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OZET

SARI, A.B. (2016). Gokkusag: alabaliklarinda Origanum minutiflorum O.Schwarz
et. P.H. Davis bitkisinin antioksidan ve nonspesifik immun sistem iizerine etkileri. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Farmakoloji ve Toksikolojisi ABD
Doktora Tezi. istanbul.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Nonspesifik immun sistem, Antioksidan,
Origanum minutiflorum.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38930

Calismamizda tlilkemize endemik olan Origanum minutiflorum O.Schwarz et. P.H.
Davis bitkisinin gokkusagi alabaliklarinda nonspesifik immun sisteme yonelik etkileri ve in
vivo antioksidan etkinligi incelendi. Bitkinin toz hali, liyofilize tozu ve ugucu yaglarini farkli
konsantrasyonlarda igeren yemler gokkusagi alabaliklarina sekiz hafta boyunca verildi.
Deney sonunda nonspesifik immun sisteme yonelik etkilerin degerlendirilmesi amaciyla
respiratory burst aktivitesi, lizozim aktivitesi, fagositik aktivite incelendi ve canli agirlik
artig1 takip edildi. Antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi amactyla karaciger 6rneklerinde
malondialdehit diizeyleri, siiperoksit dismutaz, glutatyon-peroksidaz, glutatyon S-
transferaz, katalaz enzim aktiviteleri incelendi ayrica canli agirlik artis1 ve kondisyon faktorii
belirlendi. Nonspesifik immun sisteme ait parametrelerden respiratory burst, lizozim ve
fagositik aktivitede en yiiksek etkinlik 1000 mg/kg/yem konsantrasyonunda ugucu yaglarin
ilave edildigi yemlerle beslenen alabaliklarda gozlenirken, 500 ve 1000 mg/kg yem
konsantrasyonlarinda liyofilize ekstrakt iceren yemlerle beslenen gruplarda degisken
diizeylerde respiratory burst aktivitesi ve fagositik aktivite artisi tespit edildi. Canli agirligina
etkide artis goriillmesine ragmen deney gruplarinda istatistiksel bir 6nemlilik belirlenmedi.
Antioksidan aktivite ile ilgili parametrelerde 1000 mg/kg/yem liyofilize ekstrakt ve 250, 500
ve 1000 mg/kg/yem ugucu yag igeren yemlerle beslenen gruplarda dozdan bagimsiz
karaciger malondialdehit seviyesinde oOnemli diizeyde dislis gozlenirken; siiperoksit
dismutaz aktivitesinde artis 1000 mg/kg/yem ucucu yag ve liyofilize ekstrakt grubunda,
glutatyon peroksidaz artisi ugucu yag ve liyofilize ekstratlart gruplarinin tamaminda, katalaz
aktivitesindeki artig ise 1000 mg/kg/yem ugucu yag grubunda gozlendi.

Calismamizin sonucunda elde edilen verilere dayanarak endemik bir bitki tiirii olan
Origanum minutiflorum’un 6zellikle ugucu yaglarinin ve liyofilize ekstraktlarin doza bagh
degisken derecede gokkusagi alabaliklarinda nonspesifik immun sisteme yonelik ve
antioksidan etkinlik a¢isindan 6nemli diizeyde olumlu etkisi oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

SARI, AB. (2016). Antioxidant and Immunostimulant Effects of Origanum
minutiflorum O.Schwarz Et. P.H. Davis on Rainbow Trout, Istanbul University, Institute Of
Health Science, Department of Pharmacology and Toxicology. Doctorate Thesis, Istanbul.
2016.

Key Words: Rainbow Trout, Nonspesific immun system, Antioxidant, Origanum
minutiflorum.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 38930

The effects of Origanum minutiflorum O.Schwarz et P.H. Davis on non-specific
Immune system and in-vivo antioxidant defence are investigated in rainbow trout with our
study. Rainbow trout experiment groups are fed with feed containing plant powder form,
lyophilized powder and essential oils obtained from plant at different concentrations for a
period of eight weeks. In order to evaluate the effects on nonspecific immune system,
lysozyme activity, respiratory burst activity, phagocytic activity were analysed and body
weight were monitored in the end of the feeding period. For the determination of in-vivo
antioxidant capacity, malondialdehyde levels, superoxide dismutase, glutathione peroxidase,
glutathione S-transferase, catalase enzyme activities were examined from the liver samples.
Non-specific immune system parameters like respiratory burst, lysozyme and phagocytic
activity were found highest in the experiment groups fed with 1000 mg / kg essential oil
containing feeds. In the group fed with feed containing 500 and 1000 mg / kg lyophilized
extract, respiratory burst activity and phagocytic activity were increased significantly.
Through antioxidant activity related parameters, the malondialdehyde levels were decreased
significantly in the experiments groups fed with 1000 mg / kg feed lyophilized extract and
250, 500 and 1000 mg / kg feed essential oils. The superoxide dismutase activity in the liver
were increased in 1000 mg / kg feed essential oil and 1000 mg / kg feed lyophilized extract
group; glutathione peroxidase were increased in all essential oils and lyophilized extract
groups; the catalase activity were increased 1000 mg / kg essential oil group.

Based on the data which are obtained from our study we can conclude that Origanum
minutiflorum which is an endemic plant for our country could be used in feeds for the
rainbow trout considering the plants extracts and especially essential oil of the plant have

positive effects on non-spesific immun system and antioxidant defenses of the rainbow trout.



1. GIRIS VE AMAC

Balik hastaliklarinin tedavisinde dezenfektanlar, ilaglar ve antibiyotik gibi
maddeler uzun yillardan beri etkin olarak kullanilmaktadir. Bu maddelerin kullaniminin
gidalarda kalint1 sorunlar1 ve antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarda direng gelisimi
ve kullanilan ilaglarin etkinliginin azalmas gibi potansiyel riskleri bulunmaktadir. Ilag
kalintis1, direng, etkinlik azalmasi gibi dezavantajlarin varlig1 ve yeni mevzuatlara uyum
saglanabilmesi amaciyla alternatif dogal kaynak arayiglari bitki ve bitki ekstraktlart
tizerinde yogunlagmistir (Gabor ve ark. 2012; Siwicki ve ark. 1994).

Bitkisel katkilar, gida katki maddelerinin yeni bir smifi olmakla beraber
kullanimlari ve etki mekanizmalart ile ilgili mevcut bilgiler olduke¢a yetersizdir. Bitkisel
katkilar bitkilerin yumru, kok, yaprak veya meyvelerinin dogrudan veya ekstrakte
edilerek liyofilize toz halinde veya ugucu yag olarak yemlere katilmakta ve genel olarak
antimikrobiyal, antioksidan ve immunstimiilan etkinlikler gostermektedir. Bitkilerin
farmakolojik etkileri ve fizyolojik parametreler lizerindeki olumlu etkileri doza bagl
olarak degiskenlik gosterebilmektedir; yiiksek veya diisiik dozlar etkisiz olabilecegi gibi
fizyolojik parametrelere olumsuz etkileri de bulanabilir. Bu nedenle tiire 6zgii dozlarin

belirlenmesi klinik 6neme sahip olmaktadir (Karaskova ve ark. 2015).

Origanum minutiflorum (O. Schwarz et Davis), lilkemizde endemik olarak yetisen
ve ihrag edilen bir bitki tiiriidiir. Ulkemizde yaygm kullanim alani bulunmamaktadir.
Origanum tiirleri, Avrupa iilkelerinde yem katki maddesi olarak hayvan beslenmesinde

performansi artirmak ve hastaliklardan korumak amaciyla kullanilmaktadir (Beghelli ve

ark. 2012; Walter ve Bilkei 2004; Zhang ve ark. 2009).

Origanum minutiflorum’un yiiksek antioksidan etkinlige sahip oldugu in vitro
caligmalarda bildirilmesine ragmen, yapilan literatir taramasi sonucunda hayvan
tiirlerinde in vivo olarak antioksidan etkinligi ve nonspesifik immun sisteme yonelik etkisi
ile ilgili verilere ulagilamamistir (Baddal 2010). Cesitli kaynaklarda Origanum tiirlerinin
immun sistem ile ilgili yararliligina deginilmesi nedeniyle ¢alismamizda Origanum
minutiflorum bitkisinin gokkusagi alabaliklarinda nonspesifik immun sistem iizerine
etkileri ve antioksidan etkisi in vivo olarak ilk kez balik tiirlerinde arastirilmistir
(Giannenas ve ark. 2012; Zheng ve ark. 2009).



Bu ¢alismada, Origanum minutiflorum bitkisinin ve bitkiden elde edilen liyofilize
ekstrakt ve ugucu yagin gokkusagi alabaliklarinda in vivo antioksidan kapasitesi ve
nonspesifik immun sistemi uyararak hastaliklardan koruyucu etki olugturma potansiyelini
aragtirmanin yan: sira, uygulama formu ve etkin konsantrasyonun belirlenmesi
amaglanmaktadir. Gokkusagi alabaliklariin hastaliklardan korunmasinda Origanum
minutiflorum bitkisinin olas1 yararliliginin degerlendirilmesi ve kullanim alan1 kazanmasi
hakkinda yorum yapilmasi hedeflenmektedir. Bu yonde elde edilecek veriler, Origanum
minutiflorum’un diger hayvan tiirlerinde bagisikligin desteklenmesi ve antioksidan
etkinlik konusunda yapilan bilimsel ¢aligmalara kaynak olusturma potansiyeline sahip
olabilecektir. Ayni zamanda endiistriyel uygulanabilirlik a¢isindan devaminda yapilacak

calismalar i¢in esas olusturmasi ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Origanum minutiflorum Bitkisi Hakkinda Bilgiler

Origanum minutiflorum (O. Schwarz et Davis), Lamiaceae (Ballibabagiller)
familyasinda bulunmakta olup ait oldugu origanum cinsinin (mercankosk, merzengiis)
bilinen 38 tlrii bulunmaktadir. Origanum cinsinin {ilkemizde 22 tiirii ve toplam 32
taksonu yetismektedir (Giiner 2000). Yoresel olarak “Tota Kekik, Dag Kekigi veya
Cmgilli Kekik” olarak adlandirilan Origanum minutiflorum tiirii sadece Isparta ilinin
Siitgliler ve Kesme koyii ¢evresinde yetisen ve bolgeye endemik olan bir bitkidir (Baytop
1999). Bitki kayalik kiregli alanlarda ve yamaglarda 1500-1800 m rakimda yetismektedir
ve temmuz-agustos aylarinda ¢igeklidir (Davis 1965). O. minutiflorum un ait oldugu
Origanum cinsinin karvakrol ve timol tasiyan tiirleri, baharat olarak kullanilmakta olup
kokusu itibariyle halk arasinda genel olarak kekik olarak taninmaktadir. Tiirkiye, diinya
genelindeki en biiyiilk Origanum bitkisi ve yaglarinin ihracatgisidir (Baser 2008).
Origanum’un Tiirk¢e’deki karsiligi mercankosk olmasina ragmen Origanum, Thymus,
Thymbra, Satureja, Lipia ve Coridotymus cinsleri tilkemizde kokularinin benzer olmasi

nedeniyle kekik olarak isimlendirilmektedir (Krimer ve ark. 1995).

Origanum tiirleri temel olarak gida, baharat ve ila¢ endiistrisinde kullanilmakta
ve temel biyolojik etkinliginden karvakrol ve timol bilesiklerinin sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Baser 2008). Origanum tiirlerinden elde edilen ugucu yaglar; temel
bilesik olarak karvakrol, karvakrolun bir izomeri olan timol ve bircok farkli bilesik
igermektedir. Origanum tiirleri arasinda karvakrol igerigi en yiiksek olan tiirtin Origanum
minutiflorum oldugu tespit edilmistir (Baser 2008). Yapilan bir ¢alismada Origanum
minutiflorum’un ugucu yaginda % 90 oraninda karvakrol saptanmis, antimikrobiyal
aktivitesi incelendiginde bakteriyel gelisimi 6nemli Ol¢lide inhibe ettigi goriilmiistiir
(Sarer ve ark. 1996). Cesitli arastirmalarda karvakrolun; antimikrobiyal, antitlimoral,
antimutajenik, antigenotoksik, analjezik, antispazmodik, antiinflamatuvar, anjiojenik,
antiparaziter, antiplatelet, asetilkolinesteraz inhibisyonu, insektisidal, antihepatotoksik

ozellikler ve hepatoprotektif aktivite gosterdigi belirtilmistir (Baser 2008).



2.1.1. Origanum Tiirlerinin Biyolojik ve Farmakolojik Etkileri

Origanum tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin ve ugucu yaglarin in vitro veya in-
vivo olarak; antibakteriyel (Aslim ve Yiicel 2008; Dadalioglu ve Evrendilek 2004; Oke
ve Aslim 2010; Ozcan ve Chalchat 2009), antiviral (Sékmen ve ark. 2004), antiparaziter
(Ayvaz ve ark. 2009; Machado ve ark. 2010), antifungal (Daferera ve ark. 2000;
Korukluoglu ve ark. 2009; S6kmen ve ark. 2004), antiinflamatuvar (Ocana-Fuentes ve
ark. 2010), antitrombositik (Karkabounasli ve ark. 2006; Tognolini ve ark. 2006),
antikarsinojenik, antiproliferatif (Assaf ve ark. 1987; Kanazawa ve ark. 1995; Skerget ve
ark. 2005), asetilkolinesteraz inhibitér (Loizzo ve ark. 2009; Orhan ve ark. 2008),
antidiyabetik (Koukoulitsa ve ark. 2006; Lemhadri ve ark. 2004) hepatoprotektif,
hipolipidemik (Canbek ve ark. 2008; Lemhadri ve ark. 2004) etkinlik gosterdigi
bildirilmigtir.

Farkli hayvan tiirlerinde ve baliklarda Origanum tiirlerinin bagisiklik, biiylime
orani ve antioksidan kapasiteleri iizerine etkileri incelenmistir. Zhang ve arkadaslari
(2009) tarafindan yapilan deneysel bir caligmada, Origanum heracleoticum bitkisinden
elde edilen, igerisinde karvakrol ve timol bilesenleri bulunduran Orego-Stim® isimli ticari
tirtiniin, kanal yaym baliginda (Ictalurus punctatus) biiyiime performansi ve antioksidan
etkileri arastirllmistir. Baliklar 8 hafta siiren besleme siiresi sonrasi, Aeromonas
hydrophila ile deneysel olarak enfekte edilmis ve mortalite diizeyleri saptanmuistir.
Lizozim aktivitesi ve antioksidan aktivitenin 6l¢iitii olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz aktivitesi incelenmistir. Calismada Origanum bitkisinden izole edilen karvakrol
ve timol bilesenleri ile beslenen deney gruplarinda belirgin bir bilyiime artisi meydana
geldigi, A. hydrophilia’ya bagli mortalitenin azaldigi, kaslarda protein birikiminin
artirarak anabolik etki yaptigi ve patojenlere karsi dayanikliligin arttigi bildirilmistir.
Yapilan c¢aligmalarda Origanum bitkisinin diger hayvan tiirlerinde benzer sekilde
bagisikligi destekledigi goriilmektedir. Origanum iceren yem katki maddesi (Oregpig,
Pecs, Macaristan) ile beslenen biiylime hiz1 diisiik domuz yavrularinda gelisimi artirdigt
ve nonspesifik immunostimiilan etki gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada higbir
uygulama yapilmayan kontrol grubunda mortalite oran1 % 33 olarak gozlenirken,
Origanum igeren yemlerle beslenen grupta mortalite oraninin % 4’e diistiigii bildirilmistir

(Walter ve Bilkei 2004).



Beghelli ve ark. tarafindan yapilan arastirmada tavsan yemlerine Origanum
vulgare L. ve Rosmarinus officinalis L. bitkileri bireysel ve kombinasyon seklinde ilave
edilmistir. Arastirmanin sonunda, Origanum ilave edilen yemler ile beslenen tavsanlarda
kazanilmis immun yanit tizerinde pozitif etkiler goriildiigi bildirilmistir (Beghelli ve ark.
2012).

Etci tavuklarda gergeklestirilen bir arastirmada, gida takviyesi olarak enzim
(Yemzim B, Orba Biyokimya, Istanbul) ve 250 mg/kg/lyem ve 500 mg/kg/yem
konsantrasyonlarinda Origanum ugucu yaglar1 bireysel veya kombinasyon olarak
uygulanarak; performans, sindirim enzimleri, besin sindirilebilirligi, lipit metabolizmasi
ve immun yanit {izerine olasi etkileri arastirilmis; enzim ve ugucu yaglarin yem igerisinde
verilmesinin performans, besin sindirilebilirligi, enzim aktivitesi ve bazi immun sistem
parametreleri iizerinde olumlu etkisi olabilecegi sonucuna varilmistir (Basmacioglu ve

ark. 2010).

Origanum tiirlerinin antioksidan aktivitesi ile iliskili yapilan bircok arastirma
bitkinin yiiksek fenolik iceriklere sahip olmasi nedeniyle ucucu yaglar, metanol ve su
ekstraktlart tizerine yogunlagmaktadir (Baser ve ark. 2003; Charai ve ark. 1999; Heo ve
ark. 2002; Lin ve ark. 2003; Marcincak ve ark. 2008; Muchuweti ve ark. 2007; Ozkan ve
ark. 2010; Pizzale ve ark. 2002; Raudonis ve ark. 2008; Sara¢ ve ark. 2007; Sari ve ark.
2006; Skerget ve ark. 2005; Sokmen ve ark. 2004; Yoshino ve ark. 2006; Zheng ve Wang
2001).

Sicanlarda 1,2 dimetilhidrazin ile olusturulan kolon kanseri modelinde O. vulgare
su ekstraktinin antioksidan 6zelligi ve lipit peroksidasyon {izerine etkileri arastirilmus,
Origanum ekstraktinin oksidatif stresi azalttigi ve dimetilhidrazin uygulanan hayvanlara
kiyasla siiperoksit dismutaz, katalaz, indirgenmis glutatyon, glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz aktivitesinin normal diizeylere ulastigi,

antioksidan, antikanser 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Srihari ve ark. 2008).
2.1.2. Origanum minutiflorum’un Farmakolojik Etkileri

2.1.2.1. Antibakteriyel aktivite

O. minutiflorum’dan elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu ve Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus faecalis ATCC 19433,



Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, siprofloksasin direngli bazi Campylobacter tiirlerine ve
Shigella sonnei (RSKK 878) suslarina karsi in vitro antibakteriyel etkinlik gosterdigi
bildirilmistir (Aslim ve Yiicel 2008; Dadalioglu ve Evrendilek 2004; Ocana-Fuentes ve
ark. 2010; Oke ve Aslim 2010; Ozcan ve Chalchat 2009).

2.1.2.2. Antifungal aktivite

O. minutiflorum’un antifungal etkinliginin arastirildig1 bir ¢aligmada ugucu yagin
ve metanolik ekstraktlarin Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus, Fusarium
proliferatum’a ve Candida tiirlerine karsi antifungal etkinlik gosterdigi bildirilmistir
(Askun ve ark. 2008).

2.1.2.3. Antioksidan Aktivite

O. minutiflorum’a ait sulu ekstraktlarin  polar fenolik bilesiklerin
konsantrasyonuna bagli olarak antioksidan etkinlik gosterdigi bildirilmis ve radikal
stipiiriicti etkileri ile antioksidan etkiden baglica karvakrol, timol ve rosmarinik asit gibi

bilesenlerin sorumlu oldugu ileri stiriilmiistiir (Baser ve ark. 2003).

Birgok in vitro galismada Origanum minutiflorum’dan elde edilen farkli
ekstraktlarm antioksidan etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Baddal 2010; Oke ve Aslim
2010). Origanum minutiflorum bitkisinden aseton, metanol, diklorometan, kloroform ile
elde edilen ekstraktlarin ve ugucu yaglarin antioksidan 6zellikleri arastirilmis ve in vitro
antioksidan aktivite gosterdikleri ortaya konulmustur (Baddal 2010). Bir diger ¢alismada
Origanum minutiflorum'un su, etanol, metanol, aseton, etil asetat ve n-hekzan ile
ekstraksiyonu yapildiginda en yiiksek ekstraksiyon veriminin su (% 27,4), etanol(% 20,7)
ve metanol (% 20,3) ile elde edildigi bildirilmistir. Antioksidan aktivitenin in vitro bir
gostergesi olan DPPH radikal siipiiriicii etki ve demir selasyon 6zelliginin su ekstraktinda
en yiiksek diizeyde oldugu saptanmis ve sonug olarak su ile ekstraksiyonun antioksidan
maddelerin eldesinde uygun bir yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Oke ve

Aslim 2010).



2.1.2.4. Antiparaziter etki

Origanum minutiflorum ’un ugucu yaglarimin Culex pipens tiiriindeki sivrisinek
larvalaria ve Rhipicephalus turanicus 'a kars1 antiparaziter etkinlik gosterdigi bildirilmis
ve antiparaziter etkiden karvakrol maddesinin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir (Ayvaz

ve ark. 2009; Cetin ve ark. 2009).

2.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Alabalik YetistiriciliZine Genel Bakis

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), taksonomik olarak Chondrostoi sinifi,
Salmoniformes takimi ve Onchorhyncus cinsinde yer almaktadir. Gokkusagi alabaligi,
Asya ve Kuzey Amerika kokenli bir tiirdiir. Uretimi kolay oldugundan, farkli sicakliklara
ve ortam sartlarinda direngli olmasi ve hizli biiyiime 6zelligi nedeniyle i¢ sularda

yetistiricilige olduk¢a uygun oldugu gézlenmektedir (Zeng 2011).

Istatistik Kurumu verilerine gore, iilkemizde son 15 yildan beri i¢ su ve deniz
olmak ftizere en yiiksek miktarda yetistiriciligi yapilan balik tiirii alabaliktir (Tablo 2-1:
Tiirkiye’de Yaygin Uretilen Balik Tiirleri) (Anonim 2015b). Ulkemizde gokkusag
alabalig1 yetistiriciligi 1970’li yillarda baglamis ve 1990’1 yillarin sonunda entegre
liretim tesislerinin kurulmast ile hiz kazanmustir. I¢ su ve denizlerde yetistiriciligin toplam
miktar1 2010 yilinda 167.141 tondan 2014 yilinda iiretim 235.133 tona yiikselmistir
(Tablo 2-1) (Anonim 2015b). Alabalik yetistiriciliginde son yillarda istikrarli bir biiyiime
goriilmesine ragmen biiylimede goriilen dalgalanmalarin (Sekil 2-1) esas olarak

hastaliklarla iligkili oldugu diisiintilmektedir (Ergoniil 2012).

