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GÖKKUġAĞI ALABALIĞINDA (Oncorhynchus mykiss) 

ANTĠMĠKROMĠKROBĠYAL ETKĠLĠ FUNGAL METABOLĠTLERĠN TNF-α 

ve IL-1β GEN EXPRESYONLARI ÜZERĠNE ETKĠSĠ  

ÖZET 

        

Su ürünleri yetiĢtiriciliği dünyada en hızlı büyüyen hayvansal gıda üretim sektörüdür 

ve yetersiz beslenmenin ortadan kaldırılmasına yönelik küresel etkilerde önemli bir 

role sahiptir. Ayrıca, iyi beslenme önemli sağlık faydalarını getirir. Bununla birlikte 

su ürünleri yetiĢtiriciliği ve balıkçılık milyonlarca insana geçim kaynağı 

sağlamaktadır. Ancak bu hızlı büyümeye rağmen su ürünleri endüstrisi, sektörün 

sürdürülebilirliğini etkileyebilecek sağlık problemleri ile karĢı karĢıya 

bulunmaktadır. Su ürünleri yetiĢtiriciliğinde karĢılaĢılan en yaygın problemlerin 

baĢında sağlık yönetimi eksikliği ve hastalıklar gelmektedir.  

Ġmmunostimulantlar doğal veya sentetik bileĢikler olup, patojenlerin neden olduğu 

hastalıklara karĢı konakçının direncini arttırarak bağıĢıklık sistemini düzenlerler. 

Denizel funguslardan elde edilen sekonder metabolitlerin çok geniĢ spektrumlu 

biyoaktivite potansiyelleri bilinmektedir. Fungal metabolitlerin özellikle 

antimikrobiyal ve antioksidan özellikleri son yıllarda büyük bir ilgiyle araĢtırılmakla 

birlikte, doğal immünostimülant olarak balıklarda kullanımı ile ilgili bilgiye 

rastlanmamıĢtır.  

Bu araĢtırmada, Ege denizinden toplanan süngerlerden izole edilen fungal suĢlarda 

yapılan taramalar sonucunda en yüksek antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteyi 

gösteren fungus (Penicilium atrovenetum) seçilerek özütlenen metabolitleri 

potansiyel immünostimülant madde olarak kullanılmıĢtır.  

Fungustan elde edilen özütün gökkuĢağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) kanında 

immum sistem ile iliĢkili TNF-α ve IL-1β gen ekspresyonlarına etkileri incelenmiĢtir. 

Gen ekspresyonları için kandan izole edilen RNA örneklerinden cDNA sentezlenerek 

Real-Time PCR aracılığıyla analizler yapılmıĢtır. Her PCR döngüsü sonunda tüp 

içinde oluĢan çift zincirli ürün miktarının ölçülebilmesini ve kantitatif analizlerin 

yapılmasını sağlar. ÇalıĢma sonunda PBS ile dilue edilen P. atrovenetum özütünün 

40 mg/kg konsantrayonda gökkuĢağı balıklarına karın içine enjeksiyon yapıldığında 

TNF-α ve IL-1β genlerinin ekspresyonları üzerine etkisi olduğu anlaĢılmıĢtır. Real 

Time sonuçlarına göre, özütün TNF-α gen ekspresyonunu 36 kat arttırırken, IL-1β 

geninde 11 kat artıĢ sağladığı tespit edilmiĢtir. 
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EFFECTS OF FUNGAL METABOLITES WITH ANTIMICROBIAL 

ACTIVITY ON TNF-α AND IL-1β 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. 

Ġmmünostimülans 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 immünostimülans 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-α and IL-1β. 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-α and IL-1β increased 36 fold 

and 11 fold, respectively. 
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1. GĠRĠġ 

Ġmmün düzenleyici olarak kullanılan uyarıcıların balıklarda doğal bağıĢıklıktan 

sorumlu bazı genlerin ifadesinde oynadığı uyarıcı rolünün Real-Time PCR (RT-

PCR) teknikleriyle ortaya konulması son yıllarda sıklıkla araĢtırılan önemli bir konu 

olmuĢtur. Bu tez kapsamında denizde süngerlerle birlikte yaĢayan fungal suĢlardan 

elde edilen ve antimikrobiyal/antioksidan özellik gösteren özütlerinin gökkuĢağı 

alabalıklarında (Oncorhynchus mykiss) immünostimülant olarak kullanım 

potansiyelinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Yüksek antibakteriyel ve antioksidan 

aktiviteyi birlikte barındıran fungal özütlerin immünostimülant etkilerini araĢtırmada 

RT-PCR tekniğinin kullanılması ve metodun uyarlanarak geliĢtirilmesi ise ayrıca 

teknoloji transferi ve know-how potansiyeli sunmaktadır. Akuakültürde 

kullanılabilecek doğal ve yeni immünostimülant bileĢikleri keĢfetmek, bunları ülke 

kaynaklarından elde etmek, kimyasal immünostimülanlar yerine doğal ürün 

potansiyeli olan kaynakları keĢfetmek ve sucul çevreyi korumak yanında ekolojik 

tarıma katkı sağlamak ve en nihayetinde; doğal immünostimülanlar ile balık 

sağlığının korunmasına ve sürdürülebilir akuakültürün geliĢmesine önemli katkılar 

sunmak bu tezin amaçları arasında sayılabilir. 

1.1 Genel Bilgiler 

Günümüzde, insanlar beslenmelerine daha fazla dikkat etmekte ve beslenme 

alıĢkanlıklarına göre sağlıklı olan gıdaları seçmede titizlik göstermektedirler. Bu 

gıdalar içerisinde ilk sırada çoklu doymamıĢ yağ asitleri açısından zengin olan balık 

ve diğer su ürünleri gelmektedir. Balık eti besleyici yönü oldukça yüksek ve sağlıklı 

beslenme için çok önemli bir gıda kaynağıdır (Kaya ve diğ, 2004). Balık eti, protein 

kalitesi ve besin miktarı açısından mükemmel bir gıda maddesidir (Karabulut ve 

Yandı, 2006). Nüfustaki artıĢ, doğal stoklardaki düĢüĢ ve eğitim düzeyinin artması 

ile birlikte balıkların en sağlıklı protein kaynağı olduğunun ortaya çıkması 

akuakültürü daha önemli hale getirmiĢtir (Çelikkale ve diğ, 1999). 
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Dünya genelinde, su ürünleri üretimi ve ticaret hacminde temel olarak 58 ülke 

faaliyet göstermektedir. 2010 yılında su ürünleri toplam üretimi 148 milyon ton olup 

yaklaĢık değeri 217.5 milyar doları bulmuĢtur ve bu üretimin 128 milyon tonu gıda 

olarak tüketilmiĢtir. 2011 verilerine göre, üretim miktarı 154 milyon tona artarken, 

bu üretimin 131 milyon tonu gıda olarak tüketilmiĢtir. Su ürünleri üretimindeki bu 

sürekli büyüme ve artıĢla birlikte kiĢi baĢına düĢen su ürünleri miktarı 1960'larda 9.9 

kg iken 2010 istatistiklerine göre bu sayı 18,6 kg'a yükselmiĢtir (FAO, 2012). FAO 

tarafından dünyada en hızlı büyüyen gıda sektörü su ürünleri yetiĢtiriciliği olarak 

bildirilmiĢtir (Vannuccini, 2004).  

Geleceğe yönelik beklentilerde su ürünlerine olan talebin 2030 yılına kadar 160 

milyon tona ulaĢacağı tahmin edilmektedir. Avcılık yoluyla sadece 80-90 milyon ton 

ihtiyaç karĢılanabilmektedir. Mevcut üretim ve kiĢi baĢına tüketim böyle devam 

ederse dünya genelinde yaklaĢık 20-30 milyon ton bir açık oluĢacağı tahmin 

edilmektedir (FAO,  2012). Türkiye’ de su ürünleri sektörü, 1984 yılından itibaren 

ortalama yıllık %11 ve üzerinde büyüme kaydederek, gıda ürünleri arasında en hızlı 

artıĢ ve geliĢim sağlayan sektör haline gelmiĢtir (Yazıcıoğlu, 2015). 

 

ġekil 1.1: Dünya’da 1970-2030 yılları arasında balık üretimi 

 

Ülkemizde balık yetiĢtiriciliğine bakıldığında, özellikle gökkuĢağı alabalığı 

yetiĢtiriciliği önemli bir yere sahiptir (Yılmaz ve diğ, 2008). YetiĢtirilen türler 

içerisinde ilk sırayı alabalık almaktadır (%52.52) ve üretimin %55.7’si iç sularda 

yapılmaktadır (Albayrak ve Özan, 2010; Ġnan ve Pınarkara, 2013). 
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GökkuĢağı alabalığının ülkemiz koĢullarında yetiĢtiricilik potansiyelinin oldukça 

fazla olması ve et kalitesinin çeĢitli iĢleme teknolojlerine uyarlanmasındaki 

kolaylıklar nedeniyle, faklı damak tadına sahip ürünler elde edilmesi mümkündür 

(Ünal, 1995; Gökoğlu, 2002). 

Tablo 1.1: GökkuĢağı Alabalığı Taksonomisi (Behnke, 2002). 

Kingdom Animalia 

Phylum Chordata 

Class Actinopterygii 

Order Salmoniformes 

Family Salmonidae 

Genus Oncorhynchus 

Species Oncorhynchus mykiss 

Son yıllarda dünya genelinde görülen geliĢmelere benzer Ģekilde, ülkemizde de doğal 

stoklardaki düĢüĢ ve avcılıktaki iniĢ-çıkıĢlar kültür balıkçılığında artıĢı zorunlu hale 

getirmiĢtir. Ürün artıĢıyla beraber maliyetlerin düĢürülmesi, verimin artırılması, 

çevrenin ve balık sağlığının korunması maksadıyla yürütülen çalıĢmalara hız 

kazandırılmıĢtır (Türe ve SavaĢ, 2010). 

Bununla birlikte, yakın zamanda yapılan araĢtırmalar hızlı geliĢim gösteren kültür 

balıkçılığının beraberinde bazı sorunları da ortaya çıkardığını göstermiĢtir. 

Dikkatsizce kullanılan ilaçlar ve kimyasal maddelere ek olarak atıkların usulüne 

uygun berteraf edilememesinden dolayı çevre kirliliği gibi sorunların dıĢında dirençli 

patojenlerin geliĢimini ve yeni hastalık problemlerini beraberinde getirmektedir. 

Kültür balıkçılığında enfeksiyöz (bakteri, virus, mantar ve parazit gibi) ve enfeksiyöz 

olmayan (noninfeksiyöz) su kalitesi, O2 yetersizliği ve amonyak gibi problemler 

ciddi balık ölümlerine neden olmaktadır. Bu kayıpların oluĢması beraberinde belli 

teĢhis ve tedavi masrafları orataya çıkararak, iĢletme verimliliğini sekteye 

uğratmaktadır ve sektörün ülke ekonomisine katkısını azaltmaktadır (Türe ve SavaĢ, 

2010). Kültür balıklarındaki bu büyük riskin yanında spesifik patojenlere karĢı 

balığın direncinin artırılmasına rağmen, diğer patojenlerden gerekli Ģekilde koruma 

sağlanamamaktadır. Buna karĢın, balığın doğal bağıĢıklığının geliĢtirilmesi ile geniĢ 

spektrumlu direnç sağlanabilir (Gopalakannan ve Arul, 2006). 
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1.2 Balıklarda BağıĢıklık Sistemi 

Memelilerin doğal savunma mekanizması hakkında birçok bilgi mevcuttur. Bu 

bilgiler, diğer omurgalılarla karĢılaĢtırıldığında hem anatomik hem de fonksiyonel 

yönden genel olarak benzemekle birlikte son yıllarda yapılan çalıĢmalara göre 

balıklarda farklı olduğu yönündedir (Dalmo ve diğ, 1997; Buonocore ve diğ, 2007). 

Balıklarda bağıĢıklık sistemi, vücudun enfeksiyona karĢı cevap oluĢturmasında ve 

enfeksiyonun ortaya çıkmasını engelleyen faktörlerin çoğunu kapsar (Aoki, 1992). 

Ġmmün sistemin temel fonksiyonu, hastalıklara neden olan mikroorganizmalara karĢı 

canlıyı korumaktır. Balıklardaki immün sistemin değiĢik yönleri ile ilgili birçok 

çalıĢma yapılmıĢtır (Watts ve diğ, 2001). Ġmmün sistem hücresel ve humoral 

faktörleri içeren, hem spesifik hem de spesifik olmayan savunma sistemlerinden 

oluĢur. Spesifik olmayan savunma sistemi balıkların bir parçasıdır ve yanıt geliĢimi 

için, bir antijen/patojen ile önceden temasa gerek yoktur (Ellis, 1988; Yano, 1996; 

Vadstein, 1997). 

Balıklar, patojenlerin istilasına karĢı kendilerini korumak için hem spesifik hem de 

spesifik olmayan mekanizmaları kullanırlar. Balıkların birincil non-spesifik savunma 

sistemleri, deri ve mukustur. Patojenler vücuda girdiği zaman, hücresel ve hümoral 

savunma sistemleri devreye girer. Fagositoz balıklarda; bakteriler, virüsler, parazitler 

de dahil olmak üzere patojenlere karĢı spesifik olmayan bağıĢıklığın temel 

aracılarından biridir. Bu savunma olayına karıĢı en önemli hücreler fagositlerdir 

(Dalmo ve diğ, 1997; Verlhac ve Gabaudan, 1999; Yano, 1996). Levreğin 

(Dicentrarchus labrax) böbrek hücrelerinde, patojenik bakteri (Aeromonas 

salmonicida) ve mantar (Candida albicans) ajanları tarafından uyarıldıktan sonra 

immün sistemi fagositik aktivite gerçekleĢtirmektedir (Savina ve Amigorena, 2007). 

GökkuĢağı alabalıklarında, Y. ruckeri enjeksiyonu sonrasında çok hızlı bir yangısal 

reaksiyon baĢladığı ve yangı bölgesine fazla miktarda fagositik hücre göçü olduğu 

gösterilmiĢtir (Evans, 1998). Ayrıca, balıklardaki mukusun içerisinde bulunan IgM 

(immünoglobülin M) ve antibiyotik özellikteki bazı maddeler epidermis ve 

dermisdeki salgı hücreleri tarafından salgılanmaktadır (Kearn, 1976). Ġmmün organ 

ve hücreler çoğunlukla aynı yapı ve iĢlevi gösterir. Fakat sıcakkanlıların aksine 

balıkların bağıĢıklık sistemi içinde yaĢadığı sucul ortamda ortaya çıkan sıcaklık, pH, 

tuzluluk, çözünmüĢ O2 miktarları gibi fiziksel ve kimyasal özelliklerden 

etkilenmektedir (Magnadottir, 2006). Doğal ve edinsel immünite olmak üzere iki tip 
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bağıĢıklık vardır. Doğal immünite, sistemin doğuĢtan kendinden olmayanı tanıyarak 

ve tehlike sinyallerini algılayarak, hastalığa neden olan patojenin protein 

yapılarından kurtulmak için harekete geçirdiği mekanizmadır. Doğal immünitenin 

bütün mekanizmaları, mikropları tanıyabilir ve tepki gösterirler, ancak enfeksiyona 

yol açmayan yabancı maddelere karĢı herhangi bir tepki vermezler (Arda ve diğ, 

2002). Antibakteriyel peptitler, lizozim, transferin, prostaglandinler (PGE2), 

sitokinler, kemokinler, lektinler ve toll–like reseptörleri (TLR) doğuĢtan immün 

cevap oluĢturan bazı moleküllerdir (Randelli ve diğ, 2008). 

Edinsel immünitenin hücreleri (lenfositler) ise mikropların üretmiĢ olduğu farklı 

maddeleri ve enfeksiyon oluĢturmayan molekülleri de tanıyan reseptörler taĢırlar. 

Edinsel immün yanıtlar, farklı tipteki mikroplara karĢı korunmak için özel 

mekanizmalar oluĢturur. Örneğin; antikorlar hücrenin dıĢında, T lenfositler ise hücre 

içerisinde yaĢayan mikropları yok ederler. Günümüze kadar balıklarda farklı edinsel 

immünite parametreleri tespit edilmiĢtir (Magnadottir, 2006). Hümoral ve hücresel 

immünite olarak adlandırılan iki tip edinsel immünite vardır (Abbas ve Lichtman, 

2007). Hümoral immünite, B lenfositlerin ürettiği antikor proteinler tarafından 

oluĢturulur ve hücre dıĢı mikrobik antijenleri tanır (Magnadottir ve diğ, 2005). 

Hücresel immünite ise T lenfositler aracılığıyla hücre içerisinde gerçekleĢir ve hücre 

içerisine yutulan mikropların ürettiği antijenleri tanırlar. Ġmmün sistemin en az bir 

milyar farklı antijeni ve antijen parçalarını birbirlerinden ayırt edebilme yeteneği 

mevcuttur (Akaylı, 2001). 

1.2.1 BağıĢıklık sisteminin regülatörleri: Sitokinler, Ġnterlökinler 

Sitokinler küçük moleküler ağırlıklı proteinler olup, interlökin (IL), kemokin, 

monokin ve büyüme faktörlerini içerir (Watanuki ve diğ, 2009). Bu proteinler 

arasındaki IL-1β, TNF-α, IL-8 ve tip I-IFN, doğal bağıĢıklık sistemine çok önemli 

ölçüde hizmet eder. Sitokinler, immun cevaplarda ve inflamatuvar iĢlemlerde önemli 

bir rol oynar (Sethi ve Hotamisligil, 1999). Aynı zamanda,  inflamatuar sürecin 

düzenlenmesinde ve baĢlatılmasında önemli bir role sahiptir (Aoki ve diğ, 

2008). Hem IL-1β  hem de TNF-α, inflamatuar yanıtı kolaylaĢtıran aynı zamanda 

azalmasında görev alan sitokinlerdir. TNF-α çeĢitli hücresel yanıtlarda, hücre 

çoğalmasında, diğer sitokinlerin farklılaĢmasında ve indüksiyon dahil olmak üzere 

önemli iken, IL-1β mikrobiyal iĢgale karĢı aracılık eder, otoimmün hastalıklar da 
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dahil olmak üzere doku hasarı ve immünolojik reaksiyonlar için yanıt olarak önemli 

bir rol oynar (Wei ve diğ, 2009). 

Ġmmün cevapta düzenleyici olarak bulunan balık sitokinleri çok az çalıĢılmıĢtır. 

Sitokinlerin önemli bir çoğunluğu teleostlarda (kemikli balıklar) aktiftir (Secombes, 

1996). Ancak memelilere kıyasla çok az veri mevcuttur (Holland ve diğ, 2002). 

