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Enfekte balik dokusunda apoptotoz ve inflamasyon igerikli gen ekspresyonlari tizerine timoliin etkinligini arastiran bu
calismada 4 farkli grup olusturuldu. Kontrol (C) ve yalmizca timol destekli yemleme grubu (THY-100 pg ml" yem) harig,
tiim baliklar E.coli LPS'i (LPS-25 pg ml™) ile enfekte edildi. Son grup enfekte baliklarin timol destekli yem ile beslenmesi
(+THY) ile olusturuldu. 3 giinlik Ddeneme siiresi sonunda (3 giin) karaciger ve bobrekten doku ornekleri alindi.
Apoptotik sitokinlerden kaspaz 3 (Cas 3), kaspaz 8 (Cas 8); pro-inflamator sitokinlerden ise interferon gama (IFN-y) ve
interlokin 1 beta (IL-1P) gen ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR analizleriyle arastirildi. LPS uygulanmasi ile IL-1p ve
IFNy gen diizeylerinde azalmalarin oldugu kaydedildi fakat THY ile tekrar kontrol seviyelerine ulastigi
gozlendibelirlendi. +THY gurubunun LPS ile karsilastirilmali sonuglari gosterdi ki tiim gen seviyeleri yukari
regiilasyonlar ile uyarildi. LPS enfeksiyonu Cas 3 ve 8 ekspresyon seviyelerinde karacigerde artislara, bobrekte ise
azalmalara neden oldu. Ancak, sadece timol iceren yemle beslenen (THY) baliklarda herhangi bir degisim gozlenmedi.
+THY, kaspaz igerikli tiim genlerde yaklasik 3 misli upregiilasyonlar yukari regiilasyonlar tespit edildi. Caligmada,
timoliin pro-inflamator ve apoptosis igerikli gen seviyelerinde degisimler gostererek etkili oldugu belirlendi. Ancak
yinede enfekte baliklar tizerinde bitkisel destekli yemlemenin immiin modiilasyon {izerindeki etkilerini daha iyi anlamak
i¢cin daha kapsamli molekiiler calismalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusag1 Alabaligi, Apoptotik sitokinler, Lipopolisakkarit, Timol, Pro inflamator sitokinler.

Abstract

Activity of Apoptotic and Antiinflammation on Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) Infection-Induced Experimentally

In this study investigated thymol effects on gene expressions relative to pro-inflammatory and apoptosis in tissue fish
infected four different trials were formed. All fish were infected with E. coli LPS (25 ug ml™) expect control and only
thymol (THY) supplementation (100 pug ml" diet) group fish. The last group was the infected fish fed with thymol
supplementation diet (+THY). Kidney and liver tissues were removed 3 day after the experiment period. The gene
expression levels of interleukin-1p (IL-1p) and interferon gamma (INF-y) from pro-inflammatory cytokines; caspase 3
(Cas 3) and caspase 8 (Cas 8) from apoptotic cytokines were investigated by Real-Time PCR analyses. Decreases recorded
on gene levels of IL-1P and IFNy by LPS treatment, however it was observed that returned to the control level. The
comparative results of LPS and +THY treatment showed that all gene levels significantly stimulated by up regulation. The
expression levels of Cas 3 and 8 following LPS caused the increases in liver, no in kidney. However, any change was not
observed in only diet application (THY). +THY application showed about 3-fold up-regulations on all gene expressions
including apoptosis. It was determined to be effective by showing changes on gene levels including pro-inflammatory and
apoptosis. However, further studies are required to better understand immune modulatory effect of diet supplementation
feeding on the virulence mechanism of fish-infected.

