlerinin
kullanimina odaklanilmistir (Awad ve Austin, 2010; Bilen vd., 2021a; Secombes,
1996; Terzi vd., 2021). Farkli bitkisel oziitlerin ¢esitli balik tiirleri tizerinde
denenmeleri neticesinde baliklarin biiyiime performanslari, hematolojisi, dogal ve
adaptif bagisiklik sistemleri alaninda sonuglari birbiriyle ortiisen veya bagimsiz olan
pek cok arastirma literatiire kazandirilmistir (Altunoglu vd., 2017; Baba, 2017; Bilen
vd., 2011; Celik, 2020; Sonmez vd., 2022; Yilmaz vd., 2020).

Baliklarda yem katki maddesi olarak kullanilan sifali bitkilerin istah1 artirdigi, agirlik
artisin1  destekledigi ve spesifik biiylime oranlarina olumlu etkiler sagladigi
bilinmektedir (Awad ve Awaad, 2017). Bu ¢alismada, 1sirgan otu etanolik oziitii ile
beslenen baliklarin biitiin gruplarinda biiyiime parametrelerinin kontrol grubuna
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (p>0,05). Sonuglarimizdan farkli olarak; Bilen
vd. (2016b), gokkusag alabaliklarinda 100 ve 500 mg kg dozlarinda denedikleri
1sirgan otunun kontrol grubuna gére CAA, SBO ve YDO degerlerini diistirdiigiinii
belirtmislerdir (p<0,05). Bilen vd. (2016b) calismalarinda, gokkusagi alabaliklarinda
denenen 100 mg kg™ 1sirgan otunun 500 mg kg doza gére YDO degerinde daha fazla
olumlu etki gosterdigini belirtmislerdir (p<<0,05). Bu durumu agiklayici olarak; 1sirgan
otunun igerigindeki fitatlar (fitik asit), oksalatlar ve saponinler gibi bazi beslenmeyi
olumsuz yonde etkileyebilecek bilesiklerin mevcut olmasi gosterilebilir (Zare vd.,
2023). Ornegin; saponinlerin immiino-uyarici ve antikanserojenik etkilerinin yaninda;
asir1 seviyelerinin, insanlarda ve hayvanlarda hipokolesterolemiye, hipoglisemiye,
hasarli protein sindirimine, bagirsakta vitamin/mineral aliminin azalmasinina,
biiyiimeye, yem alimina ve tiremeye olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir (Francis vd.,
2002). Fakat bu durumun tersine Saeidi vd. (2017), gokkusag alabaliklarinda %3
1sirgan otu etanolik oziit takviyesinin, %1 ve %2’lik gruplara gére FCR degerini
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olumlu yonde etkiledigini tespit etmisler (p<0,05) ve bu durumu isirgan otunun yem
lezzetini olumlu etkiledigine buna bagli olarak baliklarin yem alimini artirdigina
yorumlamiglardir. Bu goriisii destekleyici olarak 1sirgan otu i¢in; Bedford (2000),
yapraktaki kapsaisin, sinnamaldehit ve karvakrol gibi biyoaktif bilesiklerin, gida
kullanim etkinligini artirabildigini; Jamroz (2002), isirgan otunun biiylime
performansini iyilestirdigini; Lee ve Gao (2012) ise sindirim enzimi salgilanmasini ve
dolayisiyla besin emilimini arttirdigini belirtmislerdir. Ayrica, fenolik bilesikler, balik
bagirsaginda ¢esitli patojenik ve patojenik olmayan bakteri tiirlerinin
kolonizasyonunun engellenmesi nedeniyle biiylime performansini da uyarmis
olabilecegi de literatiirde yer alan bilgiler arasindadir (Van Hai, 2015). Zare vd. (2023)
ise 1sirgan otunun biiyiimeye Ve diger fizyolojik parametrelere olabilecek yan
etkilerinden dolayr optimum dozun gerekliligi tizerinde durmustur. Awad ve Austin
(2010), toz halinde %1 ve %2 oranlarinda yeme ilave ettikleri isirgan otunun
gokkusagi alabaliklarinda, sindirim enzimlerini aktive ettigini boylece agirlik artisi
(WG) ve spesifik biiyiime oran1 (SGR) degerlerinde 6nemli gelismelerin saglandigini
tespit etmislerdir (p<0,05). Mehrabi vd. (2020)’nin, gokkusagi alabaligi ile yaptiklar
caligmalarinda yeme ilave ettikleri farkli dozlarda (%0,5; %1 ve %]1,5) toz halindeki
1isirgan otunun etkilerini 8 haftalik siireyle denemislerdir. Mehrabi vd. (2020), tiim
deney gruplarindaki baliklarda; CAA, SBO ve YDO degerlerindeki artiglarin kontrol
grubuna gore onemli olglide oldugu sonucuna ulasmiglardir (p<0,05). Saeidi vd.
(2017) ise yeme %3 oraninda 1sirgan otu eklenmesinin, kontrol yemi ile beslenen
baliklara kiyasla gokkusagi alabaliginda WG ve SGR'yi arttirdigini tespit etmislerdir
(p<0,05). Zare vd. (2023), gokkusag: alabaliklarinda, toz haline getirdikleri 1sirgan
otunun 30 g kg oraninda yeme ilavesi sonucunda CAA ve SBO degerlerinin kontrol
grubuna kiyasla 6nemli Slglide artis gosterdigini tespit etmislerdir (p<0,05). Balik
bliylime performansi lizerine yapilan arastirmalarda farkli sonuglarin elde edilmesinin
nedeni olarak; balik tiirlerinin veya farkli dozlardaki bitkisel oziitlerin ¢esitli bagirsak
mikrobiyotasina etki etkileyebileceginden kaynaklandigi goriisleri literatiirde

