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Bu ¢alismada, yiiksek ardi¢ (Juniperus excelsa) sulu methanolik 6ziitiiniin gokkusagi
alabaliklariin  (Onchorhynchus mykiss) bagisiklik sistemi iizerinde meydana
getirdigi degisimler incelenmistir. Bu amagla, bitkilerin dort farkli dozdaki (0 mg/kg
(Kontrol), 1 mg/kg, 4 mg/kg ve 8 mg/kg) sulu methanolik &ziitii ile besleme
siringast kullanilarak giinde iki defa oral yolla beslenmislerdir. Calismanin 7 ve 14.
giinlerinde, tiim deneme gruplarindan 6n bobrek ve kan 6rnekleri alinmigtir. Tiim bu
orneklerden, bagisiklik yaniti belirlemek icin, oksidatif radikal salinimlar1 (NBT),
lizozim (LYS) ve myeloperoksidaz aktiviteleri ile, sitokinlerden IL-1p, IL-8 ve IL-12
gen sunumlart belirlenmigtir. Caligma sonunda tiim gruplar Yersinia ruckeri
enfeksiyonu ile kontrol testine tabi tutulmuslardir. Calisma sonuglarina gore yiiksek
ardicin gokkusagi alabaliklarinda 8mg/kg balik basina olacak sekilde baliklara
verilmesi baliklarin bagisiklik yanitlarinda olumlu etkiler gosterecegi ve Yersinia
ruckeri enfeksiyonuna kars1 koruma saglayacagi ifade edilebilir.
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Abstract: In the present study, effects of greek juniper (Juniperus excelsa) aqueous
methanolic extract on immune response in rainbow trout (Onchorhynchus mykiss).
With this aim, four different concentration the extract were given to the experimental
fishes using feeding needle twice in a day. 71" and 14" day of the study, head kidney
tissue and blood samples were collected from each experimental group. From those
samples, in other to determine the immune responses, oxidative radical production,
lysozyme and myeloperoxidase and also gene expression of cytokines such as IL-1p,
IL-8, IL-12 were determined. At the end of the study fishes were challenged with
Yersinia ruckeri. According to study results, using of 8mg/kg /fish dosage of greek
juniper adding to the fish feed could be showed positive effects and protect fishes
from Y. ruckeri infection.
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1. GIRIS

Diinyada en hizli gelisen gida sektorlerinden biri su lriinleri yetistiriciligi olmakla
birlikte son on yilda meydana gelen bu hizli biiyiimenin nedenleri kesinlikle,
baliklarin ve kabuklu deniz hayvanlarinin gida globali olarak yiiksek oranda talep
edilmesidir. Bu on yillik siire zarfinda yillik % 7.7’nin iizerinde ortalama biiyiime
orani ile diinya genelinde yiikselen bir gida tiretimi sanayisidir ve biiyiik bir yiizdesi
Asya’dan diinyaya ulagmaktadir. FAO istatistiklerine bakildiginda 2030 yilinda su
tirtinleri yetistiriciligi toplam tretiminin 187 milyon tona ulasacagi ongoriilmektedir
(Msangi vd., 2013). Yine FAO tahminlerine gore su triinleri yetistiricilik sektorii
benzer bir biiylime ivmesi gostermesi takdirinde, iiretim miktariin 2020 yili
dahilinde 132 milyon ton balik ve kabuklu deniz hayvanlar1 ve 43 milyon ton su

yosunu olacaktir.

Su triinleri yetistiriciliginin avantajlart; genis uygulama alani, artan niifus ile ihtiyag
duyulan talebin kargilanmasi, ig giicli agisindan istihdam alani yaratmasi ve ihracat
firsatlar1 sunmast olarak siralanabilmektedir. Bununla birlikte geleneksel su tiriinleri

tiretiminden daha fazla verim saglanmaktadir.

Su irilinleri yetistiriciligi artan diinya niifusu ile birlikte yiiksek diizeyde protein,
onemli yag asitleri, vitamin ve mineral igeren balik ve diger suda yasayan iiriinleri
tedarik ederek diinya genelinde insani beslenme ihtiyaci caligmalarinda 6nemli
katkilar saglayarak ayni zamanda iilkeler i¢cin ekonomiye olumlu katkilar saglamakta,
istihdam kaynaklar1 saglayarak kullanilan kaynaklarin karliligint 6nemli derecede
arttirip llkelerin global yonden gelisime ¢ok biiyiik katkilar sunmaktadir. Su triinleri
yetistiriciligi ayn1 zamanda c¢evre dostu olup, baska bir sanayi ve faaliyetin zararh

etkilerinin azaltilmasina yardim ederek ¢evreye verimli katkilarda da bulunabilir.

Ulkemizde su iiriinleri yetisticilik uygulamalarma diinden bugiine bakildiginda,
1960’11 yillarin sonunda gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) yetistiriciligi
ve sazan baligi (Cyprinus carpio) ile baslamis olan su iriinleri yetisticilik
uygulamalari daha sonra 1980°1i yillarin ortalarinda Cipura (Sparus aurata) ve

Avrupa Deniz Levregi (Dicentrarchus labrax) kiiltire alinmasiyla ilerleyerek



gelismistir (Deniz, 2010). Giiniimiizde FAO tiilkemizi diinya akvakiiltiiriinde ti¢iincii
iilke olarak degerlendirilmektedir (Giiner, Giileg, Ikiz ve Kayaci, 2014). Ulkemizde
su driinleri yetisticiligi icinde en Onemli yeri tutan alabalik hem iiretim miktar
bakimindan hem de pazardaki tercih edilme bakimdan deniz baliklarina énemli bir
alternatif olarak gosterilmektedir (Yigit ve Aral 1999). Alabalik iiretimi baslangicta
sadece toprak havuzlarda ve tatli sularda yapilmis olup toprak ve beton havuzlardaki
yetistiricilikten baska, son yillarda toprak ve beton kanallarda, kiivet ve tanklarda,
silolarda ve kafeslerde endiistriyel alabalik yetistiriciligi hizli bir gelisme gostermistir

(Celikkale 1982, 1998: Lagon ve Johnston 1992, Kiris ve Dikel 2002).

Su triinleri yetistiricilik sektoriinde dogrudan canli ve doga ile icice ¢alisildigindan
bazi handikaplar da mevcuttur. Bu sektordeki en 6nemli sinirlayici faktorler baliktaki
bakteriler, viriisler ve parazitler dahil olmak tizere balik kiiltiiriindeki hastaliklar
sayilabilmekte; bunlar balik kiltiirii  iiretiminin  kismen veya tamamen
kaybedilmesine neden olabilmektedir. Bunlarin yaninda asir1 stok fazlaligi,
sicakliktaki yiiksek veya hizli degisim, diisiik su kalitesi ve zayif beslenme durumu
gibi baz1 faktorlerde baliklar agisindan stres veya bagisiklik tepkileri gibi fizyolojik
degisikliklere neden olur ve dolayisiyla da hastaliga cevap verebilirligi azaltip
gerekli miidahalenin zamaninda miidahale edilememesi durumunda stok kayiplarina
sebep olabilmektedir. Bu durum ekonomik kayiplara yol agabilecegi igin, farkli
veteriner ilaclari, enfeksiyon salginlarini engellemek veya tedavi etmek igin Su
tirlinleri yetistiriciliginde yerinde ve zamaninda kullanilmalidir. Antimikrobiyal ve
diger veteriner ilaglar1 zaman zaman banyolarda ve hastaliklar meydana gelmeden
once veya hasta hayvanlari tedavi etmek veya biiyiime performansini arttirmak icin

yapilan uygulamalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Reverter vd., 2014).