Keywords: Rainbow trout, Apoptotic cytokines, LPS, Thymol, Proinflammatory Cytokines.
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Giris

Ulkemizde yetistiricilik iinitelerinde en
¢ok gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum 1792) kiiltiirii yapilmasi
hasebiyle gokkusagi alabaliklarinin bakteriyel
patojenleri lizerinde bir¢cok caligsma yapilmis ve
ozellikle hastaliklara daha fazla neden olan
gram negatif etkenli patojenlerin hastalik
tablosu ortaya konmaya calisilmigtir (Kum vd.,
2004; Akinbowale vd., 2006). Gram negatif
bakteriler etki mekanizmasini (Y. ruckeri vb.)
hiicre duvarmin bir bileseni olan lipopolisak-
karit (LPS) ile olusturmaktadir. LPS, gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan,
dogal bagisiklig1 arttiran en Onemli bakteri
irtinii olup, toksik parcasi lipid A, septik
siirecin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli
rol oynamaktadir (Baba vd., 1988).

Inflamasyon (yangi veya iltihaplanma),
canli dokunun her tiirlii canli, cansiz yabanci
etkene veya igsel/digsal doku hasarina verdigi
selliiler (hiicresel), humoral (sivisal) ve vas-
kiiler (damarsal) bir seri vital yanttir (Knapp
vd., 2006). Sitokinler ise yanginin baglamasi ve
devamindan sorumlu polipeptidlerdir. Sitokin
sekresyonu; bakteriyel {iriinler (LPS vb.),
immiin kompleksler, toksinler ve fiziksel et-
menlerce uyarilabilirler. Baliklarda immiin
sistemde rolii oldugu bilinen pro-inflamator
sitokinler IFNa ve B, IL-1, IL-8, TNF-a'dir
(Choi vd., 1998). Son yillarda 6zellikle bakteri
ve/veya endotoksinleri (LPS vb.) gibi inflama-
tuar ajanlar ile olusturulan enfekte baliklar
tizerinde pro-inflamator sitokin ekspresyon-
larinda izlenen inhibisyonlarda bitkisel kay-
nakli fenolik bilesenlerin (timol, karvakrol vb.)
etkin oldugunu bildirilmistir (Kiigiikgiil vd.,
2013a; Kiigiikgiil vd., 2013b).

Bir¢ok enfeksiy6z etken yanginin basla-
masina sebep olmakta ve konak hiicrede apop-
tozu uyarmaktadir. Apoptozis mitokondri ara-

cili igsel ya da o6liim reseptorleri aracili digsal
uyarimlar araciligi ile inaktif kaspazlarin aktive
edilmesiyle uyarilmakta ve bir¢ok infeksiyoz
hastaligin patogenezisinin bir bolimiini
kapsamaktadir (Ashkenazi ve Dixit, 1998;
Reed, 2000). Apoptoz bakteri gibi tek hiicreli
organizmalarda hiicre 6liimiiniin tek yoludur.
Son yillardaki arastirmalar, balik hastaliklarin
patogenezinde apoptotik hiicre Sliimiiniin ve
bunda rol oynayan kaspazlarin biiyiikk 6neme
sahip oldugunu gostermektedir. (Hirata vd.,
1998; Shimizu vd., 1999). Apoptotik proses
siire¢ hakkindaki verileri kapsayan c¢alisma-
larda Ozellikle kaspaz 3 zebra baliklarinda
(Danio rerio) calisilmistir (Chakraborty vd.,
2006; Eimon ve Ashkenazi, 2010). Ayrica deniz
cipurast levregi (Dicentrarchus labrax L.), ve
alabalik (Oncorhynchus mykiss), salmon
(Salmo salar) ve gipura (Sparus auratus) gibi
bazi teleost tiirlerde de ¢alismalar yapilmistir
(Reisvd.,2007; Rojas vd.,2010).

