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OZET

Bu caligmada, 6n ¢alismalarda dahil olmak iizere toplam 400 gokkusagi alabaligi
(ort. 16,57£1,79 cm uzunluk; 44,71+6,43 gr agirhk) kullanildi. Dort deneysel grup
olusturulan arastirmada, ilk grup kontrol grubu olup deney siiresince tiim optimal kosullar
sagland1. ikinci gruptaki baliklar 25 pg/ml lipopolisakkarit (LPS) ile intraperitonel olarak
(i.p.) enfekte edildi ve infeksiyon grubu olarak degerlendirildi. Uglincii grup baliklar enfekte
edilmemis ve yalnizca timol destekli yem takviyesi (100pg/ml/1 kg yem) ile beslendi. Son
grubu olusturan baliklar ise LPS ile enfeksiyon sonrasi timol destekli yem ile beslendi.
Deneme peryodu boyunca su sicakligi, pH, ¢oziinmiis oksijen degerleri sirasiyla 15,5 °C,
8.01, 9.57 mg/L olarak belirlendi. Deneysel asama 48 saat sonunda tamamlandi. Deneme
stiresi sonunda karaciger doku 6rnekleri alind1 ve apoptotik sitokinlerden kaspaz 3 (CAS-
3), kaspaz 8 (CAS -8) ve tiimor protein 53 (p53) gen ekspresyon seviyeleri arastirildi. CAS-
3, CAS-8 ve p53 genlerine spesifik dizayn ettirilen primerlerin en uygun yapisma
(annealing) sicakliklar1 55-60 °C arasinda farkli 1s1 dereceleri uygulanarak, gradient PCR
yontemiyle saptandi. Timoliin apoptotik etkinligi arastirildi. Baliklarda, LPS ile olusturulan
enfeksiyon sonunda g6z cidarinda, kuyruk bolgelerinde hemorajiler, renkte koyulagmalar
gbzlendi.

Apoptoz indiikleyici genlerinden olan CAS-3 ve CAS-8 karaciger dokusu
ekspresyon seviyelerinin LPS uygulanan grupta kontrol grubuna gore sirasiyla 4 ve 12,81
misli degisimlerle uyarildigi tespit edildi. Yalnizca timol igeren grupta CAS-3 gen
ekspresyon seviyesi i¢in herhangi bir degisim gozlenmedi fakat CAS-8 ekspresyonu 1,58
misli degisimlerle uyarildi. Timol pre-inkiibasyonundan sonra LPS eklenen grupta ise
sirastyla CAS-3 ve CAS-8 gen ekspresyon seviyelerinin 8,51 ve 37,79 misli degisimlerle
indiiklendigi ortaya konuldu. p53 gen ekspresyonu ise kontrol grubuna gore LPS ile 1,47
misli uyarildi, timol grubunda bu artis 1,1 misli degisimlerle baskilandi. Ancak, son grupta
p53 gen ekspresyon seviyesinde 7,06 misli artis tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi Alabaligi, Kazpaz 3, Kazpaz 8, Lipopolisakkarit, Timol,
Tiim6r Protein



ABSTRACT

Investigation Effects of Tyhmol on Apoptosis in Experimentally Inflamed
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)

In this study, including preliminary studies total 400 rainbow trout (mean 16.57+1.79
cm of length and 44.71+6.43 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 thymol (100ug/ml/1 kg of feed)
was fed. The fish included the last group was fed by the feed supported thymol 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/1 respectively. The experimental
stage was completed after 48 hours. The liver tissue samples were removed at the end of the
trial period and caspase 3 (CAS-3), caspase 8 (CAS-8) and tumor protein (p53) gene
expression levels from apoptotic cytokines were investigated. Optimal adhesion (annealing)
temperatures of the primers designed specifically CAS-3, CAS-8 and p53 genes analyzed by
gradient PCR with applying different temperatures between 55-60 °C. Apoptotic activity of
thymol was investigated. Hemorrhages in the eye wall and the tail region of the fish and dark
color in skin were observed at the end of infection caused by LPS.

The liver tissue expression levels of CAS-3 and CAS-8 from the apoptosis-inducing
genes in LPS-treated group were stimulated by the 4 and 12.81-fold changes compared to
the control group. In the group consisting of thymol, any change was not observed for CAS-
3 gene expression level, but CAS-8 expression was stimulated by 1:58 fold change. In LPS-
added group after thymol pre-incubation, CAS-3 and CAS-8 gene expression levels were
determined that induced with 8.51 and 37.79 fold changes. P53 gene expression level was
stimulated 1.47 fold changes in LPS-treated compared to the control group. This increase
was suppressed by 1.1-fold changes in the thymol group. However, p53 gene expression
level was detected a significant increase by 7.06-fold changes in the last group.

Key Words: Rainbow Trout, Caspase 3, Caspase 8, Lipopolysaccharide, Thymol, Tumor
Protein
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1. GIRIS

Su dirtinlerine elverigli iiretim sahalar1 ile Tiirkiye 6nemli bir potansiyele ve
kapasiteye sahiptir (Isgdren ve Elbek, 2006). Su iiriinleri, deniz ve i¢ sularda yasayan bitkisel
ve hayvansal canli toplulugu olup, onlarmm isletilmeleri, yetistiriciliginin yapilmasi1 gibi
alanlar1 kapsayan multidisipliner bir alandir (Atay, 1997). Kiiltiir balik¢iliginda iilkemizde
en ¢cok gokkusagi alabaligi kiiltiirii yapilmaktadir. Alabaliklar soguk, bol oksijenli sulari
seven, liretiminde bol miktarda suya gereksinim duyan canlilardir (Ungun, 1996; Giilyavuz
ve Unliisaym, 1999). Baliklar, sudaki ¢dziinmiis oksijeni kullanirlar. Tiire gdre degisen
oksijen istekleri ayn1 zamanda baligin yasina, suda biriken madde yogunluguna, sicakliga,
besin miktarina ve icerigine goére de degisim goOsterebilmektedir (Atay, 1987). Su
sicakliginin artmasi ile baliklar daha fazla ¢6ziinmiis oksijene ihtiya¢ duyarlar. Eger
¢Ozlinmiis oksijen yetistirilen tiir i¢in ortamda yeterli degilse, olusabilecek stres faktorleri
bircok hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olacaktir (Aras, 1992).

Hastalik, canlilarda i¢ ve dis etkenlerden meydana gelen zararlar sonucunda, normal
fonksiyonlarm azalmasi, kaybolmasi veya canlinin bu zarar sonucu 6lmesi demektir.
Hastaligin olusumunda ¢evre, etken ve baligin savunma mekanizmasi1 6nemli olmaktadir
(Arda ve ark., 2002).

Infeksiyoz hastaliklar, herhangi bir etkenin (bakteri, viriis, mantar veya parazit)
viicuda girmesiyle olusan bir bireyden digerine gegmesiyle meydana gelen bulasici hastalik
anlamina gelmektedir. Balik yetistiriciliginde, baliklarm birbirlerine yakin olmasi, sularda
kirlenme ve Kkalitede (fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger parametrelerde) optimal
degerlerin tizerine ¢ikma gibi durumlar baliklarda infeksiyoz ve non-infeksiyoz hastaliklara
neden olmaktadir. Koruyucu Onlemler alinmazsa hastalik yayilarak oliimciil boyutlara
ulasmaktadir (Arda ve ark., 2002).