mevcuttur (Dezfoulnejad ve Taravat, 2022).

Calismamizda, akcakesme bitkisi ile beslenen gruplardan elde edilen sonuglara
bakildiginda, 30. giinde A100 ve A200 gruplarinda meydana gelen YDO’ nindaki

degisimlerin diger akgakesme ve kontrol gruplarina gore olumlu yonde oldugu
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(p<0,05), fakat A50 ve A400 gruplarinin kontrol ile benzer seviyede oldugu tespit
edilmistir (p>0,05). Bulgularimiza benzer sekilde Baba vd. (2018), %0; %0,1; %0,25;
%0,5 ve %1 oranlarinda zeytin yapragi etanolik oziitii katkili yem ile 60 giin siireyle
besledikleri gokkusagi alabaliklarinin deneme sonundaki biiyliime performanslarinda
kontrol grubuna gore onemli bir farkliligin olmadigini rapor etmiglerdir (p>0,05).
Barka (2019) ise, bu sonuglardan farkli olarak alabaliklarda denedigi, %0,1; %0,5 ve
%1 oranlarinda ak¢akesme yapragi sulu metanolik 6ziitlerinin artan doza bagl olarak
yem doniisim oranini da arttirdigini belirtmistir. Barka (2019), o6zellikle %1°lik
akcakesme yapragi Ozitlinlin, kontrol grubuna gore yem donilisiim oraninda artiga
neden oldugunu ve bu artisin 6nemli oldugunu belirtmistir (p<0,05). Arastirma
bulgularimizdan farkli olarak Barka (2019), ak¢akesme yapragindan oziitledigi tiim
deney gruplarinda CAA ve SBO degerlerinde, kontrol grubuna gore artig saglandigini
ve tim gruplar igerisinde en iyi sonuca %0,5’lik doz ile ulasildigini tespit etmistir
(p<0,05). Bilen vd. (2019b), cipura baliklarmin yemine ilave ettikleri, 500 mg kg™ ve
1000 mg kg oranlarinda tetra (Cotinus coggygria) sulu metanolik 6ziitiiniin, kontrol
grubuna gore baliklarin YDO degerlerinde 6nemli farkliliga neden olmadigini tespit
belirtmislerdir (p>0,05). Bulgularimiza gore akgakesme 100 ve 200 mg kg™ etanolik
oOziitlerinin 30 giinde ¢ipuralarin YDO degerlerinde iyilesme sagladigi goriiliirken;
Bilen vd. (2019b), 500 mg kg ve 1000 mg kg™ oranlarinda ebe giimeci (Malva
sylvestri) metanolik dziitlerinin, 60. giiniin sonunda ¢ipuralarin kontrol grubuna gore
YDO degerini iyilestirdigi sonucuna varmislardir (p<0,05). Beltran vd. (2020) ise;
%0,5 ve %1 oranlarinda kekik tozu katkili yemlerle 30 giin siireyle besledikleri ¢ipura
baliklarinin, CAA ve SBO degerlerinde oOnemli bir farkliligin olmadigini
belirtmiglerdir (p>0,05). Cipura baliklarinda yem katkis1 olarak denenen 50 g kg*
oraninda ezilmis ¢emen otu (Trigonella foenum graecum) tohumunun ise, SBO ve
CAA degerlerine anlamli bir katki sagladigi belirtilmistir (p<0,05) (Bahi vd., 2017).

