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~ GOKKUSAGI ALABALIGINDA (Oncorhynchus mykiss) -
ANTIMiKROMIKROBIYAL ETKILi FUNGAL METABOLITLERIN TNF-a
ve IL-1p GEN EXPRESYONLARI UZERINE ETKIiSi

OZET

Su {riinleri yetistiriciligi diinyada en hizli bilyiiyen hayvansal gida iiretim sektoridiir
ve yetersiz beslenmenin ortadan kaldirilmasina yonelik kiiresel etkilerde onemli bir
role sahiptir. Ayrica, iyi beslenme 6nemli saglik faydalarin1 getirir. Bununla birlikte
su drinleri yetistiriciligi ve balikgilik milyonlarca insana ge¢im kaynagi
saglamaktadir. Ancak bu hizli biiylimeye ragmen su iriinleri endiistrisi, sektdriin
stirdiirtilebilirligini  etkileyebilecek  saglik  problemleri ile kars1i  karsiya
bulunmaktadir. Su iriinleri yetistiriciliginde karsilasilan en yaygin problemlerin
basinda saglik yonetimi eksikligi ve hastaliklar gelmektedir.

Immunostimulantlar dogal veya sentetik bilesikler olup, patojenlerin neden oldugu
hastaliklara karsi konak¢min direncini arttirarak bagisiklik sistemini diizenlerler.
Denizel funguslardan elde edilen sekonder metabolitlerin ¢ok genis spektrumlu
biyoaktivite  potansiyelleri  bilinmektedir. Fungal metabolitlerin  ozellikle
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri son yillarda biyiik bir ilgiyle arastirilmakla
birlikte, dogal immiinostimiilant olarak baliklarda kullanimi ile ilgili bilgiye
rastlanmamaistir.

Bu arastirmada, Ege denizinden toplanan siingerlerden izole edilen fungal suslarda
yapilan taramalar sonucunda en yiiksek antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteyi
gosteren fungus (Penicilium atrovenetum) segilerek Oziitlenen metabolitleri
potansiyel immiinostimiilant madde olarak kullanilmistir.

Fungustan elde edilen 6ziitiin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kaninda
immum sistem ile iliskili TNF-a ve IL-1f gen ekspresyonlarina etkileri incelenmistir.
Gen ekspresyonlari i¢in kandan izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezlenerek
Real-Time PCR araciligiyla analizler yapilmistir. Her PCR dongiisii sonunda tiip
icinde olusan ¢ift zincirli liriin miktarinin oOlgiilebilmesini ve kantitatif analizlerin
yapilmasini saglar. Calisma sonunda PBS ile dilue edilen P. atrovenetum oziitiiniin
40 mg/kg konsantrayonda gokkusagi baliklarina karm igine enjeksiyon yapildiginda
TNF-a ve IL-1P genlerinin ekspresyonlar1 iizerine etkisi oldugu anlagilmistir. Real
Time sonuglarina gore, 6ziitiin TNF-a gen ekspresyonunu 36 kat arttirirken, IL-18
geninde 11 kat artis sagladigi tespit edilmistir.
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EFFECTS OF FUNGAL METABOLITES WITH ANTIMICROBIAL
ACTIVITY ON TNF-a AND IL-18 GENE EXPRESSION IN RAINBOW
TROUT (Oncorhynchus mykiss)

SUMMARY

Aquaculture is the fastest growing animal production sector in the world and plays an
important role in global efforts towards eliminating malnutrition and brings
significant health benefits by nutritional well-being. Despite its increasing growth,
the aquaculture industry still faces some problems, particularly diseases, which can
affect its sustainability. Also, the heavy use of antibiotics may results in food and
environmental pollutions and development of antibiotic resistant pathogens.
Immiinostimiilans can increase resistance to infectious diseases, not by promoting
specific immune responses, but by enhancing nonspecific defense mechanisms.
Therefore, many substances from different sources (bacterial, chemical agents,
animal or plant extracts, etc) have been studied as prospective immiinostimiilans for
fish, and some have been reported to give a significant degree of protection against
several diseases commonly found in farmed fish. Recent years, researchers have
considered the potential of marine microorganisms as an alternative source for
isolation of new metabolites with different chemical structures and pharmaceutical
properties. Marine fungi from sea sponges have been also recognized as an important
resource for effective bioactive compounds.

In this study, immune-modulating effect of selected fungal metabolites on the
rainbow trout innate immune system was analyzed by looking at the gene expression
profiles of TNF-o and IL-1f. To do this we perfomerd Real Time PCR using cDNA
that was converted from RNA isolated from blood. Q-PCR allows us to measure
double stranded cDNA quantitatively after each PCR cycle. At the end of the study,
we found that when rainbow trouts were injected with extracts of P. antrovenetum in
the concentration of 40 mg/kg, the expression of TNF-a and IL-1p increased 36 fold
and 11 fold, respectively.
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1. GIRIS

Immiin diizenleyici olarak kullanilan uyaricilarin baliklarda dogal bagisikliktan
sorumlu bazi genlerin ifadesinde oynadigi uyarici roliiniin Real-Time PCR (RT-
PCR) teknikleriyle ortaya konulmasi son yillarda siklikla arastirilan 6nemli bir konu
olmustur. Bu tez kapsaminda denizde siingerlerle birlikte yasayan fungal suslardan
elde edilen ve antimikrobiyal/antioksidan O6zellik gosteren Oziitlerinin gokkusagi
alabaliklarinda  (Oncorhynchus mykiss) immiinostimiillant olarak  kullanim
potansiyelinin arastirillmas: amaglanmistir. Yiiksek antibakteriyel ve antioksidan
aktiviteyi birlikte barindiran fungal 6ziitlerin immiinostimiilant etkilerini arastirmada
RT-PCR tekniginin kullanilmasi ve metodun uyarlanarak gelistirilmesi ise ayrica
teknoloji  transferi ve know-how potansiyeli sunmaktadir. Akuakiiltiirde
kullanilabilecek dogal ve yeni immiinostimiilant bilesikleri kesfetmek, bunlar tilke
kaynaklarindan elde etmek, kimyasal immiinostimiilanlar yerine dogal iiriin
potansiyeli olan kaynaklari kesfetmek ve sucul ¢evreyi korumak yaninda ekolojik
tarirma katki saglamak ve en nihayetinde; dogal immiinostimiilanlar ile balik
saghiginin korunmasina ve siirdiiriilebilir akuakiiltiiriin gelismesine 6nemli katkilar

sunmak bu tezin amaglar1 arasinda sayilabilir.

1.1 Genel Bilgiler

Guniimiizde, insanlar beslenmelerine daha fazla dikkat etmekte ve beslenme
aliskanliklarina gore saglikli olan gidalar1 se¢gmede titizlik gostermektedirler. Bu
gidalar igerisinde ilk sirada ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan zengin olan balik
ve diger su turiinleri gelmektedir. Balik eti besleyici yonii olduk¢a yliksek ve saglikli
beslenme i¢in ¢ok dnemli bir gida kaynagidir (Kaya ve dig, 2004). Balik eti, protein
kalitesi ve besin miktar1 agisindan miikemmel bir gida maddesidir (Karabulut ve
Yandi, 2006). Niifustaki artig, dogal stoklardaki diisiis ve egitim diizeyinin artmasi
ile birlikte baliklarin en saglikli protein kaynagi oldugunun ortaya g¢ikmasi
akuakiiltiirii daha 6nemli hale getirmistir (Celikkale ve dig, 1999).



Diinya genelinde, su firiinleri iiretimi ve ticaret hacminde temel olarak 58 {ilke
faaliyet gostermektedir. 2010 yilinda su tirlinleri toplam tiretimi 148 milyon ton olup
yaklasik degeri 217.5 milyar dolari bulmustur ve bu iiretimin 128 milyon tonu gida
olarak tiiketilmistir. 2011 verilerine gore, tiretim miktar1 154 milyon tona artarken,
bu tiretimin 131 milyon tonu gida olarak tiiketilmistir. Su iiriinleri liretimindeki bu
stirekli biiylime ve artigla birlikte kisi basina diisen su iiriinleri miktar1 1960'larda 9.9
kg iken 2010 istatistiklerine gore bu say1 18,6 kg'a yiikselmistir (FAO, 2012). FAO
tarafindan diinyada en hizli biiyiiyen gida sektorii Su iriinleri yetistiriciligi olarak

bildirilmistir (Vannuccini, 2004).

Gelecege yonelik beklentilerde su iiriinlerine olan talebin 2030 yilina kadar 160
milyon tona ulasacagi tahmin edilmektedir. Avcilik yoluyla sadece 80-90 milyon ton
ihtiya¢ karsilanabilmektedir. Mevcut {iretim ve kisi basina tiikketim bdyle devam
ederse diinya genelinde yaklasik 20-30 milyon ton bir agik olusacagi tahmin
edilmektedir (FAO, 2012). Tirkiye’ de su triinleri sektorii, 1984 yilindan itibaren
ortalama yillik %11 ve {izerinde biiylime kaydederek, gida {irlinleri arasinda en hizl

artis ve gelisim saglayan sektor haline gelmistir (Yazicioglu, 2015).
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Sekil 1.1: Diinya’da 1970-2030 yillar1 arasinda balik tiretimi

Ulkemizde balik yetistiriciligine bakildiginda, 6zellikle gokkusagi alabaligi
yetistiriciligi onemli bir yere sahiptir (Yilmaz ve dig, 2008). Yetistirilen tiirler
igerisinde ilk siray1r alabalik almaktadir (%52.52) ve iiretimin %55.7’si i¢ sularda

yapilmaktadir (Albayrak ve Ozan, 2010; Inan ve Piarkara, 2013).



Gokkusagi alabaliginin iilkemiz kosullarinda yetistiricilik potansiyelinin oldukca
fazla olmasi ve et kalitesinin c¢esitli isleme teknolojlerine uyarlanmasindaki
kolayliklar nedeniyle, fakli damak tadina sahip triinler elde edilmesi miimkiindiir

(Unal, 1995; Gokoglu, 2002).

Tablo 1.1: Gokkusagi Alabaligi Taksonomisi (Behnke, 2002).

Kingdom Animalia

Phylum Chordata

Class Actinopterygii

Order Salmoniformes
Family Salmonidae

Genus Oncorhynchus
Species Oncorhynchus mykiss

Son yillarda diinya genelinde goriilen gelismelere benzer sekilde, lilkemizde de dogal
stoklardaki diistis ve avciliktaki inis-¢ikislar kiiltiir balik¢iliginda artis1 zorunlu hale
getirmistir. Uriin artisiyla beraber maliyetlerin diisiiriilmesi, verimin artirilmasi,
cevrenin ve balik saglhiginin korunmas: maksadiyla yiiriitilen c¢alismalara hiz

kazandirilmistir (Tiire ve Savas, 2010).

Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan aragtirmalar hizli gelisim gosteren kiiltiir
balik¢iliginin beraberinde bazi sorunlart da ortaya c¢ikardigint gostermistir.
Dikkatsizce kullanilan ilaglar ve kimyasal maddelere ek olarak atiklarin usuliine
uygun berteraf edilememesinden dolay ¢evre kirliligi gibi sorunlarin diginda direncli
patojenlerin gelisimini ve yeni hastalik problemlerini beraberinde getirmektedir.
Kiiltiir balikgiliginda enfeksiyoz (bakteri, virus, mantar ve parazit gibi) ve enfeksiyoz
olmayan (noninfeksiydz) su kalitesi, O, yetersizligi ve amonyak gibi problemler
ciddi balik dliimlerine neden olmaktadir. Bu kayiplarin olugsmasi beraberinde belli
teshis ve tedavi masraflar1 orataya ¢ikararak, isletme verimliligini sekteye
ugratmaktadir ve sektoriin iilke ekonomisine katkisini azaltmaktadir (Tiire ve Savas,
2010). Kiiltiir baliklarindaki bu biiyiik riskin yaninda spesifik patojenlere karsi
baligin direncinin artirilmasina ragmen, diger patojenlerden gerekli sekilde koruma
saglanamamaktadir. Buna karsin, baligin dogal bagisikliginin gelistirilmesi ile genis

spektrumlu direng saglanabilir (Gopalakannan ve Arul, 2006).
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1.2 Bahiklarda Bagisikhik Sistemi

Memelilerin dogal savunma mekanizmasi hakkinda bir¢ok bilgi mevcuttur. Bu
bilgiler, diger omurgalilarla karsilastirildiginda hem anatomik hem de fonksiyonel
yonden genel olarak benzemekle birlikte son yillarda yapilan g¢alismalara gore
baliklarda farkli oldugu yoniindedir (Dalmo ve dig, 1997; Buonocore ve dig, 2007).
Baliklarda bagisiklik sistemi, viicudun enfeksiyona karsi cevap olusturmasinda ve
enfeksiyonun ortaya ¢ikmasini engelleyen faktorlerin ¢ogunu kapsar (Aoki, 1992).
Immiin sistemin temel fonksiyonu, hastaliklara neden olan mikroorganizmalara kars1
canlty1 korumaktir. Baliklardaki immiin sistemin degisik yonleri ile ilgili bircok
calisma yapilmstir (Watts ve dig, 2001). Immiin sistem hiicresel ve humoral
faktorleri iceren, hem spesifik hem de spesifik olmayan savunma sistemlerinden
olusur. Spesifik olmayan savunma sistemi baliklarin bir par¢asidir ve yanit gelisimi
i¢in, bir antijen/patojen ile dnceden temasa gerek yoktur (Ellis, 1988; Yano, 1996;
Vadstein, 1997).

Baliklar, patojenlerin istilasina karsi kendilerini korumak i¢in hem spesifik hem de
spesifik olmayan mekanizmalari kullanirlar. Baliklarin birincil non-spesifik savunma
sistemleri, deri ve mukustur. Patojenler viicuda girdigi zaman, hiicresel ve hiimoral
savunma sistemleri devreye girer. Fagositoz baliklarda; bakteriler, viriisler, parazitler
de dahil olmak {izere patojenlere kars1 spesifik olmayan bagisikligin temel
aracilarindan biridir. Bu savunma olayma karis1 en 6nemli hiicreler fagositlerdir
(Dalmo ve dig, 1997; Verlhac ve Gabaudan, 1999; Yano, 1996). Levregin
(Dicentrarchus labrax) bobrek hiicrelerinde, patojenik bakteri (Aeromonas
salmonicida) ve mantar (Candida albicans) ajanlari tarafindan uyarildiktan sonra
immiin sistemi fagositik aktivite gergeklestirmektedir (Savina ve Amigorena, 2007).
Gokkusagi alabaliklarinda, Y. ruckeri enjeksiyonu sonrasinda ¢ok hizli bir yangisal
reaksiyon basladigi ve yangi bolgesine fazla miktarda fagositik hiicre gocti oldugu
gosterilmistir (Evans, 1998). Ayrica, baliklardaki mukusun igerisinde bulunan IgM
(immiinoglobiilin M) ve antibiyotik 0Ozellikteki bazi maddeler epidermis ve
dermisdeki salg1 hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (Kearn, 1976). Immiin organ
ve hiicreler ¢ogunlukla ayni yapr ve islevi gosterir. Fakat sicakkanlilarin aksine
baliklarin bagisiklik sistemi i¢inde yasadigi sucul ortamda ortaya ¢ikan sicaklik, pH,
tuzluluk, c¢oziinmiis O, miktarlarn gibi fiziksel ve kimyasal o6zelliklerden
etkilenmektedir (Magnadottir, 2006). Dogal ve edinsel immiinite olmak iizere iki tip
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bagisiklik vardir. Dogal immiinite, sistemin dogustan kendinden olmayani taniyarak
ve tehlike sinyallerini algilayarak, hastaliga neden olan patojenin protein
yapilarindan kurtulmak icin harekete gecirdigi mekanizmadir. Dogal immiinitenin
biitiin mekanizmalari, mikroplar1 taniyabilir ve tepki gosterirler, ancak enfeksiyona
yol agmayan yabanci maddelere karsi herhangi bir tepki vermezler (Arda ve dig,
2002). Antibakteriyel peptitler, lizozim, transferin, prostaglandinler (PGE2),
sitokinler, kemokinler, lektinler ve toll-like reseptorleri (TLR) dogustan immiin
cevap olusturan bazi molekiillerdir (Randelli ve dig, 2008).

Edinsel immiinitenin hiicreleri (lenfositler) ise mikroplarin iiretmis oldugu farkli
maddeleri ve enfeksiyon olusturmayan molekiilleri de taniyan reseptorler tasirlar.
Edinsel immiin yanitlar, farkli tipteki mikroplara karst korunmak igin 0zel
mekanizmalar olusturur. Ornegin; antikorlar hiicrenin disinda, T lenfositler ise hiicre
icerisinde yasayan mikroplar1 yok ederler. Gliniimiize kadar baliklarda farkli edinsel
immiinite parametreleri tespit edilmistir (Magnadottir, 2006). Hiimoral ve hiicresel
immiinite olarak adlandirilan iki tip edinsel immiinite vardir (Abbas ve Lichtman,
2007). Hiimoral immiinite, B lenfositlerin iirettigi antikor proteinler tarafindan
olusturulur ve hiicre disi mikrobik antijenleri tanir (Magnadottir ve dig, 2005).
Hiicresel immiinite ise T lenfositler araciligiyla hiicre icerisinde gergeklesir ve hiicre
igerisine yutulan mikroplarm iirettigi antijenleri tamirlar. Immiin sistemin en az bir
milyar farkli antijeni ve antijen pargalarmi birbirlerinden ayirt edebilme yetenegi

mevcuttur (Akayli, 2001).

1.2.1 Bagisikhk sisteminin regiilatorleri: Sitokinler, Interlokinler

Sitokinler kiigiik molekiiler agirlikli proteinler olup, interlokin (IL), kemokin,
monokin ve biiytime faktorlerini igerir (Watanuki ve dig, 2009). Bu proteinler
arasindaki IL-1f, TNF-a, IL-8 ve tip I-IFN, dogal bagisiklik sistemine ¢ok 6nemli
Olclide hizmet eder. Sitokinler, immun cevaplarda ve inflamatuvar islemlerde 6nemli
bir rol oynar (Sethi ve Hotamisligil, 1999). Ayn1 zamanda, inflamatuar siirecin
diizenlenmesinde ve baslatilmasinda 6nemli bir role sahiptir (Aoki ve dig,
2008). Hem IL-1p hem de TNF-a, inflamatuar yaniti kolaylastiran ayni zamanda
azalmasinda gorev alan sitokinlerdir. TNF-a c¢esitli hiicresel yanitlarda, hiicre
cogalmasinda, diger sitokinlerin farklilasmasinda ve indiiksiyon dahil olmak iizere

onemli iken, IL-1B mikrobiyal isgale karsi aracilik eder, otoimmiin hastaliklar da



dahil olmak iizere doku hasar1 ve immiinolojik reaksiyonlar i¢in yanit olarak énemli
bir rol oynar (Wei ve dig, 2009).

Immiin cevapta diizenleyici olarak bulunan balik sitokinleri ¢ok az ¢alisiimustir.
Sitokinlerin énemli bir ¢ogunlugu teleostlarda (kemikli baliklar) aktiftir (Secombes,
1996). Ancak memelilere kiyasla ¢cok az veri mevcuttur (Holland ve dig, 2002).
Sitokin sinyallenmesi hiicreler arasi iletisim i¢in gereklidir. Bunun yaninda, birgok
hiicre tipinin aktivitesinin diizenlenmesinde, immiin ve inflamatuar siireclerin
kontroliinde ayni1 zamanda da dogal ve bagisiklik immiin cevaplarin olusumunu
saglar. Antijenik uyarimdan sonra, sitokin diizeylerindeki artig efektor hiicrelerinin
aktivasyonu, B ve T hiicre gelisim ve farklilasmasi, inflamasyon gibi bir¢ok
islemlere aracilik eder (Rogatsky ve Ivashkiv, 2006).

Interldkinler ise immiin sistemin hiicre igi regiilasyonunu igeren sitokinlerin bir alt
grubudur. 1977°de IL-1’in kesfedilmesinden once 40’dan fazla sitokin IL olarak
tayin edilmistir (Akdis ve dig, 2011). Interferonlar (IFN'ler), omurgalilarin viriis
enfeksiyonuna karsi savunmasinda dnemli bir rol oynar ve hiicrelerde antiviral bir
durum sebep oldugunda salgilanir (Samuel, 2001). IFN ilk olarak, 1s1 ile inaktive
influenza viriisii ile tedaviden sonra civciv hiicreleri tarafindan salinan bir antiviral
madde olarak Isaacs ve Lindenmann tarafindan seg¢ildi ve kesfedilmis oldu (Isaacs ve
Lindenmann, 1957). ilk IFN, insanda 1980 yilinda IFN-a ve IFN-b olarak klonland:
(Taniguchi ve dig, 1980). IFN benzeri aktivite balikta en erken 1967 yilinda
tanimlandi. Ayrica, double-stranded RNA (dsRNA) tedavisi ile birlikte ya da viral
enfeksiyondan sonra balik tiirlerinin bircogunun organ ve hiicrelerinde ortaya
¢ikarildi (Graham ve Secombes, 1990).

IFN’nin iki ailesi (Tip I, Tip II) protein yapilari, gen sekanslari ve fonsiyonel
sekanslarin temeli tizerine ayirt edilmistir (Pestka ve dig, 2004). Tip I IFN’lar, klasik
IFN- o / B’lart igerir. Bir¢ok viriis tarafindan hiicrenin indiiklenme seklidir. Oysa, tip
I1 IFN, IFN-g ile aynidir. Ayn1 zamanda IL-18, mitojenler, antijenler ve interlokin-12
(IL-12)’ye tepki olarak dogal oldiiriicii hiicreler (NK hiicreleri) ve T lenfositler
tarafindan iretilir (Vilcek ve Sen, 1996; Samuel, 2001). Baliklarda, interferon
aktivitesiyle molekiiller iretildigi bilinir (De Kinkelin ve Dorson, 1982). Diger
sitokinler ve diizenleyici molekiiller, bir¢ok interlokin igeren baliklarda rapor
edilmistir. Bunlar; (IL-6, IL-8, IL-10, IL- 12) ve Tumor Growth Factor (TGF)-, ve
interferon regulatory factor (IRF)-1’dir (Zou ve dig, 2003; Collet ve dig, 2003). Buna



gore, ilgili sitokinler omurgalilarda korunmustur ve bu molekiillerin bir¢gogunun
biitiin hayvan gruplarinda benzer roller gosterdigi anlasilmaktadir (Tort ve Balasch,
2003).

1.2.1.1 TNF-a, IL-1B

Immiin cevabin genel indikatérleri olan TNF-a, IL-1B; iki énemli proinflamatuvar
sitokindir. Ayrica, ifade diizeyleri genellikle inflamatuar bir yanit olup olmadiginin
bir gostergesi olarak kabul edilir (Secombes, 2008; Secombes ve dig, 2001).
Interlokin-1 (I1L-1) ailesinin dort iiyeye sahip oldugu bulunmustur. Bunlar; IL-1a, IL-
1B, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra) ve IL-18’dir (Dinarello, 1997). IL-1a, IL-1P
%23 aminoasit benzerligi gosterir. Her ikisi de bir sinyal peptidi olmadan oOnciil
molekiiller igin iiretilebilir (Vigers ve dig, 1997). interlokin-1pB, temel olarak
makrofajlar tarafindan ftretilen, kemikli baliklar ve kikirdakli baliklarin yanisira
kuslar da dahil olmak tizere farkli hayvan gruplart olan amfibiler ve memelilerde de
karakterize edilmistir (Secombes ve dig, 2001). Mikrobiyal saldiriya karst
cevaplarda ve doku yaralanmasinda Onemli bir arabulucudur. Aym1 zamanda,
makrofajlar, NK hiicreleri ve lenfositleri aktif hale getirerek diger sitokinlerin
salinmasin1 tesvik edebilir ya da aktive lenfositler tarafindan immiin cevabi
uyarabilir (Zou ve dig, 1999; Low ve dig, 2003). Interlokin-1B, enfeksiyona baglh
cevaplarda inflamasyonun 6nemli bir diizenleyicisidir (Holland ve dig, 2002). IL-18,
erken ifade olan proenflamatuar sitokinlerden biridir ve organizmada, enflamasyona
yol agan reaksiyonlarin biyokimyasal tepkime dizisi olan kaskadlari uyararak
enfeksiyona hizli cevap saglar (Huising ve dig, 2004). Bunun yaninda, ¢esitli hiicre
tipleri tarafindan iiretilir. Bunlar, monositler, makrofajlar, T ve B lenfositler,
fibroblastlar, epidermal ve epiteliyal hiicreler tarafindandir (Oppenheim ve dig,
1986).

