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OZET

VIRAL HEMORAJIK SEPTISEMIi VIRUSUNUN GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss) DOKU MALONDIALDEHIT VE
ANTIOKSIDAN DUZEYLERINE ETKIiSi

Amag: Bu ¢alisma, Viral hemorajik septisemi viriisiiniin (VHSV) gokkusagi alabaligi
doku malondialdehit ve antioksidan diizeyleri iizerine etkisini irdelemek amaciyla
planland.

Materyal Metod: Calismada 15-30 cm uzunlugunda, 40-100 g agirhiginda 20
Gokkusagr alabaligi kullanildi. Baliklar rastgele iki gruba ayrildi. Birinci grup viriis
enjekte edilen alabaliklardan, ikinci grup kontrol alabaliklarindan olustu. Uygulama
stiresi 20 giin olarak planlandi. Uygulamanin sonunda alabaliklardan kas doku 6rnekleri
alindi. Orneklerde malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), rediikte glutatyon (GSH),
vitamin C ve total protein miktarlar1 6l¢tildi.

Bulgular: Alabalik kas dokusu MDA diizeylerindeki artiglar kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). GSH ve total protein diizeylerinde saptanan
diistisler ve CAT aktivitesi ile vitamin C miktarlarinda gozlenen artislar istatistiki
acidan bir anlam ifade etmedi.

Sonu¢: VHSV uygulanan alabaliklarin kas dokusu MDA, antioksidan maddeler ve total
protein diizeylerinde degisimler goézlendi. Bu degisimler kas dokusu hiicrelerinde
oksidatif hasardan kaynakli, kismi yikimlanmanin sekillenmis olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar; Gokkusagi alabaligi; Malondialdehit; Viral

hemorajik septisemi viriisii

Merve OZCAN, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Kasim-2018



ABSTRACT

THE EFFECT OF VIRAL HEMORRHAGIC SEPTICEMIA VIRUS ON THE
TISSUE MALONDIALDEHYDE AND ANTIOXIDANT LEVELS IN RAINBOW
TROUTS (Oncorhynchus mykiss)

Aim: In this study were planned to investigate the effects of viral hemorrhagic
septicemia virus (VHSV) on the levels of malondialdehyde and antioxidant in rainbow
trout tissue.

Material and Method: In this study, 20 rainbow trout which were about 40-100 g
weighing and 15-30 cm long, was used. The fishes were randomly divided into two
groups. The first group consisted of virus-injected rainbow trout, and the second group
consisted of control rainbow trout. The application period was planned as 20 days.
Muscle tissue samples were taken from rainbow trout at the end of the period.
Malondialdehyde (MDA), catalase (CAT), reduced glutathione (GSH), vitamin C and
total protein were measured in the samples.

Results: Increases in rainbow trout muscle tissue MDA levels were statistically
significant (p <0.05) compared to the control group. Decreases in GSH and total protein
levels and increases in CAT activity and vitamin C levels did not make any statistical
significance.

Conclusion: The changes was observed in MDA, antioxidant substances and total
protein levels in muscle tissue of VHSV infected rainbow trouts. These changes suggest
that partial degradation may be caused by oxidative damage in muscle cells.

Keywords: Antioxidants; Malondialdehyde; Rainbow trout; Viral hemorrhagic
septicemia virus

Merve OZCAN, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, November-2018



BHT
BSA
CAT
DNPH
DTNB
EDTA
GGT
GPx
GR
GSH
GSSG
GST
LPO
MDA
MSR
ROS
SOD
TBA
TCA
VHSH
VHSV

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Biitillenmis Hidroksi Toluen

: S1gir Serum Albumin

: Katalaz

: 2,4-dinitrofenilhidrazin

: 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoik asit)
: Etilen diamin tetraasetikasit

: Gama-Glutamil Transferaz

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon Rediiktaz

: Glutatyon

: Okside Glutatyon

: Glutatyon S-transferaz

: Lipit Peroksidasyonu

: Malondialdehit

- Metiyonin siilfoksit rediiktaz

- Reaktif Oksijen Tiirleri

: Siiperoksit dismutaz

: 2-tiyobarbitiirik asit

: Trikarboksilik Asit

: Viral hemorajik septisemi hastaligi

- Viral hemorajik septisemi virlis
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1. GIRIS

VHSV, Avrupa'daki ciftliklerde  gokkusagi alabaliklarint  (Oncorhynchus
mykiss) etkileyen en ciddi viral patojendir (Jensen ve ark., 1979). VHSV Rhabdoviridae
ailesinden olup Novirhabdoviridae cinsine aittir. Viral hemorajik septisemi hastalig:
(VHSH) bir¢cok deniz baliklar1 ve tatlh su baliklarinda goriilen sistemik bir
enfeksiyondur. Baliklar igerisinde en ¢ok yavru baliklar bu enfeksiyona duyarhdir.
1938’de Avrupa’da ilk kez ortaya c¢ikan hastaligin tanimlanmasi 1963’4 bulmustur
(Skall ve ark., 2005).

Gokkusag1 alabaligi, yapay yumurta yetistiriciliginin kolayligi ve kulucgka
stiresinin kisa olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 yetistiricilikte ¢ok fazla tercih edilen,
viicudu uzamis ve basik yapida, sirt kisminda bulunan yag yiizgeci ile karakteristik bir
balik tiirtidiir (Emre ve Kiiriim, 2007).

Lipit peroksidasyonu, biyomolekiillere ¢ok fazla zarar verme &6zelligine sahip
olan zincir reaksiyondur. Membran yapisindaki doymamis yag asitleri serbest radikaller
ile reaksiyona girerek peroksidasyon frlinlerini meydana getirirler. Lipit
peroksidasyonuyla meydana gelen iiriinler membran yapisina katilarak geri dontisiimii
miimkiin olmayan hasara neden olurlar ve dolayl olarak reaktif aldehitleri olusturarak
diger hiicre bilesenlerinde zarara sebep olurlar. Sonu¢ olarak doku hasarinin
yayilmasiyla ¢esitli bozulmalar ortaya ¢ikar (Wang ve Quinn, 1999).

Oksidatif stres antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi olarak tanimlanir. Hiicrelerde hasar ve fonksiyon bozukluklarinin
meydana gelmesi serbest radikal diizeylerinin artmasindan dolay1 olup bu artisin nedeni
ise organizmanin antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlardir
(Tabakoglu ve Durgut, 2013).

Bu tez ¢alismasinda, VHSV’ nin Gokkusagi alabaligi doku MDA, antioksidan

maddeler ve total protein diizeyleri lizerine etkisi irdelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Viral Hemorajik Septisemi Viriis

VHSV Rhabdoviridae ailesi Novirhabdoviridae cinsine ait bir viriistiir.
Gokkusagr alabaliklarini etkileyen ciddi viral patojendir. VHSH 6zellikle yavru
baliklarin duyarli oldugu, bir¢cok deniz baliklart ve tatl su balik tiirlerinde de goriilen
yaygin bir enfeksiyondur. Avrupa’da ilk kez 1938’de ortaya ¢ikan hastalik (Skall ve
ark., 2005), 1946’da Polonya’nin giineyinde ve 1950°1i yillarin basinda Fransa’ da
“Bulasic1 Anemi” ismiyle tanimlanirken Danimarka’ da bu hastalik “Egtved Hastalig1”
adin1 almistir. Bu viriisiin viral etiyolojisi hakkinda bilgi edinilmesi, alabalik hiicre
kiiltiiriinde ilk kez izolasyonunun yapilmasiyla baslandi. 1963’de yapilan uluslararasi
balik patologlar1 toplantisinda bu hastaliga “Viral Hemorajik Septisemi Hastaligi
(VHSH)” ad1 verildi (Besse, 1995).

Su drilinleri yetistiriciliginde bulasici bir hastalik olarak bilinen VHSH,
gokkusagi alabaligr (Oncorhynchus mykiss), kalkan (Scophthalmus maximus) ve japon
baliklarinda (Paralichthys olivaceus) ¢ok fazla goriillmektedir. VHSV genotip I'in neden
oldugu enfeksiyonlar gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde gozlenen en ciddi viral
hastaliklar arasindadir ve gokkusagi alabaliklarinda % 80-100'e, kiiciik ve yash
baliklarda ise % 10—50'ye varan oranlarda 6limlere neden olmaktadir. VHSV, vahsi ve
kiiltiir baliklarinda ciddi hastalia neden olmasindan dolayr Diinya Hayvan Sagligi
Orgiitii'ne (OIE) bildirilebilir hastaliklar arasinda yer almaktadir ( Vennerstrém ve ark.,
2017).

