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OZET

COREKOTU (Nigella sativa, L) YAGI’NIN GOKKUSAGI ALABALIGI
(Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792)’NIN iMMUN SiSTEMINE
ETKISININ ARASTIRILMASI.

Bu c¢alismada c¢orekotu (Nigella sativa, L) yagi’min gokkusagr alabalig
(Oncorhynchus  mykiss, Walbaum, 1792)’nin spesifik olmayan immiin sistem
parametrelerine etkileri arastirildi. Arastirmada ortalama agirligr 102,30 g (84,2-121,1 g)
olan 900 adet gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) kullanildi. Caligmada ¢orekotu
yag1 alabaliklara 3 farkli yontemle verildi. 1. yontemde ¢orekotu yagi % 0.1, 1.0 ve 10
oranlarinda yeme ml. olarak ilave edilerek 21 giin siireyle alabaliklara verildi. 2. yontemde
corekotu yagr % 0.1, 1.0 ve 10 oranlarinda balik dozlar1 enjeksiyonla alabaliklara
uygulandi. 3. yontemde ¢orekotu yaginin % % 0.1, 1.0 ve 10 dozlar1t 3 giin boyunca
alabaliklarin yanal ¢izgisine siiriilerek uygulandi. Bu islemler sonrasinda alabaliklardan, 3,
7, 14, 21. giinlerde kan Ornekleri alindi. Alinan bu 6rneklerin hematokrit (Ht), 16kokrit
(Lt), eritrosit, 10kosit, nitroblue tetrazolium (NBT) aktivitesi, Protein diizeyi ve toplam
immiinoglobiilin seviyeleri belirlendi.

Sonug olarak, hematokrit, eritrosit, I6kosit, NBT seviyelerinin en yiiksek seviyeleri,
¢orekotu yagimin baliklara siiriilerek uygulamasinda tespit edildi. U¢ yontemin uygulandigi
farkli gruplarin 16kokrit seviyelerinde kayda deger bir degisim bulunmadi. Toplam protein
seviyeleri Ol¢limlerinde besleme yontemi uygulanan gruplarda en yiiksek degerler elde
edildi. Toplam Ig seviyeleri incelemelerinde en yiiksek degerler enjeksiyon yonteminde
elde edildi fakat parabolik bir ¢izgi izlemedigi bununla birlikte siirme uygulamasinda
parabolik bir egri tespit edildi. Besleme yontemi ile verilen gruplarda ¢orekotu yaginin
besleyici oOzelliklerinin minimum oranlarda bile kullanildiginda protein seviyelerini
yiikseltecek kadar etkili oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Corekotu tohumu yagi, gokkusagi alabali§i, Nigella sativa,
Oncorhynchus mykiss, spesifik olmayan immiin parametreler,
baliklarin immiin sistemi.
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SUMMARY

A STUDY ON THE EFFECT OF BLACK SEEDS (Nigella sativa) OIL
ON IMMUNE SYSTEM OF RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

In this study, changes in some non-specific defence mechanisms of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to aqueous extracts of Nigella sativa were investigated. A
total of 900 fish (mean weight 102.30 g) were used in the study. Fish were treated with
black seed oil by using 3 different application methods. At first method, the fish were fed
with % 0.1, 1.0 ve 10 doses of black seed oil during 21 days period. At second method, %
0.1, 1.0 ve 10 doses of black seed oil was injected to the fish. At third method, % 0.1, 1.0
ve 10 doses of black seed oil were smeared up lateral line of fish during 3 days. After these
applications, blood sampels of fish were taken at 3., 7., 14. and 21. days.

Hematocrit (Ht), Leucocrit (Lt), Erythrocyte, Leucocyte, Nitroblue Tetrazolium
(NBT) activate, Protein level and Total immiinoglobulin levels were determined.

Consequently, the highest levels of hematocrit, erythrocyte, leucocyte, nitroblue
tetrazolium (NBT) were occurred at smearing method. Differences in Leucocrit levels of
different groups that practiced three method were not important. The highest levels of total
protein were occurred at feeding method. The highest levels of total Ig were occurred at
injection method but it was not parabolic. Nonetheless smearing method had a parabolic
flexuous. It was observed that nutritive characteristics of black seed oil at groups with
feeding method were effective by increasing protein levels even in minimum levels.

Key Words: Black seed oil, rainbow trout, Nigella sativa, Oncorhynchus mykiss, non-
spesific immune parameters, immune system of fish.
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1.GIRiS

Gilinlimiizde artan gida ihtiyacina bagli olarak gida maddelerinin {iretimine de hiz
verilmektedir. Biiyiik ve kiiciikbag hayvan {iretiminin yetersiz olmasi kirmizi etin asirt
tiiketiminin insan sagliginda olusturdugu olumsuzluklar, maliyet yiiksekligi gibi nedenlere
bagl olarak balik iiretimi giinden giine énem kazanmaktadir (Anonim1, 2006). Baliklar
omega 3 ve omega 6 yag asitlerii EPA (Eikozapentaenoik Asit) ve DHA
(Dokozahekzaenoik Asit) igerir. Omega 3 ve omega 6 cildi ve sac1 gelistirir, kan basincini
azaltir, kireclenmeyi Onler, kolesterolii diiiriir, trigliserit seviyelerini azaltir, kandaki
pihtilasmanin olusmasini azaltir. EPA ve DHA’nin insanlarda kalp krizi, kalp damar
hastalig1, depresyon, migren tiirii bas agrilari, eklem romatizmalari, seker hastaligi, yiiksek
kolesterol ve tansiyon, bazi alerji tiirleri ile kanser gibi birgok Onemli hastaliktan
korunmada etkisinin oldugu bildirilmistir (Delaquis vd., 2002).

EPA ve DHA, Gozlerin uygun sekilde calismasinda, beyin fonksiyonlarinin eksiksiz
olarak yerine getirilmesinde ve kandaki lipit konsantrasyonunun diizenlenmesinde rol alir.
Ayrica balik ve balik yaglar1 protein miktarlarinin yiiksek olmasi, demir, selenyum, ¢inko
ve A, Bs, Bg, Bi2, D ve E vitaminlerini icermesi bakimindan énem arz etmektedir. Baliklar
insan beslenmesinde Onemli bir gida maddesidir. Balik tiiketimi kandidiyaz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, egzama ve sedef hastaliklarinin tedavisinde etkilidir. Beyinde
yiiksek konsantrasyonda bulunan esansiyel yag asitleri sinir uyarimina yardimeci olur ve
beynin normal geligsmesi ve ¢aligmasi i¢in gereklidir. Esansiyel yag asitlerin yetersizligi ve
nedenlerden dolayi1 saglik acisindan baligin tiiketiminin bilincine varilmistir. Artan talep ile
birlikte yogun iiretime yonelen balik yetistiricileri kiiltlir balik¢ili§ina agirlik vermisler ve
bunun sonucunda da sektorde hizli gelismeler kaydedilmistir. Hizli gelisme, hastaliklarin
cikis sikligini, patojen ¢esidini ve bunlarla miicadeleyi de beraberinde getirmistir. Bu
nedenle balik yetistiriciliginde hastaliklarin tedavisi, sektdriin gelisimi agisindan g¢ok
onemli goriilmektedir.

Baliklarin yasadiklar1 su ortami patojen bir¢ok mikroorganizma igermektedir.
Baliklarin mikroorganizmalara karsi gosterecegi direng biiylikk 6nem tagimaktadir. Bu

direng de koruyucu tedavi uygulamasiyla gerceklesebilmektedir (Ispir vd., 2004).