Sitokin sinyallenmesi hücreler arası iletiĢim için gereklidir. Bunun yanında, birçok 

hücre tipinin aktivitesinin düzenlenmesinde, immün ve inflamatuar süreçlerin 

kontrolünde aynı zamanda da doğal ve bağıĢıklık immün cevapların oluĢumunu 

sağlar. Antijenik uyarımdan sonra, sitokin düzeylerindeki artıĢ efektör hücrelerinin 

aktivasyonu, B ve T hücre geliĢim ve farklılaĢması, inflamasyon gibi birçok 

iĢlemlere aracılık eder (Rogatsky ve Ivashkiv, 2006). 

Ġnterlökinler ise immün sistemin hücre içi regülasyonunu içeren sitokinlerin bir alt 

grubudur. 1977’de IL-1’in keĢfedilmesinden önce 40’dan fazla sitokin IL olarak 

tayin edilmiĢtir (Akdis ve diğ, 2011). Ġnterferonlar (IFN'ler), omurgalıların virüs 

enfeksiyonuna karĢı savunmasında önemli bir rol oynar ve hücrelerde antiviral bir 

durum sebep olduğunda salgılanır (Samuel, 2001). IFN ilk olarak, ısı ile inaktive 

influenza virüsü ile tedaviden sonra civciv hücreleri tarafından salınan bir antiviral 

madde olarak Isaacs ve Lındenmann tarafından seçildi ve keĢfedilmiĢ oldu (Isaacs ve 

Lindenmann, 1957). Ġlk IFN, insanda 1980 yılında IFN-a ve IFN-b olarak klonlandı 

(Taniguchi ve diğ, 1980). IFN benzeri aktivite balıkta en erken 1967 yılında 

tanımlandı. Ayrıca, double-stranded RNA (dsRNA) tedavisi ile birlikte ya da viral 

enfeksiyondan sonra balık türlerinin birçoğunun organ ve hücrelerinde ortaya 

çıkarıldı (Graham ve Secombes, 1990).  

IFN’nin iki ailesi (Tip I, Tip II) protein yapıları, gen sekansları ve fonsiyonel 

sekansların temeli üzerine ayırt edilmiĢtir (Pestka ve diğ, 2004). Tip I IFN’lar, klasik 

IFN- α / β’ları içerir. Birçok virüs tarafından hücrenin indüklenme Ģeklidir. Oysa, tip 

II IFN, IFN-g ile aynıdır. Aynı zamanda IL-18, mitojenler, antijenler ve interlökin-12 

(IL-12)’ye tepki olarak doğal öldürücü hücreler (NK hücreleri) ve T lenfositler 

tarafından üretilir (Vilcek ve Sen, 1996; Samuel, 2001). Balıklarda, interferon 

aktivitesiyle moleküller üretildiği bilinir (De Kinkelin ve Dorson, 1982). Diğer 

sitokinler ve düzenleyici moleküller, birçok interlökin içeren balıklarda rapor 

edilmiĢtir. Bunlar; (IL-6, IL-8, IL-10, IL- 12) ve Tumor Growth Factor (TGF)-β, ve 

interferon regulatory factor (IRF)-1’dir (Zou ve diğ, 2003; Collet ve diğ, 2003). Buna 
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göre, ilgili sitokinler omurgalılarda korunmuĢtur ve bu moleküllerin birçoğunun 

bütün hayvan gruplarında benzer roller gösterdiği anlaĢılmaktadır (Tort ve Balasch, 

2003). 

    1.2.1.1 TNF-α, IL-1β  

Ġmmün cevabın genel indikatörleri olan TNF-α, IL-1β; iki önemli proinflamatuvar 

sitokindir. Ayrıca, ifade düzeyleri genellikle inflamatuar bir yanıt olup olmadığının 

bir göstergesi olarak kabul edilir (Secombes, 2008; Secombes ve diğ, 2001). 

Ġnterlökin-1 (IL-1) ailesinin dört üyeye sahip olduğu bulunmuĢtur. Bunlar; IL-1α, IL-

1β, IL-1 reseptör antagonisti (IL-1ra) ve IL-18’dir (Dinarello, 1997). IL-1α, IL-1β 

%23 aminoasit benzerliği gösterir. Her ikisi de bir sinyal peptidi olmadan öncül 

moleküller için üretilebilir (Vigers ve diğ, 1997). Ġnterlökin-1β, temel olarak 

makrofajlar tarafından üretilen, kemikli balıklar ve kıkırdaklı balıkların yanısıra 

kuĢlar da dahil olmak üzere farklı hayvan grupları olan amfibiler ve memelilerde de 

karakterize edilmiĢtir (Secombes ve diğ, 2001).  Mikrobiyal saldırıya karĢı 

cevaplarda ve doku yaralanmasında önemli bir arabulucudur. Aynı zamanda, 

makrofajlar, NK hücreleri ve lenfositleri aktif hale getirerek diğer sitokinlerin 

salınmasını teĢvik edebilir ya da aktive lenfositler tarafından immün cevabı 

uyarabilir (Zou ve diğ, 1999; Low ve diğ, 2003). Ġnterlökin-1β, enfeksiyona bağlı 

cevaplarda inflamasyonun önemli bir düzenleyicisidir (Holland ve diğ, 2002). IL-1β, 

erken ifade olan proenflamatuar sitokinlerden biridir ve organizmada, enflamasyona 

yol açan reaksiyonların biyokimyasal tepkime dizisi olan kaskadları uyararak 

enfeksiyona hızlı cevap sağlar (Huising ve diğ, 2004). Bunun yanında, çeĢitli hücre 

tipleri tarafından üretilir. Bunlar, monositler, makrofajlar, T ve B lenfositler, 

fibroblastlar, epidermal ve epiteliyal hücreler tarafındandır (Oppenheim ve diğ, 

1986). 

Memeli olmayan canlılardan elde edilen ilk IL-1β, gökkuĢağı alabalığı IL-1β’nın 

tamamen kodlanan bölgelerinden sekanslanmıĢtır (Secombes ve diğ, 1997; Zou ve 

diğ, 1998). IL-1β’nın cDNA’sı 97 bp’lik 5’ kısa bir UTR ve 466 bp’lik 3’ UTR 

olmak üzere, 780 baz çiftlik ORF’ye sahiptir. Bu sonuçlar, genin ikincil yapısı 

içerisinde benzerlik göstermekle birlikte aynı zamanda tahmin edilen amino asit 

sekansının memeli IL-1β’ların aminoasit benzerliğine oranının % 49-56 arasında 

olduğunu göstermiĢtir (Lennard, 1995). GökkuĢağı alabalığında IL-1β geni, altı 
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ekzon ve beĢ introndan meydana gelir. Memelilerde bu oran yedi ekzona altı intron 

Ģeklindedir (Eisenberg ve diğ, 1991). IL-1β intronları memelilerden daha kısadır 

(Zou ve diğ, 1999). 

Tümör nekroz faktörü (TNF), normal ya da patolojik durumlar altında birçok 

enflamatuar ve immunolojik yanıtlarda önemli bir rol oynar. TNF; makrofajlar, 

monositler, lenfositler, mast hücreleri, astrositler ve memelilerde tümör hücreleri gibi 

çok çeĢitli hücre tipleri tarafından üretilir (Vassalli, 1992). Lipopolisakarit (LPS) ile 

uyarılan aktive makrofajlar, TNF-α’ nın en büyük kaynağıdır. (Aggarwal ve 

Natarajan, 1996). 

Balıklarda, TNF için klonlanmayla belirlenmiĢ ilk gen Japon dil balığında 

(Paralychthys olivaceus) bulunmuĢtur (Hirono ve diğ, 2000). Buna ilave olarak, 

gökkuĢağı alabalığı mRNA’sında TNF-α ile karakterize edilmiĢ ve bildirilmiĢtir 

(Laing ve diğ, 2001). Zou ve diğ. (2002) yılı çalıĢmalarında ise, iki farklı TNF’nin 

mevcut olduğunu kanıtlamıĢlardır. Bunlar TNF-1 ve TNF-2’dir. Önce TNF-2 sonra 

TNF-1 karakterize edilmiĢtir (Bobe ve Goetz,  2001; Laing ve diğ, 2001).  

TNF-α, bir anti-tümör ajan olarak belirlenen çeĢitli biyolojik etkileri olan bir pro-

inflamatuar sitokindir (Michaelsen ve diğ, 2000). TNF-α’nın yerel üretimi, yerel 

enfeksiyonları kontrol altına alma ve ortadan kaldırılmasında önemli bir rol alır 

(Ross ve diğ, 1985). Ancak serbest bırakılan TNF-α sistemik olarak, septik Ģokla 

ilgili bağlantılardan sorumludur (Di Carlo ve Fiore, 1958). TNF-α’nın ifadesi bu 

nedenle, transkripsiyonel, post-translasyonel ve translasyonal düzeyde sıkı bir 

Ģekilde düzenlenir (Michaelsen ve diğ, 2000). LPS gibi uyaranlara karĢı monositler 

ve makrofajlar, TNF-α’yı serbest bırakır. T hücreleri tarafından, TNF-α salınımı, T 

hücre reseptör aktivasyonu tarafından baĢlatılır. TNF-α’nın çeĢitli etkileri, iki 

reseptör olan TNFR1 ve TNFR2 tarafından gerçekleĢir (Michaelsen ve diğ, 2000). 

Sitokin üretiminde artıĢ, makrofajlar üzerinde TNF-α’nın etkisini içerir aynı zamanda 

anitimikrobiyal ve fagositik aktiviteyi arttırır. Endotel hücreleri, TNF-α’ya cevapta 

lökosit adezyon moleküllerini düzenler. Ayrıca TNF-α, hücre proliferasyonu, 

farklılaĢması ve ölümüne de katılmaktadır (Di Carlo ve Fiore, 1958). TNF-α’nın 

anti-tümör etkisi; tümör kan damarlarının zararı ve vücudun tümöre karĢı immün 

yanıtları aktivasyonunda bulunduğu, tümör hücrelerine karĢı doğrudan sitotoksisite 

kaynaklı olduğu ileri sürülmüĢtür (Michaelsen ve diğ, 2000).  
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TNF-α çeĢitli balık türlerinde klonlanmıĢtır (Garcia-Castillo ve diğ, 2002). Ayrıca, 

TNF’nin, protein aktivitesi gibi apoptozu teĢvik ettiği de gösterilmiĢtir (Qin ve diğ, 

2001). Bununla birlikte, balıklarda yapılan bazı çalıĢmalarda immun endokrin 

etkileĢimleri arasında TNF’nin önemli bir faktör olduğu bildirilmiĢtir (Lister ve van 

de Kraak, 2002). BağıĢıklık sisteminin yanısıra, balıkta TNF’nin biyolojik 

aktiviteleri ile ilgili çalıĢmalar hala yetersizdir.  

1.3 Ġmmünostimülan Maddeler  

Ġmmünostimulanlar, bağıĢıklık sistemini harekete geçirerek kuvvetlendiren, sentetik 

veya doğal bazlı maddelerdir. Bu bağıĢıklık uyarıcılar, spesifik olmayan savunma 

mekanizmalarını veya spesifik immün cevabı yükselten bir kimyasal madde, ilaç 

veya bitki yada bitkisel mamuller olarak nitelendirilebilir. Balık hastalıklarının 

kontrolü ve kültür balıkçılığında immünostimülanların kullanımı önemlidir. 

Ġmmünostimülan olarak bakteriyel bileĢikler, kimyasal ajanlar, polisakkaritler, 

bitkisel veya hayvansal ekstraktlar, besleyici maddeler ve sitokinler örnek olarak 

verilebilir. Birçok immünostimülant madde, doğal öldürücü (NK) hücreleri, lizozim 

ve balıklarda antikor oluĢumunu uyarabilir (Anderson ve Jeney, 1992b). 

Ġmmünostimülan, patojenlerin yıkımında da kullanılabilir. Bunları da, bazı 

enzimlerin üretiminde hücreleri aktifleĢtiren fagosit ve lenfositlerin hücre 

yüzeylerinde bulunan spesifik reseptörlere bağlanarak gerçekleĢtirir. Bunun yanında 

immünostimülanlar, bazı kimyasal taĢıyıcılar olan interferon, interlökinler ve 

kompleman proteinlerin üretimini de artırır. Sonrasında bu taĢıyıcılarda bağıĢıklık 

sisteminin diğer bireylerini uyararak T ve B lenfositlerin aktivitesinin artmasını 

sağlar (Kitao ve Yoshida, 1986). 

Balıkları birçok hastalıklardan korumak ve ölüm oranını azaltmak için 

immünostimülanlar kullanılsa da bütün hastalıklara karĢı korunma sağlanamaz 

(Altınterim, 2011). BağıĢıklık sistemini güçlendirmek, koruyucu önlemlerin en 

önemlisidir (Aoki, 1992). Ayrıca, akuakültürde hastalıkların tedavisinde maliyeti 

düĢürmekte, daha kaliteli ürünlerin elde edilmesini sağlamaktadır. 

Ġmmünostimülanlar, adjuvanlar (yardımcı maddeler) ve aĢılar balık kültürlerinde 

özellikle hastalık kayıpları için eĢsiz bir yaklaĢımdır (Douglas, 1992). AĢılar, su 

ürünleri yetiĢtiriciliğinde etkili olan profilaktik bir yöntemdir. Ancak, balıklarda 
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yüksek maliyetinin olması ve stres oluĢturması gibi dezavantajları vardır (Wang ve 

diğ, 2010).  

Balık yetiĢtiriciliğinde sınırlı veya zor uygulamalar yerine patojenlere karĢı daha iyi 

profilaktik ve terapötik önlemler tercih edilmektedir. Bu nedenle alternatif tekniklere 

ve uygulamalara ihtiyaç duyulmakta, bu yöndeki araĢtırma sayılarının da son yıllarda 

arttığı görülmektedir (Sakai, 1999). Akaukültürde ve özellikle balık yetiĢtiriciliğinde 

hastalıkların önlenmesi ve kontrolünde en umut verici yöntemlerden biri, balık 

immün sistemini güçlendirici etkisi olan immünostimülanların kullanılmasıdır 

(Sakai, 1999). BağıĢıklığı uyarıcı maddenin, aĢılamadaki bağıĢıklık sisteminin henüz 

tam geliĢmediği ve hastalık geliĢimine karĢı koruyuculuk sağlamadığı durumdan 

farklı bir etki mekanizması vardır. AĢılama iyi bir koruma sağlar, ancak etkisi belirli 

sürelerle sınırlıdır (Bednarska ve diğ, 2007).  

Canlıyı stres altında bırakan ve fiziksel metabolizmasını bozan sıcaklık ve diğer 

çevresel değiĢiklikler ile birlikte larvalardaki yem geçiĢleri, boylama ve benzeri gibi 

evrelerde parazit ve patojenik mikroorganizmalarının etkisi artıĢ gösterir. Bu 

dönemler bağıĢıklığın güçlü olması gerekmektedir. Bu nedenle, geliĢim evrelerinde 

enfeksiyonlara karĢı oldukça hassas olan canlılarda (karides ve deniz balığı larva 

dönemi, cinsel olgunlaĢma dönemi vb.) immünostimülanlar kullanılabilir 

(Magnadottir, 2006). 

Ġmmünostimülanların belirlenmiĢ çok çeĢitli faydaları mevcuttur (Magnadottir, 

2006). Bunlardan bazıları; 

- Canlıların genel performansını artırıcı ve enfeksiyon kaynaklı ölüm oranlarını 

azaltıcı etkiye sahiptir. 

- Patojenlerden kaynaklanan ölüm yüzdesinde düĢürücü etki sağlar. 

- Virüslerden kaynaklanan hastalıkları önler.  

- Parazitlere ve hastalıklara karĢı direnci yükseltir. 

- Yavru balıklarda ölüm oranını azaltır.  

- Antibiyotiklerle birlikte tedavi etme etkisini arttırıcı gibi çeĢitli yararları 

bulunmaktadır.  
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Fakat immünostimülanların tek baĢına tedavi edici etkisi bulunmaz. Bu bileĢikler 

temelde koruyucu olarak canlının genel savunma sistemini güçlendirir ve sonrasında 

da hastalık riskini azaltmak için kullanılır. 

Tablo 1.2: Ġmmunostimülanlarla tedavi edilen balıklarda görülen önemli cevaplar 

(Bricknell, 2005). 

Ġn Vivo Etkiler Ġn Vitro Etkiler 

Bakterilere karĢı çıkarak hayatta kalmayı 

arttırır. 

Deniz bitinin düĢük yerleĢimini içeren anti-

parazitik etkiler, 

Artan interferon düzeylerine ve viral 

enfeksiyona karĢı direnci geliĢtirir. 

Büyüme, 

AĢıyı takiben artan antibiyotik geliĢimi, 

Artan lizozim düzeyleri, 

Artan makrofaj aktivitesini içerenler, 

 Fagositozis, 

 Serbest radikal üretimi, 

 Enzim aktivitesi, 

 Göç aktivitesi, 

 Sitokinlerin üretimi, 

 NO üretimi, 

 Bakteriyel ölüm. 

Artan sitotoksisite, 

Artan lizozim aktivitesi, 

Artan sitokin indüksiyonu, 

Artan oksijen radikal indüksiyonu, 

Artan hücre çoğalması. 

 

Konakçıya veya vücuda yabancılık, stabilite, kimyasal ve yapısal karmaĢıklık, 

vücuda veriliĢ yolu ve immunojenin miktarı bağıĢıklık uyarıcılarda olması gereken 

özelliklerden bazılarıdır (Abbas ve Lichtman, 2007). Balıklarda immünostimülanlar 

vücuda veriliĢ biçimlerine göre; yeme karıĢtırarak ağız yoluyla, suya karıĢtırarak 

banyo Ģeklinde, enjeksiyon ya da balığın vücuduna sürme Ģeklinde farklılıklar 

gösterir (Altınterim, 2011). Balıklarda uygulama dozu ve yönteminin uyarıcı 

maddenin fonksiyonunda çok önemli olduğu belirtilmiĢtir (Sakai, 1999). Bunların 

haricinde, immünostimülanın etkinliğine yaĢ, immünolojik durum ve türler 

arasındaki farklılık da yansımaktadır (Mulero ve diğ, 1998). 

1.3.1 Balıklarda kullanılan immünostimülanlar  

Sakai (1999)’nin yapmıĢ olduğu deneyde; gökkuĢağı alabalığının solungaçlarına 

yapıĢarak balıklarda solunum güçlüğü ve ölüme sebep olan Loma salmonae’e karĢı 

β–1,3 ve β–1,6 glukan maddelerinin etkisini araĢtırmıĢ ve periton içi enjeksiyon ile 

verilen immünostimülanların balığın bu patojene karĢı bağıĢıklık sisteminin 

güçlendiğini ortaya çıkarmıĢtır. 
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Siwicki ve diğ. (1989)’da, gökkuĢağı alabalığında oksolinik asit (0, 1, 10 mg/kg), 

oksitetrasiklin (10 mg/kg), levamisol (5 mg/kg) ve Yersinia ruckeri O-antijen (100 

μg) uygulamasının spesifik ve spesifik olmayan immün yanıta etkilerini 

araĢtırmıĢlardır. Levamisol verilen grupta diğerlerine göre uyarılmıĢ spesifik 

olmayan savunmanın fazla olduğunu, oksolinik asit verilen grupta, spesifik immün 

yanıtın yüksek olduğunu, oksitetrasiklin uygulanan grupta ise her iki immün yanıtın 

düĢük olduğunu belirlemiĢlerdir.  