Gokkusagi alabaliklarinin  (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) bakteriyel
patojenleri tizerinde birgok ¢alisma yapilmis ve yogun olarak arastirilmig Yersinia ruckeri
enfeksiyonlarmm ciddi kayiplara sebep oldugu ortaya koyulmustur (Burka ve ark., 1997;
Kum ve ark., 2004; Akinbowale ve ark., 2006). Yersinia ruckeri tarafindan olusturulan
Yersinioziste septisemi, baliklarda durgunluk, deride kararma, ylizge¢ tabani ve aniiste
kanamalar, ekzoftalmus ve basingli kan damarlar1 dikkati ¢gekmektedir (Diler ve ark., 1998;
Woo ve Bruno, 2003).



Gram negatif bakteriler etki mekanizmasmi (Y. ruckeri vb.) hiicre duvarinin bir
bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) ile olusturmaktadir. Ozellikle Lipid A katmani bu
etkiden sorumlu olup, bakteri hiicresinin endotoksininin toksik kompanenti olusturmaktadir.
Lipopolisakkarit, gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan, dogal bagisiklig
arttiran en 6nemli bakteri iirlintidiir. Bir endotoksin olan lipopolisakkaritin toksik parcasi
lipid A, septik siirecin baglamasinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (Paterson ve
Fryer, 1974; Baba ve ark., 1988)

Bircok enfeksiydz etken yanginin baslamasmna sebep olmakta ve konak hiicrede
apoptozu uyarmaktadir. Apoptoz programlanmis hiicre 6liimii olup kaspaz 3 (CAS-3),
kaspaz 8 (CAS-8) ve tiimor protein 53 (p53) genlerinin transkripsiyon diizeylerinde
degisimlere neden olarak gerek intrinsik gerekse ekstrinsik apoptoz sinyal iletim yolaklarini
aktif hale getirmektedir (Boldin ve ark., 1996; Choi ve ark., 1998).

Patojenlere karsi hayvanlarda diren¢ gelisimi riskini artirmast (Cabello, 2006;
Moffitt ve Mobin, 2006; Benchaar ve ark., 2006, Navarrete ve ark., 2008) sebebiyle, gida
giivenligi agisindan, basta AB iilkeleri olmak tlizere Tiirkiye’de de antibiyotiklerin baliklarda
biiyiime performansini arttirici olarak yemlere ilavesi yasaklanmistir (Shane, 2005; Anonim,
2007). Bu durum antibiyotiklere alternatif yeni yem katki maddelerinin gelistirilmesine
yonelik ¢aligmalar1 hizlandirmistir. Arastirmacilar, 6zellikle dogal kaynakli bitkilerin (kekik
tiirleri gibi) yapisindaki ekstraktlar olan esansiyel yaglara (timol, euganol, karvakrol gibi)
odaklanmisglardir.

Lamiaceae familyas1 liyesi olup kimyasal bilesenlerinde timol ve karvakrol igeren
iilkemizde kekik olarak bilinen pek¢ok aromatik bitki tiirii bilinmektedir (Baser ve ark.,
1994). Esansiyel yaglarin fenol bilesenleri olan, timol, karvakrol, eugenol ve terpineolun
giiclii antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor
edilmistir (Friedman ve ark., 2002; Lee ve ark., 2005; Koul ve ark., 2008). Aeschbach ve
ark. (1994) timol ve karvakrol 6nemli derecede antioksidan etkilerini ortaya koymus ve
dogal birer antioksidan madde oldugunu bildirmislerdir. Karvakrol ve timol giiclii
antibakteriyel 6zellikli fenolik bilesikler arasinda yer almaktadir (Burt, 2004; Holley ve
Patel, 2005).

Yapilan bu ¢alismada, {ilkemiz ticari kiiltiir balik¢iliginda ve Tunceli yoresinde de
onemli ekonomik degere sahip olan gokkusagi alabaliklar1 tizerinde LPS maruziyeti sonrasi

dogal antioksidan ve inflamasyon (yang1) giderici 6zelligi bilinen timoliin tedavi amacl



biyolojik etkinlikleri CAS-3, CAS-8 ve p53 genlerinin transkripsiyon degisimlerinin tespiti
calisilmistir.

1.1. Literatiir Bilgisi

Uzun yillardir su drlinleri insanlarin en 6nemli besin kaynaklarindan birini
olusturmaktadir. Besin bilesenlerinin arastirilmasi, 6nemli bir protein kaynagi olmasi, viicut
dokularinin korunmasi ve gelismesi i¢in gerekli tim aminoasitleri igermesi ile baliklar insan
saglig1 lizerinde olumlu etkilere sahiptir. Yapilan bir caligmada et, balik, yumurta ve siitlin
ayni besleme degerinde protein igerdigi bulunmustur (Love, 1982).

Alabaliklardan 6zellikle gokkusagi alabaliklar kiiltiir ortamindaki yetistiriciliginde
hizl1 gelismeleri, yemden 1yi yararlanabilmeleri, ¢cevreye kolay uyum saglayabilmeleri ve
bazi hastaliklara karsi1 daha dayanikli olabilmeleri gibi 6zelliklerinden dolay1 tiim diinyada
tercih edilen baliklar grubunu olusturmaktadirlar (Hickling, 1971; Celikkale, 1994; Aras ve
ark., 2000; Timur ve Timur, 2003)

Son zamanlarda iilkemizde artan bir ivme kazanan kiiltiir balik¢ilig1, Karadeniz
Bolgesi’'nde de pek cok alabalik iiretim ¢iftliginin kurulmasina Onderlik etmistir.
Yetisriticilik linitelerinde % 70 civarinda alabalik yetistiriciligi yapilmaktadir. Kiiltiir balig1
yetistiriciligi yerel ekonomi katkis1 yaninda tilke ekonomisi iginde 6nem arz etmektir. Fakat
kiiltlir 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 diisiirmektedir (Anonim 2005). Ancak baliklarin i¢inde yasadigi sucul
ortamin sahip oldugu sicaklik, pH, tuzluluk, ¢6ziinmiis O> miktarlar1 gibi fiziksel ve
kimyasal 6zellikler baligin bagisiklik sistemi {izerine direkt gostermekte ve bu nedenle
hastalik durumlarinda bagigiklik sisteminin zayiflamas1 sonucu ciddi problemler
olusabilmektedir. Bu hastalik tablosunun ¢ogunu olusturan bakteriyel hastaliklar 6zellikle
gram negatif 6zellige sahip mikroorganizmalar yoluyla toplu balik &liimlerine neden
olmaktadir.

Kiiltiire edilen balik ¢iftliklerinde yetistirilen tiiriin optimal isteklerinin degismesi ile
bakteriyel hastaliklar1 ortaya ¢ikmaktadir (Timur ve Timur, 2003; Roberts, 2012; Austin ve
Austin, 2012). Hizl bir gelisme gosteren gokkusagi alabalig: kiiltiiriinde ise 6zellikle gram
negatif karakterdeki bakterilerden kaynaklanan hastaliklar siklikla goriilmektedir.