Viriisiin  dort genotipi vardir. Bu ¢esitliligin nedeni cografik dagilimla
paraleldir. Dort genotipten ti¢iliniin, deniz baliklarinda ve tatli su gokkusagi alabaliginda
enfeksiyona yol agan viriisiin kaynagi oldugu diisiiniiliir. Viriisiin nétralizasyon testi
bulgularina gore ise 3 serotipi bulunmaktadir; bunlardan ilki izolasyonu Danimarka’da
yapilan tip 1 F1 zinciri, ikincisi yine izolasyonu Danimarka gokkusagi alabaliklarinda
yapilmig olan tip 2 Hededam ve tiglinciisii ise Fransa kahverengi alabaliklarinda izole
edilmis olan tip 3’ diir (Gadd, 2013).

Viriis konaga girisini genellikle baligin yiizgeg bolgesinden yapar. Kronik
olarak enfekte baliklar viicutlarindaki virlisii viicut sivilariyla yayarak bulasmayi
gerceklestirirler.  Akut enfeksiyon semptomlar1 olarak koyulagmis viicut rengi,

uyusukluk, sarmal yiizme bicimi, ekzoftalmi, yiizge¢ kanamalar1 ve soluk solungaglar



goriiliir. Virlis girdigi bolgelerde petesiyal ya da ekimatdz hemorajiler olusturdugu igin
genellikle kendine hedef olarak, kaslari ve i¢ organlarda bulunan endoteliyal kan
damarlarini belirler (Skall, 2005).

Teshiste genellikle serolojik testler ve molekiiler yontemler kullanilir. Serolojik
testler 6zellikle su sicakligiin yiiksek oldugu, hiicre kiiltiiriinde izolasyon yapilamadigi
ve endemik enfekte popiilasyonlarda klinik semptom gézlenmedigi durumlarda oldukga
avantajlidir. Ancak diisiik su sicakliginda enfeksiyondan sonra baliklarda antikor
yanitinin yavas gelismesi ise serolojik testlerin dezavantaji olarak sayilir (Schyth ve
ark., 2012).

2.2. Gokkusag1 Alabah@

Gokkusagr alabaligi, yapay olarak yumurta yetistirilmesinin kolayligr ve
kulugka zamaninin kisa olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle yetistiricilikte ¢ok fazla tercih
edilen balik tiiriidiir. Viicudu uzun ve basik yapida olup, sirt kisimlarinda sahip
olduklar1 yag yiizgegleri ile karakteristiktir (Emre ve Kiirtim, 2007). Gokkusagi
alabaliklarinin biiyiime orami ortamdaki besin miktarina ve suyun sicakligmma baglh
olarak farklilik gostermektedir. Sert sularda ve soguk bolgelerde yasamini siirdiiren bu
baliklar, durgun sularda ve sicak bolgede yasayan balik tiirlerine gore daha uzun
Oomiirlidiirler (Eren, 2011).

Baliklarin kas sistemi miyomerlerden meydana gelmistir. Yapi1 olarak
sicakkanli hayvanlarin kas fibrilleri ile baliklardaki kas fibrilleri aynidir. Sicakkanli
hayvanlarinkine gore kas fibrillerinin kisa olmasi aralarinda bir fark meydana getirir.
Balik kas boliimlerinin agik renkli ya da koyu olmasi miyoglobin konsantrasyonunun
farkli olmasindan dolayidir. Koyu renk olanlar kalp kasina benzerken ayn1 zamanda bu
kaslar baliklarin devamli olarak yiizebilmesini saglar. Baliklarin agik renge sahip kaslari
ise sirtlarinda ve karinlarinda bulunup, kagma gibi durumlarinda ise yararlar (Ternes,
1994; Tilsner, 1994).

Su tdriinleri yetistiriciliginde baliklar iyi beslenmeli ve suyun kalitesi gerektigi
gibi olmalidir. Balik saghiginin konservatif muayenesi kanin hematolojik ve

biyokimyasal analizleri ile yapilir (Rehulka, 2002).



2.3. Serbest Radikaller

Dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla ciftlesmemis elektrona sahip yapilar
serbest radikaller olarak tanimlanir. Serbest radikaller, distaki orbitallerinde tek elektron
bulunduran oldukg¢a reaktif molekillerdir. Elektron aligsverislerini hiicre i¢indeki
herhangi bir molekiil ile yapabilirler ve bu nedenle serbest radikaller patolojik veya
fizyolojik reaksiyonlar esnasinda molekiillerin yapisin1 bozabilirler (Durmus, 2005).
Metabolik siireglerde meydana gelen serbest elektronlarin bir sistemden baska bir
sisteme aktarilmasi sonucu organizmada enerji agiga ¢ikar. Aktarilma sirasinda elektron
transfer  zincirinden kopan elektronlarin  olusturdugu oksiradikaller hiicrelerde
biitiinliiglin ve gecirgenligin bozulmasina neden olur (Fang ve ark., 2002).

Serbest radikaller ii¢ farkli sekilde olusurlar. Kovalent bagli normal bir
molekiildeki baglarin homolitik olarak parcalanarak elektronlardan her birinin farkli
atomlar tizerinde kalmasiyla, radikal ozellige sahip olmayan molekiildeki baglarin
heterolitik olarak pargalanmasi veya tek bir elektronun kaybolmasiyla ve radikal
ozelligi bulunmayan molekiile bir elektronun eklenmesiyle olusmaktadirlar (Ozcan ve
ark., 2015).

Serbest radikallerin meydana gelmesi, antioksidan kapasiteyi asarsa
fonksiyonel ve metabolik bir¢ok bozuklugu ortaya cikarir. Endojen oksidatif stresin
olusmasina, dokulardaki single elektronlarin oksijene devamli akisi neden olur.
Oksijenden tiireyen peroksit, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve diger serbest
yapidaki radikaller ¢ok reaktif olup, dolayisiyla membran biitiinligiinii saglayan
fosfolipitlerin, proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekiillerin biitiinliigiinii tehdit ederler.
Cesitli biyolojik olaylarda, 6rnegin; kanser, antimikrobiyal savunma, radyasyon hasari,
iltihaplanma, fotobiyolojik etkiler ve yaslanmada, reaktif oksijen tiirleri rol oynar.
Sonug olarak ise DNA baz hasarlari, lipit peroksidasyon iiriinleri, protein oksidasyon
tirinleri agiga ¢ikar (Balz, 1994).

Serbest radikallerin zararlarin1 engellemek i¢in organizma tarafindan,
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinen birgok
savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Antioksidanlarin diizeyleri ile serbest radikaller
arasindaki hassas dengenin korunmamasi halinde, hiicre hasarina kadar giden bir¢ok
patolojik degisiklik meydana gelmektedir. Insanlar askorbik asit sentezleme kabiliyetine

gereksinim duyarlar bunun nedeni askorbik asitin oksidatif stresten hiicreleri koruyan



onemli bir antioksidan olmasidir. Bu yiizden diyetle alinmasi ve serbest okside
formlarindan askorbata geri doniisiimii, hiicre ici askorbat seviyelerinin korunmasi i¢in

gereklidir (Yapar, 2006).

2.4. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu (LPO), serbest radikallerin etkisiyle baslayan ve
membran yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna sebep olan
ve boylelikle membranlarmn lipit yapisin1 degistirmesiyle hiicre yap1 ve fonksiyonlarini
bozan kimyasal bir olaydir. Olay otokatalitik olarak basladiktan sonra zincirleme olarak

devam eder (Basaga, 1990).
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Sekil 1. Lipit Peroksidasyonu. 1. Basamak baslangi¢ basamagidir, bu basamakta prooksidanlar karbon
merkezli lipit radikali olusturmak iizere alilik hidrojeni ¢ikarirlar, 2. Basamak ilerleme
basamagidir, bu basamakta hizli bir sekilde oksijen ile etkilesime giren lipit radikali, lipit
peroksil radikalinin olugmasini saglar, 3. basamakta, olusan bu lipit peroksil radikali bir baska
doymamig yag asiti molekiiliinden hidrojen ¢ikmasina neden olarak yeni bir lipit radikalinin ve
lipit hidroperoksitin olugmasini saglar, dérdiincii son basamakta lipit peroksil radikal tiirlerine
hidrojen veren antioksidanlar, radikal olmayan f{iriinlerin olusumuna neden olurlar (Ayala ve
ark.’dan, 2014)



Membran fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis uzun zincirli yag asitleri,
ozellikle arasidonik asit ve dekosoheksaenoik asit lipit peroksidasyonuna en duyarli
bilesiklerdir. Bu nedenle lipit peroksidasyonunun yol actig1 en 6nemli hasar hiicre
membraninda gozlenir (Basaga, 1990).