Yakin zamana kadar Balik yetistiricilik
tinitelerinde antibiyotiklerin asir1 ve bilingsiz
kullanim1 sonucu zaman igerisinde antibiyotik-
lere direngli patojenlerin artmasi ciddi pro-
lemlerin olugsmasinda onciil rol oynamaktadir
Patojenlere kars1 hayvanlarda direng gelisimi
riskini artirmasi (Cabello, 2006; Navarrete vd.,
2010) sebebiyle, antibiyotik kullanimlar:
giderek azalan bir ivme gostermistir. Bu durum
antibiyotiklere alternatif yeni yem katki mad-
delerinin gelistirilmesine yonelik caligsmalari
hizlandirmistir. Arastirmacilar, 6zellikle dogal
kaynakl bitkilerin (kekik tiirleri gibi) yapisin-
daki ekstraktlar olan esansiyel yaglara (timol,
euganol, karvakrol vb.) Odaklanmislar-
dir.Lamiaceae familyas1 iiyesi olup kimyasal
bilesenlerinde timol ve karvakrol igeren iilke-
mizde kekik olarak bilinen pek¢ok aromatik
bitki tiirii bilinmektedir (Baser vd., 1994).
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PCR dongiilerinden sonra elde edilen
amplifikasyon egrilerine ait kopya esigi (Ct)
degerleri karsilastirilarak, hedef genlerin mR-
NA transkripsiyon diizeylerinin nisbi degisim-
leri 2°° metodu ile hesaplandi (Pfaffl, 2001).
Her bir PCR reaksiyonu 3 farkli ¢calisma tekrar-
lartyla ortaya konuldu. Ekspresyonlar, asagi
(down) ve yukar1 (up) regiilasyonlar ile misli
degisimler olarak ifade edildi.

Bulgular

Bobrek dokusunda LPS ve THY uygula-
mast ile IL-1p ekspresyon seviye-lerinde
sirastyla 12,9 ve 6,1 misli degisimlerle azal-
malar saptandi. Fakat son grupta (+THY) timol
proinflamator etki gostererek IL-1B ekpres-
yonunu arttirdigr goriildii (2,30 misli). IFN-y
gen ekpresyonu i¢in kontrol ile karsilag-tirmali
sonuglar gosterdi ki LPS'nin etkisi bu gen
seviyelerinde upregiilasyonlar (4.82 misli) ile
sonuclandigi belirlendi. Yanlizca timol des-tekli
yemleme ile 3,31 misli azalmalar saptandi.
Enfekte baliklarda ise timol destegi (+THY)
IFN-y seviyelerinde downreglasyon (10,04) ile
uyarildi (Sekil 1). Kaspazlarda (Cas 3 ve 8) da
downregiilasyon izlendi (sirasiyla 3,24 ve 4,11

misli). THY uygulanmasi takiben azalmalar ile
uyarilan Cas 3 ve 8 ekspresyonlar1 6,72 ve 6,14
misli degisimler gosterdi. +THY gurubuna dahil
kaspaz ekpresyon degisimleri artiglar ile
uyarildi (Cas 3-2,90 ve 8-3,33) (Sekil 1).

Karaciger dokusu gen ekspresyon deger-
leri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, LPS
enfeksiyonunun IL-1fB ekspresyonu 2,14 misli
azalttig1, timol destekli yemlemenin (THY) ise
bu azalmis seviyeleri arttirdig1 gézlendi. Ancak,
LPS ile karsilagtirmali sonuglara gore enfeksi-
yonlu baliklar iizerinde timoliin etkisi (+ THY)
IL-1B ekspresyonunda 1,68 misli rediik-siyona
neden oldu. Hem LPS hem de THY uygula-
malart IFNy ekspresyonunu sirasiyla 2,87 ve
2,56 misli distsler ile uyardi. Ancak +THY
grubunda 8,53 misli upregiilasyon yukari regii-
lasyon gosterdi (Sekil 2). Apoptotik genlerden
Cas 3 ve 8 ekspresyonlar1 LPS efeksiyo-nubu
takiben sirasiyla 4 ve 12,81 misli upregiile
yukari regiile edildi.