Bagisiklik sistemi, hem disaridan (bakteriler, viriisler, parazitler) hem de viicudun
icinden (kotii huylu ve otoraktif hiicreler) kaynaklanan yikici giiclere karsi ana
savunma sistemi olarak tanmimlanir. Baliklarda bagisiklik sistemi, bazi farkliliklara
ragmen daha yiiksek omurgali hayvanlarin sistemine fizyolojik olarak benzemesine
karsin, baliklar yasam siiresince erken embriyonik donemlerden itibaren parazit
olmayan organizmalardir ve hayatta kalabilmeleri dogal bagisiklik sistemine

dayanmaktadir. Baliklarda bagisiklik sistemi hiicresel ve hiimoral etkenlere ayrilan,



dogustan (non-spesifik) ve adaptif (spesifik) iki bagisiklik sistemine sahiptir.
Spesifik olmayan bagisiklik tepkileri lizerinde etkisi olabilen, ¢esitli dahili ve harici
etkenler bulunur. Sicakliktaki, basingtaki ve yogunluktaki degisikliklerin, baz1 gida
ek maddeleri ve immonostimiilan bunlarin etkiligini arttirabildigi halde, bu tepkiler

tizerinde baskilayici etkileri bulunabilir (Uribe vd., 2011).

Antibiyotik, as1 ve immonostimiilan kullanimimi kapsayan, balik hastaliklarini
kontrol edebilecek bazi yontemler vardir. Bununla birlikte, antibiyotiklerin kullanim1
toksisite, maliyet ve hiikiimet kisitlamasi dahil olmak {izere baz1 sorunlar meydana
getirmektedir. Antibiyotik direnci, su {irlinleri yetistiricilik ortaminda, insan
patojenlerine dogru olumsuz sekilde doniisebilir ve antibiyotik kalintis1 balik
bilinyesinde insan sagligi i¢in tehlikeli olabilecek seviyede birikebilir. Bunlara ek
olarak, yogun akva kiiltiirlinde goriilen hastaliklarin kontrolii antibiyotige direngli
patojen, biyolojik birikim, kirlik ve immiinosiiprasyon artist ile sonu¢lanmistir

(Manoppo vd., 2015).

Kemoterapotik maddelere ve asilara ek olarak immonostimiilanlarin kullanilmasi,
balik  yetistiriciler ~ tarafindan  yaygin  sekilde  kabul  edilmektedir.
Immonostimiilanlarin biitiin enfeksiyon hastaliklarina kars1 savunma yetenekleri olup
olmadig1 gibi, immonostimiilanlarin etkililigine dair kullanicilarin sordugu pek ¢ok
soru vardir (Sakai, 1999). Immonostimiilanlar, dogal ve adaptif savunma

mekanizmalarini arttirarak hastaliga direng kapasitesini gelistirebilirler (Rao vd.,
2006).

Gilintimiizde su {riinlerinde ¢esitli baharat ve tibbi bitkilerin kullanimiyla ilgili
calismalar hiz kazanmstir. Ozellikle alternatif olarak su iiriinleri yetistiriciliginde bu
bitkisel kaynaklar fenolikleri, polipeptitleri, terponoidleri, polifenolikleri, quinonlari,
lektinleri ve alkaloidleri igermesi nedeniyle antibiyotik ve diger sentetik kimyasallar
yerine kullanilabilmektedir Bu bitkisel kaynaklarin igerdikleri c¢esitli bilesikler
sayesinde antiviral, antibakteriyal, antifungal, antiparasitik olmalariyla birlikte
bagisikligr arttirici, hematolojik ve biyokimyasal kriterleri giiclendirici etki
gostermeleri, sentetik triinlere alternatif olabileceklerini kanitlamaktadir (Citarasu,
2010).



Su triinleri yetistiriciliginde, bakteriyel sentez, hayvan ve bitki bilesimi gibi gesitli
maddelerin, immonostimiilanlar gibi kullanilabilecegini bildiren pek c¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Bu zamana kadar, ¢ok fazla sayida geleneksel tibbi bitkiler, Su
trlinleri yetistiriciliginde farkli hastaliklardan kagcinmak ve bu hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla kullanilmaktadir (Ghareghanipoor vd., 2014). Dogal bitki iiretimi,
antistres, bliylime artis1, istegin tesvik edilmesi, bagisiklik tepkilerinin
etkinlestirilmesi ve uyarilmasi, enfeksiyonlarin engellenmesi gibi pek ¢ok faaliyetin

arttirilmasi i¢in onerilmektedir (Pandey vd., 2012).

Toksisiteye neden olmadan tedavi ve hastalikla miicadelede daha isabetli ve ucuz bir
kaynak olan sifali otlar ve bitkiler balik kiiltiirlerinde sagladigi pekgok avantaj ile
pratikte kullanimlar1 yaygindir (Madhuri, S., Mandloi, A.K., Govind,P. & Sahni,
Y.P., 2012).

1.1. Yiiksek Ardi¢ (Juniperus excelsa) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Ureyip ¢ogalabilmek igin ardig kusuna ihtiyact olan ardig agac, igne yaprakli bir
agag tiirli olan ardig¢ bitkisi mevsimsel olarak ayni isimle meyve verir ve insan
viicudunun ihtiya¢ duydugu bir meyve iiretmektedir. Mevsime bagl olarak iirettigi
ardic meyvesi ile pek ¢cok hastalifa tedavi olan aga¢ ayni zamanda yagiyla da care
olabilmektedir. Tiirk tarihinde oldugu kadar diinya tarihinde de kutsal agaglar
listesinde yeri olan ardi¢ agacinin, manevi anlam tasidigina inanilmakta ve bu
nedenle parklara, bahgelere ve ormanlar gibi pek ¢ok alana ardi¢ agact dikilmektedir.

Ardicin bereket, huzur ve saglik getirdigi bilinmektedir.

Pek ¢ok tiirli olan ardig bitkisinin bir tiirii olan Yiiksek Ardicin kozalaklart mavimsi

ve siyah renkte ve iilkemizin bir¢ok yerinde rahatlikla yetisebilmektedir (Sekil.1.1.)



Sekil 1.1. Yiiksek ardi¢ bitkisi (URL.1)

Yiiksek ardi¢c agacinin faydalari hem yapraklari hem de meyvesi ile olmaktadir.
Insanlarda ¢ogunlukla meyvesi kullanilan agacin en iyi geldigi alan bosaltim sistemi
olup o6zellikle idrar soktiirme ve kotii idrar kokusunu giderme konusunda meyvesi
oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda viicuda alindiginda kéotii kokuya
neden olan her etmeni ortadan kaldiran yiliksek ardig meyvesi, agiz kokusu
problemlerine de ¢oziim sunmaktadir. Bagisiklik sistemi zayif olan bireyleri
mikroplardan koruyan bitki, metabolizmanin giiglii kalmasin1 saglamaktadir.
Bunlardan baska ardi¢ agacinin; regl sancilarina, gut hastaligina, romatizmaya,

bagirsak sorunlarina, deri hastaliklarina i1yi geldigi ve damar sertligini Onledigi
bilinmektedir (URL.2).