Baliklarda kan hiicresi sayimlari; beslenme, su kalitesi, hastaliklara bagli olabilecek
degisiklikleri veya tedaviye yanit olarak baligin saglik durumunu izlemek igin
kullanilabilen bir yontemdir (Fazio, 2019). Ayrica hematolojik parametrelerin balik
saglinin takip edilmesi agisindan 6nemli birer gosterge oldugu belirtilmistir (Y1lmaz
vd., 2016). Baliklarin rutin hematolojik degerlendirmesi, toplam eritrosit sayis1 (RBC),
hematokrit (Hct), hemoglobin konsantrasyonu (Hb), eritrosit indeksleri (MCV, MCH,
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MCHC) parametrelerini igermektedir. Bu ¢alismada deney gruplarmin hematolojik
parametreleri, kontrol grubuna gore karsilastirilmis; 1sirgan otu denemesinde gruplar
arasinda onemli bir farkliligin olmadig1 (p>0,05); ak¢akesme denemesinde ise A200
grubunda kontrol grubuna goére, Hct ve MCV hematolojik degerlerinin arttigi;
MCHC’nin ise azaldig1 tespit edilmistir (p<0,05). Bu parametrelerin disinda 1sirgan
otu ve akcakesme gruplarinda hematolojik agidan 6nemli bir farkliligin olmadig: tespit
edilmistir (p>0,05). Bizim sonug¢larimizdan farkli olarak; Awad ve Austin (2010), %1
oraninda 1sirgan otunun yeme ilavesi sonucunda gokkusagi alabaliklarinda Htc ve Hb
seviyelerinde artis saglandigin tespit etmislerdir (p<0,05). Saeidi vd. (2017) ise %3
1sirgan otu diyet takviyesinin gokkusagi alabaliklarinda Htc, Hb, lenfosit, nétrofil ve
RBC degerlerini arttirdigini; 60. giinde ise %2 ve %3 1sirgan otu kullaniminin en
yiikksek RBC, WB, lenfosit ve nétrofil artisini1 sagladigini belirtmislerdir (p<0,05).
Mehrabi vd. (2020), 1sirgan otunu toz halinde gokkusagi alabaligi yem katki maddesi
olarak denedikleri c¢alismalarinda, 1sirgan tozu ilavesinin, baliklarda RBC, Hb
konsantrasyonu ve Hct seviyelerini kontrole goére Onemli oOlgiide arttirdigini
belirtmislerdir (p<0,05). Benzer sekilde Zare vd. (2023), yeme ilave ettikleri 10 gkg™
oraninda 1sirgan otunun gokkusagi alabaliklarinda RBC, Hb, Hct, MCV ve MCH kan
parametrelerini arttirdigini belirtmislerdir (p<0,05). Bu Sonuglardan farkli Acar vd.
(2018), yem katki maddesi olarak denedikleri %60 oraninda lupin (Lupinus albus)
ilavesinin gokkusagi alabaliklarinda Hct ve MCV degerlerini diger gruplara gore
onemli diisiirdiigiinii belirtmislerdir (p<0,05). Mohamed vd. (2018), kereviz (Apium
graveolens) sulu metanolik 6ziitiinii %0,1; %0,5 ve %1 oranlarinda yem katki maddesi
olarak 45 giin siireyle sazan baliklarinda denemisler ve hematolojik parametrelere
(RBC, Hb, Hct, MCH ve MCHC) olan etkilerini arastirmislardir. Mohamed vd. (2018)
kontrol grubuna gore yaptiklart degerlendirme sonucunda; %0,1’lik grupta RBC, Hb
ve Hct'de onemli bir artis; MCV, MCH ve MCHC'de ise azalma oldugunu
belirtmisledir (p<0,05). Y1lmaz vd. (2019) ise, karabas otu yagini1 sazanlarda yem katki1
maddesi olarak denedikleri ¢alismalarinda; RBC, Hct ve Hb bulgularinda, balik igin
bildirilmis olan (Baba vd., 2016; Field vd., 1943; Tripathi vd., 2004) referans degerleri
[RBC: 0,65-4,66 106 mm-3, Hct: %21-40 Hb: 6,3-12,4 g/dL] araliginda oldugu
belirtmislerdir. Yilmaz vd. (2019), %0,5’lik grupta s6z konusu parametrelerin
timiiniin 6nemli derecede diistiigii (p<0,05), %1 ‘lik grupta ise Hct, MCV ve MCHC
degerlerinde diisiis yasanirken (p<0,05); RBC, Hb ve MCH igin anlamli bir fark
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olmadigini belirtmistir (p>0,05). Bu sonuglardan farkli olarak Almabrok vd. (2018),
giimiisi thlamur (Tilia tomentosa) % 40 metanolik 6ziitiiniin %0,01; %0,05 ve %0,1
oranlarinda yem katki maddesi olarak 45 giin siireyle sazan baliklarinda denemesi
sonucunda hematolojik parametrelerde (RBC, Hb, Hct, MCH ve MCHC) bir degisime
sebebiyet vermedigini belirtmislerdir (p>0,05). Almabrok vd. (2018) elde ettikleri bu
sonucu, giimiisi thlamur metanolik Oziitiiniin baliklar1 fizyolojik olarak strese