Tablo 2-1: Tiirkiye’de Yaygin Uretilen Balik Tiirleri

ic Su Deniz
Alabahk Alabahk Aynah Alabahk
Balik tiirii Toplam | Gokkusag | Salmo sp. sazan Gokkusagi | Cipura Levrek
2005 118277,0 | 48033,0 - 571,0 1249,0 27634,0 37290,0
2010 1671410 | 78165,0 - 403,0 7079,0 28 157,0 50 796,0
2011 188 790,0 | 100 239,0 - 207,0 7697,0 32187,0 47013,0
2012 212410,0 | 111335,0 - 222,0 3234,0 30743,0 65512,0
2013 233393,9 | 1228733 - 1455 5186,2 357011 679125
2014 235133,0 | 107 533,0 450 157,0 48120 41873,0 74 653,0

Kaynak: Anonim (2015a)



140.000 ton

120.000

100.000
80.000
60.000
40.000
20.000

0
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Kaynak: Anonim (2015a)

Sekil 2-1: Yillara Gore Gokkusagi Alabahgi Uretim Miktar

2.2.1. Alabalik Yetistiricilig¢inde Karsilasilan Problemler ve Céziimler

Deniz ve i¢ sulardaki balik¢iligin azalmasi ve denizlerin kisitlt bir kaynak olmasi
nedeniyle, kiltiir yetistiriciliginin siirdiiliirebilirliginin ve istikrarli biiylimesinin
saglanmasi onem kazanmaktadir (Nakagawa ve ark. 2007). Deli dana hastalig1 (sigir
spongiform ensefalopatisi), sap ve avian influenza gibi hastaliklarin birgok tilkede risk
olusturmasi nedeniyle 6zellikle Avrupa Birligi ve Amerika Birlesik Devletleri’nde balik
tiiketiminin arttig1 bildirilmistir. Balik yetistiriciliginde artan tiretimle beraber yetistirme
havuzlarindaki yogunlugun artmasi, alabaliklarin ¢ok yakin temasta bulunmalari, sularin
cabuk kirlenmesi ve bu nedenle su kalitesinin optimal degerlerin disina ¢ikmasi basta
bakteriyel hastaliklar olmak tiizere bir¢ok hastaligin gelismesine yatkinlik
olusturmaktadir. Karsilagilan hastaliklar {irtin kalitesinin diismesine, maliyetlerin
artmasina veya toplu balik oliimlerine ve gelisimin yavaglamasina neden olmaktadir

(Bjorklund ve Bylund 1990).

Baligin fizyolojik durumu; yetistirme kosullari, su kalitesi, baligin beslenme
durumu ve ortamdaki patojenler ile dogrudan baglantilidir. Belirtilen faktorlerden bir ve
birka¢ tanesinde meydana gelen bozulma balig1 strese sokarak, bagisiklik sistemi
bozulmasi ile enfeksiyonlara karsi duyarliligin artmasina neden olur (Magnadottir 2010;
Plumb ve Hanson 2011). Metrekiip basina balik sayisinin yiiksek olmasi, ani sicaklik
degisimleri, oksijen seviyesinin yetersiz olmasi, suda istenmeyen maddelerin varligi, elle
miidahale, toplama, nakil gibi uygulamalar ve cevresel kosullarin uygun olmamasi
baliklarda akut ve kronik strese sebebiyet vermektedir (Bjorklund ve Bylund 1990;

Scholz 1999). Stres durumunda salgilanan katesolaminler ve kandaki kortizol sentezinin



artis1 hayvanda immun sistemi baskilayip osmoregiilasyonun bozulmasi nedeniyle dis
ortamla sivi aligverisi bozulmasina ve alabaligin i¢inde bulundugu tathi suyu absorbe
etmesine neden olur. Absorbe edilen suyun atilimi i¢in ek enerji harcanmasi
gerekmektedir ancak kandaki katesolamin artisina bagli baliktaki enerji rezervleri
tikenmesi nedeniyle firsatg1 patojenler hastaliklara veya dogrudan apatojenik akut
oliimlere neden olur (McCormick 2011; Reid ve ark. 1998).

Balik hastaliklar1 etkene bagli olarak bakteriyel, viral veya paraziter olarak
simiflandirilmaktadir. Hastalik ortaya ¢iktiginda etmenin tesis i¢i veya tesisler arasi
tasinma ile hizlica yayilmasi s6z konusu oldugundan dolayi yiiksek ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir. Baliklarda ekonomik kayba neden olan hastaliklardan bakteriyel
kaynakli olanlar sikliklar goriilmektedir. Amerika Gida ve ilag Dairesi (FDA), Avrupa
Birligi ve Tiirkiye’de balik yetistiriciliginde kullanilan sl sayida ruhsath
antibakteriyel ilag bulunmaktadir (Baydan ve ark. 2012). Tiirkiye’de baliklarda kullanima
ruhsatli, florfenikol, siilfadiazin+trimetoprim, oksitetraksiklin, amoksisilin, oksolonik
asit, enrofloksasin iceren toplam 35 adet ruhsatli veteriner tibbi iiriin bulunmaktadir.
Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanimi1 kabul edilen kemoterapétik ilaglarin sayisinin
az olmasi tedavi seceneklerini sinirlandirmakta ve mevcut ilaglarin yogun kullanimina
sebep olmaktadir. Benzer ilaglarin yogun kullanimi ile bagisiklik sisteminin
baskilanmasi, biiylimenin yavaslamasi, nefrotoksisite, direncli bakteri gelisimi ve ilag
kalintis1 gibi sorunlara yol agabilmektedir (Ross ve ark. 2008). Bu durum balik
yetistiriciligi ve toplum saghigi agisindan potansiyel bir sorun olarak goriilmektedir
(Alderman ve Hastings 1998; Horsberg 2003). Ortaya ¢ikan hastaliklarin tedavisinin zor
olmast nedeniyle profilaktik uygulamalar 6nem kazanmaktadir (Le Breton 2009).
Hastaliklarin tedavisinde karsilasilan zorluklardan dolayr uygun bakim kosullarinin
saglanmasi, as1 veya immunostimiilanlar ile bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi gibi

profilaktik yontemler balik sagliginin korunmasinda 6nem kazanmistir (Le Breton 2009).

Baliklarda bakteriyel ve viral hastaliklardan korunmada asilama siklikla
uygulanan profilaktik bir yontemdir. Vibriosis, enterik kizil agiz hastaligi (ERD),
furunkuloz ve pankreatik nekroz gibi baz1 hastaliklara kars: etkili asilar gelistirilmistir.
Asilamanin balik hastaliklarinin kontroliinde en etkin yontem olarak kabul edilmesine

ragmen Renibacterium salmoninarum gibi hiicre ici patojenlere karsi asilarin etkisiz
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olmasindan dolay1 balik hastaliklarinin sadece asilar ile kontrol altinda tutulmasi oldukga

giictiir (Kum ve Sekkin 2011).

Immunostimiilan maddelerin kullanimmin baliklarin hastaliga kars1 direncini
artirmakta etkili bir ara¢ oldugu yapilan ¢calismalar ile gosterilmistir. Sentetik kimyasallar,
bakteriyel maddeler, polisakkaritler, hayvan veya bitki ekstraktlar1 gibi immunostimiilan
maddeler enfeksiyoz hastaliklara karsi spesifik immun yanitin yaninda nonspesifik
immun savunma mekanizmalarini da artirarak islev gormektedirler. Nonspesifik immun
yanitin artirilmasinin avantaji etkene secici olmamasi nedeniyle tiim patojenlere karsi etki

olusturmasidir.

Spesifik immun yanitta baliklarin immun sisteminde gorevli melanmakrofajik
merkezlerinde blunan B-hiicreler patojene ait spesifik antijen ile aktive olduktan sonra
prolifere olarak uzun siireli hafiza hiicrelerine ve plazma hiicrelerine farklilagarak spesifik
antikor sekresyonu gerceklestirirler. Non-spesifik immun sistemin humoral ve seliiler
yapilarin, antijene veya immunostimiilanlara bagli alarak artis gosterse de bu etki
immunstimiilasyon etkinin ortadan kalkmasiyla sonlanir ve benzer bir patojenle ikinci bir
maruziyet nonspesifik immun sistem yanitinda bir artisa neden olmaz. Bu nedenle
nonspesifik immun sisteme bagli olarak gelisen savunma, asilama ve spesifik immun

yanita gore daha kisa siireli olmaktadir (Kum ve Sekkin 2011; Subasinghe 2009).

2.3. Alabaliklarda Bagisiklik Sistemi

Baliklarda bagisiklik sistemi, enfeksiyonun meydana gelmesini engelleyen veya
enfeksiyona kars1 viicudun cevap vermesini saglayan nonspesifik bagisiklik ve spesifik
bagisiklik sistemi olarak iki kategoride incelenmektedir. Nonspesifik bagisiklik sistemi
baliklarda temel savunma mekanizmasi gorevi tistlenmektedir (Anderson ve Jeney 1992).
Nonspesifik immun sistemin aktivasyonunun yabanci organizmanin (antijen, bakteri,
viriis vb) taninmasina gerek olmamasi, kisa siirede yanit olusturmasi ve spesifik immun
yanita gore Su sicakligindan bagimsiz c¢aligmasi gibi avantajlari bulunmaktadir (Ellis
2001). Birgok i¢ ve dis faktor nonspesifik immun yaniti etkilemektedir. Baliklarin
yasadiklar1 ortamdaki sicaklik, pH, tuzluluk, oksijen diizeyindeki degisimler, metrekiip
basina balik sayisinin fazla olmasi gibi asir1 stoklama sorunu ve baliklarin dogrudan elle
miidahalesinin s6z konusu oldugu durumla dogrudan bagisiklik sistemini etkileyerek

baskilayici etkiler olusturmaktadir. Uygulanan immunostimiilanlar, fagositik aktivite,
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respiratory burst, lizozomal aktivite gibi immun parametrelerde artisa neden olmaktadir,
baliklarda hastaliga kars1 dayaniklilig1 artirmaktadir (Magnadottir 2010; Montero ve ark.
1999; Yildiz ve Pulatsii 1999).

Baliklarin savunma sistemi ile memelilerin savunma sistemleri arasinda bir takim
benzerlik ve farklar bulunmaktadir. Alabaliklarin da bulundugu teleost (gercek kemikli
baliklar) baliklarin hiicresel savunma sistemlerinde, makrofajlar, nétrofiller, natural Killer
hiicreler gibi fagositik hiicreler ve T ile B lenfositler gorev alir (lwama ve Nakanishi
1996; Ribas Cabezas ve ark. 2006; Tort ve ark. 2003). Teleost baliklar ayrica
komplement, lizozim, natural hemolizin, transferrin ve C-reaktif protein (CRP) gibi
cesitli humoral savunma sistemlerine sahiptir. Memelilerden farkli olarak kemik iligi ve
lenf nodiillerinin baliklarda bulunmamasina ragmen timus, dalak ve ©6n bobrek

memelilerdeki lenfoid organ gorevini iistlenir (Press ve ark. 1996).

2.3.1. Nonspesifik Immun Sistemde Gorev Alan Organ ve Dokular

Nonspesifik immun sisteminde gorev alan yapilar; fiziksel bariyerler, hiicresel ve

humoral bilesenler olarak ayrilmaktadir (Fearon 1997).
Deri ve Mukozal Bariyerler

Baliklarin deri ve mukozasi, yabanci maddelere ve patojenlere kars1 dogal fiziksel
bir engel gorevi gormektedir. Mukoza; glukoprotein (lektin) ve polisakkaritlerden
meydana gelir. Polisakkaritler; epidermisten, solungaglardan ve bagirsak mukozasindaki
goblet hiicreleri tarafindan salgilanir (Svendsen ve ark. 1999). Mukoza; solungaglari,
deriyi veya bagirsak icerisini sararak balik patojenlerinin bu boélgelerde kolonilesmesini
onler. Ayrica icerdigi lektin, pentraksin, lizozim, komplement proteinler, antibakteriyel
peptitler ve IgM gibi immun parametreler ile enfeksiyonlara karsi kimyasal olarak
koruyucu gorev de gordiigii bildirilmektedir (Alexander ve Ingram 1992; F Aranishi ve
Nakane 1997).

Timus

Yetiskin baliklarda memelilere oranla timus daha kiigiik boyuttadir. Baliklarin
timusu, primer olarak retikiiler endotel hiicre ag1 igerisinde olusan lenfoblastlardan
meydana gelir (Rombout ve ark. 2005; Turner 1994). T-lenfositlerin gelisimi de timus

dokusunda ger¢eklesmektedir. Erigkin T-hiicreleri timustan serbest birakilarak
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immunolojik diger organ ve dokulara dagilir. T-lenfositler yabanci antijenik peptitleri,
diger antijenik yapilar1 ve temel doku-uygunlugu bileseni (MHC) isimli hiicre yiizey
molekiillerini tanir ve programli hiicre 6liimii ile 6liimlerine neden olur (Kindt ve ark.
2007; Rombout ve ark. 2005).

Bobrekler

Bobrek, kan hiicrelerinin olusumunda ve bagisiklik sisteminde gorev alan 6nemli
bir organdir. Baliklarda anterior (6n, bas) ve posterior (gévde) olmak iizere iki boliimden
olusur. Bobrek, antijen sunumunda gorevli olan fagositik hiicreler ile kapli siniizoidlerin
olusturdugu bir retikiiloendotelyal sisteme sahiptir. Icerisinde plazma hiicrelerinin,
lenfositlerin, makrofajlarin bulundugu melanomakrofaj merkezleri antijen tuzaklama ve
immun yanitlarda gorev alir. Baliklarda, memelilerden farkli olarak, kan hiicrelerinin
farklilagsmasi kemik iligi yerine bobreklerde gerceklesir. Gelisimin erken donemlerinde
kan hiicrelerinin ve erken immun yanitlarin olusturulmasinda gorev alir. Anterior

bobregin primer B-lenfositlerden olustugu ve B-hiicrelerinin burada gelistigi kabul

edilmektedir (Agius ve Roberts 2003).
Dalak

Dalak; baliklarda antijenlerin iglenmesi, antikor iiretimi ve antijen hafizasi
slireglerinde immun sistemde gorev yapan bir organdir. Dalak, bazi balik tiirlerinde tek
yap1 halinde, bazi tiirlerde ise iki veya daha fazla parcaciga ayrilmis sekilde
bulunmaktadir (Ferguson 1976). Dalakta bulunan melanomakrofaj merkezlerin temel
gorevi eritrositlerin pargalanmasini gergeklestirmektir. Dalak, kemikli baliklarda daha
gelismis yapida olup igerisinde kirmizi pulpa, beyaz pulpa, melanomakrofaj merkezler ve
elipsoidler yer almaktadir. Elipsoidler; eritrosit, fagositik hiicreler ve diger maddeleri
yakalama 6zelligi gosterir ve makrofajlarin yardimiyla dalak lenfositleri antijene karsi
aktif hale gegerek nonspesifik immun yanita katkida bulunmaktadir (Hadidi ve ark. 2008,
Ferguson 1976).

Bagirsaklar

Baliklarda lenf yumrulari bulunmamaktadir. Baliklarda memelilerdeki lenfatik
sisteme denk gelen; bobrek, dalak ve bagirsaktaki lenfatik dokular antijen sunumu ve
islenmesinde gorev almaktadir (JH Rombout ve ark. 2011). Bagirsaklarda bulunan
lenfatik doku, lenfoid hiicreler ve folikiillerden olusmaktadir (J Rombout ve ark. 1989).
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Ayrica bagirsak epitelinde bagisiklikta 6nemli rolii olan immunoglobulin Ig+ ve Ig—

hicreleri bulunur.

2.3.2. Nonspesifik Immun Sistemde Gorev Alan Hiicreler

Baliklarin nonspesifik hiicresel savunma sisteminde gorev alan hiicreler arasinda
graniilositler (nétrofiller), monositler, makrofajlar ve spesifik olmayan sitotoksik hiicreler
anahtar rol oynar (Fraystad ve ark. 1998; Neumann ve ark. 2001; C Secombes ve Fletcher
1992). Balik fagositleri (makrofajlar ve noétrofiller) patojenlerin yiizeyine reseptor
ekleyerek nonspesifik bagisikligi aktive ederler. Bu reseptorler patojen taniyan
reseptorler olarak tanimlanir ve baliklarda yer alan patojenlere ait karbonhidrat, niikleik
asit, peptidoglikanlar ve lipoproteinler gibi patojen iliskili molekiiler kaliplar1 taniyarak
patojenlerin varliklarini belirler ve nonspesifik bagisikligi aktive eder (Boltafia ve ark.
2011).

Monositler ve Doku Makrofajlari

Monositler veya doku makrafojlar1 baliklarda patojenlerin taninmasi, fagozitozu
ve yok edilmesinde goérev alir. Monositler ve makrofajlar, ayn1 zamanda sitokinlerin
tiretiminde ve yangida gorev alan 6nemli hiicrelerdir (Shoemaker ve ark. 1997). Ayrica
makrofajlar, nonspesifik immun ve spesifik immun yanitlar1 baglatan antijen sunumu

isleminde gorevlidir (Forlenza ve ark. 2011).
Notrofiller

Notrofiller (granulositler), baliklarda yangmin baslangicinda (ilk 12-24 saat),
fagositozda ve immun sistem hiicrelerinin enfekte bolgede toplanmasi igin sitokinlerin
tiretiminde gorev alan primer hiicrelerdir (Turner 1994). Notrofillerin aldiklar1 gorevler
balik tiirtine gore degiskenlik gostermektedir. Kanal yaymbaliginda nétrofillerin, hiicre
ici mekanizmalardan ziyade hiicre dist mekanizmalarla bakterileri fagosite ettigi
bildirilmistir (Ellis 1980). Notrofil ve monositler gibi hiicrelerin gergeklestirdigi
fagositoz islemi; virlis, bakteri, mantar ve parazitler gibi patojenlere kars1 gelisen
nonspesifik immun yanitin bir pargasidir. Notrofiller gibi fagositik hiicreler, kemotaksi
ile yangmin olustugu bolgeye geldikten sonra mikroorganizmalara nonspesifik hiicre
yiizey reseptorlerini taniyarak saldirir. Notrofilin membrani enfeksiy6z ajan ile aktive

olmamis ise ndtrofiller, psdydopotlar: ile mikroorganizmay: sararak fagosite eder.
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Fagosite edilen mikroorganizma oksijene bagli (respiratory burst) veya oksijene bagh

olmayan mekanizmalar ile 6ldiiriilir (Siwicki ve ark. 1998).
Nonspesifik Sitotoksik Hiicreler

Baliklarda yer alan nonspesifik sitotoksik hiicrelerin gorevleri; memelilerdeki
dogal oldiiriicti hiicreler ile benzerlik gostermektedir. Nonspesifik sitotoksik hiicreler,
bagisiklik sisteminde gorev alarak tiimor hiicreleri, virlis ile enfekte hiicreler veya
protozon parazitler gibi ¢ok c¢esit hiicreleri 6ldiirmektedir (Evans ve Jaso-Friedmann
1992). Nonspesifik sitotoksik hiicreler, hedefledikleri hiicrelerin reseptorlerine
baglanarak veya sinyal mekanizmalar1 ile hedef hiicrenin lize olmasi igin gerekli islemleri

baslatmakta gorevlidir (Evans ve Gratzek 1989).

2.3.3. Humoral Parametreler

Baliklarin serum, mukus ve yumurtalarindaki patojenlere karst miicadele eden
birgok nonspesifik humoral molekiil bulunmaktadir (Magnadottir 2006). Humoral
parametreler; biiytime inhibitorleri, gesitli litik enzimler ve komplement yolak bilesenleri,
agliitininler ve presipitinler (opsonin, primer lektin), dogal antikorlar, sitokinler,

kemokinler ve antibakteriyel peptitler icermektedir (Magnadottir 2006).
Lizozim

Lizozim, bakteri hiicre duvarinda bulunan N-asetilmuramik asit ve N-
asetilglukozamin arasindaki 1-4-f baglantilarin1 pargalayarak antibakteriyel etkinlik
gosteren bir enzimdir. Lektinlere benzer olarak lizozim, fagositoz i¢in bir opsonin gorevi
goriir ve komplement sistemi aktive eder. Lizozim, ayrica hedef hiicrenin
opsonizasyonunda ve yangida gorev alan hiicrelerin aktivasyonunda énemli bir faktordiir
(Lee 2015; Grinde 1989; Jolles ve Jolles 1984). Asil etkisi, gram pozitif bakterilere karsi
olmasina ragmen gram negatif bakteriler de lizozim tarafindan lize edilebilmektedir.
Birgok balik tiirtinde mukus, lenfoid doku, plazma ve diger sivilarda bulunur (Grinde
1989; Yousif ve ark. 1994)

Komplement Sistem

Komplement sistem patojenlerin lize edilmesi, mikroorganizmalarin ve immun
komplekslerin opsonizasyonunda ve yanginin kontroliinde goérev alan ve serumda

bulunan bir grup molekiil olarak tanimlanir. Komplement {iiretiminden karaciger
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sorumludur ve baliklarda komplement klasik yolakla (spesifik immunoglobulin veya
IgM), alternatif yolak (bakteriyel hiicre duvar bilesenleri, viral yapilar, parazitlerin yilizey
molekiilleri) ve lektin yolagi (mannoz baglayan lektinin mikroorganizma ylizey
molekiilleri ile etkilegsmesi) gibi mekanizmalar ile aktive olur (Boshra ve ark. 2006). Tiim
yolaklar balikta mevcut olmasmna ragmen bilesenleri ve etkileri heniiz tam
tanimlanmamustir (Sakai 1992). Komplement sistemin en 6nemli bilesenleri Clr, C2, C3,

C4 ve C5-C9 olarak tanimlanmuis ve etkileri gosterilmistir (Boshra ve ark. 2006).
Transferrin

Baliklarin serumunda bulunan transferrin, demir transportunda gorev alan demir
baglayici bir glikoproteindir. Transferrin bakteride bulunan demir ile selasyon yaparak
bir biiylime inhibitorii olarak rol oynar (Langston ve ark. 1998).

Proteaz inhibitorleri

Baliklarda a-2-makroglobulin gibi proteaz inhibitdrii enzimler proteolitik
enzimleri noétralize ederek, bakteriyel patojenlere karsi nonspesifik immun yanitin
gelismesinde 6nemli bir rol oynar (F. Aranishi 1999; Lee 2015). Proteaz inhibitorlerinin
temel gorevi viicut sivilarindaki homeostasisi saglamaktir ve ayrica patojenlere karsi
savunmada proteolitik enzimlerin serbestlenmesinde de gorev yapar (Ellis 1987; Zuo ve

Woo 1997).

Kitinazin bakteriyel ve fungal patojenlere karsi savunmada bir rol oynadigi
diistiniilmektedir ancak mevcut etkinin daha detayli c¢alismalarla kanitlanmasi

gerekmektedir (Lindsay ve Gooday 1985; Manson ve ark. 1992).
Lektinler

Lektinler, bakteri, virilis ve parazitlerin yiizeyinde bulunan sekerlere nonspesifik
bir sekilde baglanarak presipitasyon ve aglutinasyon reaksiyonlari meydana getiren
glikoproteinlerdir. Bazi lektinler hiicre taninmasi ve baglanmasinda gorev alarak
fagositoz icin opsonin gibi davranirlar ve ayrica komplement sistemin aktivasyonunda
gorev alirlar. Baliklarda bilinen lektinler arasinda C-tipi lektinler, mannoz baglayan
lektin, pentraksinler (C-reaktif protein ve serum amiloid proteini) ve fikolin
bulunmaktadir (Sharon ve Lis 1993). Mukozal veya serum aggliitininleri ve presipitinleri,
C-tipi lektinler ve pentraksinler gibi lektinlerdir. C-tipi lektinler mannoz, N-asetil
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glukozamin veya fruktoz gibi farkli karbonhidratlara Ca* iyonlarinin varliginda spesifik
olarak baglanma gosterir. Karbonhidrat baglayici proteinler ile karbonhidratlarin
etkilesimi opsonizasyona, fagositozise ve komplement sistemin aktivasyonuna sebebiyet
verir (Lindsay ve Gooday 1985).

