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DoktoraTezi

ALABALIKLARDA (Onchorhynchus mykiss) Renibacterium salmoninarum’a
KARSI ASI GELISTIRILMESI

Ahmed Alhadi ALMABROK
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Su Uriinleri Yetistiriciligi Ana Bilim Dali

Danigsman: Dog.Dr. Soner BILEN

Bu calismada gokkusagi alabaliklarinda (Onchorhynchus mykiss)bakteriyel bobrek
hastaligina (BKD) neden olan Renibacterium salmoninarum’a karst DNA asis1
gelistirilmesi amaglanmistir. Baliklar ¢alismada kullanilan 9 adet 100 L’lik
akvaryuma 40’er adet stoklanmistir. DNA klonu olusturulan MSA1 ve P22 genleri
baliklara 150ng/pl/balik olacak sekilde intraperitonal olarak vurulmustur. Calismanin
7 ve 30. giinlerinde baliklardan kan ve doku Ornekleri alinarak bagisiklik
parametrelerinde meydan gelen degisimler incelenmis ve buna ek olarak 30. giin
sonunda baliklara R. salmoninarum patojeni ile kontrol testlerinetabi tutulmustur,
yasama oranlar1 siiregelen 21 giin boyunca tespit edilmistir. Deneme sonunda
immiinolojik yanitlar incelendiginde IL-1p, IL-8, IL-10, IL-12/IL-6, COX2, TGF-8,
IgM, INOS ve MHC2 gen sumun sonuglarina gére MSA1 ve P22 genlerinin
calismanin yedinci giiniinde kontrol grubuna gore attig1 tespit edilmistir (P<0,05).
ORP ve MPO aktiviteleri ise 7. ve 30. giinlerde deneme gruplarinda kontrol grubuna
gore artis gozlenmistir.LYS aktivitelerinde bir degisiklik gozlenmemistir. Gokkusagi
alabaliklarinda farkli iki DNA bazli as1 ile asilanmalar1 sonucunda yasama
oranlarinda degisiklik g0zlenmemis olmas1 ile birlikte P22 ve MSAlgen
sunumlarinin  6zellikle bagirsak ve dalakta artis gostermis olmasi uygulamanin

immunostimulant etki gosterdigini kanitlamistir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

IMPROVING A VACCINE AGAINST Renibacterium salmoninarum IN
RAINBOW TROUT (Onchorhynchus mykiss)

Ahmed Alhadi ALMABROK
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Soner BILEN

Abstract: In this study, it was aimed to develop a DNA vaccine against
Renibacterium salmoninarumwhich causes bacterial kidney disease (BKD) in
rainbow trout (Onchorhynchus mykiss). 40 Fish per tank were stocked into 9 tanks
(100 L each). MSA1 and P22 genes were cloned and injected to fish intraperitoneally
with the rate of 150ng/pl/fish.On the 71" and 30" days of the study, blood and tissue
samples were taken from the fish and the changes in the immune parameters were
examined. Additionally, at the end of the 30" day, the fish were subjected to
challenge test with R. salmoninarum pathogen and their survival rates were
determined for the following 21 days. At the end of the experiment, when the
immunological responses were examined, MSA1 and P22 gene expressions were
enhanced (P<0.05) in comparison with control group according to results of IL-1p,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-6, COX2, TGF-B, IgM, iNOS and MHC2 gene expressions.
On the other hand, ORP and MPO activities were increased on the 7 and 30" days
of the study compared to control group. No change in LYS activities was observed.
Although there was no change in the survival rates of the fish vaccinated with two
different DNA-based vaccines, P22 and MSAL gene expressions were increased
particullary in spleen and intestine, showing immunostimulating effect of the current

application.
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1. GIRIS

Su {riinleri tiretiminde en 6nemli kritik sorunlarin basinda, yogun iiretim yapilan
alanlarda hastaliklardan kaynaklanan kayiplar ve bunun neden oldugu ekonomik
deger kayiplar1 one g¢ikmaktadir. Bu durumlarda simdilik asilama islemi uygun
astlarin kullanimi ile baliklarin bagisiklik sistemlerinin diizenlenmesinde 6énemli rol
oynamaktadir. Ozellikle yogun iiretim yapilan alanlarda asilama kayiplarin
Onlemesinde anahtar rol oynayabilir. Temelde asi, hastalik yapan amillerin
antijenlerinin 6zellikle konak¢inin bagisiklik sistemini harekete geciren pargalarin
izole edilerek canlilara verilerek ilgili patojene karst dogal bir bagisikligin
olugmasini saglamak iizerine ¢aligmaktadir. Balik tiretiminde kullanilan asilar ise
genel olarak (¢ ana kategoride degerlendirilmektedir. Bunlar, canli asilar, tim 6li
asilar ve ek olarak DNA bazli asilardan olusmaktadir. Asilarin etkinligi ise genel
olarak as1 icerisinde adjuvant, immunostimulant ve asi1 tasiyicilarin kullanimi ile
artmaktadir. Bununla birlikte as1 uygulamalarinin da bu islemde etkileri biyiiktiir.
Genel olarak bakildiginda enjeksiyon uygulamalarinin oral ve banyo yontemlerinden

daha verimli oldugu sdylenebilir.

Son donemlerde bagisiklik, biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji alaninda yasanan
gelisme ve yeni bulgular, gelismeler ile birlikte balik hasataliklarina sebep olan
patojenlerin tanimlanmasi ve hizli teshislerinin gelismesi ile ve bu hastaliklara karsi
yeni tip as1 ve immunostimilantlarin gelistirilmesi balik {iretiminde yasanan

kayiplarin azaltilmasinavesile olmustur (Ballesteros vd., 2014; Dhar vd., 2014).

Su ana kadar ticari olarak elde edilebilen sadece 5 as1 formalin ile 6ldiiriilmiis bakteri
orjinli ki bu bakteriler Yersinia ruckerii, Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida,
Vibrio ordalli ve Aeromonas salmonicida ile rekombinant as1 olarak pankreatik
nekrosis virlsiine karsi gelistirilen 1 adet olmak iizere toplam 6 adet mevcuttur
(Kamalii vd., 2018). Bununla birlikte tiim bu asilar patojenik organizmalardan
tiretilmis olmakla birlikte bu organizmalarin yasadiklari alanlar ve sahip olduklari
farkli antijenitiler sonucunda bazi asilarin ayni hastalik amile karsi calismadigi

bilinmektedir. Ornegin, A. hydrophila’ya kars: ticari asilar mevcut olmakla birlikte



cok genis antijeniteye sahip olan bu organizmaya karsi her ortamda bu asinin

calismadigr bilinmektedir. Bu asilarin bir ¢ok alanda kullaniliyor olmasina ve hala

cok ciddi ¢alismalar yapilmasina ragmen, viral enfeksiyonlara karsi1 yeterli miktarda

ve g¢alisanasi son derece azdir (Salgado-Miranda vd., 2013).

Tablo 1.1. Baslica bakteriyel balik hastaliklart ve ast uygulamalart

Bakteriyel Etkilenen Bashca Balik .
Baslhica Bolgeler/Ulkeler| Piyasada Satilan Asilar
Hastalik/Patojen Turleri
\Vibriosis (Listonella
anguillarum ve V. spp.) Salmonids Kiresel Var
Cod/halibut Var
Sea bass/ bream Var
Amberjack/yellowtail Var
Coldwater vibriosis (Vibrio Kuzey
salmonicida) Salmonids Avrupa,Kanada/ABD Var
Wound disease (Moritella
iscosa) Salmonids Kuzey Avrupa Var
Furunculosis ~ (Aeromonas
salmonicida Kuzey
subsp.salmonicida) Salmonids Avrupa,Kanada/ABD Var
IAtypical Aeromonas
salmonicida Salmonids Kdresel Var
Various FW/SW species Yok
ERM/Yersiniosis (Yersinia Avrupa,
ruckeri) Salmonids, FW Sili,Kanada/ABD Var
Piscirickettsiosis
(Piscirickettsia salmonis) Salmonids Sili Var
Bakteriyel solungag
hastaligi  (Flavobacterium Various species,| Kanada//ABD,  Avrupa,
branchiophilum) e.g.,salmonids ve carp,FW| Sili, Japonya Yok
Flavobacteriosis
(Flavobacterium
psychrophilum) Salmonids, FW Sili, Kanada/ABD(Bat1) Var




Tablo 1.1. Devami

Columnaris

(Flavobacterium

columnare) Channel catfish ABD Var
Salmonids, FW Sili Var

Rainbow trout fry

syndrome (Flavobacterium Avrupa, Kanada/ABD,

psychrophilum) Salmonids, FW Sili Yok

Enteric  septicaemia  of

catfish (Edwardsiella

ictaluri) Catfish species ABD Var

Asya Yok

Edwardsiella septicaemia

(Edwardsiella tarda) Channel catfish ABD Yok
Eel, Japanese flounder Asya Yok

Bakteriyel bobrek hastaligi

(Renibacterium

salmoninarum) Salmonids Sili, Kanada/ABD Var

Avrupa, Japonya Yok

Lactococciosis

(Lactococcus garvieae) Rainbow trout Italya, Fransa, Ingiltere | Var
Amberjack/yellowtail Japonya Var

Pasteurellosis

(Photobacterium damsela

subspecies piscicida) Sea bream/sea bass Akdeniz Var
Amberjack/yellowtail Japonya Yok

Streptococciosis

(Streptococcus iniae) Tilapia Asya Var

(Streptococcus phocae) Asian sea bass Asya Yok
Salmonids Sili Yok

1.1. Baliklarda Enfeksiyoz Hastalhklar

Balik hastaliklar1 balik tretiminde kisitlayic1 bir faktor olarak rol oynamakta ve
ozellikle kuluckahanelerde agir 6liimlere neden olmakta ve bdylece karlilig1 olumsuz
yonde etkilemektedir. Hastaliklarla bas etmenin en 1iyi yolu hastaliklardan

korunmaktir. K6tii su kalitesi, kotli beslenme ve yiiksek stoklama orani gibi etkenlere



ve stres yaratan diger faktorlere karsi gerekli Onlemlerin alinmasi esastir.
Mikroorganizmalardan ileri gelen hastaliklar bulasici karakter tasir ve enfeksiyoz
hastalik adin1 alir. Ancak her enfeksiyoz hastalik bulasici karakterde degildir. Su
ortaminda yasayan bakteriyel tiirlerin bazilari, baliklarda hastaliga neden olmada
dogrudan bir sonu¢ olmadan doganin dengesi i¢in onemlidir. Bununla birlikte, 34
farkli bakteri familyasina ait yaklasik 125 farkli bakteri tiirii, diinyadaki cesitli balik
hastaliklar1 ile iliskilendirilmistir. Ayrica, 16 viriis ailesine ait yaklasik 100 balik
virlisli diinya genelinde izole edilmis olup, Tirkiye'de baslica 5 balik viriisU
tanimlanmistir. Viral ve bakteriyel balik patojenlerinin listesi genislemeye devam
etmektedir. Bilylimek icin bakterilerin besin saglayan organik bir alt yapiya ihtiyaci
vardir; bazilar1 serbest yasayan organizmalar olarak hayatta kalirlar veya balik
patojenleri olarak bulunurlar, bazilar1 ise sadece bir konakta siiresiz olarak hayatta
kalirlar (Plumb ve Hanson, 2010). Akuakiiltiirde bulasict hastaliklarin en yaygin

etkenleri bakteriler ve virislerdir.

1.1.1. Bakteriyel Hastahklar

Baliklarda birgok hastalik yapan bakteri gérilmekte ve su Uriinleri yetistiriciliginde
balik oOliimleri ile beraber ©Onemli ekonomik kayiplara yol ag¢maktadir. Bu
patojenlerden bagslica kayiplara yol aganlar; bakteriyel bobrek hastaligina (BKD) yol
acan Renibacterium salmoninarum, furunkulozise neden olan Aeromonas
salmonicida, vibriozis hastaliginin sebebi Vibrio anguillarum, yersiniozis
hastaliginin etkeni Yersinia ruckeri, diger Aeromonas tiirleri (A. hydrophyla, A.
sobria, A. caviea, A. schuberti, A. veroni), columnaris hastaligina neden olan
Flavobacterium columnaris, baliklara 6nemli kayiplara yol acan Pseudomonas tiirleri
(P. putida, P. luteola, P. aeroginosa, P. fluorescens) ve Edwarsiella tarda ile
Edwarsiella ictaluri olarak gosterilebilir. Bakteriyel balik hastaliklarina iliskin
epizootiyolojik ¢alismalarin 6nemli olmasi ve lilkemizde bu konuda bazi aragtirmalar

(Diler vd., 1998) bulunmasina ragmen yeterli diizeyde degildir.



1.1.2. Viral Hastalhiklar

Genetik birer mucize olan viriisler ¢ok kii¢iik olmalar1 ve ancak elektron mikroskobu
ile goriilebilmeleri, nanometre ile dlgiilebilmeleri ve en 6nemli olarak da sadece canli
hiicreler i¢inde iireyebilmeleri ile diger mikroorganizmalardan ayrilirlar. Basit olarak
viriislerin yapilarinda bir tek niikleik asit yani RNA veya DNA’nin bulunmasinin
yaninda, bunu kaplayan ve koruyan 6zel antijenik bir protein kilifi vardir. Viral
niikleik asit virlisiin iireyebilmesinde 6nemli olup viriisiin parazit olarak yerlestigi
hiicrenin metabolizmasini etkileyerek hiicredeki normal metabolik igslemlerin yeni
viriis partikiilleri olugturmak iizere degisik bir yone yonelmesine neden olur. Bu olay
sonucunda enfekte hiicrede yeni niikleik asitler ve bunlarin etrafim ¢eviren kapsid ad1
verilen protein muhafazalari olusur. Virion adin1 alan bu iinitenin kapsid viral genom
denilen niikleik asidin korunmasini, hiicre disina ¢iktiginda 6lmemesini ve bagka
duyarl hiicreler tarafindan absorbe edilerek bunlarin igine girebilmesini saglar.
Kapsid kapsomer denilen daha kucik Unitelerden yapilmis olup virlise Ozgi

antijenleri bulundurmaktadir.

Baslica kayba yol acgan virlslere 6rnek olarak; infeksiydz pankreatik nekrozis vir(su
(IPNV), viral hemorajik septisemiye neden olan bir rhabdoviriis ¢esidi VHSV,
Infeksiydz hematopoetik nekrozis hastaliginin sebebi IHN viriisii, Infeksiydz salmon
anemi viriisii (ISAV), sazanlarin bahar viremisi (SVC) hastaliginin etkeni olan
rhabdoviriis tiirli, Herpes virus salmonid hastaliginin sebebi olan Herpes viriisii ve

Viral eritrositik nekrozis (VEN) sebebi olan iridoviriis ¢esidi 6rnek gosterilebilir.

1.2.Bagisikhik Sistemi

Baliklarda homoiterm omurgalilarin aksine kemik iligi ve lenf yumrular
bulunmazken, bunlarin yerine immiin sistemde yer alan temel lenfoid organlar olarak
timus, bobrek, dalak, karaciger ve bagirsakla iliskili lenfoid dokular yer almaktadir.
Immiin sistemin temel fonksiyonu hastaliklara neden olan mikroorganizmalara karsi
balig1 korumaktir. Organizmanin fiziksel, kimyasal, hormonal, hiicresel ve humoral

savunma faktorleri non-spesifik defans faktOrleri olup baliklarin hastaliklara karsi



dayanikli olmasini temin ederler. Spesifik savunma mekanizmalari i¢inde ise anterior

bobrek, dalak ve timus yer alir.

1.3.Hastaliklara Kars1 Koruma Yontemleri

Baliklar1 hastaliklara karsi korumak icin su kalitesinin yiikseltilmesi, pollutantlarin
(suyu kirleten kimyasal maddeler) giderilmesi, biyolojik miicadele yapilmasi, akut
toksisiteye ve kronik toksisiteye neden olan toksik maddelerin ortamdan

uzaklastirilmasi, i¢inde yasadigi ortam olmasi agisindan baliklar igin 6nemlidir.

Kiltlirii yapilan baliklarda hastaliklardan korunma esastir. Yapilmasi gerekenler,
yeterli bakim, hastaliklara direngli tiirlerin gelistirilmesi, yeterli beslemenin
yapilmasi ve ilave maddelerin, vitaminlerin katilmasi, asilarin  kullanimi,
kemoterapotik maddelerin (antibiyotik ve dezenfektanlarin) kullanimi ve enfeksiyona

neden olan etkenlerin hareketinin nlenmesidir.

1.3.1. Bagisiklik Uyaricilar

Bagisiklik  uyaricilar  (immiinostimiilantlar), bagisiklik  sistemini  uyararak
giiclendiren, sentetik ve tabii baz1 maddelerdir. Stimulant maddeler, spesifik olmayan
savunma mekanizmalarim1 veya spesifik bagisiklik yaniti ylikselten bir kimyasal
madde, ilag veya bitki yada bitkisel {irlinler olarak nitelendirilebilir. Baliklari
hastaliklardan korumak ve Oliimleri azaltmak i¢in immiinostimulantlar kullanilir.
Fakat immiinostimulantlar balig1 biitlin hastaliklara kars1 koruyamaz. (Alinterim B.,

2011)

Asilar, mikroorganizmalar ve bunlarin {rlinlerinden elde edilmis bagisiklik
kazandirma yetenegine sahip, fakat hastalik yapmayan biyolojik maddelerdir. Asilar

ancak saglikli baliklara uygulanabilir.

1.3.1.1. Agt tipleri

1.3.1.1.1. Oli asilar (Inaktif)

Is1, sicaklik, formaldehit gibi fiziksel veya kimyasal etkenlerle; bakteri ve virlslerin

oldiiriilmesi sonucu elde edilir. Bununda bazi sakincalari olmasina karsin 1yi bir
6



immun cevap (bagisiklik) sekillenir. Formaldehit ile bakterileri o6ldiirmek

mUmkuindr.

1.3.1.1.2. Atenue asilar (Canly)

Mikroorganizmalar, uzun silire dogal konakgilarinin haricinde veya mutant iireme
organlar1 haricinde seri pasajlar halinde iretildiklerinde viriilanslar1 diiser, buna
karsin immunojeniteleri artar. Bu yolla elde edilen asilara canli (attenue) asilar denir.
Bu tiir asilar ¢ok iyi bagisiklik saglar, ancak as1 susunun orjinal konakgisi olan
baliktan balia pasaji ile viriilans artmasi riski mevcuttur. Bu nedenle bu tiir asilarin

kullanilmasina ¢ok dikkat gerektirir. Kullanilmasi risklidir.

1.3.1.1.3. DNA asilar:

1990 Yillarin basinda ilk olarak plasmid DNA’nin kas i¢i uygulamasi sonucunda
dogrudan fare miyositleri tarafindan alindig1 ve yabanci antijene karsi ana hiicreler

tarafindan tepkiler olusturudugu tespit edilmistir (Wolff vd., 1990).

Bundan ¢ok kisa bir siire sonra DNA asilarinin humoral (Tang vd., 1992) ve hiicresel
(Ulmer vd., 1993; Sedegah vd., 1994) bagisiklik yanitlarin kodlanan as1 antijenine
kars1 arttig1 tespit edildi. Daha sonrasina hayvan modeller iizerinde DNA asilarinin
bir¢ok hastaliga akrsi ozellikle viral, bakteriyal, parazit ve otoimmune hastaliklara
kars1 etkinligi tespit edildi. Ayrica bir gok DNA asisinin Faz I klinik denemeleri
tamamlanmistir (Wang vd., 2001; Wang vd., 1998; MacGregor vd., 1998; Calarota
vd.,1998; Tacket vd., 1999).

Plasmid DNA agilar1 kullanimda olan asilar igerisinde bir¢ok avantaja sahip olup

bunlar;

a- DNA asilar1 konvesiyonel alt iinite asilarinin aksine, CD®'T hiicreleri tarafindan
yiriitillen bagisiklik yanitlarin MHC-I antijen sunumu yolu uUzerinde etkili bir
tanimlama islemi gergeklestirilmesini saglamaktadir (Donnelly vd., 2000). Bu yolda,
plasmid DNA asis1 giivenlik ile ilgli endiseeri ortadan kaldirarak canli viral vektor

asilarin ¢alisma prensibleri gibi ¢alismaktadir.



b- Plasmid DNA asilar1 standart molekiiler yontemler kullanilarak kolayca manipiile
edilebilir ve gesitli sekillerde kullanilabilir. Plazmid DNA asilari, standart molekiiler
biyoloji teknikleri kullanilarak kolayca degisiklige ugratilabilir ve oOlgeklenebilir

tiretim yontemleri kolaylikla temin edilebilir.

c- DNA asilarmin goreceli basitligi ve dogal istikrar1 nedeniyle, 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde as1 dagitiminin maliyet olarak diisiik ve uygulamasinin nispeten kolay

oldugunu kanitlamas1 muhtemeldir;

d- DNA asilar1 dogal olarak giivenlidir. Cogu DNA asis1 plazmiti dairesel bir formda
bulundugundan, konak¢1 genomuna entegre olmazlar ve kopyalanamazlar (Wolff vd.,
1990). Ek olarak, lupus egilimli farelerde bile ek mutajenez veya otoimmiin tepkilere

dair kanit bulunamamistir (Mor vd., 1997).

1.3.1.1.3.1. DNA asilarinin temel mekanizmasi

DNA asilar gesitli yollardan (yani intradermal, mukozal ve intramiiskiiler) ve gesitli
tekniklerle (yani igne ve siringa, biojector veya “gene gun” yoluyla) verilebilir.
Bugune kadar en yaygin kullanilan yol intramiiskiiler asilama olmustur. Plazmid
DNA'nin kas icine verilmesini takiben asi DNA'si, Oncelikle miyositler ve bir
dereceye kadar kemik iligi kaynakli antijen sunan hiicreler (APC'ler) tarafindan
alinir. APC'ler tarafindan alindiktan sonra, DNA ile kodlanmis as1 antijeni eksprese
edilir ve daha sonra MHC Sinif I molekiilleri ile birlikte bagisiklik sistemine sunulur.
Ek olarak, yabanci antijenin MHC Sif I tanitimi, somatik hiicrelerin daha sonra
olgunlasmamis dendritik hiicreler tarafindan alinan yabanci antijeni eksprese ettigi ve
biraktig1 ¢apraz ¢alisma yoluyla da saglanabilir (Fields vd., 1998). Yabanci antijen
ekspresyonu ve MHC Smif I molekiilleri ile sunumu, saf CD®" T hiicrelerinin
aktiflestirilmis efektor hiicreler haline gelmesini saglamak i¢in gereklidir. Ek olarak
miyositler, MHC Smif II molekiilleri ile birlikte bagisiklik sistemine sunulmasi igin
profesyonel APC'ler ile fagositoz i¢in yabanci antijen salgilayabilirler. Eksojen asi
antijen ekspresyonu boylece antikorun ve CD*'T yardimet hiicre immiin yanitlarinin

uyarilmasina neden olur (Egan vd., 2002).

Su drilinleri yetistiriciligindeki asilarin ¢ogu, bir adjuvan ile formiile edilmis ve
enjeksiyon yoluyla verilen etkisizlestirilmis iirlinlerdir ve temel olarak koruyucu
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antikorlarin iretimine baslanarak koruma saglarlar. Bu teknoloji bir¢ok bakteriyel
hastalik i¢in iyi ¢alisir (Sommerset vd., 2005), ¢ogu durumda nétralize edici
antikorlar, bakteriyel bir enfeksiyonu o6nlemek veya durdurmak icin yeterlidir.
Bununla birlikte, viral hastaliklarda yeterli koruma saglamak i¢in immiin tepkinin
hiicresel kollarint uyarmak ¢ogu zaman gereklidir (Biering vd., 2005). Guniimuzde
su Uriinleri yetistiriciliginde kullanilan viral asilarin ¢ogunun sinirli etkinlige sahip
oldugu gercegi (Gomez-Casado vd., 2011) etkisizlestirilmis protein antijenleriyle
olan yaklagimin bir¢ok viral hastalik i¢in suboptimal oldugunu acikca
gostermektedir. DNA agilamasi, antijenlerin kendileri yerine koruyucu antijenleri
kodlayan bir genin veya genlerin kullanimina dayanan genetik immuinizasyondur.
DNA asilari, bir patojenden tiiretilmis bir veya daha fazla gen igeren genetik
yapilardir ve koruyucu bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarmak amaciyla asidaki bu
genlerden gegici protein iiretimini kolaylastirmak igin tasarlanmiglardir. DNA agilar
genellikle bakteriyel konakcilarda cogalabilen dairesel bir DNA molekiilii olan
saflastirilmis bir bakteri plazmidi formundadir. Yapilar, hem bakteriyel konakc¢ida
plazmidin ¢ogaltilmasini, hem de {iiretim amaglar1 icin asilanan hayvanlarda asi
genlerinin ekspresyonunu saglamak icin diizenleyici elemanlar igerecektir. Bazi
durumlarda NAV (niikleik asit asis1) terminolojisi veya genetik as1 kullanilir ve bu
terimler ayrica DNA'dan (RNA dahil) bagka niikleik asitlere dayanan asilar1 da igerir.
DNA agilar1 genellikle adjuvan olmadan intramiiskiiler enjeksiyonla verilir.
Plazmidler hiicreleri, 6zellikle miyositleri ve ayni1 zamanda dendritik hiicreler gibi
profesyonel antijen sunan hicreleri de transfekte edecektir (Liu, 2011). Transfekte
edilmis hiicreler plazmidlerden protein iiretir ve bunu MHC smif I molekiilleri
izerinde sunar, bu sekilde viral bir enfeksiyonu taklit eder. Bu, adaptif bagisiklik
sisteminin ii¢ kolunun da uyarilmasina yol acar; yani antikorlar, yardimci T hiicreleri
ve sitotoksik T lenfositleri (CTL' ler). Baliklarda DNA asilarina karsi bagisiklik
tepkisi yakin zamanda gozden gegirilmistir (Kurath, 2008; Tonheim vd., 2008) ve (g
faza ayrilmigtir. Bunlardan ilki, spesifik olmayan ancak en azindan rabdoviriis viral
hemorajik septisemi virusi (VHSV) igin erken antiviral cevaptir (EAVR). Ayrica
asida bulunmayan bir virlise karsi heterolog koruma saglayabilir (Sommerset vd.,
2003). Takip eden spesifik antiviral cevap (SAVR), genellikle spesifik antikorlarin
ortaya ¢ikmasi ve korunmanin ve antikor titrelerinin azaltildigi, ancak yine de énemli

oldugu, uzun vadeli antiviral cevap (LAVR) tarafindan takip edilen artmis koruma
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ile karakterize edilir. DNA asilarimin spesifik bir avantaji, bagisiklik sisteminin
hiicresel kolunun aktivasyonundan dolayi, hiicre i¢i olarak barindirilan viriisiin
oldiirtilmesinde etkili olmalaridir; bu, dnceden mevcut olan hastalif1 tedavi etmek

icin geleneksel inaktive asilara karsi spesifik bir avantajdir.

Buna gore, DNA asilari, etkisiz hale getirilmis asilardan ¢ok daha fazla bir viral
enfeksiyonu taklit edebilir ve bazi durumlarda bu, daha iyi bir koruyucu immiin

tepkisi ile sonuglanir.

Tablo 1.2. DNA asilariyla ilgili avantajlar ve potansiyel riskler. (Moreno ve Timon, 2004).

Avantajlar

Potansiyel riskler

- Uretilmesi ve iletilmesi kolaydir, “soguk

zincir” ihtiyacini ortadan kaldirir.

- Plazmidlerin aylarca veya yillarca in vivo
olarak kalma kapasitesi, tolerans ve hatta

otomatik reaktiviteye yol acabilir.

- Bagisiklik sistemini siirekli olarak uyaran

stabil ve uzun sireli antijen ifadesi.