Lipit peroksidasyonu, kontrollii ve enzimatik bir sistem olan lipit
metabolizmasinin tersine, baslama, uzama ve sonlanma basamaklarindan olusan
kontrolstiz olarak ilerleyen enzimatik olmayan bir siiregtir. Hidroksil, alkoksil veya
peroksil radikalleriyle baslayip, doymamis yag asitlerinin karbon-karbon ¢ift bagina
komsu metilen grubundaki hidrojen atomunun ayrilmasiyla olusan kimyasal bir
reaksiyondur. Uzama basamaginda, lipit peroksil radikalinin tiretilmesi merkezi karbon
olan lipit radikalinin oksijenizasyonu sonrast komsu doymamis yag asidinden hidrojen
kopmastyla gergeklesir. Sonrasinda kendiliginden devam eden bir zincir reaksiyonu
baglatarak baslangigtaki oksidatif durumun artmasina neden olur. Lipit peroksil radikali,
hiicre membrani yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinden hidrojen atomunun
kopmasina neden olur ve serbest kalan hidrojen atomlarmi lipit hidroperoksitlere
doniistirtr (Bradley-Whitman, 2015).

Lipit peroksidasyonu, biyomolekiillere ¢ok fazla hasar verme 6zelligine sahip
bir zincir reaksiyonudur. Membran yapisindaki doymamis yag asitleri serbest radikaller
ile reaksiyona girerek peroksidasyon firlinlerinin olusumuna sebep olurlar. Lipit
peroksidasyon sonucu olusan {irlinler dogruca membran yapisina katilarak geri
doniistimsiiz hasar olusturarak reaktif aldehitlerin ortaya ¢ikmasini saglarlar ve bunun
sonucunda diger hiicre bilesenlerinde zarara yol agarak doku hasarmin yayilmasiyla

cesitli bozulumlara sebep olurlar (Wang ve Quinn, 1999).

2.4.1. Malondialdehit
Serbest radikallerin etkisi ile membran yapisindaki doymamis yag asit

zincirinden bir hidrojen atomunun kopmasi ile baslayan lipit peroksidasyonu sonucu
yag asiti zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir. Bu radikaller molekiiler oksijenle
etkilesime gecerek lipit peroksil radikalleri meydana getirirler. Lipit peroksidasyonunun
en o6nemli iriinii olan MDA, DNA bazlan ile reaksiyon meydana getirerek bazlarin
mutajenik  karakter kazanmasi gibi pek olumsuzluklara neden olan, hiicre
membranlarindan iyon gegislerini engelleyerek gecirgenligin hasar gormesine de

sebebiyet veren viicut i¢in oldukga zararl bir tirtindiir (Ertekin ve ark., 2008)



Coklu doymamis yag asitlerinde reaktif tiirlerin hedefi karbon-karbon ¢ift

bagidir. Serbest radikallerin hidrojen atomunu kolayca alabilmesi, bu karbon-karbon ¢ift

baginin yag asitinin karbon-hidrojen bagini zayiflatmasindan kaynaklanmaktadir. Lipit

serbest radikali, serbest radikalin bir hidrojen atomunu serbest birakmasiyla olusur ve

olusan bu lipit serbest radikali oksidasyona ugrayarak bir peroksil radikalini olusturur.

Diger ¢oklu doymamis yag asitleriyle etkilesime giren peroksil radikali, o yag

asitlerinden elektron uzaklastirir, boylelikle lipit hidroperoksitleri ve diger lipit serbest

radikalleri olusturur. Bu siire¢ bir zincir reaksiyonu igerisinde devamli olarak

tekrarlanarak devam edebilir. Lipit hidroperoksit kararsiz bir yapiya sahip oldugu i¢in

pargalanarak lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA’y1 olusturur (Sekil 2.)

(Grotto ve ark., 2009).
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Sekil 2. Coklu doymamus yag asitlerinden MDA olusumu (Grotto ve ark.’dan, 2009).



Doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla olusan MDA, yiiksek omurgali
canlilardaki gibi baliklarda da lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen bir {irtindiir.
Oksidatif stres hiicresel bilesenlerde meydana gelir ve MDA en 6nemli gostergelerinden
biridir. Baliklarda da diger aerobik organizmalarda oldugu gibi oksidatif stres birgok
hasar meydana getirir. Bu hasar1 engellemek igin viicutta bir¢gok savunma sistemi
gelismistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleridir ve enzimatik karakterdeki SOD,
CAT, GSH-Px ile enzimatik olmayan GSH, A, E ve C vitaminleri gibi maddelerden

olusurlar (Dautremepuits ve ark., 2003; Trenzado ve ark., 2006).

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Anti savunma mekanizmalari, baliklar ve oksijenle solunum yapan biitiin
canlilarda reaktif oksijen {irlinlerinin meydana getirdigi zararli etkilerine kars
gelistirilmistir (Kelestemur ve Ozdemir, 2011). Antioksidanlar, oksijenin yikim
reaksiyonuna karsi koruyucu ozellik gosterirler. Organizmada i¢ (sindirim, hastalik,
solunum, yaralanma vb.) ve dis (gevresel faktorler) etkenlerin uyarimlariyla siirekli
zorlanmalar olusmaktadir. Bu zorlanmalar sirasinda ve sonrasinda bir takim tahribatlar
meydana gelir. Bu tahribatlar zorlanmalarla olusan oksidan molekiillerin hiicrelere ve
dokulara saldirmasi sonucu olusur (Quiles ve ark., 2002). Antioksidan savunma sistemi,
organizmada reaktif oksijen tiirlerini ve diger prooksidanlar1 serbest radikal gidericiler
ve antioksidan enzimlerle siirekli etkisizlestiren bir sistem olup reaktif oksijen tiirlerine
kars1 hiicre igi ve hiicre dis1 bir savunma mekanizmasidir (McLean ve ark., 2005).

Organizmada devamli olarak serbest radikaller olusur ancak buna karsin giiglii
savunma sistemleri de mevcuttur. Eger serbest radikallerin olusum hizi ile ortadan
kaldirilma hiz1 yani oksidatif denge saglanabildigi siirece organizma bu bilesiklerden
etkilenmemektedir. Antioksidan savunma sistemlerinin yeterince etki géstermemesi
durumunda organizmada serbest radikallerin tiretimi artar ve doku hasart meydana gelir
(Hailiwell, 1994). Oksidatif strese karsi organizmanin savunma mekanizmalar1 yetersiz
kaldiginda hiicrelerde oksidatif hasar gelisir ve bu da fonksiyonlarin 6nemli oranda
aksamasina neden olur, dolayisiyla pek ¢ok hastaligin esas ve gelisiminde Kritik bir
Ooneme sahip olmasi hastaligin siddetini artirir. Antioksidan savunma mekanizmasi,
yaglanma ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, sepsis, dejeneratif norolojik
hastaliklar, bobrek yetmezligi, infertilite, karaciger ve kas hastaliklar1 gibi pek c¢ok
hastaligin etiyolojisinden sorumludur (Ercan ve Fidanci, 2012; Gutteridge, 1993).



Antioksidan maddeler degisik sekillerde etkilerini gosterirler. Bunlar;

1. Birincil veya zincir kirici antioksidanlar: Kendi elektronlarindan birini
vermesi sonucu serbest radikalleri etkisiz hale getirebilmesi nedeniyle bunlara radikal
temizleyici antioksidanlar da diyebiliriz.

2. Ikincil antioksidanlar birgok mekanizma ile etki gdsterirler. Bunlara; gecis
metallerinin sekestrasyonunu saglayarak, CAT ve GPx gecis metal iyonlartyla
etkilesime girerek ROS iireten peroksitlerin ortadan kaldirilmasini saglamasi nedeniyle
Onleyici antioksidanlar diyebiliriz.

3. Ugiinciil antioksidanlar: Ortamdaki hasara ugramis biyomolekiillerin
birikmeden ortamdan kaldirilmasini saglamasiyla onarici antioksidanlar adini alir. Buna
hasara ugramis DNA’nin metiyonin siilfoksit rediiztaz (MSR) enzimi ile onarimi 6rnek
verilebilir (Kumar ve ark., 2010).

Fizyolojik sartlar altinda diger canlilar gibi baliklarda da reaktif oksijen tiirleri
ya da oksijen radikallerinin devamli olarak olusmasi s6z konusudur. Olusan bu
radikaller antioksidanlar tarafindan tam olarak kaldirilamazsa viicutta cesitli hasarlar
meydana getirirler. Ozellikle DNA, hiicre membranlaridaki lipit ve proteinler ile diger
onemli hiicre komponentleri ve enzimler bu oksijen radikallerinden etkilenirler. Ayrica
cesitli hastaliklar olusarak beraberinde yiiksek mortaliteye de neden olmaktadir (Tocher
ve ark., 2002)

Organizmada serbest radikallerin ortamdan uzaklastirilmas: i¢in kullanilan
koruyucu antioksidanlar iki gruba ayrilir. Bunlar; endojen ve ekzojen kaynakli
antioksidanlardir. Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki
gruba ayrilir. Enzimatik olanlar1 CAT, GPx ve SOD gibi enzimler olusturur (Durmus,
2005).