Koruyucu 6nlemler alinarak baliklarda hastaliklar1 6nlemek, hastaligin tedavisinden
daha ucuza ve daha kaliteli iiriinlerin elde edilmesine neden olmaktadir. Koruyucu
Onlemlerin en 6nemlisi baligin bagisiklik sistemini giliglendirmektir. Baliklarda bagisiklik
sistemi, enfeksiyonun meydana gelmesini engelleyen ve enfeksiyona karsi viicudun cevap
vermesini saglayan faktorlerin bircogunu icermektedir. Bu faktorlerin bir¢ogu kimyasal
maddelerden olusan immiinostimulantlar tarafindan uyarilarak aktif hale getirilir.
Immiinostimulantlar enfeksiydz hastaliklara karsi direnci artirir. Bu da spesifik olmayan
savunma mekanizmas1 tarafindan saglanmaktadir. Spesifik olmayan savunma
mekanizmasinin antijenleri uzun siire saklayabilecek hafizasi yoktur ve cevap kisa
sirelidir. Kullanilan immiinostimulantlar immiin kazanimin artiminda ve baligin
hastaliklara diren¢ kazanmasinda etkili bir yoldur. Baliklarda immiinostimulant
kullanimina yonelik aragtirmalar gittikce ¢ogalmakta ve etkisi tespit edilen
immiinostimulantlar yetistiricilik endiistrisinde kullanilmaktadir. Kemoterapotik maddelere
ve agilara ek olarak immiinostimulantlarin kullanimi balik yetistiriciligi yapan kisiler
tarafindan genis capta kabul gdrmektedir. Immiinostimulantlarin, baliklarin spesifik
olmayan savunma mekanizmalarin1 harekete gegirdigi bilinmektedir (Aoki, 1992; Saglam
ve Yonar, 2009).

Yetistiricilikte kullanilan immiinostimulantlarin bir¢ogu levamisol, lipopolisakkarit,
glukanlar, peptidoglikan ve muramil dipeptid gibi maddelerin olusturdugu heterojen
karigimlardir. Bu immiinostimulantlar ¢esitli baliklar tizerinde test edilmis ve kullanimlar1
yaygin hale gelmistir. Immiin sistemin etkili uyarini icin immiinostimulantlarin birgogu
mikroorganizmalardan elde edilen ve immiinostimulantin etkisini artirici karakterdeki
adjuvant adi verilen maddelerle birlikte kullanilmaktadir (Anderson, 1992a; Yano vd.,
1989).

Genelde mikroorganizmalardan hazirlanan adjuvantlar, aliiminyum hidroksit,
aliminyum fosfat ve kalsiyum fosfat igeren aliiminyum bilesikleri kullanilmaktadir.
Toksoid asilarda adsorpsiyon i¢in kullanilacak adjuvant maddenin aliiminyum hidroksit
jeli olmasit durumunda ise asinin giiciiniin daha kuvvetli olacag: bildirilmis ve diger
aliminyum fosfat ve kalsiyum fosfat tuzlariin toksoidler i¢in ikinci derecede adjuvantlar
oldugu gosterilmistir. Bitkilerdeki saponinler ve polisakkaritler de adjuvant maddeler
olarak bagisiklik sistemini uyarabilmektedir (Coeugniet ve Kuhnast, 1986).

Bagisiklik olusturmada kullanilan yontemlerden biri de asilamadir. Asilama, baliklari

enfeksiyoz hastalilara karsi koruyan bir yontemdir. Asilarin; vibriozis, yersiniozis ve



furunkulozis gibi bakteriyel hastaliklarda, IPN (Infeksiyoz pankreatik nekrozis) gibi viral
hastaliklarda kullanimi yaygindir. As1 balik hastaliklarinin kontrol altinda tutulmasinda en
etkili yontemdir. Hatta Renibacterium salmoninarum gibi hiicre i¢i patojenlere kars1 asilar
gelistirilmeye ¢alisilmis, fakat basarili olunamamistir. Bu yiizden sadece asilar1 kullanarak
biitiin balik hastaliklarinin kontrol altinda tutulmas1 miimkiin degildir (Siwicki vd., 1994).

Antibiyotik basta olmak iizere ¢esitli dezenfektanlarin gelisigiizel kullanimi1 sonucu
baliklarin bagisiklik sistemi olumsuz etkilenmektedir. Ozellikle yavru baliklarda bu
ilaglarin yan etkileri goriilmektedir. Immiinolojik olarak ebeveynlerden gelen dogumsal
bagisikliktaki yetersizlik, baligin kolay hasta olmasina, hastaliktan kurtulma siiresinin
uzamasina, kullanilan ilacin normal dozunun etkisiz olmasina, etkenin patojenite giicliniin
artmasina neden olmaktadir. Yavru baliklarda yeterli immiin giiciin olusmamasi otozomal
(genetik) ve otoimmiin (viicudun kendi hiicrelerinden bazilarim1 diisman kabul ederek
savunmaya gectigi immiinite sekli) hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir
(Rath, 1993).

Gelismis tlkelerde yerel bitkisel ilaglarin kullaniminin yayginlagsmasini saglamak
1970’lerde diinya saglik organizasyonunun politikas1 haline gelmistir. Bitkiler ve otlar;
giinimiizde kullanilan kimyasal ilaglarin % 25’inde direkt olarak katilarak ve diger
ilaglarin % 25’inde kimyasal yapilart degistirilmis olarak eklenmesiyle kullanilmaktadir.
Sagliga yarayish olan bitki veya bitkisel karigimlar fitoterapi (bitkilerle tedavi)’de ve gida
maddesi olarak kullanilmaktadir (Ramakrishna vd., 2003).

Baliklarda cesitli bakteriyel hastaliklarin engellenmesinde veya tedavisinde
kullanilan ilaglarin bagisiklik sistemini giiglendirmede basar1 orani sinirlidir. Buna karsin
bitkilerin i¢inde mevcut olan dogal immiinostimulant maddeler, ¢cogunu sentetik olarak
tiretemedigimiz maddeler ve diger tamamlayict maddeler (tanenler, terpenler, aldehitler,
diiz zincirli hidrokarbiirler vs.) ile miilkemmel bir bilesim olusturmustur. Bu bilesim, hem
bagisiklik sistemini uyaran hem de viicudun eksikliklerini gideren besleyici siiper bir
karisimdir (Logambal vd., 2000; Yunxia vd., 2001).

Feslegen (Ocimum sanctum), zerdecive (Curcuma longa) ve yalanci tespih agaci
yapraklart (Azadirachia indica) gibi bazi tibbi bitkiler balik hastaliklarinin tedavi ve
kontrol altina alimmasinda denenmis ve iyi sonuglar almmmistir (Campbell vd., 1998,
Chakrabotary ve Chattopadhyay, 1998; Dubick, 1986). Antibiyotik ve asilarin baliklarin
dokularinda birikim yapmast baliklarin immiin sistemleri iizerinde baskilayici etki

gostermesi alternatif bir yol aranmasma neden olmustur. Ayrica bitkisel ilaglar



immiinoterapi i¢in aktif maddelerce zengin bir kaynak olmasina ragmen immiinostimulant
olarak kullanimi1 yaygin degildir (Hadden, 1993).

Ulkemizde su iiriinlerinde bitkisel immiinostimulantlarin kullanimi iizerine ¢alismalar
yok denecek kadar azdir. Bu ¢aligmayla baliklarda koruyucu olarak ¢orekotu yagiin ve

balikta farkli uygulama sekillerinin etkilerini bulmak amaglanmustir.