- Rekombinant DNA'nin konakc¢inin
genomuna stabil entegrasyonu, onkogenler
veya tiimor baskilayict genler gibi bazi
genlerin aktiflestirilmesine veya devre dist

birakilmasina neden olabilir.

- Antijen isleme ve hem MHC simif | hem
de smif II molekiillerine yiikleme, daha

yakindan viral bir enfeksiyona benzer.

- Kodlanmig bakteriyel genler, antibiyotige
direngli genler ve sadece c¢ogaltma veya
iretim i¢in gerekli diger diziler (bu genler
transfekte hiicrelerde diisiik oranlarda bile
ifade edilir).

- Nitel olarak farkli bagisiklik tepkileri

ortaya cikar.

- Plazmidin omurgasinda bulunan CpG
sekanslar1 spesifik olmayan bir immiin

tepkiye neden olabilir.

- Protein antijenisitesini cDNA seviyesinde

manipiile etme imkani.

- Plazmid-DNA-kodlanmis sitokinler veya

birlikte-uyarict  molekiiller ile birlikte

verildiginde, kodlanmis antijene cevabin

arttirtlmasi veya modiilasyonu imkan.
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1.3.1.1.4. Alt Unite asuar

Alt birim agilari, rekombinant vektorlerde patojenlerin spesifik imminojenik
proteinlerinin ekspresyonuna dayanir. Rekombinant proteinler daha sonra in vitro
olarak bliyiikk miktarlarda eksprese edilir ve sonra saflastirilir. Vektorlerin ve hiicre
sistemlerinin se¢imi sunlardan etkilenir: (i) biiylik miktarlarda heterolog proteinlerin
in vitro tretimini kolaylastirabilme; (ii) manipiilasyon kolayligi; ve (iii) antijenik
proteinin konformasyonel yapisin1 ifade etme yetenegi. Sonu¢ olarak, balik
hastaliklar1 i¢in alt iinite agilarinin liretimi i¢in farkli prokaryotik ve dkaryotik hicre
sistemleri kullanilmistir. Genellikle bu asilarin, arastirma gelistirmenin ilk

asamalarindan sonra daha az pahali olmasi beklenir.

1.3.1.1.5. Sentetik peptid asilar

Sentetik peptitler uygun antijenik bolge olarak veya bir alt iinite as1 olarak gorev
yapmak i¢in kullanilabilir. (Coeurdacier vd., 2003; Tam, 1988). Sentetik peptitlerin
IHNV, nodaviris, VHS, rabdoviris ve IPNV, birnavirls icin antikor dretimini
uyarabildigini bulmak i¢in bazi bilim adamlar tarafindan arastirmalar yapilmistir
(Coeurdacier vd., 2003). Peptit asilari, konak¢iya uygulandiginda koruyucu
bagisiklik tepkisi uyandirabilen sentetik peptidlerden olusur. Peptit asilar1 tiretmek
icin, antijenik protein tzerindeki epitoplar olarak da bilinen immdiinojenik bolgeleri
tamimlamak gerekir. Epitop terimi, spesifik olarak antikorlara veya immin T
hucrelerinde bulunan reseptorlere spesifik olarak baglanan antijenlerde 6-8 aminoasit
uzatimi anlamina gelir. Spesifik B hiicreleri tarafindan iiretilen antikora baglanan bu
epitoplar, B-hiicresi epitoplari olarak adlandirilirken, aktive olmus yiizeydeki
reseptorler tarafindan tanmurlar. T hiicreleri, T hiicresi epitoplart olarak adlandirilir.
Monoklonal antikorlar, B hiicresi epitoplarim1 tanimlamak i¢in vazgecilmezdir.
Ornegin IHNV glikoproteini tizerindeki 270-336 aminoasit, IPNC'nin VP2 proteini
tizerindeki epitop tamimlanmustir. Ayrica, E. coli kullanilarak IPNV'nin Sp susunun
IPNV VP2 proteininin silme kisimlar1 eksprese edilmis, VP2 iizerindeki 86-210
aminoasitlerin gerilmesindeki epitop, baska bir konserve edilmis ndtralizasyon
epitopu olarak tanimlanmistir. N1-F2, aminoasitler 204-330 bdlgesinde bulunur.
Bununla birlikte, bu peptid asisini1 kullanan in vivo etkinlik ¢aligmasi bugiine kadar
bildirilmemistir.
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1.3.1.1.6. Parcacik asilar

Bakteriler ve parazitik hiicre lizatlari, soniklesmis hiicreler ve lipopolisakaritler
(LPS) gibi diger alt hiicreli maddeler, preparasyonlarda kullanilan antijenlerin bir
kismini olusturur. Bununla birlikte, bu asilar su tiriinleri yetistiriciliginde kullanim

Icin henuz mevcut degildir.

1.3.1.1.7. Rekombinant protein asist

As1 antijenleri olarak rekombinant proteinlerin, Escherichia coli'de eksprese edilen
cesitli insan ve hayvan patojenlerine (Diane Williamson vd., 1995) kars1 faydal
koruma sagladigi gosterilmistir (Gilmore vd., 1988; Lorenzen vd., 1993), ve ayrica
maya (Allnutt vd., 2007) ve bdcek hiicrelerinin (Cain vd., 1999), hedeflenen bir
patojene karsi koruyucu bagisiklik sagladiklar1 da gosterilmistir. Ideal olarak, bir
rekombinant protein asilarinin tiretimi, immiinojenik alt Unitenin veya proteinin
ilgilenilen patojenden tanimlanmasi ve immiinojenikliginin in vivo ve in vitro olarak
dogrulanmasi ile baslar. Ornegin, IHNV ve VHSV'den saflastirilmis glikoproteinler,
baliklarda alt iinite asilar1 olarak kullanilmistir ve bagisiklik koruyucu olduklar
gosterilmistir. Genellikle rekombinant proteinleri ifade etmek i¢in kullanilan vektor
sistemleri virlis veya bakteri plazmitleridir. Prokaryotik sistem olarak en yaygin
kullanilan balikta viral, bakteriyel ve parazitik antijenleri Uretmek ic¢in hem

prokaryotik hem de 6karyotik ekspresyon sistemleri kullanilmistir.

1.3.1.1.8. Okaryotik hiicrelerde iirvetilen balik viral agilart

Prokaryotik hiicrelerin yani sira, bocek viriisleri olarak birkag¢ dkaryotik hiicre, balik
viral proteinleri Gretmek icin vektor olarak bakuloviris ile rekombinant protein
ekspresyonu konakgist olarak kullanilmistir.  IPNV  poliproteini ve I[HNV
glikoproteininin bakuloviris icinde eksprese edildigi ve antijenik oldugu bulunmus
ancak daha sonra balik immiin korumasinda etkinligi heniiz test edilmemistir. VHSV
ayrica bocek hiicrelerinde ¢ogalabilmekte olup, VHSV tarafindan 6ldiiriilmiis asidan
daha immiin korumali olan biyolojik olarak aktif G proteini iiretebilir. Bununla
birlikte, buradaki problem, bu rekombinant glikoproteinin tretimine ek olarak, bocek

hiicrelerinin ayrica bakuloviriis partikiilleri tiretmesidir. Bu, eksprese edilen proteinin
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saflastirilmasini zorlastirir, ¢linkii eksprese edilmis proteini asi olarak kullanmadan
once bu bakuloviriis partikiillerinin inaktive edilmesi gerekir. Ote yandan, tam
uzunlukta bir protein olarak bakteri ve bocek hiicresi tarafindan {iretilen proteinler

Uzerinde daha iyi sonug verir.

1.3.1.1.9. Balik bakteriyel hastaliklar: icin rekombinant protein agist

Proteazlar ve demirle diizenlenmis dis zar proteinleri gibi balik bakteri disi hiicre
tirlinlerinden bazilari, son birkag¢ yilda rekombinant as1 gelisimi i¢in hedef antijenler
olmustur. A. salmonicidanin 70 kD serin proteazinin fiizyon proteini klonlanmus,
eksprese edilmis ve bir prototip ast olarak kullanilmistir. Diinyadaki birgok
arastirmaci, rekombinant dis membran proteinlerinin as1 adaylart olarak potansiyel
kullanimini aragtirmistir. A.salmonicidanin Hemolysin geni klonlanmustir, ancak bu
proteini kullanan in vivo immiinizasyon ¢aligmalar1 i¢in hi¢bir rapor mevcut degildir.
Bu rekombinant proteinler as1 olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Son
zamanlarda, baz1 aragtirmacilar 43 kD dis membran proteini olan A.hydrophila' nin
dogal major adezyonunun asi olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu

bildirmislerdir.

1.3.1.1.10. Genetigi degistirilmis canl asilar

Genetik mihendisligi kullanilarak canli zayiflatilmis as1 iiretimi tipik olarak
patojende bir zayiflamaya neden olan metabolik yolun veya viriilans geninin
silinmesi, bozulmas1 veya eklenmesi ile yapilir. (Meeusen vd., 2007). Tanimlanmis
genetik degisikliklere sahip patojenler veya immiinojenik proteini kodlayan geni
tastyan mikrobiyal vektorler canli asilar olarak kullanilabilir. Canli agilar, alici
konagin icinde dogal enfeksiyona benzer sekilde cogalir ve bu da giiclii bir bagisiklik
saglar. Bu tiir bir aginin, kopyalanmayan a1 {irlinlerinden daha fazla immiinojenik
oldugu raporedilmistir. Son on yilda, balik patojenlerine karst bu tiir canli agilarin

tiretilmesi i¢in bazi arastirmalar yapilmistir.

A. salmonicida ve A. hydophila gibi bazi1 balik bakteri patojenlerine karsi canli asilar
kullanilmistir. Homolog rekombinasyon, kimyasal mutagenez ve transpozon

mutagenez gibi ¢esitli teknikler, aviriilan olan ve canli asilar olarak kullanilabilecek
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mutant bakteri tretmek icin kullanilir. Avirulent susu, VHSV ve IHNV
glikoproteinlerinin epitoplarini tagimak i¢in bir tastyici vektorii olarak bir A440 A.
salmonicida susu gokkusagi alabaliklarinda canli as1 olarak kullanilmis ve bagisik
hale getirilmis baliklar, IHNV ve VHSV'ye kars1 oldiiriicii tehditlere kars1 koruyucu
bagisiklik gostermistir.

1.3.1.2. Asilama Yontemleri
1.3.1.2.1 Oral Asilama

Bu yontemde asilar balik gidalarina karistirilarak agizdan verilir. Fakat as1 sindirim
kanalindan gegerken degisiklige ugradigindan ya da yem maddeleri ile iliskiye
girebileceginden asinin bagisiklik giicii azalir. Asilama igin stressiz bir yoldur. Her
boydaki balik yogun sekilde asilanabilir. Ancak bir baska dezavantaji ise farkli yem

titkketimi nedeniyle popiilasyondaki baliklarin ayn1 oranda asilanamamasidir.

1.3.1.2.2. Immersiyon

Banyo yolu ile yapilan asilama iki sekilde olmaktadir. Normal suya katilarak yapilan
astlama ve hiperozmotik daldirma. Hiperozmotik daldirmada balik yogun tuzluluga
maruz birakildiktan sonra asili suda baliga banyo yaptirilir. Yogun tuzlu suda balik
su kaybeder, sonra asili suda banyo yapilirsa viicuda su-as1 girmesi saglanmis olunur.
Iki yontem arasinda etki bakimindan farklilik olmadigindan hiperozmotik daldirma

yontemi pek kullanilmaz.

1.3.1.2.3. Enjeksiyon

Enjeksiyon ile asilamada as1 baliklara karin bdlgesinden intraperitonal yolla yapilir.
Baliklar ag1 yapilmadan once uygun bir anestezik madde ile anestezi edilmelidir.
Enjeksiyon yontemi ile yapilan asilamalar otomatik enjektor ve tecriibeli bir ekip
tarafindan kisa siirede yapilmalidir. En uzun ve en yiiksek bagisiklik saglar. Bircok
hastaliga kars1 kullanilabilir ve birka¢ hastalik i¢in kombine edilebilir. Ayrica ¢evre

kirliligi yaratmaz
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1.4. Renibacterium salmoninarum

1.4.1. Duyarhhk

Bir salmonid konakg¢inin bakteriyel bobrek hastaligina (BBH) karsi duyarliligini
etkileyen farkli unsurlar vardir. R. salmoninarum ile enfekte olup BBH gelistiren
tirler sadece Atlantik somonu (Salmo salar), cesitli Pasifik somonu tiirleri
(Oncorhynchus spp.), alabalik (Salmo spp., Salvelinus spp.) ve golge baligi
(Thymallus) gibi salmonid tiirleri oldugu i¢in bu hastalik yalnizca salmonidlere 6zgii
bir hastalik olarak bilinmektedir. Salmonid olmayan baliklarda R. salmoninarum
deneyleri ile ilgili literatlirde yeterli bilgi olmamasina ragmen yapilan bir ¢alismada
R. salmoninarum’ a maruz birakilan Lampetra tridentata tiiriinde hastalik ortaya
cikmamustir (Bell ve Traxler, 1986). Anoplopoma fimbria tiriinde, BBH her ne kadar
dogal olarak meydana gelmese de intraperitoneal enjeksiyon ile deneysel olarak
gerceklestigi bildirilmistir (Bell vd., 1990).

Salmonid tiirleri arasinda BBH'ma duyarlilik 6nemli &lgiide farklilik gosterirken,
Pasifik somon tiirleri en duyarl, gokkusag: alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ise en
direncli tirdir (Evelyn vd., 1988; Bruno, 1988; Sakai vd., 1991). Bir tir icindeki
genetik degiskenlik de duyarlilik konusunda intraspesifik farkliliklar ortaya
cikarabilir. Ornegin Winter vd. (1980), koho somonu ve gokkusag:i alabalig
tiirlerinde genotipe bagli olarak BBH'na diren¢ hususunda farkliliklar oldugunu
bildirmistir. Kral somonu (Oncorhynchus tshawytscha) ve Atlantik somonu (Salmo
salar) tiirlerinde BBH duyarliliginin kaliim derecesi incelendiginde BBH kalitim
derecesi bilesenlerinin bu salmonid tiirlerindeki herhangi bir baska bakteriyel
hastaliktan daha fazla oldugu tespit edilmistir (Beacham ve Evelyn, 1992). BBH
direnci i¢in stoklarin genetik manipiilasyonu umut verici bir konu olmakla birlikte
literatiirde yaygin olarak bulunmamaktadir. Kromozom sayisi manipilasyonu ile
BBH direncinin arttirildigina dair literatiirde bir kanit yoktur. Brune ve Johnstone
(1990) BBH direnci konusunda triploid ve diploid Atlantik somonlarinda bir fark

bulamamustir.
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Baligin yasi, BBH duyarliligi iizerinde bir etkiye sahip gibi g0ziukse de her
asamadaki jiivenil ve yetigskin salmonid bireyleri bu hastaliga kars1 korunmasizdir.
Stres duyarliligi ve konakg¢i immiinolojik kabiliyetinin yeterliligi yasa baghdir ve
BBH gelisimi iizerine dogrudan etki eder. Ornegin smoltifikasyon, BBH duyarliligini
artiran fizyolojik bir stres uygular (Paterson vd., 1981b).

Bakteriyel bobrek hastaligi, biiyiik dlgiide yetistirilen (kuluckahane) baliklarin bir
problemi olarak kabul edilir ancak vahsi popiilasyonlar da olduk¢a duyarh
gorunmektedir (Bruno, 1988a). Renibacterium salmoninarum, diinya genelinde her
yerde yabani salmonid popiilasyonlarinda tespit edilmis ve BBH salginlar1 da ayni

sekilde vahsi baliklardan rapor edilmistir (Mitchum ve vd., 1979).

Cesitli digsal, yani ¢evresel faktorler de bir salmonidin BBH'na duyarliligini 6nemli
ol¢iide etkiler. Sicaklik, hem patojenin viriilansin1 hem de konagm immiinolojik
tepkisini etkiledigi icin BBH gelisimini etkileyen c¢evresel bir parametredir. Benzer
sekilde, BBH gelisimi ve salginlarin ortaya ¢ikisi, muhtemelen su sicakligindaki
dalgalanmalara bagli olarak mevsimsel olarak degisir (Fryer ve Sanders, 1981).
Tuzluluk dahil diger su kalitesi parametrelerinin de BBH gelisimini etkiledigi
bildirilmistir. Anadrom salmonid tiirlerinin, tatli sudan tuzlu suya goc¢ etmesi
sirasinda Onemli derecede BBH kaynakli mortalite diizeylerinin goriildigi
belirtilmistir (Banner vd., 1983; Paterson vd., 1981). Besinsel parametreler de
salmonidler arasinda BBH duyarliligini etkileyen baska bir dissal degiskendir. Cesitli
iz mineraller ve vitaminleri iceren diyet takviyesinin, salmonidlerde BBH
prevalansini 6nemli Ol¢iide azalttigr bildirilmektedir. Artan iyot ve flor seviyeleri,
gokkusagr alabaligt ve Atlantik somon baliklarinda azalmis BBH ile
iliskilendirilmistir (Lall vd., 1985; Bowser vd., 1988). Buna karsilik, kral somonunda
E vitamini veya selenyum takviyesi ile R. salmoninarum prevalansi arasinda bir iligki

bulunamamaistir (Thorarinsson vd., 1994).

1.4.2. Bulasma

Renibacterium salmoninarum dogrudan baliktan baliga hem yatay hem de dikey

olarak bulasir. Yatay bulasma, enfekte olmus veya hem enfekte olmus hem de
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tasiyict birey ile enfekte olmamis bireylerin dogrudan temasi sonucu ya da enfekte
olmus dokunun tiiketilmesi sonucu gerceklesir (Mitchum ve Sherman, 1981; Wood
ve Wallis, 1955). Fekal-oral gecis ayrica, enfekte olmus konakg1 balik diskisinda R.
salmoninarum bulunmasi ve 21 giine kadar sudaki organik atiklar tizerinde
yasayabilmesi nedeniyle de meydana gelebilir (Austin ve Rayment, 1985; Balfry,
1990). Yatay bulasma i¢in R. salmoninarum tasiyicilart klinik belirti gésteren
hastalikli bireyler veya belirti gostermeyen enfekte tasiyicilar olabilir. Balik-balik
temas1 olmadig1 zamanlarda su kaynakli organizmalar araciligiyla hastalifin yatay
olarak bulastig1 ortaya konmamistir ve olast oldugu da diistinlilmemektedir (Kaattari
vd., 1989). Bununla birlikte, yumurtalarin (ovum i¢i) ve akabinde gelisen larvalarin
R. salmoninarum ile enfekte olmasi seklinde gelisen dikey bulasma dogada meydana
gelen enfeksiyonun daha dnemli bir yolu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Evelyn vd.,
1986a; Evelyn vd., 1984).

Hentz R. salmoninarum ile baglantili olan higbir spesifik vektér veya salmonid
olmayan rezervuar tanimlanmamigtir. Mavi midyenin (Mytilus edulis) deniz suyunu
R. salmoninarum'dan arindirdigi  bildirilmis ancak bu yumusakg¢anin canli
organizmalar1 barindiracak bir rezervuar olabilecegi diistiniilmemektedir (Paclibare
vd., 1994). Bununla beraber, salmonidlerde kullanilan zayif ve yetersiz muamele
veya Ornekleme uygulamalari da R. salmoninarum'unyatay bulasmasini tetikleyen
mekanik vektdr kaynagi yaratabilir. Ornegin, Elliott vd. (1994), somonlarin
kodlanmus tel etiketlemesinin, patojeni kontamine igneler yoluyla bulastirabilecegini

gostermistir.
1.4.3. inkiibasyon ve Yayilma

[Ik maruziyetten klinik hastalia kadar gecen siire, gesitli kosullara bagl olarak
degisiklik gosterir. Inkiibasyon, daha once de belirtildigi gibi ¢evresel faktorlerden
(su sicakligi, tuzluluk vb.) etkilenebilen unsurlar olan patojenin viriilansi ve salmonid
konagin immiino-yeterliligine bagl olarak degiskenlik gdstermektedir. BBH genel
olarak kronik bir hastalik olarak kabul edilse de akut epizootikler nadir degildir ve

kesin bir kulugka siiresi tanimlanmamustir.
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R. salmoninarum patojeninin konakg¢iya ilk girisinin, gozde veya gastrointestinal
sistemde bulunan deri veya mukoza zarlar1 yoluyla gerceklestigi bilinmektedir.
Patojenin buna miiteakip hangi yolu izleyerek yayildigi heniiz belirlenmemis olsa da
konakg1 icinde fagozitler araciligiyla intraseliiler olarak veya dolasim sistemi ve
diger viicut sivilari ile ekstraseliiler olarak hareket etmesi muhtemeldir (Evendon vd.,
1993). Hangi durumda olursa olsun, maruz kaldiktan sonra sistemik yayilmanin hizl
bir sekilde gergeklesme ihtimali yiiksektir. Bruno (1986a), intraperitoneal enjeksiyon
yoluyla R. salmoninarum enjekte edilen baliklarin bobrek ve dalak hiicrelerinde
bakteri mevcudiyetini maruz kalmadan sonraki 45 dakika igerisinde ortaya

koymustur.

1.4.4. Patoloji

Konake¢1 dokusunda BBH'ndan dolay1 meydana gelen patolojik degisimlerin oldukca
ciddi ve multisistemik olmasi muhtemeledir. Bu dokularda meydana gelen
lezyonlardan genellikle yang1 esnasindaki ikincil siiregler sorumludur. Bu siirecler ile
ilgili bazi literatiirdeki agiklamalar sunlardir: Patojenin hasar verdigi konak
hiicresinden salgilanan bakteriyel sitotoksinler ve/veya proteolitik etmenler; konake1
hiicresinde meydana gelen ve bakterinin neden oldugu mekanik hasarlar sonucu
enzimler ve yangisal aracillar1 da igeren ekstraseliiler hiicre bilesenlerinin
salgilanmasi; R. salmoninarum antijeni tarafindan tetiklenen ve konakgi bagigiklik
sisteminin kendi dokularma saldirmasma neden olan immiinolojik hipersensitivite
reaksiyonu (Evendon vd., 1993; Young ve Chapman, 1978). Ayrica bu
mekanizmalarin bir kombinasyonunun meydana gelmesi de oldukga mumkundur.
Bahsedilen her mekanizmanin hastalik gelisimine nispi katkisi, klinik ve patolojik

BBH tezahiirlerinde karsilasilan degiskenligi kismen de olsa acilayabilir.

R. salmoninarum ile enfekte olmus baliklardaki dis lezyonlar siklikla degiskenlik
gosterse de asagida belirtilen semptomlar igerebilir: Ozellikle yiizgecler ve harici
viicut bosluklar1 etrafinda goriilen petesiyal kanamalar; tek tarafli veya bilateral
egzoftalmi, nihayetinde yirtilip bilyiik lserli lezyonlar1 meydana getirmek Uzere

birlesen deri kabarikliklar1 (bakteri ve serdz, serosanguindz veya irinli sivi
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iceren),deri apseleri, bozulmus deri pigmentasyonu ve viicut boslugunda sivi

birikmesi nedeniyle meydana gelen karin gerginligi.

I¢ lezyonlar da benzer sekilde degisiklik gosterebilir, ancak siklikla sunlar1 igerir: i¢
organlarin, Ozellikle karaciger, dalak ve bobreklerin gaz ile sismesi; fokal apseler
ve/veya i¢ organlardan, 6zellikle karaciger, dalak ve bobrekten yayilan irinli sizinti;
ic organlar ve vucut duvari kaslarindaki petesiyal kanama; genellikle soluk ve
benekli karaciger, kizillasmis dalak ve griden beyaza donen bobrek seklinde ortaya
c¢ikan i¢ organlarin renk degisimi; cesitli i¢ organlarin psédomembrandz kaplanmasi;
ve viicut boslugunda bol miktarda serdz/serosanguindz sivi birikimi (Evendon vd.,

1993; Bullock ve Herman, 1988; Fryer ve Sanders, 1981).

Histolojik olarak BBH patolojisi de oldukca fazla degiskenlik gosterir, ancak
genellikle kronik yangi belirtileri ile iligkilendirilir. BBH histopatolojisinin ayirt
edici 6zelligi multisistemik, difiiz graniillomatéz enflamatuar lezyonlardir (Fryer ve
Sanders, 1981). Graniilom olusumu cesitli dokularda ortaya ¢ikabilir ve makrofajlar,
notrofiller ve trombositlerin neden oldugu hiicresel doku infiltrasyonu esliginde veya

ondan 6nce meydana gelir.

En sik ve ciddi sekilde etkilenen organlar arasinda karaciger, dalak, bosaltim bobregi
ve hematopoetik bobrek yer alir. Ek olarak, kalp, gonad, solungag, hava kesesi,
gastrointestinal sistem (pankreas dahil) ve duyu organlarmi igeren merkezi sinir
sisteminin siklikla BBH kaynakli lezyonlar gosterdigi bildirilmistir. Ayrica diger
organ sistemlerinde de yogun nekrotizan miyokardit, hafif ila siddetli
meningoensefalit/ventrikiilit ve benzeri yangisal degisiklikler tanimlanmistir (Bruno,
1986a). Etkilenen tiim dokularda, ¢ok sayida R. salmoninarum ile hem hiicre icinde

hem de hiicre disinda siklikla karsilasilir.

Ultrayapisal lezyonlar, genellikle siddetli akut-kronik yangiyla iligkili hiicresel hasar
ile meydana gelir. BBH'nin neden oldugu lezyonlardaki hiicresel degisiklikler:
mitokondrinin sigsmesi ve yirtilmasi, endoplazmik retikulumun genlesmesi,
sitoplazmanin yag infiltrasyonu, liozomal ve niikleer morfolojik bozulmalar,

vakuollagsma, bazal sinirlar boyunca kolajen birikimi, hiyalin granul birikimi (renal
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tiibiil hiicreleri) ve eninde sonunda hiicre zari biitiinligiiniin yitirilmesi olarak

siralanabilir (Young ve Chapman, 1978).

BBH'ndaki morfolojik bulgular cesitli fizyolojik degisikliklerle iliskilidir. BBH,
hematokrit, hemoglobin, eritrosit ¢apt ve olgun-olgunlasmamis eritrosit orani
degerlerinde azalmaya neden olarak kan parametrelerini etkiler (Bruno ve Munro,
1986; Suzumoto vd., 1977). BBH kaynakli aneminin, muhtemelen dalakta eritrosit
tutulmasiyla alakali oldugu disiiniilmektedir. BBH geciren salmonidlerde serum
kimyas1 parametrelerinde de degisiklik tespit edildigi bildirilmistir. Bu degisiklikler:
hipoproteinemi, hipokolesterolemi, hiponatremi, hiperkalemi, hipoglisemi ve
hiperbilirubinemidir (Bruno, 1986b; Fryer ve Sanders, 1981). Azalan serum protein
seviyelerinin, bobrek veya karaciger yetmezligi ile iliskili oldugu varsayilmaktadir
(diger bir deyisle asir1 protein atilimi1 veya azalan protein sentezi). Hiperbilirubinemi,
karaciger fonksiyon bozukluguna baglanabilir. Elektrolit dengesizligi, dogrudan
bobrek yetmezligiyle veya multisistemik hiicresel hasara miiteakip karsilikli hiicresel
membran elektrolit gradyanlarinin bozulmasiyla iliskili olabilir. Her haliikarda, bu
dengesizlikler intra/ekstravaskiiler hidrostatik basing ve sivi dengelerini etkiler, bu da
ekstravaskiiler alanlarda ve dolagim sisteminde serbest sivi birikimi gibi daha fazla
fizyolojik fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir (Bruno, 1986b). Ciddi s1vi dengesizligi
ve dolagim yetmezliginin yani1 sira hayati organlardaki islev bozuklugu (6ncelikle
bobrek), BBH kaynakli 6liimiin baslica nedenlerinden biri olarak kabul edilir
(Hayakawa vd., 1989; Evendon vd., 1993).