sokmadiginin gostergesi olarak yorumlamiglardir.

Immiinostimulant etkiye sahip biyoaktif bilesikler iceren sifali bitkilerin yem katk1
maddesi olarak kullanilmasi, baliklarda spesifik ve spesifik olmayan bagigiklik
tepkilerin artmasimi saglamaktadir (Ghosh vd., 2019) . Bu c¢alismada, NBT
indirgenmesi sonucu solunum patlamasi aktivitesinin 1200 grubunda kontrol grubunda
yiiksek (p<0,05); lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerinin ise 1100 grubunda diger
gruplara gore daha yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Mehrabi vd.
(2020), gokkusagi alabaliginda %0,1; %0,5 ve %1 1sirgan otu ile yaptiklart
caligmalarinda kontrol grubuna gore solunum patlamasiin degisim gostermedigi
(p>0,05), lizozim aktivitesinin ise %0,5’lik grupta 6nemli olglide arttigini tespit
etmislerdir (p<0,05). Bilen vd. (2016b), yeme ilave ettikleri 0,1 ve 0,5 g kg™
oranlarinda 1sirgan otu metanolik oziitlerinin, gokkusagi alabaliklarinda siiperoksit
anyon lretimini, fagositik aktiviteyi, lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerini kontrol
grubuna gore dnemli 6l¢giide arttirdigini belirtmis olup; 6zellikle fagositik aktivite ile
lizozim aktivitelerinin doz artisina bagli olarak artig gdsterdigini tespit etmislerdir
(p<0,05). Zare vd. (2023), gokkusag alabaliklarinda 30 g kg* oraninda toz halindeki
1sirgan otunun lizozim aktivitesini kontrol ve 10 g kg™ gruplarma gore 6nemli 6l¢giide
arttirdigini tespit etmislerdir (p<0,05). Saeidi vd. (2017), %3’liik 1sirgan otu etanolik
Oziitliniin gokkusagi alabaliklarinda 4. hafta ve 8. hafta sonlarinda lizozim ve solunum
patlama aktivitesinin 6nemli 6l¢iide arttigini tespit etmislerdir (p<0,05). Calismamizin
akcakesme bitkisi gruplarinda, lizozim aktivitesinin A100 grubunda; myeloperoksidaz
aktivitesinin ise A200 ve A400 gruplarinda diger tiim gruplara gore 6nemli diizeyde
arttigi tespit edilmistir (p<0,05). Bizim sonuglarimiza benzer sekilde Barka (2019),
%0,1 ve %0,5 oranlarinda yeme ilave ettikleri akg¢akesme yapragi metanolik
Oziitlerinin gokkusagi alabaliklarinda lizozim aktivitesine 15. ve 45. giinlerde etki