1.1. Corekotunun Tarihcesi

Corekotu ¢ok eskiden beri bilinen bir kiiltiir bitkisi olup, iilkemizde, ekmek, ¢corek ve
bazi peynir g¢esitlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Corekotu eski Misirlilar tarafindan
da tedavi amaci ile kullanilmistir. Firavunlarin 6zel doktorlar1 daima bir kase ¢orekotunu
hazir bulundurur, gerek Ool¢iisiiz yemek ziyafetlerinden sonra hazmi kolaylastirmak
amaciyla gerekse soguk algmhigi, bas, dis agrilari ve iltihaplarda ilag olarak
yararlanirlarmis. Hippokrates ve Dioscorides eserlerinde ¢orekotundan "Melanthion"
adiyla s6z etmislerdir. Hz. MUHAMMED (S.A.V.) ise hadislerinde "Corekotuna kiymet
verin, zira o 6liimden baska her derde sifadir" buyurmustur. Ortacag’in baslarinda ¢érekotu
Avrupa lilkelerinde de 6nem kazanmis olup, Alman krallarindan Biiylik Karl ve Ludwig
der Fromme 9. ylizyilda iilkelerinde ¢orekotu tarimi yapilmasini saglamiglardir. 1031
yilinda biiyiik Tiirk tip bilgini ve filozofu Ibn-i Sina eserlerinde tedavi edici ¢ok yonlii
etkilerini acikladiktan sonra, ¢Orekotu Onemli bir tibbi bitki olarak kesfedilmistir. 18.
yiizyila kadar ¢orekotu halk arasinda, kuduz ve yilan 1sirmalar1 ile tiimorlerin tedavisinde,
antienflamatuvar (iltihap onleyici) ve siit artirict olmak iizere birgok amagla kullanilmaistir.
Ancak, batili iilkelerde 200 yil kadar unutulup, ihmal edildikten sonra, 20. yiizyilin
sonunda bir tesadiif sonucu yeniden kesfedilmistir (Atta—ur—Rahman vd., 1985a; Grondel
vd., 1987).

Gilinimiizde Avrupa ve Amerika’da, veteriner ilaglar1 olarak da iiretilmeye baslayan
bitkisel ilaglar, hayvanlarda 6zellikle koruma ve gelisimi artirma bakimindan tercih edilen
yan etkisiz maddeler olarak goriilmektedir. Hayvanlarda goriilen hastaliklara uygulanan
genis spektrumlu ilaglarin hayvanlarin biinyelerinde birikim yaparak bunlari tiiketen
insanlar1 da etkiledigi tespit edilmistir. Bu etki, insanlarin bagigiklik sistemini olumsuz

yonde etkiledigi belirtilmistir (Uno vd., 1993, Arda vd., 2002).



1.2. Genel Ozellikleri
Corekotunun genel ozellikleri asagida verilmistir (Gad vd., 1983; Sahin vd., 2003).

Botanik sistematigi:

Aile: Ranunculaceae

Alt aile: Ranunculoideae

Cins: Nigelleae

Tiir: Nigella sativa L. (Burits ve Bucar, 2000).

Fiziksel Ozellikleri:

Corekotu Akdeniz bolgesinde yetisen boyu 3 mm.yi gegmeyen mor ¢enekli beyaz
yaprakli tohumlari siyah renkli bir bitkidir (Sekil 1.2.1, 1.2.2).

Bulundugu bolgeler:

Corekotu (Nigella sativa L.) Akdeniz bolgelerindeki iilkelerde (Misir, Suriye,
Tiirkiye) ve Hindistan da yetismektedir.

Yetistigi ortam:

Corekotu, 1yi bahge topraginda ve giinesli bir bolgede daha iyi yetismektedir. Siklikla
islenmis toprakta verimi daha iyi olmaktadir. Ozellikle bati Asya ve Hindistan’da

yetismektedir. Tohumlar1 ve soguk basingta elde edilen yag: tiiketilmektedir.

Sekil 1.2.1. Corekotu ¢icegi (URL 1). Sekil 1.2.2. Corekotu tohumlar: (URL 1).



1.3. Biyokimyasal yapisi

Corekotunun igerisinde: Alanin, arginin, askorbik—asit, asparagin, kampesterol,
karvon, simen, sistin, dehidroaskorbik—asit, eikosadienoik—asit, glukoz, glutamik—asit,
glisin, demir, izoldsin, 16sin, d-limonen, linoleik—asit, linolenik—asit, lipaz, lisin,
metiyonin, miristik—asit, nigellin, nigellon, oleik—asit, palmitik—asit, fenilalanin,
pitosteroller, potasyum, beta—sitosterol, alfa—spinasterol, stearik—asit, stigmasterol, tanen,
tireonin, timohidrokuinon, timokuinon, tiriptofan, tirosin maddeleri tespit edilmistir (Singh

vd., 2005).

1.4. Icerdigi maddelerin gosterdigi farmakolojik etkileri

Corekotu (Nigella sativa, L.), yaygin olarak siyah tohum veya siyah kimyon olarak
bilinir. Geleneksel olarak Arap iilkelerinde (Sadey, 1980), Hindistan’da (Nadkarni, 1976),
Avrupa’da (Lautenbacher, 1997), hem mutfaklarda hem de ila¢ amagl kullanilmaktadir.
Antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiprotozoan, antihistaminik, antioksidan,
antienflamatuvar ve immiinostimulant ozelliklere sahiptir (Ali ve Blunden, 2003).
Ozellikle de astim, hipertansiyon, seker (Tip II), enflamasyon, dksiiriik, bronsit, bas agrisi,
egzama, grip, ates, bag donmesi gibi bir¢cok hastaliklarda kullanilmaktadir.

Halk arasinda 2500 yildan beri taninan ve kullanilan ¢orekotu (Nigella sativa L.)
tizerinde 1959 yilindan itibaren uluslar arasi diizeyde 200’den fazla arastirma yapilmistir.
Bu ¢aligmalar sonucunda simdiye kadar ¢orekotunda 100°den fazla madde tespit edilmistir
(Singh vd., 2005). Bu durum, ¢érekotunu dogal tedavi yontemleri uygulayan hekimleri ilgi
odag1 haline getirmistir.

Corekotu yagiin insan ve bazi hayvanlarda bagisiklik sistemi iizerine etkisi
aragtirllmis olmasimna ragmen yapilan literatir incelemelerinde deriden siirme
uygulamasiyla baliklarin bagigiklik sistemine olan stimulan etkisinin tespit edilmedigi
gorilmiistiir.

Insanlarda astim ve ndrodermatit hastalarinin ¢orekotu ile tedavisinde basarili sonug
elde edilmesi, Almanya ve Amerika basta olmak iizere, diinyanin bir¢cok yerinde
corekotunun etkileri ve etkili maddeleri ilizerine aragtirmalar baslatilmigtir. Corekotunun
antienflamatuvar, antialerjik, antibakteriyel, antimikotik, immiinoregiilator, antidiyabetik
ve antiromatizmal etkileri oldugu bildirilmektedir (Houghton vd., 1995; Linditsch, 1997;
Schleicher vd., 1996; Hamed vd., 1998; Salomi vd., 1992). Son yillarda ¢ogu ilag firmalar

corekotu veya ¢orekotu yagini, icerdigi maddelerden dolay1 tercih etmektedir. Bu maddeler



antineoplastik (tlimore kars1) (Hasan vd., 1989), antibakteriyel (Hussein, 1990; Hanafy ve
Hatem., 1991), antifungal (Ali ve Blunden, 2003), antihelmintik (Worthen vd., 1998;
Lautenbacher, 1997) etkilere sahipdir.
Corekotunun ugucu yaginin cesitli reaksiyonlarda gorev aldigi tespit edilmistir (Ali
ve Blunden, 2003). Bu gorevler:
- Antihistaminik, antienflamatuvar, antienfektif Ozelliklere sahip oldugu ve
bronko dilatasyon (damar genisletme) yaptigi,
- Kiristalize nigellon’un histamin salinimini tetikleyici madde olarak bilinen
protein kinaz C’yi inhibe ettigi,
- Esansiyel yaglarinin bagisiklik sistemini dengeledigi,
- Alerjik reaksiyonlar1 regule ettigi,
- Metabolizmay1 destekledigi, kolesterol ve sekeri diistirdiigi,
- Kemik iligini uyararak interferon iiretimini artirdigi,
- Eser elementlerin enzim reaksiyonlar1 i¢in elzem kofaktorler igerdigi

belirlenmistir.