Gram negatif bakterilerde hiicreyi zorlu ¢evre sartlarina karsi koruyan hiicre ¢eperi
baz1 enzimatik sistemleri de biinyesinde bulundurmaktadir (Lima de Faria, 1969; Koebnik
ve ark., 2000). Gram negatif bakterilerde hiicre ¢ift katli bir membran ile ¢evrilidir ve dis
membran; tamamu sitoplazmada sentezlenen fosfolipidler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler
ve integral dig membran proteinlerinden (OMP) meydana gelmektedir (Bos ve Tomassen,
2004). Bakterilerde bulunan lipopolisakkaritler antijenik yapilardan sorumlu olup bagisiklik
sisteminin gelismesi tizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir ve bu nedenle as1 gelistirme
caligmalarina temel teskil etmektedir (Fulop ve ark., 1995; Sakai, 1999). Solem ve ark.
(1995), Aeromonas salmonicida’ya ait lipopolisakkaritlerin Atlantik salmonu (Salmo
salar)’nda immunostimulant olarak kullanilabilecegini bildirmisken, Acosta ve ark. (2004),
Vibrio anguillarum’a ait bu antijenlerin ayni balik tiirtinde antikor seviyesini arttirdigini ve
as1 calismalarinda kullanilabilecegi rapor etmislerdir.

Lipopolisakkarit gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin bir komponentidir, bakteri
oldiigiinde ya da ¢ogaldiginda ortaya ¢ikmaktadir (Sant’anna ve ark., 2008). LPS’nin gergek
toksit etkisinden Lipid A’nin sorumlu oldugu bilinmektedir (Baba ve ark., 1988; Paterson
and Fryer, 1974). Lipopolisakkarit lipid A bileseni bir¢ok inflamatuvar oncii hiicreyi aktive
etmektedir (Salyers ve Whitt, 1994)



— O-Antigen

— LipidA

LIPOPOLYSACCHARIDE

Resim 1.1. LPS’nin yapisi (URL-1, 2015)

Mikroorganizmalarm, 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
hizl1 hiicre bdliinmesi ve hiicre yikimi sirasinda saliverilir (Ortatath ve ark., 1999)

Apoptoz istenmeyen hasarli ve hastalikli hiicrelerin bertaraf edilmesini saglayan bir
savunma sistemidir (Degterev ve ark., 2003). Apoptozda mitokondrnin oksidatif yaniti
olarak membran gec¢irgenligi artar ve hiicrede programli hiicre 6liimii olarak bilinen
apoptozun dliim sinyalleri uyarilmis olur (Jurgensmeir ve ark., 1998; Shimizu ve ark., 1999).
Sitozele salinan cyt-c, apoptotik proteazi aktive eden faktor (APAF-1), prokaspaz-9 ve ATP’
den olusan bir kompleks yapt meydana getirerek apoptozum olarak bilinen sitozelde
apoptozik cisimciklerin olusumuna neden olur. Aktif kaspaz 3’{in aktivasyonunu takip eden
prokaspaz 9 otoaktivasyonuna neden olur. Aktif kaspaz 3 tarafindan aktive edilen DNAaz
enzimlerini uyararak apoptoz siirecinin yine baslica belirteclerinden olan DNA kiriklarina
neden olur (Choi ve ark., 1998). Bununla birlikte diger bir apoptoz yolagida 6zellikle TNF-

o uyarimli FAS ligand aktivesi sonucu sekillenmektedir. Hiicre i¢i aktif FASL molekiilleri



kaspaz-8 uyarimlarina bagli olarak prokaspaz 3’ii aktive ederek apoptoz siirecini baslatir
(Boldin ve ark., 1996; Hirata ve ark., 1998).
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Resim 1.2. Hiicre 6liim reseptorlerinden bazilarinin apoptozdaki rolii (Leach, 1998).

Gram negatif bakterilerin hiicre membraninda bulunan LPS veya endotoksin, konak
hiicrede yangiy1 uyarir (Benayoun ve ark., 2001; Knapp ve ark., 2006). Bununla birlikte
hiicrede oksidatif stresi uyarimli apoptozun sekillenmesine neden olur (Rubenfeld, 2003).
p53 geni tiimdr baskilayici genlerden biridir ve apoptozun diizenlenmesinde etkisi olan Bcl-
2 gen ailesiyle iliski halindedir. p53 geni transkripsiyonlar1 sonucu proapoptotik olan bax ve
BAK gibi proteinlerin aktivasyonunu saglayarak hiicre apoptozunu uyarir (Nakano ve
Voudsen, 2001) LPS hiicre i¢i yangi mediyatorlerinin uyarilmasini saglayan transkriptor

faktor NF-kB’yi uyarir. Bu uyarimlar p53 aracili apoptoz sinyallerinin aktiflesmesini saglar

(Ryan ve ark., 2000).
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Resim 1.3. p53 proteininin apoptoz iizerine etkisi (Altunkaynak ve Ozbek, 2008)

T1bbi ve aromatik bitkilerin pazar hacmi tiim diinyada hizli bir artis gostermektedir.
Evvelden yalnizca dogadan toplanmak suretiyle temin edilen tibbi ve aromatik bitkiler
talebin artmasiyla tarimma yonelik ¢alismalar hiz kazanmustir (Ozgiiven ve ark., 2005).
Aromatik bitkiler uzun yillardir hastaliklarin tedavisinde ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Son
zamanlara kadar modern hayvan beslemede, aromatik bitkilerin biiylime uyarici ve
antimikrobiyal olarak kullanimi pek dikkate almmamustir. Fakat biiylimeyi uyarici
antibiyotiklerin yasaklanmasindan dolayi, giinlimiizde bitkisel eksraktlar antibiyotiklere
alternatif yem katkis1 ve biiylime uyaric1 olarak dnem kazanmaya baglamistir. Cografi
konum itibariyle tibbi ve aromatik bitki ticaretinde 6ncii olan Tiirkiye, lilke florasinda zengin
bir ¢esitlilige sahiptir. Bu tibbi ve aromatik bitkiler antiseptik, antioksidan, sindirim uyarici,
antimikrobiyal ve enzimatik etkiler gostermektedir (Yildiz ve Sener, 2003). Bitkisel
ekstraktlarin faydalarini belirlemek ve gelecek icin gecerli bir alternatif olabilmesi i¢in
calisilmaktadir (Kamel, 2000).

Antibiyotiklere alternatif olarak diisiiniilen dogal bitkiler ve iriinleri (ekstrakt ve
esansiyel yag) uzun yillardir bircok medeniyetge kullanilmaktadir ayni zamanda sa
yiizyillardir bunlardan tibbi amaglarla yararlanilmaktadir. Bitkilerin yapisinda yer alan

alkoloidler, morfin, atropin ve kodein gibi modern ilaglarmn iiretiminde, acimsi veya



aromatik bitkiler, sedative etkileri, antimikrobiyal 6zellikleri ve ayni zamanda sindirime
yardimc1 6zsularin miktarint artirici, etkileri, saponin igeren bitkiler ise steroid benzeri
etkileri, sarimsak ve turp ise antimikrobial etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir
(Anonymous, 2006).