1.4.5. Teshis

R. salmoninarum'un tespiti ve BBH'nin teshisi son birka¢ on yilda biiyiik 6l¢iide
hassas hale getirilmistir. Gegmiste BBH'nin erken teshisi, etkilenen dokularda gram
pozitif diplobasillerin tanimlanmasi ve klinik bulgular ile iliskilendirilmesi
neticesinde saglaniyordu. Daha sonra, hassas kiiltiir teknikleri gelistirilerek yapay
ortamlarda bakteri ¢ogaltilmast miimkiin kilind1 ve bu sayede R. salmoninarum'un
mevcudiyeti dogrulanabildi. Bununla birlikte, bu tanisal yontemler genellikle pratik
degildir ve yetersizdir, ¢linkii Gram boyama diger korineform bakterileri engellemez

ve kiiltiir ortaminda R. salmoninarum'un basaril kiiltiirii en iyi sartlarda ti¢ haftadan

20



fazla siirebilir (Fryer ve Sanders, 1981).Bu nedenle, bakteri kiiltliriiniin teshis
acisindan oldukca giivenilir oldugu kanitlanmis olsa da, zaman kisitlamasi bunu tek

basina kullanildiginda teshis i¢in istenmeyen bir se¢enek haline getirir.

Cesitli serolojik teknikler BKD tanisinin kolayligini ve giivenilirligini biiyiik dl¢iide
geligtirmistir. Chen vd. (1974), enfekte olmus konak dokusunda R. salmoninarum‘un
¢Oziiniir antijenini saptamak ic¢in bir immiinodifiizyon testi bulmuslardir. Benzer
sekilde, Kimura (1978) dokularda R. salmoninarum antijenini tespit etmek icin bir
Staphylococcus pihtilasma teknigini tarif etmistir. Bullock ve Stuckey (1975), R.
salmoninarum'un hiicre yiizeyi antijenine karsi gelistirilen bir floresan antikor
teknigini (FAT) aktarmistir. Bu testin hiz ve hassasiyet kabiliyeti nedeniyle BBH
tanisinda onemli bir gelisme oldugu belirtilmistir (Fryer ve Sanders, 1981). Bu
dolayli FAT'nin baz1 varyasyonlarinin klinik ve arastirma ile ilgili tanida oldukga
faydali oldugu kanitlanmistir (Bullock vd., 1980; Cvitanich, 1994; Elliott ve Barila,
1987; Evenson vd., 1994).

Pascho ve Mulcahy (1987) de R. salmoninarum antijeninin tespiti icin ELISA testi
gelistirerek BBH teshisine onemli Ol¢lide katkida bulunmustur. Bu testin ileride
gelistirilmesi sonucunda hassasiyeti, spesifikligi ve kullanim kolayligi da artmistir
(Hsu vd., 1991; Sakai vd., 1987). Bununla beraber karsi immiinoelektroforez
(Cipriano vd., 1985), melanin igeren hiicrelerin immiinohistokimyas: (Jansson vd.,
1991) ve western blot (Olivier vd., 1992) gibi serolojik yodntemler de R.
salmoninarum antijeninin tespitinde hala kullanilmaktadir. R. salmoninarum'un
¢Oziinebilen antijenini teshis eden serolojik yontemlerin, g¢esitli FAT tekniklerine
nazaran daha hassas oldugu goriilmektedir. Yine de, 6zellikle asemptomatik baliklar
i¢in, her iki teknik de klinik bulgular, histopatoloji ve/veya Gram boyamaya dayali
teshis yontemlerinden daha guvenilirdir (Griffiths vd., 1991; Cipriano vd.,1985).
BBH icin mevcut olan cesitli teshis yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari
degerlendirildiginde, en cazip yaklasimin seroloji, bakteri izolasyonu ve histolojiyi

iceren ¢oklu teknikleri kapsadigi sdylenebilir (Teska vd., 1995).

BBH tanisinda diger bir etkili yontem genetik problarin ve gen amplifikasyon

tekniklerinin kullanimidir. R. salmoninarum i¢in hem DNA hem de RNA problari
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gelistirilmis ve bakteriyi konakg¢i dokusunda tespit etmek igin basariyla kullanilmistir
(Leon vd., 1994a). Gen apmlifikasyonu yani polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
hassasiyeti arttirmak icin genetik problarla birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir
(Leon vd., 1994b; Brown vd., 1994). BBH'nin genetik teshisinin serolojik
yontemlere gore hassasiyet ve spesifiklik gibi {istiin 6zellikleri mevcuttur. Ayrica
bakteri izolasyon tekniklerinde oldugu gibi zaman problemi de yoktur (Butendieck

vd., 1995).

1.4.6. Kontrol

1.4.6.1. Yonetme

BBH icin kontrol 6nlemleri bir dizi yaklasim igerir. Yetistiricilik ve yonetim teknigi
ile ilgili ¢esitli unsurlarin R. salmoninarum enfeksiyonu ve hastalik gelisimini
engelleyici faktorler olabilecegi ortaya konmustur. BBH patogenezinde risk teskil
eden su sicakligi ve su kimyasi gibi ¢evresel parametreler, patojenin viriilansini ve
cevresel stresi azaltmak i¢in baliklarin yararmma manipiile edilebilir. Daha 6nce
bahsedildigi lizere Ozellikle iz mineraller ve vitaminler bilesenlerini iceren besin
Ogeleri de BBH kontroliinde ara¢ olarak kullanilabilir ve salmonidlerin BBH'na
duyarhiligimmi azaltabilir. Ayni1 sekilde BBH'na karsi genel konake¢i duyarliligimi

azaltmak icin stoklarin genetik manipiilasyonu da gerceklestirilebilir.

Daha spesifik olarak, R. salmoninarum'un baliktan baliga gecisinin engellenmesi de
BBH kontroliinde 6nemli bir aragtir. Gegmiste, R. salmoninarum ile enfekte olmus
salmonid dokusu iceren yemlerin pastdrizasyonu ile yatay bulasma basarili bir
sekilde azaltilmistir (Fryer ve Sanders, 1981). Canli baliklar arasindaki yatay
bulagsma, yetistiricilik tesisindeki sularda bulunan organik kalinti seviyesini en aza
indirgemek maksadiyla (Austin ve Rayment, 1985), kuluckahanalerde ozonlama

veya klor bazli dezenfektanlarin kullanilmasiyla da azaltilabilir (Austin, 1983;

Pascho vd., 1995).

Yetistiricilik teknigi ile ilgili modifikasyonlarin BBH kontroliinde dikey bulasmay1
azaltma konusunda da etkili bir ara¢ oldugu gosterilmistir. R. salmoninarum antijen

prevalansina gore anag¢ bireylerin secilmesi sonucunda, sonraki kusaklarda antijen
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prevalansinin ve BBH kaynakli mortalitenin ciddi 6l¢iide azaldig tespit edilmistir
(Pascho vd., 1991; Elliott vd., 1995). Benzer sekilde Aedo ve Bustos (1991), R.
salmoninarum ihtiva etmeyen yumurta almak i¢in anaglarin ayrilmasi ve aseptik
yumurta eldesi tekniklerini tarif etmistir. Bununla beraber yumurtlamada yaygin
olarak kullanilan dezenfeksiyon teknikleri ne var ki dikey bulagmanin kontroliinde

uygun bir yontem olarak gérilmemektedir (Evelyn vd., 1984).

1.4.6.2. ila¢la miicadele

Immunoprofilaksi, hastalik kaynakli &liimleri azaltarak genellikle olumlu bir etki
meydana getirir. Bu kani1 ayn1 zamanda agilama islemi i¢in de gecerlidir. Bununla
birlikte, balik ciftliklerinde hastalik salginlar1 ile karsilagildiginda antibiyotik ve
diger kimyasal ilaclar kullanildig1 i¢in BBH, bagisiklik sisteminin bu ilaglar
tarafindan uyarilmasiyla da dnlenebilir. Akuakiiltiirde kullanilan antibiyotikler hem
cevreye hem de insan ve hayvan sagligina tehdit olusturan patojenik ve patojenik
olmayan mikroorganizmalarda direng¢ olusturur (Sgrum, 1998). Sonug¢ olarak, uzun
stireli antibiyotik kullanimi, balik yetistiriciligi gibi ticari bir biyo-Uretimde kabul

edilemez.

BBH kontrolii veya tedavisinde antibiyotik kullanimi, diger tiim kontrol
onlemlerinden daha basarili olmustur. 1950'lerin basinda, yeme ilave edilen
silfonamid antibiyotikler BBH kontroliinde basarili olmus, ancak R.
salmoninarum'un salmonid popiilasyonundan uzun siireli olarak uzaklastirilmasi, bu
bakteriyostatikler ile saglanamamuistir (Elliot vd., 1989). Wolf ve Dunbar (1959), on
farkli antibiyotigin BBH tedavisinde etkinligini incelemis ve en tatmin edici
terapotik rejimin, 21 giin boyunca 100 mg/kg/giin eritromisin uygulamasi oldugunu
bildirmistir. Austin (1985) de benzer sekilde BBH'na kars1 etkinlik agisindan 70'in
Uzerinde antibiyotigi degerlendirmis ve klinik BBH'nin erken asamalarinda etkili
olan birka¢ (klindamisin, kitasamisin, penisilin G, spiramisin ve eritromisin)
antibiyotik tespit etmistir. Bunlara ek olarak sefradin, linkomisin ve rifampisinin de
etkili ajanlar oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada ayni zamanda daha once 21
giinliik rejim Onerilen calismaya kiyasla 10 giinliik bir eritromisin uygulamasinin

yeterli olacag1 ortaya konmus ve direng gelistirebilecek bir mikrofloranin
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engellenmesi amaciyla antibiyotiklerin miimkiin oldugunca g¢evreye az salinmasi
gerektigi belirtilmistir. Daha yakin zamanda ise enrofloksasinin BBH'na kars1 etkili
bir kemoterapotik oldugu gosterilmistir (Hsu vd., 1994). Genel olarak BBH

kontrollinde tercih edilen antibiyotik eritromisindir.

Eritromisin kemoterapisi baz1 dnemli hususlar teskil etmektedir (Wolf ve Dumber
1959). Uygulama yolu o6nemli bir etkendir. Yeme ilave edilerek uygulanan
eritromisinin etkinligi yem lezzetinin degiskenlik gostermesi nedeniyle tartismalidir
(Moffitt, 1992). Banyo yontemi ile tedaviye iliskin smirli sayida ¢alisma olup, bu
uygulama yolu heniiz basarili sonuglar vermemistir (Elliott vd., 1989). Bagirsak disi
enjeksiyonun bircok calismada etkili oldugu gosterilmistir. Bu yontem, hem en
yaygin olarak kullanilan hem de en basarili goriilen tekniktir (Elliott vd., 1989;
Evelyn vd., 1986b; Armstrong vd., 1989; Lee ve Evelyn, 1994; Brown vd., 1990).

Eritromisin uygulamasi sirasinda salmonidin yasi, tedavi etkinligi i¢in cok dnemlidir.
Salmonid yumurtalarin suda sertlesmeden Once eritromisin ile muamele
edilmesininR. salmoninarum'un uzaklastirilmasinda etkisiz oldugu gosterilmistir
(Evelyn vd., 1986a; Bruno ve Munro, 1986). Ancak iireme Oncesi anaglara bagirsak
dist enjeksiyon yolu ile eritromisin uygulamasimmin R. salmoninarum'un dikey
bulagsmasini 6nemli Sl¢iide azalttig: tespit edilmistir (Evelyn vd., 1986b; Armstrong
vd., 1989; Brown vd., 1990; Lee ve Evelyn, 1994).Bu hususta tedavi zamanlamasi da
onemlidir; yumurtlamadan onceki 34. ile 56. giin arasinda verilen son bagirsak dist

enjeksiyon en etkili olanidir (Evelyn vd.,1986b).

Elbette BBH kontroliinde eritromisin basta olmak iizere antibiyotik veya kemoterapi
kullaniminin dezavantajlari da vardir. Salmonidlerde, eritromisin kullanimi ile renal
tibdler lezyonlar ve lizozomal konjestif asir1 ylklenme de dahil olmak (zere
Iyatrojenik lezyonlar olusma potansiyeli vardir.Terapotik eritromisin seviyelerinin
neden oldugu bu histolojik degisikliklerin simdiye kadar biiyiik oOlclide geri
doniistiiriilebilir oldugu gosterilmistir (Hicks ve Geraci, 1984).Balik yetistiriciliginde
bazi kemoterap6tik maddelerinonaylanmamis olmast da kisitlayict bir etkendir
(Moffitt, 1991). Bununla birlikte, antibiyotik direncinin gelismesi de su {riinlerinde

antibiyotik kullanimu ile ilgili endise olusturmaktadir. Bell vd. (1988) halihazirda
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eritromisine direncgli bir R. salmoninarum susu gelistigini bildirmislerdir ki, bu
giiniimiizde BBH kontroliinde sinirli alternatif yontemler oldugundan ¢ok dénemli bir

bulgudur.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Ast ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar mevcut olup DNA asis1 ve (zerine yapilan
calismalar son yillarda en giincel arastirma konulari igerisinde yer almaktadir. Bu
baglamda balik yetistiriciliginde kullanilabilecek potansiyele sahip asilar ve yapilan

calismalar agagida 6zetlenmistir.

Liu vd.(2019) yaptiklar ¢alismada, Japon pisi balig1 (Paralichthys olivaceus) igin S.
iniae'ye karsi etkili agilar gelistirmek amaciyla, streptolisin S ile iliskili gen kiimesine
ait sagH genine dayanan bir DNA asis1 gelistirmislerdir. Streptococcus iniae’i, dogal
ve kiiltlir baliklar tiirlerinde hastalik salginlariyla iligkili olan énemli bir su {iriinleri
patojeni olarak belirtmislerdir. Streptolisin S, S. iniae'nin énemli bir virtlans faktori
olarak tamimlanmistir. PSagH ile asilanmis baliklarda, dokularda sagH'nin
transkripsiyonunu ve pSagH ile asilanmis baliklarin kaslarinda immiinohistokimya
ile SagH proteini de tespit etmislerdir. SagH'nin bagisiklik koruyucu etkisi, birinci ve
ikinci ayda pSagH ile asilanan baliklarin, S. iniae serotip I'e kars1 sirasiyla %92.62 ve
%90.58 oraninda yiiksek bir nispi hayatta kalma (RPS) sergiledigini géstermislerdir.
Ek olarak, SagH, S. iniae serotip II'ye kars1 giiclii bir ¢apraz koruma saglamis ve
birinci ve ikinci ayda sirastyla %83.01 ve %80.65'lik bir RPS ile sonuglanmustir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, pSagH ile asilanan baliklarin, ¢ok daha giicli
solunum patlama aktivitesi ve daha spesifik antikor titresi olusturabildigini
bulmuslardir. Kantitatif gercek zamanli PCR sonuglar ile, pSagH'nin, hem dogal
hem de adaptif immiin yanitlarda yer alan bir¢ok immiin genin ekspresyonunu
diizenledigini gostermislerdir. Bu sonugclar ile birlikte, pSagH'nin, Japon pisi balig
yetistiriciliginde S. iniae serotip I ve II enfeksiyonuna karsi aday bir DNA asis1 aday1

oldugunu belirtmislerdir.

Lim vd. (2019) aragtirmalarinda, VHSV'nin G protein bazli DNA asisina bir miR-

155 eksprese edici kaset yerlestirmisler ve miR-155'in antiviral aktivitesini ve pisi

balig1 lizerindeki as1 etkinligi lizerindeki etkilerini analiz etmislerdir. Rhabdoviral G

protein bazli DNA asilari, kiiltiir baliklarin1 rabdoviral hastaliklardan korumanin

yararli bir yolu olarak kabul edilmistir.Kore'de, viral hemorajik septisemi viriisii

(VHSV) IVa genotipi, pisi balig1 yetistiriciliginde (Paralichthys olivaceus) goriilen
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Oliimlerin baslica sebebi olarak belirtilmistir. Pisi balig1 yavrularint intramiiskiiler
(im.), 10 ug / balik (1. deneme) veya 1 ug / balik (2. deneme) DNA as1 plazmitleri
ile immiinize etmislerdir. Bununla birlikte, 6liim oranlar1 ve serum noétralizasyon
titrelerinde, 1pg ve 10ug plazmit / baliklarla asilanmis baliklar arasinda anlamli bir
fark bulamamuislardir; 1pg plazmit / balikla enjeksiyonun, pisi baligi yavrularinda
etkin adaptif immiin yanitlar1 uyarmak i¢in yeterli olacagini belirtmislerdir. Hayatta
kalma oranlarinda, sadece G proteini eksprese eden plazmidler ile immiinize edilmis
baliklar ya hi¢ 6lmediklerinden veya ¢ok diisiik 6liim oran1 gosterdikleri i¢in, miR-
155'in  adjuvan etkisinin goriilmedigini tespit etmislerdir. Ayrica, serum
notralizasyon aktivitelerinde, G geni ya da G geni ile beraber DNA asilarini eksprese
eden miR-155, kontrol asilarindan (PBS ve bos vektor) daha yiiksek aktivitelere
neden olsa da, sadece G geni ile G geni ve mIiR- arasinda anlamli bir fark
bulamamislardir. Serum virlsidal aktivitesinde, G geni ile miR-155 eksprese eden
DNA agistyla immiinize edilmis balik, immiinizasyondan 3 giin sonra (dpi) hirame
rabdoviriisiine (HIRRV) kars1, diger gruplara kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek
aktivite gOstermistir ve bunun vektorden tiretilen miR-155'in pisi baliginda dogal
immiin tepkilerini artirabilecegini ortaya koymuslardir. Ozellikle 28d.p.i.'de
VHSV'ye karsi belirgin sekilde artmis serum viriisidal aktiviteleri yalniz G geni ve G
geni ile DNA agsilarin1 eksprese eden miR-155 ile imminize edilmis gruplarda, klasik
komplemen yolunu ve ardindan viral inaktivasyonu aktive edebilen G proteinine
kars1 artan antikorlar1 gdstermislerdir. Pisi baliginda DNA asilar1 hakkinda mevcut
bilgi yeterli olmadig1 i¢in, DNA asilarinin, bu baligin kiiltiiri yapilan ¢iftliklerinde
daha pratik kullanimini saglamak i¢cin DNA asilarinin koruyucu etkinligi konusunda

daha cesitli arastirmalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir.

Embregets vd.(2019) yaptiklar1 arastirmada, Oncelikle yakin zamanda, SVCV
glikoproteini  (SVCV-G) kodlayan bir DNA plazmidinin intramuskdler
enjeksiyonuna dayanarak sazan i¢in basaril1 bir as1 oldugunu bildirmislerdir. Bunun,
kas i¢i (i.m.) asilama yolunun SVCV'ye karsi koruyucu tepkileri tetiklemek icin
uygun oldugunu ve SVCV G-proteininin uygun bir as1 antijeni oldugunu
gostermislerdir. Ancak, DNA asilarinin genel basarisina ragmen, oOzellikle balik
rabdoviriislerine karsi, pratik uygulamalar1 hala tiiketicilerin kabul kaygilar1 kadar

yasalar ile de smirlandirildigini belirtmislerdir. Ayrica, plazmid uygulamasinin
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intramiiskiiler yolu, biiyiik Olclide intraperitoneal veya daldirma asilamalarina
dayanan mevcut agilama rejimlerinin ¢ogu ile kolayca kombine edilemeyecegini
aciklamiglardir. Bu nedenle, bu g¢alismada as1 antijeni olarak SVCV-G proteinini
kullanarak DNA tabanli bir intramiiskiiler enjekte edilebilir asiya alternatifleri
degerlendirmislerdir. Bu amagla, iki paralel yaklasimi test etmislerdir: ilki, DNA ve
protein antijenlerinin oral yoldan verilmesi icin bir aljinat kapstulleme ydnteminin
optimizasyonuna; ikincisi ise, bdcek hucrelerinde transmembran SVCV-G
proteininin  bakuloviriis rekombinant ekspresyonuna dayanmaktadir, oral ve
enjeksiyon yoluyla tam hiicre alt1 iinite asis1 olarak uygulamislardir. Ek olarak, oral
DNA asis1 durumunda, mukoza adjuvanlari E. coli lenfotoksin alt birimi B'nin (LTB)
potansiyel faydalarimi da arastirmislardir. Cesitli as1 tipleri, dozlari, rejimleri ve
uygulama yollarmin kullanilmasina ragmen, referans intramiiskiiler DNA asilariyla
elde edilen tam korumanin aksine, higbir koruma gozleyememislerdir. Bu ¢alismada
kullanilan ve ¢esitli kosullar altinda gdzlemlenen sinirli koruma, konagin dogasi,
patojenin yapisi, asi tiirii ve kapsiilleme yonteminin, SVCV'ye kars1 gelecekteki
asilama stratejilerinde bir tahmin saglamak icin detayli olarak tartisilacaginm

belirtmisglerdir.

Sepulveda vd. (2019) galismalarinda, DNA asilarini sirasiyla gokkusagi alabaligi ve
CMV  promotoriinden interferon ile induklenebilir Mx promotori ile
karsilastirmiglardir.  Ciftlik baliklarinda balik rabdoviriislerinin neden oldugu
hastaliklara karst oldukca etkili DNA asilari, bir kurucu sitomegaloviriis
promotdriiniin (CMV) kontrolii altinda viral glikoproteini kodlayan bir DNA plazmit
vektoriinden olustugunu belirtmislerdir. Digerlerinin yani sira, bu DNA asilarinin
etkinligini ve giivenligini arttirma girisimlerinin, as1 antijenlerinin ekspresyon
seviyelerinin kontroliinde énemli bir rol oynayan plazmid vektorlerinin dizenleyici
elemanlarina odaklandigini sdylemislerdir. Sartlara bagli olarak, memeli hiicrelerinde
minimal aktiviteye sahip baliktan tiiretilmis bir promotdriin kullanilmasinin tercih
edilebilecegini ortaya koymusglardir. CMV promoteri ile ilgili diger bir husus, as1
antijeninin temel ifadesinin, baliktaki antijen eksprese eden hiicrelerin hizli bir
sekilde yok edilmesine yol acabilecegi ve bdylece asmin uzun vadeli etkilerini
potansiyel olarak azaltabilecegidir. Bu calismada, gelistirilmis yesil fliioresan

proteinini (EGFP) kodlayan plazmid yapilari, in vitro analiz i¢in kullanilirken, viral
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hemorajik septisemi viriisiiniin (VHSV) glikoproteini (G) kodlayan DNA asilari, in
vivo inceleme i¢in uygulanmistir. in vitro analiz, CMV promotédrlii DNA asisiin
hem baliklarda hem de insan hiicre hatlarinda EGFP ekspresyonunu yapisal olarak
stirdiiglinii gosterirken, Mx promotorli DNA asisinin balik hiicre hattinda EGFP
ekspresyonunu indiiktif olarak arttirdigini gostermistir. Koruma iizerindeki etkiyi
aragtirmak i¢in Kurath ve dig. (2006), asilanan baliklara 2 ve 8 hafta sonra (wpv)
VHSV enjekte etmislerdir. CMV promotorli DNA asisi her zaman koruma
saglarken, Mx promotdriinii iceren DNA asisiyla asilama isleminde, asilamadan
sadece 8 hafta sonra baliklar1 korumustur. Bununla birlikte, patojen enjekte
edilmeden bir hafta 6nce Poly (I:C) ile indiiksiyonun ardindan asilamadan 2 hafta
sonra da yiiksek koruma oldugu ispatlanmistir. Sonug olarak, geleneksel olarak
kullanilan capraz tiir-aktif CMV promotoriine kiyasla alabalik Mx promotdriiniin
daha fazla balik koruma bagimli aktivitesini ortaya ¢ikarmislardir, ancak DNA agilari
ile uzun vadeli korumay: saglamak i¢in bir¢ok iyilestirmelere ihtiya¢ olacagini

belirtmislerdir.

Han vd.(2019), daha oOnceki ¢alismalarinda rekombinant mayanin Carassius
auratus'ta spesifik immiin yanitlar1 indiikleyebilecegini ve akuakiiltiirde oral DNA
asilar1 i¢in potansiyel bir tastyict gorevi gorebilecegini gostermislerdir. Bu
caligmalarinda, hareketli aeromonad septisemisinden (MAS) koruma saglamasi
beklenen, Aeromonas hydrophila bakterilerine kars1 etkili bir maya bazli oral DNA
asis1 gelistirmiglerdir. i1k dnce, iki aday antijen geni, ompG ve omp48, Aeromonas
hydrophila genom DNA'sindan klonlamiglardir. Daha sonra, nispi maya-0karyot
karsilikli vektorleri olusturmuslar ve okaryotlardaki ekspresyonlart dogrulamislardir.
Daha sonra israil sazanlarina, ompG veya omp48 rekombinant maya oral yoldan
uygulanmis ve bagirsak mukozasindaki genlerin ekspresyonu, immiinohistokimya
(IHC) ile dogrulamislardir. Spesifik immiin yanitlarini ayrica Western blot ve enzime
bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) ile tespit etmislerdir. ELISA sonuglari, OVA-
ompG grubunda OVA-spesifik antikor Gretiminin, OVA-ompG grubunun, OVA-
omp48'den belirgin sekilde daha giiclii bir immiin tepkisi ortaya g¢ikardigim
gostermis, OVA-ompG grubu, agikca OVA-omp48'den daha giiglii bir immiin yanit
ortaya ¢ikarmistir. Son olarak, Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karsi yapilan

challenge testinde, OVA-ompG maya asisinin agizdan uygulanmasindan sonra balik
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6lim oranlarinda azalma oldugunu gostermistir. Sonug olarak, calismalari ile oral
maya bazli kiiltiir balik¢iligi asilarinin daha da gelistirilmesi i¢in bir ¢ergeve

saglamiglardir.

Embregts vd.(2019) calismalarinda, daha az enjeksiyon gerektiren ORF25 bazli bir
DNA asilama protokoliinii optimize etmeye ve enfeksiyonun dogal yoluna daha ¢ok
benzeyen bir tiirline kars1 koruma saglamay1 amaglamiglardir. Koi Herpes Viriisiiniin
(KHV veya Cyprinid Herpesvirus 3, CyHV-3), yaygin olan sazan liretimini ve ayrica
cok degerli siis koi baligimi etkileyen en tehdit edici patojenlerden biri oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica bugiine kadar diinya ¢apinda kullanim igin etkili bir ticari
asmin mevcut olmadigmi vurgulamislardir. Onceki bir ¢alismada, ORF25 bazli bir
DNA asis1 ile ii¢ intramiiskiiler enjeksiyonun, nétrlestirici antikorlarin iiretilmesine
yol actigini ve KHV ile intraperitoneal bagisikliga karst 6nemli bir koruma
sagladigin1 bildirmiglerdir. Bu amagla ¢aligmalarinda, ORF25 pcDNA3'te ¢Oziiniir
bir protein veya tam uzunlukta bir transmembran GFP-flizyon proteini olarak
klonlamiglardir. ORF25 bazli DNA asilarini farkli dozlarda, farkli asilama yollariyla
(6rnegin kas i¢i enjeksiyon ve oral gavaj) ve challenge yontemlerini (banyo ve
birlikte yasama) kullanarak coklu asilama denemelerinde test etmislerdir. Ayrica,
intramiiskiiler enjekte edilen DNA asisina lokal ve sistemik cevaplari histolojik ve
RT-qPCR ile analiz etmislerdir. Baliga, iki DNA asisindan herhangi birinden ii¢
enjeksiyon yaptiklarinda gii¢lii bir koruma gozlemlenmistir. Bununla birlikte bu
koruma, her iki challenge testinden sonra da gézlemlenmistir. Ayrica, baliga sadece
bir enjeksiyon yapildiginda veya plazmidin oral yolla alinmasi durumunda koruma
yetersiz kalmistir. Enfeksiyonun dogal yolunu en iy1 yansitan challenge modelini ve
KHV'ye kars1 gelecekteki DNA asilama stratejilerine ilave antijenleri dahil etme

olasiligmin da tartisilacagini vurgulamislardir.