Memeli olmayan canlilardan elde edilen ilk IL-1f3, gokkusagi alabaligi IL-1B’nin
tamamen kodlanan bélgelerinden sekanslanmistir (Secombes ve dig, 1997; Zou ve
dig, 1998). IL-18’nin cDNA’s1 97 bp’lik 5 kisa bir UTR ve 466 bp’lik 3> UTR
olmak {iizere, 780 baz ¢iftlik ORF’ye sahiptir. Bu sonuglar, genin ikincil yapisi
icerisinde benzerlik gostermekle birlikte ayni zamanda tahmin edilen amino asit
sekansinin memeli IL-1f’larin aminoasit benzerligine oraninin % 49-56 arasinda

oldugunu gostermistir (Lennard, 1995). Gokkusagi alabaliginda IL-1B geni, alti



ekzon ve bes introndan meydana gelir. Memelilerde bu oran yedi ekzona alt1 intron
seklindedir (Eisenberg ve dig, 1991). IL-1pB intronlar1 memelilerden daha kisadir
(Zou ve dig, 1999).

Tiimor nekroz faktorii (TNF), normal ya da patolojik durumlar altinda bir¢ok
enflamatuar ve immunolojik yanitlarda 6nemli bir rol oynar. TNF; makrofajlar,
monositler, lenfositler, mast hiicreleri, astrositler ve memelilerde timar hiicreleri gibi
cok cesitli hiicre tipleri tarafindan iretilir (Vassalli, 1992). Lipopolisakarit (LPS) ile
uyarilan aktive makrofajlar, TNF-o’ nin en biiyiikk kaynagidir. (Aggarwal ve
Natarajan, 1996).

Baliklarda, TNF i¢in klonlanmayla belirlenmis ilk gen Japon dil baliginda
(Paralychthys olivaceus) bulunmustur (Hirono ve dig, 2000). Buna ilave olarak,
gokkusagi alabaligt mRNA’sinda TNF-a ile karakterize edilmis ve bildirilmistir
(Laing ve dig, 2001). Zou ve dig. (2002) yili ¢alismalarinda ise, iki farkli TNF’nin
mevcut oldugunu kamtlamiglardir. Bunlar TNF-1 ve TNF-2’dir. Once TNF-2 sonra
TNF-1 karakterize edilmistir (Bobe ve Goetz, 2001; Laing ve dig, 2001).

TNF-a, bir anti-timor ajan olarak belirlenen cesitli biyolojik etkileri olan bir pro-
inflamatuar sitokindir (Michaelsen ve dig, 2000). TNF-o’nin yerel {iretimi, yerel
enfeksiyonlar1 kontrol altina alma ve ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir rol alir
(Ross ve dig, 1985). Ancak serbest birakilan TNF-o sistemik olarak, septik sokla
ilgili baglantilardan sorumludur (Di Carlo ve Fiore, 1958). TNF-a’nin ifadesi bu
nedenle, transkripsiyonel, post-translasyonel ve translasyonal diizeyde siki bir
sekilde diizenlenir (Michaelsen ve dig, 2000). LPS gibi uyaranlara kars1 monositler
ve makrofajlar, TNF-o’y1 serbest birakir. T hiicreleri tarafindan, TNF-o salinimi, T
hiicre reseptdr aktivasyonu tarafindan baglatilir. TNF-o’nin ¢esitli etkileri, iki
reseptor olan TNFR1 ve TNFR2 tarafindan gergeklesir (Michaelsen ve dig, 2000).
Sitokin iiretiminde artis, makrofajlar izerinde TNF-o’nin etkisini igerir ayn1 zamanda
anitimikrobiyal ve fagositik aktiviteyi arttirir. Endotel hiicreleri, TNF-o’ya cevapta
l6kosit adezyon molekiillerini diizenler. Ayrica TNF-a, hiicre proliferasyonu,
farklilasmasi ve Oliimiine de katilmaktadir (Di Carlo ve Fiore, 1958). TNF-o’nin
anti-timor etkisi; timor kan damarlarinin zarari ve viicudun tiimoére karsi immiin
yanitlar1 aktivasyonunda bulundugu, tiimér hiicrelerine karst dogrudan sitotoksisite

kaynakli oldugu ileri siiriilmiistiir (Michaelsen ve dig, 2000).



TNF-a gesitli balik tiirlerinde klonlanmistir (Garcia-Castillo ve dig, 2002). Ayrica,
TNF’nin, protein aktivitesi gibi apoptozu tesvik ettigi de gosterilmistir (Qin ve dig,
2001). Bununla birlikte, baliklarda yapilan bazi ¢aligmalarda immun endokrin
etkilesimleri arasinda TNF’nin 6nemli bir faktor oldugu bildirilmistir (Lister ve van
de Kraak, 2002). Bagisiklik sisteminin yanisira, balikta TNF’nin biyolojik

aktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar hala yetersizdir.

1.3 immiinostimiilan Maddeler

Immiinostimulanlar, bagisiklik sistemini harekete gecirerek kuvvetlendiren, sentetik
veya dogal bazli maddelerdir. Bu bagisiklik uyaricilar, spesifik olmayan savunma
mekanizmalarin1 veya spesifik immiin cevabi yiikselten bir kimyasal madde, ila¢
veya bitki yada bitkisel mamuller olarak nitelendirilebilir. Balik hastaliklarinin
kontrolii ve kiiltiir balik¢iliginda immiinostimiilanlarin  kullanimi  6nemlidir.
Immiinostimiilan olarak bakteriyel bilesikler, kimyasal ajanlar, polisakkaritler,
bitkisel veya hayvansal ekstraktlar, besleyici maddeler ve sitokinler 6rnek olarak
verilebilir. Bircok immiinostimiilant madde, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri, lizozim
ve baliklarda antikor olusumunu uyarabilir (Anderson ve Jeney, 1992b).
Immiinostimiilan, patojenlerin yikiminda da kullamilabilir. Bunlar1 da, baz
enzimlerin Uretiminde hiicreleri aktiflestiren fagosit ve lenfositlerin hiicre
yiizeylerinde bulunan spesifik reseptorlere baglanarak gergeklestirir. Bunun yaninda
immiinostimiilanlar, baz1 kimyasal tasiyicilar olan interferon, interldkinler ve
kompleman proteinlerin iiretimini de artirir. Sonrasinda bu tasiyicilarda bagisiklik
sisteminin diger bireylerini uyararak T ve B lenfositlerin aktivitesinin artmasini

saglar (Kitao ve Yoshida, 1986).

Baliklar1 bir¢ok hastaliklardan korumak ve Olim oranmi azaltmak igin
immiinostimiilanlar kullanilsa da biitiin hastaliklara karsi korunma saglanamaz
(Altinterim, 2011). Bagisiklik sistemini giiclendirmek, koruyucu onlemlerin en
onemlisidir (Aoki, 1992). Ayrica, akuakiiltiirde hastaliklarin tedavisinde maliyeti
diisirmekte, daha  kaliteli  driinlerin  elde  edilmesini  saglamaktadir.
Immiinostimiilanlar, adjuvanlar (yardimci maddeler) ve asilar balik kiiltiirlerinde
Ozellikle hastalik kayiplari igin essiz bir yaklasimdir (Douglas, 1992). Asilar, su

triinleri yetistiriciliginde etkili olan profilaktik bir yontemdir. Ancak, baliklarda



yiiksek maliyetinin olmasi ve stres olusturmasi gibi dezavantajlart vardir (Wang ve

dig, 2010).

Balik yetistiriciliginde sinirli veya zor uygulamalar yerine patojenlere karsi daha iyi
profilaktik ve terapotik 6nlemler tercih edilmektedir. Bu nedenle alternatif tekniklere
ve uygulamalara ihtiya¢ duyulmakta, bu yondeki arastirma sayilarinin da son yillarda
arttig1 goriilmektedir (Sakai, 1999). Akaukiiltiirde ve 6zellikle balik yetistiriciliginde
hastaliklarin 6nlenmesi ve kontroliinde en umut verici yontemlerden biri, balik
immiin sistemini gii¢lendirici etkisi olan immiinostimiilanlarin kullanilmasidir
(Sakai, 1999). Bagisikligi uyarici maddenin, asilamadaki bagisiklik sisteminin heniiz
tam gelismedigi ve hastalik gelisimine karst koruyuculuk saglamadigi durumdan
farkl1 bir etki mekanizmasi vardir. Asilama iyi bir koruma saglar, ancak etkisi belirli

stirelerle simirlidir (Bednarska ve dig, 2007).

Canliy1 stres altinda birakan ve fiziksel metabolizmasini bozan sicaklik ve diger
cevresel degisiklikler ile birlikte larvalardaki yem gegisleri, boylama ve benzeri gibi
evrelerde parazit ve patojenik mikroorganizmalarinin etkisi artis gosterir. Bu
doénemler bagisikligin giiglii olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle, gelisim evrelerinde
enfeksiyonlara karsi oldukc¢a hassas olan canlilarda (karides ve deniz baligi larva
donemi, cinsel olgunlasma donemi vb.) immiinostimiilanlar kullanilabilir

(Magnadottir, 2006).

Immiinostimiilanlarin belirlenmis ¢ok ¢esitli faydalari mevcuttur (Magnadottir,

2006). Bunlardan bazilari;

- Canlilarin genel performansin artirici ve enfeksiyon kaynakli 6liim oranlarin

azaltic etkiye sahiptir.

- Patojenlerden kaynaklanan 6liim yiizdesinde diisiiriicii etki saglar.
- Viriislerden kaynaklanan hastaliklar1 dnler.

- Parazitlere ve hastaliklara kars1 direnci yiikseltir.

- Yavru baliklarda 6liim oranini azaltir.

- Antibiyotiklerle birlikte tedavi etme etkisini arttirict gibi cesitli yararlar

bulunmaktadir.
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Fakat immiinostimiilanlarin tek basina tedavi edici etkisi bulunmaz. Bu bilesikler
temelde koruyucu olarak canlinin genel savunma sistemini gii¢lendirir ve sonrasinda

da hastalik riskini azaltmak i¢in kullanilir.

Tablo 1.2: Immunostimiilanlarla tedavi edilen baliklarda gériilen 6nemli cevaplar
(Bricknell, 2005).

in Vivo Etkiler In Vitro Etkiler
Bakterilere karst ¢ikarak hayatta kalmay1 | Artan makrofaj aktivitesini igerenler,

arttirir. e Fagositozis,

Deniz bitinin diisiik yerlesimini igeren anti- | ¢  Serbest radikal iiretimi,
parazitik etkiler, e Enzim aktivitesi,

Artan  interferon  diizeylerine ve viral | ¢  Gpg aktivitesi,
enfeksiyona kars1 direnci gelistirir. e Sitokinlerin iiretimi,

Biiyiime, e  NO iiretimi,

Asty1 takiben artan antibiyotik gelisimi, e Bakteriyel 5liim

Artan lizozim diizeyleri, Artan sitotoksisite,
Artan lizozim aktivitesi,

Artan sitokin indiiksiyonu,

Artan oksijen radikal indiiksiyonu,

Artan hiicre ¢gogalmasi.

Konake¢iya veya viicuda yabancilik, stabilite, kimyasal ve yapisal karmasiklik,
viicuda verilis yolu ve immunojenin miktar1 bagisiklik uyaricilarda olmasi gereken
Ozelliklerden bazilaridir (Abbas ve Lichtman, 2007). Baliklarda immiinostimiilanlar
viicuda verilis bigimlerine gore; yeme karistirarak agiz yoluyla, suya karigtirarak
banyo seklinde, enjeksiyon ya da baligin viicuduna siirme seklinde farkliliklar
gosterir (Altinterim, 2011). Baliklarda uygulama dozu ve ydnteminin uyarici
maddenin fonksiyonunda ¢ok onemli oldugu belirtilmistir (Sakai, 1999). Bunlarin
haricinde, imminostimiilanin etkinligine yas, immiinolojik durum ve tiirler

arasindaki farklilik da yansimaktadir (Mulero ve dig, 1998).

1.3.1 Baliklarda kullanilan immiinostimiilanlar

Sakai (1999)’nin yapmis oldugu deneyde; gokkusagi alabaliginin solungaglarina
yapisarak baliklarda solunum giigliigii ve 6liime sebep olan Loma salmonae’e karsi
B—-1,3 ve B—1,6 glukan maddelerinin etkisini arastirmig ve periton i¢i enjeksiyon ile
verilen immiinostimiilanlarin baligin bu patojene karst bagisiklik sisteminin
giiclendigini ortaya ¢ikarmigtir.
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Siwicki ve dig. (1989)’da, gokkusagi alabaliginda oksolinik asit (0, 1, 10 mg/kg),
oksitetrasiklin (10 mg/kg), levamisol (5 mg/kg) ve Yersinia ruckeri O-antijen (100
pug) uygulamasmin spesifik ve spesifik olmayan immiin yanita etkilerini
arastirmiglardir. Levamisol verilen grupta digerlerine gore uyarilmis spesifik
olmayan savunmanin fazla oldugunu, oksolinik asit verilen grupta, spesifik immiin
yanitin yiiksek oldugunu, oksitetrasiklin uygulanan grupta ise her iki immiin yanitin
diisiik oldugunu belirlemislerdir.

Kajita ve dig. (1990)’da, gokkusagi alabaligina uyguladiklar1 levamisoliin fagositik
aktivite, kemiluminesens yanit (CL) ve dogal 6ldiiriicii hiicre aktivitesi (natural Killer
cell activity, NCA) ile Vibrio anguillarum’a kars1 olusan serum bakterisidal aktivitesi
ve alternatif kompleman aktivasyonu yolagina (ACP) olan etkisini arastirmislardir.
Levamisol uygulandiktan sonra baliklarda fagositik aktivite kemiluminesens cevap,
dogal oldiiriicii hiicre aktivitesi ve alternatif yoldan kompleman aktivasyonunda artig
oldugunu, fakat serum bakterisidal aktivitesinde ise degisiklik olmadigim
saptamislardir.

Siwicki ve dig. (1990)’da, gokkusagi alabaliginin dalak kesitlerine in-vitro olarak
uygulanan ii¢ farkli levamisol dozunun (5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ) kombine
olarak iki farkli Y.ruckeri O-antijen dozu (10 pg/dalak ve 100 pg/dalak) ve 100 pg
DNP-Ficoll (dinitrophenol-Ficoll) verilmesi sonucunda, spesifik ve spesifik olmayan
savunmayi arttiran en etkili levamisol dozunun 5 pg/ml oldugunu ve bu antijenlerin
tek baslarina spesifik olmayan savunmay:1 uyardiklarini, 50 pg/ml ve 25 pg/ml
levamisol seviyelerinin antijenle kombine uygulanmasinin ise sinerjistik bir etki
olusturdugunu tespit etmislerdir.

Giiniimiizde su driinleri Yetistiriciliginde, ¢ok farkli immiinostimiilant maddeler
kullanilmakta ve halen bu konudaki ¢alismalar devam etmektedir (Sakai, 1999).
Ancak, ulagabildigimiz bilgiler i¢cinde fungal metabolitlerin immiinstimiilan olarak
baliklarda uygulandig1 bir denemeye rastlanmamaistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
Ege kiyilarindan toplanan siingerlerden izole edilen bir fungal o6ziitiin
immiinostimiilant etkisi alabaligin immiin sistemle iligkili genleri seviyesinde

arastirilmastir.
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1.4 Sekonder Metabolitler

Metabolik faaliyetler sonucu canlilarda olusan iirlinlere metabolit adi verilir.

Biiylime, gelisme ve ¢ogalma i¢in ihtiya¢ olan maddeler primer metabolit adim

alirken, logaritmik fazin sonunda iiretilen, diisiik molekiil agirlikligina sahip dogal

bilesiklere ise sekonder metabolitler denilmektedir (Harborne, 2001). Sekonder

metabolitler, farkli metabolik dongiiler sonucunda olusur. Primer metabolizma

iirlinlerine oranla daha az miktarlarda sentezlenirler ve hiicrede birikmis olan

bilesiklerin hiicreden uzaklastirilmasini saglar (Oskay, 2009; Topal ve dig, 2000).

Sekonder metabolitler 6nemli metabolitler olup, endiistriyel alanda da oldukca

kullanilmaktadir. Bu metabolitlerin baslica 6zellikleri sunlardir;

v

v

Sekonder metabolitler gelisme ve ¢ogalma i¢in gerekli olmayan bir 6zelliktedir.
Besiyerinin bilesimine bagli olarak ekstra biiyiime sartlarinda olusur.

Siklikla bir gruba bagli olarak iiretilir. Ornek olarak, Streptomyces’in bir tiiriiniin
tek bir susunun, 30’un iizerinde iriinle alakali oldugu bulunmustur. Ancak

bunlar, farkli antraksilin antibiyotikleridir.

Sekonder metabolitlerin yiliksek tiretimi ¢ogunlukla miimkiin iken, genellikle
primer metabolitlerin ayni1 6l¢lide iiretilmeleri miimkiin degildir (Madigan ve

dig, 2003).

Mikrobiyal sekonder metabolitler, giiniimiizde daha fazla saglik, endiistri ve
tarim alanlarinda kullanilmaktadir (Robinson ve dig, 2001). Genelde ¢ok farkli
yapilara sahiptirler ayrica olusumlar itibariyle de besinler, biiyliime orani, geri
bildirim kontrol, enzim aktivasyonu ve enzim indiiksiyonuyla diizenlenmislerdir.
Bakterilerde bulunan kromozomal DNA ve nadir olarak plasmid DNA daki
genlerin  kodlari, sekonder metabolitlerin sentezini saglar. Sekonder
metabolizmaya nazaran primer metabolizma siiregleri hala tam olarak
anlagilamamistir. Bundan dolayi, sekonder metabolitler; enzimoloji, kontrol ve
farklilagsma tizerine yapilan ¢alismalarda arastirmacilara firsatlar sunar (Demain,

1998).

Mikroorganizmalar vasitasiyla polisakkaridler, antigenler, enzimler, antibiyotikler,

ve zehirler gibi ¢ok sayida sekonder metabolit iiretilebilmektedir (Schlegel, 1992;

Demain, 1999). Sekonder metabolitler daha kararl iirlin olusturmalar1 ve daha az
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enerji gereksinimlerine sahip olmalarindan dolayr endiistri alaninda kullanimlar
tercih edilmektedir (Demain, 1998). Ayrica sekonder metabolitlerin se¢iminde,
suslarin endiistriyel kullanim alanlar1 ve yiiksek iiretim kapasiteleri de 6nemlidir

(Leisinger ve dig, 1979).

1.4.1 Antimikrobiyal etkili fungal metabolitler

Giiniimiizde teknolojinin geligsmesiyle birlikte 6zellikle molekiiler biyoteknolojide
funguslar tlizerine yapilan ¢alismalar artis gostermektedir. Ayrica, fonksiyonel olarak

gen ¢alismalarinda da kullanilmaktadir (Akkara ve dig, 2014)

Insanlar igin bircok faydali fungus tiirii endiistriyel ve ticari olarak iiretilebilmektedir.
Bunun yaninda funguslardan elde edilen metabolitler de endiistriyel islemlerde
yaygmn olarak kullanilmaktadir (Seidl, 2006). Sekonder metabolit iiretiminde
bitkilere alternatif olarak funguslar ortaya g¢ikmistir. Diinya genelinde fazla bir
sekilde yayilim gosteren funguslar, besin dongiisiinde, toprak formasyonunun
olugmasinda, bitkilere besin saglamada ve atiklarin kullanilabilir duruma gelmesinde
biiylik 6neme sahip mikroorganizma toplulugu olarak gosterilir. Funguslarin farklh
yasam kosullarina adaptasyon mekanizmalar1 gelismistir ve biyoteknolojik 6nemi de
giin gectikce artis gostermektedir. Funguslardan elde edilen metabolitlerin ilk
kullanimlar1 arasinda; Yunan doktorlarin etkisini bilmemelerine ragmen bazi
enfeksiyon kaynakli hastaliklara ¢are bulmak amaciyla funguslardan elde ettikleri
ozitleri kullanmasi1 gosterilmistir (Harborne, 2001). Daha sonrasinda, Aspergillus
niger'den sitrik asit ve oksalik asit tiretimi 1892-1893 yillarinda gergeklesmistir.
1900'li yillara gelindiginde ise, Penicillium'dan elde edilen mikofenolik asidin organ
nakillerinde kullanilmasi ile fungal metabolitlere karsi olan ilgi daha da artmustir.
Sirasiyla yapilan bu buluslarda fumarik asit, kojik asit, penisillik asit, kinonlar gibi
bircok metabolit funguslardan izole edilmistir (Bentley, 2006). 1928 yilinda
Fleming'in Penicillium chrysogenum'dan (Penicillium notatum olarakta bilinir)
penisilini kesfetmesiyle "antibiyotik ¢ag1" denilen donem baslamistir ve bu tarihten
sonra da birgok fungus tiiriinden yeni antibiyotikler kesfedilmistir (Fleming, 1929;
Oskay ve Tamer, 2009). Metabolitlerin ayrintili olarak analiz edilmesi, 1950'li
yillarda spektroskopik yontemlerin gelismesiyle baslanmistir (Cantiirk, 2015).

1993-2001 willar1 arasinda antibakteriyel, antifungal, antitiimor etki gosteren

1500'den fazla fungal metabolit izole edilmistir. Birgok fungus tiiriinden
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farmakolojik olarak ¢ok 6nemli olan metabolitler son 40 yilda yapilan c¢alismalarla
elde edilmistir. 2014 yilina kadar literatiir calismalarindan elde edilen sonuglara gore,
Penicillium cinsine ait 1338 ve Aspergillus cinsine ait 1984 adet sekonder metabolit
izole edilmistir. Sekonder metabolitlerin funguslarda ifade edilmeleri ve ¢esitliligi
151k, pH, sicaklik, su aktivitesi, karbon ve azot kaynaklari, demir aglig1 gibi faktorlere
baghdir. Farkli tiirler ayn1 metabolitleri izole edebilir ya da farkli metabolitler ayni

tiirler tarafindan tretilebilir (Frisvad, 2015).

Sardaryan, (2002, 2004) yapmis oldugu c¢alismalarda, Penicillium oxalicum
tarafindan {tretilen Arpink Red isimli kirmizi gida boyasi fungal orijinli gida
boyalarina ornektir. Gida takviyesi olarak Arpink Red kullanilmasi kanseri onleyici
etki gostermistir. Gelecekte ise ekstrem ortamlardan izole edilen fungal sekonder
metabolitlerin ¢ok daha ¢esitli ve etkili maddelere kaynak olusturacag: diisiiniilmekte
ve Onemli aragtirma konular1 arasinda daha fazla yer bulacagi beklenmektedir

(Cantiirk, 2015).

1.5 Immiinostimiilanlarin TNF-a, IL-1p Gen Expressiyonlar1 Uzerine Etkileri

Son yillarda, geleneksel hastalik kontrollerine alternatif olarak patojenik
mikroorganizmalar1 6nlemek veya kontrol etmek i¢in yararli mikroorganizmalarin
kullanimina karsi olan ilgi artmistir (Dimitroglou ve dig, 2011). Probiyotikler,
konagin saghigmi yararli olarak etkileyen sekilde uygulanabilir, bu da mikrobiyal
yem takviyesi olarak tanimlanmistir (Reid ve dig, 2003).

Yine son yillarda baliktan izole edilen sitokin genleri karakterize edilerek kayda
deger ilerleme elde edilmistir (Secombes ve dig, 2001). Calismalarda ilerleme
kaydedilen sitokinler, interlokin 1 beta (IL-1pB), interlokin-8 (IL-8), tiimor nekroz
factor (TNF-a) ve anti-inflamatuar sitokin olan IL-10’dur (Mulder ve dig, 2007). Bu
uyarict ve engelleyici molekiiller gokkusagi alabaliginda calisilan bagigiklik
diizenleyici genlerde yaygin bir sekilde kullamilmistir. Bu sitokinlerin bakteri
kolonizasyonu veya isgaline cevaben konagin savunma mekanizmasina katkida

bulundugu diisiiniilmektedir (Kim ve Austin, 2006).

Pérez-Sanchez ve arkadaslarmin (2011) yilinda yaptigi bir calismada, gokkusagi

alabaliginin bobrek ve bagirsaginda L. garvieae patojenine karsi probiyotikler
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kullanilarak, dort sitokinin ifadesine (IL-1p, IL-8, IL10 ve TNF-a ) bakilmistir. Bu

calisma sonunda, sitokin ifadelerinin yiikseldigi goriilmiistiir.