1.2. Calismanin Amaci

Calismamizin  amaci, uyarilmis hiicre i¢i solunumsal patlama analizi,
miyeloperoksidaz ve lizozim faaliyeti dahil olmak {izere iilkemizde en ¢ok
yetistiriciligi yapilan Gokkusagi Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) spesifik
olmayan sistemin bazi immiinolojik parametreleri tizerinden 15, 30 ve 45 giinliik
kontrol grubuna kiyasla, yiiksek ardig¢ (Juniperus excelsa) bitkisinin % 1, % 2, % 3

olan farkli dozlarinin etkilerini agikliga kavusturmaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Yetistiricilikte kullanilan balik tiirlerinde, yem degerlendirme, biliylime ve yasama
oranlariin arttirllmasi igin, yeme ¢esitli katki maddeleri eklenmekte bdylece
bagisiklig1 destekleyici, hastaliklara karsi direnci arttirici ve oksidatif stresi azaltici
etkilerinden faydalanilmaktadir. Giiniimiizde bu amagcla tibbi bitki 6ziitleri alternatif
olarak kullanilmaktadir (Bilen ve Bilen, 2012). Tibbi bitkilerin, baliklarin biiyiime
performanslarina ve bagisiklik sistemlerine Onemli avantajlar sagladigina dair

literatiirde bu alanla ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Diigenci vd. (2003), dkse otu (Viscum album), 1sirgan otu (Urtica dioica) ve zencefil
(Zingiber officinale) sulu ekstraktlarinin, alabalikta bagisiklik sistemi {izerine
etkilerini arastirmislar ve ekstraktlar1 % 0,1 ve % 1 oraninda yemlere katarak 21 giin
boyunca baliklarin beslenmesinde denemiglerdir. Zencefil ile beslenen baliklarin
bagisiklik sisteminde kayda deger bir degisiklik gdzlenmis olup, fagozitozis ve
solunum etkisinin tiim gruplarda kontrol grubuna oranla daha yiiksek bulundugunu
belirtmislerdir. Ayrica plazmadaki protein seviyesinin tiim gruplarda arttigini, fakat
en yiiksek plazma protein seviyesinin % 1 zencefil ile beslenen gruplarda oldugunu

tespit etmislerdir.

Watanuki vd. (2006), sazan baliklarinda (Cyprinus carpio) yaptiklar1 bagisiklik
caligmasinda, yeme 1, 10 ve 25 mg/kg olacak sekilde Spirulina platensis katmislar ve
bagisiklik uyarict etkisini arastirmislardir. Uygulama sonras1 1, 3 ve 5. giinlerde
yaptiklart bagisiklik testleri sonucunda, S. platensis uygulanan tim gruplardaki
fagozitik aktivitenin ve bobrekteki fagozitik hiicrelerin siiperoksid {iretiminin
arttigin1 bulmuslardir. Sonug olarak, sazan baliklarinda S. platensis ‘in bagisiklik

sistemini uyarici etkileri oldugunu belirtmislerdir.

Bilen ve Bulut (2010), Akdeniz defnesinin (Laurus nobilis) gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) %0.5 ve %1 dozlarinda denemisler ve spesifik olmayan
bagisiklik sistemi parametrelerinden NBT, lizozim aktivitesi ve toplam plazma
protein seviyelerinde kontrol grubuna gore herhangi bir degisiklik olmadigini
(P>0.05) fakat fagositik aktivitenin her iki deneme grubu i¢inde kontrol grubuna goére

onemli derece arttigini tespit etmislerdir (P<0.05).



Ekici vd. (2010), kekik (Origanum vulgaris), melisa (Melissa oleum), karabas
(Lavandulae romanae oleum), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve zencefil (Zingiber
officinale) gibi bitkisel ugucu yaglarimin kimyasal bilesimlerini, Yersinia ruckeri,
Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Flavobacterium
psychrophilum ve Lactococcus garvieae gibi gesitli bakteriyel patojenler tizerinde in
vitro ortamda antibakteriyal etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak kekik ve melisa
ucucu yaglariin diger bitkisel yaglara oranla daha gii¢lii bir antimikrobiyal etki
gosterdigini ve kekik yagmin spektrumunun genis bir etkiye sahip oldugunu tespit

etmislerdir.

Bilen vd. (2011), tetranin (Cotinus coggyria) gokkusagi alabaliklarinda bagisiklig
destekleyici etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 0.5 ve 1 mg/kg dozlarinda olacak
sekilde denemisler, sonug olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 oksidatif radikal saliniminin,
fagositik ve lizozim aktivitelerinin, toplam plazma protein seviyelerinin her iki
deneme grubu icinde kontrol grubuna goére Onemli derecede arttigi sonucuna
varmiglardir (P<0.05). Spesifik olmayan bagisiklik sistemi parametrelerine en yiiksek

%0.1 olan grupta rastlamislardir.

Bilen vd. (2013) tetranin (Cotinus coggygria) metanolik 6ziitiinii ti¢ farkli dozda (0,
0,5, 1, 1,5 g kg-1) igeren yemlerle 4 hafta boyunca koi baliklarinda (Cyprinus carpio)
Vibrio anguillarum enfeksiyonuna kars1 etkilerini incelemisler, 1,5 kg-1 tetra verilen
grupta NBT degerini en yiiksek bulmuslardir. Lizozim ve miyeloperoksidaz
aktivitelerini tetra uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kayda deger oranda
yiiksek bulduklar1 ¢alismada (P<0,05). Akyuvar ve hemoglobin konsantrasyonlarini
1 kg-1 tetra igeren grupta yiiksek bulmuslardir (P<0,05).

Giiltepe vd. (2014) tilapia (Oreochromis mossambicus) baliklarinda denedikleri
bahge kekigi (Thymus vulgaris), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve ¢emen otunu
(Trigonella foenum graecum) %1 seviyesinde 45 giin boyunca baliklar1 deneme
gruplarina ayirarak denemislerdir. Deneme gruplarinda fagozitik aktivite, hematokrit,
beyaz kan hiicresi, kirmizi kan hiicresi, ndtrofil ve monosit seviyelerinde énemli artig
gozlemlemislerdir (P<0.05). Deneme baslatildiktan 45 giin sonra 100 pl
Streptococcus iniae verilen baliklarda gruplara gore sirasiyla bahge kekigi, biberiye
ve ¢emen otu i¢in kiimiilatif 6liim oranlar1 %22, %27 ve %31 iken kontrol grubunda

%61 olarak bulmuslardir.



Bilen vd. (2014a), Tetra (Cotinus coggygria) oziitiiniin koi sazanlarinda (Cyprinus
carpio) Aeromonas hydrophila bakterisine karsi immun yanita ve dirence olan
etkisini aragtirmiglar, bunun i¢in tetra iceren yem gruplarini 0.5, 1 ve 1.5 g/kg olacak
sekilde dizayn etmislerdir. Sonu¢ olarak NBT degerleri tim deneme gruplarinda
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmusken, sirastyla deneme gruplarinda 1.5, 0.5 ve
1.0 g/kg icin bu degerin arttifini tespit etmislerdir. Lizozim ve myeloperoksidaz
degerleri yine kontrol grubuna gore dnemli derecede artis gdstermisken bu deger i¢in

artis siralamasinin 1.5, 1.0 ve 0.5 seklinde oldugunu belirtmislerdir.

Bilen vd. (2014b) 1sirgan otunun (Urtica dioica) metanolik oziitiiniin japon
baliklarinda (Carassius auratus) bagisiklik sistemi tizerine etkilerini aragtirdiklar
caligmada 0,1 ve 0,5 g/kg yem olacak sekilde ozitiin iki farkli konsantrasyonunu
japon baligi yemi igerisine katarak denemisler ve baliklart bu yemlerle 30 giin
boyunca beslenmislerdir. Caligma sonunda tiim bagisiklik yanitlarin kontrol grubuna
gore her iki grupta kayda deger artis oldugunu, en yiiksek bagisiklik yanitin % 0,5
1sirgan otu igeren grupta gorildiigiini belirtmislerdir (P<0.05). Bilen ve ark., (2014)
1sirgan otu Oziitiiniin japon baliklart igin etkili bir bagisiklik uyarict oldugunu

belirtmislerdir.