Pentraksinler, omurgasiz ve omurgalilarin viicut sivilarinda bulunan lektinlerdir
ve akut faz yanitinda gorev alir (Bayne ve Gerwick 2001). Pentraksinler, spesifik olmayan
bagisiklikta komplement yolaklarin aktivasyonunda, apoptotik hiicrelerin taninmasi ve

temizlenmesinde gorev lstlenmektedir (Nauta ve ark. 2003).
Sinyal Molekiilleri

Nekrozis faktorleri, interloykinler (IL), interferonlar ve kemokinler gibi
baliklarda bulunan birgok farkli sitokin nonspesifik ve spesifik immun yanitlarin

diizenlenmesinde gorev alirlar (Goetz ve ark. 2004; Robertsen 2006)

Dogal antikorlar (immunoglobiilinler) edinsel bagisikligin birer parametreleri

olmalarina ragmen spesifik olmayan bagisiklikta gorev alirlar (Sinyakov ve ark. 2002).

2.3.4. immunostimiilan Maddeler

Konakgiin patojenlere karsi olusturdugu nonspesifik veya spesifik immun yaniti
giiclendiren her tiirlii islem, etki, kimyasallar ve ilaglar immunostimiilan olarak

tanimlanmaktadir (DP Anderson 1992; Bricknell ve Dalmo 2005).

Su irlinleri ve balik yetistiriciligi i¢in hastaliklar1 kontrol etmek amaciyla
kullanilan antibiyotik, kimyasal gibi ilaglara bir alternatif olarak immunostimiilanlarin
kullanimi1 deger kazanan bir konudur. Immunostimiilan maddeler enjeksiyon, banyo veya
oral yolla uygulandiklarinda nonspesifik immun yaniti artiran maddelerdir (Jeney ve
Anderson 1993; Sakai 1999). Bilinen en yaygin immunostimiilan maddeler glukanlardir
(Engstad 1993) ancak sentetik bilesikler, polisakkaritler, vitaminler hayvansal ve bitkisel
ekstraktlarin da immun yaniti artirarak hastaliklara karsi direnci gelistirdigi bildirilmistir
(GJ Anderson ve ark. 1992; Jeney ve Anderson 1992; Raa 2000).

Tatli su ve tuzlu su baliklarinda ve diger su canlilarinda bitkisel
immunostimiilanlar oral yolla ve enjektabl olarak uygulandiklarinda bakteriyel, viral ve
parazitik hastaliklara kars1 nonspesifik ve spesifik immun yanit1 artirdig1 gériilmiistiir. Su

tirtinleri yetistiriciliginde gelisim artirici olarak antimikrobiyal, antiparaziter veya besin



17

destegi gibi amagclarla kullanilan bir¢cok bitki bulunmaktadir. Bitkisel katkilar, dogal
kaynakli olmasi, balik ve insan sagligina ve ¢evreye belirgin bir tehlike olusturmamasi

gibi avantajlara sahiptir (Gabor ve ark. 2012).

Tibbi bitkiler, nonspesifik immun yanit bilesenlerini aktive ederek etkinlik
gostermektedir. Farkli balik tiirlerinde, bitkilerin kendisi veya ekstraktlarinin yem veya
intraperitoneal enjeksiyon uygulamalarinin lizozim, komplement, antiproteaz,
miyeloperoksidaz, fagositozis, respiratory burst aktivitesi, nitrik oksit, fenoloksidaz gibi
birgok nonspesifik immun sistem parametrelerine ek olarak bakteriyel hastaliklara karsi
kazanilmig immun yanitta da (antikor titresi, bakterisidal aktivite, hemaglutunasyon)
artisa neden oldugu gézlenmistir. Bitkiler nonspesifik immun sistem yanitin1 dogrudan
mekanizmalar ile artirabilir ve hiicre i¢i genlerin aktivasyonuna sebebiyet vererek
antimikrobiyal molekiillerin iiretiminde artisa neden olabilir (Bricknell ve Dalmo 2005;
Galina ve ark. 2009).

Diger immunostimiilanlarda oldugu gibi bitkilerin de etkinligi doza ve tiire bagl
olarak degiskenlik gosterir. Ayni bitkilerden elde edilen ekstraktlarin icerigi bitkinin
toplanma zamania ve ekstraksiyon yontemine bagl olarak farklilik gosterdiginden
dolay1 etkinlik ve kalitenin standardizasyonu bitkisel ilaglarin iiretiminin ve kullanimin
en biiyiik dezavantajidir. Immunostimiilan maddelerin normal kosullarda immun yanitt
giiclendirmesi beklenmesine karsin asir1 dozda veya uzun siireli kullanimi down
reglilasyon sonucu direng¢ olusturarak etkilerini azaltabilir (Galina ve ark. 2009;
Ramasamy Harikrishnan ve ark. 2010; Liu ve ark. 2011).

Immunostimiilanlar oral, enjektabl ve immersiyon seklinde kullanilabilir. Ancak
immersiyon veya enjeksiyon yontemleri hayvanlarda stres faktorii olusturdugundan
dolay1 ve 15 gramdan kiigiik baliklara uygulanamamasi nedeniyle pratik degildir (R. A.
Dalmo 2002). Yem igerisinde oral uygulama ekstansif yetistiricilige ekonomik olarak
uygun bir yontemdir, stres olusturmaz ve baliklarin biiytikliigline bagl degildir. Bitkilerin
ve bitkisel ekstraktlarin biiyiik bir kismi oral olarak verilmekte olup yem igerisinde oral
kullanimi en giivenli yol olarak kabul edilmektedir (Galindo-Villegas ve Hosokawa
2004).

Spesifik antikor tiretiminin baslamasindan 6nce ve yavru baliklarin (fingerling)

yeme gecis slirecinde hastaliklara karsi direncin artirilmasinda immunostimiilan
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kullaniminin faydali olabilecegi bildirilmistir (Raa 1996). Immunolojik olarak eriskin
baliklarda yem igerisinde immunostimiilan kullanimi, bakteriyel ve viral hastaliklara
kars1 korumayi artirdigindan dolayr bircok calismada yararli bir yontem olarak
goriilmektedir (Bricknell ve Dalmo 2005). Ancak bazi bitkisel bilesikler immun sistemi
stimiile edecegi gibi immun sistem iizerinde inhibisyona da sebebiyet verebilir. Bu
nedenle balik tiir ¢esitliliginin fazla olmasi ve tiirler aras1 farkliliklarin varligindan dolay1
bitkisel immunostimiilanlarin immun sistem tizerindeki etkinliginin farkli olabilecegi

bildirilmistir (Bricknell ve Dalmo 2005; Yin ve ark. 2006).

Immunostimiilan maddelerin baliklarda ellegleme, tasima gibi stres yaratan
olaylardan ve gerceklesebilecek mevsimsel enfeksiyonlardan once kullanilmasiyla;
saglik lizerinde olusan olumsuz etkiler azaltilabilmektedir. Ancak baliklarda nonspesifik
immun sistemin gelismesi igin belirli bir siire gerektiginden immunostimiilan uygulama
zamani uygun olarak ayarlanmalidir (DP Anderson 1992). Baliklarin tasinmasi ciddi stres
etkisi olusturmakta, balikta mevcut olan bir patojenin hastalik olusturmasi nedeniyle
yiiksek mortalitelere sebep olmaktadir. Kullanilan immunostimiilanin etki siireleri géz
Online alinarak potansiyel patojen maruziyetine veya stres olusumuna yakin
kullanilmalidir. (DP Anderson 1992). Nonspesifik immun sistemin bir hafiza bileseni

olmadigindan dolayz, etkisi siiresi kisadir (Gannam ve Schrock 1999).

2.3.4.1. Immunostimiilanlarin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Immunostimiilanlarm etkinliklerinin degerlendirmesinde temel olarak in vivo ve
in vitro yontemler kullanilmaktadir. In vivo yontemler arasinda deneysel enfeksiyona
kars1 hayatta kalma siiresi, viral enfeksiyonlara karsi direng, bitylimenin belirlenmesi yer
alirken, in vitro yontemler arasinda respiratory burst aktivitesi, fagositozis, antikor tiretim
diizeyleri, serbest radikal tiretimi, lizozim aktivitesi, komplement aktivite, makrofaj
aktivite faktorii, nitroblue tetrazolyum reaksiyon, sitokin ve nitrik oksit tiretimi gibi
inceleme yontemleri bulunmakta olup olup respitory burst aktivitesi, fagositik aktivite ve
lizozomal aktivitenin belirlenmesi en siklikla kullanilan yontemler olarak siralanmaktadir
(Kum ve Sekkin 2011).

Fagositoz sirasinda fagositer hiicrelerin  aktive olmasi ile oksijen
metabolizmasinda yiiksek diizeyde artis meydana gelmektedir. Oksijen tiiketiminde

meydana gelen bu artis durumu respiratory burst olarak isimlendirilir. Respiratory burst
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ile artan oksijen metabolizmasi sirasinda reaksiyon ara triinleri olarak siiperoksit
radikalleri, hidrojen peroksitin, singlet oksijen ve hidroksil gibi reaktif oksijen tiirleri
(ROT) ag1ga ¢ikar. Fagosite edilen bakteriler {izerinde antimikrobiyal etkinligin temelini
olusturan siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksitin ayni zamanda antioksidan
kapasitenin diisiik oldugu durumlarda saglikli hiicreler iizerinde de oksidatif stres

meydana getirdigi bilinmektedir (Hoar ve ark. 1997; Anderson 1994; Secombes 1996).

Fagositler, yabanci kimyasal maddeler ile stimiile edildiginde respiratory burst
aktivitesinde 10 kata varan bir artig goriilmektedir. Meydana gelen en yiiksek respiratory
burst seviyesinin tespiti, baliklardaki nonspesifik immun sistemin 6nemli bir indikatori
olarak kullanilmaktadir (Miyazaki 1998). Zimozsan veya forbol miristat asetat, fagositer
hiicreleri uyardigindan dolay1 respiratory burst seviyesini artirmakta ve respiratory burst
aktivitesinin tespit edildigi analiz yontemlerinde kimyasal madde olarak kullanilmaktadir
(Lieberman ve ark. 1996; Nagelkerke ve ark. 1990. Gokkusag alabaligina ait anterior
bobrek hiicrelerindeki fagositler, dinlenme durumundaki oksijen tiikketimi 1,3 nmol
O/dak/10" hiicre olarak tespit edilmisken, zimosan gibi bir stimiilan ile uyarildiginda
oksijen tiiketiminin 10 katina ¢iktigi bildirilmistir. Respiratory burst sirasinda agiga ¢ikan
protonlar ile luminol maddesi kimyasal 1s1ma (kemiluminesans) meydana getirir. Bu
nedenle luminol maddesi, kemiluminesansin luminometre ile saptanmasinda kimyasal bir
prob olarak kullanilmaktadir. (Gyllenhammer 1987; Vilim and Wilhelm 1989).

2.3.4.2. Baliklarda Kullanilan immunostimiilan Maddeler

Immunostimiilan bilesikler etki sekillerinden bagimsiz olarak alt1 temel gruba

siiflandirilabilir (Magsood ve ark. 2011).
1)Sentetik kimyasallar: Levamizol, FK-565 ve muramil dipeptit.
2)Mikroorganizma kaynakh maddeler: [-glukanlar, peptidoglikan,

lipopolisakkarit (LPS), bakterin, Freudun tam adjuvanti ve EF203.

3)Nutrisyonel faktorler: C ve E vitamini.

4)Bitkisel ve hayvansal ekstraktlar: Polisakkaritler, kitosan, kitin, lentinans,
oligosakkaritler, Hayvansal bilesenler: EF-203 (Tavuk yumurtasi), Ete (Ecteinascidia

tubinata ekstraktr).
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5)Hormonlar: Laktoferrin, biiyiime hormonu, troid hormonu ve prolaktin
6)Diger sitokinler: IL-2, TNF-a, TGF- B (Pérez ve ark. 2014)

Baliklarda gerceklestirilen ¢alismalarda yukarida yer alan maddelerin yem igine
eklenmesiyle biiylime oraninda artis, paraziter, bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlara
kars1 direng artis1 gézlenmis ve buna ek olarak fagositik aktivite, dogal antikorlarin ve
antimikrobiyal bilesiklerin {iiretimi, komplement sistemin aktivasyonu ve serum
bakterisidal aktivite artigt gibi nonspesifik bagisiklik parametrelerinde artis meydana
geldigi gosterilmistir (Lim ve Webster 2001).

Baliklarda immun yanit1 giiglendirmek ve yanit siiresini uzatmak i¢in kullanilan

kimyasal maddeler ve ticari {iriinler Tablo 2-2’de verilmistir.

Tablo 2-2: Su Uriinlerinde Kullamilan immunostimiilan maddeler

Ticari isim icerik Firma

Ergamisol® Levamizol Sigma-Aldrich

immustim® B-1,3/1,6 glukan, Saccharomyces cerevisiae | immuDyne Inc.

immutol ® B -1,3/1,6 glukan, S cerevisiae Biotec Pharmacon

MacroGard® B-1,3/1,6 glukan, S cerevisiae Tatio Co Ltd.

EcoActiva® B -1,3/1,6 glukan, S cerevisiae Carlton UniteD Breweries Ltd.

PenStim® B -1,3/1,6 glukan, S cerevisiae International Aquaculture
Biotechnologies Ltd.

EcLPS® Escherichia coli lipopolisakkariti Sigma-Aldrich

Vitamin C Askorbik asit Sigma-Aldrich

AquaVac®Ergosan™ Laminaria digitate, Ascophyllum nodosum, MERCK Animal Health

Alg temelli yem katkis1

Rovim® stay-®35 L-askorbil-2-monofosfat DSM Corporate Ltd.

immuplus (aquaimmu) | Karma bitkili kompozisyon Indian Herbs Supply Research CL

Lactoferrina Leche vacuna DMV international

AquaGenTM® DNA RNA niikleotitleri Novartis-AG Ltd.

Kaynak: Pérez (2014)
Levamizol

Levamizol, antihelmentik ve immunostimiilan etkilerinden dolayr hayvanlarda
siklikla kullanilan bir imidatiyazol tiirevi bir maddedir. Bilesigin dogrudan bakteri, viriis
ve mantar iizerine etkisi olmamasina ragmen lenfositleri ve makrofajlar1 stimiile ettigi
bilinmektedir (Munday ve Zilberg 2003; Renoux 1980). Baliklarda komplement aktivite,
lizozim aktivitesi, antikor olusumu, fagositozis ve lokositlerin nonspesifik

sitotoksisitesini stimiile ettigi belirlenmis, in vitro ve in vivo uygulamalarin Aeromonas
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hydrophila (Kajita ve ark. 1990; Magsood ve ark. 2009) gibi patojenlere karsi hayatta
kalma ve biiylime oranini artirdigi goriilmiistiir (Sakai 1999). Farkli ¢alismalarda yiiksek
dozlarinin immun yanit1 baskilayici etkisi oldugu ve doz belirleme ile ilgili calismalara

gereksinim duyuldugu bildirilmektedir (Magsood ve ark. 2011).
B-glukanlar

Glukanlar, su iirtinlerinde kullanilan popiiler immunostimiilanlar arasinda yer
almaktadir. Maya, mantar, alglerin hiicre duvarlarindan elde edilir. En ¢ok kullanilan tiirti

2-4 mikron ¢apinda bir mikropartikiil olan -1,3 glukandir (Guselle ve ark. 2007).

3 -glukanlar hayvanlarda antijenik 6zellik gostermez. Balik tiirlerinde giiglii bir
immunostimiilan kullanimi1 yaygin olarak kabul edilmekte (Sahan ve Duman 2010);
parenteral ve oral yolla uygulandiklarinda entansif yetistirme kosullarinda stres ve
enfeksiyonlara karsi direnci artirdig1 ve hayatta kalma oraninda artis meydana getirdigi

bildirilmistir (Dimitroglou ve ark. 2009).
Lipopolisakkaritler

Gram negatif bakterilerde susa veya patojeniteye bagli olmaksizin bulunan
lipopolisakkaritler (LPS) memelilerdeki immun yaniti artiran en gii¢liit modulatérlerden
bir tanesidir. Lipopolisakkarit (LPS) preparatlari Salmonella typhimurium veya
Escherichia coli gibi gram negatif bakterilerden ekstrakte edilen O-antijenler ve
endotoksinler icermektedir (DP Anderson 1992; CJ Secombes 1994). LPS’nin in vivo ve
in vitro immunostimiilan etki gosterdigi birgok balik tiiriinde tespit edilmistir (Congleton
ve Wagner 1991; Macarthur ve ark. 1984; Savan ve Sakai 2006). LPS ile banyo
uygulamas1 yapilan Hippoglossus larvalarinda Aeromonas salmonicida'ya karsi
maruziyette hayatta kalma oraninin arttig1 bildirilmistir (R Dalmo ve ark. 1998). Lokosit
sayilarinda, hayatta kalma oraninda, nétrofillerin, monositlerin yiizdelerinde ve antikor
titrelerinde artis gorilmiistiir (Sevaraj ve ark. 2004). LPS’ler atlantik somon ve
alabaliginda lektin gibi akut faz proteinlerinin olusumunu tetikleyebilir. LPS’lerin
alternatif komplement yolaklar1 aktive edebildigi bildirilmistir. LPS as1, adjuvant veya
immunostimiilan olarak oral, intraperitoneal veya banyo immersiyon olarak
kullanilmaktadir (Roy A Dalmo ve ark. 2000; Sobhana ve ark. 2002).
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C Vitamini

C vitamini eksikliginin baliklarda immun sistemin hiicresel yapilarinda meydana
gelen reaksiyonlar1 olumsuz yonde etkiledigi gézlenmistir (Ai ve ark. 2006). Vitamin C
yetersizliginde Vibrio spp., Aeromonas spp. ve diger patojenlerin olusturdugu bakteriyel
hastaliklara duyarliliginin arttigi ve hayatta kalma oraninin diigmesine neden oldugu
bildirilmistir (Pérez ve ark. 2014). Dabrowski ve ark. (2004) C vitamininin stres

durumunda baliklarin strese kars1 yanitinda pozitif etkisi oldugunu bildirmistir.
Freund’s Complete Adjvuvant (FCA) ve Freund’s Incomplete Adjuvant (IFA)

Freund’s Complete Adjuvant (FCA) bakteri duvarlarinin mineral yaglar i¢erisinde
hazirlanan bir preparattir (Moritoma ve ark. 1992). FCA enjeksiyonu sonrasinda
gokkusagi alabaliklarinda V. anguillarum deneysel enfeksiyonuna karsi direng artiginin
yanisira, respiratory burst ve fagositik aktivitede kontrol grubuna kiyasla artig gortildiigii
bildirilmistir (Kajita ve ark. 1992).

Freund’s Incomplete Adjuvanti (IFA), FCA’nin Mycobacterium bileseni
bulunmayan fizyolojik tuzlu su igerisindeki halidir (DP Anderson ve ark. 1992). IFA’nin
eklendigi furunkulozis (A. Salmonicida) asisinin enjekte edildigi kahverengi alabaliklarda
meydana gelen antikor titrelerinde kontrol grubuna kiyasla 160 katlik bir artis meydana
geldigi bildirilmistir (Krantz ve ark. 1963). immun yanit iizerindeki olumlu etkilerine
ragmen enjeksiyon yerlerinde yaralar olusturmasi nedeniyle FCA ve IFA’nin ticari
kullanimi azdir (Anderson 1996).

Muramil Dipeptitleri (MDP)

Muramil Dipeptitler, mycobacterium kdkenli biyolojik olarak aktif peptidoglikan
tirevleridir (DP Anderson 1992; CJ Secombes 1994). Enjeksiyondan 1-2 giin sonra
respiratory burst aktivitesi ve fagositik aktiviteyi artirdigi bildirilmistir (Kodama ve ark.
1993).

Hormonlar

Laktoferrin, anjiotensin 1l ve tiroit hormonlarmin immunmodulator ve
immunostimiilan potansiyeli incelenmistir (Lim ve Webster 2001; Sahoo 2007). Temel

olarak inek siitiinden ekstrakte edilen laktoferrin maddesinin tilapia ve kanal yayin
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baliginda lizozim aktivitesi ve fagositik aktivitede artisa sebep oldugu gézlenmistir
(Harris ve Bird 2000).

Bitki ekstraktlar:

Bitki ekstraktlarinin igerisinde bulunan alkaloidler, flavonoidler, pigmentler,
fenoller, terpenoitler, steroitler ve ugucu yaglarin baliklarda stres dnleyici, gelisim artirici,
istah artirici, tonik, immunostimiilan ve antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmektedir

(Galindo-Villegas ve Hosokawa 2004; Sivaram ve ark. 2004).

Balik tiirlerinde immunostimiilan olarak kullanilan bitkiler arasinda Ocimum spp.
(Alishahi ve ark. 2010), Aloe vera, Zingiber officinale ve Cytrus spp. (Harris ve Bird,
2000) sayilabilir. Yukarida yer alan bitkilerin nétrofil, makrofaj ve lenfositlerin sayisini
ve fagosit aktivite, lizozomal aktivite ve serum bakterisidal aktivite gibi parametreleri
artirdig1 caligmalarda gézlenmistir (Galindo-Villegas ve Hosokawa 2004; Harris ve Bird
2000; Jayathirtha ve Mishra 2004; Ranjbar ve ark. 2010).

Tilapya tiirii baliklarda Allium sativum bitkisinin (sarimsak) 0,5 g/kg yem
konsantrasyonunun biiylime ve immun sistem iizerindeki etkilerinin arastirildigi
calismada l6kosit sayisi, respiratory burst, fagositik aktivite ve lizozim aktivitesini
artirarak immunostimiilan &zellik gosterdigi bildirilmistir (Gabor ve ark. 2012).
Gokkusagi alabaliklart yemlerine zencefil (Zingiber officinale) ilave edilmesinin
Aeromonas hydrophilia ile deneysel enfeksiyonda hayatta kalma oranini artirdigi
bildirimistir. Gokkusagi alabalig1 yemlerine % 2 sarimsak, % 1 zencefil % 1 origanum ve
% 0,5 ekinezya eklendigi ¢alismada immunostimiilan etkinlik degerlendirilmis; deney
grubunun agirlik kazanci, spesifik bilyiime orani, lizozomal aktivite ve toplam 16kosit
sayisinin yanisira deneysel enfeksiyon sonrasinda hayatta kalma oraninmin kontrol
grubuna gore arttigi gézlemlemistir (Aly ve ark. 2008). Zheng ve arkadaslar1 (2009)
tarafindan kanal yayin baliginda origanum ugucu yaglarinin biiyiime, antioksidan etki ve
Aeromonas hydrophila’ya karsi direng incelenmis; kilo artisi ve yem doniistiirme

miktarinda kontrol grubuna kiyasla artis gézlenmistir.