Reyes-Becerril ve arkadaslarinin (2013) yilindaki ¢alismasinda, ¢ipuranin (Sparus
aurata) probiyotik ile zenginlestirilmis yemlerle beslenmesiyle bobrek bagirsak
dokusundan ¢ikan sonuglarda immiin genler iizerindeki inflamatuar etkilere
bakilmistir. Bu ¢alismalarinda, proinflamatuar sitokin genleri olan (ayn1 zamanda da
inflamatuar markorleri olarak gorev alan) IL-8 ve IL-1B secilmistir. Bildirilen
deneme sonuglarina gore, bakteriyal kolonizasyona ya da invazyona cevaplarda
savunma mekanizmalarina katkida bulundugu belirtilmistir. Bunun yaninda, bu
sitokinlerin artan ifadelerinin inflamatuar proseslerin diizenlemesiyle iliskili oldugu

belirtilmistir.

Sazanlarla (Cyprinus carpio) yapilmis olan bir ¢alismada, bakteriyal sekonder
metabolit verilen hastalandirilmis baliklarin kan degerlerinde INOS ve IL-1B
genlerindeki aktivite degisimlerine bakilmistir (Wang ve dig, 2010). Bu genlerin

immiin cevapta 6nemli derecede normalden daha fazla ifade oldugu bulunmustur.

Ayrica, baz1 kimyasal tasiyicilarin (interferon, interlokinler ve kompleman
proteinleri) dretimi immiinostimiilanlar tarafindan arttirilir. Bu tastyicilarda
bagisiklik sisteminin diger bireylerini uyardiginda T ve B lenfositlerin aktivitesi
artmis olur (Kitao ve Yoshida, 1986).

Balik immiinolojisi hakkinda yapilacak arastirmalar, daha saglikli balik {iretimine ve
balikcilik sektoriiniin de gelismesine katki saglanacagi i¢in tesvik edilmektedir
(Ocak, 2006). Karasal funguslarla yapilan sayisiz ¢alisma fungal sekonder
metabolitler i¢in kaynak teskil etmektedir. Denizel funguslarla ilgili arastirmalarin
heniiz baslangi¢ evrelerinde bulunmasi biiyiik bir kaynak ve potansiyelin denizlerde
oldugunu gostermektedir. Sonug olarak bu ¢aligmada fungal suslardan izole edilen ve
antimikrobiyal/antioksidant Ozelligi bilinen bir metabolitin gokkusagi alabaligi
bagisiklik sistemi iizerindeki bagisiklik diizenleyici etkilerinin belirlenmesine
calistlmistir. Fungal metabolitlerin alabaliklarin dogal bagisiklik yanitini hiicresel
boyutta nasil etkiledigini ve immiin sistem ile iliskili TNF-a, IL-1p, B-actin ve EF1
gen ekspresyonlarina etkileri molekiiler tekniklerle tespit edilmeye ve
degerlendirilmeye c¢alisilmistir. Bu c¢alismalarin tamami balik sagliginin stratejik

olarak gelistirilmesini amagclayan siirdiiriilebilir akuakiiltiir i¢in fungus kaynakl
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dogal firiinlerin gelistirilmesine ve immiinostimiilant olarak kullanilmasina katki
saglayacaktir. Ayrica, bu arastirmayla, akuakiiltiirde ortaya c¢ikabilecek saglik
sorunlarinin  6nlenmesi hususunda denizel funguslardan elde edilen dogal
immiinostimiilant 6ziit ve bilesiklerinin kullanilabilecegi bir 6n calisma olarak

akademik ve girisimci paydaslara sunulmaktadir.

1.6 Hipotez

Balik yetistiriciliginin hiz kazanmasiyla birlikte balik hastaliklarinda da ayni dlgiide
artis olmustur (Popp, 1980).

Baliklarin igerisinde yagamini siirdiirdiigii su ortamlari cografi, fiziksel, kimyasal ve
biyotik acidan c¢ok sayida ve tirde patojenik veya patojenik olmayan
mikroorganizmalarin yasamasina ve gelismesine uygun bir ortam saglar. Bundan
dolayi, baliklar farkli bircok biyolojik ve mikrobiyal ajanlara maruz kalmakta ve
hastaliklara yakalanmaktadirlar. Eger c¢evresel kosullardaki optimal degerlerde
olumsuz degisimler olusur ve bu olumsuz kosullar kisa siire igerisinde diizeltilmezse

balik kayiplarinda artiglar meydana gelebilir (Yonar ve Silici, 2010).

Tatli su baliklar1 arasinda yetistiriciligi yaygin olan tir gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss)’dir. Fakat gevresel kosullarda olusan olumsuzluklar sonucu
bakteriyel, fungal ve paraziter hastaliklarin arttig1 goriilmekte ve ¢ok fazla oliimlere
bagli ekonomik kayiplar olugsmaktadir. Bundan dolayi, 6zellikle son yillarda bu
sikintilarin ~ ortadan  kaldirmasina  yonelik hem sentetik hem de dogal

immiinostimiilanlar uygulanmaya baslanmistir (Anderson, 1992a; Sakai, 1999).

Immiinostimiilan maddeler, balik metabolizmasimi hastaliklara kars1 koruyucu etki
olusturma yoniinde uyarici yetenegindedir (Yonar ve Silici, 2010; Kakuta, 1998;

Doriicii ve dig, 2005; Yonar ve dig, 2011; Jagetia ve Aggarwal, 2007).

Ayn1 zamanda bu veriler 1s181nda antimikrobiyal ve antioksidan etkili funguslarin
immiinostimiilant potansiyelinin olabilecegi ve gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) immiin sistemini olumlu yonde etkileyebilecegi ve bu etkinin de molekiiler

seviyede tespit edebilecegi hipotezine gore tez ¢aligmasi planlanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullanilan balik

Calismada kullanilan ortalama 60-70 gr agirhigindaki gokkusag: alabaliklart

(Oncorhynchus mykiss) Izmir Bergama ilgesinde yerlesik ©6zel bir alabalik

ciftliginden temin edilmistir. Bu tiiriin tercih edilmesinin nedenleri arasinda ortama

rahat adapte olmasi, yetismesi i¢in 6zel kosullar gerektirmemesi, en fazla {iretimi

yapilan tiirlerden biri olmasi ve tiiketiciler tarafindan fazla tercih edilmesi sayilabilir.

2.1.2 Kullanilan aracg ve gerecler

Deneysel calismalar Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Uygulama

ve Arastirma biriminde bulunan kapali devre tank sistemi ile Biyoteknoloji

Laboratuvar1 imkanlarindan faydalanilmistir. Calisma siiresince kullanilan cihazlar

asagida listelenmistir.

1.

Saf Su Cihaz1; Calismalarimizda reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasinda
distile ve niikleaz suyun saglanmasi amaciyla kullanilmistir.

Mikrobiyolojik Emniyet Kabini; Gerek RNA, cDNA izolasyonu gerekse de
diger tim deneysel asamalarin steril kosullarda gergeklestirilmesi ig¢in
kullanilmistir.

Mini Masa Ustii Santrifiij; Molekiiler genetik ¢alismalarda merkez kag
kuvveti ile ¢okeltilerin olusturulmasi amaciyla RNA izolasyonunda santrifiij
asamasinda kullanilmustir.

Hassas Terazi, (0,00009); Calismamizda kullanilan immiinostimiilanlarin
tartimi i¢in kullanilmastir.

Buz Makinesi/Scotsman AF80; Molekiiler genetik ¢alismalarda kullanilan

kimyasallar i¢in oda kosullarinda +4 °C ortam1 olusturmak i¢in kullanilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

Sogutmali Santrifiij/Thermo Scientific MR 23i; Molekiiler genetik
calismalarda merkez kag kuvveti ile ¢okeltilerin olugturulmasi amaciyla RNA
izolasyonunda santrifiij asamasinda kullanilmistir.

Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR Cihazi: Gen
ekspresyonlarinin analizi i¢in kullanilmistir.

Roche Real Time PCR light Cycler 96 Gen ekspresyonlarinin analizi igin
kullanilmustir.

Tek Isinh Spektrofotometre/Thermo Electron Corporation Nicolet
Evolution100; DNA, RNA ve protein konsantrasyonlari ve safliklarinin
tespiti i¢in yararlanilmistir.

Derin Dondurucu -86°C/Nuaire Glacier; RNA izolasyonundan &nce
dokularin saklanmasi i¢in kullanilmastir.

-20°C Dondurucu; Numune ve analizlerde kullanilan hazir reaktifleri
saklamada kullanilmistir.

+4°C Sogutucu; Soliisyon saklamak igin yararlanilmustir.

Thermal Cycler (1x96 lik); cDNA amplifikasyonunda kullanilmistir.

pH metre/Hanna instruments HI 2211; Molekiiler genetik ¢alismalarinda
kullanilan soliisyonlarin Ph degerlerinin 6l¢iimii i¢in yararlanilmistir.
Homojenizator; Gerekli durumlarda soliisyonlarda homojenizasyon
saglanmasi i¢in kullanilmistir.

Dik Tip Otoklav; Pipet uglari, ependorf tiipleri, makas, bistiiri vb.
malzemelerin sterilizasyonunda kullanilmistir.

Mikrodalga Firin; Elektroforez c¢aligmalarinda  kullanilan  agarin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

Elektroforez; Ara asamalarda, elde edilen firiinlerin kontrol edilmesi igin
kullanilmastir.

Elektroforez Gii¢c Kaynagi; Elektroforez cihazinin ¢alismasi i¢in gerekli
voltaj ve amperi saglamak i¢in yararlanilmistir.

UV Goriintiileyici; Agaroz jel iizerinden DNA miktarmin goriintiilenmesi
i¢cin kullanilmistir.

Vorteks; Molekiiler ¢alismalarda ¢6zeltilerin karistirtlmasinda kullanilmustir.
Etiiv: Belirli bir sicaklik isteyen kurutma ve inkiibasyon islemlerinde

kullanilmastir.
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23.Ince Tabaka Kromatografi (ITK): Antioksidan aktivitenin kantitatif

taranmasi i¢in kullanildu.

2.1.3.Kullanilan Kimyasallar

1.

2-Fenoksi-etanol (0.5 ml/It): Bayiltma soliisyonu olarak kullanilmistir. Tez
kapsaminda kullanilan baliklar tizerinde yapilan tim islemlerde, etik olarak
baliklar bayiltilarak {izerinde ¢alisma yapilmaistir.

Dimetil Siilfoksit (DMSO): Bazi fungal 6ziitlerin enjeksiyon oOncesinde
soliisyon olarak hazirlanmasinda homojen bir ¢ozelti saglamak amaciyla
kullanilmistir.

Etanol: Fungal Oziitlerin enjeksiyon Oncesinde sollisyon olarak
hazirlanmasinda homojen bir ¢ozelti saglamak amaciyla kullanilmistir.

%8.5 Fizyolojik Tuzlu Su (FTS): Kontrol baliklarina immiinostimiilant
madde yerine enjekte edilmistir.

Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT): Sentetik antioksidandir. Funguslarin
antioksidan aktiviteleri serbest radikal temizleme ylizdeleri iizerinden BHT
ile karsilagtirilarak taranmistir.

Ekstraksiyon kimyasallari: Etil asetat

Antioksidan kimyasallari: Antioksidan aktivitenin ol¢iimi icin DPPH
kullanildi.

2.1.4 Kullanilan Kkitler

Calismalarda RNA izolasyonunda;

>

>
>
>
>

GeneAll marka Hybrid-R™ Blood RNA Kiti,

cDNA i¢in HyperScript™ First strand Synthesis Kit,
TagMan® Real-Time PCR Master Mix,

Qiagen Mini Kit ,

Sybrgreen Real-Time PCR Master Mix kullanilmistir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Deneme dizaym

Deneme o6ncesi Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Uygulama
Arastirma Birimindeki 500 It’lik tanklara transfer edilen baliklar 1 ay adaptasyona
tabi tutulmustur. Suyun sicakligi ve oksijen degerleri her giin sabah ve aksam
Olciilerek kaydedilmistir (12 = 8 °C, Oksijen 6-8 mg). Suyun siirekli devir daimi ve
hava sicakligina bagli olarak tanktaki su sicakligini sabit tutmak i¢in bir adet
sogutucudan (Sogutma Kulesi) yararlanilmistir.

Oziitiin baliklarda immiinostimiilant etkilerinin incelenmesi amaciyla calismada

1) Kontrol Grubu: Sadece 200 ul PBS

2) Metabolit Deneme Grubu: 200 ul PBS’de ¢ozdiiriilmiis 6ziit

Tablo 2.1: Deneme dizayni.

Uygulama Balik Sayis1 | Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 | Deneme 4
zamam (giin) | (adet/grup) | (2.7.2015) | (10.7.2015) | (19.8.2015) | (20.4.2016)

0 (Enjeksiyon 1)

Kontrol 7 (Enjeksiyon 2)

12 (Orneklem) n=5 balik 6rneklenen kan sayisi

_ 10
0 (Enjeksiyon 1)
Metabolit |7 (Enjeksiyon 2)

12 (Orneklem) n=5 balik 6rneklenen kan sayisi

2.2.2 Fungal oziitler

Tez calismasinda immiinostimiilant madde olarak kullanilan 1.1.2a oziitii Saroz
korfezindeki Komiir Limani istasyon bolgesinden toplanan Spirastrella cunctatrix
stingeriyle birlikte yasayan ve P. atrovenetum olarak filogenetik tanimlamas1 yapilan

fungustan elde edilmistir.
2.2.2.1 Siingerden fungus izolasyonu

Toplanan siinger 6rnekleri yiizeylerindeki debrisin uzaklastirilmasi icin steril deniz
suyu ile yikanmistir. Siinger 6rneklerinin dis yiizey sterilizasyonu icin etanol ile
ikinci kez yikama yapilmistir. Yikamadan sonra steril sargi bezi iizerine 6rnekler

konularak kurutulmustur. Sterilizasyonun ardindan yine steril bigaklarla Grnekler
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lem x 1cm boyutlarinda kesilerek izolasyon i¢in hazirlanmis malt ekstrakt agar (15
g/litre malt ekstrakt, 20 g/litre agar, 1 litre dogal deniz suyu, pH 7.4-7.8) bulunan
petrilere yerlestirilmis ve petriler parafilmle sarilarak oda kosularinda inkiibasyona
birakilmistir. {zolasyon asamasinda ilk petrilere bakteriyel iiremeyi baskilamak i¢in
gentamisin eklenmistir (Kjer ve dig, 2010). Yaklasik iki haftalik inkiibasyon
stiresince funguslarin tiremeleri takip edilerek, biiyiime durumlarina ve morfolojik

farkliliklarina gore funguslar temiz petrilere aktirilarak saflagtirilmistir.

2.2.2.2 Fermentasyon asamasi

Funguslardan metabolit eldesi i¢in kati hal fermantasyonu yapilmistir. Kati hal
fermentasyonunda piring ortam1 (1 L’lik erlenlere 100 gr piring ve 110 mL dogal
deniz suyu) kullanilmistir. Fermentasyon islemi agar iizerinde biiyiiyen funguslardan
bir par¢a alinip iiretim ortamlarina eklenerek baslatilmig ve 30 giin boyunca devam

ettirilmistir (Kjer ve dig, 2010; EI-Neketi ve dig, 2013).

2.2.2.3 Oziitleme asamasi

Kat1 hal fermentasyonunun yapildig1 ortam igeren erlenlere, iiretim sonunda 200 mL
etilasetat eklenmistir. Ardindan calkalayarak karistirilmis ve bir gece bekletilmistir.
Gece boyu bekletilen érnekler filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir. Oziit 40 °C’de

kurutularak ilerleyen denemeler igin saklanmistir (Kjer ve dig, 2010).

2.2.3 Biyoaktivite taramasi

Siingerlerden izole edilen funguslarin antibakteriyal ve antioksidan aktiviteleri
taranmigtir.

2.2.3.1 Antibakteriyel aktivite

Fungal oziitlerin antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon metodu ile yapilmigtir. Disk
difizyon metodu igin L. garvieae, Y. ruckeri, V. anguillarium, V. salmoninarum
patojenleri deneme Oncesi aktif hale getirilerek 24 saatlik geng¢ kiiltiirleri ile
caligmalar yiiriitiilmiistiir. Aktivasyon i¢in test bakterileri bir giin boyunca triptik soy
agar ortaminda canlandirilmistir. 0.5 McFarland bulaniklik standardina gore
hazirlanan test organizmasi steril ekiivyon c¢ubuk yardimiyla petrilerdeki, kati
besiyerlerinin {lizerine yayilarak ekimleri yapilmistir. Aktivitesi incelenecek oziitten
toplamda 2 mg/disk olacak sekilde konsantrasyon hazirlanarak OXOID marka bos
antibiyotik disklere 30 pl/disk emdirilmis ve kontrol antibiyotigi (20 pg/disk

23



oksitetrasiklin) ile birlikte petrilere steril bir pens yardimiyla yerlestirilmistir. Petriler
inkiibasyon Oncesi 2 saat +4°C’de Oziitlerin besiyerlerine daha iyi difiize olabilmeleri
i¢cin bekletilmistir. Ardindan antimikrobiyal aktivitenin belirlenecegi petriler 21°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 6 mm c¢apindaki kagit
disklerin etrafindaki inhibisyon zonlar1 Olgiilerek antimikrobiyal —aktivite

degerlendirmeye alinmistir (Clinical ve Laboratory Standards, 2002).
2.2.3.2 Serbest radikal temizleme aktivitesi

Fungal ekstrelerin DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl Hydrazi) radikalleri temizleme
ozelligi daha once Blois (1958) ve Amarowicz ve dig. (2000) tarafindan yapilan
calismalarda kullanilan yontemler modifiye edilerek tespit edilmistir. Funguslardan
elde edilen oziitlerden 20 - 2000 pg/ml (20, 40, 60, 80, 100, 500, 1000 ve 2000
ug/ml) arasinda  degisen konsantrasyonlar  olusturulmustur.  Olusturulan
konsantrasyonlar 1 ml % 0.004’ lik DPPH soliisyonu ile tamamlanarak 30 dakika
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 517 nm dalga boyunda
absorbanslar1 6l¢iilmiis ve elde edilen absorbanslar Butillenmis Hidroksi Toluen
(BHT) standardina karsi yiizdelik olarak degerlendirilmistir. Azalan absorbans,
geriye kalan DPPH miktarin1 serbest radikal temizleme aktivitesi olarak vermistir.
Her bir konsantrasyon 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmis ve sonuglar tekerriirlerin

ortalamasi hesaplanarak verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir:

% Radikal Temizleme Kapasitesi = [(Kontrolags — Ornekags) / Kontrolags) x100
Formiilde; ABS = Absorbans

2.2.4 Fungus tiiriiniin tanimlanmasi

Yiiksek antibakteriyel ve antioksidan aktiviteyi birlikte gosteren Oziitiin filogenetik
tanimlamas1 rDNA ITS (internal transcribed spacer) bolgesi dizi analizlerine dayali
olarak yapilmistir. Kiiltiire alinan izolatlardan 100 mg hiicre pelleti besiyeri
yiizeyinden kiirdan yardimiyla kazinarak alinmis ve ticari fungus izolasyon kiti ile
DNA izolasyonu yapilmustir. izolatin ITS bolgelerinin PCR amplifikasyonlar1 ITS1
(Forward, 5“-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3*) ve ITS4 (Reverse, 5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%) evrensel primerler kullanilarak Termal Cycler

cihazinda gerceklestirildi (White ve dig, 1990). Polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in
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Hot Start Master Mix kullanilmistir. Hazirlik agamasinda, 50 pl ¢ozelti i¢in, 25 pl
Hot Start Master Mix, 1 pl ITS1 primeri, 1 pl ITS4 primeri, 2 pl kalip DNA ve 21 pl
niikleaz icermeyen su kullanilmistir. Polimeraz reaksiyon sartlari, 95°C’de 2dk (6n
denatiirasyon), 95°C’de 1dk, 55°C’de 1 dk, 72°C’de 1dk (30 dongii) ve 72°C’de 5dk
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri dizileme c¢aligsmasi
oncesinde PCR piirifikasyon kiti kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi kosullarda
temizlenmistir. ITS bolgelerinin dizilenmesi ve filogenetik analizleri ITS1 (Forward)
ve ITS4 (Reverse) evrensel primerleri kullanilarak hizmet alimi ile Macrogen Inc.
(Gliney Kore) firmasi tarafindan gergeklestirilmistir. Sekans sonucu elde edilen dizi
verisi PHYDIT programi ile manuel olarak birlestirilip, EzTaxon-e Server (Kim ve
dig, 2012)’da bulunan global hizalama algoritmalar1 kullanilarak en yakin akraba

organizmalarla olan niikleotit benzerligi belirlenmistir.
2.2.5 Ogziitiin bahiklara verilmesi

“l.1.2a” koduyla izole edilen P. atrovenetum oziiti 40 mg/kg dozda karin igine
enjekte edilmistir. Oziit 200 pl PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek baliklara karmigi
enjeksiyon yoluyla ve 7 giin arayla 2 kez yapilmistir. Enjeksiyon pelvik yiizgec ile
aniis ortasina abdominal bolgeye yapilmistir. Baliklar enjeksiyon Oncesinde etik
kurallara uygun olarak 0.5 ml/L fenoksietanol soliisyonu ile bayiltilmistir. Kontrol

grubundaki baliklara ayn1 miktarda PBS enjeksiyonu uygulanmistir.
2.2.6 Baliklardan kan érneklerinin alinmasi

Baliklara yapilan ikinci metabolit enjeksiyonundan 5 giin sonra her gruptan 5 balik
olacak sekilde kan orneklemesi alinmistir. Kan 6rnekleri siringa (2 ml) yardimiyla
baliklarin kuyruk kisimlarindan her baliktan 0.5-1.5 ml olacak sekilde EDTA’l
tiiplerin igerisine toplanmistir. Kan ornekleri ayrica, sonradan yapilacak RNA
izolasyonlari i¢in, 6rneklemeler bittikten sonra Trizol soliisyonu ya da RNA later
icerisinde 7-15 giin +4 °C’de stoklanmistir. Daha uzun siireli bekletmeler igin ise

ornekler RNA izolasyonu asamasina kadar -86°C’de muhafazaya alinmistir.
2.2.7 RNA izolasyonu

RNA hassas bir molekiil olup RNA izolasyonu asamalarinin hepsi buz iizerinde
yapilmustir. Santrifiij basamaklar1 sogutmali santrifiijde ya da soguk oda ortaminda

gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinda daha onceki literatiir bilgileri 15181inda kan
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dokusu ile ¢alisilmistir. Ancak kan dokusu hassas ve ¢aligsmasi riskli bir dokudur. Bu

nedenle kanin RNA later igerisinde izolasyona kadar muhafaza edildiginde

uygulanan RNA later soliisyonun protokolii takip edilerek izolasyona gegilmistir.

Kandan RNA izolasyonunda farkli kitlerden (Qiagen mini kit protokolii ve GeneALL

Tech Mini Kit modifiye protokol) yararlanilmistir.

Kandan RNA Izolasyon Protokolii (Modifiye protokol)

1.

© N o O

10.
11.

12.
13.

14.

15.

RNA Ilater igerisindeki kan 6rneklerinden kan 6rnekleri 2 ml ependorf tiiplerinde
2 oraninda PBS ile diliie (100ul kan + 200 pl PBS) edilir.
Pipetaj ile yavasca karistirilip, hiicreleri pargalamamak i¢in 1500 rpm 15 dakika
sogutmali santrifiijde santrifiij edilir. Tiiplerden siipernant uzaklastirilir.
Hiicre pelletlerin tizerine 600ul RTL +B-merkaptoetanol eklenir. (RTL ticari Kkitin
icerisinde geliyor. B-merkaptoetanol ise, satin alinmasi gerekiyor. 1 ml RTL+ 10
ul B-merkaptoetanol olacak sekilde bir stok hazirlanir.
Kan dokusunda bu asamada santrifiij yapilmaz. Ancak doku ile ¢alisiliyorsa ticari
izolasyon kitine gore istenilen hizda santrifiij yapmak gerekir.
4. Maddedeki ependorfun iizerine bir hacim kadar %70 etanol eklenir.
Ependorf tiipiindeki karisimdan 700ul spin kolonuna eklenir.
Ornekler 10000 rpm 30 saniye santrifiif edilir.
Spin kolonun toplama tiipiindeki siv1 kistm dokiiliir. Istenilirse ayn1 toplama tiipii
ile ya da yeni bir toplama tiipii kullanilir.
6. asama ependorfta kalan diger sivida spin kolona eklenir.
Spin kolon 10000 rpm” de 30 saniye santrifiij edilir.
Toplama tiliplindeki sivi uzaklastirilir ve spin kolona 350 ul RW1 soliisyonu
eklenir.
Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifiij edilir.
Toplama tiiplindeki sivi uzaklastirilir ve gDNA uzaklastirma asamasina gegilir.
Bu agamada RapidOut DNA Removal Kit protokoliine gore yapilir. Herbir 6rnek
icin 10ul DNA + 70 ul RDD olacak sekilde bir ependorf DNAase stogu
hazirlanir ve 6rneklerin tizerine eklenir. >15 minimum oda kosullarinda beklenir.
Biz bu siireci 30 dakika olarak tuttuk.
30 dakika oda kosullarinda DNAase ile bekletilen 6rneklere 12. asamadaki islem
aynen yapilir. Spin kolona 350 ul RW1 soliisyonu eklenir.
Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifiij edilir.
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16.