Bilen vd. (2015) kavak mantarin1 (Pleurotus ostreatus) ve isirgan otunu (Urtica
dioica) gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) Aeromonas hydrophila
kars1 bagisiklig1 destekleyici 6zelligini arastirdiklar1 calismada, s6z konusu bitkilerin
oziitlerini 0.1 ve 0.5 gkg™ olacak sekilde yeme ilave ederek denemislerdir. Fagozitik
aktivitenin tiim deneme gruplarinda arttigim1 gozlemledikleri ¢aligmada, NBT
(Nitroblue tetrazolium) degerlerinin tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore
arttig1 sonucuna ulagsmiglardir (P<0.05). Lizozim aktivitesinin ise tiim deneme
gruplarinda kontrol grubuna goére arttigi belirtilen calismada en yiliksek lizozim

aktivitesi degerine 0.5 g kg™ lik grupta rastlamislardir.

Bilen vd. (2016), gebre otunun (Capparis spinosa) gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus  mykiss) spesifik olmayan immun aktivitesine ve biiyiime
performansina etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, gebre otunun metanolik
oziitlerini yeme 0.1 ve 0.5 g kg olacak sekilde ilave ederek serumdan fagozitik,
lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerine bakmislardir. Sonug olarak iki deneme

grubunun kontrol grubuna gore fagozitik aktiviteyi arttirdig1 ve aralarinda ise 6nemli
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bir farklilik bulunmadigini; lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerinin ise en yliksek

0.1 g kg grubunda gériildiigiinii belirtmislerdir.

Altunoglu vd. (2017), ¢orek otunun (Nigella sativa) bagisikligr destekleyici 6zelligini
gokkusag: alabaliklarmda (Oncorhynchus mykiss) 0.1 ve 0.5 g kg dozlarinda 30 giin
boyunca denemisler, NBT degerinin en yiiksek 0.5 g kg™ lik grupta rastlanildigini,
lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerinin ise deneme gruplarinda kontrol grubuna

gore onemli derecede arttigini belirtmislerdir.

Diler vd. (2018) pelin otunun (Artemisia vulgaris) gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) bagisiklik ve Vibrio anguillarum’a karsi direng saglayan
uygun dozlarim arastirdiklar ¢alismada, pelin otunu baliklarin yemlerine toz (%0,
%0.1, %0.5, %1, %2) ve etanol ekstrakti (250 ve 1000 mg/kg) ilave ederek
immiinolojik yaniti incelemislerdir. NBT, lizozim ve fagositik aktivitenin kontrol
grubuna gore arttigini tespit ettikleri calismada pelin otunun yemlere ilave edilmesi
ile baliklarin immun sistemi ve V. anguillarum’a kars1 direnci arttirdigini, bu

ozellikleriyle immiinostimiilant olarak kullanilabilecegini de eklemislerdir.



3. YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Balik Materyali

Deneyde, 2016 yilinda Germegtepe I¢ Su ve Deniz Baliklar1 Uretim, Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde iretimi yapilan ve ortalama agirliklar1 13,02+0,02 g olan
toplam 360 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss W., 1792) yavrusu
kullanilmistir. Arastirma Birimi’nin yavru biiyiitme kafeslerinden rastgele segilen

baliklardan 12 adet herbiri 100 L olan akvaryumalara 30’ar adet yerlestirilmistir.

3.1.2. Deneme Yeri

Deneme, Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklari
Laboratuvari’'nda 14 giin boyunca yiiriitiilmiis ve deney esnasinda yapilan
orneklemelerden elde edilen veriler Su Uriinleri Fakiiltesi Arastirma

Laboratuvari’nda tamamlanmaistir.

3.1.3. Yiiksek Ardi¢ Bitkisi (Juniperus excelsa)

Calismada, gokkusagi alabaliklarinin bagisiklik sistemi lizerindeki immunostimulant
yanitlarin belirlenmesi i¢in yiiksek ardig bitkisinin (Juniperus excelsa) sivri
yapraklar1 kullanilmistir. Bu bitkiler Kastamonu Ili ¢evresinde yer alana kirsal
bolgelerden temin edilmis ve Su Uriinleri Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’na
getirilerek gélge ortamda tiim nemini kaybetmesi i¢in kurutulmustur. Kurutulan bitki
yapraklar1 yiiksek hizli bitki degirmeninde ogiitiilerek toz haline getirilmistir ve toz

haline getirilen bitkilerin sulu methanolik 6ziitii ¢ikarilmistir (Bilen vd., 2016).
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3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Oziitiiniin Cikarilmasi

Bu ¢alismada kullanilan yiiksek ardig bitkisinin (Juniperus excelsa) sivri yapraklari
belirtildigi iizere Kastamonu Ili cevresinde yer alana kirsal bdlgelerden temin
edilmistir. Toz haline getirilmis bitkilerin sulu methanolik Oziitleri ¢ikarilma
isleminde (Bilen, vd., 2016) kisaca, % 40°lik methanol hazirlanmis ve 1 L karisim
igerisine 100 g bitki tozu eklenmis ve giines gérmeyen yerde giinde iki defa ters yiiz
edilerek ii¢ giin boyunca beklenmistir. Daha sonra bu ornekler Whatman filtre
kagidindan (47 mm)  gegirilerek iri partikiiller ayrilmistir. Stiziilmis sivi kisim
vakum evaporatore transfer edilmis ve burada tiim siv1 kisim giderilinceye kadar 75
C°’de bekletilmistir. Calisma sonunda 6ziit miktarini net olarak belirlemek igin 50 g
saf su 50 C°’de 1sit1lmis, evaporatdr balonu i¢inde yer alan 6ziite eklenmis ve ¢ikan
ornek tartilarak toplam 0Ozilit miktar1 belirlenmistir. Daha sonra bu oOziitler
kullanilacak doza gore PBS igerisinde hazirlanmis ve ¢alismada kullanilincaya kadar

—20 C°’de saklanmuis, calisma miiddetince de +4 C°’de tutulmustur.
3.2.2. immunolojik Yanitlar

Immunolojik yanitlarin belirlenmesinde baliklardan kan oOrnekleri alinmis, ayrica
sitokin gen yanitlarinin belirlenmesi i¢in 6n bobrek dokulari alinmigtir. Baliklar
ornekleme donemlerinde yiiksek dozda karanfil yag: ile bayiltilmis ve ornekeleme
gerceklestirilmistir. Kan orneklerinden drnekeleme aninda NBT testi, sonrasinda
serum ¢ikarilarak diger testler yapilmistir. Calismada toplanan 6n bobrek hiicreleri
RNA later soliisyonu igerisine alinmig ve bir gece + 4°C’de bekletildikten sonra -

80°C’’de gen ekspresyonu ¢aligmasinin yapilacagi giine kadar saklanmistir.

