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OZET

Bu ¢alismada, 6n ¢alismalarda dahil olmak {izere toplam 400 gokkusag: alabalig: (ort.
16,57 cm uzunluk, 44.71 gr agirlik) kullanildi. Dort deneysel grup olusturulan arastirmada, ilk
grup kontrol grubu olup deney siiresince tiim optimal kosullar saglandi. Ikinci gruptaki
baliklar 25 pg/ml lipopolisakkarit (LPS) ile intraperitonel olarak (i.p.) enfekte edildi ve
infeksiyon grubu olarak degerlendirildi. Ugiincii grup baliklar enfekte edilmedi ve yalnizca
karvakrol destekli yem takviyesi (100png/ml/1 kg yem) ile beslendi. Son grubu olusturan
baliklar ise LPS ile enfeksiyon sonrasi karvakrol destekli yem ile beslendi. Deneme peryodu
boyunca su sicakligi, pH, ¢oziinmiis oksijen degerleri sirasiyla 15,5 °C, 8.01, 9.57 mg/L
olarak sabitlendi. Deneysel asama 48 saat sonunda tamamlandi. Deneme siiresi sonunda
karaciger ve bobrek doku ornekleri alindi ve proinflamatuar sitokinlerden interferon gama
(IFN-y) ve interlokin 1 beta (IL-1B) gen ekspresyon seviyeleri arastirildi. IFN-y, IL-1B
genlerine spesifik dizayn ettirilen primerlerin en uygun yapisma (annealing) sicakliklari

55-60 °C arasinda farkli 1s1 dereceleri uygulanarak, gradient PCR yontemiyle analiz edildi
Karvakrolun antiinflamatuvar etkinligi arastirildi. LPS ile olusturulan enfeksiyon sonunda
baliklarda g6z cidarinda, kuyruk bolgelerinde hemorajiler, pullarda dokiilmeler gozlendi. Elde
edilen veriler gostermistir ki, LPS ile enfekte edilen gruptan elde edilen karaciger ve bobrek
dokusu IL-1f ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla sirasiyla % 53 ve % 12,9
oraninda uyarilmistir. Enfeksiyonu takiben karvakrol destekli yemleme yapilan grupta ise bu
artislarin sirastyla % 13 ve % 85 baskilandig1 tespit edilmistir. Enfeksiyon igeren grupta akut
faz proteinlerinden olan IFN-y karaciger ve bobrek ekspresyonu seviyeleri ise kontrol
grubuna gore 2, 87 ve 4, 87 misli degisimlerle uyarilmis, ancak karvakroliin bu artiglari
sirastyla 4,78 ve 8,11 misli degisimlerle baskiladigi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi Alabaligi, Lipopolisakkarit, Karvakrol, Interferon Gama,
Interlokin 1 Beta



ABSTRACT

Effects of Carvacrol on Antioxidant Some Enzymes in Infection of Yersinia
ruckeri

In this study, including preliminary studies total 400 rainbow trout (mean 16.57 cm of
length and 44.71 g of weight) was used. In this research created the four experimental groups,
the first group is the control group was provided optimal conditions during all experiments.
The fish in the second group were intraperitoneally (i.p.) infected by 25 mg / ml of
lipopolysaccharide (LPS) and was evaluated as infection group. The fish in the third group
was not infected and only the feed supported carvacrol (100ug/ml/1 kg of feed) was fed. The
fish included the last group was fed by the feed supported carvacrol after infection with LPS.
Water temperature, pH, dissolved oxygen values during the experimental period were fixed as
15.5 ° C, 8.01, 9.57 mg / L respectively. The experimental stage was completed after 48
hours. The liver and kidneys tissue samples were removed at the end of the trial period and
interferon-gamma (IFN-y) and interleukin 1 beta (IL-1P) gene expression levels from pro-
inflammatory cytokines were investigated. Optimal adhesion (annealing) temperatures of the
primers designed specifically IFN-y and IL-1p genes analyzed by gradient PCR with applying
different temperatures between 55-60 °C. Anti-inflammatory activity of carvacrol was
investigated. Hemorrhages in the eye wall and the tail region of the fish and loss of fish scales
were observed at the end of infection caused by LPS. The obtained data have shown that liver
and kidney tissues IL-1p expression levels obtained from the group infected by LPS were
compared to the control group and were stimulated 53 % and 12.9 %, respectively. These
increases in the group of feeding supplemented carvacrol following infection were inhibited
the rate of 13 % and 85 %, respectively. IFN-y liver and kidney expression levels to be acute
phase proteins in the group-included infection were compared by the control group and were
stimulated 2.87 and 4.87 fold changes, respectively, however these increases were inhibited
by 4.78 and 8.11 fold changes.

Key Words: Rainbow Trout, LPS, Carvacrol, Interferon gamma, Interleukin 1 Beta
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1. GIRIS

Ulkemizde 6zellikle alabalik yetistiriciligi hizli bir ivme kazanmis ve bir¢ok bdlge icin
gecim kaynag olacak boyutuna ulasmistir. Ulkemizde ve diinyada soguk sularda yetistiriciligi
yapilan en yaygin tiir Gokkusagi Alabaligidir (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792). Bir¢ok
tiirii bulunan alabaliklar 6zellikle akarsularin kaynaga yakin, ¢oziinmiis oksijeni bol, diisiik su
sicaklign olan berrak kesimlerinde kendilerine yasam alani bulurlar. Uretim asamalarinin
bilinmesi, yapay yeme uyum gostermeleri, toplumda lezzetinin kabul gérmesi iiretim ve
tiketimin 6n plana ¢ikmasina neden olmaktadir. Ancak, balik yetistiriciligini olumsuz
etkileyen faktorlerin basinda enfeksiy6z hastaliklar gelmektedir.

Enfeksiyoz hastaliklar, hastalik yapict herhangi bir etkenin (viriis, bakteri, mantar yada
parazit) viicuda girmesiyle ortaya c¢ikan hastalik olgusunun bir bireyden digerine geg¢mesi
sebebiyle bulasici hastalik olarak tanimlanmaktadir. Balik yetistiriciliginde infeksiydz
hastaliklar, baliklarin bulunduklart ortam nedeniyle siirekli mikroorganizmalarla ve
birebirleriyle ¢ok yakin temasta bulunmalari, sularin cabuk kirlenmesi ve su kalitesinin
(fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger fizyolojik parametrelerin) optimal degerlerin digina
¢ikmasi gibi nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir.

Ulkemiz dogal su kaynaklarinda ve yetistiricilik {iinitelerinde oldugu gibi ydremiz
sucul habitatinda da hakim tiir olan gokkusagi alabaligt (O. mykiss)’nda yapilan
mikrobiyolojik ¢aligmalarda, Yersinia ruckeri enfeksiyonunun olduk¢a yogun insidense sahip
oldugu gésterilmistir (Kilig ve ark., 2007; Ispir ve ark., 2004; Seker ve ark., 2012). Y. ruckeri
olumsuz ¢evre kosullarinda hastalia neden olmakta ve Yersiniozis veya Enterik Kizilagiz
Hastaligi’'m1 olusturmaktadir (Rucker, 1966). Y. ruckeri, baliklarda deri lezyonlari,
iilserasyonlar, hemorajiler ve doku yikimlariyla beraber, karaciger ve bobrek nekrozlar ile
karakterize hemorajik septisemi hastaligina neden olmaktadir (Austin ve ark., 1985). Y.
ruckeri gibi gram negatif bakterilerin etki mekanizmasi hiicre duvarinin bir bileseni olan
lipopolisakkarit (LPS) ile olusturmaktadir. Ozellikle Lipid A katmani bu etkiden sorumlu
olup, bakteri hiicresinin endotoksininin toksik kompanenti olusturmaktadir.