Enzimatik olmayan antioksidanlar kendi iglerinde iki ayr1 gruba ayrilmiglardir
Bunlar, glutatyon, lipoik asit, bilirubin, tirik asit, L-arginin gibi maddelerden olusan
metabolik antioksidanlar ile vitamin E, vitamin C, karatenoidler, bakir, selenyum,
mangan, c¢inko, gibi disaridan diyetle alinmasi gereken besinsel antioksidanlardir
(Shinde ve ark., 2012).



2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz

SOD siiperoksit radikalinin H,0;’e doniisiimiinii katalizleyen metalloenzimdir
(Kumar ve ark., 2010). SOD enzimleri bir¢ok farkli formda bulunabilir. Bu enzim
hiicrede sitoplazmada ve mitokondride yer almaktadir. Hiicre sitoplazmasinda CuZn-
SOD, mitokondrisinde ise Mn-SOD bulunur. Baz1 bakteri tirleri anaerobik ortamlarda
demir igeren Fe-SOD enzim mekanizmasina sahiptirler. Streptomyces griseus bakterisi
ise homotetranemik yapisinda nikel i¢eren siiperoksit dismutaz enzimine sahiptir. SOD,
reaktif oksijen tiirlerinden siiperokside bir elektron vererek H,O,’e indirgerken, katalaz
ve selenyum-bagimli GPx ise H,0,’i suya indirger. Siiperoksit ile Fe**iin, Fe’"ye
indirgenmesi sonucunda hidroksil radikalinin olusmasinin engellenmesi SOD’un

antioksidan etkisini tanimlar (Baskin ve Salem, 1997).

Glutatyon Peroksidaz
Tetrametrik bir yapida olan GPX, yapisinda selenosistein bulundurur bu

aminoasitin kendine 6zgii bir yapisi vardir. GPx glutatyon gibi diisiik molekiiler agirlikli
tiyolleri kullanan bir enzimdir (Birben ve ark., 2012). Bu enzim, GSH varliginda
fosfolipit hidroperoksitlerin rejenerasyonunu saglamakta ve membranlar1 oksidatif
strese kars1 korumaktadir. Peroksidazlar ise yliksek konsantrasyonlarda bulunan H,;0;’i
H.O’ya indirgeyerek glutatyonu okside ederler. Bu reaksiyon GSH'in okside formu olan
GSSG'ye doniisiimiinii saglar, yeterli GSH diizeyleri, glutatyon rediiktaz tarafindan

saglanir (Avsian-Kretchmer ve ark., 1999).

Katalaz

CAT protein yapisinda ve aerobik hiicrelerin ¢ogunda bulunan, H,O,’i O, ve
H,O’ya parcalayan Karakteristik bir enzimdir. CAT toksik HyO2’i hiicrelerden
uzaklagtirarak serbest radikal tiretmeden hiicreyi toksik etkilere karsi koruyan bir
enzimdir (Koltas ve Bilgin, 2016).

Organizmada birgok patoloji sonucunda aciga ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin sonucunda sekillenen oksidatif strese karsi ilk olarak CAT devreye girer
ve yapisinda dort hem grubu bulundurur (Benzer, 2001). CAT eritrosit, karaciger,
bobrek, kemik iligi ve gesitli dokularda, 6zellikle peroksizom organellerinde bulunur

(Demir ve ark, 2004). Hidrojen peroksit veya glukoz biosensorlerinin bilesimi olarak
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analitiksel amacgli genis alanlarda kullanilabilen bir enzim olan katalaz, hidrojen
peroksidin (oksitleyici, agartict veya sterilizasyon amagli kul.) uzaklastiriimasinda da
kullanilir (Alptekin ve ark., 2004).

Degismis katalaz aktivitesi birgok hastalikta ortaya ¢ikmaktadir. DM’de, malign
hastaliklarda, down sendromunda, deneysel nefrotoksikosisde ve kendini yenileyen
dokularda azalmis katalaz aktivitesi gosterilmistir (Djordjevi¢ ve ark., 2000). Eritrosit
katalaz enziminde gozlenen genetik bozukluk sonucunda akatalazemi (normal
aktivitenin %10’undan az aktivite gostermesi) ve hipokatalazemi (normal aktivitenin

%350 kadar1 aktivite gostermesi) durumu olugmaktadir (Eaton ve Ma, 1995).

2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon

GSH sitoplazmada glutamik asit, glisin ve sisteinden sentezlenen bir
tripeptiddir, adenozin trifosfata bagiml iki adimda glisinden olusur. ilk reaksiyon y-
glutamilsistein ligaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyondur ve bu basamakta y-
glutamilsistein {iretilir. ikinci asamada glisin eklenir ve GSH' y1 olusturmak iizere
glutatyon sentetaz ile katalize edilir (Claudia ve ark., 2018). Glutatyonun derisimi,
sentezinde gorev alan enzimlerin derisimine ve sentezinde kullanilan substratlarinin
teminine baglidir. Hiicrelerde glutamat ve glisinden ¢ok fazla, ancak sisteinden sinirlt
miktarlarda bulunur. Doku proteinlerinin yikimindan ve diyetle alinan proteinlerden
gelen sistein, bazi hiicrelerde sistatiyonin yolunda serin amino asitinin metiyonin
tarafindan trans siilfiirasyonu ile de olusur. Dolayisiyla, iki sentetazin substratlarinin
derigiminin artmasiyla da glutatyon sentezinde artig meydana gelir (Meister, 1985).

Yapisinda yiiksek konsantrasyona (0,1-10 mM) sahip tiyol grubu bulunduran
GSH endoplazmik retikulum hari¢ % 99’dan daha fazlasi indirgenmis durumda bulunur.
Bu durumda kalabilmesi pentoz fosfat metabolik yoluyla olur. Bu metabolik yolda
tiretilen NADPH, glutatyon disiilfid rediiktazin katalizor olarak kullanildig: reaksiyonda
koenzim olarak islev goriir (Lu, 2014).

GSH'min anahtar islevi, hidrojen peroksit ve diger organik peroksitlerin
glutatyon peroksidaz yoluyla indirgenerek ilgili hidroksil bilesikleri ile sonuglanir.
GSH'da bulunan sistein tiyol grubu, ROS gibi kararsiz molekiillere indirgeyici bir
elektron vererek reaktif hale gelebilir. Bu reaktif GSH, GSSG'yi olusturmak i¢in baska
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bir reaktif GSH ile birlesir, bu GSH'y1 yeniden olusturmak i¢in GR igin bir substrat
gorevi gorlir. Redoks dengesindeki bir diger 6nemli adim, askorbat-GSH dongiisiinii
igerir. Askorbat ve GSH, askorbat peroksidazin H,O,'i nétralize etmesine izin vermek
i¢in dehidroaskorbat rediiktazin etkisi ile oksitlenir ve indirgenir. Onemli bir indirgeyici
giic olan GSH, DNA’nin deoksiriboniikleozid onciillerinin  olusmasi igin
riboniikleotidlerin indirgenmesinde ve hiicre igi proteinlerin, dihidrolipoat, sistein ve
koenzim A gibi molekiillerin tiyol gruplarinin, askorbat, a-tokoferol gibi antioksidan
molekiillerin korunmasinda kullanilir. GSH ayrica hiicrelerin  toksik bilesiklere,
oksidatif hasara, radyasyona karsi korunmasinda, bazi ilaglarin inaktivasyonunda,
Ostrojen, prostaglandin ve I0kotrienler gibi bazi endojen bilesiklerin metabolik
islemlerinde de yer alir (Jozefczak ve ark., 2012).

GSH biyosentezinden sorumlu olan koruyucu, metabolik, katalitik ve taginma
islemlerinin bir kisminda gorev alan gama-glutamil dongiisii, aynt zamanda GSH
sentezi ve kullaniminin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica yine sistein amino asidinin

tasinmasi ve depolanmasinda da dnemi oldukga fazladir (Meister, 1983).

C Vitamini
C Vitamini (Askorbik Asit) suda c¢oziinebilen bir radikal toplayicidir.

Dihidroaskorbata déniiserek serbest radikalleri indirger. Ozellikle E vitamini ve C
vitamini zincir kirici antioksidanlardir (Burton, 1994).