Kajita ve diğ. (1990)’da, gökkuĢağı alabalığına uyguladıkları levamisolün fagositik 

aktivite, kemiluminesens yanıt (CL) ve doğal öldürücü hücre aktivitesi (natural killer 

cell activity, NCA) ile Vibrio anguillarum’a karĢı oluĢan serum bakterisidal aktivitesi 

ve alternatif kompleman aktivasyonu yolağına (ACP) olan etkisini araĢtırmıĢlardır. 

Levamisol uygulandıktan sonra balıklarda fagositik aktivite kemiluminesens cevap, 

doğal öldürücü hücre aktivitesi ve alternatif yoldan kompleman aktivasyonunda artıĢ 

olduğunu, fakat serum bakterisidal aktivitesinde ise değiĢiklik olmadığını 

saptamıĢlardır. 

Siwicki ve diğ. (1990)’da, gökkuĢağı alabalığının dalak kesitlerine in-vitro olarak 

uygulanan üç farklı levamisol dozunun (5 μg/ml, 25 μg/ml, 50 μg/ml ) kombine 

olarak iki farklı Y.ruckeri O-antijen dozu (10 μg/dalak ve 100 μg/dalak) ve 100 μg 

DNP-Ficoll (dinitrophenol-Ficoll) verilmesi sonucunda, spesifik ve spesifik olmayan 

savunmayı arttıran en etkili levamisol dozunun 5 μg/ml olduğunu ve bu antijenlerin 

tek baĢlarına spesifik olmayan savunmayı uyardıklarını, 50 μg/ml ve 25 μg/ml 

levamisol seviyelerinin antijenle kombine uygulanmasının ise sinerjistik bir etki 

oluĢturduğunu tespit etmiĢlerdir. 

Günümüzde su ürünleri yetiĢtiriciliğinde, çok farklı immünostimülant maddeler 

kullanılmakta ve halen bu konudaki çalıĢmalar devam etmektedir (Sakai, 1999). 

Ancak, ulaĢabildiğimiz bilgiler içinde fungal metabolitlerin immünstimülan olarak 

balıklarda uygulandığı bir denemeye rastlanmamıĢtır. Bu tez çalıĢması kapsamında 

Ege kıyılarından toplanan süngerlerden izole edilen bir fungal özütün 

immünostimülant etkisi alabalığın immün sistemle iliĢkili genleri seviyesinde 

araĢtırılmıĢtır. 
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1.4 Sekonder Metabolitler  

Metabolik faaliyetler sonucu canlılarda oluĢan ürünlere metabolit adı verilir. 

Büyüme, geliĢme ve çoğalma için ihtiyaç olan maddeler primer metabolit adını 

alırken, logaritmik fazın sonunda üretilen, düĢük molekül ağırlıklığına sahip doğal 

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

metabolitler, farklı metabolik döngüler sonucunda oluĢur. Primer metabolizma 

ürünlerine oranla daha az miktarlarda sentezlenirler ve hücrede birikmiĢ olan 

bileĢiklerin hücreden uzaklaĢtırılmasını sağlar (Oskay, 2009; Topal ve diğ, 2000). 

Sekonder metabolitler önemli metabolitler olup, endüstriyel alanda da oldukça 

kullanılmaktadır. Bu metabolitlerin baĢlıca özellikleri Ģunlardır;  

 Sekonder metabolitler geliĢme ve çoğalma için gerekli olmayan bir özelliktedir.  

 Besiyerinin bileĢimine bağlı olarak ekstra büyüme Ģartlarında oluĢur.  

 Sıklıkla bir gruba bağlı olarak üretilir. Örnek olarak, Streptomyces’in bir türünün 

tek bir suĢunun, 30’un üzerinde ürünle alakalı olduğu bulunmuĢtur. Ancak 

bunlar, farklı antraksilin antibiyotikleridir. 

 Sekonder metabolitlerin yüksek üretimi çoğunlukla mümkün iken, genellikle 

primer metabolitlerin aynı ölçüde üretilmeleri mümkün değildir (Madigan ve 

diğ, 2003). 

Mikrobiyal sekonder metabolitler, günümüzde daha fazla sağlık, endüstri ve 

tarım alanlarında kullanılmaktadır (Robinson ve diğ, 2001). Genelde çok farklı 

yapılara sahiptirler ayrıca oluĢumları itibariyle de besinler, büyüme oranı, geri 

bildirim kontrol, enzim aktivasyonu ve enzim indüksiyonuyla düzenlenmiĢlerdir. 

Bakterilerde bulunan kromozomal DNA ve nadir olarak plasmid DNA daki 

genlerin kodları, sekonder metabolitlerin sentezini sağlar. Sekonder 

metabolizmaya nazaran primer metabolizma süreçleri hala tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır. Bundan dolayı, sekonder metabolitler; enzimoloji, kontrol ve 

farklılaĢma üzerine yapılan çalıĢmalarda araĢtırmacılara fırsatlar sunar (Demain, 

1998). 

Mikroorganizmalar vasıtasıyla polisakkaridler, antigenler, enzimler, antibiyotikler, 

ve zehirler gibi çok sayıda sekonder metabolit üretilebilmektedir (Schlegel, 1992; 

Demain, 1999). Sekonder metabolitler daha kararlı ürün oluĢturmaları ve daha az 
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enerji gereksinimlerine sahip olmalarından dolayı endüstri alanında kullanımları 

tercih edilmektedir (Demain, 1998). Ayrıca sekonder metabolitlerin seçiminde, 

suĢların endüstriyel kullanım alanları ve yüksek üretim kapasiteleri de önemlidir 

(Leisinger ve diğ, 1979). 

1.4.1 Antimikrobiyal etkili fungal metabolitler 

Günümüzde teknolojinin geliĢmesiyle birlikte özellikle moleküler biyoteknolojide 

funguslar üzerine yapılan çalıĢmalar artıĢ göstermektedir. Ayrıca, fonksiyonel olarak 

gen çalıĢmalarında da kullanılmaktadır (Akkara ve diğ, 2014) 

Ġnsanlar için birçok faydalı fungus türü endüstriyel ve ticari olarak üretilebilmektedir. 

Bunun yanında funguslardan elde edilen metabolitler de endüstriyel iĢlemlerde 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Seidl, 2006). Sekonder metabolit üretiminde 

bitkilere alternatif olarak funguslar ortaya çıkmıĢtır. Dünya genelinde fazla bir 

Ģekilde yayılım gösteren funguslar, besin döngüsünde, toprak formasyonunun 

oluĢmasında, bitkilere besin sağlamada ve atıkların kullanılabilir duruma gelmesinde 

büyük öneme sahip mikroorganizma topluluğu olarak gösterilir. Fungusların farklı 

yaĢam koĢullarına adaptasyon mekanizmaları geliĢmiĢtir ve biyoteknolojik önemi de 

gün geçtikçe artıĢ göstermektedir. Funguslardan elde edilen metabolitlerin ilk 

kullanımları arasında; Yunan doktorların etkisini bilmemelerine rağmen bazı 

enfeksiyon kaynaklı hastalıklara çare bulmak amacıyla funguslardan elde ettikleri 

özütleri kullanması gösterilmiĢtir (Harborne, 2001). Daha sonrasında, Aspergillus 

niger'den sitrik asit ve oksalik asit üretimi 1892-1893 yıllarında gerçekleĢmiĢtir. 

1900'lü yıllara gelindiğinde ise, Penicillium'dan elde edilen mikofenolik asidin organ 

nakillerinde kullanılması ile fungal metabolitlere karĢı olan ilgi daha da artmıĢtır. 

Sırasıyla yapılan bu buluĢlarda fumarik asit, kojik asit, penisillik asit, kinonlar gibi 

birçok metabolit funguslardan izole edilmiĢtir (Bentley, 2006). 1928 yılında 

Fleming'in Penicillium chrysogenum'dan (Penicillium notatum olarakta bilinir) 

penisilini keĢfetmesiyle "antibiyotik çağı" denilen dönem baĢlamıĢtır ve bu tarihten 

sonra da birçok fungus türünden yeni antibiyotikler keĢfedilmiĢtir (Fleming, 1929; 

Oskay ve Tamer, 2009). Metabolitlerin ayrıntılı olarak analiz edilmesi, 1950'li 

yıllarda spektroskopik yöntemlerin geliĢmesiyle baĢlanmıĢtır (Cantürk, 2015). 

1993-2001 yılları arasında antibakteriyel, antifungal, antitümor etki gösteren 

1500'den fazla fungal metabolit izole edilmiĢtir. Birçok fungus türünden 
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farmakolojik olarak çok önemli olan metabolitler son 40 yılda yapılan çalıĢmalarla 

elde edilmiĢtir. 2014 yılına kadar literatür çalıĢmalarından elde edilen sonuçlara göre, 

Penicillium cinsine ait 1338 ve Aspergillus cinsine ait 1984 adet sekonder metabolit 

izole edilmiĢtir. Sekonder metabolitlerin funguslarda ifade edilmeleri ve çeĢitliliği 

ıĢık, pH, sıcaklık, su aktivitesi, karbon ve azot kaynakları, demir açlığı gibi faktörlere 

bağlıdır. Farklı türler aynı metabolitleri izole edebilir ya da farklı metabolitler aynı 

türler tarafından üretilebilir (Frisvad, 2015). 

Sardaryan, (2002, 2004) yapmıĢ olduğu çalıĢmalarda, Penicillium oxalicum 

tarafından üretilen Arpink Red isimli kırmızı gıda boyası fungal orijinli gıda 

boyalarına örnektir. Gıda takviyesi olarak Arpink Red kullanılması kanseri önleyici 

etki göstermiĢtir. Gelecekte ise ekstrem ortamlardan izole edilen fungal sekonder 

metabolitlerin çok daha çeĢitli ve etkili maddelere kaynak oluĢturacağı düĢünülmekte 

ve önemli araĢtırma konuları arasında daha fazla yer bulacağı beklenmektedir 

(Cantürk, 2015). 

    1.5 Ġmmünostimülanların TNF-α, IL-1β Gen Expressiyonları Üzerine Etkileri 

Son yıllarda, geleneksel hastalık kontrollerine alternatif olarak patojenik 

mikroorganizmaları önlemek veya kontrol etmek için yararlı mikroorganizmaların 

kullanımına karĢı olan ilgi artmıĢtır (Dimitroglou ve diğ, 2011). Probiyotikler, 

konağın sağlığını yararlı olarak etkileyen Ģekilde uygulanabilir, bu da mikrobiyal 

yem takviyesi olarak tanımlanmıĢtır (Reid ve diğ, 2003).  

Yine son yıllarda balıktan izole edilen sitokin genleri karakterize edilerek kayda 

değer ilerleme elde edilmiĢtir (Secombes ve diğ, 2001). ÇalıĢmalarda ilerleme 

kaydedilen sitokinler, interlökin 1 beta (IL-1β), interlökin-8 (IL-8), tümör nekroz 

factor (TNF-α) ve anti-inflamatuar sitokin olan IL-10’dur (Mulder ve diğ, 2007). Bu 

uyarıcı ve engelleyici moleküller gökkuĢağı alabalığında çalıĢılan bağıĢıklık 

düzenleyici genlerde yaygın bir Ģekilde kullanılmıĢtır. Bu sitokinlerin bakteri 

kolonizasyonu veya iĢgaline cevaben konağın savunma mekanizmasına katkıda 

bulunduğu düĢünülmektedir (Kim ve Austin, 2006).  

Pérez-Sánchez ve arkadaĢlarının (2011) yılında yaptığı bir çalıĢmada, gökkuĢağı 

alabalığının böbrek ve bağırsağında L. garvieae patojenine karĢı probiyotikler 
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kullanılarak, dört sitokinin ifadesine (IL-1β, IL-8, IL10 ve TNF-α ) bakılmıĢtır. Bu 

çalıĢma sonunda, sitokin ifadelerinin yükseldiği görülmüĢtür.  

Reyes-Becerril ve arkadaĢlarının (2013) yılındaki çalıĢmasında, çipuranın (Sparus 

aurata) probiyotik ile zenginleĢtirilmiĢ yemlerle beslenmesiyle böbrek bağırsak 

dokusundan çıkan sonuçlarda immün genler üzerindeki inflamatuar etkilere 

bakılmıĢtır. Bu çalıĢmalarında, proinflamatuar sitokin genleri olan (aynı zamanda da 

inflamatuar markörleri olarak görev alan) IL-8 ve IL-1β seçilmiĢtir. Bildirilen 

deneme sonuçlarına göre, bakteriyal kolonizasyona ya da invazyona cevaplarda 

savunma mekanizmalarına katkıda bulunduğu belirtilmiĢtir. Bunun yanında, bu 

sitokinlerin artan ifadelerinin inflamatuar proseslerin düzenlemesiyle iliĢkili olduğu 

belirtilmiĢtir. 

Sazanlarla (Cyprinus carpio) yapılmıĢ olan bir çalıĢmada, bakteriyal sekonder 

metabolit verilen hastalandırılmıĢ balıkların kan değerlerinde ĠNOS ve IL-1β 

genlerindeki aktivite değiĢimlerine bakılmıĢtır (Wang ve diğ, 2010). Bu genlerin 

immün cevapta önemli derecede normalden daha fazla ifade olduğu bulunmuĢtur. 

Ayrıca, bazı kimyasal taĢıyıcıların (interferon, interlökinler ve kompleman 

proteinleri) üretimi immünostimülanlar tarafından arttırılır. Bu taĢıyıcılarda 

bağıĢıklık sisteminin diğer bireylerini uyardığında T ve B lenfositlerin aktivitesi 

artmıĢ olur (Kitao ve Yoshida, 1986). 

Balık immünolojisi hakkında yapılacak araĢtırmalar, daha sağlıklı balık üretimine ve 

balıkçılık sektörünün de geliĢmesine katkı sağlanacağı için teĢvik edilmektedir 

(Ocak, 2006). Karasal funguslarla yapılan sayısız çalıĢma fungal sekonder 

metabolitler için kaynak teĢkil etmektedir. Denizel funguslarla ilgili araĢtırmaların 

henüz baĢlangıç evrelerinde bulunması büyük bir kaynak ve potansiyelin denizlerde 

olduğunu göstermektedir. Sonuç olarak bu çalıĢmada fungal suĢlardan izole edilen ve 

antimikrobiyal/antioksidant özelliği bilinen bir metabolitin gökkuĢağı alabalığı 

bağıĢıklık sistemi üzerindeki bağıĢıklık düzenleyici etkilerinin belirlenmesine 

çalıĢılmıĢtır. Fungal metabolitlerin alabalıkların doğal bağıĢıklık yanıtını hücresel 

boyutta nasıl etkilediğini ve immün sistem ile iliĢkili TNF-α, IL-1β, β-actin ve EF1 

gen ekspresyonlarına etkileri moleküler tekniklerle tespit edilmeye ve 

değerlendirilmeye çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmaların tamamı balık sağlığının stratejik 

olarak geliĢtirilmesini amaçlayan sürdürülebilir akuakültür için fungus kaynaklı 
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doğal ürünlerin geliĢtirilmesine ve immünostimülant olarak kullanılmasına katkı 

sağlayacaktır. Ayrıca, bu araĢtırmayla, akuakültürde ortaya çıkabilecek sağlık 

sorunlarının önlenmesi hususunda denizel funguslardan elde edilen doğal 

immünostimülant özüt ve bileĢiklerinin kullanılabileceği bir ön çalıĢma olarak 

akademik ve giriĢimci paydaĢlara sunulmaktadır. 

1.6 Hipotez 

Balık yetiĢtiriciliğinin hız kazanmasıyla birlikte balık hastalıklarında da aynı ölçüde 

artıĢ olmuĢtur (Popp, 1980). 

Balıkların içerisinde yaĢamını sürdürdüğü su ortamları coğrafi, fiziksel, kimyasal ve 

biyotik açıdan çok sayıda ve türde patojenik veya patojenik olmayan 

mikroorganizmaların yaĢamasına ve geliĢmesine uygun bir ortam sağlar. Bundan 

dolayı, balıklar farklı birçok biyolojik ve mikrobiyal ajanlara maruz kalmakta ve 

hastalıklara yakalanmaktadırlar. Eğer çevresel koĢullardaki optimal değerlerde 

olumsuz değiĢimler oluĢur ve bu olumsuz koĢullar kısa süre içerisinde düzeltilmezse 

balık kayıplarında artıĢlar meydana gelebilir (Yonar ve Silici, 2010). 

Tatlı su balıkları arasında yetiĢtiriciliği yaygın olan tür gökkuĢağı alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss)’dır. Fakat çevresel koĢullarda oluĢan olumsuzluklar sonucu 

bakteriyel, fungal ve paraziter hastalıkların arttığı görülmekte ve çok fazla ölümlere 

bağlı ekonomik kayıplar oluĢmaktadır. Bundan dolayı, özellikle son yıllarda bu 

sıkıntıların ortadan kaldırmasına yönelik hem sentetik hem de doğal 

immünostimülanlar uygulanmaya baĢlanmıĢtır (Anderson, 1992a; Sakai, 1999). 

Ġmmünostimülan maddeler, balık metabolizmasını hastalıklara karĢı koruyucu etki 

oluĢturma yönünde uyarıcı yeteneğindedir (Yonar ve Silici, 2010; Kakuta, 1998; 

Dörücü ve diğ, 2005; Yonar ve diğ, 2011; Jagetia ve Aggarwal, 2007). 

Aynı zamanda bu veriler ıĢığında antimikrobiyal ve antioksidan etkili fungusların 

immünostimülant potansiyelinin olabileceği ve gökkuĢağı alabalığı (Oncorhynchus 

mykiss) immün sistemini olumlu yönde etkileyebileceği ve bu etkinin de moleküler 

seviyede tespit edebileceği hipotezine göre tez çalıĢması planlanmıĢtır. 
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2. MATERYAL VE METOT  

2.1 Materyaller 

    2.1.1 Kullanılan balık 

ÇalıĢmada kullanılan ortalama 60-70 gr ağırlığındaki gökkuĢağı alabalıkları  

(Oncorhynchus mykiss) Ġzmir Bergama ilçesinde yerleĢik özel bir alabalık 

çiftliğinden temin edilmiĢtir. Bu türün tercih edilmesinin nedenleri arasında ortama 

rahat adapte olması, yetiĢmesi için özel koĢullar gerektirmemesi, en fazla üretimi 

yapılan türlerden biri olması ve tüketiciler tarafından fazla tercih edilmesi sayılabilir. 