Enfeksiyoz hastaliklar, tedavilerinin giic ve pahali olmasi nedeniyle intensif balik
yetistiriciliginde biiyiilk ekonomik sorunlar yaratabilmekte ve isletme ekonomisinin olumsuz
yonde etkilenmesine yol agmaktadir. Bu nedenle balik hastaliklarinin erken teshisi, etkili
tedavisi ve gerekli kontrol onlemlerinin alinmasi, kiiltiir balig1 yetistiriciliginde biiyiik 6nem

tasimaktadir (Alpbaz, 1995; Tanrikul ve ark., 1996; Rad, 1999; Arda ve ark., 2002).



Baliklarda gelisen infeksiyoz hastaliklarda ortaya ¢ikan reaksiyonlardan birisi de
inflamasyon (yangi)’ dur. Inflamasyon (yangi veya iltinaplanma), canli dokunun her tiirlii
canli, cansiz yabanci etkene veya igsel/digsal doku hasarina verdigi selliiler (hiicresel),
humoral (sivisal) ve vaskiiler (damarsal) bir seri vital yanitidir. Sitokinler ise yanginin
baslamasi ve devamindan sorumlu polipeptidlerdir. Sitokin sekresyonu; bakteriyel iiriinler,
immiin kompleksler, toksinler ve fiziksel etmenlerce uyarilabilirler. Baliklarda immiin
sistemde rolii oldugu bilinen sitokinler ise IFNa ve B, IL-1, IL-8, TNF-o’dir. Bunlardan en
onemlisinin TNFa oldugu kabul goérmekte ve bu sitokinin balik hastaliklarina karsi
immunostimulan olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Yapilan bir calismada cipura
baliklarina (Sparus aurata) oral yoldan, maya (Pichia pastoris) ve rekombinant DNA
teknolojisi ile elde edilen TNF-a verilmis ve koruyuculugu arastirilmistir. Calisma sonucunda
respiratory burst aktivitesinin TNF-a verilen grupta arttigi ve TNF-o’nin istenmeyen bir yan
etkisinin olmadig1 saptanmistir (Streitenberger ve ark., 2011).

Sucul canlilarin ¢esitli patojenlerden korunmasi, bliylimeyi uyarmasi ve elde edilen
iiriin miktarinin arttirilmasi i¢in uzun yillar antibiyotiklerden genis 6lgiide yararlanilmistir.
Ancak patojenlere karsi hayvanlarda direng gelisimi riskinin artirmasi (Cabello, 2006; Moffitt
ve Mobin, 2006; Benchaar ve ark., 2008, Navarrete ve ark., 2008) nedeniyle, gida giivenligi
acisindan, basta AB iilkeleri olmak tizere Tiirkiye’de de antibiyotiklerin baliklarda biiylime
performansini arttirict olarak yemlere katilmasi yasaklanmistir (Shane, 2001; Anonim, 2007).
Bu durum antibiyotiklere alternatif yeni yem katki maddelerinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar1 hizlandirmistir. Arastirmacilar, 6zellikle dogal kaynakli bitkilerin (kekik tiirleri
gibi) yapisindaki ekstraktlar olan esansiyel yaglara (timol, euganol, karvakrol gibi)
odaklanmiglardir.

Onemli bir ugucu yag bitkisi olmas ve Tiirkiye’nin diinya ihtiyacinin ¢ok biiyiik bir
boliimiinii karsilamas: nedeniyle kekik ekonomimiz i¢in dnemli bir bitkidir. Bu dneminden
dolay1 kekik bilim adamlar: i¢in 6nemli bir arastirma bitkisi olmus, konu ile ilgili bir¢ok
arastirma yapilmis ve yapilmaya devam edilmektedir. Tiirkiye'de "kekik" olarak tanimlanan
ve bu amagla kullanilan Lamiaceae familyasindan pek ¢ok aromatik bitki tiirii bulunmaktadir.
Ozellikle bu dogal bitkilerin yapilarinda bulunan esansiyel yap kompanentlerinden karvakrol
giiclli antibakteriyel 6zellikli fenolik bilesikler arasinda yer alir (Burt, 2004; Holley ve Patel.,
2005). Bundan dolay1 bu bilesiklerin faaliyet mekanizmalar1 ve antimikrobiyal ve antioksidan
etkileri benzer olmaktadir (Gutiierrrez ve ark., 2008).

Bu tezde, lilkemiz ticari kiiltiir balik¢iliginda ve Tunceli yoresinde de Onemli

ekonomik degere sahip olan gokkusagi alabaliklari iizerinde lipopolisakkarit (endotoksin)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Canl%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ya%C5%9Fam

maruziyeti sonrasi dogal antioksidan ve yangi giderici Ozelligi bilinen karvakrolun tedavi
amagcli biyolojik etkinlikleri IL-18, TNF- o ve IFN- a transkripsiyon degisimlerinin tespiti
caligilmistir

1.1. Literatiir Bilgisi

Tirkiye ekonomisinde balik 6nemli bir yer tutmaktadir. Diger etlere gore (kirmizi et,
tavuk eti) ucuz bir tilketim maddesi olmasi, etinin lezzetli olmasi, besinsel igeriginin zengin
olmasi 6zellikle insanlarda sentezlenmeyen ve gelisim i¢in 6nemli olan yoklugunda ise birgok
hastaliga kap1 aralayan omega-3 ve omega-6 yag asitlerini biinyesinde barindirmasi gibi
nedenlerle balik tercih edilmektedir. Basta Karadeniz olmak iizere diger denizlerimizde de
avcilik yoluyla elde edilen balik tiiketime sunulmaktadir. Fakat yildan yila goriilen birgok
olumsuz faktor avciliktan gelen balik miktarint diigiirmiis bu nedenle kiiltiir yoluyla balik
iretimi miktar1 artmis ve dagilim alanlarim1 genisletmistir. Yetistiricilik {initelerinden elde
edilen balik tiirlerinden alabalik birinci siray1 almaktadir. Ozellikle yetistirilme kolaylig,
ortama adaptasyonu, etinin lezzetli olmasi, yem degerlendirme kapasitesinin daha iyi olmasi
ve hastaliklara kars1 daha direngli olmasi gibi bircok 6zelligi ile gokkusagi alabaligi tercih
edilmektedir.

Kiiltiir balig1 yetistiriciligi yerel ekonomi katkisi yaninda iilke ekonomisi iginde
onemlidir. Fakat kiiltiir balik¢iliginda insan eliyle yetistirilme zorunlulugu olmasi ile bilingsiz
yetistiricilik, su parametrelerinde ani degisimler, hastalik problemleri gibi bir¢ok neden ile
elde edilen verim kalitesini etkilenmektedir. Dogal ortamlarina gore daha sinirli bir alanda
bulunan baliklar buna ragmen, degisken 1sili canlilar olup bulunduklari ortama adapte
olabilmekte ve giicli bagisiklik sistemleri sayesinde birgok hastaligi elemine
edebilmektedirler. Ancak sicakkanlilarin aksine baliklarin i¢inde yasadig1 sucul ortamin sahip
oldugu sicaklik, pH, tuzluluk, ¢6ziinmiis O, miktarlar1 gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikler,
baligin bagisiklik sistemi lizerine direkt etkisi vardir. Bu nedenlerle hastalik durumlarinda
bagisiklik sisteminin zayiflamasi sonucu ciddi problemler olusabilmektedir. Bu hastalik
tablosunun c¢ogunu olusturan bakteriyel hastaliklar 6zellikle gram negatif 6zellige sahip
mikroorganizmalar yoluyla toplu balik 6liimlerine sebebiyet verebilmekte % 80-90 oraninda
bir mortalite olusturabilmektedir.