Askorbik asit, insanlar, diger primatlar, kobaylar ve meyve yiyen yarasalarin L-
glukonolakton oksidaz enzimini igermediklerinden dolayr disaridan almak zorunda
olduklart esansiyel bir diyet vitamindir. Kollagen biyosentezinde kullanilan prolin
hidroksilaz ve dopamini non-adrenaline doniistiiren dopamin-beta-hidroksilaz igin
onemli bir kofaktordiir. Askorbik asit gilicli bir rediikleyici ajan ve antoksidan
olmasindan dolay: siiperoksit, hidroksil ve peroksit radikalleriyle reaksiyona girer ve bir
ara Uriin olan semidehidroaskorbat yoluyla askorbik asitin metaboliti olan
dehidroaskorbik asiti meydana getirir (Sinclair ve ark., 1990).

Vitamin C, yapisinda bulundurdugu 2 elektronunu verirken, 1 elektronunu da
kaybederek bir serbest radikal, semidihidroaskorbik asit veya askorbil radikalini
olusturur. Askorbil radikali diger serbest radikallere gore 10 saniyelik yar1 émrii ile
tepkimeye fazla girmeyen dolayisiyla daha stabil bir maddedir. Bu 6zelliginden dolay1

askorbik asit fazlaca tercih edilen bir antioksidandir. Askorbik asit serbest radikallerle
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tepkime verirken, reaktif ve zararli olan serbest radikal indirgenir ve yari émrii daha
kisa olan askorbil radikali olusur. Reaktif serbest bir radikalin indirgenmesi ve bunun
yerine daha az reaktif bir bilesigin olusmasi siipiirme (scavenging) veya soniimlendirme
(quenching) olarak tanimlanmaktadir. Askorbik asit tasidigi kimyasal ozellikleri
nedeniyle iyi bir serbest radikal siipiiriictisiidiir (Buettner ve Moseley, 1993).

Askorbil radikali uzun 6miirlii bir bilesik degildir. Bunun nedeni yapisinda
ciftlesmemis elektronlar1 olmasidir. Ikinci elektronunu kaybederek dihidroaskorbik asiti
meydana getirir. Dihidroaskorbik asidin stabilitesi sicaklik pH gibi faktorlerden
etkilenir (Washko ve ark., 1993). Askorbil radikali ve dihidroaskorbik asit olustuktan
sonra tekrar askorbik aside indirgenebilmektedirler. Ancak insanlarda olusan bu
indirgenme kismi bir sekilde gergeklestiginden dolayr oksitlenen askorbik asidin

tamaminin geri kazanilmasi miimkiin olmamaktadir (Padayatty ve ark., 2003).

E Vitamini
E vitamini (alfa-tokoferol) lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu bir serbest

radikal temizleyicisi olarak davranir. Lipitte ¢oziinen bir yapiya sahip oldugu i¢in hiicre
zarlarinin fosfolipit tabakasina ve kan lipoproteinleri igerisine rahatlikla konsantre
olabilmektedir. Vitamin E kendi basina zayif reaktif bir radikale doniiserek
peroksidasyon zincir reaksiyonunun kesilmesine neden olur. Vitamin E’ nin
rejenerasyonu i¢in askorbik asit gereklidir (Sinclair ve ark., 1990).

Genis bir antioksidan Kkapasitesi ile hiicresel membranlari lipit
peroksidasyonuna karsi koruyan a-tokoferol, yagda ¢oziinme ozelligine sahip bir
antioksidandir. Lipit peroksidasyonunun ilerleme asamasinda merkezinde karbon
bulunduran radikal, komsu doymamis yag asitinden bir hidrojen alarak yag asidi
radikali olusturur, olusan bu radikal molekiiler oksijen ile reaksiyona girererek peroksil
radikalini meydana getirir. a-tokoferol selenyum bagli GPx-4 ile GSH’y1 harcayarak
hidroperoksitleri daha az toksik olan lipit hidroksitlere doniistiiriirken, lipit peroksil
radikallerini de lipit hidroperoksitlere indirger. Askorbat da a-tokoferol radikalinin
indirgenmesini saglayarak, aktif a-tokoferolii rejenere eder. Bunun devaminda da okside
olan askorbil radikali GSH araciligiyla askorbata doniisiir. Hiicresel membranlarin
radikaller sebebiyle yikimima karsti korunmada antioksidan agin devamliligi ¢ok
onemlidir (Lebold ve Traber, 2014).
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Bu ¢alismada, Viral hemorajik septisemi viriisiiniin (VHSV) gokkusagi alabaligi

doku malondialdehit ve antioksidan diizeyleri lizerine etkisini irdelemek amag¢lanmistir

3. MATERYAL VE METOD

Caligma Samsun Veteriner Kontrol Enstitlisii Mudiirligiinde ayni Enstitiiniin
29/11/2016-11-1 nolu Etik Kurul Karari ile izin verilen “Escherichia coli Ekspresyon
Sistemine Dayali Rekombinant Viral Hemorajik Septisemi Viriisii Glikoprotein G’nin
Uretilmesi ve Immiinolojik Etkinliginin Arastirilmas1” isimli projenin sonunda hasat
edilen alabaliklardan alinan kas doku oOrneklerinde yapildi. Tez calismast Samsun
Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirligii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmustir (31.05.2018 tarihli 19572899/031-46 sayili ve 2018/6 nolu karar).

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari
Calismanin materyalini 15-30 cm uzunlugunda, 40-100 g agirhginda 20
Gokkusagt alabaligr olusturdu. Baliklar Trabzon Magka Siimer Alabalik isletmesinden

saglandi.

3.1.2. Deney Hayvanlarimin Gruplara Ayrilmasi ve Yapilan Uygulamalar

Alabaliklar her bir grupta 10 balik bulunacak sekilde deney ve kontrol olarak 2
gruba ayrildi. Deney grubuna 10™ doku kiiltiirii efektif dozunda intraperitoneal olarak
VHS virlis enjekte edildi, kontrol grubu ise hi¢bir uygulama yapilmadan uygun
kosullarda bekletildi. Baliklar viriis enjeksiyonunu takiben 12 °C suda 21 giin bekletildi.

3.1.3. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Analizler i¢cin Hazirlanmasi

21 giin sonra alabaliklardan kas doku ornekleri alindi. Kas doku 6rnekleri 1/10
oraninda soguk serum fizyolojik ile sulandirilarak homojen hale getirildi (PRO 200
Homojenizator). Homojenize edilen numuneler 4000 rpm/30 dk santrifiij edildi. Ustte

kalan slipernatant ependorf tiiplere pipetlendi.
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3.2. Metod

3.2.1. Doku MDA Tayini
1. Fosfat tamponu: 0,194 g NaH,PO,, 8,1 g NaCl ve 2,302 g Na,HPQ, distile
suda ¢oziindiiriildi, 1 L’ye tamamlandi, Ph 7,4 olacak sekilde ayarlandi.

0,1 M EDTA ¢ozeltisi: 37,224 g EDTA-NayH,0 distile suda ¢oziindiiriildii,

N

1 L’ ye tamamlandi.

3. % 0,88’lik BHT ¢ozeltisi: 0,220 g BHT 25 ml lik balon jojede mutlak

alkolde ¢oziindiirildii.

4. 0,05 N NaOH ¢ozeltisi: 2 g NaOH distile suda ¢oziindiiriildii, 1 L’ye

tamamlandi.

5. %30’luk TCA ¢ozeltisi: 30 g TCA distile suda ¢oziindiiriildii. 100 ml’ye

tamamlanda.

6. %I1’lik TBA ¢ozeltisi: 1 g TBA 0,05 N NaOH ile ¢oziindiiriildii hacim

100 ml’ ya tamamlandi.

MDA tayini Sushil ve ark., (1989)’nin bildirdigi metoda gore ¢alisildi. Deney
tipiine 200 pl 6rnek alindi, 800 pl fosfat tamponu, 25 pl BHT ¢ozeltisi ve 500 pl
%30’luk TCA eklendi ve tiip vortekslendi. 2 saat buzda bekletilen tiipler 2000 rpm/15
dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatanttan 1 ml alindi, 75 pl 0,1 M EDTA-Na,H,0 ve
250 pl %1°1lik TBA ilave edildi ve vortekslendi. Tiipler 90°C/15 dk sicak su banyosunda
bekletildi. Oda sicakligina gelen Ornekler 532 nm’de spektrofotometrede (Thermo-
Scientific Genesys 10S UV-Vis) okundu. Kor olarak 200 pl distile su kullanildi,
metottaki prosediir aynen uygulandi.

Hesaplamada MDA (umol/g doku) : (OD 532 /e.b) x F formiilii kullanildi.