Yapilan bir ¢alismada Baydar (2005) kekik ekstratlarini ¢alismis ve elde ettigi
ekstratlarin zaman, ekstraksiyon yontemi, hasat gibi islemlere bagl oldugunu bildirmistir.
Bu nedenle iilkemizde antibiyotiklerin yerine alternatif olarak sunulan bitkisel ekstraktlar
oldukca genis bir kullanim potansiyeline ulagsmistir ve ayrica, organik tarimin
yayginlagsmaya basladigi ve giivenilir gida maddeleri tiretiminin 6nem kazandigi giiniimiiz
kosullarinda, bu maddelerin hayvan ve insan saghg: iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
biiylik 6nem arz etmektedir.

Lamiaceae familyas1 Tiirkiye’nin en zengin ti¢lincii familyas1 olup 45 cins olmak
tizere toplam 731 takson ile temsil edilmektedir (Baser, 1994; Kocabas ve ark., 2001). Bu
familyanin 6nemli grubunu olusturan ve daglarin siisii anlamima gelen Origanum cinsleri
aromatik olup, cogunlukla baharat ve halk ilaci olarak kullanilabilmektedir (Baser ve ark.,

1994).

Resim 1.4. Origanum vulgare (URL-2, 2015).



Navarrete ve ark. (2010), gokkusag1 alabaligi ilizerine yaptiklar1 5 haftalik ¢alismada
esansiyel kekik yagi ve DNA’da ki bazi bolgelerin yerini degistirerek olusturduklari
gruplarda mikrobiyal etkiyi aragtirmislardir. Gokkusagi alabaliklarinin intestinal bakteri
popiilasyonunda kekik yagmin etkili olmadigini bildirmislerdir. Yapilan baska bir
calismada, farkli ¢evrelerde ve yiiksekliklerde yetismis kekiklerden elde edilen esansiyel
yaglar incelenmis ve yaglarin gram pozitif (Staphylococcus aureus, Steptecoccus faecalis,
Bacillus subtilus ve B. cereus) ve gram negatif (Proteus murabilis, Escherichia coli, S.
thphimuim ve Pseudomonas aeruginosa) bakterilere karsi antibakteriyel etki gosterdigi
belirtilmistir (Abutbul ve ark., 2004).

Origanum tiirleri ugucu yaglarinda ana bilesenler olarak genellikle karvakrol ve timol
tagirlar (Ravid ve Putievsky, 1986; Farag ve ark., 1989).

Timol (5-methyl-2-isopropylphenol) monoterpenler grubuna ait oksijenli bir
aromatik bilesiktir (Sekil 2. 1). Timol fenolik zincirin farkli bir bolgesinde hidroksil gruba

sahip olan karvakrola yapisal olarak ¢ok benzemektedir (Lambert ve ark., 2001).

CH3

Resim 1.5. Timoliin kimyasal yapis1 (URL-3, 2015).



Timol, kekik (Thymus vulgaris L.) esansiyal yaginin en 6nemli bilesenidir (Huma ve
ark., 1999; Sanchez ve ark., 2004). Fenolik bilesenlere sahip olan timol birgok
mikroorganizma (bakteri, kiif ve mantar) icin antibakteriyel etki gostermektedir. /n vitro
kosullarda vyiiriitillen bir ¢alismada Salmonella sp. ve E. coli karsi timoliin giiglii bir
antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Dusan ve ark., 2006; Michiels ve ark., 2007;
Janczyk ve ark. 2008). Bagamboula ve ark. (2004) kekik ve feslegen esansiyel yaglari ve
onlarin ana bilesenlerini (timol, p-cimen, karvakrol, linalol, estragol) Shigella spp. kars1 agar
difiizyon metodu ile belirlemislerdir ve deneme gruplarinin hepsinde Shigella spp. karsi
inhibisyon etki gosterdiklerini rapor etmislerdir.  Timol, eugenol ve nisinin E. coli, S.
aereus, B. cereus ve Listeria monocytogenes suslarina karsi antimikroyal aktivitesini MIC
testi ile karsilastran Tippayatum ve Chonhenchob (2007) etkin bir antimikrobiyal etki
saptamiglardir. Yapilan ¢alismalarda % 78-82 timol i¢eren esansiyel yaglarin biiyiik 6lgiide
antioksidatif, antibakteriyel ve antifungal etki gosterdikleri bildirilmistir (Farag ve ark.,
1989; Sivropoulou ve ark., 1996). Arastiricilar bu etkinlerin 6zellikle timol etken maddesinin
gram negatif bakterilerin dis kabugunu parcalamasi ile lipopolisakkaritlerin serbest kalmasi1
ve ayrica ATP i¢in stoplazmik membranin gecirgenligini arttirmasiyla sagladiklarini
bildirmislerdir (Juven ve ark., 1994; Helander ve ark., 1998; Soultos ve ark. 2009).

Kanal kedi baliklar1 {izerine yapilan bir diger ¢alismada balikk yemlerine etkin
dozlarda karvakrol, timol, karvakrol ve timol karigimi eklenerek deneme gruplari
olusturulmus ve biiylime performanslari, hayatta kalma oranlar1 ve yem doniisiim orani
incelenmistir. Deneme sonunda tiim gruplarda biiylime performansinin, hayatta kalma
oranmin yiiksek oldugu ve yem doniisiim oraninin azaldigi goriilmiistiir (Yildiz ve Sener,
2003). Yapilan bir diger ¢alismada gékkusagi alabaliklar1 iizerinde LPS ile olusturulan
deneysel enfeksiyon sonrasi, pro-inflamatuar sitokinlerdeki degisimlerle timoliin etkinligi
arastirilmustir.

Bu calismada, kekik esansiyel yagmin etken maddesi olan timoliin antibakteriyel ve
antioksidan etkinligini arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda E. coli LPS’si ile enfekte
gokkusagi alabaliklarinin timol igeren yemle besleme sonrasi, karaciger dokusunda
apoptozun uyarilmasmi takiben olusan hiicre oliimlerinin tespiti ¢ahsildl. Ozellikle
apoptozun basglatilmasindan ve devamindan sorumlu olan CAS-3 ve CAS-8, ayni zamanda
DNA tamir mekanizmasinda gorevli olan p53 gen diizeyleri karsilagtirmali olarak incelendi

ve RT-PCR metodu ile bu genlerdeki degisimler belirlendi.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bahk

Calisma materyali olarak kullanilan Salmonidae familyasindan gokkusagi alabalig1
(O. mykiss) iilkemiz i¢ sularinda da siklikla yetistiriciligi yapilan tiirlerin basinda
gelmektedir. Arastirma 44.7146.43 g ortalama agirliklarina sahip olup 4 deneme grubu balik
ile olusturuldu. Her bir grupta 15 adet balik stoklanmis ve deneme gruplar1 3 tekrarl olarak
calisildi. Stok havuzunda bulunan toplam 400 adet baliktan 264 adeti deneme gruplarmnin,
84 adeti ise 6n deneme gruplarinin olusturulmasinda kullanildi. Gokkusagi alabaligi Tunceli
de bulunan yerel bir balik ¢iftlikten saglanarak Tunceli Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Laboratuvarinda hazirlanmis deney diizenegine yerlestirildi ve iki hafta siireyle ortama
adaptasyonlar1 saglandu.