Ulkemizin tiimiine yayilan ve {iretim miktar1 her yil artan gokkusagi alabalifi
kiiltiirinde de tiretim miktarini kisitlayan bir faktor olarak Gram negatif-Gr (-) karakterdeki
bakterilerden kaynaklanan hastaliklara siklikla rastlanmaktadir. Gram (-) bakterilerdeki hiicre
ceperi, zorlu c¢evre sartlarina karsi hiicreyi koruma, hiicreye seklini verme ve segici gecirgen

bir bariyer olarak gdrev yapmanin yani sira bazi enzimatik sistemler de biinyesinde



bulundurur (Lima de Faria, 1969; Koebnik ve ark., 2000). Gram (-) bakterilerde hiicre ¢ift
katli bir membran ile c¢evrilidir ve dis membran; tamami sitoplazmada sentezlenen
fosfolipidler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler ve integral dis membran proteinlerinden
(OMP) olusmaktadir (Bos ve Tomassen, 2004). Bakterilerin antijenik yapilarini olusturan
lipopolisakkaritlerin baliklarin spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sisteminin gelismesi
iizerinde Onemli etkileri olup bu yapilarin belirlenmesi as1 gelistirme calismalarina temel
teskil eder (Fulop ve ark., 1995; Sakai, 1999). Solem ve ark. (1995) A. salmonicida’ya ait
LPS’lerin Atlantik salmonu (Salmo salar)’nda immunostimulant olarak kullanilabilecegini
belirtilirken, Acosta ve ark. (2004) V. anguillarum’a ait bu antijenlerin ayni1 balik tiiriinde
antikor seviyesini arttirdigini ve as1 ¢calismalarinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Gr (-) bakterilerin hiicre duvarinin bir komponenti olan LPS, temel olarak proteinden
ibaret olan saflagtirilmis bakteriyel olusumlardir (Sekil 1.1). Bakteri oldiiglinde yada
cogaldiginda ortaya ¢ikmaktadir. LPS, Lipid A ve polisakkarit olarak ayristirildiginda gercek
toksik etkiden Lipid-A’nin sorumlu oldugu goriilmektedir (Paterson and Fryer, 1974; Baba
ve ark., 1988). LPS’nin lipid A bileseni bir¢ok inflamatuvar oncii hiicreyi aktive eder
(Salyers ve Whitt, 1994).

O-Antigen

Core

LipidA

LIPOPOLYSACCHARIDE

Resim 1.1. Lipopolisakkaritin yapis1 (URL-1)

Kiltiir balig1 yetistiriciliginde mikroorganizmalarin, organizmada en 6nemli hedef
hiicreleri endotel hiicreleri, glial hiicreler, makrofajlar, lenfositler ve diger parankimal
hiicrelerdir. Mikroorganizmanin degisik antijenik yapilarina veya toksinlerine bu hiicreler

enflamatuvar yanit olustururlar. Endotoksin molekiilii hiicre membraninda kaldigi siirece



biyolojik olarak inaktiftir, ancak hizli hiicre boliinmesi ve hiicre yikimi sirasinda saliverilir ve
LPS (lipopolisakkarit) baglayan protein (LBP) ile birlestikten sonra monosit ve makrofajlara
CD14 reseptorii araciligi ile baglanirlar (Ortatatli ve ark., 1999). Bu baglanma sonucunda
sitoplazmik sinyal sistemi islemeye baslar ve dakikalar i¢inde tiimoér nekroz faktér (TNF),
interlokin (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-8, platelet aktive edici faktor (PAF) ve interferon gamma gibi
sitokinlerin transkripsiyonu gergeklesir (Resim 1.2). Organizmaya ait toksin veya antijenik
yapilarin bizzat etkisi veya bu sitokinler araciligi ile enfeksiyon hastaligi semptomlari ortaya
cikar. Sitokinler baslica 3 etkiye sahiptirler. Birincisi sistemik akut faz reaksiyonlarini
tetikleyici etkileridir. Aktive olmus makrofajlardan saliman IL-1 ve TNF-a akut faz
proteinlerinin kan degerlerindeki artisi, ates olusumu ve istah kaybindan sorumludurlar.
Ikincisi; endotelyal etkilerdir. Lokositlerin adezyonuna, prokoagiilan aktivitesine ve TAF
aktivasyonuna etki ederler. Ugiinciisii; fibroblastik etkileridir. Kollagen sentezi ve fibroblast

proliferasyonunu arttirirlar (Drenth ve ark., 1995).
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Resim 1.2. Sitokinlerin transkripsiyon mekanizmalar1 (URL-2)

Yapilan ¢aligmalarda, TNF-o’nin akut inflamasyonda ve antitiimoral bagisiklikta en
onemli sitokin oldugunu gdstermektedir. Notrofil ve endotel hiicrelerini uyararak adezyon ve
kemotaksisin gerceklesmesini saglar. TNF-a, monositler, makrofajlar, T hiicreler, B hiicreler,
mast hiicreler, fibroblast, keratinosit, kupfer hiicreleri, diiz kas, sinovyal ortii hiicreleri,

alveolar hiicreler ve bazofiller gibi bir¢ok hiicre tipinden salgilanmaktadir (Gardner ve ark.,



2003). IL-18; IL-1 ailesinin bir iiyesi olup, yangmin baslamasinda énemli etkiye sahiptir.
Immun ve inflamatorik hastaliklarin gelisim siirecinde ekspresyonu artar. Chandrasekar ve
ark. (2003) kardiyomyositlerde H202 uyarimli oksidatif streste NF-kf aktivasyonuna bagl
olarak IL-18 mRNA transkripsiyonunun uyarildigin1 gostermislerdir. Reaktif oksijen tiirleri
yangl baglamasinda etkili olan TNF-a gen transkripsiyonuna neden olur. TNF-a hiicresel
sinyal yolaklarindan iK-B’nin NF-kB’den ayrilmasina ve bunun sonucu olarakta NF-kB’nin
hiicre ¢ekirdegine gegisi gercekleserek gen ekspresyonu sekillenir (Rimal ve ark., 2005).

Balik yetistiriciliginde uzun siiredir tedavi amagh kullanilan antibiyotikler,
mikroorganizmalarin zamanla diren¢ kazanmasi, rezidii olusumu gibi nedenlerden dolay1
yerini dogal iirlinlere birakmis ve bunlarin kullanimini yayginlastirilmistir.

Dogada bol miktarda bulunan aromatik bitkiler yiizyillarca hastaliklarin tedavisinde
ilag olarak kullanilmistir. Antibiyotiklere alternatif olarak diisliniilen ve dogal biiyiime
uyaricilar icerisinde incelenen kaynaklardan bitkisel ekstraktlarin ve bitki 6ziinden elde edilen
esansiyel yaglarmin kullanimi, binlerce yil 6nceye, eski Misir, Cin, Hint ve Yunan
medeniyetlerine kadar uzanmaktadir. Dogada yapisinda bulunan mikro diizeyde aktif madde
icerigi ile makro diizeyde etkinlige sahip bir¢ok bitki tiiri bulunmakta ve yiizyillardir
bunlardan daha ¢ok tibbi amaglarla yararlanilmaktadir. Ornegin bitki yapisinda yer alan
alkoloidler, morfin, atropin ve kodein gibi modern ilaglarin iiretiminde, acimsi veya aromatik
bitkiler, sedative etkileri, antimikrobiyal ozellikleri ve ayni zamanda sindirime yardimci
Ozsularin miktarin1 artirici, etkileri, saponin iceren bitkiler ise steroid benzeri etkileri,
sarimsak ve turp ise antimikrobial etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir
(Anonymous, 2006b).