3.2.2. Doku GSH Tayini
1. 0,3 M NaHPO, ¢ozeltisi: 53,396 g Na,HPO4.2H,O distile su ile
¢oziindiiriilerek hacmi 1 L’ ye tamamlandi.
2. DTNB (Ellman’s) ayract: 100 mg DTNB %1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile
250 mI’ye tamamlandi.
Doku GSH olgiimii i¢in degistirilmis Ellman metodu kullanild: (Yiiziiak ve
ark., 2014). 0,5 ml 6rnek alindi, 2 ml 0,3 M Na,HPQO,4, 0,2 ml DTNB eklendi ve
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karistirildi. 5 dk oda 1sisinda bekletildi, 412 nm’de spektrofotometre ile okundu. Kor
olarak distile su kulanildi.

Hesaplama i¢in GSH (umol/g doku) : (OD 412 / &€.b) x F formiilii kullanildi.

3.2.3. Doku C Vitamini Tayini

1. %10’luk TCA: 10 g TCA distile su 100 ml’ye tamamlandi.

2. 2A-dinitrofenilhidrazin ayraci (DNPH): 4 g tiyoiire, 3 g DNPH, 50 mg
bakir siilfat 9 mol/L’lik H,SOy ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. HSO4 (9 mol/L): % 98’lik HSOz’den 48,91 ml alindi 100 ml’ye
tamamlandi.
4. % 85’1k HpSO4: % 98°1lik H,SO,4’den 216 ml alindi distile su ile 250 ml’ye

tamamlandi.

C vitamini 6l¢iimii Omaye ve ark. (1979)’nin bildirdigi metoda gore ¢alisildi.
Homojenize edilmis 1 ml 6rnek alindi, 1 ml % 10’luk TCA ¢6zeltisi eklendi,
vortekslendi, 4000 rpm/15 dk santrifiij edildi. 1 ml siipernatant alindi, 0,5 ml DNPH
eklendi, 37°C/3 saat bekletildi, buzda bekletilmis % 85°lik H,SO4’den 2,5 ml eklendi,
tiipler iyice karistirildi, oda sicakliginda 30 dakika bekletildi, 520 nm’de absorbanslari
okundu. Standart 10 ug/ml’lik saf askorbik asitten hazirlandu.

Hesaplama Vitamin C ( mg/100g doku) : (OD numune/OD standart ) x F

formiiliine gore yapildi.

3.2.4. Doku Katalaz Tayini

Katalaz tayini Aebi’ nin (1984) metoduna gore ¢aligildi.

1. Fosfat tamponu : a-) 6,81g KH,PO, distile su ile 1 L’ye tamamlandi. b-)
8,909 Na;HPO,4.2H,0 distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 1:1,5 oraninda
karistirildu..

2. Hidrojen peroksit (H,02) (30 mM) : 0,34 ml %30’ luk H,0, fosfat tamponu
ile 100 m1I’ye tamamlandi.

3. H20’li fosfat tamponu: Fosfat tamponuna optik dansite (240 nm) 0,5 olana
kadar H,0, ¢ozeltisinden ilave edilerek tampon ¢ozelti hazirlandi.

Olgiim igin iki tiip alinds, tiiplerden biri kér olarak diger tiip 6rnek olarak
isaretlendi, kore 2,99 ml fosfat tamponu 6rnek tiipe 0,01 ml 6rnek eklendi,

daha sonra kor tiipe 0,01 ml H,0O; li fosfat tamponu 6rnek tiipe ise 2,99 ml ayni
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tampondan eklendi. Kore karsi 6rnegin absorbansinin lineer azalma gosterdigi
zaman aralig1 240 nm’de 6l¢iildii ve enzim aktivitesi hesaplandi.

Hesaplamalar Aktivite (k/g doku) : ( 2.3/At ) x ( log Ai/A; ) X F formiiliine
gore yapildi.

3.2.5. Doku Total Protein Tayini

Total protein miktar1 i¢in bitiret metodu kullanild1 (Tiftik, 1996).

1. 2,5 N Sodyum Hidroksit: 50 g NaOH distile suda ¢6ziindiirtildi, 1 L’ ye

tamamlanda.

2. Sodyum Siilfat: 20 g sodyum siilfat distile suda ¢oziindiiriildii, 100 ml’ye
tamamlandi.

3. Biiiret Ayraci: 10 g Na-K tartarat ve 2,5 g bakir siilfat distile suda
¢ozlindiiriildi, ¢ozeltiye 2,5 N NaOH’dan 350 ml eklendi, distile su ile 1
L’ye tamamlandi.

4.  Sigir Serum Albumin (BSA) Standardi : 6 g/100 ml olarak hazirlandi.

Blank Standart Numune
Stipernatant - - 50l
BSA standardi - 50ul -
Distile Su 50ul - -
NaSO4 1ml 1ml 1ml
Karistirildi
Biiiret Ayraci 1ml 1ml iml
Karistirildi, 5 dakika beklendi.
505 nm'de absorbanslar okundu.

Hesaplamalar (OD nuymune X Standartin Konsantrasyonu) / (OD sangart) X

F(seyreltme faktorii : 10) formiiliine gore yapildi.

17



3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler icin SPSS 21.0 paket programi Independent Samples T
Testi ve Mann Whitney U Testi kullanildi. Veriler meantstandart error olarak

hesaplanda.
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4.BULGULAR

Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku ornekleri MDA, GSH,
vitamin C ve total protein diizeyleri ile CAT enzim aktivitesi Tablo 1’ de sunulmustur.

Kontrol grubu verilerine goére deneme grubu verileri karsilagtirildiginda
alabalik kas dokusu orneklerinde dlgiilen MDA diizeylerindeki artiglar istatistik olarak
bir anlam ifade etti (p<0.05) (Sekil 3). GSH ve total protein diizeylerinde saptanan
diisiisler ve CAT aktivitesi ile vitamin C miktarlarinda gézlenen artiglar istatistiki

acidan bir anlam ifade etmedi (Sekil 4, 5, 6, 7).

Tablo 1. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku 6rnekleri MDA, GSH, vitamin C ve total

protein diizeyleri ile CAT enzim aktivitesi.

Parametreler

MDA GSH CAT Vitamin C Total Protein
Gruplar n
P (umol/g doku) (umol/g doku) (k/gdoku)  (mg/100 g doku) (%9)
Kontrol Grubu 10 16,197 + 2,255 15,496 + 0,678 34,705+ 6,855  169,9+9,737 6,991 + 1,409
Deneme Grubu 10 23,800 + 1,724* 14322+0577  59297+13,892 172,4+9,542 6,437 + 1,161

*p<0.05, Veriler meantstandart error olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku 6rnekleri MDA diizeyleri.
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Sekil 4. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku 6rnekleri GSH diizeyleri.
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Sekil 5. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku 6rnekleri CAT diizeyleri.
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Sekil 6. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku 6rnekleri vitamin C diizeyleri.
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Sekil 7. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku 6rnekleri total protein diizeyleri.
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Sekil 8. Kontrol ve deneme grubu alabaliklara ait kas doku ornekleri vitamin C, MDA, CAT, GSH ve

total protein diizeyleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Rhabdoviridae familyasina ait Novirhabdovirus cinsinin bir iiyesi olan VHSV,
pisi baligi, ringa balig1, ¢aga ve morina da dahil olmak {izere ¢esitli deniz ve tath su
balik tiirlerini enfekte eden bir negative strand RNA viriisiidiir. VHSV enfeksiyonu
Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii tarafindan bildirilmesi zorunlu bir hastalik olarak
listelenmistir ve bir su triinleri yetistiriciligi ciftliginde ve yabani baliklardan pisi
baliginda (Paralichthys olivaceus) 'da Kore'de tespit edilmistir (King ve ark., 2012;
Kim ve ark., 2011). VHSV enfekte olan baliklarin bobreklerinde, derilerinde, kaslarinda
ve i¢ organlarinda kanamalar olusturmasinin yani sira % 40-60 gibi yiiksek oranda
mortalite gésterir. Bundan dolayr VHSV viriisii ciddi ekonomik kayiplara sebep olur.
Bu nedenle, su lirtinleri yetistiriciligi endistrilerini korumak icin VHSV enfeksiyonuna
kars1 bir koruyucu veya terapdtik ajan gereklidir. Her ne kadar DNA asilar1 VHSV
enfeksiyonunu kontrol etmek igin gelistirilmis olsa da, bunlarin kitle agilamasindaki
zorluklar1 ve ticari amaglar i¢in diisitk mevcudiyeti nedeniyle uygulamalar1 siirlidir.
Her ne kadar artan sayida calisma VHSV enfeksiyonuna odaklansa da, VHSV
enfeksiyonu sirasinda baliklarda metabolik degisiklikler heniiz net bir sekilde ortaya
konmamistir (Kim ve ark., 2009; Cho ve ark., 2017). Uygun antiviral ajanlarin
olmamasi nedeniyle, enfeksiyonun erken evrelerinin kontrol edilmesi, baliklarda VHSV
enfeksiyonunun salginlarinin azaltilmasi i¢in uygulanabilir bir yaklasim olabilir.
Enfeksiyonun ilk asamalarinda viriis, antiviral ajanlarin etkisine duyarhidir; bununla
birlikte, enfeksiyonun sonraki asamalarinda, viriis bu tiir etkilere kismen direncli hale

gelir (Khaperskyy ve ark., 2014).