17.
18.
19.
20.

21.

22.
23.

Santrifiijden sonra toplama tiipindeki siv1 dokiilir ve 500 pl RPE buffer ile
etanol eklenir. (Kitin igerisinde sadece RPE olarak gelir. Kitte belirtildigi sekilde
tizerine etanol eklenir. Etanol eklenen RPE soliisyonunun {izerindeki kutucuk
isaretlenir ve izolasyonlarda kullanilir).

Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifiij edilir.

Toplama tiipiindeki s1vi uzaklastirilir ve spin kolona 500 pl %80 etanol eklenir.
Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifiij edilir.

Toplama tiipiindeki s1v1 uzaklastirilir ve bir kez daha 10000 rpm 1 dak. santrifiij
edilir.

Spin kolon steril bir ependorf tiipiine alinir ve iizerine 30-50 pul RNAase free
water eklenir ve oda kosullarinda 1 dak. beklenir.

Son olarak 10000 rpm 1 dak. santrifiij edilir.

izole edilen RNA ependorf tiip igerisinde saf olarak elde edilir.

Izole Edilen RNA Konsantrasyon Ol¢iimii

>

A\ 4

Saf olarak elde edilen RNA orneklerinin hemen konsantrasyon miktari
olgiilecekse buz tizerinde daha sonra 6l¢iim yapilacaksa -20°C muhafaza edilir.
RNA konsantrasyonlarinin 6l¢iimii Nanodrop cihazinda yapilir.

Oncelikle Nanodrop’ un bagl oldugu bilgisayar acilir, Program baslatilir.
Programda Ol¢lim yapilacak niikleik asit, konsantrasyon birimi (ng/ pl)
secilmistir. Konsantrasyon hesaplamalarinda kolaylik olsun diye png/ pl olarak
sectikten sonra ilk olarak cihaz kalibre edilmistir.

Kalibrasyon i¢in 1 ul RNAase free water cthaza okuma bolmesine dikkatlice
konulurve kapagi kapatilarak blank butonuna basilir.

Orneklerin isimleri programa yazilip sonrasinda 1 ul almarak okuma haznesine
konulur ve dlglim butonuna basilir. Kalibrasyondan sonra temiz bir pegete ile
ornek konulan yer silinir.

Her bir 6rnekten sonra temiz bir pegete yarimiyla okuma bolmesi silinir.
Olgiimler tamamlandiktan sonra sonuglar programdan rapor sekilde excell

dosyasi olarak kaydedilip USB’ ye kaydedilir ve gerekli yerlerde kullanilir.
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2.2.8 cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in RNA konsantrasyonu hesaplanmaistir.

Ornek hesaplama;
RNA konsantrasyonu=0.329 ug/ul

1 ul
x ul

0.329 pg
lug x=1/0.329=3.04 pl RNA soliisyonu

Eklenecek H,O (ul) = 10-3.04=6.96 ul

RNA izolasyonu sonucunda elde ettigimiz miktar {izerinden cDNA sentezi

yapilmistir. cDNA sentezi i¢in 1 ug RNA gerekmektedir. Nanodrop analizinde

Olciilen pg/ul konsantasyon kullanilarak c¢cDNA i¢in kullanilacak miktar (ul)

belirlenmigstir. ¢cDNA i¢in toplamda 10 pl RNA soliisyonundan gerekmektedir.

Hesaplamalar sonucunda eksik kalan miktar molekiiler grade su ile tamamlanmustir.

c¢DNA Sentezi Protokolii

1.

RNA miktar1 = 1ug RNA igeren soliisyondan 10 pl (Gerekli hesaplamalar ile
hazirlanmistir.)
Primer DT = 3 pl eklenir. (Forward primer, Reverse primer)
Toplam hacim 13 pl olan PCR tiipleri etiketleri yapildiktan PCR cihazinda
70° C 2 dak. inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra érnekler hizla buz iizerine
alinir. Buzun {izerinde 2 dak. inkiibe edilir.
Tiiplere; 4 pl Buffer (Reaction Buffer Reverse AiD)
2 ul DNTP’s
1 pl RevertAid TR (RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/ pl)
eklenir. (ThermoScientif Catalog number: EP0441)
PCR tiiplerinde son hacim 20 pl olduktan sonra Termal Cycle cihazinda
cDNA sentezi i¢in protokole uygun sekilde program kurulur.
Tipler cihaza yerlestirilir ve program baglatilir.
cDNA sentezi i¢in kurulan program: 42° C - 1 saat
45° C - 30 dakika
50° C - 30 dakika
90° C - 5 dakika
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2.2.9 Real-Time PCR

Tez calismasi kapsaminda, cDNA sentezi protokoliine gére sentezlenen drnekler ile
Real-Time PCR (Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR) cihazinda gen

ekspresyonlarina bakilmastir.

Real Time PCR reaksiyonunda, cDNA sentezi tamamlanan Ornekler ile hemen
calisilmayacaksa -20°C kaldirilmalidir. Real-Time PCR reaksiyonlarinda hangi cihaz
ile calisildigy, kaglik plate kullanildigi ve kullanilan programlarin detayi, kullanilan
boylar cihazin marka modeline gore degisiklik gostermektedir. Ancak reaksiyon

sartlar1 ve 6rnek karisimlar birbirine benzemektedir.

»  Real Time PCR asamasinda ilk basamak cihazin programinin agilmasi ve
deneme dizayninin programa aktarilmas: olmustur.

»  Programda dizayn edilen deneme kaydedilmis ve bir tanede ¢iktis1 alinarak
buna gore plate hazirlanmustir.

»  Programda dizayn kismi onemli olup program nasil kodlandiysa 6rnekler

ona gore hazirlanmalidir.

LightCycler® 96
Experiment: New Experiment 21-04-2016 09.45.32 Plate 1d: <None>
S i e e e S i P
-_-;N--_*__‘-_“_‘.-“_

e ol et W T W

- " e ol s o n s

A
B D g O 1T Y N L]
conerol . tasavedte 3 cortrot tetabcite i B — MR
B e e " ThEa s fin 5 a

Software Version: 1.0.0.1240 Print Date: 21-Apr-2016 10:26:57

Sekil 2.1: RT-PCR plate deneme dizayni

»  Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR Cihazi kullanilirken TagMan
Master Mix, son denemede Roche Real Time PCR light Cycler 96
cithazinda da Sybrgreen Master Mix kullanilmistir.

»  Satin alinan primerler stok hacmine gore ¢alismada kullanilacak sekilde

primer sollisyonu hazirlanmigtir.
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Stok forward primer — » 100nM Ticari olarak 50 nmol, 100 nmol,200nmol

Stok reverse primer » 100nM olrak satin alinabilir.( -20° C stoklanir.)
Calisma icin kullamlacak primer soliSYONU ey + 10 pl Forward Primer (100 nM)

+ 10 pl Reverse Primer (100 nM)

+ 80 ul H,O

100 pl Kullanim i¢in hazir (10 nM)

Not:Hazirlanan 100 ul stok soliisyonu -20° C bitene kadar kullamlabilir |

»  Kullanilacak primer soliisyonundan her bir kuyucuga 0.6 pl kullanilmistir.
» Real Time PCR plateleri hazirlanmadan o©nce eklenecek maddeler
miktarlar1 hesaplanarak karisim soliisyon hazirlanmis ve bu karistmdan her

bir kullanilacak kuyucuga 8 pl olarak eklenmistir.

Real Time Mix karigimi; 1 gen ve 1 6rmek 5 tekrarl i¢in 15 kuyucuk gerekiyor.

*2.4 ul H,O *2 4x15=36 ul H,0
*0.6 ul Primer - *0,6x15=9 pl Primer
*5 nl Sybrgreen [ * 5x15=T75 ul Sybrgreen

Mix total= 120 pl

»  Kullanilacak tiim kuyucuklara Real Time i¢in gerekli mix. eklendikten
sonra drneklerden 2 ul kuyucuklara eklenmistir.

»  Programda dizayn edilen tabloya gore hazirlanan plate lizeri plate seal ile
dikkatlice kapatilmistir. Plate cihaza konulmadan once 5-6 sn. santrifiij
edilmistir.

»  Santriflijden sonra bilgisayarda deneme dizayni ile birlikte yapilacak cycle
ve diger kosullar belirlenerek kaydedilmis ve komut dosyasi cihazda
calistirilmistir.

»  Plate cihaza dikkatlice yerlestirilmis ve program segilerek baglatilmstir.
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Tablo 2.2: RT-PCR igin kullanilan program.

Inkiibasyondan 90°C - 600 sn
40 amplifikasyon i¢in |95°C - 10 sn
60°C - 10 sn
72°C - 10 sn *Ilk kaydedilen sinyal
Melting point 95°C -10sn
65°C - 60 sn
97°C - 10 sn *Kaydedilen sinyal devami
Soguma Asamasi 4.4°C / sn soguma ile 97°C’den 4°C’ye sogur.

Program sonlandiktan sonra tiim sonuglar ana bilgisayardan program agilarak analize
baslanmistir.

. . . N - i oe ] oo .
»  Genlerin ekspresyon diizeylerj 2" (Tareet gene CT-Houskeeping gene CT) ryyyjjjj jle

hesaplanmustir.

2.2.10 istatistiksel analiz

Real Time PCR verilerinin diizenlenmesi, analizi ve grafiklerle gosterilmesi
Microsoft Office Excel 2013 programina gore yapilmistir. Aritmetik ortalama ve
standart sapma olarak ifade edilen veriler ANOVA ile degerlendirilmistir. Gen
ekspresyonlar1 ile ilgi degisim verilerinin istatistiki olarak 6nemlilik dereceleri

(p<0.05) ve degerler arasindaki farklar SPSS programinda Tukey testi ile yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1 Funguslarmm Antimikrobiyal Aktiviteleri

Stingerlerden izole edilen funguslarin etil-asetat oziitlerinin disk difiizyon sonuglari
Tablo 3.1° de verilmistir. Bu sonuglara gére en az bir balik patojenine karsi
olusturdugu 34.1 £ 2.5 mm’lik inhibisyon zonu ile 1.1.2a fungal 6ziitliiniin ¢ok

yiiksek antimikrobiyal aktivite potansiyelinin olabilecegi goriilmiistiir.

Tablo 3.1: Fungal 6ziitlerin balik patojenlerine kasi disk difiizyon sonuglari,

(inhibisyon zonu = mm).

Fungal oziitler L. garvieae | Y. ruckeri | V. anguillarum salmor\1/i.narum
P. atrovenetum (112a) | 34.1+£2.5 - 13.9+2.0 -

1.7.1 - 15.1+£2.0 - -

1.7.3 - - - -

1.3.5a - - 11.1£1.0 -

3.6.2 1240.7 - - 12+1.1
3.3.1b - - - 10+ 0.9
1.17.3 - - - -

5.1.2c - - - -
*Oksitetrasiklin 18.9 14.5 20.0 30.0

*Kontrol antibiyotigi (20 pg/disc)

3.2 Fungal Oziitlerin Serbest Radikal Temizleme Aktiviteleri

Funguslarin antioksidan aktiviteleri serbest radikal temizleme yiizdeleri iizerinden
BHT ile karsilastirilarak taranmistir. Denemeler sonucunda ham 6ziitlerin 20-2000
nug/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda sirasiyla fungal izolat 1.7.3 (% 69.4-
96.6), P. atrovenetum (% 62.8-96.1) ve izolat 1.7.1 (% 60.8-95.2) 6ziitleri BHT (%

79-93.4) ile karsilastirildiginda benzeri antioksidan potansiyel gostermislerdir
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(p>0.05). Daha yiiksek konsantrasyonlara ¢ikildikca BHT’ ye yakin antioksidan
aktivite potansiyeli gosteren fungal suslarin sayisi artis gostermistir. Fungus
Oziitlerinin antioksidan kapasite sonuclar1 BHT ile karsilagtirmali olarak Tablo 3.2’
de verilmistir. BHT ile karsilastirildiginda, diisiik konsantrasyonlarda DPPH radikal
temizleme kapasitesi %60 ve altinda bulunan fungal izolatlar degerlendirmeye

alimmamastir.

Tablo 3.2: Oziitlerin serbest radikal temizleme aktiviteleri.

Konsantrasyonlar (pg ml™)

20 40 60 80 100 500 1000 2000
BHT (kontrol) 79 87.2 91.0 92.3 934 93.0 924 90.9
Fungal oziitler
P. atrovenetum
(1128) 62.8 70.6 77.6 83.8 89.7 96.1 94.3 90.7
171 60.8 62.8 66.3 67.4 73.2 89.9 95.1 95.2
1.7.3 69.4 83.5 91.2 94.8 96.6 94.5 91.1 84.1
1.17.3 535
1.3.5a 492 Diger suslara gore diigiik konsantrasyonlarda daha az antioksidan
5.1.2c 52.2 potansiyeli gosterdiklerinden yiiksek konsantrasyonlarda 6lgmeye
36.2 _ gerek duyulmamustir.
3.3.1b -

Yiiksek antimikrobiyal aktivite potansiyeline sahip fungal izolat 1.1.2a ayn1 zamanda
Oonemli bir antioksidan potansiyeli gostermistir. Buna gore belirlenen bu fungus
izolatinda tiir tanimlamasi yapilmistir. Yapilan tiir tanimlamasit sonucu, bu tez
kapsaminda immiinostimiilant madde olarak siingerden izole edilen P. atrovenetum

fungusundan fermente edilerek iiretilen 6ziit kullanilmistir.

3.3 RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Tez kapsaminda dort farkli zamanda dort deneme yapilarak metot gelistirilmeye

calisilmistir. Ilk ii¢ denemede RNA izolasyonu ticari kitlere gdre yapilmis olup son
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denemede ticari kit protokolii ¢alisma kosullarina goére uyarlanmistir. Son ¢alismada,
RNA o6rneklerinde genomik DNA’ y1 uzaklagtirmak i¢in ek olarak DNAase asamasi
eklenmistir. Tablo 3.3°’de yapilan tiim RNA izolasyonu konsantrasyonlar1 pg/pl
degerinde verilmistir. Ayrica, bir sonraki asama olan cDNA sentezi i¢in kullanilacak
1 pg RNA icin soliisyondan kag¢ pl alinacagi ve iizerine ka¢ ul H,O eklenecegi
hesab1 yapilmistir. Gruplar 3 tekrarli olarak hazirlanmis olup konsantrasyon degeri

en yliksek olan grup ile ¢alismaya devam edilmistir.

Tablo 3.3: RNA izolasyonu yapilan 6rneklerin miktarlar (ug/pl).

c¢DNA i¢in Eklenecek
Denemeler |Gruplar |RNA (ng/nl)| 260/280 | kullamlacak H,0 (ul)
miktar (ul) 20 (1
02.07.2015 | Kontrol 0.329 2.08 3.04 6.96
Metabolit 0.301 2.03 3.32 6.68
Kontrol 0.289 2.06 3.46 6.54
10.07.2053 Metabolit 0.763 2.11 1.31 8.69
19.08.2015 |Kontrol 0.111 2.08 9 1
Metabolit 0.086 1.94 11.67 0
Kontrol 0.085 1.92 11.76 0
20.04.2080 Metabolit 0.171 1.91 5.85 4.2

3.4 Real Time PCR i¢in Metot Optimizasyonu

Calismanin ilk denemelerinde Real Time PCR asamasinda TagMan® Real-Time
PCR Master Mixes ve housekeeping gen olarakta Peta-aktin kullanilmistir. Sekil
3.1°de gorildiigii gibi amplifikasyon pikleri verilen hedef genlerde tiim Orneklerde
cok sayida tekrar eden kesikli bir¢ok pik gdzlemlenmistir. Bu sonuglarin genomik
DNA kontaminasyonu, yanlis primer tasarimi gibi sebeplerden kaynaklandigi
ongiiriilmiistiir. Bu nedenle denemeler ikinci kez tekrarlanarak RNA izolasyonuna
DNAase asamasi eklenmistir. DNAase asamasi Orneklerdeki genomik DNA
uzaklastirmak i¢in kullanilmistir. Devam eden denemelerde Real Time PCR

asamasinda master mix degisikligine gidilmemistir.
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Sekil 3.1: Real Time PCR optimizasyonunda hatali amplifikasyon pikleri

Ikinci ve {i¢iincii denemelerde genomik DNA kaynaklanacak kontaminasyonlarin
oniine gegmek icin DNAase asamasi RNA izolasyonuna eklenmistir. Orneklere RNA
asamasindan sonra protokole uygun olarak cDNA sentezi yapilmis ve TagMan®
Real-Time PCR Master Mix ile gen ekspresyonlarma bakilmistir. Tablo 3.5’de
gortldiigi gibi houskeeping gen eksprese olurken hedef genlerin ekspresyonlar
hesaplanamamistir. Bu deneme dizisi bir sonraki deneme icin yeniden primer
tasarimini zorunlu kilmigtir. Yeni primer tasarimi ile birlikte TagMan® Real-Time
PCR Master Mix ekonomik olarak daha uygun olan Sybrgreen Real-Time PCR
Master Mix kullanimina karar verilmistir (Tablo 3.4). Ayrica bu deneme dizisi bize
ilk deneme dizisinde genomik DNA kontaminasyonu oldugunu ve ayni zamanda

primer tasariminin yanlis oldugunu gostermistir.
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Tablo 3.4: Real Time PCR optimizasyonunda denenen primerler

Gen Forward Reverse Uzunluk |Genbank

TNF-a |[TCTCCCTCAGATACCCACCA |CTAGCCCACGAGACATTTGC (20baz  |AJ278085

IL-1p |ATTGCCAACCTCATCATCGC|TCTTCCACAGCACTCTCCAG [20baz  |AJ223954.1

if(tt?n TATGTGCAAAGCCGGATTG |CACGTAGCTGTCTTTCTGGC |20 baz  |AF157514
Tablo 3.5: Real Time PCR optimizasyonunda Beta-aktin denemesi

) Cr Cr | CrEsik

Ornekler Gen Adr Cr Ort. | SD | Degeri

Kontrol |Housekeeping |Beta-aktin |38.91 38.91 0.02

Kontrol Hedef gen TNF-0 | Tamimlanamadi

Kontrol Hedef gen IL-18 Tanimlanamadi

Metabolit | Housekeeping | Beta-aktin 36.54 35.87 [0.59 0.02

Metabolit Hedef gen TNF-0 | Tamimlanamadi

Metabolit Hedef gen IL-1B Tanimlanamadi

3.5 Real-Time PCR

Doérdiincti denemede, ilk calismalarda kan 6rneklerinden yiiksek konsantrasyonda
RNA izolasyonu elde etmek i¢in kullanilan ticari RNA izolasyon kiti ¢aligmaya
uygun hale getirilmistir. Genomik DNA’y1 6rneklerden uzaklagtirmak i¢in DNAase
asamast eklenmistir. Gokkusagi alabaliklarinda ekspresyon diizeyleri ¢ok 1iyi
belirlenmis olan EF (elongation factor) geni housekeeping gen olarak se¢ilmis ve f3-
aktin yerine kullanilmigtir. Real Time PCR Master Mix olarak daha ekonomik olan
ve TagMan master mix ile hemen hemen ayni sonuglar1 veren Sybrgreen Master Mix
ile devam edilmistir. Hedef genler i¢in primerler PRIMER 3 programi kullanilarak
tasarlanmigtir. NCBI gen bank sitesinden genin tiim sekansi kopyalanarak PRIMER
3 programina yapistirilmistir. Programin otomatik olarak tasarladigi ve onerdigi
primer setleri siparis edilmis ve satin alma gergeklestirildikten sonra PCR
caligmasina baglanmistir. Bu degisikliklerden sonra elde edilen RT-PCR sonuglari

diger sayfada verilmistir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6: Son ¢alisma igin PRIMER 3 programinda tasarlanan primerler

Gen Primerler
) EF Forward GATCCAGAAGGAGGTCACCA
Housekeeping

EF Reverse TTACGTTCGACCTTCCATCC

TNF-a Forward CCACACACTGGGCTCTTCTT

TNF-a Reverse GTCCGAATAGCGCCAAATAA

Hedef Gen

IL1b Forward GACATGGTGCGTTTCCTTTT

IL1b Reverse ACCGGTTTGGTGTAGTCCTG

3.5.1 Melting Point Grafikleri

RT-PCR sonuglar1 Cq (quantification cycle value) sayisal degerler ile
hesaplanabildigi gibi melting point grafikleri ile de yorumlanabilir. RT-PCR’de
melting point analizleri RNA orneklerinde genomik DNA kontaminasyonu, gen
ekspresyonu sonuglarimin analizini etkileyen primer-dimerler ve farkli splice
formlarinin neden oldugu sonuglarin ortaya konulmasi agisindan énemlidir (Ririe ve

dig, 1997).

EF housekeeping geni (1a), TNF-a (1b) ve IL-1B (lc) hedef geninin kontrol
grubunun melting point grafigi Sekil 3.2’deki gibi gézlemlenmistir. Her iki tekrarda
pikler tek olup RNA o&rneklerinin temiz ve cDNA sentezinin basarili oldugunu
gostermektedir. EF housekeeping geni (la) 78-81°C araliginda genin farkli
exonlarmin amplikonundan kaynaklandigi distliniilen c¢ok kiigiik bir pik
gozlemlenmistir. Ancak bu pik calisma sonuglarinin analizini etkilememektedir.
TNF-a (1b) ve IL-1PB (1c) hedef genlerinin melting point grafikleri temiz bir RNA
izolasyonu, bagsarili bir cDNA sentezi ve dogru primer se¢imi oldugunu
gostermektedir.

EF housekeeping geni (2a), TNF-a (2b) ve IL-1B (2¢) hedef geninin metabolit
verilen grubunun melting point grafigi Sekil 3.3’de ki gibi gézlemlenmistir. Genel
olarak sonuglari etkileyen bir kontaminasyon gozlenmemistir. TNF-a (2b) geninin
her iki tekrarinda 80°C araliginda genin farkli exonlarmin amplikonundan
kaynaklandig1 diisiiniilen ¢ok kiiciik bir pik gézlemlenmistir. Ancak bu pik calisma

sonuglariin analizini etkilememistir.
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3.5.2 Cq degerlerine gore analiz sonuclari

Gen ekspresyonlart i¢in EF housekeeping gen, TNF-o ve IL-1p hedef genleri iki

tekrarli olarak hazirlanmis ve analizleri yapilmistir. Genlerin eksprese pik araliklari

ve ortalamalar1 Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7: Gen ekspresyon oranlar1 ve ortalamalari.

Gruplar Gen 1.Tekrar | 2.Tekrar | Cq Degeri
Kontrol EF Housekeeping 23.53 23.80 23.67
Metabolite EF 21.89 22.00 21.95
Kontrol TNF-o 28.67 29.28 28.98
Metabolite TNF-a Hedef Gen 22.30 22.57 22.44
Kontrol IL-1B 29.13 29.29 29.21
Metabolite IL-1B 24.37 24.03 24.20

Genlerin ekspresyonlarinin hesaplanmasinda Cq degeri kullanilmistir.

RT-PCR

programlarinda gen ekspresyonlarinin esik degerlerini sayisal olarak Cq degeri

olarak ifade edilmektedir. Tablo 3.7°de hesaplanan ortalama Cq degerleri ile hedef

genlerin ekspresyonu 27°-(Hedef gen Cg -Housekeeping gen Cq) formiilii ile

hesaplanmustir (Tablo 3.8).

Tablo 3.8: Hedef genlerin ekspresyon degerlerinin hesaplanmasi.