3.2.2.1. Oksidatif radikal éretimi (NBT)

Oksidatif radikal salimimlarini  belirlenmesinde NBT indirgemesi yontemi
kullanilmigtir (Siwicki ve Anderson, 1993). Bu baglamda, baliklardan alinan kan
orneklerinden 0,1 ml 6rnek, % 0,2 NBT igeren 0,1 ml soliisyon ile karistirilmistir. Bu

karisim oda sicakliginda 30 dakika siiresince inkiibe edilmistir. Daha sonra
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karigimdaki aktivasyonu durdurmak igin karisimdan 50 pl siispansiyon alinmis ve
cam tiibe tarnsfer edilmis ve tizerine 1,0 ml N,N-dimethil formamid eklenmistir. Bu
karisim 4000 g’de 5 dakika santrifiij edilmis ve partikiiller slispansiyondan
uzaklastirilmistir. Daha sonra bu karisim ayr1 bir tiip igerisine alinmis ve 540 nm
optik densititede N,N-dimethil formamid kor 6rnegine karst okunmustur. Sonuglar

mg/ml olarak ifade edilmistir.
3.2.2.2. Lizozim aktivitesi (LYS)

Lizozim aktivitesi Siwicki, Anderson ve Rumsey (1994)’e gore turbidimetrik yontem
kullanilarak yapilmistir. Kisaca, serumdan 100 pl 6rnek alinmig, bunun tizerine 200
ul Mycrococcus lysodeikteus (0,2 mg/ml) eklenmis ve 520 nm dalga boyunda 0 ve 4.
dakikalarda Microplate Reader kullanilarak okunmustur. Sonuglar lizozim U/ml

olarak verilmistir.
3.2.2.3. Myeloperoksidaz aktivitesi (MPO)

Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin belirlenmesinde, 30 pL serum 6rnegi ile 370
ul Ca?* veya Mg?* igermeyen HBSS karistirilmistir. Bu karisimin iizerine 100 pl 0,1
mg/ml 3,3',5,5'-tetramethilbenzidin dihidroklorid ve % 0,006 hidrojen peroksit
eklenmistir. Reaksiyon absorbans farki Olgiilmiis ve reaksiyon hizi IU olarak
belirlenmistir. Sonuglar, 0,5 ml reaksiyon karigiminin her bir (AA 450/dakika/mL)
dakikadaki indirgenmesine gore verilmistir (Quade ve Roth 1997).

3.2.2.4. Gen ekspresyonu

Calismada her 7 ve 14. gilinler sonunda baliklarin 6n bobrek dokulari alinmis ve bu
dokulardan o6nce Total RNA izolasyonu yapilmis ve sonrasinda cDNA’lar
olusturularak o6lciimleri yapilmistir. Uygun primerler kullanilarak baliklarin gen

sunumlari tespit edilmistir
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3.2.2.4.1. Total RNA izolasyonu

Calismada toplanan bobrek oOrneklerinden Total RNA oOrnekleri BIOLINE kit
(ISOLATE Il RNA Mini Kit) kullanilarak {iretici firma protokollerine gore
yapilmistir. Kisaca, yaklasik 30 mg bobrek 6rnegi RNA izolasyonu i¢in alinmustir.
Ornekler 600 ul Trizol igerisinde homojenizator kullanilarak izole edilmistir. izole
edilen orneklerden iiretici protokoliine gore santrifiij adimlari uygulanarak Total
RNA elde edilmistir. Elde edilen RNA’nin saflig1 ve kalitesi Multiscan GO (Thermo
Scientific, USA) kullanilarak tespit edilmistir. Miktar1 belirlenen 6rnekler 15 ng/ul
olacak sekilde seyreltilerek cDNA hazirlamada kullamlmistir.  Ornekler

kullanilmadiklar1 esnada -80°C’de saklanmustir.
3.2.2.4.2. cDNA sentezi

Seyreltilen RNAlar genomic DNA’nin uzaklastirilmasi i¢in 1 U DNase | (BIOLINE)
ile muamele edilmistir. izole edilen Total RNAlar’dan BIOLINE kit (SensiFAST TM
cDNA Synthesis Kit) kullanilarak c¢cDNA sentezlenmistir. Bu islemde 1 pg
seyreltimis ve genomil DNA’s1 uzaklastirilan RNA, 15 pmol/uL oligo dT primer, 4
pL 5x TransAmp Buffer, 1 pL of Reverse Transcriptase, oligo dT primer ve 20 pL
niikleaz iceremeyen su eklenerek reaksiyon karistmi olusturulmustur. Reaksiyon
karisimi thermal cycler (ThermoFischer Scientific) igerisinde 25 °C’de 10 dakika
tavlama, 42 °C’de 15 dakika ters transkripsiyon ve 85 °C’de 5 dakika inaktivasyon
asamalarindan gegirilerek cDNA sentezlenmistir. Elde edilen cDNA’nin saflig1 ve
kalitesi Multiscan GO (Thermo Scientific, USA) kullanilarak tespit edilmistir.
Miktar1 belirlenen ornekler 20 ng/ul olacak sekilde seyreltilerek gen sunumlarinin

belirlenmesinde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.4.3. Quantitave RT-PCR

cDNA sentezinden sonra, gRT-PCR analizi Rotor-Gene gPCR belirleme sistemi
(Qiagen, Germany) vasitasiyla SensiFAST SYBR No-ROX Kit PCR kit (BIOLINE,
ABD) kullanilarak belirlenmistir. Genlere 6zel spesifik primerler kullanilmistir

(Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan primerler

Amplifikasy
Gen Primer Dizisi on boyu Kaynak

(bp)
. FS'ATGGAAGGTGAAATCGCC 3’ .
B-aktin 186 Sigh ve ark. 2004
R5’ TGCCAGATCTTCTCCATG 3’

F5’ACCGAGTTCAAGGACAAGGA 3’
IL-1P 181 Awad ve ark. 2011
R5” CATTCATCAGGACCCAGCAC ¥’

IL-8 F5’CACAGACAGAGAAGGAAGGAAAGS3 162 Awad ve ark. 2011

RS’ TGCTCATCTTGGGGTTACAGA 3’

F5’ GAACCCAGACGACGATGATT3’
IL-12- 190 Komatsu ve ark., 2009
P RS GTTCAAACTCCAACCCTCCA 3° uv

gRT-PCR karisimi 12.5 pL of 2x SYBR Green Master Mix, 0.1 pg of sablon DNA,
0.4 uM spesifik genlerin ileri ve geri primerleri (IL-1p, IL-8, IL-12, ve referans
olarak B-aktin) ve 20 pL niikleaz igermeyen su ile tamamlanarak hazirlanmistir.
gRT-PCR adimlar sirastyla: 95 °C’de 5 saniye denaturasyon sonrasinda tavlama ve
uzatma sathalarini iceren 60 °C’de 10 saniye tutulmus ve bu islem 45 dongii olarak
yaptlmistir.  Bunun akabinde oOrnekler 95 °C denatiire edilmis ve 65 °C’de
tutulmustur. Floresan sinyaller 530 nm dalga boyunda 60 °C’den 95 °C’ye her 1
saniyede 0.5 °C degisimde eritme egri analizini uygulamak i¢in ol¢lilmiistiir gRT-
PCR her ornekleme asamasinda her akvaryumdan alinan 3 6rnegin her birinden 3
tekerriir olacak sekilde okumalar1 yapilmistir. ACr ve AACt degerleri asagidaki

formiil kullanilarak belirlenmistir.

ACt = Ct hedef gen - Cr referans gen

AACt = ACt Uygulama yapilmis 6rnek - ACt kontrol 6rnegi

Sonuglar 2724€T metodu kullamilarak belirlenmistir (Livak ve Schmittgen, 2001) .