Yu vd.(2019), Singapur orfoz iridoviriis (SGIV) ile ilgili bir ¢alisma yapmuslardir.
SGIV’nin, giiney Cin'deki ciddi ekonomik kayiplara neden olan ana virus oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte, bu viral hastaligi kontrol etmenin etkili bir yolunun
olmadigini aciklamiglardir. Bu ¢alismada, viral membran proteinini kodlayan SGIV
ORF19R (SGIV-19R), pcDNA3.1-HA i¢ine insa edilmis ve daha sonra orfoz

Epinephelus coioides'teki immiin  koruyucu etkileri degerlendirmek igin
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kullanilmigtir. Hiicre alt1 lokalizasyon, sitoplazmada dagitilan SGIV-19R'nin ve ortak
lokalizasyon analizinin, endoplazmik retikulum (ER) ile kismen lokalize olmus
proteini gosterdigini ortaya koymuslardir. RT-PCR ve Western blot analizleri ile as1
plazmitlerinin orfoz kas dokularindaki ekspresyonunu dogrulanmistir. Ayrica, timdr
nekroz faktoru alfa (TNF-a), interlokin-1 beta (IL-1), miksoviris direnci 1 (Mx1) ve
immunoglobulin M (IgM) genlerinin transkripsiyon seviyeleri asilanmis gruplarin
dalak, karaciger ve bobreklerinde belirgin sekilde yukar1 dogru ivme gostermistir.
SGIV challenge testleri, yiizde hayatta kalma oraminin (RPS) baliklarda, 45ug
pcDNA3.1-19R DNA dozunda %49.9, 90ug pcDNA3.1-19R kullanirken %75.0 RPS
oldugunu gostermistir. Bu arada, pcDNA3.1-19R ile agilama, SGIV challenge
testinden sonra hayatta kalan orfozlarin dalagindaki diisiik bir viral yiik ile kanitlanan
virlis replikasyonunu 6nemli dlglide azalttigini tespit etmisleridir. Bu sonuglar ile
birlikte, pcDNA3.1-19R'nin, orfozlarda koruyucu bagisiklig1i uyarabilecegini ve
SGIV hastaligint kontrol etmek icin potansiyel bir asi adayr olabilecegini

gostermislerdir.

Citarasu vd.(2019) ¢alismalarinda, Macrobrachium rosenbergii Nodavirus (MrNV),
Dev Tath Su Karidesi'nde beyaz kuyruk hastaligina (WTD) neden olabilecegini ve
bunun kuluckahaneler ile ciftliklerde biiyiikk ekonomik kayiplara yol agtigim
vurgulamiglardir. Bu ¢alismada, MrNV-CP-RNA-2'nin (1146 bp) kapsid protein
genini, MrNV-CP-RNA-2-pVAX1'i olusturmak i¢in bir pPSAX1 DNA as1 vektoriine
klonlamislardir. MrNV-CP genini igeren bakteriyel transformant, baliklarin pellet
yemleri lizerine kaplanmis ve 40 giin boyunca juvenil M. rosenbergii'ye verilmistir.
As1 verilmesinden sonra, M. rosenbergii grubunu, sirasiyla asilamadan 20 ve 40 giin
sonra virillent MrNV ile enfekte etmisler ve hayatta kalma siirelerini izlemislerdir.
Asilanmamis M. rosenbergii, 5 giin icerisinde tamamen 6lurken (%100), MrNV-CP-
RNA-2- pVAX1 ile tedavi edilen gruplar, sirasiyla 20 ve 40 dpv' de %60 ve %80'lik
bir hayatta kalma oranina sahip olduklar1 goézlemlenmistir (P <0.001). MrNV
enfeksiyonu seviyesini incelemek icin, farkli dpv'de ¢ift asamali PCR yapmislardir.
Sonuglar 20 dpv grubunda enfeksiyonun %65'e diistiigiinii ve 40 dpv grubunda ise
kontrol diyetiyle beslenen karideslerden enfeksiyonun%69'a diistiigiinii ortaya
koymustur (P <0.001). Kontrol ve agilanmis karidesler i¢in pihtilasma zamani,

toplam hemosit sayimi (THC) ve oksihemosiyanin seviyeleri gibi hematolojik
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parametreleri incelemislerdir. Asilama, pihtilasma siiresinin azalmasina, THC ve
oksihemosiyanin seviyelerinin asilanmamig gruba kiyasla anlamli diizeyde (p<0.001)
artmasina yardimci olmustur. Profenol oksidaz (ProPO), siiperoksit anyon ve intra-
agar lizozim aktivitesi gibi immiinolojik parametreleri de uygulamislar ve sonuglari
asitlanmamis gruplarla karsilastirdiklarinda sirasiyla proPO, siliperoksit anyon ve
lizozim aktivitelerinin 20 ve 40 dpv gruplarinda anlamli sekilde arttigini (P<0.05)
ortaya koymuslardir. Asilama denemelerine dayanarak, DNA asisinin MrNV-CP-
RNA-2-pVAX1'i MrNV tehdidine karst sagkalimi etkili bir sekilde arttirmis
oldugunu, viral yiikii azaltmaya ve karidesleri MrNV enfeksiyonundan korumak igin
bagisiklik sistemini gliglendirmeye yardimci oldugunu tespit etmislerdir. Bu as1
yapisinin, M. rosenbergii'yi MrNV enfeksiyonundan korumak i¢in oldukg¢a faydali

oldugunu belirlemislerdir.

Chen vd. (2018) calismalarinda, ot sazani reovirus II’nin (GCRV II), ot sazani
Cyenopharyngodon idellus'ta yiiksek mortalite ile ciddi hemorajik hastaliga neden
oldugunu belirtmisler ve DNA asilamasinin balik viriislerine kars1 koruma saglamada
cok etkili bir yontem oldugu ortaya koymuslardir. Chen vd. (2018)yaptiklari
calismada, ot sazanint GCRV II'nin 6 (pC-S6; kodlayan VVP4) ya da 10 (pC-S10;
NS38'1 kodlayan NSC) boliimiinden olusan bir DNA asisi ile asilamiglardir ve bu iki
as1 tarafindan uyarilan bagisiklik tepkilerini kargilastirmali olarak analiz etmislerdir.
pC-S6 ve pC-S10'un nispi yuzde hayatta kalma (RPS) agisindan koruyucu etkinligi
strastyla% 59.9 ve% 23.1 olarak bulunmustur. Bununla, pC-S6 ve pC-S10 DNA
asilariin, bagisiklik koruyucu etkideki degisikliklerle de olsa, ot sazaninin GCRV'ye
kars1 hayatta kalma oranini arttirabilecegini gdstermislerdir. Immunolojik analizler
gostermistir ki; ilk olarak, hem asilama sonrasi (pv), hem pC-S6 hem de pC-S10,
interferon (IFN-1), Mx1, IL-1 ve TNF-a ekspresyonunu artirmistir. Bununla birlikte,
CD4 ve CD8a, pC-S6 da artmis, fakat pC-S10 da artmamustir. Ikinci olarak,
astlanmamis ve pC-S10 asilanmis baliklar karsilagtirmiglar, CD4, CD8a ve GATA3
gibi T hiicresi tepkisi ile ilgili genlerin, yiikleme sonrasi (pc) 48 saat gegtiginde pC-
S6 ile asilanmis baliklarda yiikseldigini belirlemislerdir. Ugiincii olarak, pC-S6 ve
pC-S10, spesifik antikor tepkisi pv'nin benzer modellerini indiiklemistir. Bununla
birlikte, sadece GCRYV ile enfekte olmus hayatta kalan baliklarin serumlarindaki anti-

VP4 IgM’nin, bu 6n denemeye kiyasla, PC'yi 6nemli Ol¢iide arttirdigini ortaya
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koymuslardir. Birlikte ele alindiginda bu sonuglarin, pC-S6'nin hem dogal (IFN-1 ve
Mx1 indiiksiyon) hem de adaptif (T hiicresi ve spesifik antikor yanit1) immiinite pv'yi
destekledigini gostermisler ve bir hafiza durumunun uyarilmasmin, pC-S10 sadece
tip I IFN ile iligkili cevap pv'yi ve diisiik enflamatuar yanit pc'sini uyarirken viriisle

daha sonra karsilagildiginda bagisiklik yanitin1 derhal baslattigini gostermislerdir.

Wang vd.(2017) yaptiklart g¢alismanin temel amaci, Vibrio harveyi ZJ0603'Un
glutatyon peroksidaz (GPx) DNA asisim1 olusturmak ve V. harveyi ile muamele
edilmis turuncu benekli orfoz (Epinephelus coioides) tizerinde as1 adayi olarak
bagisiklik koruyucu etkinligini arastirmakti. ZJ0603 GPx geninin klonlanmasi
Uzerine dayanan, pcDNA-GPx olarak adlandirilan bir DNA asisi, GPx genini
pcDNA3.1 (+) plazmidine eklemek suretiyle yapilmistir. Turuncu benekli orfozlara,
intramiskiler olarak enjeksiyonla pcDNA-GPx plazmidi ile bagisiklik
kazandirmiglardir. Patojenik V. harveyi enfeksiyonuna karsti DNA agisiyla
asiladiklar1 baliklarin hayatta kalma yiizdesi (RPS) %77,5'tir. DNA asisinin ifadesi
turuncu benekli orfoz dokularinda PCR ve RT-PCR ile analiz edilmistir. Sonuglar,
PcDNA-GPx'in asilamadan 7 ve 28 giin sonra 6n bobreginde, karacigerde, dalakta,
solungacta ve enjekte edilen kasta dagildigin1 ve eksprese edildigini gostermistir.
Asilanmis turuncu benekli orfozlarda dolayli ELISA yontemi ile onemli spesifik
antikor yanitlarini da tespit etmislerdir. Sonug olarak, DNA asis1 pcDNA-GPx’in, V.
harveyi ile tedavi edilen turuncu benekli orfozlarda karsi etkili bir bagisiklik
korumasi gosterdigini tespit etmisleridir. GPx’in, vibriozisin kontroli i¢in bir DNA

asist olmaya aday oldugunu vurgulamiglardir.

Xu vd.(2019) ¢alismalarinda Dig membran proteini K (OmpK), Vibrio anguillarum
icin alt birim as1 aday1 olarak islev gorebilecek immiinojenik bir protein oldugunu
belirtmisler ve V. anguillarum'un OmpK genini kodlayan bir DNA asis1 yapmis ve
OmpK'y1 in vitro ve in vivo olarak eksprese etmek i¢in dogrulamislardir. As1 aday1
olarak pcDNA3.1-OmpK (pOmpK) potansiyelini degerlendirmek i¢in humoral ve
hiicresel immiin yanitlar ve koruyucu etkiler pisi baligt modelinde analiz edilmistir.
Sonuglarda, OmpK geninin transkripsiyonunun ve translasyonunun, hem transfekte
edilmis hirame dogal embriyo (HINAE) hiicrelerinde hem de enjekte edilmis balik
kaslarinda meydana geldigini gostermis ve bu da pOmpK'nin OmpK'y1 eksprese
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etme islevselligini gostermislerdir. POmpK ile bagisiklik kazandirilan balik, ylizey
IgM pozitif (slgM +), CD4-1 +, CDA4-2 + lenfositlerinde énemli bir artis ve spesifik
anti-V.anguillarum veya anti-rOmpK antikorlarinin tiretimini gostermis, bu da
asilamadan sonra humoral ve hiicresel bagisiklik tepkilerinin aktivasyonunu
gostermistir.  Ayrica, pOmpK ile asilanmis pisi baligi igin V. anguillarum
enfeksiyonuna kars1 %50.00 nispi hayatta kalma orani1 (RPS) elde etmislerdir. Sonug
olarak, bu c¢alismalarinda, pOmpK'nin humoral ve hiicresel immiin tepkileri

uyarabilecegini ve bir DNA as1 adayi olarak kullanilabilecegini géstermislerdir.

Liu vd.(2016) yaptiklar arastirmada, su iriinleri endiistrisindeki hastaliklarin neden
oldugu ekonomik kayiplart azaltmak icin, daha etkin ve ekonomik profilaktik
onlemler acilen arastirilmasini vurgulamiglar ve Aeromonas hydrophila'ya karsi
yavru ot sazanindaki DNA asist uygulamasi i¢in bir dagitim araci olarak uygulanan
yeni bir fonksiyonellestirilmis tek duvarli karbon nanotiiplerin (SWCNT) etkilerini
incelemiglerdir. Sonuglarinda, DNA asis1 yiikkli SWCNT'lerin, yavru ot sazanlarinda
A. hydrophila'ya kars1 daha iyi bir koruma sagladigin1 gostermislerdir. Ayrica, DNA
asis1 ile konjuge edilmis SWCNT'ler, serbest DNA asisina kiyasla 6nemli 6lciide
koruyucu bagisiklik saglamistir. Dolayisiyla, SWCNT'lerin, immiinolojik aktiviteyi
arttirmak icin potansiyel bir verimli DNA as1 tastyicisi olarak diisiliniilebilecegini

ortaya koymuslardir.

Rondon-Barragan vd.(2017) yaptiklart ¢alismada, DNA asilamasmin, ¢iftlik
baliklarini viral ve bakteriyel hastaliklardan korumak i¢in etkili bir yontem oldugunu
bildirmislerdir. DNA asilar1 tarafindan kodlanan kimerik antijenlerin, viral
hastaliklara kars1 direnci arttirdig1 gosterilmistir. Calismalarinda, Japon pisi baliginda
(Paralichthys olivaceus), (JFJLAMP-1) 'den lizozom ile iliskili membran proteini-1'i
kodlayan geni siralamislar ve bunun kirmizi deniz ¢ipura iridoviriisiinden (RSIV) ana
kapsiil proteini (MCP) ile kaynasan kimerik bir DNA asisinda kullanimini
degerlendirmislerdir. JTLAMP-1 cDNA, transmembran ve sitoplazmik alanlar igeren,
415 aa kodlayan 1248 bp'lik bir uzunluga sahiptir. JILAMP-1, ¢esitli dokularda
yapisal olarak ifade edilmis ve dalakta ekspresyonu, Edwardsiella tardamin
formalinle Oldiiriilmiis hiicrelerinin (FKC) enjeksiyonunu takiben yukari dogru

diizenlenmistir. immiinofloresan analiziyle, JJLAMP-1'in sitoplazmada kicik ve
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biiyilk graniillerde ve c¢ekirdege yakin gruplarda dagildigini  gdstermislerdir.
JILAMP-1'in luminal bolgesini kodlayan DNA, RSIV MCP i¢in gen ile degistirilmis
ve yapi, bir ekspresyon vektoriine (pClneo) klonlanmistir. PCLAMP-MCP ile
asilanan balik, asilamadan sonraki 30. giinde MCP genini barindiran pClneo vektorii
ile asilanan baliktan anlamli olarak daha yiiksek antikor seviyelerine sahip olarak

belirlenmistir (p < 0.05).

Liu vd.(2016) yaptiklar1 ¢alismada, Edwardsiella tarda’nin kiiltiir baliklarinda
edwardsiellozis hastaliginin sebebi oldugunu, bunun da yetistiricilikte agir kayiplara
neden oldugunu ve simdiye kadar E. tarda'ya karsi farkli as1 tiirlerinin denendigini
bildirmislerdir. Calismalarinda, optimize edilmis bir 6karyotik ekspresyon plazmidi
gelistirmisler ve bir bisistronik ekspresyon sistemi kullanilarak antijenik ve adjuvan
peptidi birlikte kodlayan optimize edilmis bir DNA asis1 tasarlamislardir. Sonug
olarak, insan T-hiicresi 16semi viriisii tip 1 (CMV / R) 'den uzun terminal tekrarli R
bolgesi ile baglanmis bir modifiye edilmis plazmid barindiran sitomegaloviriis
(CMYV) promotorii ve woodchuck hepatit viriisii transkripsiyon sonrasi cevap elemant
(WPRE) bileseni, modifiye edilmemis plazmit ile karsilastirildiginda, artan bir
antijenik gen ekspresyonu gostermis oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, bisistronik
sisteme dayanarak tasarlanmis sistem, antijenik geni ifade etme konusunda daha
giiclii bir yetenek sergilemis ve RPS, antijenik geni kodlayan plazmid ile
karsilastirildiginda %87.3 basar1 saglamistir. Son olarak, imminolojik analizlerde
DNA asistnin hem dogal hem de adaptif immiin yanitlar1 indiikledigini
gostermislerdir. Bu sonuclarin, antijenik ve adjuvan proteinlerin birlikte
kodlanmasinin, gelecekte kiiltiir balikgiliginda DNA asilar1 gelistirmek igin etkili bir

strateji olabilecegini diisiindiirdiigiinii vurgulamislardir.

Zhang vd. (2012) galismalarinda iridoviriislerin, ikosahedral kapsid ile birlikte ¢ift
iplikli  biiyik DNA  viriislerioldugunu ve Iridoviridae familyasinin, biri
Megalocytiviriis olmak {izere bes cins igerdigini bildirmislerdir. Ayrica
Megalocytiviriis’iin, son yillarda ¢ok ¢esitli deniz ve tath su baliklari i¢in 6nemli bir
patojen olarak ortaya ¢iktigin1 vurgulamislar ve Cin'deki ¢iftlik baliklarini etkileyen
Megalocytiviriise kars1 etkili genetik asilar gelistirmeyi amaglamislardir. Bu amacla,

Japon pisi balig1 (Paralichthys olivaceus) ve kalkan (Scophthalmus maximus) dahil
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olmak iizere genis konak yelpazesine sahip bir megalocytiviriis olan Cin'den yedi
genli rock cipura iridoviris (RBIV-C1) izolatin1 temel alan yedi DNA asis1
yapmislardir. Bu asilarin  koruyucu potansiyellerini bir kalkan modelinde
incelemislerdir. Sonuglar, intramiiskiiler enjeksiyon yoluyla asilama sonrasinda asi
plazmitlerinin dalak, bobrek, kas ve karacigerde dagildigini ve asi genlerinin
transkripsiyonunun ve asi proteinlerinin iiretiminin bu dokularda tespit edildigini
gostermistir. Oliimciil dozda bir RBIV-C1 ile miicadelenin ardindan, yedi DNA
asisindan dordii ile agilanan baliklarin, kontrol baliklarina kiyasla 6nemli dlgiide daha
yuksek hayatta kalma seviyeleri gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu dort koruyucu
DNA asisindan, 86kalint1 viral proteini eksprese eden bir plazmid olan pCN86, en
yiiksek korumay: indiiklemistir. Immiinolojik analizlerle, pCN86'nin, &n bdbrek
makrofajlarinin  solunum patlamasini asilamadan 14, 21 ve 28. giinlerde
uyarabildigini gostermis, dogustan gelen ve adaptif immiinitede yer alan immiin ilgili
genlerin ekspresyonunu diizenledigini ortaya koymus ve enfeksiyondan énce RBIV-
Cl1 ile inkiibe edildiginde, kalkan baliginda bobrek ve dalaktaki viral yikd, virls
enfeksiyonunu takiben Onemli Olclide azalttigi tespit etmislerdir. Birlikte ele
alindiginda bu sonuglarin, pCN86'nin akvakiiltiirde megalocytivirus ile iligkili
hastaliklarin ~ kontroliinde kullanilabilecek etkili bir DNA asist  oldugunu

gostermiglerdir.

Huang vd.(2017) yaptiklari c¢aligmada, DNA asilarinin hayvanlarda mikrobiyal
enfeksiyonlara kars1 yaygin sekilde kullanildigini  ve DNA  agilarinin
immiinojenikligini arttirmak i¢in molekiiler adjuvanlarin kullaniminin son yillarda
giderek daha fazla calisildigim1 vurgulamislardir. MyD88’in, sinyalleme dizilerini
harekete gecirmek ve enflamatuar mediatorler {iretmek igin bagdastirict
molekiillerden biri oldugunu ve memelilerde kanitlanmis immiinolojik roli ve
adjuvan potansiyelinin, balik tiirlerinde nadiren rapor edildigini bildirmislerdir.
Calismada, plazmid pcMyD88 diizenlenmis ve MyD88'in molekiiler adjuvan olarak
kapasitesi, turuncu benekli orfozda Vibrio alginolyticus enfeksiyonuna kars1 AcfA'yi
kodlayan bir DNA asis1 ile birlikte enjekte edilerek arastirilmistir. Sonuglara
bakildiginda, DNA asis1 pcacfA veya molekiiler adjuvan pcMyD88'in enjekte edilen
kastan bobrek ve dalaklara nakledilmesi ve daha sonra koruma icin konagin

bagisiklik sistemini uyarmasi ig¢in en az 7 giin gerekli oldugunu gdstermiglerdir.
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PcMyD88'in DNA asis1 pcacfA ile birlikte enjeksiyonunun, belirgin spesifik antikor
seviyelerini ve MHCIa, MHCIIa, CD4, CD8a, IL-1 ve TNFa dahil bagisiklik ile
iliskili genlerin ekspresyon seviyelerini arttirabildigini tespit etmislerdir. Ayrica,
pcMyD88, pcacfA'nin V. alginolyticus enfeksiyonuna karsi immiin korumasini
arttirmig, PCMyD88 + pcacfA grubunda, asilamadan 10 hafta sonra yapilan testlerde
sadece pcacfA'ya kiyasla (%73.3) anlamli sekilde ,%83.3 daha yiiksek RPS
gozlemlenmistir. Bununla beraber bu sonuglarla agikga MyD88'in turuncu benekli

orfozda DNA asis1 pcacfA i¢in etkili bir adjuvan oldugunu gostermislerdir.

Ma vd.(2017) arastirmalarinda, Streptococcus agalactiae (S. agalactiae)’nin,
dinyadaki tilapia endustrisindeki artan ekonomik kayiplar nedeniyle son on yilda
daha fazla dikkat ¢ceken 6dnemli bir balik patojeni oldugunu bildirmislerdir. Baliklarda
S. agalactiae'nin mevcut etkili asilarinin agik¢a dezavantajlara sahip oldugunu,
bagisiklik koruyucu antijenlerin ve ambalaj malzemelerinin se¢ilmesinin kuskusuz
yeni oral agilarin  gelistirilmesine katkida  bulunacagimmi  belirtmislerdir.
Calismalarinda, yilizey immiinojenik protein (sip), S. agalactiae serovar I'den,
katyonik kitosan ve geri doniisiimlii ve biyo-uyumlu PLGA ile DNA ag1 formunda
immiinojenik protein olarak bir genom se¢mislerdir. Katyonik-PLGA'daki pcSip
plazmidi, immiinize edilmis tilapiyanin dokularinda basariyla eksprese edilmis ve
immiinojeniklik, tilapia bagisiklik modelinde degerlendirilmistir. Dalak ve bobrek
dokularinda IL-1B, TNF-a, CCl, CC2 sitokin diizeylerinde anlamli bir artis
gozlenmistir. Ayrica, bagisiklik kazandirilmig tilapia, oldiiriicii derecede yliksek
derecede viriilan serovar | ve S. agalactiae dozu ile miicadeleye kars1 farkli koruma
seviyeleri saglamistir. Elde edilen sonuglarla, katyonik-PLGA'daki pcSip
plazmidinin, yiiksek seviyede antikorlar olusturdugunu ve S. agalactiae
enfeksiyonuna karst korumayi uyardigini, etkili oral as1 adaylar1 olabilecegini

gostermiglerdir.

Chen vd.(2015) calismalarinda, orfoz larvalarinda kitlesel mortalite nedeni olan sinir
nekrozu viriisiine (NNV) karsit bir DNA asist pcMGNNV2'nin gelisimini rapor
etmiglerdir. Ek olarak, bir Toll-like reseptor 9 agonisti olan CpG
oligodeoksiniikleotidinin (ODN) DNA asis1 iizerindeki modiilator etkisini

degerlendirmislerdir. Tek basina DNA asisi, NNV'ye 6zgii antikorlarin iiretilmesini
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saglamis ve bu, asinin adaptif humoral yanit1 tetikleyebildigini gdstermistir. Ayrica
asilamadan sonraki 7. giinde dalakta TLR9, Mx ve IL-1B 'in belirgin bir sekilde
indiksiyonunu goézlemisler, bunun da asinin TLRY sinyalini tetikleyebilecegini
destekleyecegini rapor etmislerdir. CpG ODN'nin yiiksek dozda dahil edilmesi,
NNV-spesifik antikorlarin seviyesini 6nemli dl¢lide etkilememis, ancak 7. glinde Mx
ve IL-1pB ekspresyonunu orta derecede arttirarak dogustan gelen yaniti modiile etme
kabiliyetini gostermistir. NNV ile miicadeleden sonra, aginin tek basina asilamadan
sonra hem 1. hem de 2. haftada enfekte larvalarda hayatta kalma oranini arttirdigini
ortaya koymuslardir. CpG ODN'nin kombinasyonu ayrica 1. haftada hayatta kalma
oranim1 arttirmis ancak 2. haftada arttirmanustir. Ilging bir sekilde, 2. haftada ODN,
T-bet (bir Thl marker) ve GATA-3'ln (bir Th2 marker) downregllasyonu ile
gosterilen bir Thl benzeri yanit uyandirmistir. Bu nedenle sonucglarda, CpG ODN ile
arttirtlmis Thl yanitinin, pcMGNNV2 asisinin koruma etkinligini arttirmadigini
gostermislerdir. En iyi bildikleri seyin bunun orfozda NNV'ye kars1 basarili bir DNA

asisinin ilk raporu oldugunu belirtmislerdir.

Lazarte vd.(2017) calismalarinda, DNA asilarinin immiinojenikligini arttirmak igin
molekiiler adjuvanlarin kullanimi son yillarda birgok kez incelendigini ve
Glikoprotein (G) bazli DNA asilarinin, Salmonidlerde Rhabdoviriis'e (0zellikle
bulasic1 hematopoetik nekroz viriisii, [HNV) kars1 enfeksiyonla miicadelede etkili
oldugun kanitlandigin1 bildirmislerdir. DDX41’in, bir tip I IFN dogustan gelen
immiin yanitt uyararak antiviral ve enflamatuar tepkileri tetikledigi bilinen bir
helikaz oldugunu vurgulamislardir. Bu calismada ise pisi baliginda (Paralicthys
olivaceus) G bazli DNA asilar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin, molekiiler bir
adjuvan DDX41 ekleyerek daha verimli bir G bazli DNA asis1 gelistirmeye
calismiglardir. VHSV glikoproteininin (G-protein) ve DDX41'in sirasiyla EF-1 a ve
CMYV promoterleri tarafindan uyarildigi bir DNA asis1 tasarlamiglardir. Pisi baliklari,
sadece G-bazli DNA asisin1 (pEF-G), sadece molekiiler adjuvani (pEF-D) veya asi-
adjuvan yapisin1 (pEF-GD) kodlayan 1 ug plazmit ile intramuskiler olarak imminize
etmislerdir.15. ve 30. giinlerde iki farkli zaman noktasinda balik, periton icine VHSV
(100 puL; 1 x 106 TCID50 / mL) ile enfekte edilmistir. Analizlerinde, plazmid
yapilarinin, hem bobrek hem de dalak numunelerinde asilamadan sonraki 3. gilinde

IFN-1 ve bununla iliskili genlerin ekspresyonunu artirdigini gosterdigini ortaya
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koymuslardir. Spesifik olarak pEF-GD, pEF-G ve pEF-D ile tedavi edilen gruptan
istatistiksel olarak daha yiiksek bagisiklik yanit genleri ekspresyonu gostermistir (p
<0.05 / p <0.001). VHSV tehdidinden sonra, pEF-GD ile muamele edilen balik
grubu, pEF-G ile muamele edilen gruptan daha yiiksek hayatta kalma oram
gostermistir, ancak 15 dpv uygulanan grupta fark istatistiksel olarak anlamli
bulunamamis, ancak 30 dpv uygulanan grupta fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p <0.05). Bununla birlikte, bu sonuglarla agikca DDX41’in, pisi
baliginda G-bazli DNA agis1 i¢in etkili bir yardimci oldugunu ve bu bulgularin
sonraki caligmalarda su firiinleri endiistrisi i¢cin daha etkili DNA asilariin

gelistirilmesini kolaylastirabilecegini gostermislerdir.