THY ile Cas 3 ekpresyonu {izerinde
herhangi bir degisim saptanmamis iken, Cas 8
ekspresyonunda hafif bir diisiis (1,58 misli)
izlendi. +THY grubu LPS ile karsilastirildiginda
Cas 3 ve 8 ekspresiyonlarinda 2,13 ve 2,95 misli
artiglar saptandi (Sekil 2).

Tablo 1. QPCR primers and GenBank IDs

Target genes 1) Forward primer (5’-3) GenBank ID or
2) Reverse primer (5’-3) reference
IL-1p 1-CCG ACT CCA ACT CCA ACA CTA AY617117
2-TTG CTG GAG AGT GCT GTG GAA GAA
IFN-y 1I-TCA CTG TCC TCA AAC GTG AJ841811
2-GCT GTT CAA CGG AAAACCTGTTT
Cas-3 I-TTT GGG AGT AGA TTG CAG GG TC172513
2-TGC ACA TCC ACG ATTTGATT
Cas-8 1-CAG CAT AGA GAA GCA AGG GG TC172513
2-TGA CTG AGG GGA GCT GAG TT
GAPDH 1-TCC TCG ATG CCG AAG TTG TCG AF027130

2-ATG TCA GAC CTC TGT GTT GG
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Sekil 1. Bobrek dokusunda proinflamatuar
ve apoptoz gen ekspresyon sevi-
yeleri *p<<0.05 **p<0.01.

Tartisma

I¢c sularda iiretim tesislerinin %50'sini
olusturan alabalik isletmelerinde baskin tiir
olarak yetistiriciligi yapilan gokkusag: alaba-
1181 (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)
stres faktorlerine (su kalitesinde bozulmalar,
yogun stok, hastaliklara direng vb.) diger tiirlere
nazaran daha toleransli olmasi yoniiyle de
Onemli bir tirdiir. Alabalik yetistiriciliginde en
onemli sorunlardan birisi olan hastalik prob-
lemleri 6zellikle gram olumsuz negatif (Gr -)
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Sekil 2. Karaciger dokusunda proinflamatuar
ve apoptoz gen ekspresyon seviyeleri
*p<<0.05 **p<0.01.

karaktere sahip patojenik mikroorganizmalarin
baliklarin koruyu bariyerlerini (mukus, epider-
mis) gecmesi, Ozellikle bagisiklik sistemlerini
zayiflatmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Baliklar
suda yasayan canlilar olmas1 sebebi ile i¢inde
yasadiklart suya bagimli canlilardir. Bu neden-
ledir ki suda olusabilecek her tiirlii stres faktorii
(su isteklerinin optimal sartlarin disina ¢ikmast,
yogun stok vb.) balik tarafindan algilanmakta ve
saglig1 (fizyolojik dengede bozulma) dogrudan
etkilemektedir (Austin ve Austin, 2012; Ro-
berts, 2012; Austin ve Austin, 2012).
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Lipopolisakkarit, Gr -gram negatif bakte-
rilerin dig membran komponenti olup endotok-
sik etkiden sorumludur (Van Amersfoort vd.,
2003). Lipopolisakkaritin patolojik etkisi en-
dotelyal hiicreler ve makrofajlar arasindaki
iligki sonucu olmaktadir. Lipopolisakkarit,
dogrudan bagisiklik sistemini aktive eder. Bu
olay hiicre duvarinin lizisi ile sonuglanabilir
(Pastoret vd., 1998; Ellis, 1999). Yapilan bir
calismada (Novoa vd., 2009) zebra baligi
(Danio rerio) larvalarina E. coli LPS
(0111:B4)'1 lethal ve sublethal konsantras-
yonda uygulanmis ve LPS'ye bagli immiin akti-
vasyon arastirilmistir. Lethal konsantrasyonda
(150 pg/ml) larvalarda mortaliteler tespit edil-
misken, sublethal konsantrasyona (50 pg/ml)
direng gelistirilmistir (Novoa vd., 2009).
Yaptigimiz ¢alismada E. coli LPS gokkusagi
alabaliklar1 I/P olarak enfekte edilmis sublethal
konsantrasyon 25 pg/ml olarak belirlenmistir.
Konsantrasyon arasi farklarda baliklarin agir-
1181, genel ve bagisiklik durumlari etkili olmus
olabilir.