3.2.5. Deneyin Kurgulanmasi

Calismada kullanilacak olan baliklar iki hafta boyunca ayni tip yemle beslenerek
adaptasyon siirecine alinmis ve calisma baglamadan O6nce olen baliklar deneme

ortamindan uzaklastirilmistir. Baliklar calismada kullanilan 12 adet 100 L’lik
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akvaryumlara 30’ar adet stoklanmistir. Yiiksek ardi¢ sulu methanolik o6ziitii O
(kontrol), 1 mg/kg, 4 mg/kg ve 8mg/kg/ balik olacak sekilde baliklara giinde iki defa
besleme siringasi kullanilarak oral yolla verilmistir. Baliklar ¢alisma siiresince
doyana kadar giinde iki defa beslenmislerdir. Calismanin 7 ve 14. giinlerinde
baliklarin 6n bobrek dokulart ile kan Ornekleri alinmigtir. Kan orneklerinde

immiinolojik analizler, doku 6rneklerinden ise gen sunumlari belirlenmistir.

3.2.6. istatistiksel Analizler

Deneyde elde edilen biitiin verilerin ortalama ve standart hata (+SE) degerleri
Microsoft Office Excel programi yardimiyla hesaplamistir. Verilerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesinde SPSS 22 paket programi kullanilmigtir. Veriler ANOVA
testine tabi tutulduktan sonra gruplar arasindaki farkliliklar % 95 giiven araligi

iceresinde Tukey testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bagisikhik Sisteminde Meydana Gelen Degisimler
4.1.1. Oksidatif Radikal Salinimlar1 (NBT)

14 giin siiren caligsma sonunda 6rnekleme giinleri olan 7ve 14. giin elde edilen NBT

aktiviteleri Grafik 4.1°de verilmistir.
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Grafik 4.1.  Yiiksek ardi¢ sulu methanolik Oziitiniin 14 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarina oral yolla besleneme siringas: kullanilarak verilmesi
sonucunda oksidatif radikal tretimlerinde meydana gelen degisimler
(mg/ml) Kiigiik iistel ifadeler gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi
aralarindaki farklilig1 ifade eder.

Bu c¢alismada elde edilen NBT aktivitesi verilerine gore ¢alismanin 7. giiniinde en
yiiksek NBT aktivitesi 1YA (0,82+0,05 mg/ml) grubunda elde edilmistir. Daha sonra
sirastyla K (0,81+0,07 mg/ml), 4YA (0,72+0,12 mg/ml) ve 8YA (0,72+0,06 mg/ml)
gruplarinda gozlenmistir. Bununla birlikte 7. giin verileri arasinda istatistiksel agidan
kayda deger bir degisim gozlenmemistir (P>0,05). Calismanin 14. giiniinde elde
edilen veriler degerlendirildiginde en yiiksek NBT degeri 1 YA (1,01+0,05 mg/ml)
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grubunda gozlenmistir. Bunu sirasiyla 8YA (0,90+0,10 mg/ml) grubu, 4YA
(0,84+0,08 mg/ml) grubu ve en son olarak da K (0,784+0,06 mg/ml) grubu takip
etmistir. Bu degerleri igerisinde 1YA grubu 8YA grubu ile benzerlik gosterinken
(P>0,05), bundan farkli olarak 4 YA ve K gruplarinda 6nemli derecede yiiksek tespit
edilmistir (P<0,05). 8YA grubu hem 1YA grubu ile hem de 4YA ve K gruplari ile
benzerlik gostermistir. Bundan farkli olarak 4YA ve K gruplarinin NBT degerleri
kayda deger oranda diisilk cikmistir. Kontrol grubuna kiyasla degerlendirme
yapildiginda 1YA grubu onemli derecede farklilik gosterirken diger gruplar kontrol

grubu ile benzerlik gostermistir.

4.1.2. Lizozim Aktivitesi (LYS)

14 giin siiren ¢aligmada 7 ve 14. giinlerde baliklardan alinan kan 6rneklerinden izole
edilen serumlardan LYS aktivitelerinde meydan gelen degisimler incelenmistir. Elde

edilen veriler Grafik 4.2°de ifade edilmistir.

Calisma sonunda elde edilen LYS aktiviteleri kontrol edildiginde, ¢alismanin 7.
giinlinde en yiiksek LYS aktivitesi 8YA (0,69+0,25 U/ml) grubunda elde edilmistir.
Daha sonra sirastyla LYS degerleri K (0,26+0,14 U/ml), 1YA (0,10+0,05 U/ml) ve
4YA (0,10+0,06 U/ml) gruplar1 gelmistir. Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda
8YA grubu diger gruplardan 6nemli derecede farkli tespit edilmisken (P>0,05) Diger
gruplar arasinda K grubu yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda onemli bir

farklilik belirlememistir.

Calisma sonucunda elde edilen verile kontrol grubuna kiyasla degerlendirildiginde
8YA grubu LYS aktivitesi kayda deger yiiksek tespit edilmisken bundan farkli olarak
1YA ve 4Y A gruplari arasinda 6nemli bir degisiklik tespit edilememistir.
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Grafik 4.2.  Yiiksek ardi¢c sulu methanolik Oziitiniin 14 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarina oral yolla besleneme siringasi1 kullanilarak verilmesi
sonucunda lizozim aktivitelerinde meydana gelen degisimler (U/ml) Kigiik
tistel ifadeler gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig
ifade eder.

4.1.3. Myeloperoksidaz Aktivitesi (MPO)

Calisma sonunda elde edilen MPO aktiviteleri Grafik 4.3’te ifade edilmistir.

Bu sonuglar 1s1ginda calismanin 7. Giiniinde yapilan MPO aktivitesi sonuglar
degerlendirildiginde en yiiksek aktivite K (202,24+2,54 U/ml) grubunda tespit
edilmistir. Bunu sirasiyla 8YA (69,18+0,93 U/ml), 4YA (68,95+0,63 U/ml) ve 1YA
(66,76+1,62 U/ml) gruplari takip etmistir. Deneme gruplarindan 1YA, 4YA ve 8YA
gruplar1 kendi iclerinde istatistiksel agidan bir farklilik olusturmazken bundan farkli
olarak K grubu tim bu gruplardan kayda deger oranda yiiksek tespit edilmistir
(P<0,05). Diger bir ifadeyle, tiim 6rnekleme gruplarinin MPO aktiviteleri kontrol
grubuna kiyasla dnemli derecede azalma gostermistir (P<0,05). Calismanin 14. giinii
elde edilen sonuglari degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda farkliliklar

gozlenmistir.
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Grafik 4.3.  Yiiksek ardi¢ sulu methanolik Oziitiiniin 14 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarina oral yolla besleneme siringast kullanilarak verilmesi
sonucunda myeloperoksidaz aktivitelerinde meydana gelen degisimler
(U/ml) Kigilik istel ifadeler gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi
aralarindaki farkliligi ifade eder.

Calismanin 14. giinii degerlendirildiginde en yiikksek MPO degeri K (228,55+1,86
U/ml) grubunda tespit edilmistir. Bunu sirasiyla 1YA (181,04+1,90 U/ml), 4YA
(168,88+2,83 U/ml) ve 8YA (121,41+1,77 U/ml) gruplar1 takip etmistir. 1YA ve
4Y A gruplarn arasinda farklilik gézlenmezken (P>0,05) bunlardan farkli olarak 8YA
grubunda 6nemli derecede azalma gozlenmistir (P<0,05). Tiim gruplar kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 1YA ve 4YA gruplar kayda deger oranda diismiistiir (P<0,05).
En diisiik MPO degeri 14. glinde 8Y A grubunda gézlenmistir.

4.1.4. Gen Ekpresyonlari

Bu caligmada bagisiklik sisteminde meydan gelen degisimlerin incelenmesinde
sitokin gen sunumlarinda meydan gelen degsimler incelenmistir. Bu baglamda IL-1p,

IL-8 ve IL-12 genlerinde meydana gelen degisimler incelenmistir.