Cq Degeri (Ortalama
Tekrar) 2"-(Hedef gen Cq -Housekeeping gen Cq)
EF TNF-a TNF-a
Kontrol 23.67 28.98 0.02521
Metabolit | 21.95 22.44 0.71203
EF IL-1P IL-1P
Kontrol 23.67 29.21 0.02149
Metabolit | 21.95 24.2 0.21022

Housekeeping gene karsi hesaplanan TNF-a ve IL-1B hedef genlerin kontrol grubu

ile metabolit Kkarsilagtirmasi

yapildiginda metabolit

verilen baliklarin  gen

ekspresyonlarinda belirgin bir artis oldugu Sekil 3.4’ deki grafikte belirgin olarak

gorilmektedir.
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0,70
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30
0,20
0,10 -
0,00

Kontral Metabolite
b IL-1B
0,25
0,20 -
0,15
0,10
0,05
0,00
Kontrol Metabolite

Sekil 3.4: Hedef genlerin kontrol ve metabolit verilen
gruplardaki ifadeleri

TNF-o ve IL-1B genlerinin hem kontrol grubu hem de metabolit grubunda
ekspresyon seviyeleri Sekil 3.5’de bir arada verilmistir. Burada goriildiigi gibi
metabolit verilen grupta ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gére TNF-a geninde
yaklasik olarak 36 kat, IL-1p geninde yaklasik olarak 11 kat artis gostermistir. Her
iki gen karsilastirildiginda metabolit (P. atrovenetum 6ziitii) verilen gruptaki TNF-o

ekspresyonu, IL-1p ekspresyonuna gore ¢ok daha yiiksek olmustur.

0.8 A

H Kontrol

0.4 - Metabolite

0.2 -

TNFa IL-1B

Sekil 3.5: Metabolitin hedef gen ifadelerine olan farkl: etkisi
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4. TARTISMA

Bu tezin amaci silingerlerden izole edilerek kiiltiire alinan funguslardan elde edilen
kiltiir oziitlerinin gokkusagi alabaligina enjeksiyonuna yanit olarak bagisiklikla
iliskili IL-1B ve TNF-o gen expresyonlarinin calisiimasidir. Kan Orneklerinin
alinmasi basit bir prosediir olup alinan 6rneklerden mRNA izolasyonu yapilmistir.
Genel olarak izole edilen mRNA’nin yiiksek kalitede olmas1 ve PCR’dan elde edilen
sonuclar uygulanan metotlarin bu calismanin hedeflerine ulasmak i¢in yeterli
oldugunu gostermektedir. Sonuclarin gecerliligini tam anlamiyla saglamanin ve
giivenilirligi artirmanin bir yolu ii¢ baliktan daha fazla paralel kullanmaktir ki bu
calismada uygulanmistir. Fazla 6rnekleme ile en diisiik ve en yiliksek degerlerin
hesaplamadan g¢ikarilmasi miimkiin olacagindan denemede kullanilan G6ziitiin
immiinostimiilant kapasitesi daha iyi temsil edilecektir. Bu verilere gore Sekil 3.4’de
goriildiigii lizere baliklara enjekte edilen fungal O6ziitiin, her iki TNF-o ve IL-1P
genlerinin transkripsiyonunu gii¢lii bir sekilde tegvik ettigi kanitlanmistir. Ham 6ziit
verildigi diisliniildiigiinde, elde edilen sonuclarin olduk¢a dikkat c¢ekici oldugu
sOylenebilir. Ham oziitlerin fraksiyonlara ayrildiginda baz1 fraksiyonlarin
biyoaktivitesinin ham 06ziite gore daha etkili olabilecegi daha 6nceki ¢aligmalardan
bilinmektedir (Agarwal ve dig, 2000; Dellai ve dig, 2010; Gao ve dig, 2013).
Dolayisiyla ¢alisilan fungal oziitiin saf bilesiklere ayrilmasiyla daha etkili bilesik
veya molekiiliin bulunmas1 miimkiin olabilir. Bu nedenle elde edilen bu sonuglar ileri
basamaklara ge¢cmek i¢in fungusun immiinostimiilant potansiyelini goéstermek
acisindan oldukga 6nemli deliller sunmaktadir.

Gida giivenligi ve insan sagligmin korunmasina giiniimiizde daha ¢ok ihtiyag
duyuldugundan kimyasallara olan hassasiyetler de artmigtir. Tarimda korunma ve
tedavi amaciyla bilingsizce kullanilan ilaglar ve kimyasallar direngli bakterilerin
olusmast yaninda ekonomik kayiplar artmakta c¢alisanlarin ve tiiketicilerin saglig
etkilenmektedir (Sapkota ve dig, 2008). Son yillarda ilag kullanimin gevresel

etkilerinden dolayr yeni dogal iiriin aragtirmalarina Onem verilmistir. Bu tez
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konusuyla, kiiltiir alabalik (Oncorhynchus mykiss) tiretiminin dogaya ve canlilara
olan etkilerinin fungal metabolitlerden elde edilen immiin uyaricilar ile
azaltilabilecegi ongoriilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda daha etkili, dogal ve
yeni molekiil yapilara sahip, olabildigince az kimyasal degisime ugratilarak
kullanilabilecek molekiillerin arastirilmasi 6nemli bulunmaktadir (Zhang ve Demain,
2005). Bu anlamda alglerin, siingerlerin, mangrove aga¢ Oziitlerinin ve bitkisel
bilesiklerin antimikrobiyal olarak kullanildig1 bilinmektedir (Selvin ve Lipton, 2004;
Bansemir ve dig, 2006; Harikrishnan ve dig, 2011; Sudheer ve dig, 2011; Ozkaya ve
dig, 2013).

Tiirkiye’de akuakiiltiir iiretiminin yarisini kiiltiir alabaligi olusturmaktadir ve son
yillarda bu iiretimde Avrupa’da ilk sirada yer almaktadir. Ulkemizde ve diinya
genelinde biiylik 0neme ve {iretim miktarlarina sahip olmasi ve dolayisiyla arastirma
sonuglarinin uygulanmasinda genis bir potansiyel olusturmasindan dolayr hedef
organizma Gokkusagi Alabaligi olarak belirlenmistir. Bu se¢imde salmonid ailesinin
biiylikliigii ile tiirlerinin kiiltiir balig1 olarak diinya ve Tiirkiye agisindan ticari
Oneminin etkisi de biilyiik olmustur.

Son yillarda tarimsal faaliyetlerde ve hayvancilikta oldugu gibi akuakiiltiirde yogun
tiretimlere gegilmesiyle birlikte baliklarda immiinostimiilant kullanimina yonelik
ihtiya¢ ve talep giderek daha ¢ok artmaktadir (Sarker ve dig, 2006; Yin ve dig,
2006). Sicaklik, 151k ve su kalitesi gibi ¢evresel faktorler baliklari biitiin gelisim
donemleri siiresince oldukca genis 6l¢giide etkilemektedir (Kjorsvik ve dig, 2004).
Ayrica, patojenlerin liremesi i¢in sudaki yetistiricilik ortamlar1 karadakilere oranla
cok daha elverislidir ve baliklar larvadan pazar boyuna kadar bu patojenlere maruz
kalirlar (Korsnes ve dig, 2006). Belirli bir patojene karsi balik direncini artirmak
diger patojenlere karsi koruma saglamadigindan kiiltiir balik¢iligi bu ¢ok sayidaki
farkli patojenlere karsi savunmasizdir (Wu ve dig, 2012). Bunun yaninda, erken
donemde basta larvalar olmak iizere bagisiklik sistemi tam gelismemisken veya
ileriki yaslarda direncin zayif diistiigi zamanlarda baliklar patojenlere karsi hassas
durumdadirlar. Buna karsin baliklarda dogal bagisiklik sisteminin giliglendirilmesiyle
enfeksiyonlara karsi genis spektrumlu direng saglanabilir. Bu yontemin kiiltiir
balik¢iliginda saglikli balik {iretiminin gelistirilmesinde kullanildigr ve basaril
sonuglar alindigr bilinmektedir (Gopalakannan ve Arul, 2006). Bu amagla

giiniimiizde birgok ciftlik ve kulugkahaneler viral, bakteriyal, parazitel ve fungal
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hastaliklar1 6nlemek i¢in antibiyotikler (profilaktik), asilar ve kemoterapotik ajanlar
yaninda immiinostimiilant etkili bilesikler de kullanmaktadirlar (Anderson, 1992a;
Diigenci ve dig, 2003). Ticari immiinostimiilanlarin elde edildikleri kaynaklar
bakteriler, bitkiler ~ve alglerden tiiretilenler, hayvanlardan tiiretilenler,
immiinostimiilant olan besinsel faktorler ve hormonlar/sitokininlerdir (Sakai, 1999).
Bitkisel kokenli sekonder metabolitlerin (Goyal ve Maheshwari, 2012) yaninda
bakteriyel hiicre duvarindan elde edilen bilesiklerin varligt uzun yillardir
bilinmektedir (Nikl ve dig, 1993; Kodama ve dig, 1993; Matsuo ve Miyazano, 1993;
Solem ve dig, 1995; Meena ve dig, 2013).

Immiinostimulantlarin akuakiiltiirdeki yararhi kullanimma ragmen mevcut maya
kokenli ticari formulasyon iiriinler B1-3, B1-6 glukanlarda oldugu gibi oldukca
sinirhidir ve Macroguard markasi altindaki (Immersion Grade, AquaSol gibi) {iriinler
bunlara &rnek verilebilir (Bricknell ve Dalmo, 2005). Diger bir basarili ticari
immiinostimiilant olarak aljinat ve polisakkarit igerigi zengin alg unu kokenli
Ergosan sayilabilir. Tek doz 1 mg Ergosan alabaliklarda enjeksiyondan bir giin sonra
notrofil oranini gogaltmis, fagositoz diizeyini ve interleukin-1p (IL-1p), interleukin-8
(IL-8) ve peritoneal 16kositlerde TNF-a ifadelerini artirdigi bildirilmistir (Peddie ve
dig, 2002). Ancak bu bilesiklerin biitiin hastaliklara kars1 etkili olamayacagi da
onemle vurgulanmaktadir (Sakai, 1999). Bu duruma bagli olarak, ilgili aragtirmalar
artarak devam etmekte ve giiniimiizde bilim diinyas1 mevcut kaynaklar yerine
cogunlukla mikrobiyal kaynakli sekonder metabolitlerin biyoaktif bilesenleri
tizerinde yogunlagmistir (Wang ve dig, 2010).

Balik hastaliklarinin 6nlenmesinde ve kiiltiir balik¢iliginda dogal immiinostimiilant
kullanimi umut verici goriilmektedir (Anderson, 1992b). Dogal {iriin arastirmalarinda
ama¢ farkli kimyasal yapilarda kiigiik dogal bilesiklerin izole edilmesi olmakla
birlikte dogal friinlerin ekolojik olmasi ve insan sagligina zararli bilesikleri
icermemesi yonliyle de o©nem kazanmistir. Denizel funguslar arasindan
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri yiiksek metabolitlerin secilerek bagisiklig
tesvik edici potansiyelleri yoniiyle alabaliklarda ilk kez sunulan bu tez ¢alismasi ile
incelenmistir. Sakai (1999)’a gére immiinostimiilanlar geldikleri kaynaklara bagli
olarak bakteriyel, alg kokenli, hayvansal kokenli, hormonlar, sitokinler ve besinsel

faktorler olarak birka¢ gruba ayrilmis ve bunlarin arasinda fungus kokenliler yer
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almamistir. Bu nedenle calisma bulgular1 ile onceki arastirma bulgularini tam
anlamiyla karsilagtirmak miimkiin olmayabilir.

Su triinleri yetistiriciliginde hastalik etmenlerine karsi dogal antibiyotik, antioksidan
ve immiinostimiilant 6zellik gosteren dogal {irtinlerin kullanimi ve bu 6zelliklere
sahip kaynaklarin potansiyel {irlin olarak arastirilmasi yaygin bir uygulamadir (Awad
ve dig, 2013; Vaseeharan ve Thaya, 2014; Reverter ve dig, 2014; Roohi ve dig,
2016; Veerasamy ve dig, 2014). Dogal immiinostimiilanlar biyolojik olarak uyumlu,
pargalanabilen ve ¢evre ve insan saglig i¢in giivenlidirler (Meena ve dig, 2013). Bu
Ozelliklerinden dolayr giiniimiizde akuakiiltiirde hastaliklarin kontroliinde yogun
olarak kullanilmakta olan ilaglara, kimyasallara ve antibiyotiklere alternatif
olusturmaktadirlar. Bitkiler, agaclar, algler, denizler gibi bir¢ok konak¢ida ve ¢esitli
ortamda yasayan fungal kaynaklardan dogal bilesiklerin izolasyonu yapilmakta ve
bunlar farmasoétik, tip, ziraat gibi alanlarda kullanilmaktadir (Schulz ve dig, 2002;
Proksch ve dig, 2003). Konakg¢i ile karsilikli yararlilik iliskisi i¢inde bulunan
endofitik funguslar, konakg¢ist oldugu bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere karsi
toleransini artirmaktadir (Bae ve dig, 2008). Konake1 disinda kiiltiirii yapildiginda ise
bu funguslarin immiin baskilayicilari da igeren sayisiz 6nemli metabolitleri tirettikleri
bilinmektedir (Lien, 1990; Priti ve dig, 2009). Bu tez calismasinda, siingerlerle
birlikte yasayan funguslarin da immiinostimiilant activite gosterdikleri onceki
caligmalara benzer olarak ve ayrica genetik ifadeler {izerinden ortaya konulmustur.
Karasal bazi fungal tiirlerin antimikrobiyal ve antioksidan gibi dogal iiriin
potansiyelleri bircok calismada ortaya ¢ikmustir (Ozkaya ve dig, 2013). Ayrica,
endofitik funguslardan elde edilen sekonder metabolitlerin bitkisel metabolitlere
oranla avantajlar1 da rapor haline getirilmistir (Priti ve dig, 2009). Biitiin bu veriler
degerlendirildiginde denizel siingerlerle birlikte yasayan bazi fungal tiirlerin
immiinostimiilant etkili dogal iiriin potansiyellerinin olabilecegi hipotezi bu tez
calismasi kapsaminda dogrulanmaistir.

Gegmis yillarda yapilan ¢aligmalarda fungal kaynaklar arasindan, Candida albicans
ve ekmek mayasi Saccharomyces cerevisiae ilizerine yogunlasildigi ve funguslarin
hiicre duvarinda PAMPs (patojen iliskili molekiiler kaliplar) olarak kabul edilen -
glukanlarin immiin sistemin uyarilmasinda siklikla kullanildigi anlasilmaktadir
(Jouault ve dig, 1995; Douglas ve dig, 1997; Tada ve dig, 2002). 1.3/1.6 B-glukan

dallanmasindan olusan MacroGard® baliklar da dahil olmak iizere ¢iftlik
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hayvanlarmin yem igeriginde kullanilmaktadir (Pionnier ve dig, 2013). B-glukan
verildikten sonra salmonid tiirii balik makrofajlarinda fagositosiz gibi dogal
bagisiklik cevaplarmin arttigr gesitli arastirmalarda tespit edilmistir (Meena ve dig,
2013). Immiinostimiilan etkili bilesikler hem spesifik hem de spesifik olmayan
bagisiklik sistemlerinin gelismesine bagli olarak enfeksiyon hastaliklara karsi direnci
artirmaktadir (Altinterim, 2011). Immiin sistem B-glukanda oldugu gibi patojen
iliskili molekiiler kaliplar (PAMP) vasitasiyla takviye kuvvetleri tecriibe eder ve
bunlarin varhigryla Mercan Pagrus auratus, Cipura Sparus aurata ve Levrek
Dicentrarchus labrax baliklarinda bildirildigi lizere makrofaj sayisini1 ve aktivitesini,
fagositozu, sitotoksiteyi ve lizozim aktivitesini artirabilir (Cook ve dig, 2003;
Rodriguez ve dig, 2003; Vazzana ve dig, 2003). Yakin zamanda funguslar ve
konakgilarin dogal immiin sistemi arasinda da PAMP ve kalip tanima reseptorleri
(PRR) ile baglantili benzeri iliskiler tanimlanmustir (Sorrell ve Chen, 2009). PRR
molekiilleri patojenler veya hiicresel stresle ilgili molekiilleri tanimak i¢in bagisiklik
sistemi hiicrelerince tretilen proteinlerdir (Rebl ve dig, 2010) ve enflamasyonu
tesvik eden sitokininlerin akisini baslatarak fagositoz, solunum patlamasi, sitotoksik
yetenekler, antiviral aktivitelerin ve kademeli olarak biitiin aktivitelerin artirilmasini
tesvik edebilirler (Solem ve dig, 1995; Tadiso ve dig, 2011).

Tez caligmas1 kapsaminda yapilan deneyler sonucunda fungal suslardan elde edilen
oziitin gokkusagi alabaligt immun genleri lizerinde etkileri oldugu molekiiler
analizler sonucunda ortaya konulmustur. Ulkemiz kiyilarinda yasayan Spirastrella
cunctatrix siingerinden izole edilen P. atrovenetum fungal o6ziitiiniin dogal {iriin
potansiyeli antibakteriyal ve antioksidan aktivitesi yoniiyle taranmustir. izole edilen
funguslar iginde en yiiksek antibakteriyel ve antioksidan aktivite gosteren bu
fungusun ham oziitiiniin bagigiklik sistemine olan etkisi ise in vivo olarak tespit
edilmistir.

Atlantik salmonlarda (Salmo salar) B-glukanlarin oksidatif patlama aktivitesini
stimule ettigi in vitro olarak gosterilmistir (Jorgensen ve Robertsen, 1995). Ayni
zamanda yem ile verilen B-glukanlarin faydali etkileri in vivo olarakta gézlenmistir
(Manes ve dig, 1999). Zebra baligi (Danio rerio) larvalar ile yapilan in vivo tarama
modellerinde ise B-glukan uygulanan larvalarda Vibrio anguillarum’a karsi artan
direngle beraber TNF-o gibi sitokinlerin ekspresyonunun uyarildigr goriilmiistiir
(Oyarbide ve dig, 2012).
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Onceki calismalar dikkate alindiginda, bagisiklik uyarict maddelerin baslica ve
biiylik etkilerinin sitokinler ve immiin sistemle iliskili genler iizerinde olustugu
goriilebilir (Meijer ve dig, 2005; Rojo ve dig, 2007; Watzke ve dig, 2007; Rodriguez
ve dig, 2008; Novoa ve dig, 2009; Pressley ve dig, 2005; Oyarbide ve dig, 2012).
Bunlara ilaveten, ¢alismalarimizda segilen genler IL-1B ve TNF-o, ortamda bir
inflamatuar cevap olup olmadigmin anlagilmasinda indikatér gorevi gordiikleri
bilinmektedir (Pérez-Sanchez ve dig, 2011). Elde ettigimiz sonuglar fungal 6ziitiin
bir inflamatuar cevap olusturdugunu kanitlamaktadir.

Gen ekspresyonu, DNA’da mevcut olan genetik bilginin mRNA ve protein
diizeyinde ifade edilmesidir (Yiizbasioglu, 2008). mRNA transkripsiyonu
seviyelerindeki degisiklikler pek ¢ok biyolojik siire¢ i¢in kritik olup organ, doku ve
hiicrelerin 6zgiil olarak gen diizeyinde kantitatif analiz firsat1 vermektedir. RT-gPCR
cesitli bilesiklerin veya g¢evresel kosullarin organizmalari ve hiicreleri molekiiler
seviyede nasil etkiledigi ve hangi Olclide bir genin belli bir zamanda eksprese
oldugunun 6l¢iilmesinde siklikla uygulanmaktadir (Carey, 2007). Bu metot bir¢ok
biyolojik matriste ve uygulamada sinirli sayidaki genler icin ¢ok farkli ornekte
ekspresyon seviyelerinin olgiilmesine olanak saglamaktadir (Bustin ve dig, 2009).
Omegin bitkisel kaynakli calismalardan biri olarak, kakao bitkisi Theobroma
cacao’nun kuraklik ve diger stresli ortamlarda vermis oldugu cevaba gore
degistirmis oldugu gen ifadeleri incelenebilmektedir (Bae ve dig, 2008). Burada en
onemli olan ayrinti ise ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi igin,
farkli sartlarda ekspresyonu degismeyen bir baska gen {riini mRNA ile
normalizasyon gerekliligidir. Bunun i¢in gesitli doku ve hiicre tiplerinde ekspresyon
diizeyi en az degisim gosteren B-actin, GAPDH ya da elongasyon faktor alfa (EF1-a)
gibi genler kullanilmaktadir (Cerezuela ve dig, 2013). Sunulan bu ¢alismada referans
olarak uzama faktorii kullanilmistir ve kontroller ile metabolit uygulanan baliklarda
secilen genlerin karsilagtirmalar: buna gore yapilmistir.

Yapilan literatiir ¢caligmalarinda, immiin yanit ile iligkili olan arastirmalarda bazi
sitokin ve interlokinlerin ekspresyonlarma bakilmaktadir. Sitokinler hiicrelerin
birbirleriyle iletisimini saglayan protein grubu olup Watanuki ve dig. (2009),
arastirmalarda bunlardan TNF-a ve interlokinlerin siklikla tercih edildigi
goriilmiistiir. Bu genler ¢ogunlukla enflamasyon yolaginda 6nemli rol oynar (Laing

ve dig, 2001; Aoki ve dig, 2008; Saurabh ve Sahoo, 2008; Hjelneland ve dig, 1983;
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Grind ve dig, 1988; Panigrahi ve dig, 2011; Fierro-Castro ve dig, 2013). Sekonder
metabolitlerin kullanim alanlart ile ilgili yapilan arastirmalar yine son yillarda artis
gostermekle birlikte bu maddelerin baliklarda antimikrobiyal ajan olarak kullanimi
veya immiin genlerle olan etkilesimleri ile ilgili ¢alismalar sinirlidir. Plasmid DNA,
lactoferrin ve B-glucan gibi immiinostimiilanlarin denendigi bir ¢aligmada, Zhang ve
dig. (2009) tarafindan, yavru gokkusagi alabaligina (iki farkli dozda (0.1 mM, 1.0
mM), bir hafta arayla 4 kez ve banyo yoluyla verilmesi incelenmis, yontemin balikta
hastalik direncini arttirdig1 bildirilmistir. Calismada biitiin  immiinostimiilant
gruplarinda, ilk banyodan sonra 1 ve 3’ilincii giinde TNF-a ekspresyonunda 6nemli
derecede artig saglanmistir. Ayni zamanda bu g¢alismada, banyo sonrasi 24 saatte
biitiin gruplarda IL-1f ve TNF-o’nin inflamatuar cevaplara kars1 (bakteriyal ve viral
enfeksiyon) ifade oldugu gosterilmistir. Bu tez calismasinda elde ettigimiz gen
ekspresyonlarin1 Zhang ve dig. (2009)’nin ¢alisma sonuglariyla karsilagtirdigimizda
ilk dikkat ¢eken konu gen ifadelerinin ka¢ kat degistigidir. Bu arastirmacilar
denedikleri 3 farkli saf immiinostimiilant ile IL-1p igin yaklasik 20 kat ve TNF-a igin
yaklasik 7 kat fazla ifade degisimi bildirmislerdir. Bizim ¢calismamizda ise ham 6ziit
(20 mg) ile iki doz uygulandiktan bes giin sonra IL-1p i¢in daha diisiik, TNF-a igin
ise ¢ok daha yiiksek oranlar bildirilmesine ragmen, etken bilesigin ham o&ziit
icerisindeki miktarinin ¢ok diisiik diizeylerde bulundugu ve ham 6ziit icerisindeki
oransal miktarina gore etkinin degistigi unutulmamalidir (Sarker ve dig, 2006). Bu
durumda ilerleyen asamalarda molekiil diizeyinde yapilacak calismalarin 6nemi
artmaktadir. Iki calisma arasindaki diger onemli farklilik ise immiinostimiilant
maddenin baliklara verilis yontemleridir. Yavru baliklara enjeksiyondan ziyade
banyo veya agiz yoluyla yem i¢inde uygulama yapilmas1 gerekmektedir ve bizim
calismamizda heniiz sadece enjeksiyon denemeleri yapildigindan yavru baliklardaki
etkileri de calisilabilecek diger onemli arastirma konusu olarak dikkat cekmektedir.
Benzeri sekilde p-glukanlarin immiin uyarict etkileri diger baliklarda da
gosterilmistir. Ornegin agiz yoluyla verildiginde dogal bagigiklik sistemine ait
faktorlerin miktarinda oldugu kadar bakteriyel enfeksiyonlara kars1 olan direncte de
artis saglamaktadir (Bagni ve dig, 2005; Misra ve dig, 2006). Daha Onceki
aragtirmacilar tarafindan B-glukan ile zebra baligi larvalari tizerinde daldirma
denemeleri yapilmis ve TNF-a ekspresyonunu artirdigi, daha uzun siireli

muamelenin ve yasca daha biiyiik olan larvalarin daha fazla etkilendigi bildirilmistir.
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Buna gore B-glukan kullaniminda oldugu gibi enjeksiyonla immiinostimiilant etkisi
bilinen fungal 6ziit ile baliklar banyo yoluyla muamele edildiginde benzeri etkiler
beklenebilir.