Yapilan deneysel ¢alismada bir enfeksiyon modeli olusturulacagi i¢in laboratuvarda
kapali sistem diizenek kurularak, herhangi bir enfeksiyon riski 6nlendi. Deneme siiresince

su sicakligi, degerleri gilinliik olarak ol¢iildii.

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

Deneysel dizayn i¢in LPS infeksiyon modeli olusturuldu ve bu amagla LPS
(Escherichia coli, serotip 026:B6) (Sigma-Aldrich, St, Louis, CO) t¢ farkli
konsantrasyonda (12.5, 25 ve 50 pg/ml) uygulanarak 6n deneme diizenekleri hazirlandi. On
deneme boyunca totalde 21 adet (n=7x3) baliga i.p. olarak LPS enjekte edildi. Kontrol
gruplari olarak ¢alisilan baliklar ise PBS ile enfekte edildi. Mortalite durumlar1 48 saat iginde
izlenerek sublethal doz belirlendi (Tablo 2.1). Kontrol gruplari ile karsilastirilan 12,5 pg/ml
deneme grubunda % 1,3 mortalite oran1 saptandi. Diger gruplarda ise 25 pg/ml i¢in % 35,
50 pg/ml igin % 75 mortalite gbzlendi. Deneysel ¢alisma i¢in sublethal doz 25 pg/ml olarak

belirlendi.
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Tablo 2.1. LPS enfeksiyonu

Mortalite Oranlar1 (%)

LPS Kons. Grup (n=7) Grup (n=7) Grup (n=7) Ortalama
(ng/mly*

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. Timol

Timol, toz halinde (ana stok miktari, 1 g) olarak Sigma’dan saglandi. Calismada

kullanilan timol konsantrasyon orani literatiir taramasi neticesinde 100 ppm (100ug/ml/1 kg

yem) olarak belirlendi (Hashiem ve Abd El-Galil, 2012).

2.1.4. Deneysel Diizenek

Deneysel deneme diizenegi 4 grup ile olusturuldu. Birinci grup kontrol grubu olarak
sadece ticari balik yemi ile beslendi. Ikinci grup enfeksiyon grubu olarak degerlendirildi ve
E. coli lipopolisakkariti (6n caligmalarla belirlenen sublethal doz degerine denk gelen
konsantrasyondan 0,1 ml’lik doz, gokkusagi alabaliklarina ventral yiizgeglerin orta
noktasindan i.p. enjekte edildi) ile enfekte edildi (Resim 2.1). Yemleme islemine
enfeksiyondan 1 giin sonra basland1 ve ticari balik yemi ile beslendi. Ugiincii grup baliklar
enfekte edilmedi. Fakat timol destekli yem ile beslendi. Dordiincii grup ise enfekte

baliklardan olusturuldu ve timol destekli yemleme yapildi. Deneme peryodu 48 saat sonunda
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tamamlanarak akut degisimler saptandi (Resim 2.2 ve 2.3). Deneme siiresi sonunda alinan
karaciger doku Orneklerinden RNA eldesi sonucu Real Time-PCR yontemiyle apoptotik
sitokinlerin transkripsiyon diizeyleri Olgiilerek timoliin LPS ile olusturulan enfeksiyon

tizerinde antiinflamatuvar etkinlikleri karsilastirmali olarak ortaya konuldu.

Resim 2.1. LPS konsantrasyonun intraperitonel uygulanimi
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Resim 2.2. Deneysel diizenek

Resim 2.3. Deneysel diizenek
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Tablo 2.2. Deneme gruplari

Grup —
Grup —
Grup —
Grup —>»

A

Kontrol grubu (C)

LPS ile enfekte grup (E)
Timol destekli diet grubu (T)
Enfekte baliklarm timol destekli diet grubu (E+T)

2.1.5. Bahklardan Doku Orneklerinin Ahm ile Homojenat Hazirlama

Denemelerin figiincii giiniinde 2-Phenoxyethanol (0,4 ml/L) anestezi edilen ile
baliklardan karaciger doku ornekleri alindi (Lewbart, 2001). Ornekler soguk PBS ile

yikanarak, posetlenerek buz igerisine konuldu ve uygun kosullar saglandi. Dokularin

homojenizasyonu proteaz inhibitér (aprotinin, fenilmetansiilfonilflorid (PMSF), leupeptin,

sodyum florid (NaF) ile saglandi. Daha sonra Ornekler sitoplazmik igeriklerinden

ayristirilarak ependorf tiiplere konularak 12000 g, 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Homojenatlardan elde edilen siipernatantlardaki protein diizeyleri Bradford metodu ile tespit

edildi. Plazma ve homojenatlar analize kadar -86°C’de sakland:.

2.2. Yontem

2.2.1. Sitokin Gen Ekspresyon Analizleri

2.2.1.1. RNA izolasyonu

Molekiiler analizlerde kullanilacak RNA eldesi i¢in, yaklasik 100 mg doku steril

ependorflar (niikleaz free-eppendorf) igerisine alinip, tizerine 1 ml RNA izolasyon reaktifi

(Trizol Reagent, Sigma-USA) konuldu ve vorteksle karistirildi. Homojenat oda 1sisinda 5
dakika bekletildikten sonra 12,000 g, 4° C’de 10 dakika santrifiij edilerek, ac¢ik renkli
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slipernatant temiz bir tlipe aktarildi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten sonra herbir 6rnegin
tizerine 0,2 ml kloroform ilave edilip, 15 saniye siireyle vortekste karistirildi. Oda 1sisinda
15 dakika bekletildikten sonra 6rnekler 12,000 g, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi olusan li¢ fazdan istteki renksiz faz (RNA igerir) yeni bir ependorf tiipe alinip,
tizerine 0,5 ml izopraponol ilave edildi. Tiipler oda 1sisinda 5—10 dakika siireyle tutulduktan
sonra 4°C 12,000 g 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Pelet tizerindeki siipernatant almip
pelet RNA % 75°lik etil alkol ile yikandi. Vorteks edilip, 7,500 g’de 5 dakika siireyle
santriflij edildi. Siipernatant atildiktan sonra RNA 10-15 dakika siireyle havada kurutulup
50-100 pl su (DEPC water-dietilpirokarbonatli su) RNA peleti iizerine ilave edilip, birkag
kez pipetlenerek ¢oziinmesi saglandi. Total RNA miktar1 ve saflig1 spektrofotometrede
(OD260 ve OD280 nm absorbanslarda) 6l¢iildi. RNA/DNA orami 1,7-2,0 araligindaki
orneklerin saflig1 yiiksek kabul edilip cDNA (komplementer DNA) sentezinde kullanildi.