Caligmanin sonunda IL-1f gen sunumlarinda meydana gelen degisimler Grafik 4.4’te

ifade edilmistir.
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Grafik 4.4.  Yiksek ardi¢ sulu methanolik oziitiinin 14 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarina oral yolla beslenme siringast kullanilarak verilmesi
sonucunda IL-1B gen sunumlarinda meydana gelen degisimler (Katlama
Degisimi). Kiiciik iistel ifadeler gruplarin ayni Ornekleme giini kendi
aralarindaki farklilig: ifade eder.

Caligmanin 7. giiniinde elde edilen veriler degerlendirildiginde en yiiksek IL-1 f
degeri 8YA (2,5+0,1) grubunda elde edilmistir. Diger gruplarda IL-1 B aktivitesi
sirastyla K (0,44+0,1), 4YA (0,19£0,09), 1YA (0,02+0,01) gruplarinda elde
edilmistir. Tim gruplar kiyaslandiginda en yiiksek IL-1B degeri 8Y A grubunda elde
edilirken bu deger K grubu ile kiyaslandiginda 6nemli derece farkli bulunmustur
(P<0,05). Bundan farkli olarak 1 YA ve 4 YA degeri kontrol grubuna kiyasla diisiis

gostermisken bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P>0,05).

Caligmanin 14. giinlinde elde edilen degerler incelendiginde, en yiiksek IL-1f degeri
4AYA (1,514£0,29) grubunda gozlenmistir. Bunu sirasiyla K (0,71+0,01), 8YA
(0,02+0,01) ve 1YA grubunda elde edilmistir. Bu degerler kiyaslandiginda en yiiksek
IL-1B degeri 4YA grubunda elde edilmistir. Bu degerler kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 4YA grubundaki artis onemli farklilik gosteritken 1YA ve 4YA

grubu kontrol grubuna kiyasla benzerlik gostermistir.
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Calisma sonunda elde edilen IL-8 gen sunumlarinda meydan gelen degisimler

Grafik 4.5’te ifade edilmistir.
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Grafik 4.5.  Yiiksek ardi¢ sulu methanolik oziitiiniin 14 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarina oral yolla beslenme siringast kullanilarak verilmesi
sonucunda IL-8 gen sunumlarinda meydana gelen degisimler (Katlama
Degisimi). Kiiciik {istel ifadeler gruplarin ayni Ornekleme giinii kendi
aralarindaki farklilig1 ifade eder.

Bu calisma sonunda elde edilen veriler degerlendirildiginde calismanin 7. Giiniinde
en yliksek IL-8 degeri K (0,13+0,01) grubunda daha sonra sirasi ile 8YA
(0,08+0,01), 4YA (0,06+0,01), ve 1YA grubunda gozlenmistir. Tim gruplar
degerlendirildiginde gruplar arasinda 6nemli bir artis yada azalma s6z konusu
degildir (P>0,05). Calismanin 14. Giiniine bakildiginda ise benzer olarak K grubunda
bir artistan sézetmek miimkiinken bu gruplar arsinda bir farklihik gozlenmemistir

(P>0,05).
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Grafik 4.6.  Yiiksek ardi¢ sulu methanolik oziitiinin 14 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarina oral yolla beslenme siringast kullanilarak verilmesi
sonucunda IL-12 gen sunumlarinda meydana gelen degisimler (Katlama
Degisimi). Kiiciik iistel ifadeler gruplarin aynmi Ornekleme giinii kendi
aralarindaki farklilig1 ifade eder.

Calisma sonunda elde edeline veriler degerlendirildigin, ¢alismanin 7. giinde en
yiiksek IL-12 degerinin 8YA grubunda elde edildigi, sonra sirasiyla K ve 4YA, 1YA
grubu seklinde oldugu goriilmektedir. Calismada 8YA grubunun kontrol grubuna
kiyasla onemli derece de attigt (P<0,01), bundan farkli olarak 4YA ve 1YA

gruplariin is 6nemli derecede azaldigi (P>0,05) belirlenmistir.

Caligmanin 14. giiniinde 7.giin degerlerinden farkli olarak en yiiksek IL-12 degeri
4Y A grubunda elde edilmistir. Bu sirasiyla K, 8YA ve 1 YA gruplari izlemistir. 4YA
grubunda elde edilen deger kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli derecede artis
gostermistir. Bundan farkli olarak 8YA ve 1 YA gruplar kontrol grubuna gore

azalirken bu gruplarin arasinda bir farklilik gézlenememistir.

4.1.5. Kontrol Testi (Yersinia ruckerii)

Bu c¢alisma sonunda baliklar Y. ruckeri ile ¢alismanin sonunda 14. giiniinde

intraperitonal olarak enfekte edilmistir. Baliklar kontrol testine tabi tutulduktan sonra

22



yagama oranlari 10 giin boyunca goézlenerek kaydedilmistir. Calisma sonucu elde

edilen veriler Grafik 4.6’da verilmistir.

Yasama Orani (%)
= N W A 01 O
o O O O o o

*

Kontrol 1 mg/kg 4 mg/kg 8 mg/kg
Gruplar

o

Grafik 4.7.  Yersinia ruckeri enfeksiyonu ile intraperitonal olarak enfekte edilen deneme
gruplarmin yasama oranlari (%). Ustel simgeler gruplarin kendi aralarindaki
farklilig1 ifade eder.

Calisma sonuglarina gore en yiiksek yasama oram1 8YA (76+2,63 (%)) grubunda
gozlenmistir. Bunu sirasiyla 4Y A (45+1,56 (%)), K (45+1,42 (%)), ve 1YA (40+0,74
(%)), grubunda gézlenmistir. Calisma sonuglarina gore en yiiksek yasama oran1 8YA
grubunda tespit edilmis olup kontrol grubuna kiyasla 6dnemli derecede farkli tespit

edilmistir (P<0,05). Bundan farkli olarak 4YA ve 1 YA gruplan kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 6nemli degisiklik gozlenmemistir (P>0,05).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu cgalismada farkli oranlarda yiiksek ardi¢c sulu methanolik oziitii ile 14 giin
boyunca oral yolla verilen gokkusagi alabaliklarinin bagisiklik sisteminde meydan
gelen degisimler NBT, LYS, MPO ve bunlara ek olarak sitokinlerden IL-1p, IL-8 ve
IL-12 gen sunumlar belirlenerek tespit edilmistir. Ayrica ¢aligma sonunda baliklar
Y. ruckeri ile kontrol testine tabi tutularak 10 giin boyunca baliklarin yasama oranlari
kaydedilmistir. Calisma sonunda deneme gruplarinda genel olarak NBT, LYS ve
MPO aktivitelerinde degisim gozlenmezken IL-1B gen sunumunun 8YA grubunda
onemli derecede arttig1 gozlenmistir. Bagisiklik parametrelerinde genel olarak bir
degisim gozlenmezken kontrol testi sonuglarina gore en yiiksek yagama oran1 8YA

grubunda gézlenmistir.