gostermedigini, 75. giinde ise %0,1 grubunda artigin diger gruplara gore onemli
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oldugunu tespit etmiglerdir (p<0,05). Bu ¢alismada ak¢akesme etanolik 6ziitliniin 200
ve 400 mgkg™ dozlarinin ¢ipura baliklarinda 60. giinde MPO degerini diger gruplara
gore arttirdigi tespit edilmis olup; Barka (2019), ise 45. giinde %0,1 ve %0,5
oranlarindaki akg¢akesme oOziitlerinin MPO degerinde 6nemli artiglar sagladigini
belirtmislerdir (p<0,05). Calismamiza benzer sekilde Bilen vd. (2019b), 500 mg kg™
ebe glimeci Oziitiiniin ¢ipura ve levrek baliklarinda 60. glinde solunum patlamasi,
lizozim ve myeloperoksidaz aktivite degerlerini kontrol grubuna gére 6nemli derecede
artirdigini bulmuslardir (p<0,05). Awad vd. (2015), himalaya sediri (Cedrus deodara)
kurumus igne yapraklarini, %95 alkol ile 6ziite ederek elde ettikleri dihidro kuersetini
¢ipura yemlerine (%0, kontrol), %0,1; %0,5 ve %] oranlarinda ilave ederek 14 giin
boyunca besleme denemesinde kullanmiglardir. Awad vd. (2015) %0,1 ve %1 dihidro
kuersetininin ¢ipura baliklarinda solunum patlama aktivitesini kontrol grubuna gore
onemli derecede aktive ettigini tespit etmislerdir (P<0,05). Guardiola vd. (2018) ise,
%0 (kontrol); %1; %5; %10 ¢emen tohumunu yem katki maddesi olarak ¢ipuralarda
denemisler ve %10 ¢emen ilavesinin solunum patlama aktivitesinde diger gruplara
gore onemli artis sagladiginm kesfetmislerdir (p<0,05). Bu ¢alismalardan farkli olarak
%0 (kontrol); %0,5 ve %1 oranlarinda kekik tozu katkili yemlerle 30 giin siireyle
beslenen ¢ipura baliklarinda; lizozim ve solunum patlama aktivitelerinde herhangi bir
farkliligin olmadigi belirtilmistir (Beltran vd., 2020). Haghighi ve Rohani (2015) ise
%80 kekik etanolik oziitiinii denedikleri gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus

mykiss) solunum patlama aktivitesini arttirdigini belirtmislerdir.

Immun sistemdeki kaynagi, makrofajlar ve B hiicreleri olan IL-1p proenflamatuvar
sitokini dogal bagisiklikta 6nemli bir rol almaktadir (Male vd., 2006; Sakai, 1999;
Sakai vd., 2021). Bu calismanin 1sirgan otu denemesinde IL1-f geni i¢in, dalaktaki ve
bagirsaktaki en yiiksek ekspresyon seviyelerinin 150 ve 1100 gruplarinda oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Bulgularimiza benzer sekilde Mehrabi vd. (2020), gokkusagi
alabaliklarinda %0,5; %1 ve %1,5 oranlarinda toz halinde yem katki maddesi olarak
denedikleri 1sirgan otunun, IL-13 bagil gen ekspresyonuna etkisini aragtirmislar sonug
olarak %0,5’lik grupta kontrol grubuna gore dnemli artis tespit etmislerdir (p<0,05).
Mehrabi vd. (2020), yine bulgularimiza parelel olarak artan 1sirgan otu dozu ile birlikte
gen ekspresyonu seviyesinde azalma meydana geldigini ve kontrole benzer seviyeye

diistiiglinti belirtmislerdir. Zeytingiller familyasindan olan Akg¢akesme denemesinde
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(deneme 2) ise IL-1p geninin, hem dalakta hemde bagirsakta ekspresyon diizeylerinin
A200 ve A400 gruplarinda kontrol grubuna gore onemli fark gosterdigi tespit
edilmistir (p<0,05). Baba vd. (2018), zeytin yapragindan (Olea europea) elde ettikleri
sulu etanolik o6zitlerini %0; %0,1; %0,25; %0,5 ve %1 oranlarinda gokkusagi
alabaliklarinda yem katki maddesi olarak denemisler, sonu¢ olarak kontrol grubuna
gore IL-1p geninin dalaktaki ekspresyonunun sadece %0,1°lik grupta arttigini tespit
etmislerdir (p<0,05). Benzer sekilde Zembheri-Navruz vd. (2019) ise, sazan
baliklarinda %0; %0,1; %0,25; %0,5 ve %1 oranlarinda denedikleri zeytin yapragi sulu
etanolik oziitlerinden dalakta sadece %0,1’lik grupta, kontrol grubuna gore I1L-1
geninin katlanma degerinde 6nemli artis oldugunu belirtmislerdir (p<0,05). Montero
vd. (2010), bitkisel yaglar1 (soya fasiilyesi ve keten tohumu yaglar1) ¢ipura baliklarinin
yemlerine katarak 75 giin siireyle gergeklestirdikleri besleme ¢alismasinin sonunda,
proksimal bagirsakta (ince bagirsagin ilk ve en kisa bolimii), TNF-a ve IL-1B
genlerinin ekspresyonunu etkilemedigini belirtmislerdir (p>0,05). Hoseinifar vd.
(2018), adi sazan baliklarinda denedikleri farkli konsantrasyonlarda O (kontrol),
%0,25, %0,5 ve %1 malta erigi (Eriobotrya japonica) yaprak o6ziitiiniin baliklarin
ozellikle bagirsak dokularinda IL1-B, TNF-a ve IL-8 gen ekspresyon diizeylerini
kontrol grubuna gore arttirdigini belirtmislerdir (p<0,05).