Hao vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, ot sazani reoviriisiiniin (GCRV) en patojenik
aquareoviriislerden biri oldugunu ve ot sazasinda (Ctenopharyngodon idella)
Oldiiriici hemorajik septisemiye neden olabilecegini rapor etmislerdir. Bununla
birlikte, GCRV enfeksiyonunun yonetiminin hala olduk¢a zor oldugunu ve bu
nedenle, enfeksiyonunun kontrolii icin etkili araglar bulmak gerektigini
belirtmiglerdir. Olii bakterinin (BG, canli olmayan bakteri) DNA iletimi i¢in tastyic
olarak kullanilmasinin veterinerlik ve insan asilar1 caligmalarinda biiyiik dikkat
cekmistigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, baliklarda 6lii bakteri bazli DNA
asilariin intramiiskiiler olarak verilmesi ile ilgili bir raporun bulunmadigim
vurgulamislardir. Caligmalarinda, biiyiik bir kapsid protein geni (vp7) olan ot sazani
reoviriisiiniin kodlanmis DNA asis1 veren E. coli DH5a 6li bakterisine (DH5a-BG)
dayali yeni bir asi, vp7 DNA asisinin ot sazaninda GCRV'ye karsi etkinligini
arttirmak i¢in gelistirilmistir. Ot sazani farkli tedavilerle intramiiskiiler olarak enjekte
edilmistir; i) ¢iplak pcDNA-vp7 (sirastyla 1, 2.5 ve 5 pg plazmidini igeren) ii)
DHS50-BG / pcDNA-vp7 (sirasiyla 1, 2.5 ve 5 pg plazmid igeren) ve iii) ¢iplak
pcDNA, DH50-BG veya phosphate buffered saline (PBS). Ot sazanin bagisiklik
tepkileri ve hastalik direnci farkli gruplarda degerlendirilmis ve sonuglar, antikor
seviyeleri, serum total antioksidan kapasite (T-AOC), stuperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi, asit fosfataz (ACP) aktivitesi ve alkalin fosfataz (AKP) aktivitesi ve
immun-iligkili genlerin DH5a-BG / pcDNA-vp7 asisi ile asilanan baliklarda 6nemli
Olcude arttigini gostermistir (DNA dozu 2.5 ila 5 pg arasinda degismektedir). Ek
olarak, DH50-BG / pcDNA-vp7 asis1 ile agilanmig baliklarda nispi yiizde sagkalimin
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onemli 6lgiide arttigin1 ve DH5a-BG / pcDNA-vp7 grubunda, nispi hayatta kalma
yuzdesinin, enfeksiyondan 14 giin sonra en yiiksek DNA dozunda (5 ug) ¢iplak
PCDNA-vp7'ye (%42.22) gore %90'a ulastigini tespit etmislerdir. Ayrica, pcDNA-
vp7 plazmidinin seviyesinin DH5a-BG / pcDNA-vp7 gruplarinda, 21 giin sonra kas
ve bobrek dokularindaki ¢iplak pcDNA-vp7 gruplarina gore daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Genel olarak, bu sonuglarla DH5a 6lii bakteri bazli DNA asisinin, su
canlilarinda GCRV enfeksiyonuna karsi savasmak i¢in umut verici bir as1 olarak

kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir.

Sun vd.(2012) calismalarinda, Streptococcus iniae’nin hem deniz hem de tatli su
balik tiirlerini iceren genis bir konak¢1 yelpazesine sahip dnemli bir balik patojeni
oldugunu vurgulamiglar S. iniae'ye karsi etkili asilar gelistirmek amaciyla,
streptolisin S dizisinin bilesenleri olan sagF, G ve I'ye dayanan ti¢ monovalent DNA
asis1, yani pSagF, pSagG ve pSagl yapmislardir. Bu asilarin bagisiklik koruyucu
potansiyellerini  Japon pisi baligt modelinde (Paralichthys olivaceus)
incelenmislerdir. Sonuglarda, intramiiskiiler uygulamadan sonra as1 plazmitlerinin,
as1 kodlayan transgenlerin eksprese edildigi dalak, bobrek ve karacigere tasindigin
gostermislerdir. Immunokolloidal altin elektron mikroskopisi, as1 plazmidlerinin her
biri ile asilanmis baliklarda as1 proteini iiretimini tespit etmistir. Oliimciil dozda S.
iniae tehdidinin ardindan, pSagF-, pSagG- ve pSagl ile asilanmig baliklar sirasiyla
%78, %65 ve %76 nispi hayatta kalma oranlar1 (RPS) yiizdesini gdstermislerdir.
Farkli monovalent agi kombinasyonlarindan olusan ¢ok degerlikli asilarin daha iyi
korumalar saglayip saglamadigini incelemek icin pisi baligini, FG (pSagF ile
pSagG), FI (pSagF ile pSagG) veya FGI (pSagF ile pSagG ve pSagG) ile
asilamislardir. Daha sonraki ¢alismada, iki degerli ve {li¢ degerlikli asilarla agilanmis
baliklarin RPS oranlarinin, monovalent asilar ile asilanan baliklara gore sirasiyla %4
ila %17 ve %13 ila %26 arasinda oldugunu gostermislerdir. Ayrica, goriiniise gore
sekans analizi ile agiklandig1 gibi, bu serotiplerde yiiksek oranda korunmus SagF,
SagG ve Sagl homologlarinin varlig1 nedeniyle, FGI'1n hem serotip I hem de serotip
II S. iniae'ye kars1 giiclii bir capraz koruma gosterdigini belirtmislerdir. Immiinolojik
analizle, tiim asilarin sunlara tesir ettigini gostermislerdir; 1) Spesifik serum antikor
iiretimi, i1) gelismis kompleman aracili bakterisidal aktivite ve iii) genis bir immiin

gen yelpazesinin anlamli indiiksiyonu. Bununla birlikte, gen ekspresyonu ve FGI
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tarafindan uyarilan serum bakterisidal aktivite seviyelerinin genel olarak monovalent
asilarin uyardiklarindan daha etkili oldugu belirtilmistir. Birlikte ele alindiginda, bu
sonuglarla, sagF, G ve I bazli DNA asilarinin, 6zellikle ¢cok degerlikli asilar olarak
formile edildiklerinde, S. iniae enfeksiyonuna karst oldukca etkili oldugunu

gostermislerdir.

Zhang vd.(2017) arastirmalarinda, sazan bahar viremisi’nin (SVCV), balik
yetistiriciliginde oldukg¢a bulasict ve patojenik oldugunu ve Kkiiltiir balik¢iliginda
bliyilk ekonomik kayiplara neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sazan
yetistiriciligi enddstrisi igin istenen en acil 6nlemin, etkili ve ekonomik koruyucu
onlemler oldugunu belirtmislerdir. Calismada, aday bir DNA as1 tastyicisi olarak tek
duvarli karbon nanotiipleri (SWCNTSs) banyo (1, 5, 10, 20, 40 mg L — 1) veya
enjeksiyon (1, 4, 8, 12, 20 pg) ile sazan yavrularinda uygulamislardir ve
immiinoprotektif etkiyi tetikleyen farkli immiin tedavileri analiz etmislerdir.
Sonuglarda, pEGFP-G tedavi gruplarmma kiyasla SWCNTs-pEGFP-G tedavi
gruplarinda banyo uygulamasi veya kas i¢i enjeksiyon yoluyla kas, dalak ve bobrek
dokularinda yiiksek G transkripsiyon ve ekspresyon seviyelerinin tespit edilebildigini
gostermislerdir. Bu arada, komplemen aktivitesi, siiperoksit dismutaz aktivitesi,
alkalin fosfataz aktivitesi, bagisiklik ile ilgili genler (6zellikle TNF-a) ve antikor
seviyelerinin, SWCNT'lerle birlestirilen DNA asisiyla asilanan baliklarda 6nemli
Ol¢iide arttigmi ortaya koymuslardir. Nispi yiizde sagkalim (RPS), SWCNTs-
PEGFP-G asis1 ile yikanmis baliklarda 6nemli 6l¢iide artmis ve RPS, SWCNTs-
PEGFP-G grubunda enfeksiyondan 22 giin sonra en yiiksek as1 dozunda (40 mg L-1)
ciplak pEGFP-G'ye (%40.0) gore %57.5' e ulasmistir. Banyo immiinizasyon
grubundaki baligin, 40 mg L—1 konsantrasyonda, 12 pg dozunda enjeksiyon
grubunda benzer RPS’ e ulasabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada, amonyum islevli
SWCNT'lerin DNA asis1 i¢in Umit verici bir tasiyict oldugunu ve balik
yetistiriciliginde banyo uygulamasi yaklasimiyla biiyiik 6lcekli isletmelerde yavru

baliklar1 asilamak i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir.

Yan vd.(2015) calismalarinda, DNA asilarinin oral yoldan verilmesinin baliklar igin
umut verici bir asilama yontemi oldugunu belirtmisler ve rekombinant mayanin, bazi

tiirlere in vivo olarak antijen proteinleri ve DNA'lar vermek i¢in giivenli bir tasiyici
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oldugu kanitlandigint bildirmislerdir. Bununla birlikte, rekombinant mayanin,
baliklara asilama i¢cin  fonksiyonel DNA'lar1 vermek ic¢in  kullanilip
kullanilamayacaginin halen bilinmemekte oldugunu vurgulamiglardir.
Calismalarinda, japon baliklarina (Carassius auratus), CMV-EGFP ekspresyon
kasetini barindiran rekombinant Saccharomyces cerevisiae’i oral olarak
uygulamislardir. ilk asilamadan sonraki 5. giinde, floresan mikroskobu altinda arka
bagirsak'taki EGFP ifadesi tespit etmislerdir. Iletilen genin spesifik immiin yanitlari
uyarip uyarmayacagini daha fazla incelemek i¢in, model antijen ovalbiimin (OVA)
immiinojen olarak kullanmiglar ve oral uygulamalari, gen dagitimi olarak pCMV-
OVA memeli gen ekspresyon kaseti veya protein dagitimi olarak pADH1-OVA
maya gen ekspresyon kaseti iceren rekombinant S. cerevisiae ile
gerceklestirmislerdir. Her uygulama, {i¢ farkli dozda yapilmis ve OVA'ya 6zgii
serum antikorunu, biitiin deney gruplarinda western blot ve enzim bagl
immiinosorbent deneyi (ELISA) ile tespit etmislerdir. ELISA tahlili, diisik dozlu
pCMV-OVA grubunun (pCMV-OVA-L) ve orta dozda pADH1-OVA grubunun
(pPADH1-OVA-M), diger iki doza gore nispeten daha gii¢lii antikor tepkisini
tetikledigini ortaya koymuslardir. Ayrica, pPCMV-OVA-L grubu tarafindan tetiklenen
antikor seviyesini, ayni serum seyreltilerinde pADH1-OVA-M grubundan anlamli
olarak daha yiiksek bulmusglardir. Tiim sonuglarla, rekombinant mayanin oral DNA
asilar1 i¢in potansiyel bir tasiyict olarak kullanilabilecegini ve kiiltiir balik¢iligindaki
bulasict hastaliklar1 kontrol etmek icin daha pratik stratejilerin gelistirilmesine

yardimc1 olacagini ortaya koymuslardir.

Choi vd.(2012) yaptiklar1 ¢aligmalarinin amaci, pisi baligir (Paralichthys olivaceus)
'nda DNA agilar i¢in daha gii¢lii bir promotdr bulmak ve oksotrofik Edwardsiella
tarda mutantinin (dalr Aasd E. tarda) pisi baliginda VHSV'ye karst DNA asis1 i¢in
bir dagitim araci olarak kullanilabilirligini degerlendirmekti. Vektorleri Epithelioma
papulosum cyprini (EPC) hiicrelerine transfekte ettiklerinde veya pisi baligi kasinin
icine enjekte ettiklerinde, piring balig1 (Oryzias dancena) B-aktin promotorini
sitomegalovirlis (CMV) promotoriinden agik¢a daha giiclii olarak bulmuslardir.
Piring balig1 B-aktin promotoriiniin, pisi baligir icindeki DNA agilar1 icin CMV
promotoriinden daha uygun bir promotor olacagini ileri stirmiislerdir. Piring balig1 3-

aktin promotorii tarafindan tahrik edilen viral hemorajik septisemi viriisii (VHSV)
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DNA agis1 vektoriinii barindiran dalr Aasd E. tarda ile agilanan pisi baliginin, serum
notralizasyon titresinde belirgin olarak daha ylksek oldugunu bulmuslardir. CMV
promotorii tarafindan tahrik edilen VHSV DNA as1 vektoriinii tasiyan baliklarinin,
bakteri ile asilanmis baliklardan VHSV ile miicadeleye karsi daha yiiksek hayatta
kalma oranlar1 gosterdigini tespit etmislerdir. Bu sonuglarla piring baligi B-aktin
promotorlii DNA as1 vektorlerini barindiran oksotrofik E. tarda mutantinin, pisi
balig1 i¢indeki bulasict hastaliklarin profilaktikleri i¢in potansiyel bir sistem

olacagini gostermislerdir.

Ballesteros vd.(2014) yaptiklart ¢alismada, oral uygulama yonteminin gokkusagi
alabaligindaki etkinligini degerlendirmek icin yem i¢ine bulasici pankreas nekroz
viriisiinin (IPNV) VP2 genini temel alan bir DNA agis1 dahil etmislerdir. Suda
¢Oziinmiis yeme liyofilize aljinat-plazmid kompleksleri ilave etmis ve karisimi tekrar
liyofilize etmislerdir. Arka arkaya 3 giin boyunca bos plazmid veya ticari pellet yem
ile beslenen gokkusagr alabaliklarini, as1 peletleriyle beslenenler ile
karsilagtirmislardir. VP2 gen ekspresyonu, 15 giinliik siire boyunca pcDNA-VP2
kapli yem (bobrek, dalak, bagirsak ve solungac) alan gbékkusagi alabaligindaki farkli
organlarin dokularinda tespit etmislerdir. Bu pcDNA-VP2 asis1 agik¢a IFN-1, IFN-y,
Mx-1, IL8, IL12, IgM ve IgT ekspresyonunu diizenleyen bir dogal ve spesifik immiin
tepkiye neden olmustur.Ballesteros vd.(2014) En az 90 glin boyunca tespit edilebilir
seviyelerde anti-IPNV notrlestirici antikorlar iireten asilanmis alabalikta, %78 —
%85.9 nispi sagkalim oranmiyla gii¢lii koruma kaydetmislerdir. IPNV replikasyonu
asilanmis balikta 45 giin pi'de 6nemli Olgiide asag1 regiile edilmis olarak bulundugu

belirtilmistir.

Zhu vd.(2015) arastirmalarinda, tek duvarli karbon nanotiiplerin (SWCNT'ler) DNA
iletimi icin tasiyici olarak kullanilmasimin hiicre arastirmalarinda biiylik ilgi
gordiigiinii, baliklarin DNA asilamasmin, dayanikli transgen ekspresyonu
sagladigini, ancak kovalent olmayan konjugasyon yoluyla hazirlanan SWCNT-DNA
asis1 elektrostatik komplekslerinin intramiiskiiler uygulamasi hakkinda higbir rapor
olmadigint belirtmiglerdir. Bunun i¢in c¢alismalarinda, ot sazanini intramiiskiiler
olarak ¢iplak pcDNA-vp7, SWCNTs-pcDNA-vp7, bos plazmid vektor veya fosfat

olarak buiyik bir kapsid protein geni (vp7) ot sazani reoviriisiinii igeren bir plazmid
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vektor ile veya tamponlu tuzlu su (PBS) ile enjekte etmislerdir. Intramiiskiiler
uygulamadan sonra, farkli immiin islemlerin transgen ekspresyonunu indiikleme
kabiliyetini analiz etmislerdir. Sonuglarinda, SWCNTs-pcDNA-vp7 tedavi
gruplarinda intramiiskiiler enjeksiyonun 28 giin kas i¢i enjeksiyonunda vp7 geninin
daha yiiksek transkripsiyon ve ekspresyon seviyelerinin tespit edilebilecegini
gostermislerdir. Ayrica, serum solunum patlamasi aktivitesi, kompleman aktivitesi,
lizozim aktivitesi, stiperoksit dismutaz aktivitesi, immun ile ilgili genler, antikor
seviyeleri ve nispi yiizde sagkalimm, SWCNTs-pcDNA-vp7 asis1 ile asilanmis
baliklarda 6nemli Slgiide arttigini ortaya koymuslardir. Bu caligmadaki verilerle,
SWCNT'lerin plazmid DNA asis1 i¢in Umit verici tasiyicilar oldugunu ve

intramiiskiiler yaklasimla baliklar1 asilamak i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir.

Sun vd.(2012) calismalarinda, Streptococcus iniae ve Vibrio anguillarum'un neden
oldugu Streptococcosis ve vibriozisin, diinyadaki balik kiltiiri endiistrilerini
etkiledigini ve Onceki caligmalar S. iniae antijeni Sial0 ve V. anguillarum dis
membran proteini OmpU'nun DNA agilari olarak kullanildiginda sirasiyla kalkanda
(Scophthalmus maximus) ve Asya levreklerinde (Lates calcarifer) korunmaya neden
oldugunu gostermislerdir. Buna dayanarak, S. iniae ve V. anguillarum'a kars1 etkili
asilar gelistirmek i¢in, Sial0 ve OmpU'ya dayanan {ic DNA asis1 yapmislar ve hem
streptokok hem de vibriozisten muzdarip oldugu bilinen Cin'de bulunan pisi balig
(Paralichthys olivaceus) modelinde bagisiklik etkilerini incelemislerdir. Sun
vd.(2012) ¢alismalarinda olusturduklari ii¢c DNA asisindan, pIDSial0 ve pIDOmpU
sirastyla Sial0 ve OmpU'yu ifade ederken, pSiVal, tek bir bististronik mRNA
transkriptinden ¢evrilmis iki ayri protein olarak Sial0 ve OmpU'yu ifade etmistir.
Asilama sonras1 7. ve 28. gilinlerde as1 plazmitlerini ve as1 kodlayan genlerin
ekspresyonunu asilanan baligin kasinda, dalaginda, bobreginde ve karacigerinde
tespit etmislerdir. Immunokolloidal altin elektron mikroskopisi ile sirastyla SI110 ve
OmpU proteinlerinin pIDSial0- ve pIDOmpU ile asilanmis baliklarda tiretimi
algilanmigken, Sial0 ve OmpU proteinleri pSiVal asilanmis baliklarda tespit
edilmistir. Asilamadan bir ve iki ay sonra, pIDSial0 ve pSiVal ile asilanan baliklar,
6ldurucu S. iniae tehdidini takiben nispi hayatta kalma (RPS) oranlarini (%80 -%87)
olarak gostermislerdir. Benzer koruma oranlarinin, oldiriici V. anguillarum

tehdidinin ardindan pIDOmpU ve pSiVal ile asilanmis baliklarda da tespit edildigini
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bildirmislerdir. Immiinolojik analizler ile tiim agilarin, kompleman aracili
bakterisidal aktiviteyi arttiran spesifik serum antikor {iiretimini tetikledigini ve
pSiVal'in genis bir immiin ilgili gen spektrumunun ekspresyonunu zamana bagl bir

sekilde modiile ettigini gostermislerdir.

Heras vd.(2010) arastirmalarinda, DNA asilarinin ve enfeksiyoz pankreas nekrozu
viriisiine (IPNV) karst oral DNA bazli immiinoterapinin somon baliklarinda ¢ok az
calisildigin1 bildirmisler ve bununla beraber kapsid VP2 geni yerlestirilmis bir
vektorii, oral uygulamadan sonra yasanan agresif gastrointestinal kosullardan
kaginmak icin aljinat mikro kiirelerinde kapsiillemislerdir. Aljinat mikrosferleri,
astlanmig alabaliklarin farkli organlarinda erken eksprese edilen ve en az 60 gin
boyunca devam eden VP2'yi kodlayan pDNA'y1 korumak i¢in etkili oldugu
belirtilmistir. Asinin, asilamadan 7 ve 15 giin sonra, bos plazmid ile agilanmis baliga
gore IFN ekspresyonunu 10 kattan daha fazla arttirarak dogustan gelen bagisiklik
tepkilerini artirdigini1 gostermislerdir. Benzer sekilde, IFN'nin neden oldugu antiviral
Mx proteininin maksimum ekspresyonu asilamadan 15 giin sonra kaydedilmis ve
notralize edici antikorlar ayrica asilamadan 21 giin sonra yiikselmis olsalar da 15 giin
sonra tespit etmislerdir. Heras vd.(2010)baliklarin as1 verilmesinden 15 ve 30 giin
sonra enfekte edildiklerinde %80 nispi sagkalim gdsterdigini yani korunmanin
asilanmis baliklarda yiliksek oldugunu belirtmislerdir. Enfekte edildikten 45 giin
sonra hayatta kalan asilanmig balikta kontrol grubuna gore ¢ok diisiik viral yiik tespit
etmislerdir. Boylece bu calismada, kapsiilleme tekniginin IPNV-DNA asis1 iletimi
icin potansiyelini ve IPNV-VP2 geninin gelecekteki plazmid yapilari i¢in alaka

diizeyini gostermislerdir.

Penaranda vd.(2011) calismalarinda, enfeksiy6z hematopoetik nekroz viriisiiniin
(IHNV), salmonid tiirlerinde dnemli mortaliteye neden olan bir balik rabdoviriisii
oldugunu ve Kuzey Amerika'da IHNV’nin, U, M ve L olarak adlandirilan ii¢ ana
genogrupuna sahip oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica IHNV'nin M ve U
genogruplarinin konak 6zgiilliigliniin hem dogada hem de deneysel miicadelelerde,
M izolatlar1 gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) daha yaygin ve daha
viriilan olduklar1 bildirilmistir. U  genogruplarinin ise, pasifik somonda

(Oncorhynchus nerka) daha yaygin ve viriilan olma 06zelligini belirtmislerdir.
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Gokkusagt alabaligindaki M (pM) veya U (pU) viriis glikoprotein genlerini igeren
DNA agilarmin etkinligini aragtirmislardir. Asilamadan sonraki 7. giindeki viriisle
micadelede (erken antiviral cevap), hem pM hem de pU’nun, M veya U IHNV'ye
kars1 oldukca koruyucu oldugunu bulmuslardir. Asilamadan sonraki 28. gilindeki
(spesifik antiviral tepki) tepkilerde, hem pM hem de pU’nun, M IHNV'ye karsi
koruyucu oldugunu, fakat homolog pM asisinin, iki deneyden birinde pU'dan 6énemli
Olclide daha koruyucu oldugunu tespit etmislerdir. Bu asamada hem pM hem de
pU’nun, U IHNV tehdidine kars1 nispeten yiiksek koruma sagladini belirtmislerdir.
Koruma korelasyonlar1 ayrica, interferon ile uyarilan gen Mx-1'in ekspresyonu ve
pM veya pU DNA asilamasindan sonra noétrlestirici antikorlarin (NADb) tiretimini
degerlendirilerek arastirmiglardir. Asidan 4 ve 7 giin sonra, konak¢i dogal immiin
tepkisinin bir gostergesi olarak Olgutikleri Mx-1 gen ekspresyonunu, bazi
durumlarda pM asilamasindan sonra anlamli derecede daha yiiksek bulmuslardir.
Notrlestirici antikor, iki astya cevap olarak {iretilmis, fakat antikor titreleri, koruma
ile tutarli bir korelasyon gostermemistir. Sonuglarinda, gokkusagi alabaliginin
dogustan gelen ve adaptif immiin yanitlarin, U ve M genogrupu IHNV'yi ayirt etme
kabiliyetine sahip oldugunu gostermislerdir, fakat genel olarak pM ve pU asilarinin,
hem homolog hem de ¢apraz genogroup miicadelelerine karsi koruyucu olduklarini

bildirmiglerdir.

Kumar vd. (2008) arastirmalarinda, son yillarda balik yetistiriciliginde DNA
astlarmin kullanilma ihtimaline odaklanmislardir. DNA'nin baliga intramiiskiiler
enjeksiyonu icin basarilt bir rejim gelistirildigini ve bu DNA'y1 baliga vermek i¢in
yeni yontemler arastirildigini belirtmisler ve kitosanin polikasyonel bir gen tasiyict
olarak oral uygulama i¢in potansiyelinin 1990'lh yillardan beri arastirildigina dikkat
cekmislerdir. Bu bilgiler 1s1ginda, kitosan nanopartikiilleri enkapsiilasyonu
kullanarak DNA asisinin Vibrio anguillarum'a karsi oral yoldan potansiyel
etkinligini incelemislerdir. Calismalarinda V. anguillarum'un porin geni, bir
Okaryotik ifade vektorii olan pcDNA 3.1 kullanilarak DNA asisin1 olusturmak icin
kullanilmis ve yapi, pVAOMP38 olarak adlandirilmistir. Yapilan plazmidin
verilmesi i¢in kitosan nanopargaciklarini kullanmislardir. Porin geninin in vitro ve in
vivo ekspresyonunu, deniz levregi bobrek hiicre hattinda (SISK) ve balikta sirasiyla

floresan mikroskopisi ile gozlemislerdir. Kitosan kapsiillenmis DNA as1 yapisinin
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sitotoksisitesini, MTT tahlili ile analiz etmisler ve pVAOMP38 / kitosanin
sitotoksisitesinin olduk¢a diisiik oldugunu bulmuslardir. Genin farkli dokularda
dagilimini, kitosanda kapsiillenmis DNA (pVAOMP38) ile beslenen baliklarda
immunohistokimya kullanarak incelemislerdir. Sonuglar, DNA asisinin, kitosan
nanoparcaciklartyla beslenerek kolayca baliga verilebilecegini gostermistir. Oral
asilamadan sonra, Asya deniz levregine kas igi enjeksiyon yoluyla Vibrio
anguillarum uygulamiglardir. Nispi hayatta kalma oranimi (RPS) %46 olarak
kaydetmislerdir. Sonug olarak, kitosan-DNA (pVAOMP38) kompleksi ile oral olarak
agilanan Asya deniz levregi (Lates calcarifer) 'nin deneysel V. anguillarum

enfeksiyonuna karsi orta derecede koruma gosterdigini gostermislerdir.

Li vd.(2019) arastirmalarinda, Enfeksiy6z hematopoetik nekroz viriisiiniin (IHNV),
salmonid su {riinleri endiistrisinde ciddi hastaliklara ve ekonomik kayiplara yol
actigint vurgulamiglardir ve gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) icin IHNV
enfeksiyonuna karsi etkili bir as1 gelistirmeyi amaglamislardir. Daldirma yolu ile
tatbik edilen, IHNV glikoprotein (G) bolgelerini igeren bir canli vektdr asisinin,
gokkusagi alabaliklarinda bagisiklik tepkilerini tetikledigini ortaya koymuslardir.
Daldirma yolunun kullanilmasi, intramiiskiiler enjeksiyon asilamadan daha verimli
mukozal bagisiklik yaratmistir. IHNV G gen ekspresyonunu asilamadan 3, 7 ve 15
gun sonra (dpv) gokkusagi alabaligi dalaklarinda tespit etmislerdir. G geninin
ekspresyonunun 3 ila 15 dpv arasinda siirekli azaldigini tespit etmislerdir. Ek olarak,
TLR-3, TLR-7 ve TLR-8 ekspresyonu asilamadan sonra yukart dogru diizenlenmis
ve en yiksek IFN-1, Mx-1, Mx-3, Vig-1 ve Vig-2 ekspresyon seviyelerini 3 dpv’de
gozlemlemislerdir. Adaptif immiin yanitin dort isaretinin (CD4, CDS8, IgM ve IgT)
yavas yavas arttigini ortaya koymuslardir. Deney baligima IHNV ile daldirma islemi
uygulandiklarinda, asilanan baliklarda ve asilanmamis (bos-plazmid asilanmais)
baliklarda kiimiilatif yiizde 6liim oranlarinda 6nemli farkliliklar gézlemislerdir. Nispi
hayatta kalma oran1 agilanmig grupta ve bos plazmid grubunda sirasiyla %92 ve %6
olarak bulunmustur. Asilanan balikta, asilanmamig baliktan farkli olarak, 7 dpv'den
sonra, serum antikor seviyelerinin kademeli olarak arttigini tespit etmislerdir.
Sonuglarinda, canli vektor asisinin uygulanmasindan sonra baliklarin bagisiklik
tepkilerinde ve IHNV ile enfeksiyona direngte Onemli bir artis oldugunu

gostermislerdir. Bu nedenle, bu canli vektér asisiin gokkusagi alabaliklarin
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IHNV'ye Karsi korumak i¢in kullanilabilecek umut verici bir as1 oldugunu ortaya

koymuslardir.