Oksidatif radikal salinimi (OH", O2"), viicut igeresinde 6zellikle nétrofiller tarafindan
meydana getirilen 6nemli bir savunma mekanizmasidir (Anderson, vd. 1992).
Inflamsyonun baslangicinda son derece onemli bir durum olan NBT, nitro blue
tetrozolium ile viicut hiicrelerinin, 6zellikle oksidatif harekete ge¢mis notrofillerdeki
oksidatif radikallerden kaynaklanan aktivitelerinde, boyanmasi ile belirlenir. Bu
caligmada, oksidatif radikal salinimlari incelendiginde c¢alismanin 7. giiniinde bir
degisiklik gozlemezken 14. giinde 4YA grubunda onemli bir artis tespit edilmistir.
Sahan, vd. (2017), farkli dozlarda kusburnu (Rosa canina) iceren yemlerle
besledikleri gokkusagi alabaliklarinda ¢alismamizda 4YA grubuna benzer olarak
NBT’nin arttigin1 tespit etmislerdir. Altunoglu, vd. (2017), yaptiklari g¢alismada
corekotu (Nigella sativa) ile besledikleri gokkusagi alabaliklarinin NBT’lerinde
Oonemi artiglar tespit etmislerdir. Bilen, vd. (2016), 1sirgan otu (Urtica dioica) ve
istiridye mantar1 (Pleurotus ostreatus) ile besledikleri gokkusagi alabaliklarinda
benzer sekilde NBT miktarlarinda artis gézlemlemisledir. Nilavan, vd. (2017) piperin
igeren yemlerle besledikleri Hindistan sazanlarinda (Lobeo rohita) ¢alismamizin 14.

giiniine benzer olarak NBT’lerinde artis gozlemlemislerdir.

Lizozim peptit yapida olup opsinin gorevi gormektedir (Magnadottir, 2006). Lizozim
bakterilerin hiicre duvarlari1 pargalayarak koloni olusturmalarma engel olur

(Alexander ve Ingram, 1992). Calismamizin 7. giiniinde 8AK grubu igerisinde
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lizozim aktivitelerinde artis gozlenmistir. Benzer sekilde Bilen vd. (2016), yaptilar
caligmada 1sirgan otu sulu methanolik 6ziitii ile beslenen gokkusag: alabaliklarinin
lizozim aktivitelerinde 6nemli artislar tespit etmislerdir. Benzer olarak Altunoglu vd.
(2017), yaptiklar1 calismada c¢orek otu sulu methanolik Oziitiiniin gokkusagi
alabaliklarinin lizozim aktivitelerinde artis gozlemlemislerdir. Calismamizin diger
gruplarina benzer olarak ise Hindistan sazanlarmin piperin ile beslenmesi sonucu
calismamiza benzer olarak lizozim aktivelerinde artis gozlenmemistir (Nilavan vd.
2017). Vazirzadeh vd. (2017), Ducrosia anethifolia esansiyel yaglar1 ile besledikleri
gokkusagi alabaliklarinin lizozim aktivitelerinde bir degisim gozlememislerdir.
Calismamizdan farkli olarak Bilen ve Bulut (2010), defne yapragi tozu ile
besledikleri gokkusagi alabaliklarnin  MPO  aktivitelerinde bir  degisim

saptamamiglardir.

Myeloperoksidaz makrofajlar1 (Grattendick vd. 2002) ve nétrofilleri uyaran ((Lau vd.
2005) onemli bir enzimdir. Bu hiicrelerden H2O2 salinimimi hizlandirr.
Calisgmamizda MPO aktiviteleri denem gruplarin kontrol grubuna gore azalma
gostermistir.  Calismamizdan farkli olarak Bilen vd. (2016), istiridye mantar1 ve
isirgan otu ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda MPO aktivitelerinde onemli
artiglar tespit etmislerdir. Bilen, vd. (2016), kapari sulu methanolik oziti ile
besledikleri gokkusagi alabaliklarinin MPO aktivitelerinde onemli artislar tespit

etmislerdir.

IL-1 B, savunma sisteminde saldirin1 baglamasi ve doku hasarinin olugmasinda
moderator gorev almakta ve diger sitokinlerin salgilanarak hiicrelerin aktive
edilmesinde rol oynarlar (Low vd. 2003). Bu c¢alismada, ¢alismanin 7 ve 14.
giinlerinde 8YA ve 4YA gruplan igerinde artis gostermistir. Bu durum bagisiklik
yanitin aktif bagladigina bir isarettir. Caligmamiza benzer olarak Na-Phatthalung vd.
(2018) yaptiklar1 ¢alismada Rhodomyrtus tomentosa yaprak oziitlerinin goékkusagi
alabaliklarinda gen sunumlarin1 diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Yine benzer olarak,
Altunoglu vd. (2017), ¢orek otu ile besledikleri gokkusagi alabaliklarinda, Bilen vd.
(2016) kapari ile besledikleri gokkusag: alabaliklarinda IL-1B gen sunumlarinin
onemli derecede arttigini tespit etmislerdir. Ducrosia anethifolia ile beslenen
gokkusag1 alabaliklarinda IL-1B gen sunumlarinin artti§i tespit edilmistir
(Vazirzadeh vd. 2017)
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IL-8 por-inflamator sitokin olup inflmsyonu basaldigina onemli bir isaret ver
markadir. Bununla birlikte bu ¢alismada higbir 6rnekleme doneminde artis
gostermemis, gruplar arasinda farklilik olusmamistir. Gokkusagi alabaliklar
16kositleri tizerinde Rhodomyrtus tomentosa 6ziitiiniin gen sunumlarini rediikte ettigi
belirlenmistir Na-Phatthalung vd. (2018). Bilen vd. (2016) kaparinin, Altunoglu vd.
(2017) ¢orek otunun gokkusagi alabaliklarinin IL-8 gen sunumlari 6nemli derecede

arttirdigini tespit etmislerdir.

IL-12 heterodimerik formda aktif olup peptit zincirlerine kovalent baglanan ve hiicre
bazli bagisiklik yaniti1 kontrol eden sitokinlerdendir. Bu ¢alismada, c¢alismanin 7 ve
14. giinlerinde 8YA ve 4YA gruplarina 6nemli derecede artmistir. IL-12 gen
sunumlarinin ¢alismamiza benzer olarak Altunoglu vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada

elde etkileri sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Sahan vd. (2017) kusburnu unu ile besledikleri gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri
efeksiyonuna karsi yasama oranlarinda onemli artislar gézlemlemislerdir. Bilen vd.
(2016), calisgmamiza benzer olarak A. hydrophila enfeksiyonuna karsi 1sirgan otunun
sulu methonolik Oziitiiniin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda kontrol testlerinde
yasama oranlarinda artis tespit etmiglerdir. Bundan farkli olarak Altunoglu vd.
(2017) ¢orek otunun gokkusagi alabaliklarinda A. hydrophila enfeksiyonuna karsi
koruma saglamadigini tespit etmislerdir. Yine ¢alismamizdan farkli orak Bilen vd.
(2016) istiridye mantar1 sulu methanolik Oziitii ile besledikleri gokkusagi
alabaliklarinda yasama oranlarinin A. hydophila enfeksiyonuna karsi yasama oranini
arttirmadigini tespit etmislerdir. Baba vd. (2018), yaptiklar1 caligmada Olea europea
ile besledikleri gokkusagi alabaliklarimin Y. ruckeri enfeksiyonuna karsi yasama

oranlarini arttirdigini tespit etmislerdir.

Sonu¢ olarak yiiksek ardi¢ sulu methanolik o6ziitii ile beslenen gokkusagi
alabaliklariin bagisiklik yanitlari iizerinde olumlu etkilerini oldugu ve buna ek
olarak Y. ruckerii enfeksiyonuna kars1 gokkusagi alabaliklarinda koruma sagladig: ve
14 giinliik kullanimin uygun olacag1 kanaatine varilmistir. Ozellikle baliklara yiiksek

ardicin 8 mg/balik olacak sekilde verilmesinin uygun olacagi tespit edilmistir.
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