Bagka bir dogal iiriin ¢alismasinda L. garvieae patojenine karsi probiyotikli yemlerle
36 giin boyunca beslenen gokkusagi alabaligi bobrek ve bagirsaklarinda dort
sitokinin ifadesine (IL-1pB, IL-8, IL10 ve TNF-a) bakilmistir (Pérez-Sanchez ve dig,
2011). Arastirmacilar bu c¢alismalari sonunda, IL-1B, IL10 ve TNF-a ifadelerinin
onemli derecede artis gosterdigini bildirmislerdir. Yine yapilan bu ¢aligmada, IL-18
yaklasik 10 kat ve TNF-a’nin ise yaklagik 25 kat iiretiminin uyarildigi bulunmustur.
Caligmamizda immiinostimiilant madde olarak kullandigimiz fungal 6ziitiin IL-1 ve
TNF-o gen ekspresyonlar1 iizerine etkisi, Pérez-Sanchez ve dig. (2011)’nin
kullandiklar1 probiyotiklere yakin oranlarda artis saglarken, yine benzer olarak TNF-
a lzerine daha etkili bulunmustur. Ayrica calisilan dokular karsilastirildiginda,
gokkusagi alabaliginin bobrek ve bagirsagindaki immiin iligkili gen ifadelerine
bakilan 6nceki ¢alismaya karsin sunulan tez ¢alismamizda kan degerlerindeki sitokin
ifadeleri incelenmis ve sonugta, sitokin gen ifadelerinin benzeri degisimler gosterdigi
bulunmustur.

Wang ve dig. (2010) yaptiklar1 ¢alismada sazanlarda (Cyprinus carpio) bakteri
kokenli immiinostimiilant maddenin fraksiyonlarini (cyclo-(L-Pro-Gly), ve 4-trans-
hydroxy-L-proline)  baliklara  karini¢i  enjeksiyonla  vermislerdir. ~ Kan
parametrelerinin gen ekspresyonlart sonucunda INOS ve IL-1B gibi immun genleri
onemli Olclide up-regiile ettigi tespit edilmistir. Calismamizda franksiyonlanmamis
fungal kokenli ham oziitiin TNF-a ve IL-1B gen ekspresyonlarimi artirmasi diger
biyoaktivitelerde (antimikrobiyal, antioksidan, antifungal) oldugu gibi bagisiklik
diizenleyici olarakta bakteriyel ve fungal sekonder metabolitlerin benzer etkiler
gosterdiklerini ortaya koymustur. Her iki ¢alismada kullanilan gen olarak IL-1f3
karsilastirildiginda ise onceki arastirmacilar uygulamadan yedi giin sonra bir kat 14
giin sonra en yiiksek 1.5 kat ifade artis1 ile kullandigimiz fungal ham 6ziitten daha
diisiik uyarict etki bildirmislerdir. Ham Oziitle bakteriyel kokenli bilesigin
karsilastinlldigi diistintildiiglinde fungal Oziitiin ¢ok daha etkili bir dogal {iriin
potansiyeli tasidigi sOylenebilir. Bu asamada 6nemli olan eksiklik ham 0ziitiin
gosterdigi etkinin belli bir bilesik veya tek bir molekiil diizeyinde var oldugunun ya

da farkli bilesiklerin etkilesimi sonucu sadece ham o&ziitte bulundugunun tespiti
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konusudur. Bu durumda ham o6ziitiin kimyasal karakterzasyonunun ve bilesikler

diizeyinde denemelere devam edilmesinin zorunlulugu anlagilmaktadir.

Baliklar i¢in immiinostimiilant olarak bazi medikal bitkilerin kullanilmasi, dogal
immiinostimiilant kullanimina dikkat ¢eken 6nemli uygulamalardandir. Diigenci ve
dig. (2003) bir aragtirmalarinda gokkusagi alabaliklarinin Zingiber officinale
bitkisinin %1°lik dozuyla beslenmesi sonucunda nétrofillerin 3 hafta boyunca
uyarildigini gostermistir. Calismalarinda, zencefil ile beslenen baliklarin, diger
diyetler ile beslenen baliklara gore ekstraseliiler aktivitesinin énemli derecede daha
fazla oldugu bulunmustur. Bir bagka arastirmada ise, B-glukanin farkli dozlariyla
beslenen Atlantik salmon (Salmo salar), gokkusagi alabaligi ve sazan (Cyprinus
carpio) baligi tiirlerinde intraseliiler aktivitenin arttigi rapor edilmistir. Bunun
yaninda, hiicre i¢i aktivitenin, 3 farkli immiin uyarict (MacroGard, Candida Ultilis,
Saccharomyces cerevisiae) besin maddesi ile beslenen baliklardan ozellikle
alabalikta yiiksek oldugu bildirilmistir. Sonugta, bitkisel metabolitin kan
parametreleri iizerine etkisine bakilmis ve kan l6kositlerin fagositik aktivitesi yliksek
bulunmustur. Kan I6kositlerin fagositik aktivitesi, bitki 6zleri iceren gidalarla
beslenen alabalikta artis gostermistir. Bizim ¢alismamizda 6ziitiin etkisi yine kanda
incelenmis fakat bu c¢alismada molekiiler diizeyde ortaya konulmus ve gen
ifadelerinin fungal metabolit enjeksiyonu sonrasi etkilendigi anlasilmistir. Ozellikle,
inflamatuar yanitta dnemli bir mediyator ve bagisiklik cevapta tesvik edici olarak
bilinen IL-1B (Low ve dig, 2003) ifadesinde yaklasik 11 kat artis saglanmasi P.
atrovenetum fungusunun bu anlamda alabaligin bagisiklik sistemi tizerinde dikkat

cekici bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Watanuki ve dig. (2006) yapmis olduklari ¢aligmada, hastalik direncini arttirict
ozelligi i¢in bir alg tiirii olan Spirulina kullanmiglardir. Spirulina ile beslenen sazan
(Cyprinus carpio) baliklarindan uygulama sonrasi 1, 3 ve 5. giinlerde yapilan
orneklemelerle fagositoz ve siiperoksit anyon iiretimi dahil olmak iizere spesifik
olmayan  (non-spesifik=dogal) savunma mekanizmalarimin  parametrelerini
incelemiglerdir. Calisma sonunda, spirulinanin bobrek fagositik hiicrelerinde,
fagositik aktivite ve siiperoksit anyon iiretimi yanitlarini arttirdigini gostermistir.
Ayrica, bizim c¢alismamiza paralel olarak IL-1 ve TNF-o genlerinin de

ekspresyonlari spirulina uygulanan baliklarda ytlikselmistir.
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Yiiksek fagositik aktivite ile IL-1p genindeki ifade artis1 arasinda bir iliski oldugu
bilinmektedir (Low ve dig, 2003). Bu baglamda, gen ifadelerindeki artisla birlikte
fungal 6ziit verilen alabaliklarda da fagositik aktivite ve siiperoksit anyon liretimi
gibi benzeri aktivitelerde de artis gozlenebilir. Bu amagla bundan sonraki
caligmalarda bu aktivitelerin de incelenmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda, spirulina
ile IL-1p ve TNF-a genlerinin ifadesinin balik tedavisinde iyilestirici yonde
katkisinin oldugu bulunmustur (Watanuki ve dig, 2006). Ayrica, hulFN-a uygulanan
baliklarda IL-1pB ekspresyonunun artmasi gelisen bir bagisiklik yanitin giiglii belirtisi
olarak ifade edilmektedir (Watanuki ve dig, 2009). immiinostimulant verilen Atlantik
somon baliginda, alabaliklarda ve sazanlarda IL-1B gen ekspresyonundaki artisi
gosteren baska ¢aligmalar da bulunmaktadir (Jergensen ve dig, 2001; Kono ve dig,
2002). Buna gore denemede kullanilan fungal o6ziitin de baliklarda goriilen
hastaliklarda in vivo olarak ¢alisilmasi disiiniilebilir. Biitiin bu bulgular ve diger
calismalardan anlasilan, enjekte edilen fungal Oziitiin alabaliklarin dogustan gelen
immiin sistemi iizerinde immiinostimiilant etkileri oldugunu kanitlamaktadir. Buna
ilaveten diger baliklarda da immiin fonksiyonun gelismesine katkida
bulunabilecegini ayni1 zamanda, artan hastalik direnci, hayatta kalma ve biiylime
oranlarinin gelisimini arttiric1 etkilerinin bulunabilecegini gostermektedir. Reyes-
Becerril ve dig. (2013) ¢ipura baliklari {izerinde yaptiklari caligmada, Navicula mikro
algi ve L. sakei 5-4 probiyotigi ile zenginlestirilerek olusturulan silaji, ayr1 ayr1 yem
igeriginde kullanmiglar ve bagisiklikla iligkili  genlerin  ekspresyonlarina
bakmiglardir. Baliklarin bobrek ve bagirsaklarindan alinan dokularinda IL-18 gen
ekspresyonu incelendiginde ve bizim ¢alismamiz ile karsilastirildiginda, 2. hafta da
yapilan Orneklemede sadece mikroalg verilende yaklasik olarak bdbrekte 8,
bagirsakta 9 Kkat, zenginlestirilmis silaj verilen baliklarda ise yaklasik olarak bobrekte
10, bagirsakta 70 kat artiglar bildirilmistir. 4. hafta yapilan 6érneklemelerde ise gen
eskpresyonlarinin ciddi oranda (1000 kat) artarak up-regiile oldugu rapor edilmistir.
Uzun siireli beslenmenin verilen doz miktarini artirdigr diisiiniildiigii zaman, bizim
calismamizda kullandigimiz fungal Oziitiin miktarinin bu g¢aligmaya gore cok az
kaldig1, ham 0ziit yerine etken bilesigin izole edilerek baliga verilmesi durumunda
benzeri yiiksek etkilere daha az doz kullanimlariyla ulasilmasit miimkiin olabilir.

Mikroalg ile yapilan diger bir ¢alismada N. gaditana, T. chuii ve P. tricornutum

tirlerinin immun gen ekspresyonlari iizerine etkisi yine ¢ipura baliklarinda
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calisilmigtir. Alg 6rnekleri baliklara 4 hafta boyunca yem ile verilmis, 2. ve 4. hafta
sonlarinda bagirsak ve bobrek dokularindan 6rnek alinarak EF-1a, IgMy, TCR-B,
MHCI a, MHCII o, CSF-1R ve B -defensin gibi immun genlerde ekspresyonu analiz
edilmistir. N. gaditana ve T. chuii alglerinin MHCII o, CSF-1R ve B-defensin
genlerini 6nemli oranda eksprese ettigi, P. tricornutum tiiriiniin ise ekspresyonlari
¢ok az etkiledigi rapor edilmistir (Cerezuela ve dig, 2012).

Bir baska calismada ise yem igeriginde iniilin, mikroalgler (Tetraselmis chuii ve
Phaeodactylum tricornutum) ve Bacillus subtilis (tek olarak veya iniilin veya alglerle
kombine edilerek) verilmesinin yine ¢ipura bagirsaklarindaki farkli genlerin ifadeleri
tizerine etkilerine bakilmis ancak IL-1 iizerinde 6nemli bir degisim saglanmadigi
bildirilmistir (Cerezuela ve dig, 2013).

Immiinostimiilan maddelerle yapilan bir diger c¢alismada, Kristian Raida ve
Buchmann (2009) Yersinia ruckeri ile birincil ve ikincil enfeksiyonlara karsi
gokkusagi alabaliginda dogal immiin yaniti incelemislerdir. Arastirmacilara gore Y.
ruckeri ayni ve degisen dozlarda baliga verilmesiyle 6liim oraninin 6nemli derecede
azaldigi ve hayatta kalma oranimnin pozitif yonde degistigi gozlenmistir. Ayni
zamanda, enfeksiyonun tglincii giiniinde karaciger sitokinlerinden IL-13 (67.5 kat)
ve TNF-a (13 kat) genlerinde belirgin bir artis bildirilmistir. Ayrica, TNF-a’nin
inflamasyon ve immiinitede 6nemli bir role sahip oldugunu belirtmislerdir. TNF ile
ilgili olarak ayrica, LPS uygulanan alabaliktan izole edilen bobrek 16kositlerinde ve
bir makrofaj hiicre hattinda TNF-a ifadesinin uyarildigi gosterilmistir (Raida
ve Buchmann., 2009). Buna ek olarak yine alabaliklarda, rekombinant TNF-ao. (rTNF-
a)’nin in vitro fagositozu ve l6kosit gociinii yiikselttigi ve IL-1B, IL-8, TNF-al,
TNF-a2 ve COX2 gibi ¢esitli genlerin ekspresyonunu baslattigi gosterilmistir (Raida
ve Buchmann, 2009). Biitiin bunlarin sonucunda Y. ruckeri' nin enfeksiyonunu
takiben ortaya c¢ikan TNF-o gen ifadesi bu sitokinin erken inflamatuvar
reaksiyonlarinda rol aldig1 goriisiinii desteklemektedir. Sunulan tez calismasinda,
ayni genin daha yiiksek oranda up-regiile oldugu bulunmustur. Bu sonuglarin enfekte
balik ile 6ziit verilen baliktaki durumun karsilastirilmasi agisindan 6nemli ve Gziitiin
deneysel enfeksiyonda kullanimimin arastirilmast i¢in ilgi c¢ekici oldugu
anlasilmaktadir. Ayrica ileriki asamalarda bu sitokinin ham 06ziit yerine bilesik
diizeyinde taranmasi veya farkli fungal Oziitlerle denenmesi daha iyi sonuglarin

cikmasina sebep olabilir. Behera ve dig. (2011) yilindaki c¢alismasinda,

53



intraperitoneal olarak enjeksiyon yoluyla curcumin uygulanan Labeo rohita tiirii
baliklarda nonspesifik immiin parametrelerin arttig1 belirlenmistir. Curcuminin farkl
dozlarinin oral yolla uygulandig1 bu ¢alismada da l6kosit diizeyinde belirlenen artis
arastirmacinin sonuglarini destekler niteliktedir. Sonug olarak incelenen parametreler
cercevesinde, curcuminin baliklarda bazi hematolojik parametreleri olumlu yonde
etkiledigi vurgulanmistir. Elde edilen bu bulgular 1s181inda giiglii bir antioksidan olan
curcuminin  oksidatif strese karsi kullanilabilirliginin  yan1 sira  baliklarda
immiinostimiilant olarak kullanilabilme potansiyelinin oldugu, fakat bu bulgularin
farkli parametreler kullanilarak farkli balik tiirlerinde yapilacak yeni caligmalarla
desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda da yiiksek
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellige sahip fungal 6ziit intraperitoneal olarak baliga
enjeksiyon yoluyla verilmistir. Bu Ozelliklerle immiinostimiilant aktivite arasinda
baglant1 olup olmadig1 bilinmemekle birlikte dogal iirlin taramasinda, sitotoksik
olmamak kaydiyla, bu 6zellikleri tasiyan oziitlerin 6ncelikli olarak taranmasi uygun
olabilir. Bu anlamda yeni c¢alismalarin planlanmas1 gerekti§i ve varsa bu
baglantilarin arastirilmasi uygun olacaktir.

Probiyotik beslenmenin bagisikligin diizenlenmesi iizerine etkisine bakilan bir diger
caligmada, Panigrahi ve dig. (2007) probiyotik (L. rhamnous, E. Faecium, B. subtilis)
ilave edilmis yemlerle beslenen gokkusagi alabaliginin bobrek ve dalaginda sitokin
genlerin ekspresyonlarma bakilmistir. Onceki yapilan galismalarda, probiyotiklerle
ayni etkiye sahip olan ve ayni zamanda metabolit olan ACH 50’ nin non-spesifik
humoral cevaplart arttirdigi gosterilmistir. Ancak bu c¢alismada ilging olan, E.
faecium ve L. rhamnosus’un kontrol gruplariyla karsilagtirilmasiyla bobrek ve
dalakta IL-141 ifadesinin 6nemli derecede artarken IL-152 ekspresyonunda herhangi
bir etki olmadig1 gosterilmistir. IL-151 molekiilii memelilerde dogrudan ve dolayh
antibakteriyel etkileri uygulayici olarak bilinmektedir (Panigrahi ve dig, 2007).
Sonug¢ olarak, bu arastirmacilar probiyotik beslenme ile gokkusag:i alabaliginda
sitokin genlerden IL-1B ve TNF1 ifadelerinde B-aktine nispeten 40-45 kat artislar
bildirmislerdir. Bizim g¢alismamizda kullandigimiz kontrol grubu farkli olup gen
ifadeleri IL-1p agisindan diisiik kalmigtir.

Doriicii ve dig. (2005), yaptiklart ¢alismada, iki farkli dozda 21 giin siireyle
uygulanan antioksidan ve immiinostimiilant &zellikteki likopenin pullu sazanda

hematokrit diizeyini istatistiksel olarak arttirdigimi gozlemlemislerdir. Bir bagka
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calismada, immiinostimiilant ozellik goésteren curcuminin hematokrit diizeyini
arttirdig1 belirlenmistir (Jagetia ve Aggarwal, 2007). Sonug olarak, yapilan tim bu
calismalara bakildiginda; bitkisel, hayvansal, bakteriyel, algal v.b. organizmalardan
izole edilen ve antimikrobiyal/antioksidant gibi 6zellikleri bilinen metabolitlerin
balik bagisiklik sistemi tiizerindeki immiin modiilatér etkilerinin de oldugu
anlagilmaktadir. Sunulan bu arastirmayla Dbirlikte fungal metabolitlerin de
antimikrobiyal/antioksidant aktiviteleri yaninda alabaliklarin dogal bagisiklik
yanitin1 hiicresel boyutta etkiledigi tespit edilmis ve potansiyel immiinostimiilant
etkili metabolit kaynagi olarak P. atrovenetum fungusunun degerlendirilebilecegi
Onerilmistir.

Farkli fiziksel ve kimyasal kosullar altinda yasayan denizel mikroorganizmalar yeni
kimyasal yapilarin sentezinde 6nemli bir kaynak olusturmaktadirlar ve heniiz bu
cesitliligin ¢cok az bir kismmin aydinlatilabildigi disiiniilmektedir. Dogal iiriin
aragtirmalarinda o6zellikle mikroorganizmalarin kiiciik ve farkli dogal molekiil
potansiyelleri bliylik ilgi c¢ekmektedir. Diinya genelinde yapilan dogal iiriin
arastirmalarinda amac¢ farkli kimyasal yapilarda kiiciik dogal bilesiklerin izole
edilmesidir. Sunulan c¢alisma ile bu irlinlerin 6nemli ireticilerinden denizel
funguslar Ege Deniz’inden toplanan ornekler iizerinden arastirilmistir. Sucul
bakteriyel patojenlere kars1 antibakteriyel aktivite yaninda diinyada ilk kez baliklarda
immiinostimiilant etkiye sahip funguslarin kesfi de tez konusunun en Onemli
bulgularindan biri olmustur. Yeni ya da daha aktif molekiiller mevcut olanlarin
alternatifi olabilir.

Biiylik oranda yurt disi kaynakli olan benzeri iirlinlerin {ilkemiz ihtiyaglar
dogrultusunda ve iilke kaynaklari kullanilarak gelistirilmesi ise disa bagimliligi
azaltabilir. Yeni riin eldesine yonelik ¢alismalarin iilke kaynaklarinin korunmasi,
sektordeki kiiresel rekabet gliciimiiziin artirilmasi ve katma degeri yiiksek iriinlere
donilisme potansiyeli tagiyan yeni molekiillerin yine iilkemiz sinirlari igerisinde {iriine
dontistiiriilmesinin dnemi Ol¢iisiinde degerlendirilip desteklenmesinin zorunlu oldugu

diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez caligmasi1 kapsaminda yapilan denemeler sonucunda fungal suslardan elde edilen
Oziitiin gokkusagi alabaligi immiin genleri iizerinde etkileri oldugu molekiiler
analizler sonucunda ortaya konulmustur. Ulkemiz kaynaklarindan elde edilen P.
atrovenetum fungal 6ziitii dogal immiinostimiilant potansiyeli yoniiyle taranmistir.
Izole edilen funguslar icinde en yiiksek antibakteriyal ve aktioksidan aktivite
gosteren bu fungusun ham 6ziitiiniin bagisiklik sistemine olan etkisi in vivo olarak
ilk kez bu tez ¢alismasi kapsaminda tespit edilmistir.

Bu amagla, metabolitlerin baligin bagisiklik sistemi tizerinde immiin sistem ile
iligkili TNF-a, IL-1B ve EF1 gen ekspresyonlarina etkileri molekiiler tekniklerle
incelenmis, bir molekiiler ve islevsel tanmimlama yapilmaya c¢alisiimstir. Bu
calismalarin tamami balik sagliginin stratejik olarak gelistirilmesini amaglayan
stirdiiriilebilir akuakdiltiir i¢in fungus kaynakli dogal iiriinlerin degerlendirilmesine ve
immiinstimiilan olarak yeni tirlinlerin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
Immiinostimiilan etkisi tespit edilen ham ziitiin kimyasal igeriginin tanimlanmasi ve
sonrasinda etkili bilesiklerin saflastirilarak molekiil diizeyinde taramalara devam
edilmesi gerekmektedir. Ayrica, bagka kaynaklar ve yeni 6rnekler iizerinde tarama
caligmalarina devam edilmesi daha etkili bilesiklerin kesfinde en 6nemli unsurlardan
biridir.

Elde edilen bulgular gostermistir Ki fungal metabolitlerin ¢ok yonlii biyoaktif
ozellikleri ve farkli alanlarda kullanim potansiyeli degerlendirilebilir. Mevcut
kimyasal, antimikrobiyal ve immiinostimiilanlarin yerine kullanilabilecek yeni dogal
bilesiklerin eldesi ve sonrasinda yeni iriin olarak gelistirilmesine bu alandaki

caligmalarin desteklenmesi ile imkan saglanabilir.

57






KAYNAKLAR

Abbas, A.K., Lichtman, A.H. (2007). Temel immiinoloji, [stanbul Medikal
Yayncilik, Editorler: Prof. Dr. Yildiz Camcioglu, Prof. Dr. Giinnur
Deniz. 1-223 s.

Aggarwal, B.B., Natarajan, K. (1996). Tumor Necrosis Factors: Developments
during the last decade. European Cytokine Network, 7, 93-124.

Agarwal, S.K., Sushma, V., Singh, S.S., Tripathi, A.K., Khan, Z.K., Sushil K..
(2000). Antifeedant and Antifungal Activity of Chromene Compounds
Isolated from Blepharispermum sbsessile. J. Ethnopharmacol, 71,
231-234.

Ahne, W. (1993). Presence of Interleukin (IL-1, IL-3, IL-6) and the Tumor Necrosis
Factor (TNF alpha) in Fish Sera. Bulletin of the European Association
of Fish Pathologists, 13; 106-107.

Akayh, T. (2001). Kiltir Cipura Baliklarinda (Sparus auratus, L,. 1758)
Vibriosis’in Elisa ve Bakteriyolojik Yontemlerle Teshisi. Istanbul
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii. Su Uriinleri Yetistiriciligi Ana
Bilim Dali (Hastaliklar Bilim Dali). Doktora Tezi.

Akdis, M., Burgler, S., Crameri, R., Eiwegger, T., Fujita, H., Gomez,
E., Klunker, S., Meyer, N., O'Mahony, L., Palomares, O., Rhyner,
C., Ouaked, N., Schaffartzik, A.,Van De Veen, W, Zeller,
S., Zimmermann, M., Akdis, C.A.J. (2011). Interleukins, from 1 to
37, and Interferon-y: Receptors, Functions, and Roles in Diseases.
Allergy Clin Immunol, Mar;127 (3): 701-21.1-70.

Akkara, M., Tosun, H. (2014). Funguslardan Elde Edilen Endiistriyel Uriinler
Journal of Food Technologies, 9, No: 2, 46-53.

Albayrak, H., Ozan E., (2010). Gokkusagi Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) infeksiyoz Pankreatik Nekrozis ve Infeksiyoz
Hematopoietik  Nekrozis  Viriis  Enfeksiyonlarinin ~ Varliginin

Arastirilmas1. Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 57,
125-129.

59



Altinterim, B. (2011). Balik Immiinolojisi, Bitkisel ve Kimyasal
Immiinostimulantlar Fish Immunology, Herbal And Chemical
Immiinostimiilans; Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdir Univ. J.
Inst. Sci. Tech. 1(4): 69-76.

Amarowicz, R., Naczk M., Shahidi, F. (2000). Antioxidant Activity of Various
Fractions of Non-Tannin Phenolics of Canola Hulls. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 48 (7), 2755-2759.

Anderson, D.P. (1992a). immiinostimiilans, Adjuvants and Vaccine Carriers in Fish:
Aplications to Aquaculture. Annual Review Fish Diseases, 2: 281-
307.

Anderson, D.P., Jeney, G. (1992b). Immiinostimiilans Added to Injected
Aeromonas Salmonicida Bacterin Enhance The Defense Mechanisms
and Protection in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss). Veterinary
Immunology and Imunopathology, 34: 379-389.