Skinner vd. (2010) arastirmalarinda, bir DNA asisinin ayni anda bir¢ok degerlikli,
yag ile adjuvanlanmis as1 ile enjekte edilmesinin ardindan rutin metabolik hizda
(RMR) 6nemli bir artis oldugunu gostermislerdir. RMR'deki artis1 gegici olarak
bulmuslar ve hem spesifik olmayan hem de spesifik immiin yanitlarin artan aktivitesi
ile iligkili olarak degerlendirmislerdir. Gokkusagi alabaligini (Oncorhynchusmykiss),
bir DNA asis1 (DV), ticari olarak temin edilebilir bir¢ok degerli, yag ile
adjuvanlanmis as1 (AV) veya kombinasyon halinde iki as1 ile enjekte etmiglerdir.
RMR ve anahtar immiin parametreleri (serum lizozim aktivitesi, serum nétralizasyon
antikor titreleri) icin 203, 305 ve 406 giin (gg) as1 sonrasi enjeksiyondan (pvi)
ornekleme yapmislardir. Hem DV hem de AV'yi alan baligin RMR'sini, kontrol, AV
ve DV gruplarini igeren diger tiim tedavi gruplarindaki baliklara kiyasla, 203 d /
pvi'de anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir. Artan RMR, yuksek seviyelerde
serum lizozim aktivitesine ve daha Once virlise 0zgii nétrlestirici antikorlarin
serokonversiyonuna karsilik gelmistir. Biliylime performansinin RMR'deki gecici
artistan etkilenip etkilenmedigini belirlemek i¢in spesifik biiyiime hiz1 (SGR), giinliik
agirlik artis1 yiizdesi (WG) ve yem doniisiim oranini1 (FCR) 798, 1204 ve 1610 dd
pvi'de belirlemislerdir. Her {i¢ as1 grubundaki baliklar, SGR ve WG'de 798 ve 1610
dd pvi'de kontrol grubuna kiyasla anlamli artiglar gosterse de, deney sonunda
baliklarin toplam agirhginda &nemli farklhiliklar bulamamislardir. Ozetle, bu
calismada eszamanli bir DV ve AV enjeksiyonunun, gokkusagi alabaliginin
RMR'sini gegici olarak arttirdigini ve bagisiklik tepkisinin meydana gelme seklini
degistirdigini, ancak baligin genel biliylime performansini etkilemedigini

gostermislerdir.
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3. YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Balik Materyali

Deneyde, 2019 yilinda Germegtepe i¢ Su ve Deniz Baliklart Uretim, Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde {iretimi yapilan ve ortalama agirliklar1 55,02+1,02 golan
toplam 360 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanilmistir. Baliklar
Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklart Arastirma
Birimi’nde yer alan kapal1 devre sisteme transfer edilmistir. Bu kapali devre sistemde
su sicakligi 16 °C ‘de sabit tutulmustur ve baliklar 2 haftalik adaptasyon siireci
sonrasinda asilama denemesi baslatilmistir.Calismada her biri 100 L olan 9 adet

akvaryum kullanilmistir.

Fotograf 3.1. Baliklara anestezi uygulamasi
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Fotograf3.2. Anestezi uygulanmis gokkusagi alabaliklar

3.1.2. Deneme Yeri

Deneme, Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Arastirma
Birimi’nde toplam 30 giinde tamamlanmistir. Calismanin 7 ve 30. gunlerinde
baliklardan doku ve kan ornekleri alinarakbagigiklik yanitlar belirlenmistir. Calisma

sonunda baliklar R. salmoninarum ile kontrol testlerine tabi tutulmustur.
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Fotograf 3.3.Gruplara ayrilmis baliklar ve deneme ortami

3.2. YOntem

3.2.1. Renibacterium salmoninarum Kultird

R. salmoninarum kiiltiirii i¢in kullanilan KDM?2 s1v1 besi yeri Evelyn (1977)'in tarifi
modifiye edilerek hazirlanmistir. Bunun i¢in, toplam hacim 25 ml olacak sekilde:
0,25 g pepton (MERCK, Almanya), 0,0125 g dogal maya ekstrakt1 (Alfasol, Tiirkiye)
ve 0,025 g L-sistein hidroklorir monohidrat (SRL, Hindistan) hassas terazide
tartilmis ve 50 ml'lik falcon tiipline aktarilmistir. Daha sonra iizerine 20 ml distile su
eklenmis ve vorteks vasitasi ile ¢ozlindiriilmiistiir. Elde edilen karisimin pH'1t NaOH
ilavesi ile 6.5 olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra otoklavda 121 °C'de 15
dakika bekletilerek steril hale getirilen karigimin 45 °C'ye kadar sogumasi beklenmis,
son olarak 5 ml fetal sigir serum (Sigma Aldrich, ABD) ilave edilip ters yliz edilerek

karistirtlmastir.
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Bakteriler, hazirlanan KDM2 sivi besiyerine otomatik mikropipet yardimiyla
ekilmistir. Bunun i¢in -80 °C'de 6:1 besi yeri-gliserol igerisinde muhafaza edilen R.
salmoninarum oda sicakligina getirilerek ¢oziindiiriilmiistiir. KDM2 besi yeri ihtiva
eden her bir tlipe R. salmoninarum kiiltiiriinden 5 pl ¢ekilerek aktarilmis ve pipet ucu
falcon tiipliniin igerisine birakilmistir. Ekim gergeklestirilen falcon tiipleri 16+0.5
°C'de 21 giin siireyle 80 rpm'de calkalanarak inkiibasyona (Miprolab, Tiirkiye) tabi
tutulmustur (Sekil 3.4.).

T

Fotograf 3.4.R. salmoninarum kiiltiirtinde kullanilan sogutmali ¢alkalamali inkiibator

3.2.2. Renibacterium salmoninarum Genomik DNA izolasyonu

R. salmoninarum'un genomik DNA izolasyonu, DNA saflastirma kiti (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.5.). Bunun igin bakteri
kiiltiirleri 10 dk siireyle 5000 g’de santriflij edilmis, 15+2 mg bakteri hiicresi 1.5
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ml’lik eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine 200 pl TE tamponu eklenerek
sispansiyon haline getirilmistir. Elde edilen siispansiyondan DNA izolasyonu igin
iiretici firma talimatlar1 izlenmistir. Bu amagla kisaca: 200 pl 6rnek tizerine 400 pl
liziz soliisyonu ilave edilmis ve 65 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Akabinde hemen 600 pl kloroform eklenerek 3-5 kez ters yuz edilip karistirilmisgtir.
Daha sonra numuneler 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Kit igerisinde
saglanan 10X’lik konsantre ¢oktiirme soliisyonuna 720 ul steril distile su eklenerek
¢oktirme karigimi elde edilmistir. Santrifiijden sonra silipernatant yeni bir tlpe
aktarilmis ve iizerine 800 ml taze hazirlanmig ¢oktiirme soliisyonu eklenmistir. Yine
birkag kere ters yuz edilerek 1-2 dk karistirilmasi saglanmig ve 10.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Stipernatant tamamen ¢ikarilmis ve kalan pelet tizerine 100 pl
NaCl soliisyonu eklenerek diisiik hizda nazikce vortekslenmistir. Pelet tamamen
¢oziindiikten sonra tizerine 300 pl soguk etanol ilave edilmis ve -20 °C’de 10 dk
boyunca DNA’in ¢okmesi beklenmistir. 10 Dakikanin sonunda numuneler 10.00
rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis ve etanol ortamdan uzaklastirilmistir. Kalan pelet
%70’1ik soguk etanol ile bir kez yikandiktan sonra 100 pl steril distile su ilave
edilerek DNA’ler nazik¢e vortekslenip ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen DNA’lerin
saflik ve konsantrasyon degerleri multiskan go spektrofotometre cihazi araciligiyla

Olclilmiistiir (Thermo Scientific, ABD)
3.2.3. MSA1 (1695bp) , izolasyonu ve Klonlanmasi

Calismada kullanilan MSAL geni https://www.ncbi.nlm.nih.gov adresinde yer alan
ve tam genomda yer alan CP000910.1 111225 - 112901 Renibacterium
salmoninarum ATCC 33209 kaydindan elde edilmistir. Ilgili genin dizilimi Tablo
3.1°de verildigi gibidir.
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Tablo. 3.1. Renibacterium salmoninarumMSAL geni sekansi

TTGAAGCTTTTAGTTAAAGGTAATATCTATTTTTCCGCTAAGGTCATTAGATAGT
TTCCAAGCTCCGGAGGAGTGCTCAAAAACACCGAAACTCGTCTTACCCTCACCA
TTCCACTGACCAGTTACCGCAACATCCCCAGCATTACCAAAGACATGGGTTGAG
GCAACAGTCTGGGCATCGTAACTAATCAAAATACTATTCTCACGATGTAACCCA
ACCTGGGTTTTTGCAGTCCCGATCCAGTTCCCAGTAATTGGGGCATCAGTAGAAT
TTCCGAATATGAAATGATAGGAAACAGGCGGATTGGCAGTGGTTAGATCTGATG
TAATATACCACTCTAATCCATTAGCAGTAGACCGTGTCACACCAATCGATGTTTT
ACCTTTACCATCCCAGTCACCTGTGACAGGAGTATCACCGGGATTACCAAAAGC
AACGATCGCTGTTACTTTACCAATAGAAGTTCCAGCATTCGATAGATACCATTGG
CCGCCTCTCTCAACGCCAATACCAAATCGACCTTTACCATCCCAGTCACCTGTGA
CAGGAGTATCACCGGGATTACCAAAAGCAACTGAAACGGAACCAGCATTTGGCT
TTTGCAGTACCCATTGGCCGTCCTTGAACCATCCACCATACGTGTTGTTGTCGCC
AGACCACCATTTACCAGTAACCGGAGTTGCTCCATCTGGTGCATGGATATCTGG
GTGTTGGTCACTACCCACGTATTCAAATTTGTCAGTTGCTGTTGCGGAACCGTTA
GGTGTAGAGACTTTAACCTCTACCGGGCCAGCGGCATCTACTGCTGGTGTTTTTA
CAGTCAACGAGTTGCCATCCTGCGCGATGTGAATTTCCGTTGCCTCGTTGTCTCC
GAAGGTAACTCTCGATACGTCGAATAGGTTGCCGCCATTCACCTTCACCACAGT
ACCGCCGTCACGAGGCCCAGTCTTAGGCTCGAGAGTTGCTGCTGTCGGGGCGCT
TCCGAAGTAGTGGAAACTCTCGTACGTTACCGTCTCCCCACCGGGGTTAGTGACT
GTAACCTTTACCGGGCCAGCGGCATCTACTGCTGGTGTTTTTACAGTCAACGAGT
TACCATCCTGAGCGACGGCAATGTCCGTTCCCGGTTTGTCTCCAAAGGAGACTTG
CGATGCGCCGAATAGGTTGCTGCCATCCACCTTCACCACAGTACCGCCGCCAAG
AGGACCCGCCGGAGGCTGAAGTCCGGATGCAACAGGTTTATTTGCCGGGCCACA
TCCCATTGGGGATGGCGCATTATCGTTACACCCGAAACCTACGTTTAGAGTCGTC
CCCCAGACTTTCAGTTCCTTGGCAGGACCATCTTTGTTATAAACAAAGGAGCTTC
CTTTTTGCTCATTTCCAAAAACCGCGTTTACTACGGGAACAACAAGATCTCCGTC
TTCGAAGCCCTTTTTACCTAAATCACCAGAACTATAAGAGCCACCAGCTGCAACT
GGTCCTCCTGCGGCGCTGGAGGTCCCGTCAGGCCTTAACTCGTGAAAGAAAGCA
GAATAACCACCCTGTTGAAAAATGTTAACACTGCTGAAGCCTTGTACTGTTGAA
GTGGAAGAATTCCCTTCACCTTGCGAAGCTTGCGCAAGAGGAGCCACCCCAAAA
AAAGTGACTGCAGTGACTGCAGTCAGCGCTAAAATTTTTTTTATTTTCATGGATC
CATT
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3.2.3.1.PZR kurulumu ( MSA1)

Bu agamada primerlerin baglanma sicakliklarina gére PZR yapilmistir. Bu islem igin
‘NEB Q5-High Polymerase with Standart Q5 Buffer MO0491S’ ve enzimi
kullanilmistir. Ornek sayis1 ile asagidaki miktarlar carpilarak karisim hazirlanmistir.
Hazirlanan karisimdan her bir tlipe esit miktarda dagitim yapildiktan sonra Uzerine

DNA eklenmistir. PCR sartlar1 Thermal cycle’da ayarlanarak PZR kurulmustur.

Tablo 3.2.PZR proseduri

DNA 4 pl

5X Q5 Buffer 5ul

10 MM dNTPs 0.5l

MSAL lleri Primer (10 uM) 1pl

MSAL Geri Primer (10uM) 1 pl

Q5 Polymerase 0,25 ul

Steril double distile su 13.25 pl
25 pl

Tablo 3.3. PZR termal déngsti

ASAMA SICAKLIK ZAMAN
Denatlirasyon 98 °C 2 dakika
98°C 30 saniye
40 Dongu (Baglanma) 54°C 30 saniye
72°C 1.5 dakika
Uzama 72°C 10 dakika
Sonsuz 4°C
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3.2.3.2.MAS-1 geni primer dizileri

Calismada kullanilan primerler Tablo 3.4.”de verilmistir.

Tablo 3.4. MAS-1 geni primer dizileri

Gen DIZILIM (5°—3°)

MSAL Ileri

TTAGTTAAAGGTAATATCTATTTTTCCG

MSA1 Geri

ATGAAAATAAAAAAAATTTTAGCGCT

Tablo 3.5. PZR Kurulumu

PZR 25 pl reaksiyon X 4 = 100 pl
DNA 4l

5X Q5 Buffer 5 ul

10 mM dNTPs 0.5 pl

MSAU1 Tleri Primer (10 uM) 1ul

MSA1 Geri Primer (10uM) 1 ul

Q5 Polymerase 0,25 pl

Steril double distile su 13.25 ul

Tablo 3.6. PZR termal dongsti

ASAMA SICAKLIK ZAMAN
Denatirasyon 98 °C 2 dakika
98°C 30 saniye
40 Cycles (Baglanma) 54°C 30 saniye
72°C 1.5 dakika
Uzama 72°C 10 dakika
Sonsuz 4°C
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Reaksiyon sonunda PZR drinu %0,7°1ik jele yiklenerek geri kazanilmistir. Bu

islemMacherey-Nagel marka Gel Extraction kiti protokoliine gore yapilmistir (Sekil
3.6.).

PCR Jel DNA Temizleme Tek iplikgikli
Temizleme Ekstraksiyonu (SDS ile) DNA Temizleme

1 PZR, DNA, DNA iplikgik
Yikama ve Baglamda
Ortaminin Hazirlanmasi

L

200 pL NTV 200 pL NTV/ 500 uL NTB/ 200 puL NTC/
100 pL PZR 100 mg jel 100 pL &rnek 100 pL 8rnek
50°C
5-10 dk
. 11,000x g
2 DNA Baglama 305
700 uL NT3
11,000x g
30s
3 Silika Membranin
Yikanmasi @ 2. Yikama
700 uL NT3
11,000x g
30s
4 Silika Membranin 11,000x g
Kurutulmasi @ 1 min
15-30 uL NE
RT
5 DNA Yikamasi 1dk
-] 11,000x g
1 dk

Sekil 3.1. PZR iiriinii jel saflastirma prosediirii



Fotograf 3.5. MSA1 geni

3.2.3.3.Ligasyon (pGET 2.1/blunt vektor ile)

Ligasyon islemi i¢in Thermo Fisher Scientific pJET 2.1/blunt vektdr Kkiti
kullanilmistirve (URL-1, 1995) linkinde bulunan ligasyon protokolii uygulanmustir.
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3.2.3.4.Transformasyon

Ligasyon iiriinii ve M15 compotent cell ile transformasyon islemi yapilmistir.

10 pl ligasyon {irtinii + 90 pul M15 Compotent hiicre ependorf tiipe alinir. Sonrasinda

sirastyla

1. 30 dakika buzda bekletilir

2. 42 °C de heat shock ta 45 saniye inkibe edilir.

3. hemen buza alinarak 2 dakika bekletilir.

4. Igerisine 100 pl C-Medium besiyeri eklenir

5.37 °C de calkalamali etiivde 45 dakika inkiibasyona birakilir.

6. Inkiibasyon sonunda AMP iceren LB Agar plagma X-GAL ve IPTG eklenir,

sonrasinda lizerine transformasyon iiriinii ekilir.

7. Bakteri ekilen plak 37 °C de etuivde bir gece inkibe edilir.

Plaktan secilen beyaz kolonilerden M13 koloni PCR kurulur.

3.2.3.5.pJET Koloni PZR

10 X Taq Buffer 1l
dNTP 0.2 ul
pJET Forward 0.2 ul
pJET Reverse 0.2 ul
Tag DNA Polimeraz 0.05 pl
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ddH20 6.35 pl

DNA 2 ul
10

DNA beyaz koloniler segilerek 2 pl DEPC ile muamele edilmis double distile suyla

sulandirilmistir.

MSAL #1, MSAL #2,MSA1 #3 ve MSA1 #4 kolonilerinin jel géruntisiinde 1600 bp

civart bant goriilmiistiir.

MSA1 #1 ve MSAL1 #4 kolonileri amp li 500 ml LB Broth sivi besiyerine ekimi
yapilarak GeneALL Plazmid Midi Prep kit ile izolasyonlar1 yapilmistir. M13 R
primeri ile sekanst kurularak MSA1#4  geninin yerinin dogrulugu tespit

edilmistir.(URL-1)

Fotograf 3.6.Elektroforez jelde yiiriitiilen MSA geni bantlari
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Sekanslamaigin sekans PCR 1 kurulur. Bunun i¢in asagida belirtilen cihaz kullanilir

Model No: Bio-RAD T100 Thermal Cycler

Serial No: 621BR07961

Sekans PCR:

Cycle sequencing PCR mix: ( 1 6rnek basina alinan miktardir)
BigDye 0.5 ul

5X Sequencing buffer 2 pl

DEPC treated water unto 10 ul

Primer 1 ul
DNA 2 ul
Tablo 3.7.PZR termal déngust
ASAMA SICAKLIK ZAMAN
Denatiirasyon
96°C 1 min
96C 10 sec
25 Cycles (Baglanma) 00°C 25 sec
60°C 4 min
Sonsuz 4°C 00

Yukaridaki malzeme miktarlar1 6rnek sayisi ile carpilarak ependorf tiip igerisine
alinarak mix hazirlanir. (Buz lizerinde ¢aligilir.) Hazirlanan mix 6rnek sayist kadar
0,2 ul lik PCR tiipiine 8’er pl almarak dagitilir. Uzerlerine saflastirilan PCR
iriintinden (DNA ) 2 ser ul alinip pipetaj yapilarak eklenir. Daha sonra ornekler

sekans programinda Thermal Cycler’ a yerlestirilir.
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3.2.3.6.Sekans PCR érneginin saflastiriimast

ZR-96 DNA Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research Corp.) Plrifiye edilmistir.
Piirifiye sekans tirlinlerinin kapiller elektroforez islemi ise, ABI 3130 (Applied

Biosystems Inc.) kapiller elektroforez cihazi kullanilarak yapilmistir.

Sekans Cihaz1 Markasi: Sekans Cihaz Markasi: , ABI 3130 (Applied Biosystems

Inc.) kapiller elektroforez cihazi kullanilarak yapilmistir.

Fotograf 3.7. SnapGene sekanslama programi goriintiisii

Sekanslama yaptigimiz 6rnek SnapGene programinda sekansi agilir.

3.2.4. P22, izolasyonu ve Klonlanmasi

Calismada kullanilan P22geni https://www.ncbi.nlm.nih.gov adresinde yer alan ve
tam genomda yer alan CP000910.1 2966462-2967028Renibacterium
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salmoninarumATCC 33209 kaydindan elde edilmistir. Ilgili genin dizilimi Tablo
3.8.”de verildigi gibidir.

Tablo 3.8.P22 gen dizilimi

GTCAAGCTTCTAATAGATCTTAATATTAAACCATTCCCGGAAGAGTGTGCCTTTA
AACTCGTAATGTGCAGTTTTTCCATTTTTGCAGTAAGTAACTACGGAGGGCAGAT
TTGTAGTGTTCCAGCCATTTCCGTCCACTTGTCGGTAATCGTAAGAGGCATAATC
CATGATCTCTGGAATCCACTGCTTCTGTTTTGTAGAAGAGGAGTACATCGCGGTA
TAGCCCGCCTGATTCATCAATAAACTTGAAGGCGGGTAGCTACTGTTGTTAGAGT
AAGGCCTAATATATGCAGTGAGTTTCTCCGATATTTTTAGCCCTAACTCCCCCAA
ATCATAGAGATTGCTTGCTTGGTTGAGCGTAAAGGTTATATTTTCGCGTATAAGC
CTCCCACCGTTAGTGAATGGGTAGTTATCTACCACAAAGTCAGAAGTGTTCTCCC
AGGCATAATTATTATATTGAACATATTCTGCACACTCACCATAGCCACCTACGGA
ATTCTCAGCTGAAGCTGGGGCGGCTAAGCCAAGCGCTGAAAAAGATACCAGTGC
GACCAGGGAGACTAATCTTTTAATCAAGGATCCTTAGTCAAGCTTCTAATAGATC
TTAATATTAAACCATTCCCGGAAGAGTGTGCCTTTAAACTCGTAATGTGCAGTTT
TTCCATTTTTGCAGTAAGTAACTACGGAGGGCAGATTTGTAGTGTTCCAGCCATT
TCCGTCCACTTGTCGGTAATCGTAAGAGGCATAATCCATGATCTCTGGAATCCAC
TGCTTCTGTTTTGTAGAAGAGGAGTACATCGCGGTATAGCCCGCCTGATTCATCA
ATAAACTTGAAGGCGGGTAGCTACTGTTGTTAGAGTAAGGCCTAATATATGCAG
TGAGTTTCTCCGATATTTTTAGCCCTAACTCCCCCAAATCATAGAGATTGCTTGC
TTGGTTGAGCGTAAAGGTTATATTTTCGCGTATAAGCCTCCCACCGTTAGTGAAT
GGGTAGTTATCTACCACAAAGTCAGAAGTGTTCTCCCAGGCATAATTATTATATT
GAACATATTCTGCACACTCACCATAGCCACCTACGGAATTCTCAGCTGAAGCTG
GGGCGGCTAAGCCAAGCGCTGAAAAAGATACCAGTGCGACCAGGGAGACTAAT
CTTTTAATCAAGGATCCTTA
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3.2.4.1. PZR kurulumu (P22)

Bu asamada primerlerin baglanma sicakliklarina gére PZR yapilmistir. Bu islem igin
NEB Q5-High Polymerase with Standart Q5 Buffer M0491S ve enzimi kullanilir.
Ornek sayist ile asagidaki miktarlar ¢arpilarak mix hazirlanir. Hazirlanan mixden her
bir tlipe esit miktarda dagitim yapilir ve iizerine DNA eklenir. PCR sartlar1 Thermal
cycle da ayarlanarak PZR kurulur.

Tablo 3.9.PZR proseduri

DNA 4l

5X Q5 Buffer S5ul

10 mM dNTPs 0.5 pl
P22 lleri Primer (10 uM) 1l
P22 Geri Primer (10uM) 1l
Q5 Polymerase 0,25 pl
Steril double distile su 13.25 ul

Tablo 3.10. PZR termal dongusi

ASAMA SICAKLIK ZAMAN
Denatirasyon 98 °C 2 dakika
98°C 30 saniye
40 Cycles (Baglanma) 54°C 30 saniye
72°C 1.5 dakika
Uzama 72°C 10 dakika
Sonsuz 4°C
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3.2.4.2.P22 geni primer dizileri:

Tablo 3.11. P22 geni primer dizileri

Gen DIZILIM (5°—3°)

P22 Ileri CTAATAGATCTTAATATTAAACCATTCCC

P22 Geri TTGATTAAAAGATTAGTCTCCCTG

Tablo 3.12.PZR Kurulumu

PZR
25 pl reaksiyon X 4 =100 pl
DNA 4 ul
5X Q5 Buffer 5ul
10 mM dNTPs 0.5 ul
P22 ileri Primer (10 uM) 1 pl
P22 Geri Primer (10uM) 1 pl
Q5 Polymerase 0,25 ul
Steril double distile su 13.25 ul
Tablo 3.13.PZR termal déngist
ASAMA SICAKLIK ZAMAN
Denatirasyon 98 °C 2 dakika
98°C 30 saniye
40 Cycles (Baglanma) 54°C 30 saniye
72°C 1.5 dakika
Uzama 72°C 10 dakika
Sonsuz 4°C

Reaksiyon sonunda PZR iiriinii %0.7 lik jele yiiklenerek geri kazanildi. Bu islem

Macherey-Nagel marka Gel Extraction kiti protokoliine gore yapilmistir.
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Fotograf 3.8. P-22 bant olusumu
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3.2.4.3.P22 A- tailing

A-Tailing protokol

Tablo 3.14.P22 A- tailing protokoli

Saf DNA pargast 7.0l
10x Tag Buffer Mg-Free 1pl
MgCl; 1l
dATP 0.2 ul
Tag DNA Polimeraz 1yl
10.2 pl

72°C de 25 dakika inkiibasyona birakilmistir ve sonrasinda hemen buza konmustur.

3.2.4.4. Ligasyon (pGEM-T easy vektor ile)

Ligasyon islemi i¢cin Promega T-Cloning Easy Vektor kiti kullanilmistir ve linkte

bulunan ligasyon protokolii uygulanmigtir.(URL-2)
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3.2.4.5. Transformasyon

Ligasyon iiriinii ve M15 compotent cell ile transformasyon islemi yapilmistir.

10 pl ligasyon {irtinii + 90 pul M15 Compotent hiicre ependorf tiipe alinir. Sonrasinda

sirastyla

1. 30 dakika buzda bekletilir

2. 42 °C de heat shock ta 45 saniye inkibe edilir.

3. hemen buza almarak 2 dakika bekletilir.

4. Igerisine 100 pl C-Medium besiyeri eklenir

5.37 °C de calkalamali etiivde 45 dakika inkiibasyona birakilir.

6. Inkiibasyon sonunda AMP iceren LB Agar plagma X-GAL ve IPTG eklenir,

sonrasinda tizerine transformasyon Urtnd ekilir.

7. Bakteri ekilen plak 37 °C de etuivde bir gece inkibe edilir.

Plaktan secilen beyaz kolonilerden M13 koloni PCR kurulur.