IL-6 geninin 1sirgan otu denemesi sonucunda dalaktaki ekspresyon diizeylerinin 1400
grubuna kadar artan dozla birlikte arttig1 ve en yiiksek diizeye 1200 grubunda ulastig
(p<0,05); fakat 1400 grubunda ani olarak azaldig: goriilmiistiir (p<0,05). Bunun nedeni
olarak 1sirgan otunun 400 mgkg® doza ¢ikarildig1 zaman yemin tadini baskilayarak
baliklarin yeme olan ilgisini azaltmasiyla ilgili oldugu diistintilmiistiir. Bagirsakta, 1L-
6 gen ekspresyonunun yaklasik 7 kat artisiyla en yiiksek seviyeye ulastigi 1100
grubundan sonra dozun artmasiyla diisiis yasandigi goriilmistiir, fakat 1200 ve 1400
gruplar1 yine de kontrole goére yaklasik 3,5 kag artislarin1 korumuslardir (p<0,05).
Mehrabi vd. (2020), %0,5 ve %1 1sirgan otu ilavesinin gokkuasg: alabaliklarinda 11-6
gen ekspresyonunu kontrol grubna goére dnemli dlglide arttirdigini tespit etmislerdir
(p<0,05). Akgakesme denemesinde ise dalakta A400, bagirsakta ise A200 grubunda
diger tiim gruplara gore en yiiksek IL-6 gen ekspresyon diizeylerine ulagilmistir
(p<0,05). IL-6 geni ekspresyon seviyeleri dalakta kontrol grubuna goére A400
grubunda yaklasik 10 kat artis gosterirken, bagirsakta A200 grubunda 5,5 kat artis
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gostermistir (p<0,05). Castellana vd. (2008), ¢ipura baliklarinin, 6nemli bir patojeni
olan Vibrio anguillarum ile in vivo olarak enfekte edilmesinden sonra, bas bobrek

l6kositlerinde IL-6 'nin yiiksek oranda eksprese edildigini bildirmislerdir (p<0,05).

IL-10 gen ifadesinin, 1sirgan otu denemesinde IL-6 ile ¢ok benzer sonuglar gosterdigi
ve yine dalakta 1200, bagirsakta ise 1100 gruplarinda, diger tiim gruplara gore en
yiiksek ekspresyon seviyelerine ulasildigi sonucuna varilmistir (p<0,05). Ak¢akesme
denemesinin IL-10 sonuglara bakildiginda ise; dalakta A200 grubunda, bagirsakta
ise A400 grubunda kontrole gore yaklasik 3,5 katlik bir ekspresyon artis ile
karsilasilmistir (p<0,05). Interlokin (IL-10), proinflamatuar mediatdrlerden sonra
tiretilen kritik bir anti-inflamatuar sitokin olup, IL-6 ise enflamasyona yanit olarak
hemen sentezlenen bir sitokin olarak bilinmektedir (Wen vd., 2020). IL-1f; IL-6 ve
IL-10 genlerinin dalaktaki ekspresyon diizeylerindeki artig 1sirgan otu ile akgakesme
bitkisi denemeleri arasinda karsilastirildigit zaman Onemli farkliliklar gbze
carpmaktadir. Isirgan otu denemesinde kontrol grubuna gore en yiiksek seviyelere
dalak dokusunda; IL-1B i¢in 123 Kat, IL-6 i¢in yaklasik 167 kat, IL-10 i¢in ise yaklagik
74 kat artisla ulasildigi tespit edilmistir (p<0,05). Bu durumdan farkli olarak
akcakesme denemesinde kontrol grubuna gore bu degerler sirasiyla yaklasik 4; 10,5
ve 3,5 kat artig ile kendisini gostermektedir (p<0,05). Bu durum 1sirgan otunun,
akcakesme bitkisine gére s6z konusu sitokinlerin dalaktaki uyarimina daha fazla etki

sagladigini bize gostermistir.