Resim 2.4. RNA izolasyonunun gergeklestirildigi laboratuvar ortami (malzemeler, 6rneklerin hazirlanmasi,
muhafazasi vb. )

2.2.1.2. cDNA(komplementer- tamamlayict DNA) Sentezi

Elde edilen total RNA’dan hazir cDNA sentez kiti ile (Fermentas-USA); otoklav
edilmis 0,5 ml eppentorf tiiplere 2 pg/ml total RNA, 1 ul oligo (dT)18 primer konulup
12 pl’ye DEPC uygulanmis su ile tamamlandi. Karisim 3-5 saniye 13,000 g’de santriii;
edilip termal sayklirda 70°C’de 5 dakika reaksiyona tabi edildi. Siire sonunda karigim buz
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icinde sogutulup, santriifiij edildi ve tiipiin dibinde toplanmasi saglandi. Tiipiin lizerine
5x reaksiyon tampon ¢ozeltisi, ribolock riboniiclease inhibitor (20 U/ul) ve 10 pl ANTP
karigimi konulup karistirildi ve 10 saniye santrifiij edilerek ve termal sayklirda 37°C’de 5
dakika tutuldu. Tiiplere 1 pl revertAid m-multi-v reverz transkriptaz ilave edildi. Termal
sayklirda 42°C’de 60 dakika siire ile RNA’lar cDNA'ya dontistiiriildii. cDNA sentezinin
tamamlanmasi i¢in tiipler 70°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra PCR metodu igin
kullanimina hazir hale getirildi ve Ornekler kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.

2.2.1.3. Gergek 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
cogaltilmas1 metodudur. PCR reaksiyonunda temel olarak {ic basamaktan olusmaktadir.
Birincisi denatiirasyon (DNA ¢ift zincirinin agilmasi), ikincisi primerlerin spesifik olduklar1
gen bolgesine yapismasi (annealing) ve tiglinciisii ise zincir uzamasi (extention)’dir. Spesifik
olmayan yapismalarm olmamasi i¢in dongii sayis1 genellikle 30—40 olacak sekilde
smirlandirilir. Real Time PCR sisteminde Syber Green (Fermentas, Germany) boyasi ¢ift
iplikcikli DNA parcasina baglanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan 1sima yapar
ve bu i1sima sistemin lazer dedektorii tarafindan alinarak bilgisayar ortaminda grafik
formatia cevrilir. Olgiilen floresans siddeti PCR iiriiniiniin miktar1 ile dogru orantilidir.

Reaksiyonda 100 ng diizeyinde CAS-3, CAS-8 ve P53 spesifik primerleri literatiirde
belirtilen baz dizgeleri sentezlettirilerek kullanildi (Tablo 2.3.). Bu genlerin ekspresyon
seviyeleri Real Time-PCR sistemi kullanilarak tespit edildi (Sekil 2.6 ve 2.7).
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Tablo 2.3. PCR analizlerinde kullanilacak primer baz dizgeleri (Oncorhynchus mykiss spesifik)

Transkript Primer sekanslari
CAS-3 Reverse 5 CCGACTCCAACTCCAACACTA®
Forward 5> TTGCTGGAGAGTGCTGTGGAAGAA 3’
CAS-8 Reverse 5 TCA CTG TCC TCA AAC GTG 3
Forward 5’ GCT GTT CAA CGG AAA ACCTGT TT 3’
P53 Reverse 5'-CTG AAG GGT GAAATATTC TCC- 3'
Forward 5'-TGC CCT ATG AGC CGC CTG AG - 3'
GAPDH Reverse 5° TCCTC,GATGC,CGAAG, TTGTC,G 3’

Forward 5> ATGTC,AGACC,TCTGT,GTTGG 3’

Resim 2.5. Transkripsiyon analizlerinde kullanilan Real-Time Sistem (Bio-Rad)
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Resim 2.6. Doku 6rneklerinin Real-Time Sisteme yerlestirilmesi

Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait kopya esigi

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

degisimleri 2th3Ct metodu ile hesaplandi (Paffl, 2001). Daha sonra gruplar arasindaki farklar

relatif misli degisimler cinsinden tablolarda verildi (Sekil 12).

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

Her 6rnek i¢in 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 iplikcikli DNA parcasina baglanarak elektriksel impuls ile birlikte
floresan 151ma yapar ve bu 1s1ma sistemin lazer dedektorii tarafindan alinarak bilgisayar
ortaminda grafik formatma cevrilir. Olgiilen floresans siddeti PCR iiriiniiniin miktar1 ile
dogru orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki farklar misli (kat1) cinsinden tablolarda

verildi.
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Resim 2.7. 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 6nemli kabul edildi. Degerler ortalama =+ standart hata (S.E) seklinde verildi.

20



3. BULGULAR

Calismada Salmonidae familyasindan gékkusagi alabaligi (O. mykiss) kullanildi.
Deneysel baliklarin ortalama uzunlugu 16,57£1,79 cm, ortalama agirlig1 ise 44,71+6,43 gr
olarak belirlendi. Toplam 264 balik ile yiiriitiilen ¢alismada deneme boyunca su sicakligi,
pH, ¢oziinmiis oksijen degerleri 15.5 °C, 8.01, 9,57 mg/L olarak saptand:.

3.1. LPS infeksiyon Modeli

On caligmalarla sublethal doz belirlemek icin E. coli lipopolisakkariti ii¢ farkli
konsantrasyonda (12.5, 25 ve 50 pg/ml) uygulandi. Mortalite oranlar1 giinlik olarak
izlenerek kaydedildi. 48 saat sonra deneysel gruplarin herbiri kontrol grubu ile karsilastirildi
ve elde edilen veriler ise sekil 3.1°de gosterildi. Ik grupta (12,5 pg/ml) % 1,3 mortalite
orani saptandi. Diger gruplarda ise 25 pg/mli¢in % 35, 50 pg/ml i¢in % 75 mortalite oranlar1
gbzlendi. Sublethal doz olarak 25 pg/ml, deneysel infeksiyon dozu olarak belirlendi (Sekil
3.1).

90
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§ 30 M —= He
o© / @50 pg/ml
¥ 20
4 /
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Oh 3h 6h 12 h 48 h
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Sekil 3.1. LPS sublethal konsantrasyonu (doz-zaman)
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Baliklardan LPS enjeksiyonu sonrast bobrek ornekleri alindi ve nutrient (NA) ve
triptik soy agar (TSA) besi yerlerine ekimleri yapildi ve uygun inkiibasyon siiresi sonunda
koloni morfolojileri incelendi (Resim 3.1).

Resim 3.1. TSA besiyerinde tireme (orijinal)
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LPS uygulanimi sonunda baliklarda meydana gelen postmortem degisiklikler

fotograflanarak gosterildi (Resim 3.2 ve 3.3).

Resim 3.3 LPS uygulanan balikta operkulum g¢evresinde hemoraji (orijinal)
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3.2. Dokularda Sitokin mRNA Transkripsiyon Diizeyleri

Bu c¢alismada, 25 pg/ml E. coli LPS’si ile enfekte edilen baliklardan
enfeksiyonun 3. giiniinde karaciger ve bobrek ornekleri alinarak bu 6rneklerde RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirildi. Real time PCR analizleriyle apoptoz
belirteglerinden olan kaspaz ailesinden CAS-3, CAS-8 ve p53 gen ekspresyon diizeyleri
belirlendi. CAS-3, CAS-8 ve p53 genlerine spesifik dizayn ettirilen primerlerin en
uygun yapisma (annealing) sicakliklar1 55-60 °C arasinda farkli 1s1 dereceleri
uygulanarak, gradient PCR yontemiyle saptanda.