3.2.4.6. M13 Koloni PZR

10 X Taq Buffer 1l
dNTP 0.2 ul
M13 Forward 0.2 ul
M13 Reverse 0.2 ul
Tag DNA Polimeraz 0.05 pl
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ddH20 6.35 pl

DNA 2 ul

10

DNA beyaz koloniler secilerek 2 pul depc ile sulandirilmastir.

P22#1, P22#2, P22#3, P22#4 kolonilerinin jel goriintiisiinde 700 bp civar1 bant

gorilmiistir.

P22#1 ve P22#3 kolonileri amp li 500 ml LB Broth siv1 besiyerine ekimi yapilarak
GeneALL Plazmid Midi Prep kit ile izolasyonlar1 yapilmistir. M13 R primeri ile
sekansi kurularak genin dogrulugu tespit edilmistir.(URL-3)

Fotograf 3.9.P 22 ve MSA bant dizilimleri
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Sekanslamaigin sekans PCR 1 kurulur. Bunun i¢in asagida belirtilen cihaz kullanilir

Model No: Bio-RAD T100 Thermal Cycler

Serial No: 621BR07961

Sekans PCR:

Cycle sequencing PCR mix: ( 1 6rnek basina alinan miktardir)
BigDye 0.5 ul

5X Sequencing buffer 2 ul

DEPC treated water unto 10 pl

Primer 1 pl

DNA 2 pl

Tablo 3.15. PZR dénguisu

ASAMA SICAKLIK ZAMAN
Denattirasyon
96°C 1 min
96C 10 sec
25 Cycles (Baglanma) ggog isnfﬁlc
Sonsuz 4°C 00

Yukaridaki malzeme miktarlar1 6rnek sayisi ile ¢arpilarak ependorf tiip icerisine
alinarak mix hazirlanir. (Buz lizerinde c¢aligilir.) Hazirlanan mix 6rnek sayis1 kadar
0,2 pl lik PCR tiipiine 8’er pl almarak dagitilir. Uzerlerine saflastirlan PCR
iriintinden (DNA ) 2 ser ul alinip pipetaj yapilarak eklenir. Daha sonra ornekler

sekans programinda Thermal Cycler’ a yerlestirilir.
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3.2.4.7. Sekans PCR orneginin saflastiriimast

ZR-96 DNA Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research Corp.) Piirifiye edilmistir.
Piirifiye sekans tirlinlerinin kapiller elektroforez islemi ise, ABI 3130 (Applied

Biosystems Inc.) kapiller elektroforez cihazi kullanilarak yapilmistir.

Sekans Cihazi1 Markasi: Sekans Cihaz Markasi: ABI 3130 (Applied Biosystems

Inc.) kapiller elektroforez cihazi kullanilarak yapilmistir.

Fotograf 3.10. SnapGene programi ekran goriintiisii

Sekanslama yaptigimiz 6rnek SnapGene programinda sekansi agilir.
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3.2.5. Immunolojik Analizler

3.2.5.1. Bagsiklik ile ilgili gen sunumlarinin RT-PCR ile belirlenmesi
3.2.5.1.1. Total RNA izolasyonu

Calismada toplanan bobrek orneklerinden Total RNA oOrnekleri BIOLINE kit
(ISOLATE Il RNA Mini Kit) kullanilarak firetici firma protokollerine gore
yapilmistir. Kisaca, yaklasik 30 mg kas, bobrek, dalak ve bagirsak Ornekleri RNA
izolasyonu icin alinmustir. Ornekler 600 pl Trizol igerisinde homojenizatdr
kullanilarak izole edilmistir. Izole edilen &rneklerden iiretici protokoliine gdre
santrifiij adimlar1 uygulanarak Total RNA elde edilmistir. Elde edilen RNA’nin
safligi ve kalitesi Multiscan GO (Thermo Scientific, USA) kullanilarak tespit
edilmistir. Miktar1 belirlenen 6rnekler 15 ng/ul olacak sekilde seyreltilerek cDNA

hazirlamada kullanilmistir. Ornekler kullanilmadiklar1 esnada -80°C’de saklanmustir.
3.2.5.1.2. cDNA sentezi

Seyreltilen RNAlar genomic DNA’nin uzaklastirilmasi igin 1 U DNase | (BIOLINE)
ile muamele edilmistir. izole edilen Total RNAlar’dan BIOLINE kit (SensiFAST TM
cDNA Synthesis Kit) kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Bu islemde 1pg seyreltimis
ve genomil DNA’s1 uzaklastirilan RNA, 15 pmol/uL oligo dT primer, 4 pL 5x
TransAmp Buffer, 1 uL of Reverse Transcriptase, oligo dT primer ve 20 uL nikleaz
iceremeyen su eklenerek reaksiyon karistmi  olusturulmustur. Reaksiyon
karisimithermal cycler (ThermoFischer Scientific) icerisinde 25 °C’de 10 dakika
tavlama, 42 °C’de 15 dakika ters transkripsiyon ve 85 °C’de 5 dakika inaktivasyon
asamalarindan gecirilerek cDNA sentezlenmistir. Elde edilen cDNA’nin saflig1 ve
kalitesi Multiscan GO (Thermo Scientific, USA) kullanilarak tespit edilmistir.
Miktar1 belirlenen 6rnekler 20 ng/ul olacak sekilde seyreltilerek gen sunumlarinin

belirlenmesinde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.5.1.3.Quantitave RT-PCR

cDNA sentezinden sonra, qRT-PCR analizi Rotor-Gene gqPCR belirleme sistemi
(Qiagen, Germany) vasitasiyla SensiFAST SYBR No-ROX Kit PCR kit (BIOLINE,

ABD) kullanilarak belirlenmistir. Genlere 6zel spesifik primerler kullanilmistir

(Tablo 3.16).

Tablo 3.16. Calismada kullanilan primerler

Primer Sekanslari
Genler

Baz

Cifti

Referanslar

F5' ATGGAAGGTGAAATCGCC 3’

B-Actin | p5 TGCCAGATCTTCTCCATG 3

186

J. Sigh, T.
Lindenstrom, K.
Buchmann, 2004

F5" ACCGAGTTCAAGGACAAGGA 3’

IL-1B | R5' CATTCATCAGGACCCAGCAC 3'

181

E. Awad, W.J.
Mitchell, B.
Austin,2011

F5" ACTCCCCTCTGTCACACACC 3’

IL-6 R5' GGCAGACAGGTCCTCCACTA 3’

91

J.K. Chettri,
M.K. Raida, L.
Holten-
Andersen, P.W.
Kania, K.
Buchmann,2011

F5" ACAGACAGAGAAGGAAGGAAAG3’

IL-5 R5' TGCTCATCTTGGGGTTACAGA 3’

162

E. Awad, W.J.
Mitchell, B.
Austin,2011

F5' CGACTTTAAATCTCCCATCGAC 3’

IL-10 R5' GCATTGGACGATCTCTTTCTTC 3’

70

K. Komatsu, S.
Tsutsui, K. Hino,
K. Araki, Y.
Yoshiura, A.
Yamamoto, O.
Nakamura,

T.
Watanabe,2009

IL-12 F5' GAACCCAGACGACGATGATT &'
Beta RS GTTCAAACTCCAACCCTCCA 3

190

K. Komatsu, S.
Tsutsui, K. Hino,
K. Araki, Y.
Yoshiura, A.
Yamamoto, O.
Nakamura,

T.
Watanabe,2009
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Tablo 3.16. Devami

E. Awad, W..
TGF-p F5' AGATAAATCGGAGAGTTGCTGTG 3 | 27° | Mitchell, B.
R5' CCTGCTCCACCTTGTGTTGT 3’ Austin,2011
A. Panigrahi, V.
Kiron, S. Satoh, I.
INF F5' CAAGAGTTTGAACCTTGTTCAAS | o0 Egggoésﬁ'i y
o R5' GCTGCTGCCGCACATAGAC 3’ SugitZ I
Puangkaew,
T. Aoki, 2007
J.K. Chettri, M.K.
Raida, L. Holten-
COX-2 F5' GGGCTTTGACATCCTCAACA 3' 73 Andersen,  P.W.
R5' CATCGGACAAGAACCCTTGA 3’ Kania, K.
Buchmann,2011
J.  Sigh, T.
IgM F5' AGTTCCACAGCGTCCATCTG 3’ 399 Lindenstrom, K.
R5' TACTGGGCCATGCATCTCTG 3’ Buchmann, 2004
J. Sigh, T.
_ F5' CGAATGGAGCTATCGTCAGACC 3 _
INOS 234 Lindenstrom, K.
R5' GGAACGTTGTGGTCATAATACC3'
Buchmann,2004
J. Sigh, T.
F5' ATGTCGATGCCAATTGCCTTCTA3 _
MHC 11 336 Lindenstrom, K.
R5' TGTCTTGTCCAGTATGGCGCT 3’
Buchmann,2004

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-1pB, IL-8, 1L-10, IL-12, TGF-p,
TNF-0, COX2, IgM, iNOS, MHC2 ve referans olarak (-aktin) ve 20 pL nikleaz

icermeyen su ile tamamlanarak hazirlanmistir. QRT-PCR adimlari sirasiyla: 95 °C’de

5 saniye denaturasyon sonrasinda tavlama ve uzatma sathalarini iceren 60 °C’de 10
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saniye tutulmus ve bu islem 45 dongii olarak yapilmistir. Bunun akabinde 6rnekler
95 °C denatire 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¢iilmiistiir QRT-PCR her 6rnekleme asamasinda her akvaryumdan
alian 3 O0rnegin her birinden 3 tekerriir olacak sekilde okumalar1 yapilmistir. ACtve

AACt degerleri asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.

ACt = Cthedef gen - Crreferans gen

AACt = ACtUygulama yapilmis 6rnek - ACtkontrol 6rnegi

Sonuglar 2724 CT metodu kullanilarak belirlenmistir (Livak ve Schmittgen, 2001) .

3.2.5.2. Oksidatif radikal tretimi

Oksidatif radikal tretimi (ORU) yéntemi kullanilarak tespit edilmistir (Siwicki ve
Anderson, 1993). Kisaca, baliklardan alinan kan orneklerinden 0,1 ml 6rnek % 0,2
ORS igeren 0,1 ml soliisyon ile karistirilmistir ve karisim 25 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Karisim igerisinden 50 pl siispansiyon alinmis ve bunun iizerine 1,0 ml
N,N-dimethil formamid eklenmis ve karigim 4000 g’de 5 dakika santriflij edilmistir.
Daha sonra bu karisim ayr1 bir tiip igerisine alinmis ve 540 nm optik yogunlukta
N,N-dimethil formamid kor O6rnegine karsi okunmustur. Sonuglar 4 ile carpilarak

tespit edilmistir.
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3.2.5.3. Lizozim aktivitesi (LYS)

Plazmadaki lizozim aktivitesi Ellis (1990)’in tiirbidimetrik yontemi degistirilerek
belirlenmistir. Buna gére 100 pl Micrococcus lysodeikticus stispansiyonu (0,02 g
Micrococcus lysodeikticus bakteri hiicresi, Sigma-Aldrich, 100 ml fosfat tamponlu

tuz

Fotograf 3.11. Baliklara R. salmoninarum enjeksiyonu

cozeltisi igerisinde ¢Oziindiiriilerek hazirlanmistir) 10 pl balik plazmasiyla 2
tekerriirlii olacak sekilde karistirilmistir. 530 nm’deki absorbans degerlerinde

meydana gelen degisimler 0 ve 4. dakikalarda 6l¢iilmiistiir.

3.2.5.4. Myeloperoksidaz (MPO)aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesi Sahoo vd., (2005)’nin yonteminde ufak degisiklikler

yapilarak gerceklestirilmistir. Buna gore numunelerden 10’ar pl serum alinarak
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kuyucuklara 2 tekerriirlii olarak aktarilmistir. Ca*? veya Mg*? icermeyen Hank’in
Denge Tuz Cozeltisi (HBSS)’nden 125 pl kuyucuklara eklenmistir. Ardindan 35 pl
TMB substrat soliisyonu (1 tablet 3,3 ', 5,5'-Tetrametilbenzidin Dihidroklorir,
Sigma-Aldrich, 10 ml 0.05 M fosfat-sitrat tamponu icerisinde cozindurulerek
hazirlanmistir) ve 35 pl 5 mM taze hidrojen peroksit (Sigma-Aldrich) ilave
edilmistir. Absorbans degerlerindeki degisimler O ve 4.5’inci dakikalarda 450 nm’de
kaydedilmistir. MPO aktivitesi IU/ml olarak verilmistir. IU: 0.5 ml’lik reaksiyon
karisimindaki aborbans degerininin dakikada 0.001 artmasi i¢in gereken enzim

miktari olarak tanimlanir (AA 450 / min / ml).

3.2.6. Kontrol Testi

Calismada ilkolarak balikalrin R. salmoninarum patojenine karst LDso dozlart
belirlendi. Daha sonra ¢aligmanin 30. giiniinde baliklar belirlenen doz ile enfekte

edildi ve 30 giin boyunca baliklarin yasama oranlar1 kaydedildi.

3.2.7. Deneyin Kurgulanmasi

Fotograf 3.12. Bakteri verilmis baliklar
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Baliklarin yasama oranlar1 hususundaki degisimlerin 6nem arz ettigi bu ¢aligsmada ilk
olarak, caligmada kullanilacak olan baliklar iki hafta boyunca ayni tip yemle
beslenerek adaptasyon siirecine alinmis ve ¢alisma baslamadan 6nce 6len baliklar
deneme ortamindan uzaklastirilmistir ve yerine ayni1 gramajda yenileri eklenmistir.
Baliklar ¢aligmada kullanilan 9 adet 100 L’lik akvaryuma 40 adet stoklanmustir.
DNA klonu olusturulan MSA1 ve P22 genleri baliklar 150ng/ul/balik olacak sekilde
baliklara intraperitonel olarak vurulmustur. Calismanin 7 ve 30. ginlerinde
baliklardan kan ve doku 6rnekleri alinarakbagisiklikparametrelerinde meydan gelen
degisimler incelenmis ve buna ek olarak 30. gin sonunda baliklaraR.
salmoninarumpatojeni ile kontrol testleri yapilmistir. Yasam oranlart siiregelen 30

giin boyunca tespit edilmistir.

Fotograf 3.13. Baliklarin yasatildig1 oratamda kapal1 devre sistem

3.2.8. istatistiksel Analizler

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

igeresinde Fisher LSD testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calisma verilerine gore g¢alismanin 7 ve 30. giliniinde elde edilen immiinolojik
yanitlar asagida Ozetlenmistir. Ayrica ¢alismanin 30. gund uygulanan ve daha

sonrasinda 30 giin boyunca takip edilen kontrol testi sonuclar1 da degerlendirilmistir.

4.1. immunolojik Yanitlar
4.1.1. Gen sunumlari

Calisma sonunda elde edilen veriler 151¢1nda baliklarin gen sunumlarinda meydana

gelen degisimler asagida agiklanmustir.
4.1.1.1.IL-1p

Calisma sonunda baliklarin farkli organlarinda elde edilen IL-1Bgen sunumlari
Grafik 4.1., 4.2 ve 4.3’te verildigi gibidir. Caligma sonuglarina gore, 7. giinde MSA1
ve P22 uygulanan gruplarin kas dokularinda IL-1p gen sunumnlarinin kontrol
gruplarina gore 6enmi derecede arttig1 gozlenmistir (P<0,05). Bundan farkli olarak
calismanin 30.gln verileri degerlendirildiginde tiim deneme gruplarinn kontrol grubu

ile benzerlik gosterdigi ve farklilik olusturmadigi tespit edilmistir.

Grafik 4.2°’de bobrekte IL-1B gen ifadeleri 6zetlenmistir. Bu sonuglara gore yine
calisgmanin 7. Glininde MSA1 ve P22 uygulanan gruplarda gen sunumlar1 6nemli
derecede artis gosterirken bundan farkli olarak 30. gun gruplar arasinda bir degisim
gozlenmemistir. Calismanin 7. guniinde en yiksek IL-1p gen sunumu P22

uygulanan grupta gozlemlenmistir (P<0,05).
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Grafik 4.1. MSAL ve P22 uygulanmig gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-

1B gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kuguk tstel ifadeler
gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.
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Grafik 4.2. MSAL ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
1B gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kigik Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

IL-1B gen sunumlari bagirsak dokulari iizerinde degerlendirildiginde (Grafik 4.3)
MSAL geni ile kontrol grubu arasinda bir farklilik g6zlenmezken, bundan farkli
olarak P22 uygulanan gruplardan IL-1B gen sunumlarinda ¢ok Genmli bir artis
kaydedilmistir (P<0,05).
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Grafik 4.3. MSAL ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
1B gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Klguk Ustel ifadeler

gruplarin ayni1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

IL-1PB gen sunumunun dalaktaki sonuglarina bakildiginda MSA1 uygulanan grupta 7.
giin s6z konusu genin diger gruplara ve giinlere gore 6nemli derecede ifade oldugu
tespit edilmistir (Grafik 4.4). Diger gen sunumlarina benzer oarak ¢alismanin

30.Glinilinde gruplar arasinda degikenlik gézlenmemistir.
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4.4, MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-1f3 gen
sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Klglk ustel ifadeler gruplarin

ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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41.1.2.1L-8

Caligsma sonuglarina gore IL-8 gen sunumlarinda meydana gelen degisimler Grafik

4.5,4.6,4.7 ve 4.8’de verilmistir
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Grafik 4.5. MSAL ve P22 uygulanmis gokkusagi alabalig1 yavrularinin 30 giin sonunda IL-8
gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kuguk Ustel ifadeler gruplarin

ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

Grafik 4.5’te goriildiigii tizere kas dokularinda c¢alismanin 7. Gilnlinde MSA1
uygulanan gruplarda artis goézlemlenmisken,P22 ve kontrol grubu arasinda bir
farklilik tespit edilememistir. Bununla birlikte 30. giinde MSAL ve P22 uygulanan

gruplarda azalma gorulmektedir (P<0,05).
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Grafik 4.6. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-8
gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kuguk Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

Calisma sonuglarina gore bobrek dokularinda IL-8 gen sunumlarinda meydan gelen
degisimler Grafik 4.6’da verilmistir. Kas dokular1 sonuclarina benzer sekilde,
calismanin 7. Giiniinde MSA1 geni uygulana gruplarda IL_8 gen sunmlarinda artis
gozlenmeis bununla birlikte P22 ve kontrol gruplari arasinda farklilik tespit
edilememistir (P<0,05). Caligmanin 30.giiniinde ise tiim denem gruplarindaki IL-8

gen sunumlar1 kontrol grubuna kiyasla azalma gdstermistir (P<0,05).

Bagirsak dokularina ait IL-8 gen sunumlar1 Grafik 4.7°de verilmistir. Buna gore
MSAL1 ve P22 gen sunumlar1 degiskenlik gostermezken, P22 geni diger gruplara gore
onemli derecede artis gostermistir (P<0,05). Calismanin 30. Giinlinde ise gruplar

arasinda herhangi bir degisim tespit edilememistir (P>0,05).
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Grafik 4.7. MSAL ve P22 uygulanmis gokkusagi alabalig1 yavrularinin 30 giin sonunda IL-8
gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kigik Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

MSA1 uygulanan alabaliklarda IL-8 gen ifadesinin 7. giin dalakta 6nemli derecede
arts goterdigi (P<0,05). Diger gruplarda ve giinlerde herhangibir degisim olmadigi

gOriilmiistiir.
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Grafik 4.8. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-8
gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kiguk ustel ifadeler

gruplarin ayni1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.
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4.1.1.3.1L-10

Arastirma sonuglarina gore P22 uygulanan gruptaki baliklarin kas dokularinda 7. giin
IL-10 geninin diger gruplara gore daha ¢ok eksprese oldugu (P<0,05) fakat 30. giin
gruplar arasinda herhangi bir farkliligin olmadig tespit edilmistir (Grafik 4.9).

~ IL-10 (Kas)
g
"z 500
'>§> é
~ 400
g
S
= 300
)
g 200
=)
& 100 b a
5 b a2 mm
0 _
7. Gun 30. Gun
Zaman

m Kontrol mMSA1 mP22

Grafik 4.9. MSAL ve P22 uygulanmig gokkusagi alabalig1 yavrularinin 30 giin sonunda IL-
10 gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kii¢ik Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.

IL-10 geninin bdbrekteki sonuglarina bakildiginda 7. giin en yiiksek artisin MSA1
uygulanan grupta gerceklestigi goriilmistir (P<0,05). 30. giindeki degisimler
incelendiginde P22 uygulanan grupta kontrol grubuna gore faklilik goriillmezken,
MSAT1 uygulanan gruba gore artis oldugu goriilmiistiir (P<0,05) (Grafik 4.10).
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Grafik 4.10. MSA1 ve P22 uygulanmig gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
10 gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kiguk Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.

IL-10 geninin bagirsaktaki degerleri kontrol ve MSAL uygulanan gruplarda 7. glinde
degisim gostermezken (P>0,05), P22 uygulanan grupta ekspresyonunun artis
gosterdigi tespit edilmistir (P<0,05). 30. giindeki degerler incelendiginde MSA1 ve
P22 gruplarinda IL-10 geni ekspresyonunun kontrol grubuna goére artis gosterdigi
tespit edilmistir (P<0,05) (Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
10 gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Klglk Ustel ifadeler
gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.
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Grafik 4.12. MSAL ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularimin 30 giin sonunda IL-
10 gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kigiik Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

IL-10 geninin MSAl1 ve P22 uygulanan gruplarda, dalak icin degerleri
karsilagtirildiginda sadece P22 geninin 30.giindeki degerinde artis oldugu tespit
edilmis olup (P<0,05), bununla birlikte 7. giinde P22 grubunda her ne kadar artis
goriilsede bu artisin istatistiksel acidan 6nem teskil etmedigi tespit edilmistir. P22
asisinin dalakta asamali olarak IL-10 geninin ekspresyonunu arttirdigi sonucuna

varilmistir.

41.1.4.1L-12

IL-12 kastaki gen sunumu degerleri i¢in MSA1 ve P22 gruplarinda 7. ve 30. gilinlerde
herhangibir degisim olmadig1 (P>0,05) goriilmekle birlikte (Grafik 4.13), bobrekteki
katlama degisimine bakildiginda sadece 7. glinde MSA1 grubunda ilgili gen degerleri
i¢in arti§ s6z konusu oldugu goriilmektedir (P<0,05) (Grafik 4.14).
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Grafik 4.13. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
12 gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kuglk Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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Grafik 4.14. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
12 gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kiglk Ustel ifadeler

gruplarin ayni1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.

IL-12 gen sunumlarmin bagirsak i¢in sonuglarina bakildiginda 7. giin P22 uygulanan
grupta kontrol grubuna ve MSA1 grubuna gore artis1 soz konusu iken (P>0,05),
MSAT igin 30. giinde diger gruplara gore artis s6z konsudur (P<0,05). Kontrol grubu

icin 7. ve 30. gilinler arasinda istatistiksel agidan herhangi bir farklilik goriilmezken
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(P>0,05), MSA1 uygulanan grubun giinlere gore katlama degerinin artis gosterdigi,
P22 uygulanan grubun ise katlama degerinin azaldig goriillmektedir (Grafik 4.15).
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Grafik 4.15. MSAL ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinimn 30 giin sonunda IL-
12 gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kuguk tstel ifadeler

gruplarin ayn1 drnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

IL-12 geninin MSA1 uygulanan gruptaki dalak i¢in sonuglarina bakildigina sadece 7.
giinde katlama degisiminin artis gosterdigi diger gruplarda herhangibir farlilik
olmadigr ve 7. giine gore de 30. giinde MSA1 grubunun degerinin de azaldigi

gorilmiistiir.
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Grafik 4.16. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 glin sonunda IL-
12 gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kiiglk Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

4.1.1.5.1L-6

IL-6 geninin kaslardaki katlama degisimine bakildiginda MSA1 uygulanan grupta
IL-12 geninin dalakta gosterdigi sonuca benzer sonuclar elde edilmis olup, buna gore
7. gun IL-6 geninin MSA1 uygulanan grupta artis gosterdigi 30. giinde ise gen

sunumunun katlama degisiminin azaldig1 gériilmektedir (Grafik 4.17).
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Grafik 4.17. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
6 gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kugcik Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.

IL-6 geninin bobrekteki ve dalaktaki katlama degisimine bakildiginda sadece P22
uygulanan grupta 30. ginde artis goriildigi diger gruplarinilgili degerlerinde bir
farklilik olmadig1 (Grafik 4.18; 4.20) tespit edilmistir.
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Grafik 4.18. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
6 gen sunumlarinda bdbrekte meydana gelen degisimler. Kiclk uUstel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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MSA ve P22 uygulanan gruplarda IL-6 degerlerinin bagirsaktaki degisimlerine
bakildiginda sadece P22 uygulanan grupta 7. giinde artis goriilmekte olup,
(P<0,05)diger gruplar arasinda herhangi bir farklilik olmadigi ve 30. ginde yine
gruplar arasinda herhangi bir degisim olmadig: tespit edilmistir (P>0,05) (Grafik
4.19).
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Grafik 4.19. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
6 gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kiglk Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.
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Grafik 4.20. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IL-
6 gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Klglk uUstel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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4.1.1.6. COX 2

Gokkusagi alabaliklarinda Cox-2 i¢in aragtirma bulgularina gore kastaki Cox-2 gen
sunumu katlanma degisimlerinin 7. giinde MSA1 ve P22 uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gdre dnemli derecede artis gosterdigi (P<0,05), 30. glinde ise bu
degerlerin diislis gosterdigi ve gruplar arasinda herhangibir farklilik olmadig:

goriilmiistir (P>0,05) (Grafik 4.21).

COX2 (Kas)

1,400
1,200 a _
1,000

800

600

400

200

Gen Sunumu (Katlama Degigimi)

7. Gln 30. Giin
Zaman

m Kontrol mMSA1 mP22

Grafik 4.21. MSA1 ve P22 uygulanmis gékkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda
COX-2 gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kii¢uk Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

Cox-2 geninin bobrekte ve bagirsaktaki degisimleri sonuglarina gore 7. giinde hem
bobrekte hemde bagirsakta P22 uygulanan grupta 6nemli bir artis gerceklesmis olup
(P<0,05) (Grafik 4.22), 30. giinde ise sadece bagirsakta MSA1 ve P22 uygulanan
gruplarda kontrole gore farklilik meydana gelmistir (P<0,05) (Grafik 4.23).
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Grafik 4.22. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda
COX-2 gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kigik Ustel

ifadeler gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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Grafik 4.23. MSA1 ve P22 uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda
COX-2 gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kugclk Ustel

ifadeler gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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Grafik 4.24. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
COX-2 gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kiclk Ustel

ifadeler gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

Dalaktaki Cox-2 geninin dalaktaki degisim seviylerine bakildiginda IL-6 da meydana
gelen sonuglara benzer sekilde degisim meydana gelmis olup 30. giinde P22

uygulanan grupta diger tiim gruplara gére onemli derecede artis meydana gelmistir
(P<0,05) (Grafik 4.24).

41.1.7. TGF-g

Bu calismada TGF-B geninin P22 uygulanan grubunda 7. glinde kastaki gen
sunumlart artis gosterirken; bobrekte MSA1 i¢in yine 7. glinde diger gruplara gore
artts meydana gelmistir (P<0,05). Hem kas, hem de bobrek dokularda TGF-f
geninde MSA1 ve P22 uygulanan gruplarda ve kontrol grubunda herhangi bir
degisim s6z konusu olmamuistir (P>0,05) (Grafik 4.25; Grafik 4.26).
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Grafik 4.25. MSAL ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda
TGF-B gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. KUlgUk Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.
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Grafik 4.26. MSAL ve P22uygulanmig gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
TGF-B gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. KigUk Ustel

ifadeler gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

TGF-B gen sunum sonuglarinin bagirsaktaki degerleri karsilastirildiginda P22
uygulanan grupta hem 7. hemde 30. giinde artis meydana gelirken (P<0,05), MSA1
uygulanan grupta sadece 30. giinde diger gruplara gore en yliksek katlama degisimi

s0z konusu olmustur (P<0,05) (Grafik 4.27).
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Grafik 4.27. MSAL ve P22uygulanmig gékkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
TGF-B gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kigcik Ustel

ifadeler gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.