IL-18 gen ekspresyon diizeylerine bakildiginda; 1sirgan otu denemesinde artan doz ile
birlikte dalakta [400 grubuna kadar katlanma degerinde artis oldugu, 1200 grubunda
gen ekspresyon diizeyinin kontrole gore 30 kat arttig1 tespit edilmistir. Bagirsakta ise
bu artisin dozdan bagimsiz bir sekilde maksimum 6 kat seklinde 150, 1100 ve 1200
gruplarinda oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bu sonuglarin tersine IL-18 gen
ekspresyonu icin akc¢akesme denemesinde artan dozlarla birlikte ekspresyon
diizeylerinde diisiis oldugu, bu diisiisiin A200 ve A400 gruplarinda kontrole gore
onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

TNF-a’nin dalak ve bagirsak dokularindaki ekspresyon diizeyleri incelendiginde,

1sirgan otu denemesinde 1200 ve 1400 gruplarinda kontrol grubuna gére 6nemli artis
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tespit edilmistir (p<0,05). Ak¢akesme denemesinde A200 ve A400 gruplarinda TNF-
a’nin dalakta kontrole gore ekspresyon seviyesinde azalma goriiliirken (p<0,05),
bagirsakta kontrol grubu ile benzerlik gostermistir (p<0,05). Mehrabi vd. (2020),
gokkusagi alabalig1 diyetinde %0,5 oraninda 1sirgan otu tozu ilavesinin, 1L-1f3; IL-6;
IL-8 ve TNF-a genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna goére onemli
artiglar sagladigini tespit etmislerdir (p<0,05). Zemheri-Navruz vd. (2019), zeytin
yapragi etanolik Oziitiiniin sazan balig1 dalak dokusunda TNF-a gen ekspresyonunu
%0,1’lik grupta kontrole gore arttirdigini, fakat %1°lik grupta ise s6z konusu
ekspresyon degerlerinin azaldigini belirtmistir (p<0,05). Baba vd. (2018), %0,1’lik
zeytin yapragi etanolik Oziitiiniin gokkusagi alabaliklarinin dalak dokusunda TNF-a

gen ifadesinin kontrole gore arttigini tespit etmislerdir (p<0,05).

Isirgan otu denenen gruplarda 60 giinlik besleme siirecinin sonunda Vibrio
(Listonella) anguillarum bakterisi ile kontrol testine tabi tutulan ¢ipura baliklarinda en
iyl hayatta kalma oraninin 1100 (%96) grubunda oldugu tespit edilmis ve ozellikle
kontrol grubuna (%33) gore yiiksek basart elde edilmistir. Mehrabi vd. (2020),
gokkusag1 alabaliklarinda, Saprolegnia parasitica bakterisi ile yaptiklar1 hayatta
kalma testi sonucunda, kontrol grubunda %356 lik yasama orani tespit ettiklerini,
%0,5’lik 1sirgan otu tozu denedikleri grupta ise %86 ile en iyi yasama oranina
ulastiklarini belirtmislerdir (p<0,05). Mehrabi vd. (2020), gokkusagi alabaliklarini
Saprolegnia parasitica bakterisi ile kontrol testine tabi tutmalarinin neticesinde
%0,5’lik 1s1rgan otu ile takviye edilmis grupta %86 ile kontrol grubuna (%56) gore en
iyi yasama oranina ulagmislar (p<0,05). Baba vd. (2018) ise, 20 giin siireyle Yersinia
ruckeri bakterisi ile kontrol testine tabi tuttuklar1 gokkusagi alabaliklarinda en yiiksek
hayatta kalma oraninin %0,1’lik zeytin yapragi oziitii ile takviye edilmis grupta

kaydetmislerdir (p<0,05)
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6. SONUC VE ONERILER

6.1  Sonuclar

Bu ¢alismada yeme ilave edilen 1sirgan otu ve akg¢akesme bitkilerinin %96 etanolik
oOziitlerinin ¢ipuralarda biiyiime performansina, hematolojik parametrelere, bagisiklik
parametrelerine, IL-1pB; IL-6; IL-10; IL-18 ve TNF-a gen ifadelerine ayrica sadece
1sirgan otu denemesi igin Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisine karsi hayatta

kalma oranina olan etkileri 2 farkli in vivo deneme ile arastirilmistir. Sonug olarak:

<> Isirgan  otunun denenen dozlarinda ¢ipura baliklarinin  biiylime
performanslarinda degisime neden olmadigi (p>0,05). Yeme ilave edilen 100 mg/kg
ile 200 mg/kg akgakesmenin ise 30 giinliikk kullanimi sonrasinda, ¢ipura yavrularinda
YDO degerini diislirerek biiylime performansina katki sagladigi bulunmustur
(p<0,05).