Bitkisel ekstraktlarin kendilerine 6zgii bilinen esas etkilerinden birisi bunlarin
antimikrobiyal aktiviteleridir. Gergekten de hayvansal ve/veya yem kaynakli patojenlere karsi
birgok ekstraktin antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkilerinin kaniti olabilecek
laboratuvar c¢alismalarindan olusan oldukca fazla bilimsel kaynak mevcuttur. MIC (bakteri
iireme ve gelismesini dnleyici bir indeks; Minimum Inhibitér Konsantrasyon) ¢alismalar1 bu
ekstraklarin, ticari olarak temin edilen bazi antibiyotiklere bazen c¢ok yakin veya benzer
degerler gosterdigini bildirmektedir. Biitiin bu kanitlarla birlikte, uygulamada bir¢ok farkl
bitki eksraktlar1 yiiksek konsantrasyonlarda karistirtlarak etkileri antibiyotiklerle mukayese
edilmelidir. Cogu ekstrakt, birgok sayida aktif madde igerdiginden dolayr bu mantiksaldir.
Bunlarin gézlenen antimikrobiyal etkileri kimyasal yapilari ile baglantilidir. Onemli bir faktor

olarak bu aktif maddeler bitkiler aleminde degisik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Kamel,
2000).



Anadolu'da "Mercankdsk" adiyla bilinen Origanum tiirleri, tim diinyada eski
caglardan beri ila¢ ve baharat olarak kullanilan bitkilerdir. Diinya piyasasinda énemli bir yere
sahip olan "Tiirk Oreganosu" Bati ve Giiney Anadolu'da yaygin olarak yetisen Origanum
onites L.'den elde edilmektedir (Ravid ve Putievsky, 186; Lawrence, 1984). "Kekik™ olarak
belirtilen drog, iilkemizde Origanum'lar dahil "Kekik" olarak taninan tiim bitkileri icine
almaktadir (Resim 1.3). Origanum genusuna ait olan tiirler iizerinde daha 6nce edinilen
literatiir incelemelerinden de goriildiigii gibi balik patojenlerine karsi antimikrobial etkiler

gosterdigi bildirilmistir (Cabello 2006, Kajita ve ark., 1990, Navarrete ve ark. 2008).

Resim 1.3. Origanum spp.

Yapilan bir calismada, Origanum tiirlerinin esensiyel yag iceriklerinin her bitkinin
kalitatif bilesiklerinin total miktarlarina gore degisim gosterdigi bildirilmistir. Buna gore O.
calcaratum gibi tiirler % 0,5’den daha az esansiyel yag igerigi gosterdigi i¢in zayif (Karousou,
1995), O. microphyllum (mercan kosk) gibi tiirler % 0.5-2 arasinda esansiyel yag igerigine
sahip oldugu i¢in orta (Karousou, 1995), O. vulgare subsp. hirtum (Yunan kekigi) ve O.
onites (Izmir kekigi) gibi tiirler ise % 2’den daha fazla esansiyel yag icerdigi icin zengin
olarak gruplandirilmistir (Kokkini ve ark., 1991; Vokou ve ark., 1988 ve 1993).

Ekici ve ark. (2011) yaptiklart bir ¢alismada, kekik (Origanum vulgaris), melisa
(Melissa oleum), karabas (Lavandulae romanae oleum), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve
zencefil (Zingiber officinale) bitkisel ugucu yaglarinin kimyasal bilesimlerini Yersinia
ruckeri, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Flavobacterium

psychrophilum ve Lactococcus garvieae iizerinde in vitro ortamda antibakteriyal etkileri



yoniinden incelenmislerdir. Kekik ve melisa ugucu yaglarmin diger bitkisel yaglara oranla
daha giiclii bir antimikrobiyal etki gosterdigini, ayrica kekik yaginin spektrumunun genis bir
etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Origanum genusunun kimyasal bilesenleri ile ilgili literatlir incelemelerine gore
linalool, terpinen-4-ol, and sabinene hydrate, karvakrol ve/veya timol gibi fenolik bilesenler
icerdigi bildirilmistir (Fischer ve ark., 1987; Kokkini ve ark., 1991; Ruberto ve ark., 1993)
Origanum tiirleri ugucu yaglarinda ana bilesenler olarak genellikle karvakrol ve timol tasirlar
(Ravid ve Putievsky, 1986; Sarer ve ark., 1985; Farag ve ark., 1989).

Karvakrol (2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol] 6nemli antibakteriyel, antifungal ve
insektisit Ozellige sahip monoterpenik bir fenoldiir (Lee ve Jin, 2008). Antimikrobiyal
aktivitesi olan belirli esansiyal yaglarin ana bilesiklerinden biri olan diisiiniilen fenolik bir

kimyasal olan karvakrol, keklik otu ve kekik yaglarinin ana bilesenidir (Resim 1.4).

OH

Resim 1.4. Karvakroliin kimyasal yapist (URL-3)

Karvakrol lezzet arttirict1 ve/veya antimikrobiyal olarak cesitli iirlinlerde siklikla
kullanilir (Liolios, 2009). Karvakrol, diger esansiyel yag komponetleri ile karsilastirildiginda
spesifik bir antimikrobiyal aktiviteyede sahip bir komponenttir. (Arrebola ve ark., 1994,
Sokmen ve ark., 2004). Hemen hemen biitiin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Dorman ve ark., 2000; Friedman ve ark., 2002). Karvakrol
antimikrobiyal etkisinin yani sira antifungal (Chami ve ark., 2005; Tampieri ve ark., 2005),

antitoksijenik (Ultee ve ark. 2001), insektisidal (Ahn ve ark. 1998; Panella ve ark. 2005) ve



antiparasidik (Lindberg ve ark., 2000) aktiviteye sahiptir. Temel bilesen olarak karvakrol
iceren biitlin esansiyel yaglar antiviral aktivite gosterirken (Allahverdiyev ve ark., 2004;
Garcia ve ark., 2003) karvakrol tek basina diisiik antiviral aktivite gostermektedir (S6kmen ve
ark., 2004).

Karvakrolun besiyerinde Bacillus cereus tarafindan iiretilen toksini engelledigi
bulunmustur (Ultee, 1999). Karvakrol iizerine son zamanlarda yapilan kapsamli arastirmalara
ragmen karvakroliin bakterilere karsi etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bilesigin
hidrofobik karakteri, bu bilesigin ilk hedefinin bakteriyel membran olmasinin olasi oldugunu
gosterir. Buna ek olarak, karvakrolun oncelikle proton itici giicli etkisiyle bakteriyel
membrant pargaladigint ve hem pH gradientini hemde membran boyunca elektron akisini
bozdugunu gostermektedir (Baydar ve ark., 2004; Beer ve ark., 2007). Karvakroliin iki 6nemli
karakteristik 6zelligi hidroksil grubu ve delokalize benzen halkasidir. Veldhuizen ve ark.
(2006), yapmis olduklar1 ¢alismada karvakroliin alifatik gruplart uzaklastirildiginda
antimikrobiyal 6zelliginin azaldigin1 ortaya ¢ikarmislardir. Karvakroliin genis spektrumda
gram negatif veya pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkilere sahip oldugu goriilmiistiir
(Burt ve Reinders, 2003; Sagdic ve Ozcan, 2003; Solomakos ve ark., 2008). Karvakrol
bakteriyel membranda tahribata yol acan biyosidal bilesik olarak diisiiniiliir. Karvakrol
bakteriyel hiicre membranlarina girerek hiicre igerisinde antimikrobiyal aktivite gosterirler
(Ultee ve ark., 1999; Cristani ve ark., 2007; Cao ve ark., 2008).