    2.1.2 Kullanılan araç ve gereçler 

Deneysel çalıĢmalar Ġzmir Katip Çelebi Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi Uygulama 

ve AraĢtırma biriminde bulunan kapalı devre tank sistemi ile Biyoteknoloji 

Laboratuvarı imkanlarından faydalanılmıĢtır. ÇalıĢma süresince kullanılan cihazlar 

aĢağıda listelenmiĢtir. 

1. Saf Su Cihazı; ÇalıĢmalarımızda reaksiyon karıĢımlarının hazırlanmasında 

distile ve nükleaz suyun sağlanması amacıyla kullanılmıĢtır. 

2. Mikrobiyolojik Emniyet Kabini; Gerek RNA, cDNA izolasyonu gerekse de 

diğer tüm deneysel aĢamaların steril koĢullarda gerçekleĢtirilmesi için 

kullanılmıĢtır. 

3. Mini Masa Üstü Santrifüj; Moleküler genetik çalıĢmalarda merkez kaç 

kuvveti ile çökeltilerin oluĢturulması amacıyla RNA izolasyonunda santrifüj 

aĢamasında kullanılmıĢtır. 

4. Hassas Terazi, (0,0000g); ÇalıĢmamızda kullanılan immünostimülanların 

tartımı için kullanılmıĢtır. 

5. Buz Makinesi/Scotsman AF80; Moleküler genetik çalıĢmalarda kullanılan 

kimyasallar için oda koĢullarında +4
 o
C ortamı oluĢturmak için kullanılmıĢtır. 
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6. Soğutmalı Santrifüj/Thermo Scientific MR 23i; Moleküler genetik 

çalıĢmalarda merkez kaç kuvveti ile çökeltilerin oluĢturulması amacıyla RNA 

izolasyonunda santrifüj aĢamasında kullanılmıĢtır. 

7. Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR Cihazı: Gen 

ekspresyonlarının analizi için kullanılmıĢtır. 

8. Roche Real Time PCR light Cycler 96 Gen ekspresyonlarının analizi için 

kullanılmıĢtır. 

9. Tek IĢınlı Spektrofotometre/Thermo Electron Corporation Nicolet 

Evolution100; DNA, RNA ve protein konsantrasyonları ve saflıklarının 

tespiti için yararlanılmıĢtır. 

10. Derin Dondurucu -86
o
C/Nuaire Glacier; RNA izolasyonundan önce 

dokuların saklanması için kullanılmıĢtır. 

11. -20
o
C Dondurucu; Numune ve analizlerde kullanılan hazır reaktifleri 

saklamada kullanılmıĢtır. 

12. +4
o
C Soğutucu; Solüsyon saklamak için yararlanılmıĢtır. 

13. Thermal Cycler (1x96 lık); cDNA amplifikasyonunda kullanılmıĢtır. 

14. pH metre/Hanna Ġnstruments HI 2211; Moleküler genetik çalıĢmalarında 

kullanılan solüsyonların Ph değerlerinin ölçümü için yararlanılmıĢtır. 

15. Homojenizatör; Gerekli durumlarda solüsyonlarda homojenizasyon 

sağlanması için kullanılmıĢtır. 

16. Dik Tip Otoklav; Pipet uçları, ependorf tüpleri, makas, bistüri vb. 

malzemelerin sterilizasyonunda kullanılmıĢtır. 

17. Mikrodalga Fırın; Elektroforez çalıĢmalarında kullanılan agarın 

hazırlanmasında kullanılmıĢtır. 

18. Elektroforez; Ara aĢamalarda, elde edilen ürünlerin kontrol edilmesi için 

kullanılmıĢtır. 

19. Elektroforez Güç Kaynağı; Elektroforez cihazının çalıĢması için gerekli 

voltaj ve amperi sağlamak için yararlanılmıĢtır. 

20. UV Görüntüleyici; Agaroz jel üzerinden DNA miktarının görüntülenmesi 

için kullanılmıĢtır. 

21. Vorteks; Moleküler çalıĢmalarda çözeltilerin karıĢtırılmasında kullanılmıĢtır. 

22. Etüv: Belirli bir sıcaklık isteyen kurutma ve inkübasyon iĢlemlerinde 

kullanılmıĢtır. 
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23. Ġnce Tabaka Kromatografi (ĠTK): Antioksidan aktivitenin kantitatif 

taranması için kullanıldı.  

 

2.1.3.Kullanılan Kimyasallar 

1. 2-Fenoksi-etanol (0.5 ml/lt): Bayıltma solüsyonu olarak kullanılmıĢtır. Tez 

kapsamında kullanılan balıklar üzerinde yapılan tüm iĢlemlerde, etik olarak 

balıklar bayıltılarak üzerinde çalıĢma yapılmıĢtır. 

2. Dimetil Sülfoksit (DMSO): Bazı fungal özütlerin enjeksiyon öncesinde 

solüsyon olarak hazırlanmasında homojen bir çözelti sağlamak amacıyla 

kullanılmıĢtır. 

3. Etanol: Fungal özütlerin enjeksiyon öncesinde solüsyon olarak 

hazırlanmasında homojen bir çözelti sağlamak amacıyla kullanılmıĢtır. 

4. %8.5 Fizyolojik Tuzlu Su (FTS): Kontrol balıklarına immünostimülant 

madde yerine enjekte edilmiĢtir. 

5. ButillenmiĢ Hidroksi Toluen (BHT): Sentetik antioksidandır. Fungusların 

antioksidan aktiviteleri serbest radikal temizleme yüzdeleri üzerinden BHT 

ile karĢılaĢtırılarak taranmıĢtır. 

6. Ekstraksiyon kimyasalları: Etil asetat 

7. Antioksidan kimyasalları: Antioksidan aktivitenin ölçümü için DPPH 

kullanıldı. 

2.1.4 Kullanılan kitler 

     ÇalıĢmalarda RNA izolasyonunda; 

 GeneAll marka  Hybrid-R
TM

 Blood RNA kiti, 

 cDNA için HyperScript™ First strand Synthesis Kit,  

 TaqMan® Real-Time PCR Master Mix, 

 Qiagen Mini Kit ,  

 Sybrgreen Real-Time PCR Master Mix kullanılmıĢtır. 
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2.2 Yöntem 

2.2.1 Deneme dizaynı 

Deneme öncesi Ġzmir Katip Çelebi Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi Uygulama 

AraĢtırma Birimindeki 500 lt’lik tanklara transfer edilen balıklar 1 ay adaptasyona 

tabi tutulmuĢtur. Suyun sıcaklığı ve oksijen değerleri her gün sabah ve akĢam 

ölçülerek kaydedilmiĢtir (12 ± 8 °C, Oksijen 6-8 mg). Suyun sürekli devir daimi ve 

hava sıcaklığına bağlı olarak tanktaki su sıcaklığını sabit tutmak için bir adet 

soğutucudan (Soğutma Kulesi) yararlanılmıĢtır. 

Özütün balıklarda immünostimülant etkilerinin incelenmesi amacıyla çalıĢmada  

1) Kontrol Grubu: Sadece 200 µl PBS 

2) Metabolit Deneme Grubu: 200 µl PBS’de çözdürülmüĢ özüt  

 

Tablo 2.1: Deneme dizaynı. 

 Uygulama 

zamanı (gün) 

Balık Sayısı 

(adet/grup) 

Deneme 1 

(2.7.2015) 

Deneme 2 

(10.7.2015) 

Deneme 3 

(19.8.2015) 

Deneme 4 

(20.4.2016) 

Kontrol 

0 (Enjeksiyon 1) 

10 

 
7 (Enjeksiyon 2) 

12 (Örneklem) n=5 balık örneklenen kan sayısı 

Metabolit 

0 (Enjeksiyon 1)  

7 (Enjeksiyon 2) 

12 (Örneklem) n=5 balık örneklenen kan sayısı 

 

2.2.2 Fungal özütler 

Tez çalıĢmasında immünostimülant madde olarak kullanılan 1.1.2a özütü Saroz 

körfezindeki Kömür Limanı istasyon bölgesinden toplanan Spirastrella cunctatrix 

süngeriyle birlikte yaĢayan ve P. atrovenetum olarak filogenetik tanımlaması yapılan 

fungustan elde edilmiĢtir. 

2.2.2.1 Süngerden fungus izolasyonu 

Toplanan sünger örnekleri yüzeylerindeki debrisin uzaklaĢtırılması için steril deniz 

suyu ile yıkanmıĢtır. Sünger örneklerinin dıĢ yüzey sterilizasyonu için etanol ile 

ikinci kez yıkama yapılmıĢtır. Yıkamadan sonra steril sargı bezi üzerine örnekler 

konularak kurutulmuĢtur. Sterilizasyonun ardından yine steril bıçaklarla örnekler 
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1cm x 1cm boyutlarında kesilerek izolasyon için hazırlanmıĢ malt ekstrakt agar (15 

g/litre malt ekstrakt, 20 g/litre agar, 1 litre doğal deniz suyu, pH 7.4-7.8) bulunan 

petrilere yerleĢtirilmiĢ ve petriler parafilmle sarılarak oda koĢularında inkübasyona 

bırakılmıĢtır.  Ġzolasyon aĢamasında ilk petrilere bakteriyel üremeyi baskılamak için 

gentamisin eklenmiĢtir (Kjer ve diğ, 2010). YaklaĢık iki haftalık inkübasyon 

süresince fungusların üremeleri takip edilerek, büyüme durumlarına ve morfolojik 

farklılıklarına göre funguslar temiz petrilere aktırılarak saflaĢtırılmıĢtır. 

2.2.2.2 Fermentasyon aĢaması 

Funguslardan metabolit eldesi için katı hal fermantasyonu yapılmıĢtır. Katı hal 

fermentasyonunda pirinç ortamı (1 L’lik erlenlere 100 gr pirinç ve 110 mL doğal 

deniz suyu) kullanılmıĢtır. Fermentasyon iĢlemi agar üzerinde büyüyen funguslardan 

bir parça alınıp üretim ortamlarına eklenerek baĢlatılmıĢ ve 30 gün boyunca devam 

ettirilmiĢtir (Kjer ve diğ, 2010; El-Neketi ve diğ, 2013). 

2.2.2.3 Özütleme aĢaması 

Katı hal fermentasyonunun yapıldığı ortam içeren erlenlere, üretim sonunda 200 mL 

etilasetat eklenmiĢtir. Ardından çalkalayarak karıĢtırılmıĢ ve bir gece bekletilmiĢtir. 

Gece boyu bekletilen örnekler filtre kâğıdı kullanılarak süzülmüĢtür. Özüt 40 ºC’de 

kurutularak ilerleyen denemeler için saklanmıĢtır (Kjer ve diğ, 2010).  

2.2.3 Biyoaktivite taraması 

Süngerlerden izole edilen fungusların antibakteriyal ve antioksidan aktiviteleri 

taranmıĢtır. 

2.2.3.1 Antibakteriyel aktivite  

Fungal özütlerin antibakteriyel aktivitesi disk difüzyon metodu ile yapılmıĢtır. Disk 

difüzyon metodu için L. garvieae, Y. ruckeri, V. anguillarium, V. salmoninarum 

patojenleri deneme öncesi aktif hale getirilerek 24 saatlik genç kültürleri ile 

çalıĢmalar yürütülmüĢtür. Aktivasyon için test bakterileri bir gün boyunca triptik soy 

agar ortamında canlandırılmıĢtır. 0.5 McFarland bulanıklık standardına göre 

hazırlanan test organizması steril eküvyon çubuk yardımıyla petrilerdeki, katı 

besiyerlerinin üzerine yayılarak ekimleri yapılmıĢtır. Aktivitesi incelenecek özütten 

toplamda 2 mg/disk olacak Ģekilde konsantrasyon hazırlanarak OXOID marka boĢ 

antibiyotik disklere 30 µl/disk emdirilmiĢ ve kontrol antibiyotiği (20 µg/disk 
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oksitetrasiklin) ile birlikte petrilere steril bir pens yardımıyla yerleĢtirilmiĢtir. Petriler 

inkübasyon öncesi 2 saat +4ºC’de özütlerin besiyerlerine daha iyi difüze olabilmeleri 

için bekletilmiĢtir. Ardından antimikrobiyal aktivitenin belirleneceği petriler 21ºC’de 

24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında 6 mm çapındaki kâğıt 

disklerin etrafındaki inhibisyon zonları ölçülerek antimikrobiyal aktivite 

değerlendirmeye alınmıĢtır (Clinical ve Laboratory Standards, 2002). 

2.2.3.2 Serbest radikal temizleme aktivitesi 

Fungal ekstrelerin DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl Hydrazi) radikalleri temizleme 

özelliği daha önce Blois (1958) ve Amarowicz ve diğ. (2000) tarafından yapılan 

çalıĢmalarda kullanılan yöntemler modifiye edilerek tespit edilmiĢtir. Funguslardan 

elde edilen özütlerden 20 - 2000 µg/ml (20, 40, 60, 80, 100, 500, 1000 ve 2000 

µg/ml) arasında değiĢen konsantrasyonlar oluĢturulmuĢtur. OluĢturulan 

konsantrasyonlar 1 ml % 0.004’ lük DPPH solüsyonu ile tamamlanarak 30 dakika 

karanlıkta inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda 517 nm dalga boyunda 

absorbansları ölçülmüĢ ve elde edilen absorbanslar ButillenmiĢ Hidroksi Toluen 

(BHT) standardına karĢı yüzdelik olarak değerlendirilmiĢtir. Azalan absorbans, 

geriye kalan DPPH miktarını serbest radikal temizleme aktivitesi olarak vermiĢtir. 

Her bir konsantrasyon 3 tekrarlı olacak Ģekilde hazırlanmıĢ ve sonuçlar tekerrürlerin 

ortalaması hesaplanarak verilmiĢtir. Hesaplama aĢağıdaki formüle göre yapılmıĢtır: 

% Radikal Temizleme Kapasitesi = [(KontrolABS – ÖrnekABS) / KontrolABS) x100 

Formülde; ABS = Absorbans 

2.2.4 Fungus türünün tanımlanması 

Yüksek antibakteriyel ve antioksidan aktiviteyi birlikte gösteren özütün filogenetik 

tanımlaması rDNA ITS (internal transcribed spacer) bölgesi dizi analizlerine dayalı 

olarak yapılmıĢtır. Kültüre alınan izolatlardan 100 mg hücre pelleti besiyeri 

yüzeyinden kürdan yardımıyla kazınarak alınmıĢ ve ticari fungus izolasyon kiti ile 

DNA izolasyonu yapılmıĢtır. Ġzolatın ITS bölgelerinin PCR amplifikasyonları ITS1 

(Forward, 5‟-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3‟) ve ITS4 (Reverse, 5‟-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3‟) evrensel primerler kullanılarak Termal Cycler 

cihazında gerçekleĢtirildi (White ve diğ, 1990). Polimeraz zincir reaksiyonları için 
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Hot Start Master Mix kullanılmıĢtır. Hazırlık aĢamasında, 50 µl çözelti için, 25 µl 

Hot Start Master Mix, 1 µl ITS1 primeri, 1 µl ITS4 primeri, 2 µl kalıp DNA ve 21 µl 

nükleaz içermeyen su kullanılmıĢtır. Polimeraz reaksiyon Ģartları, 95ºC’de 2dk (ön 

denatürasyon), 95ºC’de 1dk, 55ºC’de 1 dk, 72ºC’de 1dk (30 döngü) ve 72ºC’de 5dk 

olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen PCR ürünleri dizileme çalıĢması 

öncesinde PCR pürifikasyon kiti kullanılarak üretici firmanın önerdiği koĢullarda 

temizlenmiĢtir. ITS bölgelerinin dizilenmesi ve filogenetik analizleri ITS1 (Forward) 

ve ITS4 (Reverse) evrensel primerleri kullanılarak hizmet alımı ile Macrogen Inc. 

(Güney Kore) firması tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Sekans sonucu elde edilen dizi 

verisi PHYDIT programı ile manuel olarak birleĢtirilip, EzTaxon-e Server (Kim ve 

diğ, 2012)’da bulunan global hizalama algoritmaları kullanılarak en yakın akraba 

organizmalarla olan nükleotit benzerliği belirlenmiĢtir.  

2.2.5 Özütün balıklara verilmesi 

“1.1.2a” koduyla izole edilen P. atrovenetum özütü 40 mg/kg dozda karın içine 

enjekte edilmiĢtir. Özüt 200 µl PBS içerisinde çözdürülerek balıklara karıniçi 

enjeksiyon yoluyla ve 7 gün arayla 2 kez yapılmıĢtır. Enjeksiyon pelvik yüzgeç ile 

anüs ortasına abdominal bölgeye yapılmıĢtır. Balıklar enjeksiyon öncesinde etik 

kurallara uygun olarak 0.5 ml/L fenoksietanol solüsyonu ile bayıltılmıĢtır. Kontrol 

grubundaki balıklara aynı miktarda PBS enjeksiyonu uygulanmıĢtır. 

2.2.6 Balıklardan kan örneklerinin alınması 

Balıklara yapılan ikinci metabolit enjeksiyonundan 5 gün sonra her gruptan 5 balık 

olacak Ģekilde kan örneklemesi alınmıĢtır. Kan örnekleri Ģırınga (2 ml) yardımıyla 

balıkların kuyruk kısımlarından her balıktan 0.5-1.5 ml olacak Ģekilde EDTA’lı 

tüplerin içerisine toplanmıĢtır. Kan örnekleri ayrıca, sonradan yapılacak RNA 

izolasyonları için, örneklemeler bittikten sonra Trizol solüsyonu ya da RNA later 

içerisinde 7-15 gün +4 
o
C’de stoklanmıĢtır. Daha uzun süreli bekletmeler için ise 

örnekler RNA izolasyonu aĢamasına kadar -86
o
C’de muhafazaya alınmıĢtır.   

2.2.7 RNA izolasyonu 

RNA hassas bir molekül olup RNA izolasyonu aĢamalarının hepsi buz üzerinde 

yapılmıĢtır. Santrifüj basamakları soğutmalı santrifüjde ya da soğuk oda ortamında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Tez çalıĢmasında daha önceki literatür bilgileri ıĢığında kan 
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dokusu ile çalıĢılmıĢtır. Ancak kan dokusu hassas ve çalıĢması riskli bir dokudur. Bu 

nedenle kanın RNA later içerisinde izolasyona kadar muhafaza edildiğinde 

uygulanan RNA later solüsyonun protokolü takip edilerek izolasyona geçilmiĢtir. 