7

<> Hematolojik parametreler agisindan degerlendirildiginde; 1sirgan otunun
c¢ipura baliklarinin hematolojisinde degisiklik yaratmadigi (p>0,05), akcakesmenin
200mg/kg dozunun ise Het ve MCV degerlerini arttirdigr tespit edilmistir (p<0,05).

<> 100 mg/kg 1sirgan otunun lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerini kontrole
gore arttirdig1 (p<0,05); akgakesmenin ise 100 mg/kg dozunun lizozim aktivitesinde
benzer artis1 saglarken; 200 mg/kg ve 400 mg/kg dozlarimin myeloperoksidaz
aktivitesini arttirdig: tespit edilmistir (p<0,05).

<> Solunum patlamas1 aktivitesinin, sadece 1sirgan Otu denemesi igin
gerceklestirilebilmesi neticesinde; 200 mg/kg dozun diger kontrole gére 6nemli artis

sagladigi bulunmustur (p<0,05).

X Isirgan otu denemesinin gen ekspresyonu analizleri neticesinde, 50 mg/kg; 100
mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinin caligilan tiim interlokin genler icin dalakta ve

bagirsakta kontrol grubuna gére 6nemli diizeyde artislar sagladigi tespit edilmistir
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(p<0,05). TNF-a geni igin ise bu artisin s6z konusu dokularda sadece 200 mg/kg ve
400 mg/kg dozlarda oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

X Akgakesmenin 100 mg/kg, 200 mg/kg ve 400 mg/kg dozlarinda, dalakta IL-1;
IL-6; IL-10 gen ifadelerinde kontrole gore 6nemli artis sagladigi (p<0,05), bagirsakta
ise soz konusu li¢ sitokin i¢in 400 mg/kg ‘lik dozda artisin 6nemli oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Ayrica akgakesme deney gruplarinin dalaktaki ve bagirsaktaki IL-
18 ckspresyon seviyelerinin kontrolden yiiksek olmadig1 goriilmistiir (p>0,05). TNF-
a geni i¢in ise sadece bagirsakta A50 grubunda kontrole gore artisin 6nemli oldugu

tespit edilmistir (p<0,05).

<> Isirgan otu denemesinde Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisi ile yapilan
kontrol testi sonucunda; %96’lik deger ile en iyi yasama oranina, 100 mg/kg dozun

denendigi grupta ulasilmigtir (p<0,05).

6.2 Oneriler

Bu calismadan elde edilen veriler ile birlikte asagidaki oneriler 6n plana ¢ikmaktadir:

<> Yeme ilave edilen 100 mg/kg oraninda 1sirgan otunun, arastirtlan bagisiklik
parametrelerinde genel bir artis sagladig1 ve bu artisin gen ifadeleri ile de desteklendigi
tespit edilmist olup (p<0,05), Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisine kars1t %96

oraninda énemli bir koruyucu etki saglamistir (p<0,05).

<> Akgakesme etanolik 6ziitiintin ise, 100 mg/kg oraninda yeme ilavesinin lizozim
aktivitesini ve bazi sitokin gen yanitlarini arttirdigi bununla birlikte doz arttikg¢a (200
ve 400 mg/kg) sitokin yanitlarin ekspresyonlarinin daha da arttig1 tespit edilmistir. Bu
sebepten akgakesme bitkisi icin ilerde yapilabilecek yem ilavesi ¢alismalarinda daha

yiiksek doz denemeleri gerceklestirilebilir.

X/

> Ayrt ayrt denemelerde gercgeklestirilmis olan iki bitkinin etkilerine
bakildiginda, 1sirgan otunun gen ekspresyonu katlama degerlerine etkisinin

akcakesmeye gore yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Bu sebepten 1sirgan
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otunun gipura bagisiklik sistemine olan etkinligi bu ¢alisma sonucunda daha da 6n

plana ¢ikmustir.

<> Cipura yavrulariin 100 mg/kg oraninda 1sirgan otu takviyesiyle beslenmesi
neticesinde; Vibrio (Listonella) anguillarum bakterisine karsi yiiksek koruyuculuk

sagladig bulunmustur.

<> Akgakesme veya 1sirgan otu oziitlerinin ¢alisilan dozlarda, ¢ipura yavrularinin
hematolojik parametrelerinde olumsuz bir etki yaratmadigi ve bagisikliga 6nemli katki

sagladig bu amagla giivenli bir sekilde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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