1.5. Yan etkileri
Corekotu tohumlarinin ve yagiin simdiye kadar belirlenen herhangi bir yan etkisi

tespit edilmemistir. Yararlar1 uzun dénemde ve diizenli olarak kullanilirsa goriilebilir.

1.6. Corekotu’nun icerigi

Corekotunun protein iceriginde 15 amino asit bulunur, 8 tanesi esansiyel olup,
genelde kirmiz1 et ve balikta mevcut olan arginin de mevcuttur. Karbonhidrat grubundan
monosakkaridler ve nisasta olmayan polisakkaritlerde bulunmaktadir.

Corekotunun (Nigella sativa L.) tohumlarinda % 36-38 yag, %?20 protein,
alkoloidler, saponin ve % 0,4-2,5 ucucu yag vardir. Tespit edilen yagda, yag asitlerinden,
pek rastlanmayan arasidik ve eikosadienoik asitler vardir (Atta—ur—Rahman vd., 1985b;
Atta—ur—Rahman vd., 1995; Altinterim, 2003; Hajhashemil vd., 2004).

Ugucu yag analizlerinde ise tyhmoquinone (% 27,8-57,0), p—simen (%7,1-15,5),
karvakrol (% 5,8-11,6), t—anethol (% 0,25-2,3), 4—terpineol (% 2,0—6,6) ve longifolin (%
1,0-8,0), dort alkaloit; nigellisin (Atta—ur—Rahman ve Zaman, 1992), nigellidin (Atta—ur—
Rahman vd., 1985a), nigellimin (Yin vd., 2006) ve N—oksit (Sahin vd., 2003) tespit

edilmistir.



1.7. Corekotunun ihtiva ettigi maddelerin ozellikleri

1.7.1. Vitamin A (Retinol)

Gorme, biiylime ve yaslanma etkilerini azaltan etkileri vardir. Kemik gelisimini,
embriyonik gelisimi etkilemektedir. Antioksidan ozelliginden o&tiirii kanser gelisiminin
oniine gecmektedir. Karotenoidler antioksidan aktivitesi yiiksek maddelerdir. Retinoliin
eksikliginde; istahsizlik, gelisme durgunlugu, dol veriminde gerileme, ekzoftalmus,
karinda su toplanmasi, viicutta ddemlerin olusmasi, bobrekte hemoraji ve pigmentasyon
eksikligi gibi patolojik durumlar meydana gelmektedir (Shim ve Tan, 1989; Hossu vd.,
2001; Dey, 1997).

1.7.2. Vitamin B, (Tiyamin)

Enerji metabolizmasinda ve sinir uyariminin baslatilmasinda énemlidir. Eksikliginde
baliklarda kas ve gorme yeteneginde kayiplara neden olur. Insektisit 6zeligi vardir.
Tiyamin eksikliginde; ylizme bozukluklari, istahsizlik, sinir sistemi bozukluklar1 ve felg,
beyin lezyonlar1, hava kesesinde asir1 sisme ya da biiziilme goriilmektedir. Ilerlemis halde
Olimler meydana gelir. Aydinlanma siiresi ve 151k siddeti arttikca bu bozukluklar artar. Bu
bozukluklar Salmonid ve Cyprinidlerde sik¢a rastlanmasinin yani sira Ichtalurus
punctatus, Pagrus major, Lates calcarifer ve Anguilla anguilla tirlerinde goriilmektedir

(Boonyaratpalin ve Wanakowat, 1991; Lim vd., 1991; Korkut vd., 2002).

1.7.3. Vitamin B, (Riboflavin)

Karbonhidratlardan, yag ve proteinlerden enerji salimimini saglar. Kirmizi kan
hiicrelerinin biitiinliigiinii siirdiirmelerine yardimci olur. Riboflavin sik sik goriilen
enfeksiyonlara ve karaciger hastaliklarina karsi canli organizmayi uzun siire korur.
Vitamin B2 eksikliginde; gokkusagi alabaliklarinda goz, burun deliklerinin dis kisimlar1 ve
operkulumda kanamalar meydana gelir. Go6zlerin donuklagsmasi, bulanik gdrme, iriste
renksizlesme, 1siktan kagma, deride siyahlagsma ve yiizme bozukluklari goriilmektedir.

Ayrica mortalite yiikselir (Hughes vd., 1981).

1.7.4. Vitamin B; (Niyasin, Nikotinik asit)
Karbonhidrat ve yaglardan enerji saliniminda ve protein metabolizmasinda gorev

alir. Hormonlarin yapimina ve kirmizi kan hiicrelerinin olusumuna yardimci olur. Niyasin



eksikliginde baliklarda; ylizme bozukluklari, bagirsak lezyonlari, viicutta 6demler, kas
spazmlari, solungagc sislikleri goriilmektedir. Bunlara ilave olarak yayin baliklarinda 1siktan
kacma, tetani ve uyusukluk; c¢inok salmonlarinda ise deri iltihaplanmasi goriilmiistir.
Salmonidlerde, Cyprinus carpio, Ichtalurus punctatus, Pagrus major, Anguilla japonica ve
Silurus glanis tiirlerinde niyasin eksikligine bagli hastaliklar belirlenmistir (Poston ve

Page, 1982; Lovell ve Nuston, 1984; Korkut vd., 2002).

1.7.5. Vitamin C (Askorbik Asit)

Viicudun bir¢ok fonksiyonunda ¢ok dnemli rollere sahiptir. Giiglii bir antioksidandir,
DNA’nin oksidatif yikimina kars1t koruyucu oOzelligi vardir, yaglarin ve proteinlerin
yapisina girer. Sinir sistemi transmitterlerinin ve hormonlarin yapisina girer. Bagisiklik
sisteminin diizenli caligmasini saglar. Alinan C vitamini baliklarda yem alimimi artirir.
Eksikliginde veya yetersizliginde; lordosis, kikirdak dokunun bozulmasi, deri, karaciger,
bobrek ve kaslarda hemorajiler, solungag, yiizgec, ¢cene ve kilgiklarda anomaliler olusur

(Karabulut vd. 2005).

1.7.6. Kalsiyum

Kan pihtilasmasi, kas kasilmasi, enzim reaksiyonlari, hiicresel iletisim ve deri
degisimlerinde rol oynar. Kemik ve dislerin giiclenmesine yardim eder. Eksikliginde
iskelet sisteminde gelisememe, baliklarin yumurta sayisinda azalmalara neden olmaktadir
Tuzlu sulardan tath sulara geciste baliklar normal kalsiyum ihtiyacini, su igerisindeki
kalsiyumu epitellerinden ve solungaglarindan alarak kullanabilmektedir (Mccormic vd.,

1992).

1.7.7. Potasyum

Kan akisina, sinir hiicrelerinin iletisimine yardim eder. Deniz baliklarinin veya tatl
sulardan tuzlu sulara go¢ eden baliklarin solunga¢ dokularinda Na-K ATPaz enziminin
aktivasyonu ile gerceklesen adaptasyon isleminde rol alirlar. Ayrica tasidiklart iyonlar
vasitastyla balik viicudunda elektrik yiiklerinin dengelenmesi, hipertansiv 6zelliklerinden

otiirii dolagim sistemi ve bobreklerde etkindirler (Evans vd., 1974).