Kandan RNA izolasyonunda farklı kitlerden (Qiagen mini kit protokolü ve GeneALL 

Tech Mini Kit modifiye protokol) yararlanılmıĢtır. 

Kandan RNA İzolasyon Protokolü (Modifiye protokol) 

1. RNA later içerisindeki kan örneklerinden kan örnekleri 2 ml ependorf tüplerinde 

½ oranında PBS ile dilüe (100µl kan + 200 µl PBS) edilir. 

2. Pipetaj ile yavaĢça karıĢtırılıp, hücreleri parçalamamak için 1500 rpm 15 dakika 

soğutmalı santrifüjde santrifüj edilir. Tüplerden süpernant uzaklaĢtırılır. 

3. Hücre pelletlerin üzerine 600µl RTL +β-merkaptoetanol eklenir. (RTL ticari kitin 

içerisinde geliyor. β-merkaptoetanol ise, satın alınması gerekiyor. 1 ml RTL+ 10 

µl β-merkaptoetanol olacak Ģekilde bir stok hazırlanır.  

4. Kan dokusunda bu aĢamada santrifüj yapılmaz. Ancak doku ile çalıĢılıyorsa ticari 

izolasyon kitine göre istenilen hızda santrifüj yapmak gerekir. 

5. 4. Maddedeki ependorfun üzerine bir hacim kadar %70 etanol eklenir. 

6. Ependorf tüpündeki karıĢımdan 700µl spin kolonuna eklenir. 

7. Örnekler 10000 rpm 30 saniye santrifüf edilir. 

8. Spin kolonun toplama tüpündeki sıvı kısım dökülür. Ġstenilirse aynı toplama tüpü 

ile ya da yeni bir toplama tüpü kullanılır. 

9. 6. aĢama ependorfta kalan diğer sıvıda spin kolona eklenir. 

10. Spin kolon 10000 rpm’ de 30 saniye santrifüj edilir. 

11. Toplama tüpündeki sıvı uzaklaĢtırılır ve spin kolona 350 µl RW1 solüsyonu 

eklenir. 

12. Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifüj edilir. 

13. Toplama tüpündeki sıvı uzaklaĢtırılır ve gDNA uzaklaĢtırma aĢamasına geçilir. 

Bu aĢamada RapidOut DNA Removal Kit protokolüne göre yapılır. Herbir örnek 

için 10µl DNA + 70 µl RDD olacak Ģekilde bir ependorf DNAase stoğu 

hazırlanır ve örneklerin üzerine eklenir. ≥15 minimum oda koĢullarında beklenir. 

Biz bu süreci 30 dakika olarak tuttuk. 

14. 30 dakika oda koĢullarında DNAase ile bekletilen örneklere 12. aĢamadaki iĢlem 

aynen yapılır. Spin kolona 350 µl RW1 solüsyonu eklenir. 

15. Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifüj edilir. 



27 

 

16. Santrifüjden sonra toplama tüpündeki sıvı dökülür ve 500 µl RPE buffer ile 

etanol eklenir. (Kitin içerisinde sadece RPE olarak gelir. Kitte belirtildiği Ģekilde 

üzerine etanol eklenir. Etanol eklenen RPE solüsyonunun üzerindeki kutucuk 

iĢaretlenir ve izolasyonlarda kullanılır). 

17. Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifüj edilir. 

18. Toplama tüpündeki sıvı uzaklaĢtırılır ve spin kolona 500 µl %80 etanol eklenir. 

19. Spin kolon 10000 rpm 1 dak. santrifüj edilir. 

20. Toplama tüpündeki sıvı uzaklaĢtırılır ve bir kez daha 10000 rpm 1 dak. santrifüj 

edilir. 

21. Spin kolon steril bir ependorf tüpüne alınır ve üzerine 30-50 µl RNAase free 

water eklenir ve oda koĢullarında 1 dak. beklenir. 

22. Son olarak 10000 rpm 1 dak. santrifüj edilir. 

23. Ġzole edilen RNA ependorf tüp içerisinde saf olarak elde edilir. 

İzole Edilen RNA Konsantrasyon Ölçümü 

 Saf olarak elde edilen RNA örneklerinin hemen konsantrasyon miktarı 

ölçülecekse buz üzerinde daha sonra ölçüm yapılacaksa -20°C muhafaza edilir. 

 RNA konsantrasyonlarının ölçümü Nanodrop cihazında yapılır. 

 Öncelikle Nanodrop’ un bağlı olduğu bilgisayar açılır, Program baĢlatılır. 

 Programda ölçüm yapılacak nükleik asit, konsantrasyon birimi (µg/ µl) 

seçilmiĢtir. Konsantrasyon hesaplamalarında kolaylık olsun diye µg/ µl olarak 

seçtikten sonra ilk olarak cihaz kalibre edilmiĢtir. 

 Kalibrasyon için 1 µl RNAase free water cihaza okuma bölmesine dikkatlice 

konulurve kapağı kapatılarak blank butonuna basılır. 

 Örneklerin isimleri programa yazılıp sonrasında 1 µl alınarak okuma haznesine 

konulur ve ölçüm butonuna basılır. Kalibrasyondan sonra temiz bir peçete ile 

örnek konulan yer silinir. 

 Her bir örnekten sonra temiz bir peçete yarımıyla okuma bölmesi silinir. 

 Ölçümler tamamlandıktan sonra sonuçlar programdan rapor Ģekilde excell 

dosyası olarak kaydedilip USB’ ye kaydedilir ve gerekli yerlerde kullanılır. 
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2.2.8 cDNA sentezi 

cDNA sentezi için RNA konsantrasyonu hesaplanmıĢtır. 

  

RNA izolasyonu sonucunda elde ettiğimiz miktar üzerinden cDNA sentezi 

yapılmıĢtır. cDNA sentezi için 1 µg RNA gerekmektedir. Nanodrop analizinde 

ölçülen µg/µl konsantasyon kullanılarak cDNA için kullanılacak miktar (µl) 

belirlenmiĢtir. cDNA için toplamda 10 µl RNA solüsyonundan gerekmektedir. 

Hesaplamalar sonucunda eksik kalan miktar moleküler grade su ile tamamlanmıĢtır. 

cDNA Sentezi Protokolü 

1. RNA miktarı = 1µg RNA içeren solüsyondan 10 µl (Gerekli hesaplamalar ile 

hazırlanmıĢtır.) 

2. Primer DT = 3 µl eklenir. (Forward primer, Reverse primer) 

3. Toplam hacim 13 µl olan PCR tüpleri etiketleri yapıldıktan PCR cihazında 

70° C 2 dak. inkübe edilir. Ġnkübasyondan sonra örnekler hızla buz üzerine 

alınır. Buzun üzerinde 2 dak. inkübe edilir. 

4. Tüplere;  4 µl Buffer (Reaction Buffer Reverse AĠD) 

    2  µl DNTP’s 

    1 µl RevertAid TR (RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/ µl) 

eklenir. (ThermoScientif Catalog number: EP0441) 

5. PCR tüplerinde son hacim 20 µl olduktan sonra Termal Cycle cihazında 

cDNA sentezi için protokole uygun Ģekilde program kurulur. 

6. Tüpler cihaza yerleĢtirilir ve program baĢlatılır. 

7. cDNA sentezi için kurulan program: 42° C - 1 saat 

 45° C - 30 dakika 

 50° C - 30 dakika 

 90° C - 5 dakika 

 

Örnek hesaplama; 

RNA konsantrasyonu=0.329 µg/µl 

1 µl               0.329 µg 

x µl               1 µg            x=1/0.329=3.04 µl RNA solüsyonu 

Eklenecek H2O (µl) = 10-3.04=6.96 µl 
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2.2.9 Real-Time PCR  

Tez çalıĢması kapsamında, cDNA sentezi protokolüne göre sentezlenen örnekler ile 

Real-Time PCR (Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR) cihazında gen 

ekspresyonlarına bakılmıĢtır. 

Real Time PCR reaksiyonunda, cDNA sentezi tamamlanan örnekler ile hemen 

çalıĢılmayacaksa -20°C kaldırılmalıdır. Real-Time PCR reaksiyonlarında hangi cihaz 

ile çalıĢıldığı, kaçlık plate kullanıldığı ve kullanılan programların detayı, kullanılan 

boylar cihazın marka modeline göre değiĢiklik göstermektedir. Ancak reaksiyon 

Ģartları ve örnek karıĢımları birbirine benzemektedir. 

 Real Time PCR aĢamasında ilk basamak cihazın programının açılması ve 

deneme dizaynının programa aktarılması olmuĢtur. 

 Programda dizayn edilen deneme kaydedilmiĢ ve bir tanede çıktısı alınarak 

buna göre plate hazırlanmıĢtır. 

 Programda dizayn kısmı önemli olup program nasıl kodlandıysa örnekler 

ona göre hazırlanmalıdır. 

 

 

ġekil 2.1: RT-PCR plate deneme dizaynı 

 Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR Cihazı kullanılırken TaqMan 

Master Mix, son denemede Roche Real Time PCR light Cycler 96 

cihazında da Sybrgreen Master Mix kullanılmıĢtır. 

 Satın alınan primerler stok hacmine göre çalıĢmada kullanılacak Ģekilde 

primer solüsyonu hazırlanmıĢtır.  
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 Kullanılacak primer solüsyonundan her bir kuyucuğa 0.6 µl kullanılmıĢtır. 

 Real Time PCR plateleri hazırlanmadan önce eklenecek maddeler 

miktarları hesaplanarak karıĢım solüsyon hazırlanmıĢ ve bu karıĢımdan her 

bir kullanılacak kuyucuğa 8 µl olarak eklenmiĢtir. 

 

 Kullanılacak tüm kuyucuklara Real Time için gerekli mix. eklendikten 

sonra örneklerden 2 µl kuyucuklara eklenmiĢtir. 

 Programda dizayn edilen tabloya göre hazırlanan plate üzeri plate seal ile 

dikkatlice kapatılmıĢtır. Plate cihaza konulmadan önce 5-6 sn. santrifüj 

edilmiĢtir. 

 Santrifüjden sonra bilgisayarda deneme dizaynı ile birlikte yapılacak cycle 

ve diğer koĢullar belirlenerek kaydedilmiĢ ve komut dosyası cihazda 

çalıĢtırılmıĢtır.  

 Plate cihaza dikkatlice yerleĢtirilmiĢ ve program seçilerek baĢlatılmıĢtır. 
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Tablo 2.2: RT-PCR için kullanılan program. 

Ġnkübasyondan             90°C - 600 sn  

40 amplifikasyon  için   95°C - 10 sn     

  60°C - 10 sn 

  72°C - 10 sn *Ġlk kaydedilen sinyal 

Melting point                 95°C - 10 sn                   

  65°C - 60 sn 

                                                         97°C - 10 sn *Kaydedilen sinyal devamı  

Soğuma AĢaması 4.4°C / sn soğuma ile 97°C’den 4°C’ye soğur.     

 

Program sonlandıktan sonra tüm sonuçlar ana bilgisayardan program açılarak analize 

baĢlanmıĢtır. 

  Genlerin ekspresyon düzeyleri 2
^-(Target gene CT-Houskeeping gene CT)

 formülü ile 

hesaplanmıĢtır. 

2.2.10 Ġstatistiksel analiz 

Real Time PCR verilerinin düzenlenmesi, analizi ve grafiklerle gösterilmesi 

Microsoft Office Excel 2013 programına göre yapılmıĢtır. Aritmetik ortalama ve 

standart sapma olarak ifade edilen veriler ANOVA ile değerlendirilmiĢtir. Gen 

ekspresyonları ile ilgi değiĢim verilerinin istatistiki olarak önemlilik dereceleri 

(p<0.05) ve değerler arasındaki farklar SPSS programında Tukey testi ile yapılmıĢtır. 
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3. BULGULAR 

3.1 Fungusların Antimikrobiyal Aktiviteleri 

Süngerlerden izole edilen fungusların etil-asetat özütlerinin disk difüzyon sonuçları 

Tablo 3.1’ de verilmiĢtir. Bu sonuçlara göre en az bir balık patojenine karĢı 

oluĢturduğu 34.1 ± 2.5 mm’lik inhibisyon zonu ile 1.1.2a fungal özütünün çok 

yüksek antimikrobiyal aktivite potansiyelinin olabileceği görülmüĢtür. 

Tablo 3.1: Fungal özütlerin balık patojenlerine kaĢı disk difüzyon sonuçları, 

(inhibisyon zonu = mm). 

Fungal özütler L. garvieae Y. ruckeri V. anguillarum 
V. 

salmoninarum 

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  12±0.7  - - 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 antibiyotiği (20 μg/disc) 

 

3.2 Fungal Özütlerin Serbest Radikal Temizleme Aktiviteleri 

Fungusların antioksidan aktiviteleri serbest radikal temizleme yüzdeleri üzerinden 

BHT ile karĢılaĢtırılarak taranmıĢtır. Denemeler sonucunda ham özütlerin 20-2000 

µg/ml arasında değiĢen konsantrasyonlarda sırasıyla fungal izolat 1.7.3 (% 69.4-

96.6), P. atrovenetum (% 62.8-96.1) ve izolat 1.7.1 (% 60.8-95.2) özütleri BHT (% 

79-93.4) ile karĢılaĢtırıldığında benzeri antioksidan potansiyel göstermiĢlerdir 
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(p>0.05). Daha yüksek konsantrasyonlara çıkıldıkça BHT’ ye yakın antioksidan 

aktivite potansiyeli gösteren fungal suĢların sayısı artıĢ göstermiĢtir. Fungus 

özütlerinin antioksidan kapasite sonuçları BHT ile karĢılaĢtırmalı olarak Tablo 3.2’ 

de verilmiĢtir. BHT ile karĢılaĢtırıldığında, düĢük konsantrasyonlarda DPPH radikal 

temizleme kapasitesi %60 ve altında bulunan fungal izolatlar değerlendirmeye 

alınmamıĢtır. 

Tablo 3.2: Özütlerin serbest radikal temizleme aktiviteleri. 

 

 

Konsantrasyonlar (µg ml
-1

) 

20 40 60 80 100 500 1000 2000 

BHT (kontrol) 79 87.2 91.0 92.3 93.4 93.0 92.4 90.9 

Fungal özütler 

P. atrovenetum 

(112a) 
62.8 70.6 77.6 83.8 89.7 96.1 94.3 90.7 

1.7.1 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 53.5 

Diğer suĢlara göre düĢük konsantrasyonlarda daha az antioksidan 

potansiyeli gösterdiklerinden yüksek konsantrasyonlarda ölçmeye 

gerek duyulmamıĢtır. 

1.3.5a 49.2 

5.1.2c 52.2 

3.6.2 - 

3.3.1b - 

 

Yüksek antimikrobiyal aktivite potansiyeline sahip fungal izolat 1.1.2a aynı zamanda 

önemli bir antioksidan potansiyeli göstermiĢtir. Buna göre belirlenen bu fungus 

izolatında tür tanımlaması yapılmıĢtır. Yapılan tür tanımlaması sonucu, bu tez 

kapsamında immünostimülant madde olarak süngerden izole edilen P. atrovenetum 

fungusundan fermente edilerek üretilen özüt kullanılmıĢtır. 

 

3.3 RNA Ġzolasyonu ve cDNA Sentezi 

Tez kapsamında dört farklı zamanda dört deneme yapılarak metot geliĢtirilmeye 

çalıĢılmıĢtır. Ġlk üç denemede RNA izolasyonu ticari kitlere göre yapılmıĢ olup son 
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denemede ticari kit protokolü çalıĢma koĢullarına göre uyarlanmıĢtır. Son çalıĢmada, 

RNA örneklerinde genomik DNA’ yı uzaklaĢtırmak için ek olarak DNAase aĢaması 

eklenmiĢtir. Tablo 3.3’de yapılan tüm RNA izolasyonu konsantrasyonları µg/µl 

değerinde verilmiĢtir. Ayrıca, bir sonraki aĢama olan cDNA sentezi için kullanılacak 

1 µg RNA için solüsyondan kaç µl alınacağı ve üzerine kaç µl H2O ekleneceği 

hesabı yapılmıĢtır. Gruplar 3 tekrarlı olarak hazırlanmıĢ olup konsantrasyon değeri 

en yüksek olan grup ile çalıĢmaya devam edilmiĢtir.  

Tablo 3.3: RNA izolasyonu yapılan örneklerin miktarları (µg/µl). 

 

Denemeler Gruplar RNA  (µg/µl) 260/280 

cDNA için 

kullanılacak 

miktar (µl) 

Eklenecek 

H2O (µl) 

02.07.2015 Kontrol  0.329 2.08 3.04 6.96 

  Metabolit  0.301 2.03 3.32 6.68 

10.07.2015 
Kontrol 0.289 2.06 3.46 6.54 

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 

20.04.2016 
Kontrol 0.085 1.92 11.76 0 

Metabolit 0.171  1.91 5.85 4.2 

3.4 Real Time PCR için Metot Optimizasyonu 

ÇalıĢmanın ilk denemelerinde Real Time PCR aĢamasında TaqMan® Real-Time 

PCR Master Mixes ve housekeeping gen olarakta βeta-aktin kullanılmıĢtır. ġekil 

3.1’de görüldüğü gibi amplifikasyon pikleri verilen hedef genlerde tüm örneklerde 

çok sayıda tekrar eden kesikli birçok pik gözlemlenmiĢtir. Bu sonuçların genomik 

DNA kontaminasyonu, yanlıĢ primer tasarımı gibi sebeplerden kaynaklandığı 

öngürülmüĢtür. Bu nedenle denemeler ikinci kez tekrarlanarak RNA izolasyonuna 

DNAase aĢaması eklenmiĢtir. DNAase aĢaması örneklerdeki genomik DNA 

uzaklaĢtırmak için kullanılmıĢtır. Devam eden denemelerde Real Time PCR 

aĢamasında master mix değiĢikliğine gidilmemiĢtir. 
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ġekil 3.1: Real Time PCR optimizasyonunda hatalı amplifikasyon pikleri 

Ġkinci ve üçüncü denemelerde genomik DNA kaynaklanacak kontaminasyonların 

önüne geçmek için DNAase aĢaması RNA izolasyonuna eklenmiĢtir. Örneklere RNA 

aĢamasından sonra protokole uygun olarak cDNA sentezi yapılmıĢ ve TaqMan® 

Real-Time PCR Master Mix ile gen ekspresyonlarına bakılmıĢtır. Tablo 3.5’de 

görüldüğü gibi houskeeping gen eksprese olurken hedef genlerin ekspresyonları 

hesaplanamamıĢtır. Bu deneme dizisi bir sonraki deneme için yeniden primer 

tasarımını zorunlu kılmıĢtır. Yeni primer tasarımı ile birlikte TaqMan® Real-Time 

PCR Master Mix ekonomik olarak daha uygun olan Sybrgreen Real-Time PCR 

Master Mix kullanımına karar verilmiĢtir (Tablo 3.4). Ayrıca bu deneme dizisi bize 

ilk deneme dizisinde genomik DNA kontaminasyonu olduğunu ve aynı zamanda 

primer tasarımının yanlıĢ olduğunu göstermiĢtir. 
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Tablo 3.4: Real Time PCR optimizasyonunda denenen primerler 

 

Gen  Forward Reverse Uzunluk Genbank  

TNF-α TCTCCCTCAGATACCCACCA CTAGCCCACGAGACATTTGC 20 baz AJ278085 

IL-1β ATTGCCAACCTCATCATCGC TCTTCCACAGCACTCTCCAG 20 baz AJ223954.1 

Beta 

Aktin 
TATGTGCAAAGCCGGATTG CACGTAGCTGTCTTTCTGGC 20 baz AF157514 

 

 

Tablo 3.5: Real Time PCR optimizasyonunda Beta-aktin denemesi 

 

3.5 Real-Time PCR 

Dördüncü denemede, ilk çalıĢmalarda kan örneklerinden yüksek konsantrasyonda 

RNA izolasyonu elde etmek için kullanılan ticari RNA izolasyon kiti çalıĢmaya 

uygun hale getirilmiĢtir. Genomik DNA’yı örneklerden uzaklaĢtırmak için DNAase 

aĢaması eklenmiĢtir. GökkuĢağı alabalıklarında ekspresyon düzeyleri çok iyi 

belirlenmiĢ olan EF (elongation factor) geni housekeeping gen olarak seçilmiĢ ve β-

aktin yerine kullanılmıĢtır. Real Time PCR Master Mix olarak daha ekonomik olan 

ve TaqMan master mix ile hemen hemen aynı sonuçları veren Sybrgreen Master Mix 

ile devam edilmiĢtir. Hedef genler için primerler PRIMER 3 programı kullanılarak 

tasarlanmıĢtır. NCBI gen bank sitesinden genin tüm sekansı kopyalanarak PRIMER 

3 programına yapıĢtırılmıĢtır. Programın otomatik olarak tasarladığı ve önerdiği 

primer setleri sipariĢ edilmiĢ ve satın alma gerçekleĢtirildikten sonra PCR 

çalıĢmasına baĢlanmıĢtır. Bu değiĢikliklerden sonra elde edilen RT-PCR sonuçları 

diğer sayfada verilmiĢtir (Tablo 3.6). 