VHSYV enfeksiyonunun etkileri lizerine ¢esitli calismalar yayilanmistir. Takami
ve ark. (2010), VHSV enfeksiyonuna karsi pisi baliginin korunmasinda interferonun
roliinii ¢alismiglardir. Aquilino ve ark. (2014), ger¢ek zamanli PCR ile VHSV ile
enfekte gokkusagi alabalik solungaglarinda 19 mRNA molekiiliindeki degisiklikleri
incelemislerdir. Verrier ve ark. (2013), gokkusagi alabaligindaki VHSV enfeksiyonuna
direng ile iligkili fenotiplerle ilgili ¢alismalar yapmuslardir. Bununla birlikte, bu
caligmalarda go6zlenen tepkilerin biyolojik mekanizmasini ve VHSV enfeksiyonuna
direncini acgik bir sekilde agiklayamamistir. Bu nedenle, viral enfeksiyon {izerine

biyolojik yanit1 anlamak i¢in daha kapsamli ¢aligsmalar gereklidir.
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Su tirtinleri, saglikli ve dengeli beslenmede gerekli ve yiiksek protein degeri ile
onemli gida kaynaklarindan biridir. Diinya genelinde tiiketilen hayvansal proteinin %
17° sini, tiim protein kaynaklarinin ise % 6,5’ ini su irlinleri olusturmaktadir.
Endiistriyel biiylimesi ve iiretimdeki artigla birlikte kiiltiir kosullarindaki ani sicaklik
degisimleri, kotli su ve stres gibi istenmeyen olas1 faktorler onemli ekonomik kayiplara
neden olan infeksiydz hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bakteri, mantar,
virlis ve parazitler birgok infeksiyoz hastaliga sebep olmaktadir ve bu etkenlere karsi
antimikrobiyal bilesenler kullanilmaktadir. Bu bilesenlerin saglik ve ¢evre giivenligi
tizerine olasi yan etkilerinden dolayr kullanimlari sinirlandirilmistir.  Bakteriyel
hastaliklarin tedavilerinde antibiyotiklerin yogun kullanilmalar1 balik dokularinda
rezidii olusumuna neden olmakta ve bunun sonucunda antibiyotige direngli patojenlerin
gelisimi artmaktadir. Ayrica antibiyotikler balik dokusunda birikerek tiiketici icin
potansiyel bir risk olusturmaktadir (Goérmez ve ark., 2017).

MDA ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acan ve boylece
oksidatif strese neden olan ana zincir reaksiyonlarinin par¢alanma iriintidiir (Yang ve
ark., 2010). Lipit peroksidasyonu son iiriinii olan MDA oldukga zararl bir bilesik olup
hiicre membran1 iyon gecislerinin bozulmasina sebep olabilir. MDA DNA bazlarinin
mutajenik 6zellik kazanmasina da sebep olabilir (Moslen, 1994). Artan ROS iiretiminin
neden oldugu oksidan/antioksidan dengesizlik, hiicresel yapilarin ve molekiillerin
oksidatif hasarindaki ana nedensel faktdrlerdir. Ozellikle, doymamis yag asitleri
acisindan zengin biyolojik membranlar serbest radikal saldirisina maruz kalan hiicresel
yapilardir.

Yaptigimiz ¢calismada kontrol grubu MDA diizeyleri 16,197+2,255 pmol/g doku,
deneme grubundaki MDA seviyeleri ise 23,800£1,724 umol/g doku diizeylerinde tespit
edildi. Tespit edilen artis kontrol grubuna kiyasla istatistik olarak degerlendirildiginde
p<0.05 kadar bir anlam ifade etti. Kontrol grubuna goére deneme grubunda anlamli
oranda artmis kas dokusu MDA diizeyleri, daha yiiksek oranda oksidatif metabolik
aktivite ve oksidasyona maruz kalmis membran ¢oklu doymamis yag asitleri
konsantrasyonuna bagli olabilir. Lipit peroksidasyonuna maruz kalan grupta artmis olan
MDA diizeyi, cesitli reaktif oksijen tiirleri ilizerine bir veya daha fazla faktoriin sinerjik
etkisine bagli olarak, hiicresel zarlara daha yiiksek oranda bir serbest radikal hakareti

oldugunu gosterebilir.
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Onceki birkag calisma, mitokondriyal elektron transportunun inhibisyonu ve
viriis enfeksiyonunun bir sonucu olarak ROS {iretiminde bir artis oldugunu bildirmistir
(Korenaga ve ark., 2005; Song ve ark., 2009). Hepatit C viriisii ile enfekte karacigerde
yapilan bir ¢alismada (Choi ve Ou, 2006), mitokondriyal ROS diizeylerinin daha diisiik
glutatyon diizeylerine bagli olarak arttig1 goriilmiistir. ROS asir1 {retildiginde,
proteinlere ve DNA'ya zarar verir, lipit peroksidasyonunu arttirir ve ATP sentezini
inhibe eder. Ayni zamanda hiicre ici serbest Ca®*, membran peroksidasyonu ve
yikiminda da bir artisa neden olur (Aruoma, 1988). Yine bir bagka ¢alismada Schwarz
(Schwarz, 1996), viral enfeksiyonlardan kaynakli ROS firetiminde bir artis oldugunu ve
bu artisa karsilik antioksidan diizeylerinde bir azalma oldugunu yaptig1 bir calismada
bildirmistir. Artan bu ROS seviyelerinin, hiicre liimlerinde 6nemli bir patojenik faktor
oldugu literatiirde bildirilmistir (Bandyopadhyay ve ark., 1999). Bir calismada, RNA
virlis enfeksiyonu yoluyla oksidatif stresin, enflamatuar yanit ve viral replikasyon dahil
olmak iizere viral hastalik patogenezinin g¢esitli yoOnlerine katkida bulundugu
gosterilmistir. Viral enfeksiyonlar baglaminda ROS, oksidatif patlamalar yoluyla
viriisleri ve komsu hiicreleri yok etmek icin aktif notrofiller tarafindan iiretilir, bununla
birlikte son c¢alismalar, ROS'uan tiim hiicre tiplerinde iretildigini ve hiicre
sinyallemesinde ve cesitli sinyal iletim yollarinda haberci olarak hizmet ettigini
gostermistir (Reshi ve ark., 2014). ROS enfeksiyonlarla miicadelede Gnemli rol
oynamaktadir ve ev sahibi hiicrenin apoptosisine katkida bulunan bir koruma
mekanizmas1 olarak goriilmektedir. Bununla birlikte, viral ¢ogalmanin ilerlemesiyle
daha fazla ROS olusur ve hiicresel homeostazda ve oksidatif streste bir dengesizlige
neden olur, bu durumda, bu hiicreler DNA, lipit ve protein hasar1 gegirir, hiicresel
biitiinliik ve islevsellik kaybina yol agar (Jacobson, 1996).

Antioksidan maddeler farkli mekanizmalar ile oksidatif stresi engellemeye
calisirlar. Antioksidan enzimler oksidan molekiilleri zayiflatarak ve oksijen ile
reaksiyona girerek ya da oksijenin yerine gecerek lokal oksijen konsantrasyonunu
azaltirlar bu sekildeki etkimesine temizleme etkisi denir. Baskilama etkisinde oksidan
maddelere bir hidrojen molekiilii verilerek hidroksil yapisinda yer alan hidrojen ile bag
olusturabilecek {iriinler temizlenir ve peroksidasyonun baslamasi engellenir. Onarma
etkisinde antioksidanlar tarafindan serbest radikal ataklarindan kaynaklanan hasarlar

onarilabilir. Zincir koparma etkisinde ise oksidan maddeler baglanarak fonksiyonlar

25



engellenir. Bu etkiye sahip antioksidanlar seruloplazmin, hemoglobin ve E vitaminidir.
Yapilan ¢alismalarda baliklarda antioksidan savunma sisteminin, suyun sicakligina ve
oksijenine, mevsimlerden kaynakli farkliliklara, hastalik durumlarina, strese, stoktaki
balik yogunluguna, suyun kirliligine, ortamin giiriiltiisiine ve 1s1k gibi sayabilecegimiz
cevreden kaynakli sartlara ve besleme stratejisine bagli olarak degisim gosterdigi
bildirilmigtir. Cevreden kaynakli stres faktorlerinin ortadan kaldirilmasi amaciyla
antioksidan savunma sisteminin gii¢lendirilmesi igin gerekli ve disaridan rasyonla
alinmasi zorunlu olan antioksidan ozellikli vitaminlerin rasyonlarda belirli miktarlarda
verilmesinin baligin saglig1 ve gelisimi lizerinde bir¢ok olumlu etkilerinin oldugu rapor
edilmistir. Baliklarda hiicre i¢i enzim yapisina sahip antioksidan enzimler olarak SOD,
CAT, GPx ve GR sayilabilir (Kelestemur ve Ozdemir, 2011).