1.7.8. Demir

Demir, oksijenin akcigerlerden kan yolu ile dokulara taginmasinda kirmizi kan
hiicrelerinin hemoglobin proteininin yapisina girer. Benzer bir kas proteini olan
miyoglobiilin kas kasilmalarinda ihtiva ettigi demir igerisinde depolamis oldugu oksijeni
kullanir. Demir, birgok enzim i¢in bir kofaktor olarak ve hiicresel enerji tiretimi igin
bulunmaz bir maddedir. Demir eksikliginde genellikle baliklarda kansizlik ve kilo kayba,
anemi ve biliylime geriligi goriiliir goriiliir. Demir depolari tiiketildigi zaman oksijen tutma
kapasitesi azalir (Tanker vd., 1998). Demir baliklarda oksidasyon/rediiksiyon olaylarinin
bir kisminda elektron transportunda, bazi enzimlerin yapisinda, oksijen taginmasinda rol
oynar. Demir, solungaglardan alinmasina karsin barsak mukozasindan emilir. (Watanabe

vd., 1997).

1.7.9. Selenyum

Onemli bir ametal bir maddedir. Cogu kanser tiplerine kars1 tavsiye edilmektedir.
Bir¢ok proteinin fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Bunlardan biri glutatyon peroksidazdir. Bu
enzim peroksitlerin hiicrede meydana getirdigi yikimi1 engellemede 6nemlidir. Selenyum,
arsenik ve civa gibi toksik maddeleri baglayabilir. Selenyum eksikliginde baliklarda kas
gligsiizliigli, kaslarda iltihaplanmaya ve kirmizi kan hiicrelerinde kolay pargalanmaya

neden olur (Tanker vd., 1998; Lemly, 1993; Poston vd., 1976).

1.7.10. Magnezyum

Cesitli enzimlerin yapist ile birleserek enerji metabolizmasinda gorev alir. Protein
sentezi ve niikleik asit sentezinde rol oynar. Eksikliginde sindirim sistemi bozukluklari
goriiliir. Kalsiyum seviyesini diizenler. Kalsiyum seviyesi ile magnezyum seviyesi dogru
orantilidir. Deniz baliklarinin bobrekleri, alinan deniz suyundan c¢ok gii¢clii magnezyum
tiretir. Tatl su baliklarinda uygulanan magnezyum belirli bir seviyeden sonra toksik etki
gostermigtir. Ozellikle kalsiyumca zengin olan sularda, tath suya adapte edilen
alabaliklarin Mg kanallarinin, Mg/Zengin Ca adi1 verilen hiicrelerce zenginlestigi tespit

edilmistir (Knox vd., 1981; Beyenbach, 2000).
1.7.11. Cinko

Biiylimede, istahta, erkek cinsel ozelligin gelisiminde, deri saghiginda, zihinsel

aktivitede, yaralarin iyilesmesinde ve bagisiklik sisteminin fonksiyonlarinda 6nemli rollere
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sahiptir. Cinko c¢ogu enzim i¢in bir kofaktdérdiir ki bu enzimler karbonhidrat, yag ve
niikleik asit (DNA gibi) metabolizmasinda rol oynar (Salem, 2005). Cinko, membranlarin
ve hiicre bilesenlerinin stabilizasyonunda islevseldir. Karbonhidrat ve lipit gibi makro
molekiillerin sentezi ve yikimi ile ilgili baz1 enzimlerin bilesenidir. Cinko ve mangan
eksikliginde baliklarin gelisiminde yavaslama goriilmektedir (Watanabe vd., 1997; Manera
vd., 2000).

1.8. Corekotu ve yagi ile yapilmis calismalar

Corekotu ve yag ile giinlimiize kadar 200’1 askin degisik hastalik tedavilerinde ve
immiinolojik yonden ¢alismalar yapilmistir. Corekotu (N. sativa L.), eskiden beri birgok
hastaligin tedavisinde dogal bir ilag¢ olarak kullanilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
corekotunda brankodilotator (bronglari genisleten), antibakteriyel, kan basincin1 kontrol
edici ve safra ifrazatinm1 artirict 6zellikler oldugunu gostermistir. U. S. A. Food Drug
Administration (FDA) tarafindan 1996’da bagisiklik sistemini uyarici bir ilag olarak
kullanilmas1 kabul edilmistir (Houghton vd., 1995).

(Corekotu (N.sativa L.) yapraklar ¢cok ince pargali olan tek yillik bitkilerdir; meyve, 5
folikiiliin kismen birlesmesiyle meydana gelen bir kapsiildiir (Meral vd., 2001). Corekotu
tohumlart Ranunculaceae ailesinin bir {iyesidir. Binlerce yildan beri bir baharat ve
yiyecekleri koruyucu olarak kullanilmistir. Tohumlarin ve yagin igeriginde; timokuinon
(TQ) geleneksel tedavide potansiyel ilag ozelligi gostermistir. Corekotu yagi, aktif
icerigiyle bagisiklik sistemi diizenleyici, T hiicreleri ve NK hiicrelerinin gii¢lerini artirict
Ozellige sahiptir. Hem c¢orekotu hem de ¢orekotu yagimin farklt mikrop tiirlerine karsi
antimikrobiyal ve antitiimor Ozelliklerine sahip oldugu tespit edilmistir (El-Kadi ve
Kandil., 1987).

Swamy ve Tan, (2000), yaptiklar1 ¢alismada Vitamin E+, Selenyum ve Corekotu
(Nigella sativa L.)’nun karaciger yikimini engelleyici etkilerini arastirmislardir. Ratlarda
karaciger nekrozu olusturulduktan sonra ¢drekotu besleme yoluyla uygulanmistir. Sonug
olarak en az agirlik kaybi sadece ¢orekotu verilen grupta gézlenmis bu ise ¢orekotunun
koruyuculugunu gostermistir. Yapilan testler de Swamy ve Tan, (2000), Vitamin E+,
Selenyum ve Corekotu’nun karaciger yikimini engelledigini tespit etmislerdir.

Haq vd., (1999), ¢orekotu tohumlar1 ekstraktinin farkli kanser tiplerinde sitotoksik
ozelliklerini gézlemlemislerdir. Farkli yapidaki bu kanser tiplerine kars1 immiinostimulant

bir etki gosterdigini, Ozellikle koruyucu ozelligini tespit etmiglerdir. Aragtirmacilar;
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¢orekotunun, mitojenleri segici 6zellige sahip T ve B lenfositlerinin bagisiklik sistemi
diizenleyici 6zelliklerini artirdigini tespit etmislerdir.

Deneysel olarak seker hastasi yapilan ratlarda ¢orekotu (Nigella sativa L.) tedavisi
Swamy ve Tan, (2000), tarafindan uygulanmistir. 2 ay boyunca beslenen ratlardan alinan
kan orneklerinde malondialdehit (MDA) seviyelerinde azalma, diisilk olan glutatyon
(GSH) seviyesinde ve seruloplazmin konsantrasyonunda artma goriilmiistiir. Karacigerden
alman dokularda yapilan histopatolojik analizlerde seker hastaliginin neden oldugu
karaciger yikimmin engellendigi ve antioksidan savunma sistemini artirdigini tespit
etmislerdir.

Burits ve Bucar, (2000), yaptiklar1 ¢calismada ¢orekotu tohumlarinin insanlardaki T
hiicrelerini uyararak immiinopotensiyeli artirdigin1 gostermislerdir. Yine Khanna vd.,
(1993), corekotu tohumlarinin T-lenfositleri, interlokin, IL-3 ve IL-1f iiretimini
artirdigini gostermistir.