Örnekler 

 

Gen Adı Cт 

Cт 

Ort. 

Cт 

SD 

CT EĢik 

Değeri 

Kontrol Housekeeping Beta-aktin 38.91 38.91 
 

0.02 

Kontrol Hedef gen TNF-α Tanımlanamadı 

 Kontrol Hedef gen IL-1β Tanımlanamadı 

Metabolit Housekeeping Beta-aktin 36.54 35.87 0.59 0.02 

Metabolit Hedef gen TNF-α Tanımlanamadı 

 Metabolit Hedef gen IL-1β Tanımlanamadı 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3805830
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Tablo 3.6: Son çalıĢma için PRIMER 3 programında tasarlanan primerler 

 

 

Gen Primerler 

Housekeeping 
EF Forward GATCCAGAAGGAGGTCACCA 

EF Reverse TTACGTTCGACCTTCCATCC 

Hedef Gen 

TNF-α Forward CCACACACTGGGCTCTTCTT 

TNF-α Reverse GTCCGAATAGCGCCAAATAA 

IL1b Forward GACATGGTGCGTTTCCTTTT 

IL1b Reverse ACCGGTTTGGTGTAGTCCTG 

 

3.5.1 Melting Point Grafikleri 

RT-PCR sonuçları Cq (quantification cycle value) sayısal değerler ile 

hesaplanabildiği gibi melting point grafikleri ile de yorumlanabilir. RT-PCR’de 

melting point analizleri RNA örneklerinde genomik DNA kontaminasyonu, gen 

ekspresyonu sonuçlarının analizini etkileyen primer-dimerler ve farklı splice 

formlarının neden olduğu sonuçların ortaya konulması açısından önemlidir (Ririe ve 

diğ, 1997).  

EF housekeeping geni (1a), TNF-α (1b) ve IL-1β (1c) hedef geninin kontrol 

grubunun melting point grafiği ġekil 3.2’deki gibi gözlemlenmiĢtir. Her iki tekrarda 

pikler tek olup RNA örneklerinin temiz ve cDNA sentezinin baĢarılı olduğunu 

göstermektedir. EF housekeeping geni (1α) 78-81°C aralığında genin farklı 

exonlarının amplikonundan kaynaklandığı düĢünülen çok küçük bir pik 

gözlemlenmiĢtir. Ancak bu pik çalıĢma sonuçlarının analizini etkilememektedir. 

TNF-α (1b) ve IL-1β (1c) hedef genlerinin melting point grafikleri temiz bir RNA 

izolasyonu, baĢarılı bir cDNA sentezi ve doğru primer seçimi olduğunu 

göstermektedir. 

EF housekeeping geni (2a), TNF-α (2b) ve IL-1β (2c) hedef geninin metabolit 

verilen grubunun melting point grafiği ġekil 3.3’de ki gibi gözlemlenmiĢtir. Genel 

olarak sonuçları etkileyen bir kontaminasyon gözlenmemiĢtir. TNF-α (2b) geninin 

her iki tekrarında 80°C aralığında genin farklı exonlarının amplikonundan 

kaynaklandığı düĢünülen çok küçük bir pik gözlemlenmiĢtir. Ancak bu pik çalıĢma 

sonuçlarının analizini etkilememiĢtir. 
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ġekil 3.2: EF (1a), TNF-α (1b) ve IL-1β (1c) genlerinin kontrol 

grubundaki melting point grafiği 

 

ġekil 3.3: EF (2a), TNF-α (2b) ve IL-1β (2c) metabolit verilen gruptaki                                       

melting point grafiği 
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3.5.2 Cq değerlerine göre analiz sonuçları 

Gen ekspresyonları için EF housekeeping gen, TNF-α ve IL-1β hedef genleri iki 

tekrarlı olarak hazırlanmıĢ ve analizleri yapılmıĢtır. Genlerin eksprese pik aralıkları 

ve ortalamaları Tablo 3.7’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.7: Gen ekspresyon oranları ve ortalamaları. 

 

Gruplar Gen 

 

1.Tekrar 2.Tekrar Cq Değeri 

Kontrol EF 
Housekeeping 

23.53 23.80 23.67 

Metabolite EF 21.89 22.00 21.95 

Kontrol TNF-α 

Hedef Gen 

28.67 29.28 28.98 

Metabolite TNF-α 22.30 22.57 22.44 

Kontrol IL-1β 29.13 29.29 29.21 

Metabolite IL-1β 24.37 24.03 24.20 

 

Genlerin ekspresyonlarının hesaplanmasında Cq değeri kullanılmıĢtır. RT-PCR 

programlarında gen ekspresyonlarının eĢik değerlerini sayısal olarak Cq değeri 

olarak ifade edilmektedir. Tablo 3.7’de hesaplanan ortalama Cq değerleri ile hedef 

genlerin ekspresyonu 2^-(Hedef gen Cq -Housekeeping gen Cq) formülü ile 

hesaplanmıĢtır (Tablo 3.8).  

 

Tablo 3.8: Hedef genlerin ekspresyon değerlerinin hesaplanması. 

 

  

Cq Değeri (Ortalama 

Tekrar)  2^-(Hedef gen Cq -Housekeeping gen Cq) 

  EF TNF-α TNF-α 

Kontrol 23.67 28.98 0.02521 

Metabolit 21.95 22.44 0.71203 

 

EF IL-1β IL-1β 

Kontrol 23.67 29.21 0.02149 

Metabolit 21.95 24.2 0.21022 

 

Housekeeping gene karĢı hesaplanan TNF-α ve IL-1β hedef genlerin kontrol grubu 

ile metabolit karĢılaĢtırması yapıldığında metabolit verilen balıkların gen 

ekspresyonlarında belirgin bir artıĢ olduğu ġekil 3.4’ deki grafikte belirgin olarak 

görülmektedir.  
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ġekil 3.4: Hedef genlerin kontrol ve metabolit verilen 

gruplardaki ifadeleri 

TNF-α ve IL-1β genlerinin hem kontrol grubu hem de metabolit grubunda 

ekspresyon seviyeleri ġekil 3.5’de bir arada verilmiĢtir. Burada görüldüğü gibi 

metabolit verilen grupta ekspresyon seviyesi kontrol grubuna göre TNF-α geninde 

yaklaĢık olarak 36 kat, IL-1β geninde yaklaĢık olarak 11 kat artıĢ göstermiĢtir. Her 

iki gen karĢılaĢtırıldığında metabolit (P. atrovenetum özütü) verilen gruptaki TNF-α 

ekspresyonu, IL-1β ekspresyonuna göre çok daha yüksek olmuĢtur.  

 

 

ġekil 3.5: Metabolitin hedef gen ifadelerine olan farklı etkisi 
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4. TARTIġMA 

Bu tezin amacı süngerlerden izole edilerek kültüre alınan funguslardan elde edilen 

kültür özütlerinin gökkuĢağı alabalığına enjeksiyonuna yanıt olarak bağıĢıklıkla 

iliĢkili IL-1β ve TNF-α gen expresyonlarının çalıĢılmasıdır. Kan örneklerinin 

alınması basit bir prosedür olup alınan örneklerden mRNA izolasyonu yapılmıĢtır. 

Genel olarak izole edilen mRNA’nın yüksek kalitede olması ve PCR’dan elde edilen 

sonuçlar uygulanan metotların bu çalıĢmanın hedeflerine ulaĢmak için yeterli 

olduğunu göstermektedir. Sonuçların geçerliliğini tam anlamıyla sağlamanın ve 

güvenilirliği artırmanın bir yolu üç balıktan daha fazla paralel kullanmaktır ki bu 

çalıĢmada uygulanmıĢtır. Fazla örnekleme ile en düĢük ve en yüksek değerlerin 

hesaplamadan çıkarılması mümkün olacağından denemede kullanılan özütün 

immünostimülant kapasitesi daha iyi temsil edilecektir. Bu verilere göre ġekil 3.4’de 

görüldüğü üzere balıklara enjekte edilen fungal özütün, her iki TNF-α ve IL-1β 

genlerinin transkripsiyonunu güçlü bir Ģekilde teĢvik ettiği kanıtlanmıĢtır. Ham özüt 

verildiği düĢünüldüğünde, elde edilen sonuçların oldukça dikkat çekici olduğu 

söylenebilir. Ham özütlerin fraksiyonlara ayrıldığında bazı fraksiyonların 

biyoaktivitesinin ham özüte göre daha etkili olabileceği daha önceki çalıĢmalardan 

bilinmektedir (Agarwal ve diğ, 2000; Dellai ve diğ, 2010; Gao ve diğ, 2013). 

Dolayısıyla çalıĢılan fungal özütün saf bileĢiklere ayrılmasıyla daha etkili bileĢik 

veya molekülün bulunması mümkün olabilir. Bu nedenle elde edilen bu sonuçlar ileri 

basamaklara geçmek için fungusun immünostimülant potansiyelini göstermek 

açısından oldukça önemli deliller sunmaktadır. 

Gıda güvenliği ve insan sağlığının korunmasına günümüzde daha çok ihtiyaç 

duyulduğundan kimyasallara olan hassasiyetler de artmıĢtır. Tarımda korunma ve 

tedavi amacıyla bilinçsizce kullanılan ilaçlar ve kimyasallar dirençli bakterilerin 

oluĢması yanında ekonomik kayıplar artmakta çalıĢanların ve tüketicilerin sağlığı 

etkilenmektedir (Sapkota ve diğ, 2008). Son yıllarda ilaç kullanımın çevresel 

etkilerinden dolayı yeni doğal ürün araĢtırmalarına önem verilmiĢtir. Bu tez 
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konusuyla, kültür alabalık (Oncorhynchus mykiss) üretiminin doğaya ve canlılara 

olan etkilerinin fungal metabolitlerden elde edilen immün uyarıcılar ile 

azaltılabileceği öngörülmektedir. DüĢük konsantrasyonlarda daha etkili, doğal ve 

yeni molekül yapılara sahip, olabildiğince az kimyasal değiĢime uğratılarak 

kullanılabilecek moleküllerin araĢtırılması önemli bulunmaktadır (Zhang ve Demain, 

2005). Bu anlamda alglerin, süngerlerin, mangrove ağaç özütlerinin ve bitkisel 

bileĢiklerin antimikrobiyal olarak kullanıldığı bilinmektedir (Selvin ve Lipton, 2004; 

Bansemir ve diğ, 2006; Harikrishnan ve diğ, 2011; Sudheer ve diğ, 2011; Özkaya ve 

diğ, 2013). 

Türkiye’de akuakültür üretiminin yarısını kültür alabalığı oluĢturmaktadır ve son 

yıllarda bu üretimde Avrupa’da ilk sırada yer almaktadır. Ülkemizde ve dünya 

genelinde büyük öneme ve üretim miktarlarına sahip olması ve dolayısıyla araĢtırma 

sonuçlarının uygulanmasında geniĢ bir potansiyel oluĢturmasından dolayı hedef 

organizma GökkuĢağı Alabalığı olarak belirlenmiĢtir. Bu seçimde salmonid ailesinin 

büyüklüğü ile türlerinin kültür balığı olarak dünya ve Türkiye açısından ticari 

öneminin etkisi de büyük olmuĢtur.  

Son yıllarda tarımsal faaliyetlerde ve hayvancılıkta olduğu gibi akuakültürde yoğun 

üretimlere geçilmesiyle birlikte balıklarda immünostimülant kullanımına yönelik 

ihtiyaç ve talep giderek daha çok artmaktadır (Sarker ve diğ, 2006; Yin ve diğ, 

2006). Sıcaklık, ıĢık ve su kalitesi gibi çevresel faktörler balıkları bütün geliĢim 

dönemleri süresince oldukça geniĢ ölçüde etkilemektedir (Kjørsvik ve diğ, 2004). 

Ayrıca, patojenlerin üremesi için sudaki yetiĢtiricilik ortamları karadakilere oranla 

çok daha elveriĢlidir ve balıklar larvadan pazar boyuna kadar bu patojenlere maruz 

kalırlar (Korsnes ve diğ, 2006). Belirli bir patojene karĢı balık direncini artırmak 

diğer patojenlere karĢı koruma sağlamadığından kültür balıkçılığı bu çok sayıdaki 

farklı patojenlere karĢı savunmasızdır (Wu ve diğ, 2012). Bunun yanında, erken 

dönemde baĢta larvalar olmak üzere bağıĢıklık sistemi tam geliĢmemiĢken veya 

ileriki yaĢlarda direncin zayıf düĢtüğü zamanlarda balıklar patojenlere karĢı hassas 

durumdadırlar. Buna karĢın balıklarda doğal bağıĢıklık sisteminin güçlendirilmesiyle 

enfeksiyonlara karĢı geniĢ spektrumlu direnç sağlanabilir. Bu yöntemin kültür 

balıkçılığında sağlıklı balık üretiminin geliĢtirilmesinde kullanıldığı ve baĢarılı 

sonuçlar alındığı bilinmektedir (Gopalakannan ve Arul, 2006). Bu amaçla 

günümüzde birçok çiftlik ve kuluçkahaneler viral, bakteriyal, parazitel ve fungal 
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hastalıkları önlemek için antibiyotikler (profilaktik), aĢılar ve kemoterapötik ajanlar 

yanında immünostimülant etkili bileĢikler de kullanmaktadırlar (Anderson, 1992a; 

Dügenci ve diğ, 2003). Ticari immünostimülanların elde edildikleri kaynaklar 

bakteriler, bitkiler ve alglerden türetilenler, hayvanlardan türetilenler, 

immünostimülant olan besinsel faktörler ve hormonlar/sitokininlerdir (Sakai, 1999). 

Bitkisel kökenli sekonder metabolitlerin (Goyal ve Maheshwari, 2012) yanında 

bakteriyel hücre duvarından elde edilen bileĢiklerin varlığı uzun yıllardır 

bilinmektedir (Nikl ve diğ, 1993; Kodama ve diğ, 1993; Matsuo ve Miyazano, 1993; 

Solem ve diğ, 1995; Meena ve diğ, 2013). 

Ġmmünostimulantların akuakültürdeki yararlı kullanımına rağmen mevcut maya 

kökenli ticari formulasyon ürünler β1-3, β1-6 glukanlarda olduğu gibi oldukça 

sınırlıdır ve Macroguard markası altındaki (Immersion Grade, AquaSol gibi) ürünler 

bunlara örnek verilebilir (Bricknell ve Dalmo, 2005). Diğer bir baĢarılı ticari 

immünostimülant olarak aljinat ve polisakkarit içeriği zengin alg unu kökenli 

Ergosan sayılabilir. Tek doz 1 mg Ergosan alabalıklarda enjeksiyondan bir gün sonra 

nötrofil oranını çoğaltmıĢ, fagositoz düzeyini ve interleukin-1β (IL-1β), interleukin-8 

(IL-8) ve peritoneal lökositlerde TNF-α ifadelerini artırdığı bildirilmiĢtir (Peddie ve 

diğ, 2002). Ancak bu bileĢiklerin bütün hastalıklara karĢı etkili olamayacağı da 

önemle vurgulanmaktadır (Sakai, 1999). Bu duruma bağlı olarak, ilgili araĢtırmalar 

artarak devam etmekte ve günümüzde bilim dünyası mevcut kaynaklar yerine 

çoğunlukla mikrobiyal kaynaklı sekonder metabolitlerin biyoaktif bileĢenleri 

üzerinde yoğunlaĢmıĢtır (Wang ve diğ, 2010).  

Balık hastalıklarının önlenmesinde ve kültür balıkçılığında doğal immünostimülant 

kullanımı umut verici görülmektedir (Anderson, 1992b). Doğal ürün araĢtırmalarında 

amaç farklı kimyasal yapılarda küçük doğal bileĢiklerin izole edilmesi olmakla 

birlikte doğal ürünlerin ekolojik olması ve insan sağlığına zararlı bileĢikleri 

içermemesi yönüyle de önem kazanmıĢtır. Denizel funguslar arasından 

antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri yüksek metabolitlerin seçilerek bağıĢıklığı 

teĢvik edici potansiyelleri yönüyle alabalıklarda ilk kez sunulan bu tez çalıĢması ile 

incelenmiĢtir. Sakai (1999)’a göre immünostimülanlar geldikleri kaynaklara bağlı 

olarak bakteriyel, alg kökenli, hayvansal kökenli, hormonlar, sitokinler ve besinsel 

faktörler olarak birkaç gruba ayrılmıĢ ve bunların arasında fungus kökenliler yer 
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almamıĢtır. Bu nedenle çalıĢma bulguları ile önceki araĢtırma bulgularını tam 

anlamıyla karĢılaĢtırmak mümkün olmayabilir.  