Bacillus cereus bakterisi ile yapilan bir ¢aligmada, karvakrolun B. cereus hiicre
membrani ile etkilesime girdigi ve bu membranin iki katmanli fosfolipit yapisini yok yettigi
goriilmiistiir (Ultee ve ark., 2000a). Kordali ve ark. (2008), Tiirkiye’de yetisen Origanum
acutidents tiiriinden hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yag ve onun ana bileseni
olan karvakrol (% 87), p-cymene ve timol’un antifungal, fitotoksik ve insektisel etkilerini
arastirmiglardir. Origanum acutidents tiirlinden elde edilen p-cymene’in diisiik antifungal
ozellik gdstermesine ragmen karvakrol’un ve timol’lin 17 fitopatojenik mantarin gelismesini
tamamen engelledigini ve ticari fungisit olan benomyl’den daha yiiksek oranda etkili
oldugunu bulmuslardir. P-cymene’in higbir fitotoksik etki gdstermedigini ancak karvakrol ve
timol’in ayn1 zaman da Amaranthus retroflexus, Chenopodium album ve Rumex crispus
tohumlarinin  ¢imlenmesini tamamen engelledigini ve fitotoksik etki gdsterdigini
bildirmislerdir. Ozellikle ugucu yagda yiiksek oranda bulunan karvakrol’ un fungisit, herbisit
ve insektisit 0zelliklere biiyiik katki yaptig1 sonucuna varilmistir. Karvakrolun ayni zamanda
antikanserojen bir bilesik olarak faaliyet gosterdigi bilinir. Karvakrolun bu 6zelliginden dolay1

gida koruyucu katki maddesinden kozmetige kadar iiriinlerde bir¢ok uygulama alanina sahip



oldugu belirtilmistir (Lee ve ark., 2008). Mahmoud ve ark. (2004), yapmis olduklari
calismada % 1’lik karvakrol ve % 1’lik timol’a daldirilip 5 °C’ de depolanan sazan
filetolarinin raf dmiirlerinin 8 giin uzadigini bildirmislerdir.

Bu calismada gokkusagi alabaliklar1 iizerinde Lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan
deneysel infeksiyon sonrasi, pro-inflamatuar sitokinlerdeki misli degisimlerle karvakroliin

etkinligi aragtirilmigtr.



2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Bahk

Balik materyali olarak, Tirkiye i¢ sularinda en yiliksek oranda bulunan ve 6nemli
derece ekonomik degere sahip Salmonidae familyasindan gokkusagi alabaligi (O. mykiss)
kullanild1 (Resim 2.1). Ayrica, bu tiir iiniversitemizin bagli bulundugu Tunceli ili ve c¢evre
isletmelerinde de balik popiilasyonuna hakim bir tiirdiir. Arastirma, ortalama agirliklar1 45-60
gr arasinda degisen 4 deneme grubunun her birinde 15 adet olmak {izere 3 tekrarli yapilan
caligmalarda (toplam 180 balik) ve 6n deneme ¢alismalar1 (220 balik) da dahil toplamda 400
balikla yiiriitiildii. Calismada balik materyali olarak kullanilan gokkusagi alabaligr Tunceli de
bulunan yerel bir balik ciftlikten temin edildi. Temin edilen alabaliklar Tunceli Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi Laboratuvarinda hazirlanmis deney diizenegine yerlestirilerek ortama
adaptasyonlar1 saglandi ve deney diizenegi i¢in toplam 6 adet akvaryum ve 10 adet fiberglas
tank kullanildi.

Deneysel calismada bir enfeksiyon modeli olusturulacag: i¢in laboratuvarda kapali
sistem diizenek kurularak herhangi bir enfeksiyon riski onlendi. Deneme siiresince su

sicakligl, pH, ¢oziinmiis oksijen degerleri giinliik olarak ol¢iildii.

Resim 2.1. Denemede kullanilan balik materyali (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)



2.1.2. Lipopolisakkarit - LPS (E.coli O55:B5 susu endotoksini- Sigma/USA)

Deneysel LPS infeksiyon modelin olusturmak i¢in; LPS (Escherichia coli, serotip
026:B6) (Sigma, USA) ii¢c farkli konsantrasyonda (12.5, 25 ve 50 pg/ml) uygulanarak 6n
deneme diizenekleri hazirlandi. Her bir grupta bulunan toplam 21 adet (n=7x3) baliga i.p.
olarak enjekte edildi. Kontrol gruplar1 PBS ile enfekte edildi. Mortalite oranlar1 48 saatlik
zaman diliminde izlendi ve sublethal doz belirlendi (Tablo 2.1). Tiim gruplar kontrol gruplari
ile karsilastirildiginda ilk grupta (12,5 pg/ml) % 1,3 mortalite oran1 saptandi. Diger gruplarda
ise 25 pg/ml i¢in % 35, 50 pg/ml i¢in % 75 mortalite oranlar1 gézlendi. Deneysel ¢aligsma i¢in
sublethal doz olarak 25 pg/ml deneysel infeksiyon dozu olarak belirlendi.

Tablo 2.1. Deneysel LPS infeksiyon modeli

LPS Kons. Mortalite Oranlar (%)
Grup (n=7) Grup (n=7) Grup (n=7) | Ortalama
(ng/mlb)*
12,5 1 2 1 1.3
25 32 39 34 35
50 70 80 75 75

*48 saat sonunda ortalama degerler

2.1.3. Karvakrol

Karvakrol, sivi olacak sekilde (ana stok miktarr, 1 g/ml) Sigma’dan temin edildi.
Calismada kullanilan karvakrol konsantrasyon orani literatiir taramasi neticesinde 100 ppm
(100pg/ml/1 kg yem) olarak belirlendi (Hashiem ve Abd El-Galil, 2012).
2.1.4. Deneysel Diizenek

Deneysel diizenek 3 tekrarli olarak 4 grup ile olusturuldu. Ilk grup kontrol grubu
olarak sadece ticari balik yemi beslendi. Ikinci grup enfeksiyon grubu olarak degerlendirildi
ve E.coli lipopolisakkariti (6n calismalarla belirlenen LDsy doz degerine denk gelen
konsantrasyondan 0,1 ml’lik doz, gokkusagi alabaliklarina ventral yilizgeglerin orta
noktasindan i.p. enjekte edildi) ile enfekte edildi (Resim 2.2). Yemleme islemine
enfeksiyondan 1 giin sonra basland1 ve ticari balik yemi ile beslendi. Ugiincii grup baliklar
enfekte edilmedi fakat karvakrol destekli yem ile beslendi. Dordiincii grup ise enfekte
baliklardan olusturuldu ve karvakrol destekli yemleme yapildi. Deneme peryodu 48 saat
sonunda tamamlanarak akut degisimler saptandi (Resim 2.3 ve 2.4). Deneme siiresi sonunda

alman karaciger, bobrek doku 6rneklerinden RNA eldesi sonucu Real Time-PCR yontemiyle




yangisal sitokinlerin transkripsiyon diizeyleri oOlgiilerek karvakrolun LPS ile olusturulan

enfeksiyon iizerinde antiinflamatuvar etkinlikleri karsilastirmali olarak ortaya konuldu.

',

Resim 2.3. Deneysel diizenek



Resim 2.4. Deneysel diizenek

Tablo 2.2. Deneme gruplari

1. Deneme Grubu: Kontrol grubu (C)

2. Deneme Grubu: LPS ile enfekte grup (E)

3. Deneme Grubu: Karvakrol destekli diet grubu (K)

4. Deneme Grubu: Enfekte baliklarin karvakrol destekli diet grubu (E+K)

2.1.5. Bahiklardan Doku Orneklerinin Alimi ile Homojenat Hazirlama

Her bir deneme sonunda 0,4 ml/L fenoksietanol (2-Phenoxyethanol) anestezisi
altindaki balik bireylerinden ¢alismanin 3. giinlerinde karaciger doku 6rnekleri uygun kosullar
altinda alinip soguk PBS ile yikanarak posetlenerek buz igerisine konuldu. Dokular proteaz
inhibitér (aprotinin, fenilmetansiilfonilflorid (PMSF), leupeptin, sodyum florid (NaF)
karigimini iceren uygun homojenizasyon c¢dzeltisi icinde homojenize edildi. Sitoplazmik
icerik ayristirilan ornekler ependorf tliplere konulup 12000 g, 4°C’de 10 dakika santrifiij
edilerek homojenatlardan elde edilen siipernatantlardaki protein diizeyleri Bradford metodu

ile tespit edildi. Plazma ve homojenatlar analize kadar -86°C’de saklandi.