Al-Ghamdi (2001), calismalarinda ¢orekotu ekstraktinin fare dalak hiicrelerinde
immiin dilizenleyici etki gosterdigini ve Onemli bir immiin cevap verdigini tespit
etmislerdir.

Badary ve Gamal (2001), ¢orekotu yagindan izole edilen thymoquinone, carvacrol,
t—anethole ve 4—terpineol serbest radikalleri fark edip yok eden antioksidan maddelerin
varligini tespit etmislerdir.

Abdul-Ela (2002), ¢orekotunun analjezik 6zelligini ortaya koymustur.

El-Dakhakhny vd., (2000b), antienflamatuvar etkisini tespit etmislerdir.

Badary vd., (1997), antikarsinojenik, Meral vd. (2001) ise mutajenik etkilerini
arastirmislardir. El-Tahir vd. (1993b), antihepato, Enomoto vd. (2001) de nefrotoksik
etkilerini incelemislerdir.

Ayrica ¢orekotunun kanda antidiabetik etkisi ve kardiovaskiiler etkisi El-Dakhakhny
vd., (2000a); Agrawal vd., (1979); Mahmoud vd., (2002), tarafindan arastirilmistir.

El Daly (1998) antiiilser 6zelligini, Badary vd. (1998), antimikrobiyal 6zelligini,
Rouchou vd., (2007), antiparazitik etkisini aragtirmiglardir.

Islam vd., (2004), c¢aligmalarinda c¢orekotu yagmin igerisindeki maddelerdense
corekotu yagimin saf olarak kullanominda deri hastaliklarinda topikal olarak
uygulandiginda oldukga iyi sonuglar almislardir. Corekotu ugucu yaginin bagisiklik sistemi
diizenleyici ve sitotoksik oOzellikleri arastirilmistir. Ratlarda yapilan bu arastirmada

¢orekotu yag1 serum antikor titresini artirict yonde ¢alisan potansiyel bir ajan gibi davranis
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gostermis, fagositoz ve hiicre i¢i Oldiirmeyi ve antindtrofil antikorlarinin {iretimini
arttirdigini, nétrofillerin uzun 6miirlii olmalarini saglamada igerdigi ¢inko ve bakirin etkili
oldugu tespit etmislerdir. Fagositik hiicreler fagositoz sayesinde diisman hiicreleri tespit
edip, dldiirebilir. Corekotu yaginin sitotoksisitesine yonelik yaptiklari calismada ise kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engelledigini veya onlar1 segerek yok ettigini tespit etmislerdir.

Corekotu tohumlar1 ¢ok sayida onemli besleyici maddeleri icermektedir. Yaygin
olarak gida amagh kullanilan bitkisel yaglara ¢ok iyi bir alternatif ve esansiyel yag asidi
kaynagidir. Corekotu bozulmadan uzun siire kalabilecek gidalarda kullanilan konservatif
maddeleri dogal olarak ihtiva etmektedir. Bu 0zelliklerinden dolayr kozmetik ve
parfiimeride tercih edilmektedir.

Rouchou vd., (2007) calismalarnda c¢orekotu yaginda potasyum, magnezyum,
kalsiyum, fosfor, sodyum, demir, bakir, ¢inko, manganez, karbonhidrat, ham protein, kuru
madde, yag, nem ihtiva ettigini tespit etmislerdir.

Kokdil vd. (2006), besleme yoluyla iki tiir ¢cérekotu yag ile 4 hafta boyunca beslenen
ratlarda biyokimyasal parametrelerden LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein), VLDL (¢ok
diisiik 6zgiil agirhiga sahip lipoprotein) kolesteroliin, azaldigt HDL (yiiksek yogunluklu
lipoprotein) kolesteroliin arttig1r tespit etmislerdir. AST (SGOT, Serum glutamik
oksalasetik trainsaminaz) ve ALP (Alkalen fosfataz)’de azalma, MCHC (er,trosit i¢indeki
ortalama hemoglobin konsantrasyonu) ve RDW (Alyuvar dagilim genisligi) oranlarinda
artma olmasina karsin, albiimin, {irik asit ve MCV (oksijen tasiyan eritrositlerin ortalama
biiylikliigii) seviyesinde azalma tespit etmislerdir.

Bu calismada keldal metodu ile sokslet cihazi kullanilarak total yag 40-60 °C’de eter
ekstrakti, standart AOAC metodu kullanilmistir (Anonim 2, 1990). Bu prosediir ile nem,
kiil ve ham lif, kiilde hidroklorik asit de yapilan mineral analizi, atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile kalsiyum, sodyum, bakir, demir, ¢inko, potasyum ve vitaminlerde
HPLC ile tespit edilmistir. Bu c¢alismada kullanilan kobaylara Suriye ve Tiirkiye de
yetistirilen c¢orekotlar1 verilmistir. Mineral analizlerinde: demir: 105 mg/kg, bakir 18
mg/kg, cinko 60 mg/kg, fosfor: 527 mg/kg, kalsiyum: 1860 mg/kg., tiamin 15,4 mg/kg.,
niasin: 57 mg/kg, piridoksin: 5,0 mg/kg ve folik asit: 160 ng, enerji: 531 Mj. olarak tespit
edilmistir. Iki c¢orekotu tipinden Tiirkiye de yetisen ¢drekotunun net protein kullanim

(NPU) oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 1.8.1.).
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Tablo: 1.8.1. Tiirkiye de yetisen Corekotu’nun degerleri (mg/kg) (Randhawa ve Al-Ghamdi, 2002).

Nem Kiil Ham Eter Ham lif | Nitrojen serbest Kalori (M)
protein Ekstrakt: ekstrakti
82 55 91 131 41 600 3935

Corekotu yaginda Timohidrokinon bilesiginin bulunmasi, antihistaminik aktivite
gostermesini de saglamaktadir. Yag, bagisiklik sistemi i¢in gerekli selenyum mineralini de
icerir. Icerdigi diger degerli mineraller, ¢inko, demir, bakir ve kalsiyumdur. Haricen
kullamimda cildi besleyicidir. Ince cilt dokusu disindaki cilt bdlgelerindeki kepeklenme
gibi sorunlarda kullanilabilir. Sa¢h deride saglarin dokiilmesini 6nleyici 6zelligi diizenli
kullanimda goriilmektedir. Besleyici degerinin yaninda, antiseptik etkisi de vardir. Gida
amagcl olarak, 6zel aromasi nedeniyle balzamik sirkelere karigtirmak suretiyle salatalara

sos olarak da kullanilir (Randhawa ve Al-Ghamdi, 2002).

1.9. Balhiklarda immiinite

Immiinite, viicudun hastaliga dzellikle enfeksiydz hastalik etkenlerine kars1 direncli
olmas1 seklinde tanimlanir yani bagisikliktir. Enfeksiyonlara karsi savunmayi saglayan
hiicreler, dokular ve molekiillerin toplamina “bagisiklik sistemi” adi verilir. Bu hiicrelerin
ve molekiillerin enfeksiyona yol acan mikroplara kars1 diizenli olarak verdikleri tepkiye de
“immiin yamt” denir. immiin sistemin fizyolojik islevi enfeksiyonlar1 engellemek ve
yerlesmis enfeksiyonlar1 yok etmektir (Abdul-Ghani vd., 1987).

Balik, insan ve sicak kanli hayvanlardan farkli olarak ¢evresel faktorlere bagimlidir.
Baliklarin sahip oldugu antikor molekiilleri biyokimyasal olarak insanda hastalik
seviyesinde ¢ok etkin olan antikorlardan farklidir. Birgok balik hastaligimin antijenleri,
sicak kanli hayvanlar1 enfekte edebilen antijenlerle homolog olmasmna ragmen baligi
enfekte eden birkag patojen, insana bulasabilir (Anderson, 1974).