Balik yetistiriciliginde bakteriyel en-
feksiyonlarin sagaltiminda veya kontroliinde
yemlere ve sulara katilarak yada enjeksiyon
yolu ile antibiyotik (antibakteriyel ilaglar) kul-
laniminin eskiden beri yaygin oldugu bilin-
mektedir (Schnick vd., 1997). Fakat bu antibi-
yotiklerin bilingsiz kullanim1 ¢evre, balik ve
insan sagligi agisindan bir¢ok olumsuz etkiye
neden olmaktadir. Son yillarda artan hastalik-
lara kars1 sentetik yapili ilaglar ve terapdtik
maddelerin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin
saptanmast, infeksiyoz etkenlerin tedavisi igin
kullanilacak dogal, giivenilir ve ucuz iiriinlerin
kullanilma zorunlulugunu arttirmistir. Birgok
bilim insani, bu nedenle 6zellikle bitkilerden
elde edilen dogal maddelerin kullaniminin
balik hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu-
na dikkat ¢ekmektedir (Toroglu ve Cenet,
2006).

Ekonomik olarak 6nemli olan kekik
(Origanum vulgare) ilkemizde de birgok
yorede yetismektedir (Baytop, 1963). Kekik-
leri diger bitkilerden ayiran en biiyiik 6zellik
ucucu yaginda bulunan timol ve karvakroldur.
Fenolik maddelerden olan timol antiseptik
ozelligiyle 6nemli bir etken maddedir. Keklik
yaginin baslica bilesenleri olan timol ve
karvakroliin inhibe edici etkisi hiicre zari
gecirgenliginin zarar gérmesinden kaynaklan-
maktadir. Bu maddeler pH ve inorganik iyon
dengesini etkilemektedir (Lambert vd., 2001).
Sari vd. (2006) yiiksek oranda timol iceren
Oreganum glandulosum tiirinin giiglii  bir
antioksidan oldugu, E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, E. hirae, C. albicans, C. tropicalis gibi
bakteri ve funguslara kars1 antimikrobiyal akti-
vite gosterdigini bildirmislerdir.

Baliklarin ¢esitli stresorlere verdigi
yamtlardan birisinde inflamasyondur. Infla-
masyonun vaskiiler ve hiicresel yanitlari,
plazma hiicrelerinden ¢ikan ve inflamatuar bir
uyaranla meydana gelen kimyasal faktorlerle
ortaya ¢ikmaktadir. Bu gibi kimyasal medya-
torler inflamatuar yanitin olugsmasini etkiler-
ken, ozellikle LPS gibi inflamatuar ajanlar,
sitokin gen ekspresyonlarini arttirmaktadir
(Maeda, 1998).