2.2. Yontem




2.2.1. Sitokin Gen Ekspresyon Analizleri
2.2.1.1. RNA izolasyonu

Molekiiler analizlerde kullanilacak RNA eldesi su sekilde yapildi. Yaklasik 100 mg
doku steril ependorflar (niikleaz free-eppendorf) igerisine alinip, lizerine 1 ml RNA izolasyon
reaktifi (Trizol Reagent, Sigma-USA) konuldu ve vorteksle karistirildi. Homojenat oda
isisinda 5 dakika bekletildikten sonra 12 000 g, 4° C’de 10 dakika santrifiij edilerek, acik
renkli siipernatant temiz bir tiipe aktarildi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten sonra herbir
ornegin tlizerine 0, 2 ml kloroform ilave edilip, 15 saniye siireyle vortekste karistirildi. Oda
is1sinda 15 dakika bekletildikten sonra ornekler 12 000 g, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi olusan li¢ fazdan iistteki renksiz faz (RNA igerir) yeni bir ependorf tiipe
alinip, lizerine 0.5 ml izopraponol ilave edildi. Tiipler oda 1sisinda 5-10 dakika siireyle
tutulduktan sonra 4°C 12 000 g 10 dakika stireyle santrifiij edildi. Pelet iizerindeki siipernatant
alinip pelet RNA % 75°lik etil alkol ile yikandi. Vorteks edilip, 7 500 g’de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra RNA 10-15 dakika siireyle havada kurutulup 50—
100 pl su (DEPC water-dietilpirokarbonatlt su) RNA peleti tizerine ilave edilip, birkag kez
pipetlenerek ¢oziinmesi saglandi. Total RNA miktar1 ve safligi spektrofotometrede (OD260
ve OD280 nm absorbanslarda) ol¢iildi. RNA/DNA orant 1.7-2.0 araligindaki Grneklerin
saflig1 yliksek kabul edilip cDNA (komplementer DNA) sentezinde kullanildi.




Resim 2.5. RNA izolasyonunun gergeklestirildigi laboratuvar ortami
2.2.1.2. cDNA(komplementer- tamamlayic1 DNA) Sentezi

Elde edilen total RNA’dan hazir cDNA sentez kiti ile (Fermentas-USA); otoklav
edilmis 0.5 ml eppentorf tiiplere 2 ug/ml total RNA, 1 ul oligo(dT)1s primer konulup 12
ul’yve DEPC uygulanmis su ile tamamlandi. Karisim 3-5 saniye 13000 g’de santriiij
edilip termal sayklirda 70°C’de 5 dakika reaksiyona tabi edildi. Siire sonunda karigim buz
icinde sogutulup, santriifiij edilerek tiipiin dibinde toplanmasi saglandi. Tiipiin iizerine 5X
reaksiyon tampon ¢ozeltisi, ribolock riboniiclease inhibitér (20 U/ul) ve 10 pl dANTP
karigimi konulup karistirildi ve 10 saniye santrifiij edilerek ve termal sayklirda 37 °© C’de 5
dakika tutuldu. Tiiplere 1 ul revertAid m-multi-v reverz transkriptaz ilave edildi. Termal
sayklirda 42°C’de 60 dakika siire ile RNA’lar cDNA' ya doniistiiriildii. cDNA sentezinin
tamamlanmasi i¢in tiipler 70°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra PCR metodu igin

kullanimina hazir hale getirildi ve 6rnekler kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.1.3. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
tizerinde segilmis bir bolgenin in vitro sartlar altinda ilgili gen bdlgelerine spesifik
oligoniikleotid primerler ve Taq polimeraz enzim kullanilarak bir otomatik termal sayklirda
cogaltilmast metodudur. PCR reaksiyonunda temel olarak ii¢ basamaktan olusmaktadir.
Birincisi denatiirasyon (DNA ¢ift zincirinin agilmasi), ikincisi primerlerin spesifik olduklar
gen bolgesine yapigsmasi (annealing) ve ii¢linciisii ise zincir uzamasi (extention)’dir. Spesifik
olmayan yapismalarin olmamas: i¢in dongii sayist genellikle 30-40 olacak sekilde
sinirlandirilir. Real Time PCR sisteminde Syber Green (Fermentas, Germany) boyasi ¢ift
iplikcikli DNA pargasina baglanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan 1sima yapar ve
bu 1s1ma sistemin lazer dedektorii tarafindan alinarak bilgisayar ortaminda grafik formatina
cevrilir. Olgiilen floresans siddeti PCR f{iriiniiniin miktar1 ile dogru orantilidir.

Reaksiyonda 100 ng diizeyinde IL-1B ve IFN-y spesifik primerleri literatiirde
belirtilen baz dizgeleri sentezlettirilerek kullanildi (Tablo 2.3.). Bu genlerin ekspresyon
seviyeleri Real Time-PCR sistemi kullanilarak tespit edildi (Resim 2.6 ve 2.7).

Tablo 2.3. PCR analizlerinde kullanilacak primer baz dizgeleri ( Oncorhynchus mykiss

spesifik)



Transkript Primer sekanslari
IL-1p 5" CCGACTCCAACTCCAACACTA 3’

5 TTGCTGGAGAGTGCTGTGGAAGAA 3’
IFN-y 5" TCA CTG TCC TCA AAC GTG ¥’

5 GCT GTT CAA CGG AAAACCTGTTT 3’
GAPDH 5" TCCTC,GATGC,CGAAG,TTGTC,G 3’

5 ATGTC,AGACC, TCTGT,GTTGG 3’

Resim 2.6. Transkripsiyon analizlerinde kullanilan Real-Time System (Bio-Rad)




Resim 2.7. Doku orneklerinin Real-Time Systeme yerlestirilmesi
Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait kopya esigi

(Ct) degerleri karsilastirilarak, hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin nisbi

-DDCt
degisimleri 2 metodu ile hesapland1 (Paffl, 2001). Daha sonra gruplar arasindaki farklar
relatif misli degisimler cinsinden tablolarda verildi (Resim 2.8).

DDCT= (Ct hedef gen —Ct GAPDH) denek grubu ~ (Ct hedef gen —Ct GAPDH) control grubu

Her o6rnek igin kontrol gen olarak kabul edilen GAPDH geni (house-keeping gen)
diizeltme i¢in kullanilarak transkripsiyon seviyesi istenilen genlerdeki transkripsiyon
seviyeleri hesaplanarak kaydedildi. Real Time PCR sisteminde Syber Green (Fermentas,
Germany) boyasi ¢ift iplik¢ikli DNA pargasina baglanarak elektriksel impuls ile birlikte
floresan 151ma yapar ve bu 1sima sistemin lazer dedektorii tarafindan alarak bilgisayar
ortaminda grafik formatina cevrilir. Olgiilen floresans siddeti PCR iiriiniiniin miktar1 ile dogru

orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki farklar misli (kat1) cinsinden tablolarda verildi.



Resim 2.8. Amplikasyon sicaklik degerleri

2.2.2. Istatistiksel Analizler

Arastirmada elde edilecek veriler, SPSS 9.05 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way ANOVA varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. p<0.05 ve alt1 istatistiksel olarak

onemli kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata (S.E) seklinde verildi.