Hastalik etkenlerinin yogun olarak bulunabildigi su ortaminda yasayan baliklar giiclii
bagisiklik sistemleri sayesinde birgogunu elemine edebilmektedirler. Baliklarin bagigiklik
sistemleri, insan ve diger memelilerin bagisiklik sistemlerine benzerlik gostermektedir.
Immiin organ ve hiicrelerin ¢ogu aym yap1 ve isleve sahiptir (Magnadottir, 2006).
Baliklarin bagisiklik sisteminin gii¢lii olmasi bu kadar patojenlere sahip ortamda hayatim

saglikli bir sekilde siirdiirebilmesi yetistiricilik agisindan ¢ok Snemlidir. Hastaliklarin az
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goriilmesi veya hi¢ goriilmemesi, bu hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan ilag ve is¢ilik
masraflarinin azalmasina ve et kalitesini artirarak talebin artmasina neden olmaktadir.

Sicak kanlilarda enfeksiy6z hastaliklarin kontroliinde ve bunlardan korunmada ¢ok
biiyiik yararlar saglayan bagisiklik (immiinite) mekanizmasi baliklarda da ayni derecede
Ooneme sahiptir. Ancak sicak kanlilarin aksine baliklarin i¢inde yasadigir sucul ortamin
sahip oldugu sicaklik, pH, tuzluluk, ¢oziinmiis O, miktarlar1 gibi fiziksel ve kimyasal
ozellikler, baligin bagisiklik sistemi iizerine direkt etkisi vardir. Baliklar, sicak kanlilara
oranla daha basit bir immiin sisteme sahiptir. Antikor sentezi, baliklarin su ortamina
dolayistyla viicut 1silarina baghdir. Viicuda giren hastalik ajanlarinin (aktif agilar) ¢ogalma
kapasitelerinin azalmasi veya durmasi bu i1siya baghdir. Antijenik molekiillerin immiin
sistemi uyarmada ve bunlara karst olusan bagisiklik yanitin (immun response)
olusmasinda, 1siya baghh olarak etkinlik hizinin diigmesi tam bir koruma
saglayamamaktadir. Bu nedenle, 1lik veya sicak sularda yasayan baliklarin antijenik
substanslara kars1 bagisiklik yanitlari, soguk sulardakine oranla daha erken olusur. Boylece
enfeksiyonlara karsi daha cabuk bir immiin cevap olugmakta ve korunma meydana
gelmektedir. Bu nedenle baliklar bulunduklart dogal yasam ortamlarimin kimyasal ve
fiziksel karakterlerine, patojenlerin ve antijenik substanslarin viicuda giris yollarina,
miktarlarina ve antijenitelerine gére daha az veya cok, erken veya ge¢ immiin bir yanit
meydana getirirler (Muinswinkel, 1997).

Baliklar, primitif vertebratalardan olmalarina ve sicak kanlilara oranla daha geg
spesifik antikor sentezi gerceklestirmelerine karsin patojenik etkenlere veya viicuda giren
antijenik substanslara karsi bir bagisik yanit olusturmaktadirlar. Arzu edilen, bir etken
viicuda girdikten veya as1 olarak verildikten kisa bir siire sonra koruma saglayacak
seviyede bir antikor titresinin olugsmasidir (Arda vd., 2002).

Sicakkanlilarin aksine baliklarda sadece, tetramerik bir 6zellik tasiyan tek tip spesifik
antikor (Immiinoglobiilin M, IgM) sentezlenmektedir. Baliklarda tespit edilen diger Ig
tipleri IgM tlirevi immiinoglobiilinlerdir. Dogal olarak bu durum baliklarda humoral
bagisiklik yoniinden zayiflik olusturmaktadir. Ciinkii memelilerde 5 tiir spesifik antikor
(IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) bulunmakta ve bunlarin etkinlikleri de birbirlerini destekleyici
Ozellik tasimaktadir.

Baliklarin savunma sistemi temel olarak memelilerinkine benzer. Hiicresel savunma
sistemleri, kemikliler (Teleost) makrofajlara, notrofillere ve dogal 6ldiiriicii hiicrelere

benzer fagositik hiicrelere sahiptir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda oldiirticii
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makrofajlarin reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) 6zellikle hiicre i¢i patojenlerini yok ettigini
gostermektedir (Anderson vd., 1992b). Makrofajlarin 6ldiirme mekanizmalari, oksijene
bagli olan veya olmayan seklinde siniflandirilabilir. Oksijene bagli 6ldiirme mekanizmalari
reaktif oksijen tiirleri (ROS) vasitasiyla aracilik edilmektedir ki bunlarda NBT (Hardie vd.,
1991), kemiluminesens (kimyasal bir reaksiyon sonucu 151k sacarak enerji aciga ¢ikarma
olay1) (Siwicki vd., 1996) testleri ile tespit edilebilir. Ayrica kemikli baliklar T ve B
lenfositlere de sahiptir. Lenfositler immiinostimulantlar tarafindan harekete gegirilirler,
immiinostimulantlar mitojen (Mitoz hiicre boliinmesini tetikleyerek DNA sentezini uyaran
maddelere verilen addir) aktiviteyi artirir. Mitojen aktivite ise konkanaralin A,
lipopolisakkaritler ve makrofaj iiretimi saglayan faktorler tarafindan uyarilir (Li ve Lovell,
1985; Engstad vd., 1992).

Kemikli baliklar lizozim, dogal hemolisin, transferin ve C-reaktif protein gibi
tamamlayict olarak bulunan g¢esitli hiimoral savunma bilesenlerine sahiptir. Hatta
sitokinlerin varlig1r da saptanmistir ki bunlarin i¢inde interferon, interlokin 2, makrofaj
aktive eden faktorler yer almaktadir (Anderson, 1974).

Dogustan elde edilen bagisiklik sistemi (Dogal bagisiklik) omurgalilarin ve baliklarin
temel savunma mekanizmalarint olusturur. Dogustan bagigiklik, immiin cevapta ve
homeostasisde yiiksek omurgalilardakiler kadar etkin rol oynar. Dogustan sistem,
kendinden olmayani ve tehlike sinyallerini tanimasi, bakteri veya mantarin glukoproteinleri
ve lipopolisakkaritleri ve hiicre i¢i zarar veren veya hastalia neden olan bilesiklerin
protein yapilarin1 tantyan kaliplart biinyesinde sinirli sayida barindirir. Yani bu
patojenlerin hepsi olmamakla beraber biiylik miktarda bu zararlilar1 yok edecek sifrelere
dogustan sahiptir. Dogustan bagisiklik fiziksel bariyerleri, hiicresel ve hiimoral bilesikler

igerir. ki tip immiinite vardir: 1-)Dogal immiinite ve 2—)Edinsel immiinite (Ellis, 1981).

1.9.1. Dogal immiinite

Mikroplarin girmesini engelleyen ilk savunma hattini, epitelde bulunan 6zellesmis
hiicreler ile dogal antikorlar olusturur. Mikroplar dokular1 deler ve dokulara ya da dolasima
girerlerse fagositler, dogal Oldiirlicii hiicreler (6zellesmis lenfositler ve kompleman
sistemin proteinlerini de igeren bazi plazma proteinleri) tarafindan saldiriya ugrarlar. Dogal
immiinitenin biitiin mekanizmalari, mikroplar1 tanir ve tepki verirler, ancak enfeksiyona

yol agmayan yabanci maddelere tepki vermezler.
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Dogal bagisiklik yanitlar1 enfeksiyonlara karsi erken savunmanin yani sira, dogal

enfeksiyona yol acan maddelere karsi gelisen edinsel immiin yanitlar1 da gii¢glendirir.