2.4. Alabaliklarda Oksidatif Stres ve Etkileri

Oksidatif stres, ilk kez Sies (1991) tarafindan “oksidan ve antioksidanlar

arasindaki dengenin reaktif oksijen tiirleri lehine bozulmasi ve potansiyel hasara yol
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agmas1” olarak tanimlanmistir. Oksijen, aerobik organizmalarda yasamsal éneme sahip
bircok metabolik proseste temel molekiil olarak kullanilir. Baliklarda yasam siiresince
hiicre mitokondri ve endoplazmik retikulum membranlarinda gergeklesen oksijen
metabolizmasi sirasinda siiperoksit radikaller ve hidrojen peroksit yan {iriin olarak agiga
cikar (Hidalgo ve ark. 2002). Oksijen metabolizmasi sonucunda olusan, farkli molekiiller
ile kimyasal reaksiyonlara girebilen ve kararsiz elektronu bulunan kisa Omiirlii atom,
molekiill ve iyonlar serbest radikaller ya da reaktif oksijen partikiilleri olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikaller; oksijen, azot ve kiikiirt olarak ti¢ farkli elementten
tireyerek reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif azot tiirleri (RNS) ve reaktif kiikiirt
tirlerini (RSS) olustururlar (Lu ve ark. 2010).

Reaktif oksijen tiirlerinin siiperoksit anyon (O™2), hidroperoksi radikalleri (HO>-),
hidroksi radikalleri (HO- (OH-)), nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H202), singlet
oksijen (O2), hipoklorik asit (HOCI) ve peroksinitrit (ONOQ) gibi tiirleri bulunmaktadir.
RNS tiirleri ise O2’nin NO ile reaksiyona girerek ONOO" olusumuyla meydana gelir. RSS
ise ROT’larin tiyol gruplari ile reaksiyonundan olusabilmektedir (Lu ve ark. 2010).

1-Siiperoksit anyonu (O™2)

Oksijenin yer aldig1 birgok tepkimede veya oto-oksidasyon reaksiyonlarinda

olusan, bir elektronu indirgenmis durumdaki serbest bir reaktiftir (Siess 1991).
2-Perhidroksil radikali (HO2-)

O™-2’nin proton almig halidir ve yagda ¢6ziiniirligii stiperoksit anyonundan daha
yiiksektir (Siess 1991).

3-Hidrojen Peroksit (H20>)

Siiperoksit anyonu veya perhidroksil radikalinden dismutasyon ile veya dogrudan

O2’den olugmasi iki elektronu indirgenmis bir reaktiftir (Siess 1991).

Antioksidan savunma mekanizmalari, reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye ederek
dokulara zarar vermesini oOnler. Reaktif oksijen tiirleri yiiksek miktarlarda agiga
ciktiginda antioksidan savunma sistemlerinin asirt yiiklenmesi, antioksidan enzimlerin
aktivitesinin yetersiz kalarak oksidatif stres olusumuna yol agmaktadir. Olusan oksidatif
stres ve acgiga cikan serbest radikaller; lipitler, proteinler, DNA ve diger 6nemli

molekiiller tizerinde hasara neden olabilir. Oksidatif stres hiicresel diizeyde molekiiler ve
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membran yapilarindaki lipitlerde degisimlere yol agarak hiicre ve doku hasari
olusturabilirler (Reznick ve ark. 1998). Bu degisim sonucunda olusan lipit peroksidasyon
ile aciga ¢ikan malondialdehit bilesigi gibi son iiriinlerin seviyelerinin dl¢iimii ve DNA
hasarmin 6lgiilmesi olusan oksidatif stresin bir belirleyici olarak kullanilmaktadir (Barry
Halliwell ve Chirico 1993).

2.4.1. Oksidatif Stresin Baliklardaki Etkileri

Kimyasal bilesikler genel olarak ikiden fazla elementin kimyasal baglar ile
birbirilerine baglandiklar1 yapilardan olusur. Elektronlarin bagli halde bulundugu kararl
bilesiklerde eger bir elektron bagi kopar ise molekiil daha kararsiz ve daha reaktif hale
gelir. Bir veya birden fazla bagli olmayan elektron igeren bilesik veya elementler serbest

radikaller olarak isimlendirilir (Bendich ve ark. 2012).

Hiicrelerde serbest radikaller yasam siiresince iiretim halindedir. Bir¢cok hastaligin
patogenezinden sorumlu olan ve ortaklanmamis bir elektron igeren serbest radikaller
dokularda fonksiyonlarin aksamasina ve durmasina neden olurlar (Keembiyehetty ve
Gatlin 1995; Martinez-Alvarez ve ark. 2005). Serbest radikaller, membranda bulunan
coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina (lipit peroksidasyonu) neden olup,
karbonhidrat ve niikleik asitleri okside ederek oksidatif strese yol agarlar (Ishihara ve ark.
2002). Bu durum ozellikle baliklarin dokularinda doymamis yag asitlerinin yiiksek
bulunmast nedeniyle oksidatif hasara sebep oldugundan dolayr hayvan saghgimni
etkilemekte ve balik etinin kimyasal kompozisyonu, kalitesi ve lezzetinde sorunlara yol
acmaktadir (Sargent ve ark. 2002; Senso ve ark. 2007).

Oksidatif stres baliklarda lipit peroksidasyona sebep olmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, kasin membran fosfolipidlerinin ¢oklu doymamis yag asitlerinde baslar
ve enzimatik-nonenzimatik olarak gerceklesir (Ackman 1980). Non-enzimatik
mekanizmalar arasinda otooksidasyon (serbest radikal mekanizmasi) ve fotojenik
oksidasyon (singlet oksijen aracili) yeralmakta, enzimatik mekanizmalarda ise

lipooksijenaz ve siklooksijenaz bulunmaktadir (Erickson 2002; Mead 1976).

Gida amagh tiretilen alabaliklarda kanser, sinirsel dejenarasyon gibi rahatsizliklar
oksidatif strese bagli olarak uzun siirede gerceklesmesi nedeniyle daha az 6neme sahip
olmasina karsin lipid peroksidasyon balik kaslarinin doymamis yag asitleri yoniinden

zengin olmasi nedeniyle baligin saklanmasi sirasinda kalite diisiisiiniin en 6nemli nedeni



26

olarak gortilmektedir (Erickson 2002; Kristinsson ve ark. 2014). Baliklar saglik agisindan
faydali bulunan doymamis omega-3 yag asitlerini ve diger aktif prooksidan bilesikleri
yiiksek oranda igerir (Hultin 1994). Prooksidan bilesiklerin ve doymamis yag asitlerin
yiiksek olmasi nedeniyle hizli gelisen lipit peroksidasyon alabaliklarin yetistirilmesi veya
etin iglenmesi, pisirilmesi veya buzdolabinda saklanmasi sirasinda genel besin icerigini
bozdugundan dolay1 koku, renk ve tat lizerinde olumsuz etkilere neden olur (Bateman ve
ark. 1953; Grayson ve ark. 1987; Pearson ve ark. 1983; Wanasundara ve Shahidi 1994).

2.4.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, hedef molekulin oksidatif hasardan korunmasi, hasarin
geciktirilmesi veya 6nlenmesi i¢in kullanilan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Balik
dokularinda oksidatif reaksiyonlar1 sonlandirmada lipitler disindaki gorevli maddeler
antioksidan maddeler olarak isimlendirilmektedir (Bragadottir 2001). Baliklarda bulunan

enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar Sekil 2-2’de yer almaktadir.

Antioksidanlar
Enzimatik | Non Enzimatik
Primer Enzimler Sekonder Kofaktorler \-’ifa:n%n ve
Enzimler Turevleri
Superoksit dismutaz| Y Glutatyon reduktaz Koenzim Q10 — A (Retinol)
= C ikt
Glutatyon peroksidaz ] Asit)
E (Tokoferol )
Flavonoidler
Organokikiirt
bilesikleri

L_| Allyl siilfid
Flavonoller || Flavanoller L) | antosivaninter Glui—:i?g:: _{ Karotenoidler
B- karoten
Quercetin| | Katesin| | — Syanidin T Likopen
Kaempferal Pelagonidin Pelargonidin Mineraller .
Cinko Zeaksantin

Selenyum
Isoflavonoidler Flavanonlar [ Flavonlar | Azotlu non-
Genistein Hosperidin| Krisin| Fenolik Asitler protein bilegikler|

Urik Asit
. . . Hidmksisinamik Hidmksibenzoik
Kirmizi: Endojen antioksidanlar asitler asit
H . H : H Ferullik Asit ] Gallik Asit
Siyah: Eksojen antioksidanlar P Coumaric Ellagik asit

Kaynak: Carocho ve Ferreira (2013)

Sekil 2-2: Dogal Antioksidanlarin Sinmiflandirilmasi
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Biyolojik sistemlerde oksidasyonun baslangici dogal antioksidanlarin varligi ile
baskilanmaktadir. Yagda ¢oziiniir antioksidanlar, yag asidi yapili serbest bir radikale
okside olmamis yag asitlerini bir hidrojen atomuna gore daha kolay verirler. Suda
¢Oziiniir antioksidanlar, su ve lipit fazlar arasinda etkilesim kurarak yagda ¢oziiniir
antioksidan1 indirgeyebilirler ve antioksidatif reaksiyonlara katilimina devam

ettirebilirler (Buettner ve Jurkiewicz 1996).

Bir antioksidanin, diger bir antioksidani veya bir lipitten tiireyen radikali
indirgeme yetenegi rediiksiyon potansiyeli olarak tanimlanir. Balik kaslarinda, post
mortem olarak antioksidanlar1 indirgenmis halde tutma kapasitesi indirgeyici bilesiklerin
zamanla kaybina bagli azalir ve lipidik serbest radikalleri indirgeme yetenegi

kayboldugundan dolay: lipitler okside olurlar (Buettner ve Jurkiewicz 1996).

Organizmada yer alan 6nemli antioksidan enzimler arasinda glutatyon sistemleri,
glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT) yer almaktadir. Indirgenmis glutatyon (GSH), dogrudan reaktif oksijen tiirlerini
stiptirerek oksidatif stresten korunmada aktif rol oynayan dogal bir antioksidandir. GSH
hiicre i¢inde sentezlenir ve selenyuma bagli glutatyon peroksidaz (Se-GPX) enziminin
katalizledigi tepkime ile glutatyon disulfide oksitlenir. Glutatyon peroksidaz kaynaklari
lipit peroksidasyonda iiretilen organik peroksitleri detoksifiye edebilir; ancak Se-GPX
sadece H>O>’i detoksifiye eder. (Meister ve Anderson 1983).

Nonenzimatik antioksidanlar diyette dogrudan bulunan veya viicuttaki gerekli
konsantrasyonlari saglamak i¢in diyete eklenen mikronutrientlerdir. Bunun bir 6rnegi
Vitamin E ve karotenoidlerdir veya dolayli olarak siiperoksid dismutaz sentezi igin
gereken bakir veya ¢inko; glutatyon peroksidaz sentezi i¢in gerekli olan selenyum 6rnek
verilebilir. Mikronutrientler yoniinden uzun siireli yetersiz beslenme canlidaki

antioksidan mekanizmalarin gelismemesine neden olmaktadir (Hidalgo ve ark. 2002).

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) GSH’1mn GSSG’de rejenarasyonu igin
gereklidir ve hiicre i¢i GSH redoks durumunun devam ettirilmesinde gorev almaktadir.
Antioksidan SOD Oy ‘nin H202’ye dismutasyonunu katalizler ve olusan H>O, suya
dontistiiriilir ve oksijen, katalaz veya GPx aktivitesi ile detoksifiye edilir (Bragadottir
2001).
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Baliklarda bulunan antioksidan sistemler reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldiran
enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidazlar) ve diisiik molekiil agirligina
sahip suda ¢6ziiniir olan serbest radikal siipiiriiciileri olarak ikiye ayrilir. Antioksidanlar
serbest radikalleri indirgeyerek kendileri okside olur ve sonrasinda indirgeyici sistemler

ile aktif hallerine geri doniisiirler (Bragadottir 2001).

Tablo 2-3: Balhiklardaki Antioksidan Maddeler

Lipofilik antioksidanlar Hidrofilik Antioksidantlar
Fenolik bilesikler Fenol bilesikler

a-tokoferol Glutatyon

Karetonoidler Askorbat (Vitamin C)
Antioksidan enzimler Peptit, Poliamin

Siiperoksit dismutaz Serbest amino asitler (histidin)

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon S-transferaz
Q-10
Kaynak: (Kristinsson ve ark. 2014)

2.4.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalar:

Oksidasyon prosesinin  farkli asamalarina etkiyen antioksidanlarin etki

mekanizmalar1 agagidaki sekilde siniflandirilmaktadir (Symons ve Gutteridge 1998):
- Oksijeni ortadan kaldirma veya yerel Oz konsantrasyonlarini diigiirme

- Katalitik metal iyonlarini ortadan kaldirma

- Reaktif oksijen tiirlerini (O2” ve H202) ortadan kaldirma

- Baslangi¢ radikallerin (-OH, LO- ve LOO") siipiiriilmesi

- Baslangi¢ sekans1 zincirinin kirilmasi

- Singlet oksijenti siipiiriilmesi

2.4.4. Alabaliklar Yetistiriciliginde Kullanilan Antioksidan Maddeler

Oksijenin metabolizmasina bagl olarak reaktif oksijen tiirleri gibi sitotoksik yan

tirtinlerin olusumu antioksidan koruyucu sistemle ile dengelenemedigi takdirde canlida
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oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif stres, hiicresel hasar vererek bir¢ok hastaligin
sebebi ve ilerlemesinde bir etken olarak goriilmektedir. Kiiltiir baliklarinda antioksidan
savunma sistemleri su kirliligi ve ortam sartlarinin olumsuzlugu nedeniyle yetersiz
kalabilmektedir. Modern su iiriinleri yetistiriciliginde balik yemlerine koruyucu amacla
lipit peroksitlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla sentetik antioksidan maddeler
kullanilmaktadir (Mohebbi 2012). Ancak hayvan beslemede yem igerisine dogal
antioksidanlarin katilmas1 yaninda sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Bazi sentetik
antioksidanlarin mutajenik ve karsinojenik potansiyelinden dolayir yemlerde kullanimi
yasaklanmistir. Dogal olmasi nedeniyle bitkisel ekstraktlarin veya yaglarin dogal
antioksidan olarak kullanimina yonelik ¢alismalara son yillarda agirlik verilmektedir
(Erkan 2013).

Baliklarda hastalik, stok yogunlugu, mevsimsel degisimler, kirlilik, giirtilti,
suyun sicakligl ve oksijen miktart gibi gevresel sartlarin olusturdugu stresin engellenmesi
icin yemlere antioksidan vitaminlerin ve farkli antioksidan maddelerin eklenmesinin

saglik tizerine olumlu etkisi ortaya konmustur (Kelestemur 2011).

Oksidatif stres ile miicadelede sentetik antioksidanlara esit veya onlardan daha
yiiksek aktiviteye sahip olan biberiye, adacayi, kekik, sarimsak, zeytin yapragi, cay ve
tiziim cekirdegi gibi bitkilerin ekstraktlar1 veya yaglar1 (bilesimlerindeki fenolik

bilesiklerden dolay1) dogal antioksidan olarak kullanilmaktadir (Erkan 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

Origanum minutiflorum (O. Schwarz et Davis) bitkisi Isparta ili, Siit¢iiler ve
Kesme ilgesi ¢evresinden, (37.433683/31.115605 ve 37.433751/31.117901) toplandiktan
ve kurutulduktan sonra bitkinin toprak {isti kisimlarindan (yaprak ve cicek)
hidrodistilasyon ile ugucu yaglar1 (UY), sicak su maserasyon yontemi ile SU maserati elde
edildi. Sicak su maseratinin liyofilize edilmesi ile toz haline getirilen ekstrakt (LE) ve
ucucu yaglar (UY) ticari yemlere 250 mg/kg/yem, 500 mg/kg/yem ve 1000 mg/kg/yem
konsantrasyonlarinda karistirildi. Bitkinin yaprak ve ¢i¢eklerinin 6giitiilmiis toz hali (BT)
ise yem ile % 0,5, % 1 ve % 2 oranindan karistirilarak pelet haline getirildi. Olusturulan
deney gruplar1 (UY250, UY500, UY1000; LE 250, LE 500, LE1000; BT 0,5, BT1, BT2)
hazirlanan yemlerle 8 hafta siiresince beslendi (Tablo 3-3). Deney sonunda, baliklar
sedatize edildikten sonra kan almayi takiben 6tenazi islemleri gergeklestirildi. Baliklar
karaciger numuneleri alinarak -80 °C’de antioksidan analizler gerceklestirilene kadar
saklandi. Alinan kan orneklerinden nonspesifik immun sistem iizerindeki etkilerin
degerlendirilmesi amaciyla respiratory burst aktivitesi (Nikoskelainen ve ark. 2006,
Rigos ve ark. 2010), lizozomal aktivite (Ellis 1990), fagositik aktivite (Ispir ve Yonar
2007) belirlendi. Karaciger o6rneklerinden hazirlanan homojenatlardan antioksidan
aktivitenin degerlendirmesi amaciyla malondialdehit (Zhu ve ark. 2012), siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz (Habig ve ark. 1974), katalaz

aktivitesi (Cuellar-Cruz ve ark. 2009) degerleri tespit edildi.
3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Aletler

-20 °C Derin dondurucu
Enjektor

-86 °C Derin Dondurucu
Azot Evaporatorii

Beyaz tabanli ELISA plakasi
Buzdolab1

Cam Balon

Clevenger Distilasyon Cihazi
Elektronik Degirmen

ELISA mikropleyt okuyucu
ELISA plakas1

Ependorf

Siemens

Set inject, 2 ml, 5 ml
Thermo

Ar Miihendislik, AVP B24
NUNC kat: 236105
Argelik

2L

[ldam Cam NS 45140
Retsch ZM-200

Molecular Devices Filter Max F5
LP Italiana SPA

ISOLAB



Falkon tiip

Filtre Kagidi

Glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini kiti
Hotplate 1s1tic1

Lam — Lamel

Liyofilizator

Mikroskop

Mikser

Otomatik mikro pipetler

Pelet makinesi

pH metre

Santrifiij

Spektrofotometre kiiveti

Spektrofotometre

Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini Kiti
Ultra hassas terazi

Ultra-turrax

Vorteks

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1,3,3-tetraetoksipropan (TEP)
1-klor-2,4-Dinitrobenzen (CDNB)
Benzokain

Biiiret reajani

Borik asit

Dipotasyum fosfat (K2HPO4)

ELISA plakasi

Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA)
Folin reajanm

Hank Balanced Tuzlu Su Cozeltisi
Heparin

Hidrojen peroksit

Jelatin

Katalaz

Luminol

Micrococcus lysodekticus

Non-Opsonize zimosan
Penisilin/streptomisin (10000 iu/ml)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa)
Potasyum hidroksit (KOH)

Sigir Albumin standardi

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4 + 1 hidrat)
Sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4 + 2 hidrat)
Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum Siilfat

Tavuk yumurtasi beyazi lizozim standardi
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ISOLAB

Whatman No:1 grade
Cayman; Kat: 703102
Arcelik

Isolab

Christ Alpha 2-4 LD Freeze Dryer
Olympus cover-015

Waring Blendor

Thermo Scientific

Ikea Idealisk Patates Ezici
Orion SA720

Niive NFSOOR

Agilent 6610000800 10 mm
Agilent, Cary60 UV-Vis
Biovision Kat: K335-100
Libror AEL-40 SM

IKA 30266

Select Bio Products

Sigma 108383
Sigma 138630
Sigma E1501

Sigma B3934

Merck 165

Merck Kat. 4871

LP Italiana SPA
Sigma ED2SS
Sigma 47742
Thermo 14170070
Nevparin Flakon 1V
Sigma Aldrich 18312
Merck 1040780500
Sigma Aldrich, kat. 60634
Sigma 10018882971
Sigma M3770-5G
Sigma 24250

Sigma 69-57-8
Merck Kat. 1048731000
Merck 5032
Qualikems A071107
Sigma S9638

Sigma 7558-79-4
Himedia RM1183
Sigma S7653

Merck 6645

Sigma 34046
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Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma T5500
Trikloroasetik asit (TCA) Appli Chem A1431, 0250
Triton X-100 Sigma T8787

3.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1. Homojenizasyonda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

20 mM pH 7.4 Fosfat tampon cozeltisi: H.PO4 kaynagi icin 0,02 M NaH2POg4
(2,7598 gr) 1 L distile su igerisinde ¢oziildii. HPO4 kaynagi i¢cin de 1 L 0,02 M Na;HPO4
(3,55 gr) hazirlandi. Daha sonra bir beher igerisindeki NaH2PO4 ¢ozeltisinin igerisine

Na;HPO4 ¢ozeltisinden eklenerek istenen pH olan 7,4 ulasildi.
H3sPOs < HPOs + H"* < HPOs + H* < POs + H' pKa:7.2

Homojenizasyon tampon ¢ozeltisi: 1 L fosfat tamponuna 1mM EDTA (372 mg
MA: 372,24 g) ve % 0.1 Triton X-100 (1 ml) eklendi.

3.1.3.2. Respiratory Burst Analizinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Heparin-gHBSS: 200 ml i1lik Hank Balanced Tuzlu Su Cézeltisine (HBSS) % 0,1
jelatin (200 mg), 2 ml penisilin/streptomisin (10000 iu/ml) ve 200 pl heparin (5000

inite/ml) eklendi.

Kan numunesi: 2ml'lik ependorflar igerisine 10 pl heparin (5000 u/ml (50U)) ve
100ul kan, (500 tinite/1ml kan) eklendi.

1M Potasyum tuzu borat tamponu: 5,61 g potasyum hidroksit (KOH)
(MA=56,11) ve 6,18 g borik asit (MA=61,83), 100 ml distile su icerisinde (pH 9,0)
hazirlandi.

5 mM Luminol: 8,86 mg luminol (MA=177,2 g/mol=5 mM), 10 ml 1M K-tuzu

borat tamponu icerisinde hazirlandi. Analizden en ge¢ 12 saat Once taze olarak

hazirlanarak analize kadar +4 C'de ve karanlikta muhafaza edildi.

Non-Opsonize zimosan: 200 mg zimosan, 20 ml PBS igerisinde hazirlandu.
Analize gergeklestirilene kadar -20 C°'de saklandi.
3.1.3.3. Lizozim Aktivitesi Analizinde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

A Tampon cozeltisi: Sodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4): 0,05 M; pH 6,2
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Sodyum Hidrojen Fosfat (NazHPOa4): 17,9 g (12H20) 1 L distile su igerisinde
¢Ozdiirtildii ve pH 6,2 olarak HCI ile ayarlandi.