3. ANALIZ ve BULGULAR

Calismada Salmonidae familyasindan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) kullanildi.
Deneysel baliklarin ortalama uzunlugu 16,57 cm, ortalama agirhigir ise 44,71 gr olarak
belirlendi. Toplam 400 balik ile yiiriitiilen calismada deneme boyunca su sicakligi, pH,
¢oziinmiis oksijen degerleri giinliik olarak olgiildii. Sirayiyla 15,5 °C, 8.01, 9,57 mg/L olarak
belirlendi.
3.1. LPS Infeksiyon Modeli

E. coli lipopolisakkaritinin deneysel baliklar tizerindeki sublethal dozunu belirlemek
icin ti¢ farkli konsantrasyon (12.5, 25 ve 50 ug/ml) uygulandi. 48 saatlik siire sonunda her bir
konsantrasyonda mortalite oranlari tespit edildi ve kaydedildi. Tiim gruplar kontrol gruplar
ile karsilastirildiginda ilk grupta (12,5 pg/ml) 48 saat sonunda % 1,3 mortalite oran1 saptandi.
Diger gruplarda ise 25 pg/ml i¢in % 35, 50 pg/ml i¢cin % 75 mortalite oranlar1 gozlendi.
Deneysel calisma i¢in sublethal doz olarak 25 pg/ml deneysel infeksiyon dozu olarak

belirlendi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. LPS sublethal konsantrasyonu (doz-zaman)
LPS ile enfekte edilen balik 6rneklerinden otopsi sonunda alinan karaciger, beyin, kalp
orneklerinin nutrient ve triptik soy agar besiyerlerine ekimleri saglandi uygun inkiibasyon

siiresi sonunda koloni morfolojileri incelendi (Resim 3.1.).

Resim 3.1. TSA besiyerinde iireme (orijinal)



LPS wuygulanim1 sonunda baliklarda meydana gelen postmortem degisiklikler
fotograflanarak gosterildi (Resim 3.2 ve 3.3).

Resim 3.2. LPS uygulanan balikta gdzlenen pul dokiilmeleri (orijinal)

Resim 3.3. A-LPS uygulanan balikta gozlenen hemorajik kuyruk; B-Gozde goriilen
hemorajik odaklar (orijinal)

3.2. Dokularda Sitokin mRNA Transkripsiyon Diizeyleri

Bu c¢alismada, 25 pg/ml E. coli LPS’si ile enfekte edilen baliklardan

enfeksiyonun 3. gliniinde karaciger ve bobrek oOrnekleri alinarak bu orneklerde RNA



izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirildi. Real time PCR analizleriyle proinflamatuar
sitokinleden IFN-y ve IL-1p gen ekspresyon seviyeleri arastirildi. IFN-y, IL-1P
genlerine spesifik dizayn ettirilen primerlerin en uygun yapisma (annealing) sicakliklari

55-60 °C arasinda farkli 1s1 dereceleri uygulanarak, gradient PCR ydntemiyle analiz

edildi.

Gradient PCR uygulandiginda IL-1B geni i¢in en iyi primer yapisma isisinin 60,3 °c
oldugu tespit edildi (Sekil 3.2.). Proinflamatuar sitokinlerden olan IL-1p karaciger dokusu
ekspresyon seviyeleri LPS uygulanan grupta kontrol grubuna gore yaklasik %53 oraninda
uyardigl, LPS uygulamasina ilaveten karvakrol uygulanan grupta ise bu artigin %13 oraninda
baskiladig1 tespit edildi (Sekil 3.3). Bobrekte ise IL-1B ekspresyonu LPS uygulana grupte
12,9 misli degisimlerle uyardigi ancak karvakroliin bu artislar1 % 85 oraninda baskiladigi

tespit edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.2. IL-1B gen gradient PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 3.4. IL-1B mRNA transkripsiyon seviyeleri-Bobrek dokusu

IFN-y geni i¢in en iyi primer yapisma 1sisinin 60,5 0C oldugu tespit edildi (Sekil 3.5.).
Akut faz proteinlerinden olan IFN-y karaciger ekspresyonu seviyeleri, LPS uygulanan grupta
kontrol grubuna gore 2,87 kat misli degisimlerle uyardigi, ancak LPS uygulanan gruba
karvakrol eklenen grupta bu artiglarin 4,78 kat misli degisimlerle baskilandig: tespit edildi
(Sekil 3.6). Bununla birlikte IFN-y bobrek ekspresyonu seviyeleri LPS uygulanimiyla 4,82 kat
misli degisimlerle uyarilirken, LPS’e maruz birakilip karvakrol eklenen grupta bu artislarin

8,11 kat misli degisimlerle baskilandig1 goriilmiistiir (Sekil 3.7).



Amplification
T
500 -+ -
400 —
300 -
> I
w 1
® 200 -
100
0+
0 10 20 30 40
Cycles

Sekil 3.5. IFN-y gen gradient PCR amplifikasyon egrileri

4
3,22
3
2
g 1
1
; .
7]
o
_@- 0
[} K CAR
>
= -1
=

-1,9

-2,87

Sekil 3.6. IFN-y mRNA transkripsiyon seviyeleri-Karaciger dokusu
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TARTISMA

Dogal iiriinler, insanlar arasinda binlerce yildir bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanila
gelmistir. Bu dogal iiriinler arasinda énemli yere sahip kekik tilkemizde Origanumlar olarak
bilinen tiim bitkileri kapsamaktadir. Kekik esansiyel yaglarin fenol bilesenleri olan, timol,
karvakrol, eugenol ve terpineol’un gili¢lii antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (Friedman ve ark., 2002; Lee ve ark., 2005; Koul ve ark., 2008).
Aeschbach ve ark. (1994) timol ve karvakrol ve 6-gingerol’un 6nemli derecede antioksidan
etkilerinin oldugunu ve sentetik antioksidan katki maddelerinin yerine kullanilabilecek dogal
birer antioksidan madde oldugunu belirtmislerdir.

Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) Gr (-) bakterilerin en dis hiicre duvar memrant olup
bakterinin virulansindan sorumludur (Paterson ve Fryer 1974; Baba ve ark., 1988). Diisiik
dozlarda LPS, baliklarda B ve T lenfositlerin ve makrofajlarin fagositik aktivitesinin artmasini
saglamasi ile immiin savunma mekanizmasini aktive ederek yararli olabilmekte ve asilama
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (O’Donnell ve ark., 1994; Velji ve ark.,1990; Iwama
ve Nakanishi, 1996; Fulop ve ark., 1995; Sakai, 1999). Baliklar, LPS (50 mg/L) ile
intraperitonel olarak ve banyo tarzinda asilanms, sonrasinda 9.8x10° cell/ml konsantrasyonda
Yersinia ruckeri enfekte edilmislerdir. 45 giinlik deneme peryodunun sonunda baliklarin
yasam oranlari saptanmistir. LPS grubunun O6liim oranlarinin kontrol grubuna gore daha
diisiik seviyelerde oldugu bildirilmistir (Ispir ve Dériicii, 2014). Gokkusag: alabaliklarindan
izole edilen Gram-negatif karakterdeki bakterilerin identifikasyonu ve bu izolatlarin LPS
profillerinin tespiti lizerine yapilan bir calismada, LPS uygulanimi sonrasi hasta balik
orneklerinin dis baki muayenesinde genel olarak deride pul kaybi, ylizgeclerde erime, viicut
ylizeyinde hemoraji ve ilserlerle seyreden bakteriyel hemorajik septisemi tablosu
gozlenmistir (Akayli ve ark., 2015). LPS doz-zaman ¢aligmalarinda elde ettigimiz veriler (pul
kaybi, kuyruk ve sirt kisminda meydana gelen hemorajik odaklar ile gozlerde gdzlenen
kizarikliklar) Akayli ve ark. (2015) nin ¢aligmalari ile benzerlik gostermektedir.