Anonim. (2000). Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari. Genisletilmis 2. Baski,
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
yayini, Sim Matbaasi, 3(13), 522 s.

Anonim. (2008). Tiirkiye Istatistik Kurumu Su Uriinleri Istatistikleri 2007. 48,
Ankara.

Aoki, T., (1992). Chemotherapy and Drug Resistance in Fish Farms in Japan.
Diseases in Asian Aquaculture, vol. 1. Fish Health Section. Asian
Fisheries Society, Manila, Philippines, 519 — 529 pp.

Aoki, T., Takano, T., Santos, M.D., Kondo, H., Hirono, I. (2008). Molecular
Innate Immunity in Teleost Fish: Review and Future Perspectives.
Fisheries for Global Welfare and Environment, 5th World Fisheries
Congress; 263-76.

Arda, M., Secer, S., Sarieyyiipoglu, M. (2002). Balik Hastaliklari, Medisan
Yayinevi, Ankara, 1-36 s.

Atay, D., Korkmaz, A.S., Polatsiis, S., Rad, F. (1995). Su Uriinleri Tiiketici
Projeksiyonlar: ve Uretim Hedefleri, Dogu Anadolu Bélgesi 1. (1993)
ve I1.(1995) Su Uriinleri Sempozyumu, 201-220, Erzurum.

Atay, D., Bekcan, S., Olmez, M., Atar, H.H. (2002). Ginogenetik Teknikler Ve
Hormonun (17a-Metiltestosteron) Birlikte Uygulanmasiyla Disi
Gokkusag1 Alabaligi (Oncorhychus mykiss, Walbaum, 1792) Uretimi.
Tiibitak Proje Raporu, Proje No: VHAG-1458.

Awad, E., Austin, D., Lyndon, A.R. (2013). Effect of Black Cumin Seed Oil
(Nigella sativa) and Nettle Extract (Quercetin) on Enhancement of
Immunity in Rainbow Trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum).
Aquaculture, 388-391, pp. 193-197.

60



Bae, H., Kim, S-H., Kim, M.S,, Sicher, R.C., Strem, M.D., Natarajan, S., Bailey,
B.A. (2008). The drought response of Theobroma Cacao (cacao) and
the Regulation of Genes Involved in Polyamine Biosynthesis by
Drought and Other Stresses. Plant Physiology and Biochemistry, 46:
174-188.

Bagni, M., Romano, N., Finoia, M.G., Abelli, L., Scapigliati, G., Tiscar, P.G., et
al. (2005). Short and Long-Term Effects of a Dietary Yeast B-glucan
(Macrogard) and Alginic Acid (Ergosan) Preparation on Immune
Response in Sea Bass (Dicentrarchus labrax). Immunology, 18: 311—
325.

Bansemir, A., Blume, M., Schroder, S., Lindequist, U. (2006). Screening of
cultivated seaweeds for antibacterial activity against fish pathogenic
bacteria. Aquaculture, 252, 79-84.

Behera, T., Swain, P., Sahoo, S.K., Mohapatra, D., Das, B.K. (2011).
Immunostimulatory Effects of Curcumin in Fish, Labeo rohita
(H.). Indian J Nat Prod Resour, 2, 18.

Behnke, R.J. (2002). "Genus Oncorhynchus". Trout and Salmon of North America.
Tomelleri, Joseph R. (illustrator). New York: The Free Press. pp. 10—
21.

Bednarska, M., Bednarski, M., Polechonski, R. (2007). Current Problems of
Streptococcal Infections in Fish. Med Weter, 63: 783-5.

Bentley, R. (2006). From Iso, Sake And Shoyu To Cosmetics; A Century of Science
for Kojic Acid. Nat. Prod. Rep, 23: 1046.

Bjornn, T.C., Reiser, D.W. (1991). Habitat Requirements of Salmonids in Streams.
American Fisheries Society Special Publication, 19: 83-138.

Blois, M.S. (1958). Antioxidant Determinations by the Use of a Stable Free Radical.
Nature, 181, 1199-1200.

Bobe, J., Goetz, F.W. (2001). Molecular Cloning and Expression of a TNF Receptor
and Two Ligands in the Fish Ovary. Comparative Biochemistry and
Physiology B. Biochemistry and Molecular Biology, 129, 475-481.

Bricknell 1., Dalmo, R.A. (2005). The Use of Immiinostimiilans in Fish Larval
Aquaculture. Fish & Shellfish Immunology, 19; 457-472.

Buonocore, F., Randelli, E., Bird, S., Secombes, C.J., Facchiano, A., Costantini,
S. (2007). Interleukin—10 Expression by Real-Time PCR and
Homology Modelling Analysis in the European Sea Bass
(Dicentrarchus Labrax L.). Aquaculture, 270, 512-522 pp.

61



Bustin, S.A., Benes, V., Garson, J.A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M.,
Mueller, R., Nolan, T., Pfaffl, M.W., Shipley, G.L., Vandesompele,
J., Wittwer, C.T. (2009). The MIQE Guidelines: Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-time PCR
Experiments. Clinical Chemistry, 55 (4), 611-622.

Cantiirk, Z. (2015). Aspergillus ve Penicillium Cinslerine Ait Sekonder
Metabolitler ve Siniflandirilmasi. Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi,
Cilt: 13, Sayz: 2, Sayfa: 1-8.

Carey, C. M., Kirk, J.L., Ojha, S., Kostrzynska, M. (2007). Current and Future
Uses of Real-time Polymerase Chain Reaction and Microarryas in the
Study of Intestinal Microbiota, and Probiotic Use and Effectiveness.
Canadian Journal of Microbiology, 53, 537-550.

Cengizler, 1., Azizoglu, A.S. (2000). Seyhan Baraj Golii ve Seyhan Nehrinde
Yasayan Aynali Sazan (Cyprinus carpio, linnaeus, 1758)’larda Bazi
Kan Parametrelerinin Belirlenmesi. Turkish Journal of Veterinary and
Animal Science, 24: 205-214.

Cerezuela, R., Guardiola, F. A., Gonzalez, P., Meseguer, J., Esteban, M. A.
(2012). Effects of dietary Bacillus subtilis, Tetraselmis chuii, and
Phaeodactylum tricornutum, singularly or in combination, on the
Immune Response and Disease Resistance of Sea Bream (Sparus
aurata L.). Fish & shellfish immunology, 33 (2), 342-349.

Cerezuela, R., Meseguer, J., Esteban, M A. (2013). Effects of dietary inulin,
Bacillus subtilis and microalgae on intestinal gene expression in
gilthead seabream (Sparus aurata L.). Fish Shellfish Immunol, 34 (3):
843-8.

Collet, B., Hovens., G.C., Mazzoni, D., Hirono, I., Aoki, T., Secombes, C.J.
(2003). Cloning and Expression Analysis of Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) Interferon Regulatory Factor 1 and 2 (IRF-1
and IRF-2). Dev Comp Immunol, 27: 111-126.

Cook, M., Hayball, P., Hutchinson, W., Nowak, B., Hayball, J. (2003).
Administration of a Commercial Immiinostimiilan Preparation,
EcoActiva as a Feed Supplement Enhances Macrophage Respiratory
Burst and the Growth Rate of Snapper (Pagrus auratus, Sparidae
(Bloch and Schneider) in winter. Fish Shellfish Immunol, 14: 333-345.

Cakmak, E., Kurtoglu, I.Z., Cavdar, Y., Aksungur, N., Firidin, S., Bascinar, N.,
AKksungur, M., Zengin, B., Ak, O., Esenbuga, H. (2007). Karadeniz
Alabaligi (Salmo trutta labrax Pallas, 1844)’nin Yetistiriciligi ve
Baliklandirma Amaciyla Kullanimi. Proje Raporu, TAGEM, Proje no:
TAGEM/HAYSUD/2001/07/01/20.

Celikkale, M.S. (1988). i¢ Su Baliklar1 ve Yetistiriciligi. Cilt 1, K. T. U. Yaymn
No0:124, 419 s, Trabzon.

62



Celikkale, M.S. (1994). i¢ su Baliklar1 ve Yetistiriciligi Cilt 1. II. Baski, K.T.U.
Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Yaynlari No: 2, K.T.U Basimevi
Trabzon, 419 s.

Celikkale, M.S., Diizgiines, E. ve Okumus, 1. (1999). Tiirkiye Sg Uriinleri. Sektorii;
Potansiyeli, Mevcut Durumu, Sorunlar1 ve C6ziim Onerileri. ITO Yay.
N0:1999-2, istanbul.

Dalmo, R.A., Ingebrigtsen, K., Begwald, J. (1997). Non-specific Defence
Mechanisms in  Fish, with Particular Reference to The
Reticuloendothelial System (RES). Journal of Fish Diseases, 20, 241—
273.

De Kinkelin, P., Dorson, M. (1982). Hattenberger-Baudouy AM. Interferon
synthesis in Trout and Carp after viral infection. Dev Comp Immunol,
2: 167-74.

Dellai, A., Laroche-Clary, A., Mhadhebi, L., Robert, J., Bouraoui, A. (2010),
Anti-inflammatory and Antiproliferative Activities of Crude Extract
and its Fractions of the Defensive Secretion from the Mediterranean
Sponge, Spongia officinalis. Drug Dev. Res, 71: 412-418.

Demain, A.L. (1999). Pharmaceutically Active Secondary Metabolites of
Microorganisms. Applied Microbiology and Biotechnology, 52: 455-
463.

Di Carlo, F.J., Fiore, J.V. (1958). On the Composition of Zymosan. Science, 127,
756-757.

Dimitroglou, A., Merrifield, D.L., Carnevali, O., Picchietti, S., Avella, M.,
Daniels C, et al. (2011). Microbial Manipulations to Improve Fish
Health and Production - A Mediterranean perspective. Fish Shellfish
Immunol, 30:1-16.

Dinarello, C.A. (1997). Interleukin-1. Cytokine & Growth Factor Reviews, 8, 253
265.

Douglas P. (1992). Immiinostimiilans, Adjuvants, and Vaccine Carriers in Fish:
Applications to Aquaculture Anderson; Annual Rev. of Fish Diseases,
pp. 281-307.

Douglas, C.M., Ippolito, J.A.D., Shei, G.J., Meinz, M., Onishi, J., Marrinan, J.A.
Li, W., Abruzzo, G.K., Flattery, A., Bartizal, K., Mitchell, A.,
Kurtz, M.B. (1997) Identification of the FKS1 Gene of Candida
albicans as the Essential Target of 1,3-Beta-D-glucan Synthase
Inhibitors. Antimicrob. Agents Chemother, Vol. 41, No. 11, s. 2471-
2479.

63



Dériicii, M., Ispir, U., Tiirk, C. (2005). Levamisolin Gokkusag Alabalig
(Oncorhynchus mykiss, W)’nin Bazi Kan Parametrelerine Etkisinin

Arastirilmast. Firat Universitesi Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi,
17(2):405-411.

Diigenci, S.K., Arda, N., Candan, A. (2003). Some Medicinal Plants as
Immiinostimiilan for Fish. Journal of Ethnopharmacology, 88, 99-106

Pp.

Eisenberg, S.P., Brewer, M.T., Verderber, E., Heimdal, P., Brandhuber, B.J.,
Thompson, R.C. (1991). Interleukin-1 Receptor Antagonist is a
Member of the Interleukin-1 Gene Family: Evolution of a Cytokine
Control Mechanism. Proc. Natl Acad. Sci, 88, 5232+5236.

Ellis, A. (1988). Ontogeny of the Immune System in Teleost Fish. (A.E., Ellis, Eds.).
Fish Vaccination. Academic Press Ltd. London, 20-32 pp.

El-Neketi, M., Ebrahim, W., Lin, W., Gedara, S., Badria, F., Saad, H.E.A.,
Proksch, P. (2013). Alkaloids and Polyketides from Penicillium
citrinum, an Endophyte Isolated from the Moroccan Plant Ceratonia
silique. Journal of natural products, 76 (6), 1099-1104.

Evans, H.D. (1998). The Physiology of Fishes. Second Edition, CRC Pres Boca
Raton, Chapter 6, New York, USA.

FAO, (2012). Fisheries and Aquaculture Department, The State of World Fisheries
and Aquaculture.

Fleming, A. (1929). On The Antibacterial of Cultures of A Penicillium, with Special
Reference to Their Use in lIsolation of B. Influenzae. Brit J Exp
Pathol, 10: 226-36.

Frisvad, J.C. (2015). Fungal Biomolecules: Sources, Applications and Recent
Developments editér: Vijai Kumar Gupta,Robert L. Mach ,S.
Sreenivasaprasad.

Gao, M,, Su, R., Wang, K., Li, X., Lu, W. (2013). Natural Antifouling Compounds
Produced by a Novel Fungus Aureobasidium Pullulans HN Isolated
from Marine Biofilm. Mar Pollut Bull, 77: 172-176.

Garcia-Castillo, J., Pelegrin, P., Mulero, V., Meseguer, J. (2002). Molecular
Cloning and Expression Analysis of Tumor Necrosis Factor Alpha
from a Marine Fish Reveal its Constitutive Expression and Ubiquitous
Nature. Immunogenetics, 54: 200-207.

Geldiay, R. ve Balik, S. (1996). Tiirkiye Tatlisu Baliklar1 Ders Kitab1. E. U. Su Ur.
Fak, No: 46, Ders Kitab1 No: 16, Izmir.

Graham, S., Secombes, C.J. (1990). Do Fish Lymphocytes Secrete Interferon-
Gamma?. J Fish Biol, 36 (4): 563-73.

64



Gopalakannan, A., Arul, V. (2006). Immunomodulatory Effects of Dietary Intake
of Chitin, Chitosan and Levamisole on the Immune System of
Cyprinus carpio and control of Aeromonas hydrophila infection in
ponds. Aquaculture 255: 179-87.

Goyal, A., Maheshwari, P. (2012). Frontiers on Recent Developments in Plant
science, Bentham Science Publishers, s. 182.

Gokoglu, N. (2002). Su Uriinleri Isleme Teknolojisi. Su Vakfi Yayinlar1, ISBN; 975-
9703-48-3. Istanbul, 157.

Giiner, Y. (2003). Alabalik Yetistiriciligi. (E. U. Su Uriinleri Fakiiltesi). Ege
Universitesi; Tarmmsal Uygulama Ve Arastirma Merkezi, Ciftci
Brostirii: 43, Ekim.

Harborne, J.B. (2001). Twenty Five Years of Chemical Ecology. Nat. Prod. Rep,
18, s. 361.

Harikrishnan, R., Balasundaram, C., Heo, M.S. (2011). Impact of Plant Products
on Innate and Adaptive Immune System of Cultured Fnfish and
Shellfish. Aquaculture, 317, 1-15.

Hirono, 1., Nam, B., Kurobe, T & Aoki, T. (2000). Molecular Cloning,
Characterization, and Expression of TNF cDNA and Gene from
Japanese Flounder, Paralychthys Olivaceus. Journal of Immunology,
165, 4423-4427.

Holland, J.W, Pottinger, T.G, Secombes, C.J. (2002). Recombinant Interleukin- 1
Beta Activates the Hypothalamic-pituitary-interrenal Axis in Rainbow
Trout, (Oncorhynchus mykiss). J Endocrinol, 175: s. 261- 267.

Huising, M.O., Stet, R.J., Savelkoul, H.F., Verburg-van Kemenade, B.M. (2004).
The Molecular Evolution of the Interleukin-1 Family of Cytokines;
IL-18 in Teleost Fish. Dev. Comp. Immunol, 28, s. 395-413.

Isaacs, A., Lindenmann, J. (1957). Virus interference. I. The interferon. Proc R Soc
Lond;147:258-67.

inan, G. A., Pinarkara, M. (2013). Ulusal Kop Bolgesel Kalkinma Sempozyumu.

Jagetia, G.C., Aggarwal, B.B. (2007). “Spicing Up” of the Immune System by
Curcumin. Journal of Clinical Immunology, 27(1):19-35.

Jang, S.l., Hardie, L.J. & Secombes, C.J. (1995a). Elevation of Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) macrophage respiratory burst activity with
macrophage derived supernatants. Journal of Leukocyte Biology, 5;
943-947

65



Jorgensen, J.B., Robertsen, B. (1995). Yeast B-glucan Stimulates Respiratory Burst
Activity of Atlantic salmon (Salmo salar L.) Macrophages.
Developmental & Comparative Immunology, 19, 43-57.

Jorgensen, J.B., Johansen, A., Stenersen, B., Sommer, A.l. (2001). CpG
Oligodeoxynucleotides and Plasmid DNA Stimulate Atlantic Salmon
(Salmo salar L.) leucocytes to Produce Supernatants with Antiviral
Activity. Dev. Comp. Immunol. 25, 313-321.

Jouault, T., Lepage, G., Bernigaud, A., Trinel, P.A., Fradin, C., Wieruszeski,
J.M., Strecker, G., Poulain, D. (1995). Beta-1,2-linked
Oligomannosides from Candida albicans Act as Signals for Tumor
Necrosis Factor Alpha Production. Infect Immun, Vol. 63, No. 6,
2378-2381.

Kajita, Y., Sakai, M., Atsuta, S., Kobayashi, M. (1990). The Immunomodulatory
Effects of Levamisole on Rainbow Trout, (Oncorhynchus mykiss).
Fish Pathology, 25: 93-98.

Kakuta, I. (1998). Reduction of Stress Response in Carp, (Cyprinus carpio) L., Held
under Deteriorating Environmental Conditions, by oral administration
of bovine lactoferrin. Journal of Fish Diseases, 21: 161-167.

Karabulut, H.A. ve Yandu, I. (2006). Su Uriinlerindeki Omega-3 Yag Asitlerinin
Onemi ve Saglik Uzerine Etkisi. Ege Universitesi Su Uriinleri
Dergisi, 23, 1, 339-342.

Kaya, Y., Duyar, H.A. ve Erdem, M.E. (2004). Balik Yag Asitlerinin Insan Saglhig
Icin Onemi. Ege Universitesi Su Uriinleri Dergisi, 21, 365-370.

Kearn, G.C. (1976). Body Surface of Fishes. In: Ecological Aspects of Parasitology.
Amsterdam, The Netherlands: North-Holland Publishing Company.
185-208 pp.

Kim, D.H., Austin, B. (2006). Cytokine Expression in Leucocytes and Gut Cells of
Rainbow Trout, (Oncorhynchus mykiss Walbaum), Induced by
Probiotics. Vet Immunol Immunopathol, 114: 297-304.

Kitao, O.T., Yoshida, T. (1986). Effect of an Immunopotentiator on Aeromonas
Salmonicida Infection in Rainbow Trout (Salmo gairdneri). Vet.
Immunol. Immunopathol, 12, 287-291 pp.

Kitao, T., Yoshida, T., Anderson D.P., Dixon, O.W., Blanch, A. (1987).
Immunostimulation of Antibody—Producing Cells and Humoral
Antibody to Fish Bacterin by a Biological Response Modifier. J. Fish
Biol, 31, 87-91 pp.

Kjer, J., Debbab, A., Aly, A.H., Proksch, P. (2010) Methods for Isolation of
Marine Derived Endophytic Fungi and Their Bioactive Secondary
Products. Nat. Protoc. 5, 479-490.

66



Kjersvik, E., Pittman, K., ve Pavlov, D. (2004). From Fertilisation to the end of
Metamorphosis-functional Development. In: E. Moksness, E. Kjersvik
ve Y. Olsen (Eds.)”, Culture of Cold-Water Marine Fish, 204-278.
Oxford: Blackwell Puplishing Ltd.

Kocabatmaz, M. ve Ekingen, G. (1982). Degisik Tiir Baliklardan Kan Ornegi
Almnmas1 ve Hematolojik Metodlarin Standardizasyonu. TUBITAK
Veteriner ve Hayvancilik Arastirma Grubu. Proje No: VHAG - 557.
72s.

Kocabatmaz, M.E., Ekingen, G. (1984). Degisik Tiir Baliklarda Kan Ornegi
Alinmasi ve Hematolojik Metodlarin Standardizasyonu. Doga Bilim Dergisi,
2,149- 159

Kocaman, E.M., Bayrr, A., Sirkecioglu, A.N., Bayir, M., Yanik, T., ve Arslan, H.
(2009). Comparison of Hatchery Performances of Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss), Brown Trout (Salmo trutta fario) and Brook
Trout (Salvelinus fontinalis) under the Same Environmental
Conditions. Journal of Animal and Veterinary Advances, 8: 7, 1429-
1431.

Kodama, H., Hirota, Y., Mukamoto, M., Baba, T., & Azuma, 1. (1993).
Activation of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss phagocytes by
muramy! dipeptide). Developmental & Comparative Immunology, 17
(2), 129-140.

Kono, T., Watanuki, H., Sakai, M., (2002). The activation of interleukin-1 in
Serum of carp, (Cyprinus carpio), Injected with Peptidoglycan.
Aquaculture, 212, 1-10.

Korsnes, K., Nicolaisen, O., Skar, C. K., Nerland, A. H. ve Bergh, O. (2006).
Bacteria in the Gut of Juvenile Cod, Gadus morhua, Fed Live Feed
Enriched with Four Different Commercial Diets. ICES Journal of
Marine Science, 63 (2), 296-301.

Laing, K.J., Wang, T., Zou, J., Holland, J., Hong, S., Bola, N., Hirono, I., Aoki,
T & Secombes, C.J. (2001). Cloning and Expression Analysis of
Rainbow Trout, (Oncorhynchus mykiss), Tumor Necrosis Factor-
alpha. European Journal of Biochemistry, 268; 1315-1322.

Leisinger, T., Margraff, R. (1979). Secondary Metabolites of The Fluorescent
Pseudomonads. Microbiological Reviews, 43, 422-442.

Lennard, A.C. (1995). Interleukin-1 Receptor Antagonist. Crit. Rev. Immunol, 15,
77+£105.

Lien, E. J.. (1990). Fungal Metabolites and Chinese Herbal Medicine as
Immiinostimiilans. In Progress in Drug Research Vol. 34:395.

67



Lister, A., Van der Kraak, G. (2002). Modulation of Goldfish Testicular
Testosterone Production in vitro by Tumor Necrosis Factor Alpha,
Interleukin-1 beta and Macrophage Conditioned Media. Journal of
Experimental Zoology, 292; 477-486.

Low, C., Wadsworth, S., Burrells, C., Secombes, C.J. (2003). Expression of
Immune Genes in Turbot (Scophthalmus Maximus) Fed a Nucleotide-
Supplemented Diet, Aquaculture, 221 23-40 pp.

Madigan, M.T., Martinko, J.M., Parker J., Brock. (2003). Chapter 12 & Chapter
30: Biology of Organisms. Tenth Edition, (416-444) & (966-972).

Magnadottir, B. (2006). Innate immunity of fish (overview). Fish and Shellfish
Immunology, Vol. 20, 137-151 pp.

Magnadottir, B., Lange, S., Gudmundsdottir, S., Begwald, J., Dalmo, R.A.
(2005). Ontogeny of Humoral Immune Parameters in Fish. Fish
Shellfish Immunol, 19, 429-439 pp.

Maiies, S., Mira, E., Gomez-Mouton, C., Lacalle, R.A., Keller, P., Labrador, J.
P., Martinez, A.C. (1999). Membrane Raft Microdomains Mediate
Front-rear Polarity in Migrating Cells. The EMBO Journal, 18, 6211—
6220.

Matsuo K., Miyazano I. (1993). The Influence of Long-Term Administration of
Peptidoglucan on Disease Resistance and Growth of Juvenile
Rainbow Trout. Nippon Suisan Gakkaishi, 59: 1377¢9.

Meena D., Dad P., Kumar S., Mandal S., Prusty A, et al. (2013). Beta-glucan: an
Ideal Immiinostimiilans in Aquaculture (a review). Fish Physiol.
Biochem, 39: 431-457.

Meijer, A.H., Verbeek, F.J., Salas-Vidal, E., Corredor-Adamex, M., Bussman,
J., Van der Sar, A.M., et al. (2005). Transcriptome Profiling of
Adult Zebrafish at the Late Stage of Chronic Tuberculosis due to
Mycobacterium Marinum Infection. Mol Immunol, 42: 1185-1203.

Michaelsen, T.E., Gilje, A., Samuelsen, A.B., Hogasen, K., Paulsen, B.S. (2000).
Interaction Between Human Complement and a Pectin Type
Polysaccharide Fraction, PMII, from the leaves of Plantago major L.
Scand. J. Immunol, 52, 483-490.

Misra, C.K., Das, B.K., Mukherjee, S.C., Pattnaik, P. (2006). Effect of Long
Term Administration of Dietary B-glucan on Immunity, Growth and
Survival of Labeo Rohita Fingerlings. Aquaculture, 255: 82-94.