Su ürünleri yetiĢtiriciliğinde hastalık etmenlerine karĢı doğal antibiyotik, antioksidan 

ve immünostimülant özellik gösteren doğal ürünlerin kullanımı ve bu özelliklere 

sahip kaynakların potansiyel ürün olarak araĢtırılması yaygın bir uygulamadır (Awad 

ve diğ, 2013; Vaseeharan ve Thaya, 2014; Reverter ve diğ, 2014; Roohi ve diğ, 

2016; Veerasamy ve diğ, 2014). Doğal immünostimülanlar biyolojik olarak uyumlu, 

parçalanabilen ve çevre ve insan sağlığı için güvenlidirler (Meena ve diğ, 2013). Bu 

özelliklerinden dolayı günümüzde akuakültürde hastalıkların kontrolünde yoğun 

olarak kullanılmakta olan ilaçlara, kimyasallara ve antibiyotiklere alternatif 

oluĢturmaktadırlar. Bitkiler, ağaçlar, algler, denizler gibi birçok konakçıda ve çeĢitli 

ortamda yaĢayan fungal kaynaklardan doğal bileĢiklerin izolasyonu yapılmakta ve 

bunlar farmasötik, tıp, ziraat gibi alanlarda kullanılmaktadır (Schulz ve diğ, 2002; 

Proksch ve diğ, 2003). Konakçı ile karĢılıklı yararlılık iliĢkisi içinde bulunan 

endofitik funguslar, konakçısı olduğu bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere karĢı 

toleransını artırmaktadır (Bae ve diğ, 2008). Konakçı dıĢında kültürü yapıldığında ise 

bu fungusların immün baskılayıcıları da içeren sayısız önemli metabolitleri ürettikleri 

bilinmektedir (Lien, 1990; Priti ve diğ, 2009). Bu tez çalıĢmasında, süngerlerle 

birlikte yaĢayan fungusların da immünostimülant activite gösterdikleri önceki 

çalıĢmalara benzer olarak ve ayrıca genetik ifadeler üzerinden ortaya konulmuĢtur. 

Karasal bazı fungal türlerin antimikrobiyal ve antioksidan gibi doğal ürün 

potansiyelleri birçok çalıĢmada ortaya çıkmıĢtır (Özkaya ve diğ, 2013). Ayrıca, 

endofitik funguslardan elde edilen sekonder metabolitlerin bitkisel metabolitlere 

oranla avantajları da rapor haline getirilmiĢtir (Priti ve diğ, 2009). Bütün bu veriler 

değerlendirildiğinde denizel süngerlerle birlikte yaĢayan bazı fungal türlerin 

immünostimülant etkili doğal ürün potansiyellerinin olabileceği hipotezi bu tez 

çalıĢması kapsamında doğrulanmıĢtır.  

GeçmiĢ yıllarda yapılan çalıĢmalarda fungal kaynaklar arasından, Candida albicans 

ve ekmek mayası Saccharomyces cerevisiae üzerine yoğunlaĢıldığı ve fungusların 

hücre duvarında PAMPs (patojen iliĢkili moleküler kalıplar) olarak kabul edilen β-

glukanların immün sistemin uyarılmasında sıklıkla kullanıldığı anlaĢılmaktadır 

(Jouault ve diğ, 1995; Douglas ve diğ, 1997; Tada ve diğ, 2002). 1.3/1.6 β-glukan 

dallanmasından oluĢan MacroGard® balıklar da dahil olmak üzere çiftlik 
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hayvanlarının yem içeriğinde kullanılmaktadır (Pionnier ve diğ, 2013). β-glukan 

verildikten sonra salmonid türü balık makrofajlarında fagositosiz gibi doğal 

bağıĢıklık cevaplarının arttığı çeĢitli araĢtırmalarda tespit edilmiĢtir (Meena ve diğ, 

2013). Ġmmünostimülan etkili bileĢikler hem spesifik hem de spesifik olmayan 

bağıĢıklık sistemlerinin geliĢmesine bağlı olarak enfeksiyon hastalıklara karĢı direnci 

artırmaktadır (Altınterim, 2011). Ġmmün sistem β-glukanda olduğu gibi patojen 

iliĢkili moleküler kalıplar (PAMP) vasıtasıyla takviye kuvvetleri tecrübe eder ve 

bunların varlığıyla Mercan Pagrus auratus, Çipura Sparus aurata ve Levrek 

Dicentrarchus labrax balıklarında bildirildiği üzere makrofaj sayısını ve aktivitesini, 

fagositozu, sitotoksiteyi ve lizozim aktivitesini artırabilir (Cook ve diğ, 2003; 

Rodríguez ve diğ, 2003; Vazzana ve diğ, 2003). Yakın zamanda funguslar ve 

konakçılarının doğal immün sistemi arasında da PAMP ve kalıp tanıma reseptörleri 

(PRR) ile bağlantılı benzeri iliĢkiler tanımlanmıĢtır (Sorrell ve Chen, 2009). PRR 

molekülleri patojenler veya hücresel stresle ilgili molekülleri tanımak için bağıĢıklık 

sistemi hücrelerince üretilen proteinlerdir (Rebl ve diğ, 2010) ve enflamasyonu 

teĢvik eden sitokininlerin akıĢını baĢlatarak fagositoz, solunum patlaması, sitotoksik 

yetenekler, antiviral aktivitelerin ve kademeli olarak bütün aktivitelerin artırılmasını 

teĢvik edebilirler (Solem ve diğ, 1995; Tadiso ve diğ, 2011).  

Tez çalıĢması kapsamında yapılan deneyler sonucunda fungal suĢlardan elde edilen 

özütün gökkuĢağı alabalığı immun genleri üzerinde etkileri olduğu moleküler 

analizler sonucunda ortaya konulmuĢtur. Ülkemiz kıyılarında yaĢayan Spirastrella 

cunctatrix süngerinden izole edilen P. atrovenetum fungal özütünün doğal ürün 

potansiyeli antibakteriyal ve antioksidan aktivitesi yönüyle taranmıĢtır. Ġzole edilen 

funguslar içinde en yüksek antibakteriyel ve antioksidan aktivite gösteren bu 

fungusun ham özütünün bağıĢıklık sistemine olan etkisi ise in vivo olarak tespit 

edilmiĢtir. 

Atlantik salmonlarda (Salmo salar) β-glukanların oksidatif patlama aktivitesini 

stimule ettiği in vitro olarak gösterilmiĢtir (Jorgensen ve Robertsen, 1995). Aynı 

zamanda yem ile verilen β-glukanların faydalı etkileri in vivo olarakta gözlenmiĢtir 

(Manes ve diğ, 1999). Zebra balığı (Danio rerio) larvaları ile yapılan in vivo tarama 

modellerinde ise β-glukan uygulanan larvalarda Vibrio anguillarum’a karĢı artan 

dirençle beraber TNF-α gibi sitokinlerin ekspresyonunun uyarıldığı görülmüĢtür 

(Oyarbide ve diğ, 2012). 
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Önceki çalıĢmalar dikkate alındığında, bağıĢıklık uyarıcı maddelerin baĢlıca ve 

büyük etkilerinin sitokinler ve immün sistemle iliĢkili genler üzerinde oluĢtuğu 

görülebilir (Meijer ve diğ, 2005; Rojo ve diğ, 2007; Watzke ve diğ, 2007; Rodriguez 

ve diğ, 2008; Novoa ve diğ, 2009; Pressley ve diğ, 2005; Oyarbide ve diğ, 2012). 

Bunlara ilaveten, çalıĢmalarımızda seçilen genler IL-1β ve TNF-α, ortamda bir 

inflamatuar cevap olup olmadığının anlaĢılmasında indikatör görevi gördükleri 

bilinmektedir (Pérez-Sánchez ve diğ, 2011). Elde ettiğimiz sonuçlar fungal özütün 

bir inflamatuar cevap oluĢturduğunu kanıtlamaktadır.  

Gen ekspresyonu, DNA’da mevcut olan genetik bilginin mRNA ve protein 

düzeyinde ifade edilmesidir (YüzbaĢıoğlu, 2008). mRNA transkripsiyonu 

seviyelerindeki değiĢiklikler pek çok biyolojik süreç için kritik olup organ, doku ve 

hücrelerin özgül olarak gen düzeyinde kantitatif analiz fırsatı vermektedir.  RT-qPCR 

çeĢitli bileĢiklerin veya çevresel koĢulların organizmaları ve hücreleri moleküler 

seviyede nasıl etkilediği ve hangi ölçüde bir genin belli bir zamanda eksprese 

olduğunun ölçülmesinde sıklıkla uygulanmaktadır (Carey, 2007). Bu metot birçok 

biyolojik matriste ve uygulamada sınırlı sayıdaki genler için çok farklı örnekte 

ekspresyon seviyelerinin ölçülmesine olanak sağlamaktadır (Bustin ve diğ, 2009). 

Örneğin bitkisel kaynaklı çalıĢmalardan biri olarak, kakao bitkisi Theobroma 

cacao’nun kuraklık ve diğer stresli ortamlarda vermiĢ olduğu cevaba göre 

değiĢtirmiĢ olduğu gen ifadeleri incelenebilmektedir (Bae ve diğ, 2008). Burada en 

önemli olan ayrıntı ise ilgilenilen genin ekspresyon düzeyinin incelenebilmesi için, 

farklı Ģartlarda ekspresyonu değiĢmeyen bir baĢka gen ürünü mRNA ile 

normalizasyon gerekliliğidir. Bunun için çeĢitli doku ve hücre tiplerinde ekspresyon 

düzeyi en az değiĢim gösteren β-actin, GAPDH ya da elongasyon faktör alfa (EF1-α) 

gibi genler kullanılmaktadır (Cerezuela ve diğ, 2013). Sunulan bu çalıĢmada referans 

olarak uzama faktörü kullanılmıĢtır ve kontroller ile metabolit uygulanan balıklarda 

seçilen genlerin karĢılaĢtırmaları buna göre yapılmıĢtır.  

Yapılan literatür çalıĢmalarında, immün yanıt ile iliĢkili olan araĢtırmalarda bazı 

sitokin ve interlökinlerin ekspresyonlarına bakılmaktadır. Sitokinler hücrelerin 

birbirleriyle iletiĢimini sağlayan protein grubu olup Watanuki ve diğ. (2009), 

araĢtırmalarda bunlardan TNF-α ve interlökinlerin sıklıkla tercih edildiği 

görülmüĢtür. Bu genler çoğunlukla enflamasyon yolağında önemli rol oynar (Laing 

ve diğ, 2001; Aoki ve diğ, 2008; Saurabh ve Sahoo, 2008; Hjelneland ve diğ, 1983; 
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Grind ve diğ, 1988; Panigrahi ve diğ, 2011; Fierro-Castro ve diğ, 2013). Sekonder 

metabolitlerin kullanım alanları ile ilgili yapılan araĢtırmalar yine son yıllarda artıĢ 

göstermekle birlikte bu maddelerin balıklarda antimikrobiyal ajan olarak kullanımı 

veya immün genlerle olan etkileĢimleri ile ilgili çalıĢmalar sınırlıdır. Plasmid DNA, 

lactoferrin ve β-glucan gibi immünostimülanların denendiği bir çalıĢmada, Zhang ve 

diğ. (2009) tarafından, yavru gökkuĢağı alabalığına (iki farklı dozda (0.1 mM, 1.0 

mM), bir hafta arayla 4 kez ve banyo yoluyla verilmesi incelenmiĢ, yöntemin balıkta 

hastalık direncini arttırdığı bildirilmiĢtir. ÇalıĢmada bütün immünostimülant 

gruplarında, ilk banyodan sonra 1 ve 3’üncü günde TNF-α ekspresyonunda önemli 

derecede artıĢ sağlanmıĢtır. Aynı zamanda bu çalıĢmada, banyo sonrası 24 saatte 

bütün gruplarda IL-1β ve TNF-α’nın inflamatuar cevaplara karĢı (bakteriyal ve viral 

enfeksiyon) ifade olduğu gösterilmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında elde ettiğimiz gen 

ekspresyonlarını Zhang ve diğ. (2009)’nin çalıĢma sonuçlarıyla karĢılaĢtırdığımızda 

ilk dikkat çeken konu gen ifadelerinin kaç kat değiĢtiğidir. Bu araĢtırmacılar 

denedikleri 3 farklı saf immünostimülant ile IL-1β için yaklaĢık 20 kat ve TNF-α için 

yaklaĢık 7 kat fazla ifade değiĢimi bildirmiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda ise ham özüt 

(20 mg) ile iki doz uygulandıktan beĢ gün sonra IL-1β için daha düĢük, TNF-α için 

ise çok daha yüksek oranlar bildirilmesine rağmen, etken bileĢiğin ham özüt 

içerisindeki miktarının çok düĢük düzeylerde bulunduğu ve ham özüt içerisindeki 

oransal miktarına göre etkinin değiĢtiği unutulmamalıdır (Sarker ve diğ, 2006). Bu 

durumda ilerleyen aĢamalarda molekül düzeyinde yapılacak çalıĢmaların önemi 

artmaktadır. Ġki çalıĢma arasındaki diğer önemli farklılık ise immünostimülant 

maddenin balıklara veriliĢ yöntemleridir. Yavru balıklara enjeksiyondan ziyade 

banyo veya ağız yoluyla yem içinde uygulama yapılması gerekmektedir ve bizim 

çalıĢmamızda henüz sadece enjeksiyon denemeleri yapıldığından yavru balıklardaki 

etkileri de çalıĢılabilecek diğer önemli araĢtırma konusu olarak dikkat çekmektedir. 

Benzeri Ģekilde β-glukanların immün uyarıcı etkileri diğer balıklarda da 

gösterilmiĢtir. Örneğin ağız yoluyla verildiğinde doğal bağıĢıklık sistemine ait 

faktörlerin miktarında olduğu kadar bakteriyel enfeksiyonlara karĢı olan dirençte de 

artıĢ sağlamaktadır (Bagni ve diğ, 2005; Misra ve diğ, 2006). Daha önceki 

araĢtırmacılar tarafından β-glukan ile zebra balığı larvaları üzerinde daldırma 

denemeleri yapılmıĢ ve TNF-α ekspresyonunu artırdığı, daha uzun süreli 

muamelenin ve yaĢca daha büyük olan larvaların daha fazla etkilendiği bildirilmiĢtir. 
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Buna göre β-glukan kullanımında olduğu gibi enjeksiyonla immünostimülant etkisi 

bilinen fungal özüt ile balıklar banyo yoluyla muamele edildiğinde benzeri etkiler 

beklenebilir.  

BaĢka bir doğal ürün çalıĢmasında L. garvieae patojenine karĢı probiyotikli yemlerle 

36 gün boyunca beslenen gökkuĢağı alabalığı böbrek ve bağırsaklarında dört 

sitokinin ifadesine (IL-1β, IL-8, IL10 ve TNF-α) bakılmıĢtır (Pérez-Sánchez ve diğ, 

2011). AraĢtırmacılar bu çalıĢmaları sonunda, IL-1β, IL10 ve TNF-α ifadelerinin 

önemli derecede artıĢ gösterdiğini bildirmiĢlerdir. Yine yapılan bu çalıĢmada, IL-1β 

yaklaĢık 10 kat ve TNF-α’nın ise yaklaĢık 25 kat üretiminin uyarıldığı bulunmuĢtur. 

ÇalıĢmamızda immünostimülant madde olarak kullandığımız fungal özütün IL-1β ve 

TNF-α gen ekspresyonları üzerine etkisi, Pérez-Sánchez ve diğ. (2011)’nin 

kullandıkları probiyotiklere yakın oranlarda artıĢ sağlarken, yine benzer olarak TNF-

α üzerine daha etkili bulunmuĢtur. Ayrıca çalıĢılan dokular karĢılaĢtırıldığında, 

gökkuĢağı alabalığının böbrek ve bağırsağındaki immün iliĢkili gen ifadelerine 

bakılan önceki çalıĢmaya karĢın sunulan tez çalıĢmamızda kan değerlerindeki sitokin 

ifadeleri incelenmiĢ ve sonuçta, sitokin gen ifadelerinin benzeri değiĢimler gösterdiği 

bulunmuĢtur. 

Wang ve diğ. (2010) yaptıkları çalıĢmada sazanlarda (Cyprinus carpio) bakteri 

kökenli immünostimülant maddenin fraksiyonlarını (cyclo-(L-Pro-Gly)2 ve 4-trans-

hydroxy-L-proline) balıklara karıniçi enjeksiyonla vermiĢlerdir. Kan 

parametrelerinin gen ekspresyonları sonucunda INOS ve IL-1β gibi immun genleri 

önemli ölçüde up-regüle ettiği tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda franksiyonlanmamıĢ 

fungal kökenli ham özütün TNF-α ve IL-1β gen ekspresyonlarını artırması diğer 

biyoaktivitelerde (antimikrobiyal, antioksidan, antifungal) olduğu gibi bağıĢıklık 

düzenleyici olarakta bakteriyel ve fungal sekonder metabolitlerin benzer etkiler 

gösterdiklerini ortaya koymuĢtur. Her iki çalıĢmada kullanılan gen olarak IL-1β 

karĢılaĢtırıldığında ise önceki araĢtırmacılar uygulamadan yedi gün sonra bir kat 14 

gün sonra en yüksek 1.5 kat ifade artıĢı ile kullandığımız fungal ham özütten daha 

düĢük uyarıcı etki bildirmiĢlerdir. Ham özütle bakteriyel kökenli bileĢiğin 

karĢılaĢtırıldığı düĢünüldüğünde fungal özütün çok daha etkili bir doğal ürün 

potansiyeli taĢıdığı söylenebilir. Bu aĢamada önemli olan eksiklik ham özütün 

gösterdiği etkinin belli bir bileĢik veya tek bir molekül düzeyinde var olduğunun ya 

da farklı bileĢiklerin etkileĢimi sonucu sadece ham özütte bulunduğunun tespiti 
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konusudur. Bu durumda ham özütün kimyasal karakterzasyonunun ve bileĢikler 

düzeyinde denemelere devam edilmesinin zorunluluğu anlaĢılmaktadır. 