Micrococcus lysodekticus c¢ozeltisi: 0,6 mg/ml konsantrasyonu saglamak
amaciyla 50 ml tampon igerisinde 30 mg M. lysodekticus ¢ozdiiriilerek taze olarak

hazirlandi.

3.1.3.4. Proteini Seviyesi Tayininde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Protein standardi: Bovine Standart Albumin 100 mg/ml: 0,5 ml protein
standardi1 100 ml % 0.85 NaCl ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiden 5 ml

alind1 ve seri diliisyonlar Tablo 3-1’de gosterilen sekilde hazirlandi.

Tablo 3-1: Toplam Protein Tayini I¢in Standartlarin Hazirlanmasi

Test Tiipti | Diliie Protein Standard1 | % 0,85 NaCl ¢ozeltisi Protein (ug/ml)
(ml) (ml)

1 0 0,2 0

2 0,05 0,15 250

3 0,1 0,10 500

4 0,15 0,05 750

5 0,2 0 1000

3.1.3.5. Malondialdehit Analizinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Trikloroasetik asit (TCA): 0,3 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢6zeltisi igerisinde
%15°1ik trikloroasetik asit hazirlanda.

Tiyobarbitiirik asit (TBA): 0,3 M sodyum hidroksit (NaOH) igerisinde %
0,67’lik tiyobarbitiirik asit ¢oziilerek hazirlandi.

1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) standartlar1 hazirlanmasi: 10 pl 1,1,3,3-
tetraetoksipropan (TEP) 10 ml absolut etanolde cozdiiriilerek ml % 0,1 stok ¢ozelti
hazirlandi.

0,3 M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,3 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 11,9991 g (39,997 g/mol) distile su igerisinde coziilerek 1 L’ye
tamamlandi.
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3.1.3.6. Glutatyon S-Transferaz Analizindeki Cozeltilerin Hazirlanmasi

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (30mM CDNB): 100 ml % 95 etanol igerisinde 0,61
g CDNB ¢ozdiiriilerek 30 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ¢ozeltisi hazirlandi.

Indirgenmis GSH (30mM): 100 ml distile su igerisinde 0,92 g indirgenmis GSH
cozdiirtildi.

Fosfat Tamponu (0.3M, pH 6,5): 100 ml fosfat tamponu hazirlamak amaciyla
5,239 K2HPO4 100ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek A ¢ozeltisi, 4,08gm KH2PO4

100ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek B ¢ozeltisi hazirlandi. A ¢6zeltisinden 31,5 ml,

B ¢ozeltisinden 68,5 ml alinarak karigtirildi.

3.1.3.7. Katalaz Analizinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Katalaz standardi: 10 mg liyofilize toz seklindeki katalaz standardi 1 ml soguk
fosfat tamponunda ¢6ziildii. 100 u/ml konsantrasyonunda bir ¢ozelti elde etmek amaciyla

kullanimdan hemen 6nce 5 pl katalaz ¢ozeltisi 995 ul soguk fosfat tamponu ile diliie
edildi.

50 mM Fosfat Tamponu:

Tampon I: Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4): KH2PO4’den 1,7011 g alinarak

bidistile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

Tampon II: Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPO4): K:HPOs’den 4,3545 g

alinarak bidistile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

Tampon solusyonu: Tampon I’den 39,2 ml alindiktan sonra, Tampon II
kullanilarak 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 1 M potasyum hidroksit

KOH kullanilarak 7.0’a getirildi.

30 mM Hidrojen Peroksit H202 (100 ml): 0,34 ml % 30’luk H202 hazirlandiktan
sonra tampon ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢ozelti analizden Once taze olarak

hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.3. Bitkilerin Toplanmasi

Origanum minutiflorum (O. Schwarz et Davis) bitkisinin toprak iistii kisimlari
Isparta ili, Siitcliler ve Kesme ilgesi ¢cevresinden, 37.433683 / 31.115605 ve 37.433751 /
31.117901 koordinatlarindan kok tstiinden kesilerek 30 Agustos ve 1 Eylil 2013
tarihlerinde toplandi. Baydar (2005) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ugucu
yaglardaki en yiiksek karvakrol igeriginin ¢igeklenme sonunda (Eyliil ay1 baslangici)
oldugu bildirildiginden dolay: bitkinin toplanma tarihleri 30 Agustos — 1 Eyliil olarak
tercih edildi.

Toplanan bitkilerin botanik tanimlamasi Siileyman Demirel Universitesi, Giil
Herbaryumu’nda Origanum minutiflorum (O. Schwarz et Davis) olarak gergeklesti ve
bitki 6rnegi herbaryuma 94.28.16.04.01 numara ile kaydedildi (Sekil 2.1).

Toplanan bitkilerden toprak ve yabanci maddeler uzaklastirildiktan sonra bitkiler,
151k almayan havadar bir alanda kurutma kagitlarina serilerek kurutuldu. Kuruyan yaprak
ve gigek gibi toprak iistii kisimlar 6giitiilerek ekstraksiyona hazir hale getirildi. Ogiitiilen

bitki, ekstraksiyon islemlerine kadar hava almayan kaplarda oda sicakliginda saklandi.

Sekil 3-1 Origanum Minutiflorum Herbaryum Ornegi
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3.3.1. Bitkinin Toz Halinin Elde Edilmesi

Kurutulan bitkinin yaprak ve ¢igek kisimlart yiiksek devirli mikserde
parcalandiktan sonra elektronik degirmen ile ¢ok ince toz haline getirildi. Elde edilen toz

yemlere karistirilana kadar 151k ve hava almayan kaplarda +4 °C’de saklandi.
3.4. Ekstraksiyon Yontemleri

3.4.1. Hidrodistilasyon Yontemi ile Ucucu Yagmn Ekstraksiyonu

Ugucu yaglarin ekstraksiyonu igin uygun bir yontem olarak kabul edilen
hidrodistilasyon Avrupa Farmakopesi 5.0'a uygun olarak gerceklestirildi. Bu amagla 1
litre distile su igerisinde 100 gram bitki, alt 1sitic1 ve Clevenger aparati kullanilarak 3 saat
boyunca distile edildi. Kaynayan su igerisindeki bitki 6rneklerinin igerisindeki ugucu
maddeler buharla beraber Clevenger'in cam borusundan yiikseldikten sonra
Clevenger'den gegen su ile sogutuldu. Yogunlasan ugucu yag ve su karisimi beherde
toplandiktan sonra suyun iistiinde kalan ugucu yag fazi otomatik mikropipet ile ayrildi.
Yag igerisinde kalan su santrifiij edilip, anhidréz sodyum siilfattan gegirilerek tamamen
uzaklastirildiktan sonra volumetrik olarak miktar tayini gergeklestirildi. Bir kg bitkinin
ekstraksiyonu i¢in bu islem 10 kez tekrarlandi. Yemlere karistirilacak ucucu yaglar 151k
ve hava almayan amber renkli shot siselere konularak, havanin meydana getirecegi
oksidasyonu 6nlemek amaciyla azot gazi ilavesiyle kapatildi. Shot siseler +4 °C’de en

fazla bir ay olmak iizere yem hazirlanana kadar saklandi (Sarer ve ark. 1996).

3.4.2. Bitkilerin Sicak Su Maserasyonu ve Ekstraktin Liyofilize Edilmesi

Yapilan bir arastirmada Origanum vulgare’ye ait sicak su, soguk su, ve etanol
maserasyonu ile elde edilen ekstraktlar icerisinde en yiiksek in vitro antioksidan
aktivitenin sicak su ile maserasyon yontemi ile saglandig: bildirilmis ve bu dogrultuda
calismamizda da sicak su ile maserasyon yontemi tercih edilmistir. Teixeira ve ark’in
(2013) kullandiklar1 yonteme uygun olarak bitki Orneklerinin maserasyonunu
gerceklestirmek amaciyla 50 gram bitki, 1 litre 100 °C su igerisinde 3 saat siirekli
karistirilarak ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlar, Whatman (no:1) ile vakum altinda
filtrelendikten sonra ¢6ziinmeyen kisimlar1 santrifiijde uzaklastirildi. Bir kg bitkiden

ekstraksiyon islemi toplam 20 kez tekrarlandi.
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Elde edilen ekstraktlarin sivi kismi evaporatorde vakum altinda ugurulmadan
dogrudan dondurulup kiiciik pargalara ayrildiktan sonra liyofilizatoérde -60 °C’de 48
saatte toz haline getirildi. Ekstraksiyon verimi hesaplanarak liyofilize haldeki toz ve
ekstraktlar kullanilana kadar cam flakonlarda -20 °C’de sakland: (Teixeira ve ark. 2013).

3.5. Yemlerin Hazirlanmasi

Deney gruplarinin beslenmesinde kullanilmak iizere toplam 10 ayr1 yem grubu
olusturuldu. Origanum minutiflorum bitkisinden elde edilen ugucu yaglar (UY) 250
mg/kg/yem, 500 mg/kg/yem ve 1000 mg/kg/yem konsantrasyonlarinda, sicak su
maseratin liyofilize toz hali (LE) 250 mg/kg/yem, 500 mg/kg/yem ve 1000 mg/kg/yem
konsantrasyonlarinda, bitkinin toprak Ustii kisimlarinin (yaprak ve ¢igek) toz hali (BT)
ise % 0.5, % 1 ve % 2 oranlarinda ticari yemlere karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan
yemlerle beslenen deney gruplar1 i¢in UY 250, UY500, UY 1000, LE250, LE500, LE1000
BTO0,5, BT1, BT2 kisaltmalar: kullanilacaktir.

Temel yem olarak kullanilan ticari yavru alabalik pelet yemi, yiiksek devirli
mikser kullanilarak toz haline getirildikten sonra sicak su maseratinin liyofilize ekstrakt
tozu ve bitkinin toz hali yeme belirtilen konsantrasyonlarda plastik bir kutu icerisine
homojen dagilim olusturmak amaciyla seri diliisyon gerceklestirir gibi kademeli olarak
eklenerek karistirildi. Elde edilen karigima distile su (0,1 ml/g) ilave edildi ve yogrularak
hamur haline getirildikten sonra 3 mm capinda deliklere sahip bir ezici el makinasinda
gegirilerek pelet yem haline getirildi. Pelet yemler oda sicakliginda (25 °C) 48 saat

boyunca kurutulduktan sonra kullanilana kadar -20 °C'de derin dondurucuda saklandi.

Ucgucu yaglar iceren yemler ise ucucu yaglarin fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) ile emiilsiyon olusturulmasi ve toz halindeki yemlere karistirilmasi ile hazirlandi
(Navarrete ve ark., 2010). Ugucu yag ve PBS emiilsiyonu ile yemlerin kivamli bir hamur
haline getirilmesinin ardirdan bir el makinesi yardimiyla yem hamuru ezilerek pelet yem

haline getirildi. Hazirlanan yemler -20 C°’de sakland1 (Navarrete ve ark. 2010).

Deney gruplart 8 hafta boyunca, hazirlanan yemler ile giinde bir kez, canli

agirliklarin % 2 oraninda beslendi.

Kontrol grubu i¢in kullanilan yemler, diger balik yemleri ile ayni islemler

kullanilarak ve igerisine Origanum minutiflorum'a ait bir i¢erik eklenmeden hazirlandi.
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Yemin hazirlanmasinda temel yem olarak Camli Yem Besicilik Sanayii ve Ticaret

A.S.'den temin edilen Alabalik Yavru Yemi kullanildi. Yem igerigi degerleri Tablo 3-2'da

yer almaktadir.

Tablo 3-2: Alabalik Yavru Pelet Yemi Icerigi

Camli Alabalik Yavru Yemi

Boyut 1 mm
Ham Protein (%) 54
Ham Yag (%) 14
Ham Seliiloz (%) 15
Kiil (%) 11
Metabolik enerji (Kkal/kg) 3800

3.6. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Akvaryumlarin Hazirlanmasi

Liyofilize edilerek toz haline getirilen

su maseratlari

3 farkli

konsantrasyonda (250, 500, 1000 mg/kg/yem) iceren yemler ile beslenen 3 uygulama

grubu, ugucu yaglari 3 farkli konsantrasyonda (250, 500, 1000 mg/kg/yem) igeren yemler

ile beslenen 3 uygulama grubu, bitkinin yaprak ve ¢i¢eklerinin giitiilmesi ile elde edilen

tozun 3 farkli konsantrasyonda (5 g, 10 g, 20 g/kg yem) yemlere ilave edildigi 3 uygulama

grubu ve bir kontrol grubu olmak iizere her bir grupta 15 gokkusagi alabaligi

(Oncorhynchus mykiss) bulunan toplam 10 adet deney grubu olusturuldu.

Tablo 3-3: Alabalik Deney Gruplari

Deney Gruplar: Kisaltma Say1
Kontrol Kontrol 15 adet
250 mg ugucu yag/ kg yem uY250 15 adet
500 mg ugucu yag/ kg yem UY500 15 adet
1000 mg ugucu yag/ kg yem UY1000 15 adet
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem LE250 15 adet
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem LE500 15 adet
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem | LE1000 15 adet
% 0,5 toz bitki/ kg yem BTO0,5 15 adet
% 1 toz bitki / kg yem BT1 15 adet
% 2 toz bitki / kg yem BT2 15 adet
Toplam 150 adet
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3.6.1. Alabaliklarin Temini

Istanbul Universitesi Sapanca I¢ Su Hizmetlerinden 150 adet 40-60 gram
agirliginda gokkusagi alabaligi (Onchoryncus mykiss) temin edildi. Alabaliklar 350
litrelik uzun dikdértgen yatay su deposu igerisinde oksijen destegiyle 1.U. Veteriner
Fakiiltesi, Veteriner Farmakoloji ve Toksikolojisi anabilim dalina getirildi. Anabilim
dalimiza ait laboratuvarda bulunan 6nceden hazirlanmis 250 litrelik akvaryumlarda 15’er
balik olacak sekilde ayrildi. Iki haftalik adaptasyon siiresi boyunca ticari balik yetistirme
yemi ile ad libitum beslendi. Proje siiresince 12 saat aydinlik/karanlik aydinlatma diizeni
uygulandi, dinlendirilmis yeralti suyu haftada 3 kez degistirilerek, sudaki nitrit, nitrat,
¢Oziinmiis klor ve toplam klor yoniinden su kalitesi takip edildi. Olusturulan deney
gruplar1 8 hafta boyunca hazirlanan taze yemlerle beslendi. Deney siiresince baliklarin

goriiniimil, yeme yanitlari, davranislart ve mortalite gozlendi.

Deney siiresince yemleme islemi giinde bir kez olmak iizere canli agirliginin
yaklasik % 2’si olarak gerceklestirildi. Yemleme isleminden otuz dakika sonra yemler ve
atiklar sifonlama yontemi ile toplandi. Tiim deney siiresince akvaryum sular1 haftada {i¢
kez taze kaynak yeralt: suyu ile degistirildi. 1ki haftalik adaptasyon siiresince dlen balik
gozlenmedi. Alabaliklarin tartimi iki haftada bir gerceklestirildi. Deney siiresi boyunca
su sicakliklarinin 9-10 °C, pH’m ise 7,60-9,12 araliginda degisim gosterdigi takip edildi.

3.6.2. Orneklerin Alinmasi ve Homojenizasyonu

Baliklarda yedirme isleminin tamamlanmasindan sonra kan ve doku
numunelerinin alinmasi islemi gergeklestirildi. Deney gruplarindaki alabaliklar 25 mg/I
benzokain igeren suda bekletilerek sedasyon gergeklestirildi. Kan ornekleri kaudal
venadan 5 mI’lik enjektorle balik basma 3-4 ml alindi. Islemlerin yaratacag olumsuz
etkileri en aza indirmek amaciyla, sedasyon ve kan alim islemleri her balik i¢in ayri

gergeklestirildi, toplu sedasyon uygulamasi yapilmadi.

Alinan kan numuneleri serum eldesi i¢in heparin igermeyen santrifiij tiiplerine ve
respiratory burst aktivitesi analizi i¢in 100 pl kan heparin eklenmis ependorflara aktarildi.
Respiratory burst aktivitesinin tayini i¢in alinan 6rnekler oda sicakliginda en fazla bir saat
tutuldu. Heparin i¢ermeyen santrifiij tiiplerine alinan kan, pihtilagmasi i¢in 4 °C’de 2 saat
tutuldu ve 3000x g’de 10 dakika santrifiij edilerek serum kismi ayrildi. Serum

numuneleri, analizler gergeklestirilene kadar —80 °C’de saklandi.
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Kan alimini takiben baliklar, 6tenazi islemi i¢in benzokainli suda bekletildi ve
ardindan canli agirlik ve toplam boy 6lgtim islemleri gerceklestirildi. Antioksidan enzim
analizleri i¢in karacigerler diseksiyonla toplandi (Kokou ve ark. 2012). Alinan karaciger
dokular1 malondialdehit igerigi, glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz ve katalaz
aktivitesi analizleri ger¢eklestirilene kadar -80 °C’de saklandi.

Her baliktan 2 g karaciger 6rnegi donma noktasina yakin 18 ml 20 mM fosfat
tamponun pH 7,4, 1 mM etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) ve % 0,1 Triton X-100
icerisinde ultra torax ile buz igerisinde isinmasini Onleyerek homojenize edildi.
Homojenatlar 2000 x hizinda kirliligin uzaklastirilmas: amaciyla santrifiij edildi ve elde
edilen siipernatantlar enzim analizlerinde kullanildi (Sargent ve ark. 2002; Zhu ve ark.
2012).

3.7. Nonspesifik Immun Sistem 1le Tlgili Parametrelerin Incelenmesi

Nonspesifik immun sistem iizerindeki etkilerin degerlendirilmesi amaciyla
respiratory burst aktivitesi (Nikoskelainen ve ark. 2005; Rigos ve ark. 2010), lizozomal

aktivite (Ellis ve ark, 2012), fagositik aktivite (Ispir ve Yonar, 2007) incelendi.

3.7.1. Respiratory Burst Aktivitesinin Tayini

Respiratory burst aktivitesi, Nikoskelainen ve ark. (2006) yontemi ve Rigos ve
ark. (2010) modifikasyonlar1 esas alinarak dogrudan heparinli kan numunelerinden

gerceklestirildi.

Analiz prensibi fagositlerin hiicre membranlarinin zimosan ile uyarilmasi sonucu
foton olusumuna bagli olarak luminol ile meydana gelen kemiliiminesansin mikropleyt

okuyucu ile takip edilmesine dayanmaktadir (Rigos ve ark. 2010; Kokou ve ark. 2012).

Alabaliklarin kaudal venasindan kan 6rnekleri alind1 ve 150 {inite heparin/ml kan
(30 pl hep 5000/iinite/ml) konsantrasyonunda heparin icerecek sekilde tiiplere konuldu.
Oda sicakliginda tutulan deney tiiplerindeki kandan en fazla 3 saat igerisinde respiratory
burst analizleri gerceklestirildi. Alinan 5,2 ul kan'a 1000 pnl gHPSS-heparin (1:200) ve 40
ul 5 mM luminol eklendi. ELISA plakasinin her kuyucugunda 1,37 pl kan ve hazirlanan

¢ozeltinin mililitresinde 4,56 pl kan bulunmasi saglandi.



41

Doksanaltt kuyucuklu beyaz tabanli ELISA plakasi kuyucuklarma (NUNC
katalog no: 236105) luminol i¢eren kan numuneler her 6rnek i¢in ii¢ kuyucuga eklendi
ve plaka 10 dakika oda sicakliginda kuyucuk tabaninin arka planinin sabitlenmesi igin
inkiibe edildi. On dakika sonrasinda kuyucuklara 20 ul opsonize olmayan zimosan ve
1 pg/ml forbol-12-miristat-13-asetat (PMA) eklenmesini takiben kemiliiminesans
emisyonu 120 dakika boyunca 5’er dakikalik araliklarla ELISA mikropleyt okuyucu ile
takip edildi. Tespit edilen en yiiksek kemiliiminesans degerleri relatif lumen {inite (rlu)
olarak ifade edildi (Nikoskelainen ve ark. 2006; Rigos ve ark. 2010; Kokou ve ark. 2012).

3.7.2. Serum Lizozim Aktivitesinin Tayini

Balikta bulunan lizozimler gram pozitif bakterilerin yok edilmesinde gorev
almaktadir. Ellis (1990) yontemine uygun olarak gergeklestirilen serum lizozim aktivitesi
tayini, serum orneklerine eklenen Micrococcus lysodeikticus’un lize olmasinin
absorbansta meydana getirdigi diistisiin spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmesi esasina

dayanmaktadir.

Lizozim substrat1 olarak 0,2 mg/ml liyofilize M. lysodeikticus 0,06 M sodyum
fosfat tamponu (pH 6,2) igerisinde hazirlandi. Mikropleyt kuyucuklar: igerisine 190 pl
bakteriyel siispansiyon ve 10 pl plazma ii¢ tekrarli olarak eklendi ve mikropleyt
okuyucuda 30 saniye siireyle calkalandiktan sonra 1. ve 5. dakikalarda 450 nm’de
absorbans 0l¢iildii. Her bir birim lizozim aktivitesi, bakterinin lize olmasi ile absorbansta
dakikada meydana gelen lineer 0,001 azalma miktar1 olarak tanimlanir. Serumdaki

lizozim miktar1 yumurta beyazi lizozimi ile elde edilen standart egriden elde edildi (Ellis
1990).

Diiz tabanli 96 kuyucuklu ELISA plakasina kor tampon ve drnekler Tablo 3-4’de
belirtildigi sekilde ti¢ tekrarli olarak eklendi. M. lysodekticus eklenmesini takiben
absorban 450 nm’de mikropleyt okuyucu yardimiyla 30 saniye karistirildiktan sonra 1.

ve 5. dakikalarda okundu.

Tablo 3-4: Lizozim Analizi ELISA Plaka Uygulamasi

Ko6r Tampon: 150 pl tampon
Kor M. lysodekticus: 150 ul M. lysodekticus
Numune: 10 pl 6rnek + 10 pl tampon + 130 pl M. luteus
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3.7.3. Fagositik Aktivitenin Tayini

Fagositik aktivite, kan alinma islemini takiben Ispir ve Yonar (2007) tarafindan
bildirilen yénteme dayanarak belirlendi. icerisinde 1x 108 hiicre/ml Staphylococcus sp.,
bulunan fosfat tampon ¢o6zeltisinin 0,1 ml mikropleyt plaka kuyucuklarinda 0,1 ml kan
ornegine eklenerek karistirildiktan sonra 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibe edilen
siispansiyondan 0,05 ml ile lam iizerine froti hazirlandi. Lam kurutulduktan sonra %
95°1ik etanol ile 5 dakika fikse edilerek % 7 giemsa ile boyandi. Toplam 100 adet fagositik
hiicre sayilarak fagositoz yapmis olan fagositler yiizde fagositik aktivite degeri olarak
tespit edildi.