Mulder, 1.E., Wadsworth, S., Secombes, C.J. (2007). Cytokine Expression in the

Intestine of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) during Infection
with Aeromonas salmonicida. Fish Shellfish Immunol, 23: 747-59.

68



Mulero, V., Esteban, M.A., MUNOZ, J., Meseguer, J. (1998). Dietary Intake of
Levamisole Enhances the Immune Response and Disease Resistance
of the Marine Teleost Gilthead Seabream (Sparus aurata L.). Fish and
Shellfish Immunology, 8: 49-62.

Nikl L., Evelyn TPT., Albright L.J. (1993). Trials with an Orally and Immersion-
Administrated pB-1,3 Glucan as an Immunoprophylactic against
Aeromonas Salmonicida in Juvenile Chinook Salmon Oncorhynchus
tshawytscha. Diseases of Aquatic Organisms, 17: 191e6.

Novoa, B., Bowman, T.V., Zon L., Figueras, A. (2009). LPS Response and
Tolerance in the Zebrafish (Danio rerio). Fish Shellfish Immunol, 26:
326-331.

Ocak, F. (2006). Baliklarda Lenfoid Organlar ve Immun Sistemin Ozellikleri.
Erciyes Univ. Vet. Fak. Derg, 3(1) 61-66.

Oppenheim, J.J., Kovacs, E.J., Matsushima, K., Durum, S.K. (1986). There is
more than one Interleukin-1. Immunol Today, 7: 45-56.

Oskay, D., Oskay, M. (2009). Bitki Sekonder Metabolitlerinin Biyoteknolojik
Onemi, Journal of New World Sciences Academy, Volume: 4,
Number: 2, Article Number: 5A0006.

Oskay, M., ve Tamer, A. (2009). Streptomyces Kokenli Antibiyotiklerin Diind,
Bugiinii ve Yarini. Journal of New World Science Academy, 4: 48-60.

Oyarbide, U., Rainieri, S., Pardo, M.A. (2012). Zebrafish (Danio rerio) Larvae as
a System to Test the Efficacy of Polysaccharides as immiinostimiilans.
Zebrafish, 9, 74-84.

(")zkaya, F.C., Erdogan, C., Altunok, M. (2013). Denizel Biyoaktif Bilesikler. Ege
J Fish Aqua Sci, 30 (2): 85-92.

Panigrahi, A., Kiron, V., Satoh, S., Hirono, I., Kobayashi, T., Sugita,
H., Puangkaew, J., Aoki, T. (2007). Immune Modulation and
Expression of Cytokine Genes in Rainbow Trout Oncorhynchus
Mykiss upon Probiotic Feeding. Dev Comp Immunol, 31 (4): 372-82.

Peddie, S., Zou, J., Secombes, C.J. (2002). Immunostimulation in the Rainbow
Trout  (Oncorhynchus  mykiss)  Following Intraperitoneal
Administration of Ergosan. Vet Immunol Immunopathol, 86, 101-113.

Pender, D.R., Kwak, T.J. (2002). Factors Influencing Brown Trout Reproductive

Success in Ozark Tailwater Rivers. Transactions of the American
Fisheries Society 131: 698-717.

69



Pérez-Sanchez, T., Luis Balcazar, J., Merrifield, D.L., Carnevali, O., Gioacchini,
G., Blas, 1., Ruiz-Zarzuela, 1. (2011). Expression of Immune-Related
Genes in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Induced by probiotic
bacteria during Lactococcus garvieae Infection. Fish and shell Fish
Immology, Volume. 31, Issue: 2, Pages 196-201.

Pestka, S., Krause, C.D., Walter, M.R. (2004). Interferons, Interferon-Like
Cytokines, and Their Receptors. Immunol Rev, 202: 8-32.

Pionnier, N., Falco, A., Miest, J., Frost, P., Irnazarow, I., Shrive, A., Hoole, D.
(2013). Dietary p-glucan Stimulate Comple-ment and C-reactive
Protein Acute Phase Responses in Common carp (Cyprinus carpio)
during an Aeromonas Salmonicida infection. Fish Shellfish Immunol,
34:819-31.

Pressley, M.E., Phelan, P.E., Witten, P.E., Mellon, M.T., Kim, C.H. (2005).
Pathogenesis and Inflammatory Response to Edwardsiella Tarda
Infection in the Zebrafish. Develop Comp Immunol, 29: 501—513.

Priti, V., Ramesha, B.T., Singh, S., Ravikanth, G., Ganeshaiah, K.N., et al.
(2009). How Promising are Endophytic Fungi as Alternative Sources
of Plant Secondary Metabolites?. Curr. Sci, 97: 477-78.

Proksch, P., Ebel, R., Edrada, R.A., Wray, V., Steube, K. (2003). Bioactive
Natural Products from Marine Invertebrates and Associated Fungi.
Progress in Molecular and Subcellular Biology, 37,117-142.

Popp, W. (1980). Bakterien Als Erreger Infekioser Fischkrankhetien. Krankheiten
und Schadigungen der Fische. Ed. By H.-H. Reichebach-Klinke, 2.
Auflage, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, pp. 105-161.

Qin QW, Ototake M, Noguchi K, Soma GI, Yokomizo Y, Nakanishi T. (2001).
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-alpha)-Like Factor Produced by
Macrophages in Rainbow Trout, (Oncorhynchus mykiss). Fish
Shellfish Immunol, 11: 245-256.

Raleigh, R.F., Hickman, T., Solomon, R.C., Nelson, P.C. (1984). Habitat
Suitability Information: Rainbow Trout. US Fish and Wildl. Serv,
FWS/OBS-82/10, 60. 64 pp.

Raida, M.K., Buchmann, K. (2009). Innate Immune Response in Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) against Primary and Secondary Infections
with Yersinia ruckeri O1. Dev Comp Immunol, 33 (1): 35-45.

Randelli, E., Buonocore, F., Scapigliati, G. (2008). Cell Markers and Determinants
in Fish Immunology. Fish & Shellfish Immunology, 25, 326 p.

Rebl, A., Goldammer, T., Seyfert, H.M. (2010). Toll-Like Receptor Signaling in
Bony Fish. Veterinary immunology and immunopathology, 134 (3),
139-150.

70



Reid, G., Sanders, M.E., Gaskins, H.R., Gibson, G.R., Mercenier, A., Rastall,
R.A, et al. (2003). New Scientific Paradigms for Probiotics and
Prebiotics. J Clin Gastroenterol, 37; 105-18.

Reverter M., Bontemps N., Lecchini D., Banaigs B., Sasalll P. (2014). Use of
Plant Extracts in Fish Aquaculture as an Alternative to Chemotherapy:
Current Status and Future Perspectives. Aquaculture, 433, 50-61.

Reyes-Becerril, M., Guardiola, F., Rojas, M., Ascencio-Valle, F., Esteban, M.A.
(2013). Dietary Administration of Microalgae Navicula sp. Affects
Immune Status and Gene Expression of Gilthead Seabream (Sparus
aurata). Fish Shellfish Immunol, Sep; 35 (3): 883-9.

Ririe, K. M., Rasmussen, R. P., Wittwer, C. T. (1997). Product differentiation by
analysis of DNA melting curves during the polymerase chain reaction.
Analytical biochemistry, 245(2), 154-160.

Robinson, T., Singh, D., Nigam, P. (2001). Solid-State Fermantation: A Promissing
Microbial Technology for Secondary Metabolite Production. Applied
Microbiology and Biotechnology, 55, 284-289. 8.

Rodriguez, A., Cuesta, A., Ortuiio, J., Esteban, M.A., Meseguer, J. (2003).
Immiinostimiilan Properties of a Cell Wall-modified Whole
Saccharomyces cerevisiae Strain Administered by Diet to Seabream
(Sparus aurata L.). Vet. Immunol. Immunopathol, 96: 183-192.

Rodri'guez, 1., Novoa, B., Figueras, A., Rodriguez, 1. (2008). Immune Response
of Zebrafish (Danio rerio) against a newly Isolated Bacterial Pathogen
Aeromonas Hydrophila. Fish Shellfish Immunol, 25: 239-249.

Rogatsky, 1., lvashkiv, L.B. (2006). Glucocorticoid Modulation of Cytokine
Signalling. Tissue Antigens, 68:1-12.

Rojo, 1., de Ila’rduya, O .M., Estonba, A., Pardo, M.A". (2007). Innate Immune
Gene Expression in Individual Zebrafish after Listonella anguillarum
Inoculation. Fish Shellfish Immunol, 23: 1285 1293.

Roohi F.M., Dinesh S., Mekata T., Sudhakaran R. (2016). Therapeutic efficiency
of  Portieria  Hornemannii  (Rhodophyta) against  Vibrio
parahaemolyticus in  Experimantally Infected  Oreochromis
mossambicus. Aqualculture, Volume. 450, s. 369-374.

Ross, G.D., Cain, J.A., Lachmann, P.J. (1985). Membrane Complement Receptor
Type Three (CR3) has Lectin-Like Properties Analogous to Bovine
Conglutinin and Functions as a Receptor for Zymosan and Rabbit
Erythrocytes as well as a Receptor For IC3b. J. Immunol, 134, 3307-
3315.

Sakai, M. (1999). Current research status of fish immiinostimiilans. Aquaculture,
172, pp: 63-92.

71



Samuel, C.E. (2001). Antiviral Actions of Interferons. Clin Microbiol Rev, 14(4):
778-809.

Sapkota, A., Sapkota, A.R., Kucharski, M., Burke, J., McKenzie, S., Walker, P.,
Lawrence, R. (2008). Aquaculture Practices and Potential Human
Health Risks: Current Knowledge and Future Priorities. Environ Int,
34 (8): 1215-26.

Sardaryan, E. (2002). Strain of The Microorganism Penicillium Oxalicum Var.
Armeniaca and its Application. US Patent, 6: 340-586, B1.

Sardaryan, E. (2004). Food Supplement. US Paten, 0105864, Al.

Sarker, S.D., Latif, Z.,, Gray, A.l. (2006). Natural Products Isolation, Second
Edition. Humana Press, New Jersey, 28-37.

Savina, A., Amigorena, S. (2007). Phagocytosis and Antigen Presentation in
Dendritic Cells. Immunol Rev, 219:143-56.

Schlegel, H. (1992). Produktion Sekundarer Metabolite. Allgemeine Mikrobiologie,
Georg-Thieme Verlag, 362-371.

Secombes, C.J. (1996). Cytokines in fish: an update. Fish Shellfish Immunol, 6: 291-
304.

Secombes, C.J. (2008). Will Advances in Fish Immunology Change Vaccination
Strategies?. Fish Shellfish Immunol, 25: 409-16.

Secombes, C.J., Zou, J., Hardie, L.J., Laing, K., Daniels, G.D., Cunningham, C.
(1997). Rainbow Trout Cytokine Genes. Dev. Comp. Immunol, 21,
138.

Secombes, C.J., Wang, T., Hong, S., Peddie, S., Crampe, M., Laing, K.J, et al.
(2001). Cytokines and Innate Immunity of Fish. Dev Comp Immunol,
25: 713-723.

Seidl, M. (2006). Industrial uses of Fungi. The Environmental Reporter, 4 (9).

Selvin, J., Lipton, A.P. (2004), Dendrilla nigra, a Marine Sponge, as Potential
Source of Potential Source of Antibacterial Substances for Managing
Shrimp Diseases. Aquaculture, 236, 277-283 pp.

Sethi, J.K & Hotamisligil, G.S. (1999). The role of TNF in adipocyte metabolism.
Seminars in Cell Developmental Biology, 10; 19-29.

Siwicki, A.K., Anderson, D.P., Dixon, O.W. (1989). Comparisons of nonspecific
and specific immunomodulation by oxolinic acid, oxytetracycline and
levamisole in  Salmonids.  Veterinary  Immunology  and
Immunopathology, 23: 195-200.

72



Siwicki, A.K., Anderson, D.P., Dixon, O.W. (1990). In vitro Immunostimulation of
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss ) Spleen Cells with
Levamisole. Development and Comparative Immunology, 14: 231-
237.

Steffens, W. (1981). Moderne Fischwirtschaft. Verlag J. Neumann-Neudamm. 375 s.
Melsungen. Berlin. Basel. Wien.

Solem ST., Jorgensen J.B., Robertsen B. (1995). Stimulation of Respiratory Burst
and Phagocytic Activity in Atlantic salmon (Salmo salar L.)
Macrophages by Lipopolysaccharide. Fish & Shellfish Immunology, 5:
475e91.

Sorrell, T.C., Chen, S.C. (2009). Fungal-derived Immune Modulating Molecules.
Adv Exp Med Biol, 666:108-20.

Sudheer, N.S., Philip, R., Singh, 1.S.B. (2011). In Vivo Screening of Mangrove
Plants for Anti WSSV Activity in Penaeus monodon, and Evaluation
of Ceriops tagal as a Potential Source of Antiviral Molecules.
Aquaculture, 311, 36-41 pp.

Schulz, B., Boyle, C., Draeger, S., Rommert, A-K., Krohn, K. (2002). Endophytic
Fungi: a Source of Novel Biologically Active Secondary Metabolites.
Mycological Research, 106, 996-1004 pp.

Tada, H., Nemoto, E., Shimauchi, H., Watanabe, T., Mikami, T., Matsumoto, T.,
Ohno, N., Tamura, H., Shibata, K.I., Akashi, S., Miyake, K.,
Sugawara, S., Takada, H. (2002), Saccharomyces cerevisiae and
Candida albicans, Derived Mannan Induced Production of Tumor
Necrosis Factor Alpha by Human Monocytes in a CD14- and Toll-
Like Receptor 4-Dependent Manner. Microbiology and Immunology,
46: 503-512.

Tadiso, T.M., Kransnov, A., Skugor, S., Afanasyev, S., Hordvik, I., Nilsen, F.,
(2011). Gene expression analyses of immune responses in Atlantic
salmon during early (Lepeophtheirus salmonis) revealed biphasic
responses coinciding with the cope podchalimustransition.
BMCGenomics, 12, 141.

Taniguchi, T., Mantei, N., Schwarzstein, M., Nagata, S., Muramatsu, M.,
Weissmann, C. (1980). Human Leukocyte and Fibroblast Interferons
are Structurally Related. Nature, 285 (5766): 547-9.

Topal, S., Pembeci, C., Borcaklh, M., Batum, M. ve Celtik, 0. (2000). Tiirkiye’nin
Tarmmsal Mikroflorasinin Endiistriyel Oneme Sahip Bazi Enzimatik
Aktivitelerinin Incelenmesi-1:Amilaz, Proteaz, Lipaz. Turk J. Biol, 27:
79-93.

73



Tort, J.C., Balasch, S.M. (2003). A Crossroads between Innate and Adaptive
responses L.. Fish Immune System, Inmunologia, Vol. 22 / Num 3/
Julio-Septiembre: 277-286.

Tiire, M., Savas, H. (2010). Karadeniz Bolgesinde Gokkusagi Alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) Lactococcosis (Lactococcus garvieae ).Yunus
Aragtirma Biilteni Yil: 10 Sayr: 3 Eyliil, Veteriner Hekim Balik
Saglig1 Boliimii.

Ucar, A. ve Atamanalp, M. (2010). Kiyisal Kirlenmenin Baliklar Uzerine Etkileri.
Tiirkiye K1yt Sempozyumu, Trabzon, 489-469.

Unal, G. (1995). Gokkusag1 Alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)’ nin Tiitsiilenmesi ve
Baz1 Kalite Kriterlerinin Tespiti Uzerine Bir Arastirma, E.U Fen Bil.
Enst. Su Uriinleri Avlama ve Isleme Tek. Anabilim Dali Doktora
Tezi, {zmir 120.

Vadstein, O. (1997). The Use of Immunostimulation in Marine Larviculture:
Possibilities and Challenges. Aquaculture, 155: 401-417.

Vannuccini, S. (2004). FAO, Overwiew of Fish Production, Utilization,
Consumption and Trade. Based on 2002 Data.

Vaseeharan, B., Thaya, R. (2014). Medicinal plant derivatives as
immiinostimiilans: an alternative to chemotherapeutics and antibiotics
in aquaculture. Aquaculture Int, 22: 1079-1091.

Vassalli, P. (1992). The Pathophysiology of Tumor Necrosis Factors. Annual Review
of Immunology, 10, 411-452.

Vazzana, M., Parrinello, D., Cammarata, M. (2003). Chemiluminescence
Response of Glucan Stimulated Leukocytes Isolated from Different
Tissues and Peritoneal Cavity of Dicentrarchus labrax. Fish Shellfish
Immunol, 14: 423-434.

Veerasamy, Ravichandran., Min, L.S., Mohanraj., Pauline, R., Sivadasan, S.,
Varghese, C., Rajak, H., Marimuthu, K. (2014). Effect of Aqueous
Extract of Polygonum Minus Leaf on the Immunity and Survival of
African Catfish (Clarias gariepinus). Journal of Coastal Life
Medicine, 2 (3): 209-213.

Verlhac, V., Gabaudan, J. (1999). The Effect of Vitamin C on Fish Health.
Vitamins, Roche, Centre for Research in Animal Nutrition. Societe
Chimique Roche, BP 170, 68305 St. Louis, Cedex, France.

Vigers, G.P.A., Anderson, L.J., Caffes, P., Brandhuber, B.J. (1997). Crystal

Structure of the Type-1 Interleukin-1 Receptor Complexed with
Interleukin-1a. Nature, 386, 190-194.

74



Vilcek, J., Sen, G.C. (1996). Interferons and other cytokines. In: Fields BN, Knipe
DM, Howley PM, editors. Fields Virology. Philadelphia: Lippincott-
Raven publishers;. p. 375-99.

Wang, G, Liu, Y., Li, F, Gao, H., Lei Y., Liu X. (2010). Immunostimulatory
Activities of Bacillus simplex DR-834 to Carp (Cyprinus carpio). Fish
& Shellfish Immunology, 29; 378-387.

Watanuki, H., Ota, K., Tassakka, A.C.M.A.R., Kato, T., Sakai, M. (2006).
Immiinostimiilan Effects of Dietary Spirulina platensis on Carp,
Cyprinus carpio. Aquaculture, 258, 157-163.

Watanuki, H., Chakraborty, G., Korenaga, H., Kono, T., Shivappa, R.B., Sakai,
M. (2009). Immunostimulatory Effects of Natural Human
Interferonalpha (hulFN-a) on Carps, Cyprinus Carpio L. Vet Immunol
Immunopathol, 131: 273-7.

Watts, M., Munday, B.L., Burke, C.M. (2001). Immune Responses of Teleost Fish.
Australian Veterinary Journal, 79: 570-574.

Watzke, J., Schirmer, K., Scholz, S. (2007). Bacterial Lipopolysaccharides Induce
Genes Involved in the Innate Immune Response in Embryos of the
Zebrafish (Danio rerio). Fish Shellfish Immunol, 23: 901-905.

Wei, L., Sun, B., Chang, M.X., Liu, Y., Nie, P. (2009). Effects of Cyanobacterial
Toxin Microcystin-LR on the Transcription Levels of Immune-related
Genes in Grass Carp Ctenopharyngodon Idella. Environ Biol Fishes,
85: 231-8.

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. J. W. T., Taylor, J. W. (1990). Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. PCR  protocols: a guide to methods and
applications, 18 (1), 315-322.

Woynarovich, A., Hoitsy, G., Moth-Poulsen, T. (2011). Small-scale Rainbow
Trout Farming, FAO, Fisheries And Aquaculture Technical Paper,
561.

Wu, Z. F., Liu, G. L., Zhou, Z., Wang, G. X., Xia, L., Liu, J.L. (2012). Induction
of Immune-related Gene Expression in Ctenopharyngodon idella
Kidney Cells by Secondary Metabolites from Immunostimulatory
Alcaligenes Faecalis FY-3. Scandinavian journal of immunology, 76
(2), 131-140.

Yano, T. (1996). The Nonspecific Immune System: Humoral Defense. (G. Iwama

and T. Nakanishi Eds.), The Fish Immune System: Organism,
Pathogen and Environment, London: Academic Press, 105-156 pp.

75



Yazicioglu, N. (2015). Su Uriinleri Sektdriine Genel Bakis, Tiiketici Davranislari ve
Su Uriinlerinin Saglik Agisindan Faydalari. Gediz Universitesi
Sosyal Bilimler Enstitiisii Isletme Boliimii Yiiksek Lisans Tezi.
[zmir.

Yilmaz E., Saymn C., Kistin F., Emre N. (2008). Tiirkiye’de Ag Kafeste Alabalik
Yetistiriciligi, Karsilasilan Sorunlar ve Coziim Onerileri Siileyman

Demirel Universitesi, Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Dergisi, Cilt: 4,
Sayt: 1-2.

Yonar, M.E., Silici, S. (2010). Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss),
(walbaum, 1792)’nin Baz1 Kan Parametrelerine Propolisin Etkisinin
Arastirilmasi. New World Sciences Academy, Firat University.

Yonar, M.E., Karahan M., Kan, N.., Yonar, S., Saglam, N. (2010).
Kahramanmaras  Bolgesindeki Bazi  Gokkusagi  Alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) Isletmelerinde Gériilen Acinetobacter Sp.
Enfeksiyonunun Arastirilmasi, Journal of Fisheries Sciences. 4 (4):
287-293.

Yonar, M.E., Sakin, F., Saglam, N. (2011). Likopenin Pullu Sazan (Cyprinus
carpio L., 1758)' da Bazi Hematolojik ve Immiinolojik Parametrelere
Etkisi. Firat Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 23 (2): 95-98.

Yiizbasioglu, A. (2008). Dejenerasyon Siirecindeki Kas Dokusunda Housekeeping
Genlerin Ekspresyon Diizeyinin Incelenmesi. Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitiisii Yiiksek Lisans Tezi.

Zhang, L., Demain, A.L. (2005). Natural Products Drug Discovery and Therapeutic
Medicine, Natural Products and Drug Discovery, (EDS). Humana
Press Inc, 4-8 pp,

Zeliko, J.T., Enane, N.A., Bowser, D. & Squibb, K.S. (1990). Fish macrophage I:
Development of a system for detecting immunomodulating efects of
environmental pollutants. Society of Environmental Toxicology and
Chemistry, 11th Annual Meeting (Arlington, VA), p. 86.

Zou, J., Grabowski, P.S., Cunningham, C. & Secombes, C.J. (1998). Molecular
Cloning of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Interleukin-1b
Reveals no Evidence of an ICE Cut Site, EMBL accession, No:
AJ223954.

Zou, J., Cunningham, C., Secombes, C.J. (1999). The Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) Interleukin-1 Beta has a Different
Organization to Mammals and Undergoes Incomplete Splicing, Eur.
J. Biochem, 259, 901-908 pp.

76



Zou, J., Wang, T., Hirono, 1., Aoki, T., Inagawa, H., Honda, T., Soma, G-I,
Ototake, M., Nakanishi, T., Ellis, AE., Secombes, CJ. & Wang, T.
(2002). Differential Expression of Two Tumor Necrosis Factor Genes
in Rainbow Trout, (Oncorhynchus mykiss). Developmental and
Comparative Immunology, Vol. 26, No. 2, 161-172 pp.

Zou, J., Clark, M.S., Secombes, C.J. (2003). Characterisation, Expression and

Promoter Analysis of an Interleukin-10 Homologue in the Puffer Fish,
Fugu Rubripes. Immunogenetics, 55: 325-335 pp.

77






OZGECMIS

Ad-Soyad : Betiil Melike OGAN

Dogum Tarihi ve Yeri :02.01.1989 - Manisa

E-posta : melke.oan@gmail.com

OGRENIM DURUMU:

« Lisans : 2013, Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Bolim

« Yiiksek lisans : 2016, Izmir Katip Celebi Universitesi, Su Uriinleri

Anabilim Dal1, Yetistiricilik Programi

MESLEKI DENEYIM VE ODULLER:

06/2016-10/2016 ; Molekiiler immiinoloji, Universititsklinikum
Erlangen, Erlangen-Niirnberg Universitesi.
(Erlangen, Almanya)

07/2012 ; Ozel Sada Hastanesi, Mikrobiyoloji Boliimii.
(Izmir, Tiirkiye)
03/2011-04/2011 ; Sifa Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve

Biyokimya Boliimii.
(Izmir, Tiirkiye)

27 Haziran — 1 Temmuz 2016, Kayit Bursu, “At the Intersection of DNA
Replication and Genome Maintenance: 2016 From Mechanisms to Therapy”
ICGEB tarafindan diizenlenen, Trieste / ITALYA (450 Euro).

06 Haziran — 30 Eyliil 2016, ERASMUS Egitim Bursu (4 ay).

2015-2017, TUBITAK 1001 Proje Bursu.

79