TGF-B gen sunumlarinin dalaktaki katlanma degisimlerine bakildiginda, sadece P22
uygulanan grupta 30. giinde diger gruplara gore artis meydana gelmis olup (P<0,05),
bu sonucun COX2‘nin dalakta gosterdigi degisime benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Grafik 4.28).
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Grafik 4.28. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularmim 30 giin sonunda
TGF-B gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kicuk Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.
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4.1.1.8. IgM

Calisma sonunda elde edilen IgM gen sunumlar1 Grafik 4.29, 4.30, 4.31 ve 4.32°de

Ozetlenmistir.
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Grafik 4.29. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonundalgM

gen sunumlarinda

kasta

meydana gelen degisimler. KuglUk Ustel

ifadelergruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.
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Grafik 4.30. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IgM

gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kuguk tstel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.
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Bu calismada kasta ve bobrekte 7. giinde hem MSA1 hem de P22 uygulanan
gruplarda artis gozlenmistir, 6zellikle kasta her iki grup icinde yiiksek katlama
degisim oran1 s6z konusudur (P<0,05). 30. giinde gruplar arasinda istatistiksel agidan

onemli bir degisim s6z konusu degildir (P>0,05) (Grafik 4.29; Grafik 4.30).

IgM geninin bagirsaktaki ve dalaktaki ekspresyonu sonuglarina bakildiginda P22
uygulanan grupta bagirsakta 7. giin katlama degisiminde artis gozlenirken, dalakta
ayn1 zamanda yapilan 6rneklemelerde MSA1 grubunda artis goriilmiistiir (P<0,05).
S6z konusu genin bagirsak ve dalaktaki 30. giin degerleri incelendiginde gruplar

arasinda herhangibir farklilik goriilmemistir (P<0,05) (Grafik 4.31; Grafik 4.32).
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Grafik 4.31. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IgM
gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kigik Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.
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Grafik 4.32. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda IgM
gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kicuk Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.

4.1.1.9. INOS

Arastirma sonuglarina gore MSA1 ve P22 uygulanan gruplarda iNOS degerlerinin 7.
giinde kontrol grubuna gore artis gosterdigi (P<0,05), fakat 30. giinde bu degerlerin

azaldig1 ve gruplar arasinda herhangi bir farkliligin olmadigi tespit edilmistir
(P<0,05) (Grafik 4.33).
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Grafik 4.33. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
INOS gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kuguk Ustel ifadeler

gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.
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Grafik 4.34. MSAL ve P22uygulanmig gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
INOS gen sunumlarinda bébrekte meydana gelen degisimler. Klgik Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

7. Giin degerlerine gore P22 uygulanan grupta bobrekte ve bagirsakta diger gruplara
gore INOS gen sunumuda artis meydana gelirken (P<0,05) MSAI1 ve kontrol
grubunun aralarinda herhangi bir farklilik gézlemlenmemistir (P>0,05). 30. giinde
bobrek ve bagirsakta P22 ve MSAL uygulanan gruplarda herhangibir farklilik s6z
konusu olmayip 7. giine gore gen sunumu katlama degerlerinde artis olmustur

(P<0,05) (Grafik 4.34; Grafik 4.35).
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Grafik 4.35. MSAL ve P22uygulanmig gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
INOS gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. K¢k Ustel

ifadeler gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig ifade ede
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Grafik 4.36. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
INOS gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kiguk Ustel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

MSA1 uygulanan grubun 7. giinde INOS gen sunumu degerline bakildiginda diger
gruplardan yiiksek oldugu (P<0,05), 30. giinde ise tiim gruplarda gen sunumu
katlama degerlerinin diisiik oldugu ve gruplar arasinda herhangibir farklilik olmadigi
tespit edilmistir (P>0,05) (Grafik 4.36).

4.1.1.8. MHC-2

Bu arastirmada kas dokusunda MHC2 geninin, MSAL ve P22 uygulanan gruplarinda
7. glinde kontrol grubuna gore, katlama degisiminde artis goriilmekle birlikte
(P<0,05), 30. giinde gruplar arasinda 6nemli bir degisim goriilmemistir (P>0,05)
(Grafik 4.37).
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Grafik 4.37. MSAL ve P22uygulanmig gokkusagi alabaligi yavrularmin 30 giin sonunda
MHC-2 gen sunumlarinda kasta meydana gelen degisimler. Kiguk Gstel ifadeler

gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.

MHC2 geninin bobrekte MSAL uygulanan gruptaki katlama degisimine bakildiginda
diger gruplara gore artis gosterdigi (P<0,05), P22 uygulanan grupta ise kontrol
grubuna gore herhangi bir farklilik gerceklesmedigi goriilmiistiir (P>0,05) (Grafik
4.38). 30. giinde gen ekspresyonu degerlerinin tiim deneme gruplarinda ve kontrol

gruplarinda herhangi bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir (P>0,05).
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Grafik 4.38. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularmim 30 giin sonunda
MHC-2 gen sunumlarinda bobrekte meydana gelen degisimler. Kuguk Ustel

ifadeler gruplarin ayni rnekleme giinii kendi aralarindaki farkliligi ifade eder.
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MHC?2 geninin bagirsakta 7. giinde ve 30. giinde P22 grubunda gosterdigi katlama
degisim degerinin diger gruplara gore Onemli derecede arttigi (P<0,05). MSAI
geninin ise kontrole gore artis gosterdigi ama bu artisin 6nem teskil etmedigi tespit

edilmistir (P>0,05) (Grafik 4.39).
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Grafik 4.39. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularimin 30 giin sonunda
MHC-2 gen sunumlarinda bagirsakta meydana gelen degisimler. Kigik Ustel

ifadeler gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklihigi ifade eder.

MHC2 geninin dalakta 7. giinde MSA1 uygulanan grupta diger gruplara gore artis
gosterdigi (P<0,05). 30 giinde ise kasta ve bobrekte oldugu gibi gen sunumu katlama
degisiminin azalma gdsterdigi ve gruplar arasinda farklilik olmadig: tespit edilmistir

(P>0,05) (Grafik 4.40).
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Grafik 4.40. MSA1 ve P22uygulanmis gbékkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda
MHC-2 gen sunumlarinda dalakta meydana gelen degisimler. Kiglk Ustel

ifadeler gruplarin ayni 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
4.2.0ksidatif Radikal Uretimi (ORU)

Calismanin her 7 ve 30. giiniinde baliklardaoksidataif radikal Uretiminde meydana

gelen degisimler Grafik 4.41°de verilmistir.
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Grafik 4.41. MSA1 ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularmi 30 giin sonunda
ORU meydana gelen degisimler. Kiigik Ustel ifadeler gruplarin ayni rnekleme

giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder.
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Calisma sonuglarina gére OPR sonuglari, tiim deneme gruplarinda her iki 6rnekleme

doneminde kontrol grubuna kiyasla artig gostermistir.
4.3. Lizozim Aktivitesi (LYS)

Calisma sonunda elde edilen LYS sonuglar1 Grafik 4.42’de verilmistir. Bu sonuglara
gore genel olarak kontrol grubunun LY'S aktivitesinde bir artis gézlenmistir. Bununla

birlikte bu artis diger gruplarla kiyaslandiginda kayda deger olmadigi tespit
edilmistir (P>0,05).
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Grafik 4.42.MSAL ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 giin sonunda LYS
aktivitelerinde meydana gelen degisimler. Kugik Ustel ifadeler gruplarin ayn

ornekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder

4.4. Myeloperoksidaz Aktivitesi (MPO)

Calisma sonunda elde edilen LYS sonuglar1 Grafik 4.43’de verilmistir. Bu sonuglara
gore ¢alismanin 7. giinde deneme gruplart MPO aktivitesi kontrol grubuna kiysala
artis gostermis olmakla birkite bu artis istatistiki acidan Onemsiz olarak tespit
edilmistir (P>0,05). Bununla birlikte ¢aligmanin 30. giiniinde tiim deneme

gruplarinda kontrol grubuna gére 6nemli bir artistan sézetmek mimkindur (P<0,05).
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Grafik 4.43. MSAL ve P22uygulanmis gokkusagi alabaligi yavrularinin 30 glin sonunda
MPO aktivitelerinde meydana gelen degisimler. Kugik Ustel ifadeler gruplarin

ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

4.5. Yasama Oranlan

BaliklaraP22 ve MSAL agilart uygulandiktan 30 gin sonraRenibacterium
salmoninarumbakterisi verilerek, 30 giin siireyle yasama oranlarina bakilmistir.
Uygulama sonrasinda ozellikle 21. giinden itibaren yasama oranlarina 6nemli bir
diisiis meydana gelmistir. Sonug olarak kontrol, MSA1 ve P22 gruplarinin sirasiyla
%44,26, %47,32 ve %46,92 olacak sekilde yasam oranlar1 diismiis olup, gruplar
arasinda 6nemli bir farklilik meydana gelmemistir (P>0,05) (Grafik 4.44).
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Grafik 4.44. Kontrol, MSA1l ve P22 uygulanan gruplarin Renibacterium

salmoninarumbakterisi enjeksiyonundan sonra 30 giinlilk yasama oranlart.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma sonuglarina gore baliklarin kas, bobrek ve dalaklarinda gen sunumlarinin 7.
gunde arttig1 tespit edilmistir. Bu baglamda baliklarda ilk 7 giinlik suregte bir immun
yanit olustugundan bahsedilebilir. Bununla birlikte tam antikor olusturulmasi
gereken 30 ginde gen sunumlarinda bir artis olmamasi ve bagisiklik parametrelerinin
degismemesinden dolayr oldugu distinilmektedir. Bu baglamda ¢alismanin
yasamaoranlart da degerlendirildiginde gruplar arasinda farklilik olusmamasi 30
giinliik siire icerisinde asiya kars1 6zel antikorlar1 gelismedigini ve bagisiklikyanitta

etki etmedigi sOylenebilir.

Interldkin-1 ailesi (IL-1F) sitokinleri ve reseptdrleri dogal inflamatuar cevaplarda
mediyatordirler ve hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar islev goriirler
(Ballak vd. 2015). IL-1B baslica monositler, makrofajlar, dendritik hiicrelerle B-
lenfositler ve natirel killer (NK) hiicrelerin bir Griint olarak oldukga inflamatuar bir
sitokindir Dinarello (2011). Bu ¢alismada genel olarak MSAL ve P22 uygulanan
gruplarda IL-1B gen sunumlarina artis gézlenmistir. Yu vd. (2019) ¢alismamiza
paralel olarak SGIV-19R geni ile olusturduklart DNA asis1 ile asiladiklar1 lahozlarda
(Epinephelus coioides) IL-1B gen sunumlarinin arttigini tespit etmislerdir. Embregts
vd. (2019) yaptiklaricalismada Herpesvirus ORF25 ile asiladiklar1 koi balikalrinda

IL-1B gen sunumlarinda ¢alismamiz benzer olarak artislar gozlemlemislerdir.

Proinflamatuar strecle ilgili dnemli bir kemokin, IL- 8 olarak da adlandirilan CXCL-
8'dir. Bu kemokin, CXC kemokin alt ailesinin bir tyesidir ve in vitro nétrofilleri, T
lenfositleri ve bazofilleri aktive ettigi, fakat makrofajlar veya monositleri uyarmadigi
bilinmektedir (Mukaida vd., 1998). Makrofajlar da dahil olmak (zere bircok hiicre
tipi, ¢esitli uyarilara (LPS, sitokinler ve viriisler) cevap olarak IL-8'i Uretir. IL-8'in
notrofilleri uyarma kabiliyeti, muhtemelen spesifik reseptorlere baglanmasini
etkileyerek N-terminalinde CXC motiflerine bitisik ELR motifinin varligi ile
aciklanabilir (Hebert vd., 1991). Bu calismada IL-8 MSA1 grubu uygulana baliklarda
artis gostermistir. Bu baglamda MSA1 uygulanan gruplarda nétrofill, T lenfositleri

ve bazofillerin aktive oldugu sdylenebilir.
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IL-10 baliklarda fugu cinsi japon baliklarinin genomu arastirilirken kesfedilmis olup,
dokularda ¢ok diisiik belirleyici ifadeye sahip olan memeli molekillerine %42-45
benzerlik géstermistir (Zou vd., 2003). Interlokin-10 (IL-10) baslangigta Thl
sitokinlerinin Uretimi icin oOnleyici bir faktor olarak kesfedilmis olup,daha sonra,
pleiotropik sagkalim ve farklilasma rolii de dahil olmak tizere IL-10 igin gesitli kan
hicrelerinde inhibe edici ve uyarici etkileri tanimlanmistir. Aktive monositler, T
hiicreleri ve keratinositler gibi diger hiicre tipleri tarafindan iiretilen IL-10, bazi
periferik tolerans formlarin, immiin yanitlarin ve enflamasyonun major bir bastiricisi
olarak ¢ok 6nemli bir rol Gstlenmektedir (Cerpa vd. 2012). Calismada genel oalrak
P22 gruplarinda IL-10 aktivitelerinde artis tespit edilmistir. Bu artig, P22 plazmidi
iceren asilar kullanimonositlerde ve T lenfositlerinde artis oldugunun gostergesi

olabilir.

IL-12, p35 ve p40 alt birimlerinden olusan bir heterodimerik sitokindir. p35 ve p40
alt birimleri fugu cinsi japon baliklarinin genom analizi ile baliklarda kesfedilmistir
(Zou vd., 2003). Intraselliiler mikroplara kars1 erken dogal yamitta ana medyatordiir
ve bu mikroplara kars1 adaptif immiin cevabin anahtar indiikleyicisidir. Ozellikle NK
sitolitik aktivitesini aktive eder, ayrica en Onemli etkilerinden biri de T ve NK
hicrelerinden IFN-y salimimini arttirmaktadir. 1L-12 igin ana kaynaklar, aktive
mononikleer fagostiler ve dentritik hiicrelerdir. Dogal immiinitede LPS, viral inf. ve
intraselliiler bakterilere karst savunmada etkilidir (Abbas ve Lichtman, 2003).
Calismamizda dokulara bagli olarak hem MSA1 hem de P22 gruplarinda ¢alismanin
yedinci giinlinde artiglar tespit edilmistr. Bu artislar 6zellikle hiicre igi aktive olan R.
salmoninarum’ a kars1 etkinlik gdsterildiginin bir ifadesi olabilir. Ozellikle &n bdbrek
ve bagirsaklarda yeralna NK hiicrelerinin MSA1 ve P22 plazmidlerini taniladigi

diistiniilebilir.

Dogal ve adaptif immunitede yer alir. IL-6, T lenfositleri, makrofajlar, fibroblastlar,
noronlar, endotelyal ve glial hiicreleri gibi g¢esitli bir grup ile fretilir.IL-6,
immiinoglobulin iiretimi, lenfosit ve monosit farklilasmasi, kemokin salgilanmasi ve
I6kositlerin goglnin kontroliinde rol oynamaktadir (Cerpa vd., 2012).Ancak, IL-
6'nin baliktaki fonksiyonu ve sinyal yollar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. {lging
bir sekilde, makrofajlarda alabalik IL-6 ekspresyonunun, LPS, poli I: C ve IL-1 'in
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makrofaj hucre dizisi RTS-11'de ve ayrica kafa bobrek makrofajlarinda indiiklendigi
bildirilmektedir (Costa vd., 2011). Calismada IL-6 gen sunumlarinda farkli sonuglar
elde edilmistir. Bununla birlikte IL-6 gen sunumu agisindan P22 uygulanan gruplarin

daha etkili oldugu soylenebilir.

COX'un iki izoformu tanimir: yapici bir izoform olan Cox-1 ve bir uyarilabilir
izoform olan Cox-2. Cox-2, bagisiklik, yumurtlama ve adipogenez gibi baliklarin
gesitli fizyolojik ve patolojik ortamlarinda Onemli bir moderatérli olarak
tanimlanmistir. COX-2'nin baliktaki biiyiik islevine ragmen, diizenleme ve molekiler
mekanizmast acisindan henliz tam olarak kesfedilememistir. COX-2 gen
ekspresyonunun modilasyonu bir¢ok balik tiiriinde parazit enfeksiyonlari igin
calisilmistir (Wang vd., 2016).Bu ¢alismada COX-2’nin daha ziyade P22 uygulana
gruplarda etkinligini arttirdigi soylenebilir. Sekonder enfeksiyonarin &nlenmsi
baglaminda 6zellikle ¢alismanin ilk yedi giinliik periyodundaki artislar P22’nin ayni

zamanda bagisiklik uyarici etkileri oldugu anlamina dagelmektedir.

TGF-B ‘nin en 6nemli etkisi; 16kosit ve lenfositlerin aktivasyon ve poliferasyonunu
inhibe etmekte olup, B hiicrelerini IgA yapimina sevk eder. TGF-B; lenfositler,
dendritik hticreler, NK hticreleri, makrofajlar ve grantlositler dahil olmak tzere
cesitli 16kosit soylarinda hiicre gelisimini, ¢ogalmasini, farklilasmasini, go¢iinii ve
sagkalimin1 diizenleyen bir pleiotropik sitokindir(Cerpa vd. 2012).Bazi yeni
caligmalar, TGF- B1'in, memelilerde oldugu gibi aktive edilmis 16kositler {lizerinde
gicli  immin depresyon etkileri oldugunu ortaya koymustur(Cerpa vd.
2012).0Ornegin, TGF-B1, Japon baliklarinda ve sazanlarda TNF kaynakli makrofaj
aktivasyonunu 6nemli Ol¢ude bloke ettigi, ancak japon baliklarinda fibroblast hicre
hattinin (CCL71) ¢ogalmasini uyardigi belirtilmistir (Haddad vd., 2008).
Calismamiza benzer olarak Yu vd., (2019). SGIV-19R geni ile olusturduklart DNA
asist ile asiladiklari lahozlarda (Epinephelus coioides) TGF-f gen sunumlariin

arttigini tespit etmislerdir.

Genel olarak, IgM, c¢esitli antijenlere karsi etkili spesifik humoral tepkiler ortaya
c¢ikarabilen teleostlardaki ana immiinoglobulindir. Bu ¢aligmada kasta ve bobrekte 7.

gunde hem MSAL hem de P22 uygulanan gruplarda artis gozlenmistir. Benzer olarak
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SGIV-19R proteini ile asilanan Epinephelus coioides’lerde IgM gen sunumlarinda
artis gozlenmistir. Bu baglamda MSA1 ve P22 plasmid DNA’larina kars1 antikor

liretiminin arttig1 sdylenebilir.

iNOS tarafindan gergeklestirilen nitrik oksit tiretimi immun sistemin 6nemli bir
bilesenidir. iNOS ekspresyonu sitokinler tarafindan diizenlenmekte olup, baliklarda,
makrofajlardan optimal nitrik oksit salinimmin makrofaj aktivasyon faktorleri ve
lipopolisakkarit ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Neumann ve Belosevic 1996).
iNOs calismada her iki denem grubunda ¢alismain 7. giliniinde artiglar gostermistir.
Tiim diger genlerle benzerlik gosteren bu artig nitirik oksit saliniminin makrofajlarda
arttigint gostermeltedri. Bu ayni zamanda ORP iiretimi ile de calisma verileri

acisindan ortiismektedir.

MHC genleri, antijen sunumunun ve dolayisiyla T lenfositlerin adaptif immiin
tepkisinin nasil bagladigin1i anlamak i¢in ¢ok Onemlidir (Cuesta, Esteban ve
Meseguer, 2005). MHC, antijenlerin sirasiyla CD®" ve CD*" T lenfositlerine
baglanmasindan ve sunulmasindan sorumlu olan iki tip membran baglh glikoprotein
tiretiminde gorev almaktadir (Sato vd., 2000). Bu ¢alismada MHC2 gen sunumlari
diger gen sunumlarina paralele olarak ¢alismanin yedinci giiniinde artis gostermistir.
Bu sonuclara gdre MSAL ve P22’nin T lenfositleri tarafinda yakalandigi ve buna

bagli olarak MHC2 gen sunumlarinda artis gozlendigi diisiintilebilir.

ORU caligmada tiim gruplarda artis gdstermistir. Bu humurol yamtin kayit edilen 30
glin boyunca devanm ettigini gostermektedir. Uygulamada kullanilan plazmidlerin
uzun sureli olarak sistemi oksidatif radikal salinimina mecbur ettigi kanisi
olusmaktadir. Bununla birlikte oksidatif radikal tretiminde genlerde iNOS gen

sunumlarindaki 30 giin distisleri bu sonuglar ile bagdagmamaktadir.

Lizozim mukus icerisinde salgilanan ve balikalrin bariyer sistemlerinde durdurcu etki
gosteren, ayni zamanda patojenik bakterilerin hiicre duvarlari liziz eden 6nemli bir
enzimdir (Sahoo vd. 2005). Bu ¢alisma sonuglarina gére hi¢bir denem grubunun

lizozim aktivitelerinde bir degisiklik s6z konusu olmamistir. Buna ek olarak R.

112



salmoninarum enfeksiyonun hicre ici etki gostermesi, lizozim aktivitelerindeki

etkisizligin ana sebebi olabilir.

Myeloperoksidaz genel olarak notrofiller tarafindan salgilanan ve H2O» Uretimini
saglayan ve boylelikle bakterilerin 6ldirtlmesinde kullanilan bir enzimdir. Bu
calismada MPO aktivitesi deneme gruplarinda 6nemli derecede artis gostermistir.
Ozellikle nétrofillerin MSAL ve P22 plazmidleri ile uyarildigi ve bu baglamda
oksidatif radikalleri irettigi soylenebilir. Bu sonuglar ORP ve iNOS gen

sunumlarindaki artis ile ortiismektedir.

Yasam oranlar1 kontrol edildiginde yaklagik olarak 21. giinden sonra baliklarda
oliimler baslamistir. Genel olarak R. salmoninarum’um ortalama 21 giin kulugka
stiresi oldugu bilinmektedir. Bu baglamda baliklarin yasama oranlar1 beklentilerin
altinda kalmistir. Ozellikle deneme gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla bir artigtan
s0z etmek mimkiin degildir. Bu durumda baliklarda R. salmoninarum’a karsi 6zel
antikorlarin olusmadigi sodylenebilir. Calismamizdan farkli olarak Liu vd., 2019
yapitiklart ¢alismada sagH geni ile asiladiklart Japon pisi baliklarinda (Paralichthys
olivaceus)Streptococcus iniae enfeksiyonuna karsi yagsama oranlarinda artis tespit
etmiglerdir. Bununla birlikte ¢alismamiza benzer olarakHerpesvirus ORF25 ile
asiladiklar1 koi balikalrinda yasama oranlarinda control grubuna kiyasla bir artis

tespit edememislerdir.

Lim vd. (2019) pisi baligi yetistiriciliginde (Paralichthys olivaceus)miR-155'in
adjuvan etkisinin goriilmedigini tespit etmislerdir. Ayrica, serum nétralizasyon
aktivitelerinde, G geni ya da G geni ile beraber DNA asilarin1 eksprese eden miR-
155, kontrol agilarindan (PBS ve bos vektor) daha yiiksek aktivitelere neden olsa da,
sadece G geni ile G geni ve miR- arasinda anlamli bir fark bulamamislardir. Serum
virtsidal aktivitesinde, G geni ile miR-155 eksprese eden DNA asisiyla immiinize
edilmis balik, immiinizasyondan 3 giin sonra (dpi) hirame rabdoviriisiine (HIRRV)
kars1, diger gruplara kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek aktivite gostermistir ve
bunun vektorden dretilen miR-155'in pisi baliginda dogal immiin tepkilerini
artirabilecegini ortaya koymuslardir. Ozellikle 28d.p.i.'de VHSV'ye kars1 belirgin

sekilde artmis serum viriisidal aktiviteleri yalniz G geni ve G geni ile DNA asilarini
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eksprese eden miR-155 ile immiinize edilmis gruplarda, klasik komplemen yolunu ve
ardindan viral inaktivasyonu aktive edebilen G proteinine karsi artan antikorlar
gostermislerdir. Pisi baliginda DNA asilar1 hakkinda mevcut bilgi yeterli olmadigi
icin, DNA asilariin, bu baligin kiiltiirii yapilan ciftliklerinde daha pratik kullanimin
saglamak icin DNA asilarinin  koruyucu etkinligi konusunda daha c¢esitli

aragtirmalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir.

Embregets vd., (2019)SVCV glikoproteini (SVCV-G) kodlayan bir DNA
plazmidinin intramiiskiiler enjeksiyonuna dayanarak sazan i¢in basarili bir asi
oldugunu bildirmiglerdir. Bunun, kas i¢i (i.m.) asilama yolunun SVCV'ye karsi
koruyucu tepkileri tetiklemek i¢in uygun oldugunu ve SVCV G-proteininin uygun
bir as1 antijeni oldugunu gostermislerdir. Ancak, DNA asilarinin genel basarisina
ragmen, Ozellikle balik rabdoviriislerine karsi, pratik uygulamalar hala tiiketicilerin
kabul kaygilar1 kadar yasalar ile de sinirlandirildigini belirtmislerdir. Ayrica, plazmid
uygulamasinin intramiiskiiler yolu, biiyiik Ol¢lide intraperitoneal veya daldirma
asilamalarina dayanan mevcut asilama rejimlerinin ¢ogu ile kolayca kombine
edilemeyecegini agiklamislardir. Bu nedenle, bu ¢calismada as1 antijeni olarak SVCV-
G proteinini kullanarak DNA tabanli bir intramiiskiiler enjekte edilebilir asiya
alternatifleri degerlendirdikleri ¢alismada, , SVCV'ye karsi gelecekteki asilama

stratejilerinde bir tahmin saglamak i¢in detayli olarak tartisilacagini belirtmislerdir.

DNA agilarint sirasiyla gokkusagi alabaligt ve CMV promotoriinden interferon ile
indiiklenebilir Mx promotorii ile karsilastirmislardir. Ciftlik baliklarinda balik
rabdoviriislerinin neden oldugu hastaliklara kars1 oldukca etkili DNA asilari, bir
kurucu sitomegaloviriis promotdriiniin (CMV) kontrolii altinda viral glikoproteini
kodlayan bir DNA plazmit vektoriinden olustugu bilinmektedir (Sepulveda vd.,
2019).

Embregts vd.(2019) ¢alismalarinda, daha az enjeksiyon gerektiren ORF25 bazli bir
DNA asilama protokoliinii optimize etmeye ve enfeksiyonun dogal yoluna daha ¢ok
benzeyen bir tiiriine karsi koruma saglamay1 amaglamiglardir. Buna benzer olarak

calisma verileri ile ilgili elde edilen veriler benzerlik gostermektedir.
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Bu ¢alismalar 1s1ginda baliklarin farkli iki DNA bazli as1 ile agilanmalar1 sonucunda
yasama oranlarinda kontrol grubuna goreherhangi bir farklilik gozlenmemesi ile
birlikte (P>0,05), bunlara ek olarak 6zellikle 7. glinde gen sunumlarinin artis
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica humoral yanitlarda da Onemli artiglar tespit
edilmistir. Bu durum MSA1 ve P22genlerininimmunostimulant etki gosterebilecegi
diistincesini dogurdugundan ileriki ¢aligmalarda s6z konusu bu genlerin (zerinde
durularak, yeni nesil adjuvant ve asilama Oncesi immunostimulant uygulamalarinin
gelistirilmesiagisindan bir Onciil nitelik tasidigi distiniilmektedir. Ayrica antikor
olusumunun, ilgili genlere karsi ¢alisma siiresinde olusmadigi, bu baglamda daha

uzun sureli denemelerin yapilmasi gerektigi kanaati hasil olmustur.
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