Balıklar için immünostimülant olarak bazı medikal bitkilerin kullanılması, doğal 

immünostimülant kullanımına dikkat çeken önemli uygulamalardandır. Dügenci ve 

diğ. (2003) bir araĢtırmalarında gökkuĢağı alabalıklarının Zingiber officinale 

bitkisinin %1’lik dozuyla beslenmesi sonucunda nötrofillerin 3 hafta boyunca 

uyarıldığını göstermiĢtir. ÇalıĢmalarında, zencefil ile beslenen balıkların, diğer 

diyetler ile beslenen balıklara göre ekstraselüler aktivitesinin önemli derecede daha 

fazla olduğu bulunmuĢtur. Bir baĢka araĢtırmada ise, β-glukanın farklı dozlarıyla 

beslenen Atlantik salmon (Salmo salar), gökkuĢağı alabalığı ve sazan (Cyprinus 

carpio) balığı türlerinde intraselüler aktivitenin arttığı rapor edilmiĢtir. Bunun 

yanında, hücre içi aktivitenin, 3 farklı immün uyarıcı (MacroGard, Candida Utilis, 

Saccharomyces cerevisiae) besin maddesi ile beslenen balıklardan özellikle 

alabalıkta yüksek olduğu bildirilmiĢtir. Sonuçta, bitkisel metabolitin kan 

parametreleri üzerine etkisine bakılmıĢ ve kan lökositlerin fagositik aktivitesi yüksek 

bulunmuĢtur. Kan lökositlerin fagositik aktivitesi, bitki özleri içeren gıdalarla 

beslenen alabalıkta artıĢ göstermiĢtir. Bizim çalıĢmamızda özütün etkisi yine kanda 

incelenmiĢ fakat bu çalıĢmada moleküler düzeyde ortaya konulmuĢ ve gen 

ifadelerinin fungal metabolit enjeksiyonu sonrası etkilendiği anlaĢılmıĢtır. Özellikle, 

inflamatuar yanıtta önemli bir mediyatör ve bağıĢıklık cevapta teĢvik edici olarak 

bilinen IL-1β (Low ve diğ, 2003) ifadesinde yaklaĢık 11 kat artıĢ sağlanması P. 

atrovenetum fungusunun bu anlamda alabalığın bağıĢıklık sistemi üzerinde dikkat 

çekici bir potansiyele sahip olduğunu göstermektedir.  

Watanuki ve diğ. (2006) yapmıĢ oldukları çalıĢmada, hastalık direncini arttırıcı 

özelliği için bir alg türü olan Spirulina kullanmıĢlardır. Spirulina ile beslenen sazan 

(Cyprinus carpio) balıklarından uygulama sonrası 1, 3 ve 5. günlerde yapılan 

örneklemelerle fagositoz ve süperoksit anyon üretimi dahil olmak üzere spesifik 

olmayan (non-spesifik=doğal) savunma mekanizmalarının parametrelerini 

incelemiĢlerdir. ÇalıĢma sonunda, spirulinanın böbrek fagositik hücrelerinde, 

fagositik aktivite ve süperoksit anyon üretimi yanıtlarını arttırdığını göstermiĢtir. 

Ayrıca, bizim çalıĢmamıza paralel olarak IL-1β ve TNF-α genlerinin de 

ekspresyonları spirulina uygulanan balıklarda yükselmiĢtir.  
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Yüksek fagositik aktivite ile IL-1β genindeki ifade artıĢı arasında bir iliĢki olduğu 

bilinmektedir (Low ve diğ, 2003). Bu bağlamda, gen ifadelerindeki artıĢla birlikte 

fungal özüt verilen alabalıklarda da fagositik aktivite ve süperoksit anyon üretimi 

gibi benzeri aktivitelerde de artıĢ gözlenebilir. Bu amaçla bundan sonraki 

çalıĢmalarda bu aktivitelerin de incelenmesi gerekmektedir. Aynı zamanda, spirulina 

ile IL-1β ve TNF-α genlerinin ifadesinin balık tedavisinde iyileĢtirici yönde 

katkısının olduğu bulunmuĢtur (Watanuki ve diğ, 2006). Ayrıca, huIFN-α uygulanan 

balıklarda IL-1β ekspresyonunun artması geliĢen bir bağıĢıklık yanıtın güçlü belirtisi 

olarak ifade edilmektedir (Watanuki ve diğ, 2009). Ġmmünostimulant verilen Atlantik 

somon balığında, alabalıklarda ve sazanlarda IL-1β gen ekspresyonundaki artıĢı 

gösteren baĢka çalıĢmalar da bulunmaktadır (Jørgensen ve diğ, 2001; Kono ve diğ, 

2002). Buna göre denemede kullanılan fungal özütün de balıklarda görülen 

hastalıklarda in vivo olarak çalıĢılması düĢünülebilir. Bütün bu bulgular ve diğer 

çalıĢmalardan anlaĢılan, enjekte edilen fungal özütün alabalıkların doğuĢtan gelen 

immün sistemi üzerinde immünostimülant etkileri olduğunu kanıtlamaktadır. Buna 

ilaveten diğer balıklarda da immün fonksiyonun geliĢmesine katkıda 

bulunabileceğini aynı zamanda, artan hastalık direnci, hayatta kalma ve büyüme 

oranlarının geliĢimini arttırıcı etkilerinin bulunabileceğini göstermektedir. Reyes-

Becerril ve diğ. (2013) çipura balıkları üzerinde yaptıkları çalıĢmada, Navicula mikro 

algi ve L. sakei 5-4 probiyotiği ile zenginleĢtirilerek oluĢturulan silajı, ayrı ayrı yem 

içeriğinde kullanmıĢlar ve bağıĢıklıkla iliĢkili genlerin ekspresyonlarına 

bakmıĢlardır. Balıkların böbrek ve bağırsaklarından alınan dokularında IL-1β gen 

ekspresyonu incelendiğinde ve bizim çalıĢmamız ile karĢılaĢtırıldığında, 2. hafta da 

yapılan örneklemede sadece mikroalg verilende yaklaĢık olarak böbrekte 8, 

bağırsakta 9 kat, zenginleĢtirilmiĢ sılaj verilen balıklarda ise yaklaĢık olarak böbrekte 

10, bağırsakta 70 kat artıĢlar bildirilmiĢtir. 4. hafta yapılan örneklemelerde ise gen 

eskpresyonlarının ciddi oranda (1000 kat) artarak up-regüle olduğu rapor edilmiĢtir. 

Uzun süreli beslenmenin verilen doz miktarını artırdığı düĢünüldüğü zaman, bizim 

çalıĢmamızda kullandığımız fungal özütün miktarının bu çalıĢmaya göre çok az 

kaldığı, ham özüt yerine etken bileĢiğin izole edilerek balığa verilmesi durumunda 

benzeri yüksek etkilere daha az doz kullanımlarıyla ulaĢılması mümkün olabilir. 

Mikroalg ile yapılan diğer bir çalıĢmada N. gaditana, T. chuii ve P. tricornutum 

türlerinin immun gen ekspresyonları üzerine etkisi yine çipura balıklarında 
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çalıĢılmıĢtır. Alg örnekleri balıklara 4 hafta boyunca yem ile verilmiĢ, 2. ve 4. hafta 

sonlarında bağırsak ve böbrek dokularından örnek alınarak EF-1α, IgMH, TCR-β, 

MHCI α, MHCII α, CSF-1R ve β -defensin gibi immun genlerde ekspresyonu analiz 

edilmiĢtir. N. gaditana ve T. chuii alglerinin MHCII α, CSF-1R ve β-defensin 

genlerini önemli oranda eksprese ettiği, P. tricornutum türünün ise ekspresyonları 

çok az etkilediği rapor edilmiĢtir (Cerezuela ve diğ, 2012). 

Bir baĢka çalıĢmada ise yem içeriğinde inülin, mikroalgler (Tetraselmis chuii ve 

Phaeodactylum tricornutum) ve Bacillus subtilis (tek olarak veya inülin veya alglerle 

kombine edilerek) verilmesinin yine çipura bağırsaklarındaki farklı genlerin ifadeleri 

üzerine etkilerine bakılmıĢ ancak IL-1 üzerinde önemli bir değiĢim sağlanmadığı 

bildirilmiĢtir (Cerezuela ve diğ, 2013). 

Ġmmünostimülan maddelerle yapılan bir diğer çalıĢmada, Kristian Raida ve 

Buchmann (2009) Yersinia ruckeri ile birincil ve ikincil enfeksiyonlara karĢı 

gökkuĢağı alabalığında doğal immün yanıtı incelemiĢlerdir. AraĢtırmacılara göre Y. 

ruckeri aynı ve değiĢen dozlarda balığa verilmesiyle ölüm oranının önemli derecede 

azaldığı ve hayatta kalma oranının pozitif yönde değiĢtiği gözlenmiĢtir. Aynı 

zamanda, enfeksiyonun üçüncü gününde karaciğer sitokinlerinden IL-1β (67.5 kat) 

ve TNF-α (13 kat) genlerinde belirgin bir artıĢ bildirilmiĢtir. Ayrıca, TNF-α’nın 

inflamasyon ve immünitede önemli bir role sahip olduğunu belirtmiĢlerdir. TNF ile 

ilgili olarak ayrıca, LPS uygulanan alabalıktan izole edilen böbrek lökositlerinde ve 

bir makrofaj hücre hattında TNF-α ifadesinin uyarıldığı gösterilmiĢtir (Raida 

ve Buchmann., 2009). Buna ek olarak yine alabalıklarda, rekombinant TNF-α (rTNF-

α)’nın in vitro fagositozu ve lökosit göçünü yükselttiği ve IL-1β, IL-8, TNF-α1, 

TNF-α2 ve COX2 gibi çeĢitli genlerin ekspresyonunu baĢlattığı gösterilmiĢtir (Raida 

ve Buchmann, 2009). Bütün bunların sonucunda Y. ruckeri' nin enfeksiyonunu 

takiben ortaya çıkan TNF-α gen ifadesi bu sitokinin erken inflamatuvar 

reaksiyonlarında rol aldığı görüĢünü desteklemektedir. Sunulan tez çalıĢmasında, 

aynı genin daha yüksek oranda up-regüle olduğu bulunmuĢtur. Bu sonuçların enfekte 

balık ile özüt verilen balıktaki durumun karĢılaĢtırılması açısından önemli ve özütün 

deneysel enfeksiyonda kullanımının araĢtırılması için ilgi çekici olduğu 

anlaĢılmaktadır. Ayrıca ileriki aĢamalarda bu sitokinin ham özüt yerine bileĢik 

düzeyinde taranması veya farklı fungal özütlerle denenmesi daha iyi sonuçların 

çıkmasına sebep olabilir. Behera ve diğ. (2011) yılındaki çalıĢmasında, 
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intraperitoneal olarak enjeksiyon yoluyla curcumin uygulanan Labeo rohita türü 

balıklarda nonspesifik immün parametrelerin arttığı belirlenmiĢtir. Curcuminin farklı 

dozlarının oral yolla uygulandığı bu çalıĢmada da lökosit düzeyinde belirlenen artıĢ 

araĢtırmacının sonuçlarını destekler niteliktedir. Sonuç olarak incelenen parametreler 

çerçevesinde, curcuminin balıklarda bazı hematolojik parametreleri olumlu yönde 

etkilediği vurgulanmıĢtır. Elde edilen bu bulgular ıĢığında güçlü bir antioksidan olan 

curcuminin oksidatif strese karĢı kullanılabilirliğinin yanı sıra balıklarda 

immünostimülant olarak kullanılabilme potansiyelinin olduğu, fakat bu bulguların 

farklı parametreler kullanılarak farklı balık türlerinde yapılacak yeni çalıĢmalarla 

desteklenmesi gerektiği sonucuna varılmıĢtır. Bizim çalıĢmamızda da yüksek 

antimikrobiyal ve antioksidan özelliğe sahip fungal özüt intraperitoneal olarak balığa 

enjeksiyon yoluyla verilmiĢtir. Bu özelliklerle immünostimülant aktivite arasında 

bağlantı olup olmadığı bilinmemekle birlikte doğal ürün taramasında, sitotoksik 

olmamak kaydıyla, bu özellikleri taĢıyan özütlerin öncelikli olarak taranması uygun 

olabilir. Bu anlamda yeni çalıĢmaların planlanması gerektiği ve varsa bu 

bağlantıların araĢtırılması uygun olacaktır. 

Probiyotik beslenmenin bağıĢıklığın düzenlenmesi üzerine etkisine bakılan bir diğer 

çalıĢmada, Panigrahi ve diğ. (2007) probiyotik (L. rhamnous, E. Faecium, B. subtilis) 

ilave edilmiĢ yemlerle beslenen gökkuĢağı alabalığının böbrek ve dalağında sitokin 

genlerin ekspresyonlarına bakılmıĢtır. Önceki yapılan çalıĢmalarda, probiyotiklerle 

aynı etkiye sahip olan ve aynı zamanda metabolit olan ACH 50’ nin non-spesifik 

humoral cevapları arttırdığı gösterilmiĢtir. Ancak bu çalıĢmada ilginç olan, E. 

faecium ve L. rhamnosus’un kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırılmasıyla böbrek ve 

dalakta IL-1β1 ifadesinin önemli derecede artarken IL-1β2 ekspresyonunda herhangi 

bir etki olmadığı gösterilmiĢtir. IL-1β1 molekülü memelilerde doğrudan ve dolaylı 

antibakteriyel etkileri uygulayıcı olarak bilinmektedir (Panigrahi ve diğ, 2007). 

Sonuç olarak, bu araĢtırmacılar probiyotik beslenme ile gökkuĢağı alabalığında 

sitokin genlerden IL-1β ve TNF1 ifadelerinde β-aktine nispeten 40-45 kat artıĢlar 

bildirmiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda kullandığımız kontrol grubu farklı olup gen 

ifadeleri IL-1β açısından düĢük kalmıĢtır. 

Dörücü ve diğ. (2005), yaptıkları çalıĢmada, iki farklı dozda 21 gün süreyle 

uygulanan antioksidan ve immünostimülant özellikteki likopenin pullu sazanda 

hematokrit düzeyini istatistiksel olarak arttırdığını gözlemlemiĢlerdir. Bir baĢka 
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çalıĢmada, immünostimülant özellik gösteren curcuminin hematokrit düzeyini 

arttırdığı belirlenmiĢtir (Jagetia ve Aggarwal, 2007). Sonuç olarak, yapılan tüm bu 

çalıĢmalara bakıldığında; bitkisel, hayvansal, bakteriyel, algal v.b. organizmalardan 

izole edilen ve antimikrobiyal/antioksidant gibi özellikleri bilinen metabolitlerin 

balık bağıĢıklık sistemi üzerindeki immün modülatör etkilerinin de olduğu 

anlaĢılmaktadır. Sunulan bu araĢtırmayla birlikte fungal metabolitlerin de 

antimikrobiyal/antioksidant aktiviteleri yanında alabalıkların doğal bağıĢıklık 

yanıtını hücresel boyutta etkilediği tespit edilmiĢ ve potansiyel immünostimülant 

etkili metabolit kaynağı olarak P. atrovenetum fungusunun değerlendirilebileceği 

önerilmiĢtir. 

Farklı fiziksel ve kimyasal koĢullar altında yaĢayan denizel mikroorganizmalar yeni 

kimyasal yapıların sentezinde önemli bir kaynak oluĢturmaktadırlar ve henüz bu 

çeĢitliliğin çok az bir kısmının aydınlatılabildiği düĢünülmektedir. Doğal ürün 

araĢtırmalarında özellikle mikroorganizmaların küçük ve farklı doğal molekül 

potansiyelleri büyük ilgi çekmektedir. Dünya genelinde yapılan doğal ürün 

araĢtırmalarında amaç farklı kimyasal yapılarda küçük doğal bileĢiklerin izole 

edilmesidir. Sunulan çalıĢma ile bu ürünlerin önemli üreticilerinden denizel 

funguslar Ege Deniz’inden toplanan örnekler üzerinden araĢtırılmıĢtır. Sucul 

bakteriyel patojenlere karĢı antibakteriyel aktivite yanında dünyada ilk kez balıklarda 

immünostimülant etkiye sahip fungusların keĢfi de tez konusunun en önemli 

bulgularından biri olmuĢtur. Yeni ya da daha aktif moleküller mevcut olanların 

alternatifi olabilir. 

Büyük oranda yurt dıĢı kaynaklı olan benzeri ürünlerin ülkemiz ihtiyaçları 

doğrultusunda ve ülke kaynakları kullanılarak geliĢtirilmesi ise dıĢa bağımlılığı 

azaltabilir. Yeni ürün eldesine yönelik çalıĢmaların ülke kaynaklarının korunması, 

sektördeki küresel rekabet gücümüzün artırılması ve katma değeri yüksek ürünlere 

dönüĢme potansiyeli taĢıyan yeni moleküllerin yine ülkemiz sınırları içerisinde ürüne 

dönüĢtürülmesinin önemi ölçüsünde değerlendirilip desteklenmesinin zorunlu olduğu 

düĢünülmektedir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Tez çalıĢması kapsamında yapılan denemeler sonucunda fungal suĢlardan elde edilen 

özütün gökkuĢağı alabalığı immün genleri üzerinde etkileri olduğu moleküler 

analizler sonucunda ortaya konulmuĢtur. Ülkemiz kaynaklarından elde edilen P. 

atrovenetum fungal özütü doğal immünostimülant potansiyeli yönüyle taranmıĢtır. 

Ġzole edilen funguslar içinde en yüksek antibakteriyal ve aktioksidan aktivite 

gösteren bu fungusun ham özütünün bağıĢıklık sistemine olan etkisi in vivo olarak 

ilk kez bu tez çalıĢması kapsamında tespit edilmiĢtir. 

Bu amaçla, metabolitlerin balığın bağıĢıklık sistemi üzerinde immün sistem ile 

iliĢkili TNF-α, IL-1β ve EF1 gen ekspresyonlarına etkileri moleküler tekniklerle 

incelenmiĢ, bir moleküler ve iĢlevsel tanımlama yapılmaya çalıĢılmĢtır. Bu 

çalıĢmaların tamamı balık sağlığının stratejik olarak geliĢtirilmesini amaçlayan 

sürdürülebilir akuakültür için fungus kaynaklı doğal ürünlerin değerlendirilmesine ve 

immünstimülan olarak yeni ürünlerin geliĢtirilmesine katkı sağlayacaktır. 

Ġmmünostimülan etkisi tespit edilen ham özütün kimyasal içeriğinin tanımlanması ve 

sonrasında etkili bileĢiklerin saflaĢtırılarak molekül düzeyinde taramalara devam 

edilmesi gerekmektedir. Ayrıca, baĢka kaynaklar ve yeni örnekler üzerinde tarama 

çalıĢmalarına devam edilmesi daha etkili bileĢiklerin keĢfinde en önemli unsurlardan 

biridir.  

Elde edilen bulgular göstermiĢtir ki fungal metabolitlerin çok yönlü biyoaktif 

özellikleri ve farklı alanlarda kullanım potansiyeli değerlendirilebilir. Mevcut 

kimyasal, antimikrobiyal ve immünostimülanların yerine kullanılabilecek yeni doğal 

bileĢiklerin eldesi ve sonrasında yeni ürün olarak geliĢtirilmesine bu alandaki 

çalıĢmaların desteklenmesi ile imkân sağlanabilir.  
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