E el aktivite = Fagositoz gerceklestirmis fagositlerin sayisi 100
7 e T Toplam sayilan fagositler (100) X

3.7.4. Karacigerde Toplam Protein Miktarimin Tayini

Glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz ve katalaz enzimlerinin spesifik
aktivitelerinin hesaplanmasi amaciyla karacigerde toplam protein miktar1 Mikro Lowry
(Lowry ve ark. 1951) yonteminin Onishi ve Barr Modifikasyonu (1978) ile
spektrofotometrik olarak belirlendi. Deney gruplarinda karacigerde tespit edilen protein
miktart (mg/ml), antioksidan enzim aktivitesi (iinite/ml) bdliinerek antioksidan
enzimlerin spesifik aktivite degerleri tespit edildi.

Unite/ml

Antioksidan Enzimlerin Spesifik aktivitesi = ———
mg protein/ml

= linite/mg protein

Karaciger numuneleri homojenatlardaki kirliligin uzaklastirilmas1 amaciyla 2000
g’de santrifiij edildi. Siipernatant 0,2 ml deney tiiplerine konulduktan sonra tizerine 2,2
ml Biiiret reajan1 eklenerek vorteks ile karistirildi. Siispansiyon 10 dakika inkiibe
edildikten sonra deney tiipiine 0,1 ml Folin ajan1 eklendi. Deney tiipii vorteksle karigmasi
saglandiktan sonra 30 dakika inkiibe edildi. Spektrofotometrede 600 nm’de absorbans
degisimi takip edildi. Her bir uygulamada 20 6rnek, {i¢ tekrarli olarak ¢alisildi. Kor olarak
% 0,85 sodyum kloriir kullanildi. Tiim okumalar en fazla 30 dakika icerisinde bitirildi.
Standarda ait diliisyonlar ile standart egri olusturulduktan sonra absorbansa karsilik gelen
mg protein miktar1 hesaplandi ve diliisyon faktorii ile ¢arpilarak karacigerdeki protein

miktar1 hesaplandi.
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3.8. Oksidatif Stres Ile ilgili Parametrelerin incelenmesi

O. minutiflorum bitkisinin toz halinin, ugucu yaglarinin ve sicak su maserasyonun
liyofilize halinin alabaliklara yem igerisinde verilmesinin Karaciger doku orneklerinde
olusturdugu antioksidan aktivitenin degerlendirmesi amactyla malondialdehit diizeyleri
(Zhu ve ark. 2012), antioksidan enzimlerin iizerindeki etkinligin degerlendirilmesi
amaciyla ise siiperoksit dismutaz, glutatyon-peroksidaz, glutatyon S-transferaz (Habig ve
ark. 1974) ve katalaz aktivitesinin (Cuéllar-Cruz ve ark. 2009) belirlenmesine yonelik

analizler gerceklestirildi.

3.8.1. Malondialdehit Diizeylerinin Tayini

Hiicre ve dokularda oksidatif stres sonucunda gerceklesen lipit peroksidasyonun
son Uriinii olarak olarak olusan malondialdehit (MDA) bilesigi, DNA ile bag olusturarak
mutajen ve karsinojen etki gosteren bir bilegiktir. Oksidatif stres belirleyicilerinin kisa
omiirlii olmas1 ve MDA’in uzun siire bozulmadan kalmasi nedeniyle son {iriin olarak
MDA’in tiyobarbitiirik asit yardimiyla analizi lipit peroksidasyon diizeyini belirlemek
amactyla siklikla kullanilan bir yontemdir (Marnett 1999). Bu amagla malondialdehit
diizeylerinin tayini karaciger numunelerinden Zhu ve ark.’nin (2012) bildirdikleri
yonteme gore gergeklestirildi. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler testi (TBARS)
olarak da isimlendirilen analizin prensibi, eklenen tiyobarbitiirik asit ile Ornekteki
malondialdehit bilesiginin tepkimeye girerek olusturduklari renk degisiminin

spektrofotometrik olarak takip edilmesine dayanmaktadir.

Karaciger numunelerinden hazirlanan 500 pl homojenat cam tiipler igerisine
alindiktan sonra {izerine 400 pul % 15 trikloroasetik asit ve 800 pl tiyobarbitiirik asit (0,3
M NaOH igerisinde % 0,67 TBA) eklendi ve vorteksle karistirildi. Hazirlanan karisim
sicak su banyosu igerisinde 95 °C sicaklikta 30 dakika isitildiktan sonra 25 °C ye
sogutuldu ve santrifiij islemi (2000x g, 4 °C, 10 dakika) ile ¢oken protein kismi
uzaklastirildi. Elde edilen siipernatantlarin absorbanslari spektrofotometre ile 532 nm’de

okundu (Zhu ve ark. 2012).

Karacigerlerdeki MDA konsantrasyonlari, tiyobarbitiirik asit-malondialdehit ile
elde edilen standart egriden ve asagidaki formiilden yararlanarak pmol MDA/mg protein
olarak hesaplandi. Sonuglarin hesaplanmasinda denklem (3-1) kullanildi. Denklemde

(e =1.56x10°/Mxcm) ekstinksiyon katsayis1 olarak kullanildi ve sonuglar karaciger
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protein miktarina boliinerek pmol MDA/mg protein olarak ifade edildi (Buege ve Aust
1978).

Karaciger Malondialdehit Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Absorbans x 320,5 x dillisyon faktorii

= pmol MDA - )
Karaciger protein miktar1 (mg) Hmo /mg protein (3-1)

3.8.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Toplam siiperoksit dismutaz aktivitesinin 6l¢iimii BioVision markali “Superoksit

Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini Kiti” (Katalog no: K335-100) ile gerceklestirildi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) 6nemli antioksidan enzimlerden bir tanesidir. Enzim,
stiperoksit anyonunun hidrojen peroksite ve oksijen molekiiliine dontisiimiinti katalize
eder. SOD tayin kiti; sliperoksit anyonu ile WST ¢alisma ¢ozeltisi i¢erisindeki indirgeyici
maddeleri ile formazan boyas1 olusturmaktadir. Siiperoksit anyonundaki rediiksiyon
ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile dogrusal olarak baglantilidir ve SOD ile inhibe olur.

Sonug olarak SOD aktivitesinin inhibisyonu kolorimetrik bir yontem ile tayin edilir.

Homojenat 14000 x g’de 5 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij edildikten sonra
berrak siipernatant kisim enzim analizini ger¢eklestirmek i¢in ayrildi. Siipernatanttaki
sitozolik ve mitokondriyal toplam SOD aktivitesinin belirlenmesinde ticari kite ait

prosediir kullanilarak denklem 3-2’ye gore hesaplandi.

Ornek ¢ozeltiden 20 pl her drnek ve kér 2 kuyucuguna konulduktan sonra her kor
1 ve kor 3 kuyucuguna 20 pl H20 eklendi. Her kuyucuga 200 pl WST ¢alisma ¢ozeltisi
eklendi. Kor 2 ve kor 3 kuyucuklarina 20 pl diliisyon tamponu eklendi. Her 6rnek ve kor
1 kuyucuguna 20 pl enzim c¢alisma ¢6zeltisi eklendi ve iyice karigtirildi. Mikropleyt 37
°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra absorbans mikropleyt okuyucuda 450
nm’de okundu. ELISA pleytin kuyucuklarina konulan ¢6zelti miktarlar1 Tablo 3-5’de
belirtilmistir.

Superoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

(Aksr 17 Akor 3)-(A smek- Akor 2)
(Ak('jr l'Ak('jr 3)

SOD Aktivitesi (% inhibisyon orani)= 3-2)
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Tablo 3-5: Siiperoksit Dismutaz Analizi ELISA Plaka Uygulamasi

Ornek Kor 1 Kor2 | Kor3
Ornek ¢ozelti 20 pl 20 pl
Bidistile su 20 ul 20 ul
WST caligma ¢ozeltisi | 200 ul 200 pl 200 ul 200 ul
Enzim Calisma Cozeltisi | 20 pl 20 ul
Diliisyon Tamponu 20 pl 20 pul

3.8.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin tayini, Cayman firmasinin trettigi kit

(Katalog no: 703102) kullanilarak karaciger 6rneklerinden gerceklestirildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) hidrojen peroksitin ve diger hidroperoksitlerin
rediiksiyonunu katalizler ve hiicreleri oksidatif hasardan korur. Kullanilan ticari kit GPx
aktivitesini glutatyon rediiktaz (GR) ile reaksiyonu ile indirekt olarak Sl¢iimlemektedir.
Hidroperoksitin GPx ile rediiksiyonu ile okside glutatyon (GSSG) olusmaktadir. Olusan
okside glutatyon (GSSG), GR ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP), ile

indirgenmis durumuna geri dontistiiriliir.

NADPH’in NADP+’ye oksidasyonu ile 340 nm’de absorbansta diisiis meydana
getirmektedir. GPx aktivitesi reaksiyonda hizi siirlandirict bir etken oldugunda 340

nm’deki absorbans azalmasi 6rnekteki GPX aktivitesine dogrudan baglidir.

Santrifiij islemi 10000x g’de 15 dakika gerceklestirildikten sonra
supernatantlardaki GPx aktivitesi tayini ticari Kit yontemine uygun olarak gerceklestirildi
ve sonug¢ olarak hazirlanan 96°lik ELISA plakasi absorbans degerleri 340 nm’de

mikropleyt okuyucu ile okundu.

Numunelerdeki GPx aktivitesi denklem 3-3 ve 3-4 kullanilarak hesaplandi. Yonteme
gore tespit edilen 1. dakikadaki absorbans degisimi kor kuyucuklarda elde edilen
degerden ¢ikarildi.
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Glutatyon peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Az40 (Bitis)-Az40 (Baslangic)
AA dak.= -
340/ k Bitis-Baslangi¢ Zamani (dak) (3 3)

AA34—O/dak 0,19 ml
0,00373 M-1* 0,02 ml

GPx aktivitesi (u/mg)= x d./ p.= nmol/dak/ml/mg  (3-4)

d. : diliisyon katsayis1

p. : Karaciger protein miktar1 (mg)
*NADPH i¢in 340 nm’deki ekstinksiyon katsayist 0,00622 /uM X cm olmasina ragmen kuyucuktaki
¢ozeltinin 0,6 cm olmasinda dolay1 0,00373 / uM kullanilmistir.

3.8.4. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Tayini

Glutatyon S-transferaz aktivitesinin Sl¢iimii 1-Klor-2,4-dinitrobenzen substrat
olarak kullanildiginda meydana gelen tiyoeter olusumunu spektrofotometrik olarak takip
edilmesine dayanan Habig ve ark.’nin (1974) bildirdikleri yonteme gore gergeklestirildi.
Indirgenmis GSH varliginda substrat olarak kullanilan 1-klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
ile olusan konjugatin meydana getirdigi absorbans artis1 spektrofotometrik olarak takip

edilerek glutatyon S-transferaz aktivitesi belirlenir.

Plastik spektrofotometre kiivetleri igerisine, hazirlanan 2,5 ml 120 mM potasyum
fosfat tamponu pH 6,5, 100 ul GSH ve 100 ul 1-klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ¢ozeltisi
ilave edildikten sonra 50 ul 6rnek eklenerek reaksiyon baslatildi. Absorbans 20°C’de 3
dakika hassas terazi ile siiresince kayit edildi ve Glutatyon rediiktaz aktivitesi 9,6 mM™

cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplandi. (Habig ve ark. 1974).

Kor olarak kullanmak amaciyla 2,8 ml fosfat tamponuna ve 100 pl 30 mM 1-
kloro-2,4-dinitrobenzen eklendi. Ornek test tiiplerine 2,7 ml fosfat tamponu ve 100 pul 30
mM CDNB eklendi.

Kor ve o6rnek deney tiipii 37 °C’de 5 dakika siiresiyle inkiibe edildi. Bes dakika
sonrasinda kor tiipiiniin spektrumu fosfat tamponuna kars1 5 dakika siireyle tarandi.
Deney tiiplerine 100 ul GSH ve 100 pl 6rnek eklendi ve spektrum taramalart 5 dakika
boyunca gerceklestirilerek 340 nm’deki meydana gelen absorbans fark: l¢tildii.
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Glutatyon S-transferaz aktivitesinin degerlendirilmesinde bir birim aktivite, 1
umol  dirliniin  dakikada olusumunu katalizleyen enzim miktar1  olarak

degerlendirilmektedir.

Absorbsiyon farki (AAsso) kor ve 6rnekler i¢in hesaplandiktan sonra glutatyon S-
transferaz aktivitesi denklem 3-5 ve 3-6’ya gore GST aktivitesi (nmol/dak/ml)

hesaplanda.

Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Hesaplanmast:

AA340 5rmek- AAzaoksr - Toplam hacim

GST nmol/dak/ml = 0.0096 Ornek hacmi

x diliisyon katsayisi (3-5)

CDNB igin 340 nm’deki ekstinksiyon katsayisi: 0,0096 uMcm™
Ornegin diliisyon katsayis1: 10

GST enzim aktivitesi (U /karaciger mg protein) = T (3-6)

karaciger pooy

3.8.5. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Karaciger numunelerindeki katalaz enzim aktivitesini belirlemek amaciyla Aebi
(1984)’nin yontemini uyarlayan Cuellar-Cruz ve ark.’nin (2009) bildirdikleri yontem
kullanildi.

Deneyin prensibi, hidrojen peroksitin dekompozisyonunun absorbansta meydana
getirdigi azalma ile spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina dayanir (Aebi 1984).
Her bir tinite katalaz dakikada 1,0 umol H20. dekompozisyonu UV spektrofotometrede
240 nm’de takip edilir. Katalaz enziminin aktivitesi ile hidrojen peroksitin
dekompozisyonu sonucunda 240 nm’de olusan birim zamandaki absorbans diisiisi
katalaz aktivitesinin bir olgttiidiir. Kore kars1 240 nm’de 6nce 0. sn, 30. sn ve 60. sn’de
absorbans diisiisii Olciilerek elde edilen degerler deney gruplarinda tespit edilen karaciger

protein seviyelerine bdliinerek iinite/mg olarak hesaplandi.

Kuvartz spektrofotometre kiivetleri igerisine 2 ml fosfat tamponu ve 1 ml 30 mM

H20: kor eklenerek hazirlanan koér numunenin absorbans degerleri 240 nm’de okundu.

Karaciger homojenat1 santrifiij edilip kirlilik uzaklastirildiktan sonra 6rneklerin
1/50 oraninda fosfat tamponu ile sulandirilmasi i¢in 980 pl fosfat tamponuna 20 pl

stipernatant eklenerek otomatik pipetle karigtirilda.
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Her 6rnegin katalaz enzim aktivitesinin tayini i¢in spektrofotometre kiivetlerine 1
ml diliie 6rnek, 1 ml fosfat tamponu, 1 ml diliie 6rnek eklenerek karistirildi. Reaksiyon 1
ml H20: eklenerek baslatildi. Baslangi¢ absorbansi 0,550-0,520 arasinda tespit edildi.
Ornekler kiivette karistirildiktan sonra spektrofotometrede 2 dakika boyunca 30 saniye

araliklarla absorbans kinetik olarak bes nokta olarak 240 nm’de dl¢iimlendi.
Katalaz (CAT) Aktivitesinin Hesaplanmas:

Elde edilen absorbans farki kullanilarak saptanan katalaz aktivitesi degerleri
denklem 3-6, 3-7’ye gore, ekstinksiyon katsayis1 0,043 mM? kullanilarak hesaplandi
(Cuéllar-Cruz ve ark. 2009). Her bir iinite CAT aktivitesi, dakikada pargalanan pmol

H202/mg protein olarak belirlendi.

ﬁxVL“

Aktivite (U/mg) = _ dak (3-6)

240 X dxCtx 0,001

AA
- !
Aktivite (U/mg) = _dak 00N (3-7)

0,04 x 20 ul x Ct

AA/dak: A0-A60 baslangic ve son absorbans farki

Vt: Reaksiyon hacmi (1,01 ml)

E 240: OD 240 igin molar ekstinksiyon katsayis1 0,043 mM*
d: Kiivetin optik yol uzunlugu (1 cm)

Vs: Ornek hacmi (0,02 ml)

Ct: Ornegin protein konsantrasyonu

3.9. Gelisim Performansinin Tayini

3.9.1. Canh Agirhik Artis1 Tayini

Deney gruplarindaki alabaliklar, bireysel olarak deneyin baglangicinda ve
sonunda su dolu bir kap igerisinde hassas terazi ile tartildi. Deney sonu ve baslangicidaki

agirlik farkinin alabalik sayisina boliinmesiyle ortalama canli agirlik artisi hesaplandi.

CAA (g)=Deney Sonu Grup Ortalama Agirlik- Deney Bagindaki Grup Ortalama Agirlik (3-8)
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3.9.2. Yiizde Canh Agirhik Artisinin Tayini

Deney gruplarinin deney sonu ve deney baslangici farki, baslangic agirliklarina
boliinerek yiizde canli agirlik artist 3-9’da belirtilen formiil ile hesapland1 (Saether ve
Jobling 1999).

Yiizde Canli Agirlik Artisi (%)= Son Agwruik (g)-Baslangts Afrligs

x100  (3-9)

Baslangic¢ Agirligt

3.9.3. Spesifik Biiyiime Oraninin Tayini

Gokkusagi alabaliklarinda Origanum minutiflorum bitkisinin tozu, ugucu yaglari
ve sicak su maseratin liyofilize halinin yem igerisinde verilmesinin giinliik canli agirlik
yiizdesi tizerinde etkinin degerlendirilmesi amaciyla spesifik biiyiime oran1t Company ve
ark.’nin (1999) bildirdigi formiile (3-10) gére saptandi. Son agirik ortalamalarinin dogal

logaritma farkinin deney giiniine bdliinmesiyle spesifik biiytime orani hesaplandi.

Ln (Son agirlik ortalamast)—Ln (Baslangug Agirlik ortalamast)

SBO, (%/gin) = x 100 (3-10)

Deneme gun sayist

3.9.4. Kondisyon faktoriiniin Tayini

Baligin beslenmesi ve saglik durumun bir gostergesi olarak kondisyon faktorii
Caballero ve ark.’nin (2002) bildirdikleri yonteme gore 3-11°deki formiil kullanilarak
hesaplandi. Alabaliklarin toplam boy 6l¢iimleri, burun ucundan kuyruk yiizgecinin uzun
lob ucu arasindaki mesafe dikkate alinarak, hazirlanan boy Ol¢iim tahtasinda

gergeklestirildi.

Kondisyon Faktorii (KF) = [100 x (Canli Agirligr (g)x (Uzunluk (em)Y/3]  (3-11)

3.10. Istatiksel Degerlendirme

Farkli gruplardan elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve Tukey HSD ("Honestly Significant Difference") post-hoc

testleri kullanild1 ve giiven faktorii % 95 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraksiyon Verimi

Origanum minutiflorum liyofilize ekstrakt tozu agirliginin toplam bitki agirligina
kuru agirlik bazinda orani yiizdelik birimle olarak ifade edilmis olup yapilan tekrarl
islemlerinin ortalamasi alindiginda sicak su maserasyonunun liyofilize edilerek toz haline
getirilerek elde edilen liyofilize ekstrakt verimi ortalamasi % 11,50 £ % 0,26 olarak

saptanmistir.

Hidrodistilasyon islemi sonucunda elde edilen ugucu yaglarin su kismi
uzaklagtirildiktan sonra agirligi, kullanilan toplam bitki agirligina boliinerek yilizde
ekstraksiyon verimi olarak hesaplanmistir. Ugucu yag ekstraksiyon verimi ortalamasi

%2,4 £ % 0,9 olarak tespit edilmistir.

4.2. Bahklarmm Gelisim Performasi ile ilgili Bulgular

Origanum minutiflorum bitkisinin liyofilize ekstraktinin ve ugucu yaglarinin yem
icerisinde verilmesinin gokkusagi alabaliklarinin gelisim performansi tizerine etkisi canlt
agirhik artis miktar1 (g), canli agirlik artis yiizdesi, spesifik bilylime orani, kondisyon
faktorii belirlenerek degerlendirildi. Alabaliklarin deney baslangici agirliklar: ve 8 hafta
stiren deneyin sonundaki agirliklar1 Tablo 4-1 ve Sekil 4-1’de verilmektedir. Canli agirlik
artis1 degerlendirildiginde basta ucucu yaglar ilave edilen yemlerle beslenen deney
gruplar1 olmak {izere tiim deney gruplarinda canli agirlik artis1 gozlemlendi ancak bu
artigin istatiksel olarak onemli olmadigi saptandi. Yiizde canli agirlik artisi ile ilgili

bulgular

Tablo 4-1Sekil 4-3’de sunulmustur. Deney sonu yiizde canli agirlik verileri
kontrol (%135) ile kiyaslandiginda UY250 (%152), UY500 (%160) ve UY 1000 (%173)
gruplarinda, LE250 (%144), LE500 (%160) ve LE1000 (%153) grubunda, BT0,5 (%142),
BT1 (%148) BT2 (%149) artis gozlenmistir. Spesifik biiylime orani ile ilgili bulgular
Sekil 4-4’de, kondisyon faktorii ile ilgili bulgular Sekil 4-5’de verilmektedir. Spesifik
biiylime orani degerlerinin deney gruplarinda %1,58-1,7 arasinda degiskenlik gosterdigi
ve kondisyon faktorii degerlerinin ise 0,86-1,05 yer aldig1 tespit edilmis ancak kontrole

kiyasla veya gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.



Tablo 4-1: Canh Agirhik Artis Miktarlan

Deney gruplar

Kontrol

250 mg ugucu yag/ kg yem
(UY250)

500 mg ugucu yag/ kg yem
(UY500)

1000 mg ucucu yag/ kg yem

(UY1000)

250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem

(LE250)

500 mg liyofilize ekstrakt/
yem (LE500)

1000 myg liyofilize ekstrakt/ kg

yem (LE1000)

% 0,5 toz bitki/ kg yem (BT0,5)

% 1 toz bitki / kg yem (BT

% 2 toz bitki / kg yem (BT2)

180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

143,93

Komtrod

Deney
Basindaki
Ortalama Bahk
Agirhg (g)

61,37

56,7

55,2

53,45

54

kg 53,22
55,45
57,55
1) 53,79
55,23

142,73 143,32 1458

56,7 55,2853 4
T I ==

U250 NS00 L1000

Baslangic Agirligi

Standart
Hata

N=15

1,715

1,98

2,11

1,14

1,62

2,52

2,14

2,71

1,98

1,33

Deney Sonu
Ortalama
Bahk
agirhgi

(@

143,93

142,73

143,32

145,8

131,92

138,22

140,2

139,21

133,27

137,78

131,92 138,22

54 53,2 55,4
== I I

Standart
Hata

N=15

5,53

6,46

5,81

7,11

4,81

5,67

4,69

4,89

6,1

4,72

140,2

LE250 LESOO LE1O00

M Son Agirhk

Canh
Agirhk
Artist
(CAA) (9)

84,63

86,03

90,12

92,35

77,92

85,00

84,75

81,66

79,48

82,55

o1

Standart
Hata

4,25

3,78

3,92

5,22

6,2

7,3

7,3

59

4,8

3,5

139,21 133,27 137,78

BTD,5

57,553, 7155,2
-~ - =
TL B2

B



Sekil 4-1: Deney Baslangici ve Deney Sonu Canh Agirhiklar
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Kontrol 250 Uhs00 U1000 LE250 LESOO LE1OO0 BTO,5 BT1 BT2

Sekil 4-2: Canh Agirhk Artisi (Q)

200

180 152 160

173

148 149
160 142

144 160 153
135
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100
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60
40
20
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Kontrol UY250 UY500 UY100 LE250 LE500 LE1000 BTO,5 BT1 BT2
0,40

1,70
1,60 1,66

0.00 Kortrol U250 UNWS00 Uy 1000 LE250 LES0D LE1OODOD

Sekil 4-3: Yiizde Canh Agirhk Artisi

2,00

1,80 158 1,65 1,61 1,63
1,60 = = =
1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

1,63

1,58 1,62

Sekil 4-4: Spesifik Biiyiime Orani Yiizdesi (%/giin)
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1,20
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Sekil 4-5: Kondisyon Faktorii

4.3. Nonspesifik Immun Sistem ile ilgili Parametrelere Ait Bulgular

4.3.1. Respiratory Burst Aktivitesi

Respiratory burst aktivitesi diizeylerinin degerlendirilmesinde kanda bulunan
fagositer hiicrelerin luminol ile uyarilmasi ile agiga ¢ikan maksimum Kemiliiminesans
miktar ile ilgili sonuglar ve istatistiksel bilgiler relatif kemiliiminesans tinitesi birimi

olarak Tablo 4-2°de ve Sekil 4-6’de verilmektedir.