Baliklarin ~ ¢esitli  stresorlere  verdigi yanitlardan birisinde inflamasyondur.
Inflamasyonun vaskiiler ve hiicresel yamtlari, plazma hiicrelerinden ¢ikan ve inflamatuar bir
uyaranla meydana gelen kimyasal faktorlerle ortaya c¢ikmaktadir. Bu gibi kimyasal
medyatorler bir arada veya sirayla etki ederek inflamatuar yanitin olugsmasini etkilerler.
Ozellikle LPS gibi inflamatuar ajanlar sitokin gen ekspresyonlarini arttirmaktadir (Maeda,
1998). Sitokin ailesinin interlokin-1 (IL-1) ailesi dort tiyeden (IL-1, IL-18, IL-1pB, IL-1a)
olusmaktadir (Dinarello, 1997). IL-1, TGF (transforme biiyiime faktorii), TNF (tiimor

nekrozis faktorli) ve interferon (IFN) gibi bazi memeli sitokinlerinin balik sistemlerinde



biyolojik aktivite gostermeleri, baliklarda bu molekiiller i¢in reseptorler bulundugunu ortaya
koymustur (Magnadottir ve ark., 2005). Ozellikle birgok arastirmaci spesifik olarak salmonid
immiin sistemde rol oynayan alabaliklarin sitokin ve diger immiinite ile iliskili genlerin
tanimlamasini ¢alismislardir (Secombes ve ark. 2001, Wang ve ark. 2002, Laing ve ark. 2002,
Zou ve ark. 2003). /n vitro bir ¢alismada, alabaliklar Aeromonas samlonicida bakterisi ile
enfekte edilmis ve bu bakteriye karst IL-1B geninin stimiile edildigi bu stimiilasyonun ise
fagositik ve bakterisidal aktivitenin attisiyla meydana geldigi bildirilmistir (Peddie ve ark.
2002). Chen ve ark. (2005), kanal kedi baliklariin dalak ve bas bobreginde IL-8 genini
belirlemisler, bu ekspresyonun Edwardsiella ictaluri ile enfeksiyondan sonra 3-5 misli
arttigin1 rapor etmislerdir. Calismamizda infeksiyon modeli olusturmak i¢in E. coli LPS (25
pg/ml) kullanilarak baliklara enjekte edilmis proinflamatuar sitokinleden IFN-y ve IL-1 gen
mRNA transkripsiyon seviyeleri, bobrek ve karaciger dokularinda karsilastirmali olarak
incelenerek akut degisimler belirlenmistir. Bulgularimiz gdstermistir ki infekte karaciger ve
bobrek dokudan izole edilen IFN-y gen ekspresyon seviyelerinde 3-5 misli artiglar saptanmig
iken; infekte karaciger dokudan izole edilen IL-1f 2 misli, bobrek dokudan izole edilen ise 12
misli artislar rapor edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, Chen ve ark. (2005) ve Peddie ve ark.
(2002) ile benzerlik gostermektedir. Gen ekspresyon seviyeleri misli degerlerde elde edilen
farklar ise stres uyaranin (LPS, bakteri infeksiyonu, diisiik sicaklik vb.) doz-zamana bagh
deger farklarindan, denemede kullanilan tiirsel farklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Son zamanlarda yapilan arastirmalar gostermistir ki bakteri yada bakteri
endotoksinleri-LPS) gibi inflamatuar ajanlarin sitokin gen ekspresyonlarinin inhibisyonunu
saglamada ¢esitli dogal {iriinlerin esansiyel yaglarinin koruyucu etkinlikleri bulunmaktadir
(Kiigiikgtil ve ark., 2014a; Kiigiikgiil ve ark., 2014b). Yapilan bir ¢calismada A. hydrophila ile
enfekte gokkusagi alabaliklar1 2 ay siireyle %1 ve %2 oranlarinda bakla, mango ve 1sirgan
destekli yem ile beslenmis ve ii¢ sitokinin (IL-1pB, IL-8 ve TGF-1) seviyelerindeki degisimler
arastirilmistir. Sonuglar gostermistir ki; % 1 bakla katkili yemlemenin tiim gruplarda soz
konusu genleri regiile ettigi, fakat % 2 bakla destekli gruplarda herhangi bir degisimin
olmadig: bildirilmistir. Isirgan destekli yemlemenin tiim gruplarda IL-1f, IL-8 ve TGF-31
genlerini regiile ettigi saptanmisken; Mango destekli yemlemenin ise her hangi bir etki
gostermedigi bildirilmistir (Awad ve Austin 2009). Kaya ve Ozbilge (2011) tarafindan
yapilan bir calismada Kayseri ve ¢evresinden toplanan propolisin etanolik ekstraktinin, LPS
ile uyarilmis makrofajlarda pro-inflamatuar sitokinlerin liretimi iizerine etkisi arastirilmistir.
LPS uygulanan hiicre grubunda, IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeylerinde kontrole gore istatistiksel

olarak anlamli bir artig saptanmig, LPS ve propolis uygulanan hiicre grubunda yalniz LPS



uygulanan hiicre grubuna gore her ii¢ sitokin diizeyinde de anlamli bir azalma oldugu tespit
edilmistir (Kaya ve Ozbilge, 2011). Yapilan bir diger ¢alismada Carvacrol ve Satureja
Khozestanica (SKEO)’lin etkisi LPS ile regiile edilmis makrofajlarda iNOS gen ekspresyon
seviyeleri lizerinde denemistir. Sonuglar gostermistir ki, SKEO bu genin ekspresyonu
karvakrole gore daha fazla inhibe etmistir (Jalalvand ve ark., 2013). Bu ¢alismada ise E. coli
LPS (25 pg/ml) ile enfekte edilen gokkusagi alabaliklari kekik esansiyel yagmin ana
kompanenti olan karvakrol (100 ppm/1 kg yem) destekli yem ile beslenmis, pro-inflamatuar
sitokinlerdeki degisimlerin saptanmistir. Elde edilen verilere gore, LPS ile enfekte edilen
gruptan elde edilen karaciger ve bobrek dokusu IL-1B ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna
kiyasla sirastyla % 53 ve % 12,9 oraninda uyarilildigi gozlenmistir. Enfeksiyonu takiben
karvakrol destekli yemleme yapilan grupta ise bu artislarin sirasiyla % 13 ve % 85
baskilandig1 tespit edilmistir. Enfeksiyon igeren grupta akut faz proteinlerinden olan IFN-y
karaciger ve bobrek ekspresyonu seviyeleri ise kontrol grubuna gore 2, 87 ve 4, 87 misli
degisimlerle uyarilmisg, ancak karvakroliin bu artislar1 sirastyla 4,78 ve 8,11 misli degisimlerle
baskiladig1 gézlenmistir. Elde ettigimiz bulgular Kaya ve Ozbilge (2011) ve Jalalvand ve ark.
(2013)’nin g¢alismalariyla benzer 6zellikler gostermektedir. Pro-inflamatuar sitokinlerindeki
misli degisimlerdeki artis yada inhibisyon degerlerindeki farklar ise tiir, gen expresyon
degerlerindeki degisimlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica, LPS doz-zamana bagh degisimlerde

bir diger farklilik kaynag olarak diisiiniilmektedir.



ONERILER

E. coli LPS enfeksiyonu sonrasi karvakrol destekli yemleme yapilan gokkusagi
alabaliklarinda karvakroliin etkinligini proinflamatuvar gen ekspresyonlarindaki degisimlerle
ortaya koyan bu calismada, LPS enfeksiyonu ile olusan yangisal durum karvakrol destekli
yemeleme ile baskilandigi IL-1p ve IFN-y karaciger ve bobrek ekspresyonu seviyelerindeki
inhibisyonlarla elde edilmistir.

Karvakrol, gokkusagi alabaliklarinda  6zellikle enfeksiyon  durumlarinda
inflamasyonun belite¢lerinden olan sitokinler {izerinde etkin rol oynamistir. Fakat karvakroliin
koruyucu etkinligi yada tedavi etkinligi ile ilgili daha detayli calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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