In vitro bir ¢calismada, alabaliklar Aero-
monas samlonicida bakterisi ile enfekte
edilmis ve bu bakteriye kars1 IL-1p geninin sti-
miile edildigi bu stimiilasyonun ise fagositik ve
bakterisidal aktivitenin artisiyla meydana
geldigi bildirilmistir (Peddie vd. 2002). Chen
vd. (2005), kanal kedi baliklarininyayimn bali-
ginin dalak ve bas bobreginde IL-8 genini
belirlemisler, bu ekspresyonun Edwardsiella
ictaluri ile enfeksiyondan sonra 3-5 misli
arttigini rapor etmislerdir. Calismamizda E.coli
LPS'si ile I/P olarak enfekte edilen gokkusagi
alabaliklarinin bobrek ve karaciger dokularin-
daIL-1B ve IFNy ekspresyonlarinin sevi-
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yelerinde 3 misli azalmalar tespit edildi. Yal-
nizca bobrekte IFNy geninin expresyonunda
artiglar goriildi. Elde ettigimiz sonuglar, Chen
vd. (2005) ve Peddie vd. (2002) ile stimiilasyon
yontiyle benzerlikler gosterse de misli degisim-
lerde izlenen farklarin stres uyaranin (enfeksi-
yon, diistik sicaklik vb.) doz-zamana bagl deger
farkliliklarindan, incelenen doku ve denemede
kullanilan tiirsel farklardan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Programli hiicre oliimii olarak bilinen
apoptozisin olusumunda farkli viriis ve bakte-
riler, immiine hiicrelerin 6zellikle makrofaj-
larin apoptotik O6liimiiniin aktivasyonu ile
savunma mekanizmalarindan kagarak bir ya-
sam stratejisi gelistirmektedirler (Hong vd.,
2005; Carrero ve Unanue, 2006; Rojas vd.,
2010). Balik hastaliklarin patogenezinde 6nemli
bir yere sahip olan apoptotik hiicre dliimii son
yillarda bir¢ok arastirici tarafindan ¢aligiimaistir.
In vitro bir calismada, salmon baliklarinin
sistemik enfeksiyonu olan riketsial septisemi
hastaliginda apoptozisin morfolojik ve biyo-
kimyasal 6zellikleri belirlenerek makrofajlarda
apoptozisin indiiklendigi saptanmistir (Rojas
vd., 2010). Bir diger ¢alismada Soto vd. (2010)
Francisella asiatica ile enfekte tilapialarda
(Oreochromis spp.) bas 6n bobrek makrofaj-
larinda apoptozisi bildirmislerdir. Levrekler
iizerinde yapilan bir calismada ise Vibrio
anguillarum ile enfeksiyon sonrasi immiin yanit
mekanizmas1 apoptotik kaspazlar yoniinden
incelenmistir. Kaspaz saliniminda diisiisler
saptayan arastiricilar kaspazlarin aktivasyonu
ile immiin yanitin giiglendigini ve intraselliiler
mikroorganizmalarin yayilimini1 sinirlandira-
bildigi bildirmislerdir (Sepulcre vd., 2007).
Lipopolisakkarit ile enfekte baliklardan temin
ettigimiz bobrek ve karaciger doku 6rneklerinde
Cas 3 ve Cas 8 gen ekspresyon seviyelerinde
karacigerde artiglar, bobrekte azalmalar tespit
edildi.

Ancak timol destekli yemleme uygula-
masinda (THY) timoliin etkinligi kaspaz exp-
resyon seviyelerinde dnemli degisimler goster-
medi (P<0.05). Enfekte baliklarda ise timol
(+THY) tiim dokularin kaspaz gen ekspresyon-
larinda kontrole gore yaklasik 3 misli upregiilas-
yonlarile uyarildi. CAS-3 ve CAS-8 ekspresyon
seviyelerinde izlenen bu degisimler Sepulcre
vd. (2007) calismalariyla benzerlikler goster-
mektedir.

Esansiyel yaglarin ana bilesiginden biri
olan timoliin balik patojenlerine kars1 antiinfla-
matuar ve apoptotik etkilerini ortaya koymay1
ama¢ edinen bu calismada, LPS enfeksiyonun
olusturdugu yangisal durumun timol destekli
yemleme baskilandig1 elde edilen up/down-
yukari/asag1 regiilasyonlarla ortaya kondu.
Calisma konusu, ilgili literatiir taramalar1 i¢in
bir ornek teskil etmektedir. Bu baglamda,
bitkisel destekli yemlemenin baliklarin immiin
modiilasyon iizerindeki etkilerini daha iyi anla-
mak i¢in daha detayli calismalara ihtiyag¢ duyul-
dugu da bir gergektir.
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