Fagositler tarafindan en yiiksek respiratory burst aktivitesi kontrole kiyasla
(10453 RLU + 3511) UY1000 grubunda tespit edildi (16623+ 5875 RLU) ve farkin
yiiksek istatistiksel anlamlilik tasidigi belirlendi (p<0,01). UY500, LE500 ve LE1000
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p<0,05). UY250, LE250 ve
bitkinin tozu ilave edilen yemler ile beslenen grupta respiratory burst aktivitesinin arttig

ancak artislarin istatiksel olarak anlamlilik tasimadigi saptandi.



Tablo 4-2: Respiratory Burst Aktivitesi Diizeyleri

Deney grubu Respirator burst aktivitesi + Standart Sapma | P degeri
Relatif Luminisens iinitesi
Ortalamalar
(RLU)
Kontrol 10453 3511
250 mg ucucu yag/ kg yem 13925 3038 0,3269
(UY250)
500 mg ucucu yag/ kg yem 15469 3212 0,0223*
(UY500)
1000 mg ucucu yag/ kg yem 16623 5875 0,0013**
(UY1000)
250mg liyofilize ekstrakt/ kg 11026 4942 1,0000
yem (LE250)
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg 15825 3448 0,0110*
yem (LE500)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg 15245 2691 0,0359*
yem (LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BT0,5) | 13756 3391 0,3992
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 12097 3695 0,9794
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 12542 4505 0,9085

*: p<0,05 **: p<0,01 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15

25000 16623
* %k
T 15825
152
20000 15469 v 125
1305 13756
11026 L2542
12097
15000
10453
10000 :
5000
0
Kontrol UY250 UY500 UY1000 LE250 LES00 LE1000 BTO,5 BT1 BT2

Sekil 4-6: Toplam Kan Respiratory Burst Aktivitesi Diizeyleri
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4.3.2. Serum Lizozim Aktivitesi

Serum Orneklerine eklenen M. lysodeikticus konsantrasyonunun, lizozomal
aktiviteye bagli olarak diisiisii spektrofotometrik yontemle takip edilerek elde edilen
serum lizozomal aktivite degerleri ve istatistiksel bilgiler Tablo 4-3 ve Sekil 4-7°de
verilmektedir. Gergeklestirilen analizler sonucunda, deney gruplari arasinda en yiiksek
serum lizozomal aktivitesi UY1000 grubunda (590,37 i + 34,21) ve UY500 grubunda
(424,81 u + 19,21) tespit edildi ve kontrole (294,68 i + 21,87) kiyasla lizozim
aktivitesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Liyofilize ekstrakt
ve bitki iceren yemlerle beslenen deney gruplarindaki serum lizozim aktivitesinde genel
bir artis goriilmesine ragmen kontrol grubuna kiyasla farklilik istatistiksel olarak anlaml

olmadig1 saptandi.

Tablo 4-3: Serum Lizozim Aktivitesi Diizeyleri

Deney grubu Serum Lizozim Standart Hata P degeri
Aktivitesi
Ortalamalar
(iinite)
Kontrol 294,68 21,87
250 mg ucucu yag/ kg yem (UY250) 379,64 22,60 0,5143
500 mg ucucu yag/ kg yem (UY500) 424,81 19,21 0,0449 *
1000 mg ugucu yag/ kg yem (UY1000) | 590,37 34,21 0,0000 ***
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 338,72 37,80 0,9839
(LE250)
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 340,00 33,52 0,9805
(LE500)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 370,78 33,18 0,6676
(LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 337,10 33,72 0,9876
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 342,21 18,78 0,9732
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 339,10 18,22 0,9830

*:p<0,05, ***: p<0,001 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
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Kontrol UY250 UY500 UY1000 LE250 LE500 LE1000 BTO,5 BT1 BT2

Sekil 4-7: Serum Lizozim Aktivitesi Diizeyleri

4.3.3. Fagositik Aktivite Diizeyleri

Kan oOrneklerine eklenen Staphylococcus sp. etkeninin  fagositozunu
gergeklestiren fagositlerin sayilan tiim fagositik hiicrelere orani belirlenerek fagositik
aktivite yiizdesi olarak ifade edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-4 ve Sekil 4-8’de
verilmektedir. Deney gruplar igerisinde en yiiksek fagositik aktivite yiizdesi kontrole
(% 37,20 + 1,84) kiyasla UY1000 grubunda tespit edildi (% 53,94 + 2,99) ve farkin
istatistiksel olarak yiiksek diizeyde oldugu goriildii (p<0,01). Deney gruplari arasinda
istatiksel olarak onemli diger artislar UY500 grubunda (%49,80 + 1,14), LE1000
grubunda (% 50,42 + 1,92); LE500 grubunda (% 49,94 + 1,39) saptand1 fark kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Fagositik aktivite
yiizdesinde BTO0,5 hari¢ tiim gruplarda sayisal bir artis goriildii ancak fark kontrole

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.



Tablo 4-4: Fagositik Aktivite Diizeyleri

S7

Fagositik Aktivite Fagositik Standart | P degeri
aktivite Hata
Ortalamalan
(%)
Kontrol 37,20 1,84
250 mg ucgucu yag/ kg yem 44,03 2,21 0,7642
(UY250)
500 mg ucucu yag/ kg yem 49,80 1,14 0,0479*
(UY500)
1000 mg ucucu yag/ kg yem 53,94 2,99 0,0013**
(UY1000)
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem |46,78 3,98 0,3019
(LE250)
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 49,94 1,39 0,0432*
(LE5S00)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg 50,42 1,92 0,0300*
yem (LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 35,00 3,02 0,999
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 41,97 3,69 0,9676
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 48,95 3,66 0,0869

*: p<0,05 **: p<0,01 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15

53,94

* ¥

49,80 I
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37,20 :[

60,00
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Kontrol UY250 UY500 UY1000

Sekil 4-8: Fagositik Aktivite Diizeyleri
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4.4. Oksidatif Stres ile ilgili Parametreler

4.4.1. Malondialdehit Miktari

Malondiadehit (MDA) bilesikleri spektrofotometrik yontemle saptanarak, elde
edilen sonuglar MDA bilesiklerinin karaciger protein miktarina orani1 (umol/mg protein)
Tablo 4-5 ve Sekil 4-9°da verilmektedir. Oksidatif strese bagl olarak hiicre ve dokularda
meydana gelen lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA bilesigi miktarindaki diigiis
tiim ugucu yag gruplarinda goriilmiis olup, en yiiksek diisiis UY 1000 grubunda meydana
gelmistir (45,47 pumol/mg + 5,78). UY1000 grubu malondialdehit seviyesinin diisiisii
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,01). MDA
miktarinin UY500 grubunda, 50,76 umol/mg + 5,36, UY 250 grubunda 49,49 umol/mg +
6,12 oldugu tespit edilmis ve bu degisikligin istatiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Yem igerisinde liyofilize ekstrakt verilen deney gruplarinin
karaciger MDA seviyelerinde genel bir azalma gozlenmis olup kontrol grubu ile
kiyaslandiginda fark LE1000 grubunda (52,55 umol/mg + 5,91) istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05)

Tablo 4-5: Karaciger Malondialdehit Diizeyleri

Deney gruplar MDA Miktar1 Standart Hata P degeri
Ortalamalar
(umol/mg protein)

Kontrol 78,15 4,53

250 mg ugucu yag/ kg yem 49,49 6,12 0,0116*
(UY250)

500 mg ugucu yag/ kg yem 50,76 5,36 0,0198*
(UY500)

1000 mg ugucu yag/ kg yem 45,47 5,78 0,0018**
(UY1000)

250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem | 71,17 4,85 0,9963
(LE250)

500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem | 55,18 5,67 0,1007
(LE500)

1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg 52,55 591 0,0399*
yem (LE1000)

% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 80,36 6,73 1,0000
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 71,03 4,42 0,9957
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 75,30 5,19 1,0000

*: p<0,05 **: p<0,01 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
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Sekil 4-9: Karaciger Malondialdehit Diizeyleri

4.4.2. Siiperoksit Dismutaz Enzimi AKtivitesi

Deney gruplarmin karaciger ekstraktlarindan ticari kit kullanilarak o6lgiilen
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edilmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 4-6 ve Sekil 4-10’da sunulmustur. Tiim deney gruplarinin karaciger
ekstraktlarinda SOD enzim kapasitesinin artiginin gostergesi olan SOD inhibisyon degeri
en yiiksek LE1000 (% 57,2 + 3,6) ve UY1000 grubunda (% 54,7 = 2,2) oldugu tespit
edilmis ve kontrole kiyasla farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir
(p<0,05). Diger deney gruplarinda SOD inhibisyon degeri yiiksek olmasina karsin

meydana gelen artis istatiktiksel olarak anlamli bulunmamustir.



Tablo 4-6: Karaciger Siiperoksit Dismutaz Enzimi Aktivitesi

60

Deney gruplar: SOD inhibisyon Standart Hata P degeri
Ortalamalar
(% inhibisyon)
Kontrol 40,2 2,4
250 mg ugucu yag/ kg yem 51,1 1,8 0,2865
(UY250)
500 mg ugucu yag/ kg yem 50,2 18 0,4095
(UY500)
1000 mg ucucu yag/ kg yem 54,7 2,2 0,0387*
(UY1000)
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem | 52,6 0,9 0,1381
(LE250)
500 myg liyofilize ekstrakt/ kg yem | 50,7 2,8 0,3384
(LE500)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg 57,2 3,6 0,0061**
yem (LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 53,4 4,9 0,0879
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 52,8 4,5 0,1239
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 52,7 3,6 0,1308
*: p<0,05 **:p<0,01 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
70,0
51,1 > 5*7’:‘2
60,0 , 50,2 * 53,4 52,8
I 52,6 50,7 I 227
I
50,0 I I I
40,2
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0
Kontrol UY250 UY500 UY100 LE250 LE500 LE1000 BT0,5 BT1  BT2

Sekil 4-10: Karaciger Siiperoksit Dismutaz Enzim Diizeyleri
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4.4.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz enzimi (GPx), katalaz enzimi ile beraber hidrojen peroksiti
parcalayarak hiicreleri oksidatif stresten korumada gérev almaktadir. Deney gruplarinin
karaciger homojenatlarinda, glutatyon peroksidaz enzimi aktivitesi ticari kit ile
spektrofotometrik yonteme dayanarak saptanmistir. GPx aktivite diizeyleri deney
gruplarinin karacigerlerinde tespit edilen protein miktarina boéliinerek U/mg protein
olarak Tablo 4-7 ve Sekil 4-11’de sunulmustur. UY?250 grubunda (14,87 U/mg protein +
1,86) ve UY500 grubunda (14,84 U/mg protein + 1,13) glutatyon peroksidaz aktivitesinde
istatiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,05). UY1000 grubunun glutatyon
peroksidaz aktivitesi 20,34 U/mg protein + 2,22 olarak deney gruplarinin i¢inde en
yiiksek degere sahip oldugu ve kontrole kiyasla farkin anlamli bulunmustur (p<0,001).
LE250 grubunda enzim aktivitesi 14,37 U/mg protein + 2,08, LE500 grubunda enzim
aktivitesi 15,29 U/mg protein + 1,01, LE1000 grubunda ise 14,89 U/mg protein + 0,96
olarak tespit edilmis ve farkin istatistiksel olarak anlamlilik tasidigr goriilmiistiir

(p<0,05).

Tablo 4-7: Karaciger Glutatyon Peroksidaz Enzimi Aktivitesi

Karaciger Glutatyon Peroksidaz GPx Aktivitesi Standart Hata P degeri
Diizeyleri Ortalamalar:

(U/mg protein)
Kontrol 7,62 1,34
250 mg ugucu yag/ kg yem (UY250) 14,87 1,86 0,0212*
500 mg ugucu yag/ kg yem (UY500) 14,84 1,13 0,0222*
1000 mg ugucu yag/ kg yem (UY1000) | 20,34 2,22 0,0000%**
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 14,37 2,08 0,04400*
(LE250)
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 15,29 1,01 0,0110*
(LE500)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 14,89 0,96 0,0206*
(LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO,5) 12,21 1,28 0,4507
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 11,85 0,92 0,5708
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 11,96 1,11 0,5337

*: p<0,05 **:p<0,01 ***: p<0,001 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
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Sekil 4-11: Karaciger Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

4.4.4. Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesi

Deney gruplarinin karaciger ekstraktlarinda bulunan Glutatyon S-transferaz
(GST) enziminin, 100 pul 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile konjugat olusturmasinin
spektrofotometrik olarak tespit edilmesine dayanan yontem sonucunda elde edilen
sonuglar ve istatistiksel degerler Tablo 4-8 ve Sekil 4-12°de sunulmustur. Elde edilen
verilere gore yemlere dogrudan bitki tozu eklenen gruplar hari¢ tiim gruplarda bir artig
goriilmiis ancak meydana gelen artisin istatistiksel acidan bir anlam tagimadigi

saptanmuistir.
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Karaciger Glutatyon S-Transferaz GST aktivitesi Standart Hata P degeri
Diizeyleri Ortalamalan
(U/mg protein)
Kontrol 3,73 0,35
250 mg ugucu yag/ kg yem (UY250) 4,48 0,40 0,9661
500 mg ugucu yag/ kg yem (UY500) 4,49 0,45 0,9631
1000 mg ucucu yag/ kg yem (UY1000) | 4,57 0,52 0,7094
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 4,16 0,45 0,9994
(LE250)
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 4,41 0,49 0,9823
(LE500)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 4,51 0,39 0,9565
(LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 3,61 0,47 1,0000
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 3,67 0,49 1,0000
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 3,72 0,36 1,0000
p>0,05 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
6,00
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Sekil 4-12: Karaciger Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesi
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4.45. Katalaz Enzim Aktivitesi

Deney gruplar1 karaciger ekstraktlarinda katalaz enziminin aktivitesi, hidrojen
peroksitin par¢alanmasina bagli meydana gelen absorbans diisiisii olarak takip edilmistir.
Elde edilen sonuglar karaciger protein seviyelerine boliinerek (linite/mg protein) Tablo
4-9 ve Sekil 4-13’de sunulmustur. Deney gruplart igerisinde UY1000°de (13,42 U/mg
protein + 0,42) ve LE1000’de (13,26 U/mg protein + 0,56) istatistiksel anlaml1 bir artis

tespit edilmistir (p<0,05). Diger deney gruplarinda rakamsal bir artis goriilmesine ragmen

kontrol grubuna kiyasla fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

Tablo 4-9: Karaciger Katalaz Enzim Aktivitesi

Deney grubu Katalaz aktivitesi | Standart Hata P degeri
Ortalamalari
(U/mg protein)
Kontrol 10,01 0,67
250 mg ucucu yag/ kg yem (UY250) 12,30 0,93 0,3954
500 mg ugucu yag/ kg yem (UY500) 10,24 0,50 1,0000
1000 mg ugucu yag/ kg yem (UY1000) | 13,42 0,42 0,0268*
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 11,59 0,73 0,8522
(LE250)
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 12,10 0,68 0,5310
(LE500)
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem 13,26 0,56 0,0433*
(LE1000)
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 10,91 0,79 0,9961
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 10,45 0,92 1,0000
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 11,20 0,66 0,9720

P<0,05 Giiven faktori % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
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Sekil 4-13: Karaciger Katalaz Enzim Aktivitesi
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4.5. Karaciger Toplam Protein Miktari

Deney gruplarindan alinan karaciger orneklerinden Mikro Lowry yontemiyle
spektrofotometrik olarak saptanan toplam protein miktari1 Tablu 4-10 ve Sekil 4-14’da
sunulmaktadir. Yapilan analizin sonucunda deney gruplarinin karaciger protein

seviyelerinde kontrole kiyasla veya gruplar arasinda istatistiksel farklilik olmadigi

saptandi.
Deney grubu Karaciger toplam protein | Standart [P degeri
miktar1 Ortalamalari Hata
(mg/ml)
Kontrol 46,5 0,3
250 mg ucucu yag/ kg yem (UY250) 42,4 0,6 0.3761
500 mg ucucu yag/ kg yem (UY500) 46,5 1,2 1.00
1000 mg ugucu yag/ kg yem (UY1000) 48,1 14 0.9959
250mg liyofilize ekstrakt/ kg yem (LE250) 47,7 0,6 1.00
500 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem (LE500) 46,6 0,9 1.00
1000 mg liyofilize ekstrakt/ kg yem (LE1000) 47,2 1,4 1.00
% 0,5 toz bitki/ kg yem (BTO0,5) 44,2 0,8 0.9505
% 1 toz bitki / kg yem (BT1) 46 1,6 1.00
% 2 toz bitki / kg yem (BT2) 41,4 2,3 0.1155
Tablo 4-10: Karaciger Toplam Protein Miktar:
p>0,05 Giiven faktorii % 95 One way ANOVA- Tukey HSD Post-Hoc n=15
60
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Sekil 4-14: Karaciger Toplam Protein Miktar1
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5. TARTISMA

Su iirlinleri tiretiminde temel hedef, balik saghiginin korunmasi ve en yiiksek
verimin elde edilmesidir. Gelisimi artirict antibiyotiklerin kullaniminin yasaklanmasi
sonucunda yemden vyararlanma oranini artirmak, hastaliklardan korunmak ve
immunostimiilan etki olusturmak amaciyla bitkilerin kok, yaprak, ¢igek gibi kisimlari,
bunlardan elde edilen ekstrakt veya ucucu yaglarin yem igerisinde kullanimlari énem
kazanmigtir (Rawling ve ark. 2009; Zheng ve ark. 2009). Bu kapsamda balik yemleri
icerisinde bitkisel katki maddelerinin kullanim potansiyelinin aragtiritlmasi popiiler bir
calisma konusu haline gelmistir. Bitki ve bitkisel ekstraktlarin baliklarda immun yaniti
giiclendirerek hastaliga karsi dayanikliligin artirilmast ve antioksidan Ozellikleri
nedeniyle balik etinin saklanmasi sirasinda et kalitesinin korunmasi amaciyla
kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Gatlin ve ark. 1992; Jian ve Wu
2003).

Calismamizda, gokkusagi alabalig: iilkemizde ¢ok yetistirilen tatl su balik tiirii
olmasi ve ortama adaptasyon yeteneginin yiiksekligi nedeniyle tercih edilmistir (Zeng
2011; Anonim 2015b). Gokkusagi alabaliklarinda immunostimiilan ve antioksidan
etkilerini arastirdigimiz Origanum minutiflorum ise iilkemizde toplama ve ihracat miktari
yiiksek olan endemik bir bitkidir. Origanum minutiflorum’dan elde edilen ugucu yaglarin
ve su ekstraktinin in vitro analizler sonucunda yiiksek antioksidan ozellik gosterdigi
bildirilmis ve antioksidan etkinlik gdstermesinin nedeni karvakrol ve timol gibi fenolik
maddeleri yiiksek konsantrasyonda icermesine baglanmistir (Baddal 2010; Oke ve Aslim
2010). Bu baglamda, O. minutiflorum’un sicak su maserasyonunun liyofilize edilmesiyle
elde edilen liyofilize ekstrakt, hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yag ve bitkinin
dogrudan 6giitiilmesiyle elde edilen toz halleri yeme {i¢ farkli konsantrasyonda mevcut
literatiir calismalarina uygun olarak eklenmistir (Haghighi ve Rohani 2015; Sonmez ve
ark 2015; Zheng ve ark. 2009). Baliklarda bitkisel maddelerin ve ekstraktlarin
verilmesinde en yaygin kullanim sekli olan yem igerisinde (oral) uygulama, ticari olarak
uygulanabilir olmasi ve stres olusturmamasi nedeniyle tercih edilmistir (Dalmo 2002;

Galindo-Villegas ve Hosokawa 2004).

Calismamizda, baliklarda nonspesifik immun sisteme yonelik etkilerin 6nemli

gostergeleri olarak kabul edilen respiratory burst aktivitesi, lizozomal aktivite ve fagositik
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aktivite analizleri sekiz haftalik yedirme deneyi sonrasinda aliman kan ve serum
orneklerinden gergeklestirilmistir. Ayrica bitkinin in vivo antioksidan etkisinin
belirlenmesi amaciyla alabaliklarin  karaciger homojenatlarindan malondialdehit
diizeyleri, superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz ve katalaz
aktivitesi saptanmigtir. Nonspesifik immun sistem ile ilgili analizler serum ve heparinli
kanda gergeklestirilmis; antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde ise oksidatif strese

kars1 daha duyarli olan karaciger dokusu kullanilmustir.

Origanum minutiflorum bitkisinin 6giitiilmis tozu, sicak su maserasyonunun
liyofilize ekstrakti ve wugucu yagmin yem igerisinde verilmesinin gékkusagi
alabaliklarinin gelisim performanst iizerindeki etkisi incelendiginde genel bir artis
gozlenmesine ragmen bu artigin gruplar arasi veya kontrole kiyasla istatiksel anlamlilik

tasimadigi tespit edilmistr.

Zheng ve ark. (2009) Origanum heracleoticum ugucu yaglarinin ve karvakroliin
kanal yayin baliklarinda canli agirlik artisini olumlu yonde etkiledigini bildirmesine
ragmen, Yilmaz ve ark. (2015) gokkusagi alabaliklarinda karvakroliin canli agirlik
tizerinde istatiksel olarak belirgin bir fark olusturmadigini gézlemlemistir (p>0,05). Bu
calisma sonuglari arasindaki farkliligin bitki tiirlerinin, ekstrakt kompozisyonlarinin ve

balik tiirlintin farkli olmas1 nedeniyle gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Canli agirlik kazancinin yani sira kondisyon faktoriiniin belirlenmesi de baliklarda
beslenme ve gelismenin degerlendirilmesinde yaygimn kullanilan bir kriterdir. Genel
olarak baliklarda kondisyon faktoriiniin 1’e yakin olmasi istenirken, iyi beslenen bir
alabalikta kondisyon faktoriiniin 1,14-1,53 olmasi gerektigi bildirilmektedir (Korkut ve
ark. 2007). Calismamizda deney gruplarinda belirlenen kondisyon faktor degerleri 0,86-
1,05 arasinda saptanmustir ve elde edilen degerlerin Ozogul (2000) tarafindan
alabaliklarin gergeklestirilen bir ¢alismada tespit edilen kondisyon faktorii (0,83-1,12)
degerleri ile paralel oldugu gozlenmistir. Origanum minutiflorum igeriklerinin gokkusag:
alabaliklarinin kondisyon faktorii {izerinde istatiksel 6neme sahip bir farka olmadig:

gorilmiistiir.