Gradient PCR uygulandiginda CAS-3 ve CAS-8 genleri i¢in en iyi primer
yapisma 1silarmin sirasiyla 60,2 ve 60,1 °C oldugu tespit edildi (Sekil 3.2 ve 3.4).
Apoptoz indiikleyici genlerinden olan CAS-3 karaciger dokusu ekspresyon seviyeleri
LPS uygulanan grupta kontrol grubuna goére 4 misli degisimlerle uyarirken timol eklenen
grupta degisim tespit edilmedi. Bununla birlikte timol preinkiibasyonundan sonra LPS

eklenen grupta ise bu gen ekspresyonu 8,51 misli degisimlerle indiiklendigi ortaya

konuldu (Sekil 3.3).

Amplification
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Sekil 3.2. CAS-3 gen gradient PCR amplifikasyon egriler
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Sekil 3.3. Karacigerde CAS-3 mRNA transkripsiyon seviyeleri

Arastirmada fas ligand uyarimli CAS-8 ekspresyonu kontrol grubuna gore sirasiyla
LPS ve Timol gruplarinda 12,81 ve 1,58 misli degisimlerle uyarildigi tespit edildi. Bununla
birlikte timol 6n uygulamasi yapildiktan sonra LPS enjeksiyonu CAS-8 ekspresyonunu
37,79 kat (misli degisim) indiikledigi de sekil 3.5’te gosterildi.
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Sekil 3.4. CAS-8 gen gradient PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 3.5. Karacigerde CAS-8 mRNA transkripsiyon seviyeleri

P53 geni i¢in en iyi primer yapigsma isisinin 60,5 °C oldugu tespit edildi (Sekil 3.6).

p53 gen ekspresyonu ise LPS tarafindan kontrol grubuna gore 1,47 kat uyarilirken, timol’tin
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1,1 kat baskiladig1 bulundu. Ancak timol preinkiibasyonu sonrasi LPS eklenen grupta ise
7,06 kat ekspresyon artisi tespit edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. p53 gen gradient PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 3.7 Karacigerde p53 mRNA transkripsiyon seviyeleri

Elde edilen verilere gore uygulanan konsantrasyonlarda LPS karaciger dokusunda

apoptozu uyararak hiicre liimlerine neden oldu. Bununla birlikte en dikkat ¢ekici bulgunun
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ise timoliin CAS-3 ve CAS-8 ekspresyonlarinda tek bagina kullanimlarinda degistirmezken,
LPS gibi toksik bir maddenin hiicrelerde meydana getirdigi hasarin uyarimiyla etkilenen
hiicrelerde anlamli derecede hiicre apoptozunu indiikledigi tespit edildi. Yine arastirmadan
elde edilen diger bir sonuca gore hasarsiz hiicrelerde inaktif olan p53 geninin timol
tarafindan ekspresyonunun baskilanmasi saglikli hiicrelerde koruyucu etkinliginin
oldugunu, ancak LPS uyarimina bagli sekillenen hasar durumunda ise etkisiz kalarak DNA

tamir mekanizmasini yeterli diizeyde saglayamadigi gosterildi.
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4. TARTISMA ve SONUC

En hizli biiyiiyen gida tiretim sektdrlerinden birisi olan su iriinleri yetistiriciligi
acligin onlenmesi, dengeli ve saglikli beslenme, istihdam, doviz girdisi saglamasi, kirsal
kalkinmaya katkis1 gibi nedenlerle 6nemli bir sektordiir. Kirsal alanlarda, i¢ sularda iiretim
tesislerinin %350’sini alabalik isletmeleri olusturmaktadir. Isletmelerde olusabilecek stres
faktorlerine (su kalitesinde bozulmalar, yogun stok, hastaliklara direng vb.) karsi tolerans
araliklarinin genis olmasi1 yoOniiyle {ilkemizde 1967’den beri soguk su baliklar1
yetistiriciliginde baskin tiir olarak gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss W., 1792)
yetistiriciligi yapilmaktadir (Giilyavuz ve Unliisayin, 1999).

Alabalik yetistiriciliginde en 6nemli sorunlardan birisi olan hastalik problemleri
patojenik mikroorganizmalarin baliklarin koruyu bariyerlerini (mukus, epidermis) ge¢mesi,
ozellikle bagisiklik sistemlerini zayiflatmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Baliklar suda yasayan
canlilar olmasi sebebi ile i¢inde yasadiklar1 suya bagimli canlilardir. Bu nedenledir ki suda
olusabilecek her tiirlii stres faktorii (su isteklerinin optimal sartlarin digina ¢ikmasi, yogun
stok vb.) balik tarafindan algilanmakta ve saghgi (fizyolojik dengede bozulma) dogrudan
etkilemektedir (Roberts, 2012; Austin ve Austin, 2012)

Lipopolisakkarit, Gr - bakterilerin dis membran komponenti olup endotoksik etkiden
sorumludur (Van Amersfoort ve ark., 2003). Lipopolisakkaritin patolojik etkisi endotelyal
hiicreler ve makrofajlar arasindaki iliski sonucu olmaktadir. Lipopolisakkarit, dogrudan
bagisiklik sistemini aktive eder. Bu olay hiicre duvarimnin lizisi ile sonuglanabilir (Pastoret ve
ark., 1998; Ellis, 1999). Yapilan bir ¢alismada zebra baligi (Danio rerio) larvalarina E. coli
LPS (0111:B4)’i lethal ve sublethal konsantrasyonda uygulanmis ve LPS’ye bagli immiin
aktivasyon arastirilmistir. Lethal konsantrasyonda (150 pg/ml) larvalarda mortaliteler tespit
edilmigken, sublethal konsantrasyona (50 pg/ml) direng gelistirilmistir (Novoa ve ark.,
2009). Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Gram-negatif karakterdeki bakterilerin
identifikasyonu ve bu izolatlarin LPS profillerinin tespiti lizerine yapilan bir ¢aligmada ise,
LPS uygulanimi sonrasi hasta balik 6rneklerinin dig baki muayenesinde genel olarak deride
pul kaybi, yiizgeclerde erime, viicut yiizeyinde hemoraji ve ilserlerle seyreden bakteriyel
hemorajik septisemi tablosu gozlenmistir (Akayli ve ark., 2015). Lipopolisakkarit doz-

zaman caligmalarinda elde ettigimiz veriler (pul kaybi, kuyruk ve sirt kisminda meydana

29



gelen hemorajik odaklar ile gozlerde gozlenen kizarikliklar) Akayli ve ark. (2015)’nin
calismalari ile benzerlik gostermektedir.