Hiicreler tarafindan oksidatif strese karsi savunma mekanizmasi olarak
kullanilabilen GSH dogal indirgeyici bir gii¢ kaynagidir. Antioksidan aktivitesini
oksidatif stres durumunda yapisinda bulunan siilfidril grubunu ayirarak gergeklestirir.
GSH ROS’e kars1 koruyucu aktivitesini gosterirken glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz gibi antioksidan enzimlerle ortak galisir. Hiicrede en uygun GSH/GSSG
oraninin saglanmasi hiicre canliliginin devami ve korunmasi i¢in 6énemlidir. Bu nedenle
saglikli sistemlerde bu oran optimum degerlerde bulunur. GSH’ da olasit eksiklik
hiicreyi oksidatif hasara kars1 risk altina sokar. H,O, ve O,* gibi serbest radikallerin
miktarinda meydana gelen asir1 artiglar hiicreler igin oldukca toksiktir. Bu nedenle bu
toksik bilesenleri metabolize ederek temizleyip ortamdan uzaklastiran sistemlerin
fonksiyonlar1 son derece 6nemlidir, bu sistem hiicreler tarafindan siki bir sekilde kontrol
altinda tutulur. CAT, SOD ve GPX, serbest radikal ataklarindan kaynakli meydana
gelebilecek muhtemel hasarlara karst hiicreyi korurlar. SOD, radikal niteligindeki
oksijeni hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢evirir, CAT ise hidrojen peroksit ile
tepkimeye girerek su ve molekiiler oksijen meydana getirir (Kanat ve Akdemir, 2017).

GSH, detoksifikasyon reaksiyonlarina katilan ve lipit peroksidasyonundan
sorumlu olan bilesikleri ortadan kaldirarak serbest radikal aracili hasar1 dengeleyen
onemli bir endojen antioksidandir. Kullanimdaki artisa bagl olarak oksidatif stres ile
GSH diizeyleri arasinda ters bir iligki vardir (Gill ve ark., 2015). Sunulan ¢aligmada
kontrol grubu GSH diizeyi 15,496+0,678 umol/g doku olarak hesaplanirken deneme
grubu alabaliklarda bu diizey 14,322+0,577 pmol/g doku olarak hesaplandi. Kontrol
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grubuna gore deneme grubunda tespit edilen azalmalar istatistik bir anlam ifade etmedi.
Deneme grubunda GSH diizeylerindeki diisiis GPx veya GST ile hiicre i¢i antioksidan
kullaniminin artmasina bagli olabilir. Ek olarak, bu diisiis, ya GSH'nin inhibe edilmis
sentezine bagli olarak ya da toksik kaynakli serbest radikallerin detoksifikasyonu icin
GSH'nin artan kullanimindan dolay1 da olabilir (Singh ve ark., 2001). Viral karaciger
enfeksiyonlarinda glutatyon giiglii bir antioksidandir. Bu bilesikler g¢esitli etki
mekanizmalarina sahiptir. Ornegin, GSH, reaktif molekiillere hidrojeni transfer ederek
reaktif oksijen radikallerini nétralize edebilir ve boylece daha stabil bir kimyasal yap1
olusturabilir. Ancak, Hepatit C Viriisii gibi RNA viriis enfeksiyonlarinda, GSH ve
GR'nin seviyeleri, kanda oldugu kadar epitel sivist ve plazmasinda da anormal
bulunmustur. Tiiketimin derecesi, viicuttaki viriisiin ciddiyetine, dogasina ve siiresine
gore degisir (Grune, 2002; Sheu ve ark., 2006).

CAT, bircok bilim insan1 tarafindan SOD'den daha iyi, oksidatif stresin énemli
ve hassas bir biyobelirteci olarak kabul edilir. CAT ayrica ROS iiretiminde artisa karsi
korumadan sorumlu enzimatik antioksidan savunma sisteminin ana enzimidir. SOD'un
katalitik reaksiyonu ile olusturulan H,O,, hem reaktif bir oksijen kaynagidir hem de
normal bir hiicresel metabolittir ve GPx ve CAT ile detoksifiye edilir. H,O,'nin
katabolizmasi, siiperoksit radikal anyonunun olusumuna yol agar (Regoli ve ark., 2002).
CAT"n oksidatif stres tolerans1 gelistirmedeki rolii, patojenezle iligkili fonksiyonlarmin
ve potansiyelinin molekiiler temelli terapdtik miidahalelerin hedefi olarak kabul
edilmesine yol agmustir (Shi ve ark., 2013). Yaptigimiz olglimlerde kontrol grubu
alabalik kas dokusu CAT aktivitesi 34,705+6,855 k/g doku olarak oSlgiilirken deneme
grubu alabaliklarda kas dokusu CAT aktivitesi 59,297+13,892 k/g doku diizeylerinde
gozlendi. Alabalik kas doku orneklerinde gozlenen CAT' nin artmis aktivitesi, serbest
radikallerin artan {iretiminin bir sonucu olarak iiretiminde veya aktivasyonunda bir
artmaya baglanabilir.

Vitamin C’ nin siiperoksit ve hidroksil radikallerini ortamdan temizleyerek, -
karoten ve retinolun ortamdaki tiim serbest radikalleri toplayarak, glutatyonun serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girip meydana gelebilecek oksidatif hasari
engelleyerek, seriiloplazminin ise fenton reaksiyonuyla iki degerlikli demiri g
degerlikli demire yiikseltgeyip serbest radikal olusumunu yavaglatarak etkilerini
gosterdikleri rapor edilmistir (Ertekin ve ark., 2003). Askorbik asitin zincir kirict
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ozellige sahip oldugu, lipit peroksidasyonunu 6nledigi ve serbest radikal kaynakli zincir
reaksiyonlarini baslangicta durdurdugu bildirilmistir (Meister, 1988). Karotenoidlerin
oksidatif stresten kaynakli hastaliklara kars1 dnleyici bir etkiye sahip oldugu, p-karoten
ve retinoliin antioksidan aktivitelerini serbest radikalleri toplayarak ve serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek gosterdikleri bildirilmistir (Polyakov ve ark.,
2001). Sunulan c¢alismada kontrol grubu alabaliklara ait vitamin C diizeyleri 169,9 +
9,737 mg/100 g doku diizeylerinde tespit edildi. Deneme grubu alabalik kas doku
orneklerinde bu diizey 172,449,542 mg/100 g doku olarak 6l¢iildii. Deneme grubunda
kontrol grubuna gore tespit edilen artig istatistik anlamda bir 6nem ifade etmedi.

Calismalarda hiicreici GSH miktarinin hiicre i¢i askorbik asit redoks durumu
tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir. Askorbik asit antioksidan savunma
mekanizmasinin ilk basamaginda bulunur, oksidasyonlara karsi oldukca duyarlidir ve
ayni zamanda iyi bir radikal temizleyicisidir (Olayinka ve Olukowade, 2010). Cogu
calismada askorbik asitin lipit peroksidasyonunu diistirdiigii gézlenmistir (Barja ve ark.,
1994; Tanaka ve ark., 1997)

Calismamizda kontrol grubu alabaliklarda total protein diizeyleri 6,991+1,409
%g, deneme grubu alabaliklarda ise 6,437+1,161 %g diizeylerinde olgiildii. Kontrol
grubuna gore deneme grubunda gézlenen azalmalar istatistiki olarak bir anlam ifade
etmedi.

Sonug olarak, VHSV uygulanan alabaliklarin kas dokusu MDA, antioksidan
maddeler ve total protein diizeylerinde degisimler gozlendi. Bu degisimler kas dokusu
hiicrelerinde  oksidatif hasardan kaynakli kismen yikimlanmanin sekillenmis

olabilecegini gostermektedir.
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