Nonspesifik immun yanit aktivasyonunda fagositik hiicrelerin fagositoz sirasinda
oksijen tiiketiminin artmasiyla agiga ¢ikan serbest radikaller enfeksiydz ajanlarin inaktive

edilmesine yardimci olmaktadir. Fagositoz sirasinda fagositlerin oksijen tiikketiminin ve
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serbest radikallerin artis1 respiratory burst olarak tanimlanmaktadir. Yabanci ajanlar ile
stimiile edilen fagositlerdeki oksidasyon seviyelerinin artisinin bir 6l¢titii olan respiratory
burst aktivitesi nonspesifik immun sistemin 6nemli bir indikatorii olarak kabul
edilmektedir (Akhlaghi ve ark. 2011; Nematollahi ve ark. 2005). Respiratory burst
aktivitesinin saptanmasi nitro blue tetrazolium‘un indirgenmesinin azidlerin varliginda
peroksidaza bagli oksidasyonun luminole bagli kemiliiminesans olusumunun tespitine
dayali yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir (Dahlgren ve Karlsson 1999).
Toplam kandan gergeklestirilen kemiliiminesansa dayali respiratory burst analiz
yonteminin diger analiz yontemlerine kiyasla daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu
bildirilmektedir (Follin ve ark. 1991a; 1991b). Calismamiz ile {ilkemizde baliklarda

kandan kemiliiminesansa dayali respiratory burst analizi ilk defa gerceklestirilmistir.

Calismamizdaki respiratory burst aktivitesi UY500, UY1000, LE500, LE1000
deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlemlenmistir. Respiratory burst aktivitesinde meydana gelen artis, Origanum
minutiflorum’dan elde edilen ugucu yagin ve liyofilize ekstraktin s6z konusu
konsantrasyonlarda nonspesifik immunostimiilan etkinliginin bir géstergesi olarak kabul
edilebilir. Origanum vulgare’nin gokkusagi alabaliklarinin nonspesifik immun sistemleri
tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, arastirmacilar yem igerisinde
uygulanan etanolik perkolasyonun (% 1) kontrol grubuna kiyasla respiratory burst
aktivitesini artirdigin1  bildirmiglerdir (Pourmoghim ve ark. 2015). Origanum
minutiflorum’a kimyasal bilesim yoniinden benzerlik gosteren Zataria multiflora ve
Eucalyptus globolus bitkilerine ait ugucu yaglarin da sazan baliklarinda respiratory burst
aktivitesini artirdig1 belirlenmistir (Soltani ve ark. 2010; Sheikhzadeh ve ark. 2011; Shokr
ve ark. 2006). Karvakroliin origanum tiirlerinin temel bilesenlerinden biri oldugu goz
Ontine alindiginda, ¢alismamizda respiratory burst aktivitesinde goriilen artisin Origanum

minutiflorum’un diger aktif bilesenlerinin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Lizozim, gram pozitif ve gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin peptidoglikan
yapisini pargalayarak bakterilerin lize olmasma sebep olan hidrolitik bir enzimdir.
Nonspesifik immun sistemin 6nemli bir savunma sistemi olarak baliklarda kan, mukus ve
diger dokularda bulunmaktadir. Enfeksiyon varliginin veya immunostimiilan etkili
maddelerin baliklarda serum lizozim aktivitesini arttig1 bildirilmistir (Fletcher ve White

1973; Studnicka ve ark. 1986). Calismamizda O. minutiflorum’un ¢esitli ekstraktlarinin



69

serum lizozim diizeyi tizerindeki etkinligi incelendiginde, UY500 ve UY1000 deney
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir.
Diger deney gruplarinda goriilen artis ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Elde
ettigimiz sonuglara paralel olarak, Origanum heracleoticum L. bitkisinin ugucu yaglarin
iceren Orego-Stim® ticari preparatin yem icerisinde % 0,05 konsantrasyonda
uygulanmasinin baliklarda serum lizozim aktivitesini kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak artirdig bildirilmistir (Zhang ve ark. 2009). Pourmoghim ve ark. (2015) tarafindan
yapilan benzer bir ¢aligmada ise, gokkusagi alabaliklarina 8 hafta siiresince yem
icerisinde verilen Origanum vulgare etanolik perkolasyon ekstraktinin baliklarda lizozim
aktivitesini artirdigr saptanmigtir. Origanum tiirlerinin temel bileseni olarak bilinen
karvakroliin tek basina uygulandiginda goékkusagi alabaliklarinda lizozim aktivitesi
lizerine herhangi bir etkisinin goriilmediginin bildirilmesi (Yilmaz ve Ergiin 2015)
nedeniyle lizozim aktivitesindeki artisin bitkinin igerdigi diger kimyasal bilesenlerin
kompozisyonundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Icerdikleri aktif bilesenler
yoniinden benzerlik gosteren bitkisel ekstraktlarin farkli lizozim aktivitesi olusturmasi
bitkilerin kimyasal kompozisyonlarmin farkliligina ve su sicakligi, pH, suyun tuzluluk

orani gibi ¢esitli ¢evresel faktorlere baglanmaktadir (Dominguez ve ark. 2005).

Nonspesifik immun sistem parametrelerden biri olan fagositik aktive,
mikroorganizma ve diger yabanci maddeleri fagosite etmis fagositik hiicrelerin, mevcut
tim fagositik hiicrelere orani olarak tanimlanmaktadir (Neumann ve ark. 2001). Yeme
ilave edilerek uygulanan bitkisel maddelerin baliklarda fagositik aktiviteyi artirdigini
bildiren ¢ok sayida arasgtirma bulunmaktadir. Yapilan bir calismada, gokkusagi
alabaliklarina 8 hafta boyunca yem igerisinde %1 konsantrasyonda verilen Origanum
vulgare etanolik ekstraktinin respiratory burst aktivitesi tizerinde herhangi bir etkisi
saptanmazken, fagositik aktivite ve lizozomal aktivitede kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel oneme sahip bir artis meydana getirdigi bildirilmistir (Haghighi ve Rohani
2015). Ayni bitki tiirliniin etanolik perkolasyon ekstraktinin ise gerek respiratory burst
aktivitesini, gerekse lizozomal ve fagositik aktiviteyi artirdigi bildirilmistir (Pourmoghim
ve ark. 2015). Calismamizda, UY500, UY1000, LE500 ve LE1000 deney gruplarinda
goriilen fagositik aktivite artisinin diger Origanum tiirleri ile gerceklestirilen calismalarla

paralellik gosterdigi sonucuna ulagilmistir.
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Immun sistem ile antioksidan mekanizmalar arasinda iliskiyi incelemeye yonelik
arastirmalarda immun sistemde gorev alan hiicrelerin membranlarinda oksidatif stres
sonucu olusan lipidik peroksidasyonun, bu hiicrelerin membran biitiinliigiine ve
membranlarinda yer alan reseptorlere zarar verdigi saptanmistir. Immun sistem hiicreleri
membranlarinda bulunan reseptorlerin dogrudan etkilenmesi veya ekspresyonunun
bozulmas1 hiicreler arasi iletisimi, hiicre i¢i sinyal mekanizmalarim1 ve hiicresel
fonksiyonlar1 bozarak immun sistem iizerinde olumsuz etki meydana getirmektedir.
Ayrica fagositik hiicreler tarafindan gergeklestirilen respiratory burst sirasinda reaktif
oksijen tiirlerinin yiiksek miktarda agiga ¢ikmasi, antioksidan aktivitenin yeterli olmadigi
durumlarda lizozomal membrana veya fagositik hiicrenin kendisine de zarar verebilir
(Hughes 1999).

Biyolojik dokularda lipit peroksidasyonun, balik etinde ise otooksidasyonun
belirlenmesinde malondialdehit (MDA) diizeylerinin saptanmasi yaygin olarak kullanilan
bir kriterdir (Giera ve ark. 2012). Lipit peroksidasyonun son tiriinii olarak meydana gelen
MDA’in saptanmasinda gaz kromatografisi (GC-MS(MS)) ve likit kromatografi (LC-
MS(MS)) gibi daha duyarli tekniklerin yani sira calismamizda kullanilan
spektrofotometrik yontem de pratik ve duyarli olmasi nedeniyle en yaygin analiz
yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Giera ve ark. 2012). Calismamizda elde
edilen sonuglara gore; ugucu yaglarin 250, 500 ve 1000 mg/kg/yem ve 1000 mg/kg/yem
liyofilize ekstraktin eklendigi yemlerle beslenen deney gruplarinda karaciger MDA
diizeyinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
goriilmistiir (p<0,05). Bu etki en belirgin olarak 1000 mg/kg/yem konsantrasyonunda
ucucu yag verilen deney grubunda saptanmistir. Sonmez ve ark. (2015), Origanum’un da
ait oldugu Lamiaceae ailesinde bulunan Salvia officinalis (adagay1), Mentha spicata
(nane) ve Thymus vulgaris (kekik) ugucu yaglarmin 60 giin siireyle 500, 1000 ve 1500
mg/kg/yem konsantrasyonlarinda gokkusagi alabaliklarina verilmesinin olusturdugu
antioksidan etkinligini incelemislerdir. Bu ¢alismada MDA seviyelerinde meydana gelen
azalma ile ¢alismamizda Origanum minutiflorum 1000 mg/kg yem liyofilize ekstrakt
verildigi deney grubunun ve ugucu yaglarimin verildigi deney gruplarindaki MDA
seviyelerindeki azalma paralellik gostermektedir. Origanum minutiflorum’un ugucu yag
ve liyofilize ekstraktinda bulunan karvakrol, timol gibi fenolik maddelerin radikal

stipiirticii etki gostererek antioksidan aktivite olusturdugu diisiiniilmektedir. Ugucu
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yaglarin tiim konsantrasyonlarinin gékkusagi alabaliklarinda MDA seviyeleri diisiirmesi
ve dolayisiyla antioksidan aktivitesinin ugucu yagin icerdigi karvakrol gibi fenolik
bilesiklerin yani sira diger mindr bilesiklerin de varligi ve sinerjik etkisinden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Origanum ugucu yaglariin antioksidan aktivitesinde
fenolik bilesiklere ek olarak y-terpinene, p-cymene ve a-terpinene varliginin da etkili
oldugu (Teixeira ve ark. 2013) ve sicak su maseratinin liyofilize tozunda bulunan bu
apolar maddelerin antioksidan etkinlige katkida bulundugu ileri stiriilebilir. Bu durumu
aciklamaya uygun olarak polar paradoks teorisine gore, polar antioksidanlarin daha
apolar ortamlarda, apolar antioksidanlarin su veya daha polar ortamlarda daha yiiksek
antioksidan etki gostermesi, SU maseratinin liyofilize tozunun meydana getirdigi in vivo
antioksidan etkinin bir nedeni olarak goriilmektedir (Shahidi ve ark. 2011). Origanum
ugucu yaglarmin igerisinde bulunan ugucu 6zelligi yiiksek olan glikosidik bilesikler ve
aglikonlarin standart antioksidanlardan hidroperoksitlerin olusumunu daha fazla inhibe
ettiginin bildirilmistir (Milos ve ark. 2000). Ugucu yagin kimyasal bilesenlerinin ette
veya dokularda identifiye edilmesi veya miktarmin belirlenmesi i¢in uygun bir yontem
bulunmadigindan dolay1 dogrudan 6l¢iim yapilamamaktadir (Botsoglou ve ark. 2003).
Ugucu yaglarin metabolizmasmin ve atilimmin hizli olmasi nedeniyle viicutta
akiimiilasyonunun diisiik diizeyde oldugu oldugu diisiiniildiigiinde, origanum ugucu
yaglarindaki antioksidan maddelerin emilerek dolagima gegmesi ve et veya cesitli
dokularda varliginin kesim sonrasi da antioksidan etkinlige neden olabilecegi
bildirilmistir (Botsoglou ve ark. 2003; Luna ve ark. 2010). Giannenas ve ark. (2012)
yaptiklar1 calismada biri karvakrol digeri de timol igeren iki bitkisel gida katkisinin 8
hafta boyunca yemle birlikte gokkusagi alabaliklarina verdikleri deney sonrasinda balik
etlerini 5 giin buzdolabinda muhafaza edilmis ve bu siire sonucunda yapilan analizlerde
MDA seviyelerinin azaldig1 ve oksidasyonun geciktigi bildirilmistir. Timol ve karvakrol
iceren yemlerle beslenen deney gruplarinda MDA seviyelerinin anlamli bir disiis
gosterdigi sonucundan hareketle origanum ugucu yaglart ve liyofilize ekstraktinda
bulundugu bilinen karvakroliin, lipidik oksidasyonun 6nlenmesinde etkin oldugu yorumu
yapilabilir. MDA seviyelerindeki diistis, Origanum minutiflorum’un antioksidan
etkinliginin, otooksidasyona bagli olarak lezzet, koku, yaglarin bozulmasi gibi etin kalite
degisimlerini Onleyebilme potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Balik

disindaki tavuk, hindi, domuz, tavsan ve koyun gibi hayvan tiirlerinde de yem igerisinde
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origanumun ¢esitli ekstraktlarinin verilmesinin kesim sonrasi etlerin saklanmasi sirasinda
MDA olusumunu azalttigi ve lipidik oksidasyonu geciktirdigi yapilan g¢alismalarda
bildirilmistir (Botsoglou ve ark. 2002, 2003: 2004; Simitzis ve ark. 2008).

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikallerin hidrojen ve suya doniistimiinii
katalize eden giiclii antioksidan etkili bir enzimdir. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin
oksidatif strese bagli olarak degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Mccord ve Fridovich
1969). Uzun siire oksidatif stres maruziyetinde, siiperoksit dismutazin kendi olusturdugu
reaksiyon iiriinleri olan H,O2 ve OH™1n ile siiperoksit dismutazi inhibe ettigi ileri
stirilmektedir (Streit 2013).

Gokkusagr alabaligi dokularinda en yiiksek siiperoksit dismutaz aktivitesinin
karacigerde oldugu bildirildiginden (Trenzado ve ark. 2006) dolayi caligmamizda
siiperoksit dismutaz aktiviteleri karaciger homojenatlarindan tespit edilmistir.
Calismamizda karaciger siiperoksit dismutaz aktivitesi kontrol grubunda ve deney
gruplarinda % 40,2-57,2 arasinda degiskenlik gdsterirken tiim deney gruplarinda
siiperoksit dismutaz aktivitesinde bir artis gozlenmis; sonuglar kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda sadece ugucu yag ve liyofilize ekstraktin 1000 mg kg/yem
konsantrasyonu ile beslenen deney grubundaki artis istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Malondialdehit seviyelerindeki diistisiin yliksek bulunmasi nedeniyle
antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugunu kabul ettigimiz UY250 ve UY500 deney
gruplarinda siiperoksit dismutaz aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis
goriilmememistir. Bu durumun olas1 nedeninin ugucu yag i¢inde yliksek miktarda
bulunan karvakrol ve diger fenolik bilesiklerin radikal siipiiriicii etkinlik gostererek
oksidatif strese neden olan radikalleri dogrudan ortadan kaldirmasina bagl olabilecegi
diistinilmiistiir. Bu nedenle liyofilize ekstraktin 1000 mg/kg/yem konsantrasyonunda
verildigi deney grubunda siiperoksit dismutaz aktivitesi artisimin farkli bir etki
mekanizmasi ile gergeklestigi diistiniilmektedir. Benzer bir ¢alismada Puangkaew ve ark.
(2005) yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ve dogrudan antioksidan etkili olan E
vitaminini yem icerisinde gokkusagi alabaliklarina verdiklerinde deney gruplarindaki
karaciger siiperoksit dismutaz aktivitelerinde (% 62,4-68,6) istatistiksel bir farklilik tespit
etmemislerdir. Gokkusag alabaliklarinda siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi
ile ilgili Yonar (2012)’1n yaptig1 calismada gokkusagi alabaligi yemlerine likopen ilave

edildiginde siiperoksit seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
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bir fark gozlenmedigi bildirilirken oksitetrasiklin iceren yemle beslenen gruplarda
likopen katkisinin oksitetrasiklinin olusturdugu oksidatif stresi 6nledigi bildirilmistir. Bu
caligmalardan hareketle oksidatif stresin siddetli olmadigi durumlarda superoksit
dismutaz aktivitesinin degismedigi ancak oksidatif stresi artiran durumlarda origanum

iceriklerinin siiperoksit dismutaz aktivitesinde artisa neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Glutatyon peroksidaz enzimi, oksijen metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan
hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin detoksifiye edilmesinde gérev alir. Glutatyon
peroksidaz ve diger glutatyon temelli enzimlerin aktivitesinin azalmasi, oksidatif stres
olusumunun bir gostergesidir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi balik tiiriine ve dokuya
bagli olarak farklilik géstermektedir (Hasspieler ve ark. 1994). Calismamizda tim ugucu
yag ve liyofilize ekstrakt iceren yemler ile beslenen gruplarda karaciger glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesinde istatiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi tespit
edilmistir. Origanum minutiflorum ugucu yag ve liyofilize ekstrakt gruplarinda meydana
gelen karaciger glutatyon peroksidaz enziminin artisi; kimyasal bilesenlerin olusturdugu
radikal siipiiriicii mekanizmalara bagli olarak (Aeschbach 1994) ve reaktif oksijen
tiirlerinin inaktive ettigi enzimatik antioksidanlarinin seviyelerinin korunmasina yardimci
olarak meydana geldigi diistiniilmektedir. Yeh ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada fenolik
maddelerin karaciger siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz’in mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna goére arttigin1 gozlemlemislerdir. Bu
mekanizmaya ek olarak origanum ugucu yagmin glutatyon enzim ekspresyonu
gerceklestiren genlerde de artis meydana getirerek glutatyon peroksidaz enzim
seviyelerinde artisa neden olabilecegini bildirilmistir (Ranucci ve ark. 2015). Origanum
minutiflorum iceren deney gruplarinda saptadigimiz glutatyon peroksidaz seviyeleri
(11,85 — 20,34 U/mg protein) ile Deng ve ark.(2013)’nin gergeklestirdigi ¢alismada
bildirilen degerler (12,03 — 21,27 U/mg protein) benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismada
yem icerisindeki kolesterol katkisinin, deney gruplarinda karaciger glutatyon peroksidaz
aktivitesini ve diger antioksidan enzimleri artirdigt ve MDA seviyelerini diigiirdiigi
bildirilmistir.

Sonmez ve arkadaglarinin nane, kekik ve adagayir yaglarimi 500, 1000, 1500
mg/kg/yem konsantrasyonunda igeren yemler ile gokkusagi alabaliklarini besledikleri
calismada 500 ve 1000 mg/kg kekik yagi iceren yemle beslenen hayvanlarda glutatyon

S-transferaz aktivitesinin arttigi bildirilmistir (S6nmez ve ark. 2015).
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Katalaz enzimi, glutatyon peroksidaz ile beraber etkinlik gostererek, oksijen
metabolizmas: sonucunda ag¢iga ¢ikan hidrojen peroksit ve diger hidroperoksitler
(ROOH) gibi peroksitlerin olusturdugu hiicresel hasari, hidrojen peroksidin oksijen ve
suya doniisiimiine katalizleyerek onler (Dorval ve Hontela 2003). Katalaz aktivitesinin
azalmasi ile hidrojen peroksitin uzaklastirilmasindaki kapasitenin azalmasi baliklarda

oksidatif stresin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Karaciger dokusundaki katalaz enzim aktivitesi incelendiginde, ucucu yaglar ile
beslenen UY 1000 ve LE1000 deney grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
onemli bir artis goriilmiis ancak diger deney gruplarinda meydana gelen artis, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir bulunmamustir. Giao ve ark. (2010) ile Urso
ve Clarkson (2003)’un yaptiklar1 ¢alismalarda katalaz enzim aktivitesinin
degismemesinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde gerceklesen artis sonucunda

olustugu ileri stiriilmektedir.

5.1. SONUC

Origanum minutiflorum bitkisinin toz olarak yeme eklenmesinin baliklarda,
nonspesifik immun parametreler iizerinde bir etkinlik gostermedigi ancak bitkiden elde
edilen sicak su maserat1 liyofilize tozunun ve ugucu yaglarin doza bagh degisken
derecelerde icerdigi aktif bilesenlere bagli olarak gokkusagi alabaliklarinda fagositik
aktivite, lizozomal aktivite ve respiratory burst aktivitelerin artisina sebep olarak
nonspesifik immun sistemi stimiile ettigi goriilmektedir. Bitkiden elde edilen ugucu yag
ve liyofilize ekstraktin 500 ve 1000 mg/kg/yem konsantrasyonlarinda yemlere
eklenmesinin nonspesifik immun sistemi stimiile ederek hastaliklara kars1 direnci artirma
amaciyla su iirlinleri yetistiriciliginde uygulama potansiyeli tasidig1 goriilmiistiir. Ayrica
Origanum minutiflorum’dan elde edilen ugucu yaglarin 250, 500 ve 1000 su mg/kg/yem
konsantrasyonlarinda ve liyofilize ekstraktin 1000 mg/kg/yem konsantrasyonunda yeme
katilmasimin malondialdehit seviyelerini diisiirmesi ve antioksidan enzim aktivitesinin
artisina  sebep olmasindan hareketle bitkinin  6zellikle ugucu yagimin tim
konsantrasyonlarda ve liyofilize ekstraktin 1000 mg/kg konsantrasyonlarinda yem
icerisine eklenmesi sonucunda baliklarda antioksidan etkinligin arttigi belirlenmistir.
Calismamizin sonucu olarak alabaliklarda Origanum minutiflorum bitkisinin ugucu

yaginin ve liyofilize ekstraktinin 500 ve 1000 mg/kg/yem konsantrasyonlarinda 8 hafta
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stiresince verilmesinin gokkusagi alabaliklarinda nonspesifik immun sistemi destekledigi
ve antioksidan aktiviteye neden oldugu ileri siiriilebilir. Bu etkinlik sadece temel kimyasal
bilesenlere baglanamayacagi, bitki ucucu yaglar1 ve liyofilize ekstrakt igerisindeki
bilesenlerin kompozisyonunun sinerjik etki meydana getirebileceginden dolayr ugucu
yaglarin ve liyofilize ekstraktin kimyasal bilesenlerinin bireysel ve kompozisyon

bi¢iminde alabaliklardaki yararlilig arastirilmalidir.
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