Tiirkiye’nin birgok bolgesinde intensif balik yetistiriciliginin artmasiyla paralel seyir
izleyen hastalik problemleri bu sektoriin gelisimini kisitlayan en biiyiik sorunlardan birisidir.
Ozellikle yogun stok, cevresel isteklerin uygunsuzlugu veya ani degisimi, suda olusabilecek
her tiirlii stres faktorii yetistiricilik tinitelerinde balik hastaliklarinin birincil etkenlerini
olusturmaktadir. Bu durumlar neticesinde goriilen balik 6liimleri, biiyiimede yavaslama gibi
problemler ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle balik yetistiriciliginde
hastaliklara kars1 etkin tedavi yontemlerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Balik yetistiriciliginde bakteriyel enfeksiyonlarin sagaltiminda veya kontroliinde
yemlere ve sulara katilarak yada enjeksiyon yolu ile antibiyotik (antibakteriyel ilaglar)
kullaniminin eskiden beri yaygin oldugu bilinmektedir (Schnick ve ark., 1997). Fakat bu
antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi1 ¢evre, balik ve insan sagligi agisindan bir¢ok olumsuz
etkiye neden olmaktadir. Son yillarda artan hastaliklara karsi sentetik yapili ilaglar ve
terapotik maddelerin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi, infeksiyoz etkenlerin
tedavisi icin kullanilacak dogal, giivenilir ve ucuz iirlinlerin kullanilma zorunlulugunu
arttrmistir.  Bircok bilim insani, bu nedenle 6zellikle bitkilerden elde edilen dogal
maddelerin kullaniminin balik hastaliklarmin tedavisinde etkili olduguna dikkat cekmektedir
(Toroglu ve Cenet, 2006).

Ekonomik olarak 6nemli olan kekik (Origanum vulgare) iilkemizde de bir¢ok yorede
yetismektedir (Baytop, 1963). Kekikleri diger bitkilerden ayiran en biiylik 6zellik ugucu
yaginda bulunan timol ve karvakroldur. Fenolik maddelerden olan timol antiseptik
ozelligiyle onemli bir etken maddedir. Keklik yaginin baglica bilesenleri olan timol ve
karvakroliin inhibe edici etkisi hiicre zar1 gegirgenliginin zarar gormesinden
kaynaklanmaktadir. Bu maddeler pH ve inorganik iyon dengesini etkilemektedir (Lambert
ve ark., 2001). Sari ve ark. (2006) yiiksek oranda timol iceren Oreganum glandulosum
tirtiniin gliglii bir antioksidan oldugu, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. hirae, C.
albicans, C. tropicalis gibi bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Yanishlieva ve ark. (1999) yapmis olduklari ¢alismada, timol’tin lipidlerde
karvakroldan daha iyi bir antioksidan oldugunu tespit etmislerdir. Gokkusag: alabaliklar1
lizerinde yapilan bir ¢alismada olusturulan bir gruplarin dietlerine 550 ppm Origanium

vulgare esansiyel yagi eklenmistir.Calisma sonucunda esansiyel yag ilave edeilen yemle
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beslenen gruptaki biiylimenin ve yem doniigiim oraninin kontrol grubuna gore daha iyi bir
seviyede oldugu goriilmiistiir (Turi ve ark., 2009).

Apoptozis mitokondri aracili i¢sel ya da olim reseptorleri aracili digsal uyarimlar
aracilig1 ile inaktif kaspazlarin aktive edilmesiyle uyarilmakta ve bir¢cok infeksiyoz
hastaligin patogenezisinin bir boliimiinii kapsamaktadir (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Reed,
2000). Apoptoz bakteri gibi tek hiicreli organizmalarda hiicre 6liimiiniin tek yoludur. Farkli
viris ve bakteriler immiine hiicrelerin 6zellikle makrofajlarin apoptotik 6limiiniin
aktivasyonu ile savunma mekanizmalarindan kagarak bir yasam stratejisi gelistirmektedirler
(Gao ve Kwaik, 1999; Gaddy ve Lyles, 2005; Hong ve ark., 2005; Santi ve ark., 2005;
Carrero ve Unanue, 2006; Miyairi ve Byrne, 2006; Rojas ve ark., 2010).

Son yillardaki arastirmalar, balik hastaliklarin patogenezinde apoptotik hiicre
olimiiniin ve bunda rol oynayan kaspazlarin biiyiik 6neme sahip oldugunu gostermektedir.
(Hirata ve ark., 1998; Shimizu ve ark., 1999). Baliklarda enzimler ve apoptotik proses
hakkindaki verileri kapsayan bu caligmalarda 6zellikle kaspaz 3 geni zebra baliklarinda
(Danio rerio) ¢ahisilmistir (Yabu ve ark., 2001; Chakraborty ve ark., 2006; Eimon ve
Ashkenazi, 2010). Ayrica deniz ¢ipuras: (Dicentrarchus labrax L.), dere kaya balig1 (Gobio
gobio) ve alabalik (Oncorhynchus mykiss), salmon (Salmo salar) ve ¢ipura (Sparus auratus)
gibi bazi teleost tiirlerde de ¢aligmalar yapilmistir (Reis ve ark., 2007; Nadzialek ve ark.,
2010). Yapilan in vitro bir ¢alismada, salmon baliklarinin sistemik enfeksiyonu olan riketsial
septisemi hastaliginda apoptozisin morfolojik ve biyokimyasal Ozellikleri belirlenerek
makrofajlarda apoptozisin indiiklendigi saptanmistir (Rojas ve ark., 2010). Bir diger
calismada Soto ve ark. (2010) Francisella asiatica ile enfekte tilapialarda (Oreochromis
spp.) bas bobrek makrofajlarinda apoptozisi bildirmislerdir. Levrekler iizerinde yapilan bir
calismada ise Vibrio anguillarum ile enfeksiyon sonrast immiin yanit mekanizmasi apoptotik
kaspazlar yoniinden incelenmistir. Kaspaz saliniminda diisiisler saptayan arastiricilar
kaspazlarmm  aktivasyonu ile immiin yanitin  giiclendigini ve intraselliiler
mikroorganizmalarin yayilimini sinirlandirabildigi bildirmislerdir (Sepulcre ve ark., 2007).
Lipopolisakkarit ile infekte baliklardan temin ettigimiz bobrek doku 6rneklerinde CAS-3 ve
CAS-8 ekspresyon seviyelerinde izlenen degisimler Sepulcre ve ark. (2007) ¢alismalariyla

benzerlikler gostermektedir.
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5. ONERILER

Balik hastaliklarinin tedavi ve kontroliinde ¢esitli yontemler ve 6zellikle kimyasal
iriinler kullanilarak yapilmaktadir. Kimyasal kullanimlar, balik iireticilerinin pahali olmas1
nedeniyle ekonomik bulunmamaktadir. Bazi balik isletmelerinin asir1 ve bilingsiz kimyasal
kullanim: ¢evreyi ve ekolojik dengeyi olumsuz etkilediginden, tibbi bitkilerden
faydalanilmast buna bir ¢6ziim getirebilir. Esansiyel yaglarin ana bilesiginden biri olan
timoliin balik patojenlerine karsi antimikrobial etkisini ortaya koymay1 amag¢ edinen bu
calismamizda, enfektif ajan olarak kullanilan E. coli LPS enfeksiyonu sonrasi timol destekli
yemleme yapildi ve gokkusagi alabaliklarinda pro-inflamatuar gen eksprasyonlarindaki
degisimler ortaya konuldu. Lipopolisakkarit enfeksiyonu ile olusan yangisal durum timol
destekli yemleme ile baskilandigi CAS-3, CAS-8 ve p53 karaciger ekspresyonu
seviyelerindeki inhibasyonlarla elde edildi.

Bu ¢alisma konu ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda bir 6rnek teskil etmektedir.
Bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisinde dogal iriinlerin antibakteriyel, antioksidan
etkinligi ile ilgili daha detayli caligmalarin yapilmasi literatiirde yer alan bosluklarin

doldurulmasa onderlik edecektir.
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