1.9.2. Edinsel immiinite

Lenfositler ve onlarin antikor gibi iriinlerinden olusur. Dogal immiin yanit
mekanizmalar1 mikrop tiplerini tanirken, edinsel immiinitenin hiicreleri (lenfositler)
mikroplarin tirettigi degisik maddeleri ve enfeksiyona yol agmayan molekiilleri de taniyan
reseptorler tasirlar. Edinsel immiin yanitlar degisik tipteki mikroplarla savasmak tizere 6zel
mekanizmalar olusturur. Ornegin; antikorlar hiicre disinda, T lenfositler hiicre iginde
yasayan mikroplar1 yok eder. Iki tip edinsel immiinite vardir. Hiimoral ve hiicresel

immiinite (Abbas ve Lichtman, 2007).

1.9.2.1. Hiimoral immiinite

Hiimoral immiinite B lenfositlerin iirettigi antikor denilen proteinler tarafindan
olusturulur ve hiicre dis1 mikrobik antijenleri tanir. B lenfositlerin iirettigi “antikor” adi
verilen proteinler dolasima ve mukoza sivilarina salgilanarak kanda, gastrointestinal
kanalda ve solunum yollar1 gibi mukoza iceren organlarin liimenlerinde bulunabilen

mikroplar1 veya mikrobik toksinleri etkisiz hale getirirler (Magnadottir vd., 2006).

1.9.2.2. Hiicresel immiinite

Hiicresel immiinite T lenfositler vasitasiyla hiicre i¢inde gerceklesir. T lenfositlerin
bir kismu fagositik vezikiiller tarafindan yutulan mikroplar1 yok etmek i¢in fagositleri
aktive eder (Stoskopf, 1993). T lenfositler hiicre i¢indeki mikroplarin iirettigi antijenleri
tanir. B lenfositler tarafindan liretilen antikorlar ise hiicre dis1 mikrobik antijenleri tanir.
Bir diger 6nemli husus ise T lenfositlerin sadece mikrobik antijenleri tanimasina karsin, B
lenfositlerin iirettigi antikorlar protein, karbonhidrat ve lipit iceren pek cok degisik
mikrobik molekiil tipini tanir (Muinswinkel, 1997).

Bagisiklik sistemi; enfeksiyonu gecirerek ya da asilama ile (Aktif immiinite) veya
daha oOnce enfeksiyonu gecirerek bagisiklik kazanmig bireylerden alinan antikor ve
lenfositler bireye verilerek (Pasif immiinite) gili¢lendirilebilir.

Immiin sistemin en az bir milyar farkl1 antijeni ve antijen parcasini birbirinden ayirt

edebilme yetenegi vardir (Akayli, 2001).
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1.9.3. immiin yanitta rol oynayan lenfoid organlar

Deri ve mukus tabakasi, baligin sahip oldugu birincil kalkanlardir. Saglam bir dis
deri ¢ogu mikroorganizmay1 elimine eder. Solungaclardan salgilanan mukus gerek
solungaclarin gerekse derinin epitelyum tabakasini bir zirth gibi kaplar ve balig1 korur.
Mukus tabakasi mikroorganizmalar1 tutar ve dolayisiyla mikroorganizmalarin epiteliyal
hiicrelere girisini engellemektedir. Mukus; patojenleri yok eden lizozimlere, lektinlere,
kompleman proteinlerine, antibakteriyel peptitlere ve IgM’ye sahiptir. Gastro intestinal
sistem diisiik pH’1 ile bircok mikroorganizmanin yasayamayacagi bir ortamdir. Insanlarda
kan hiicrelerinin iiretiminden internal kemik iligi sorumludur. Fakat baliklar kemik iligine
ve lenf nodiillerine sahip degildirler. Teleost baliklarda baslica lenfoid organlar; timus,
bobrek ve dalaktir (Darson, 1981; Waterstrat vd., 1991).

Bobrekler antikor iireten baglica organlardir. Anterior bobrek gokkusagi
alabaliklarinda en 6nemli hemapoietik organdir. Bobrekte kiiclik lenfositler, nétrofiller,
eozinofiller ve bazofiller de bulunur. Alabalik bobreginde sirkiiler kandan veya diger
organlardan daha fazla sayida fagositik makrofajlar bulunur (Anderson, 1974).

Timus baliklarda solunga¢ ¢emberinde dorso—lateral olarak farengeal epitel altinda
bilateral olarak bulunan bir ¢ift organdir (Hibiya, 1982). Lenfositler buradan dolasima ve
diger lenfoid organlara go¢ eder. Timusun antikor {iretimi ve antijenlerin yakalanmasi

gorevi yoktur (Erganis ve Istanbulluoglu, 1993).

1.9.4. immiin sistem hiicreleri

Memelilerin bagisiklik savunma mekanizmasi hakkinda kayda deger bilgiler elde
edilmistir. Bu bilgi diger omurgalilarla karsilastirildiginda anatomik ve fonksiyonel olarak
benzerlik gdstermektedir. Fakat son yillarda yapilan ¢alismalar memelilerle, soguk kanl
canlilarin 6zellikle baliklarin immiinolojik yonden farkliliklara sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu farkliliklarin kdkeninde; incelenen balik tiirlerinin sayisindaki artis,
alisilagelmisin  haricinde yemlerle beslenme, bulundugu ortamdan farkli bdlgelerde
yetistirilme caligmalari, her bir yasayan tiiriin bulundugu ortamin g¢evresel kosullarinin
farkli olmasi1 immiin cevaptaki hiicresel ve molekiiler bilesiklerin eksikligi yatmaktadir. Bu
eksiklikler ise immiin cevabin yiiksek genetik c¢esitliligi ile ortadan kalkmaktadir. Kemikli
baliklarin biyolojik fonksiyonlarindan 16kositlerin immiin diizenleyici rekombinant
peptitleri, 16kosit popiilasyonu ve alt popiilasyonlarinin belirlenmesinde hiicresel

isaretcilerdir. Lokosit igaret¢ilerinin birgogu B-hiicreleri, graniilositler ve trombositleri
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yonetir (Scapigliati vd., 1999). Diger taraftan kemikli baliklarda T-hiicre aktivitelerinin
belirlenmis olmasina ragmen T-lenfositler sadece iki balik tiirlinde deniz levregi
(Scapigliati vd., 1995) ve sazanda (Rombout vd., 1998) tespit edilmistir. Bunlarin ise
kemikli balik hiicrelerinin 1. ve 2. siif ylizeylerinin MHC molekiillerini giiglendirdigi
tespit edilmistir (Buonocore vd., 2007; Kruiswijk vd., 2002; Romano vd., 1997).

Su iiriinleri yetistiriciliginde kemikli baliklarin yetistiriciliginin diinya ¢apinda
artmasiyla birlikte baliklar {izerinde yapilan immiinolojik arastirmalar da olmustur.
Kemikli baliklar, sogukkanli canlilar iizerinde yapilan aragtirmalarda 6rnek model olarak
ele alinmaktadir. Modern gelisim biyolojisi, dokular, organlar ve sistemlerin olusumunda
rol alan hiicrelerin gelisimini, degisimini, farklilastmini ve sekil almasini (morfojenez)
inceler. Embriyoloji, organizmanin déllenmeden doguma kadar gecen siire¢ i¢indeki
olusum ve gelisimidir. Bir bagka alt dal ise evrimsel gelisim biyolojisidir. Bu dal
1990’larda molekiiler gelisim biyolojisi ve evrimsel biyolojideki buluslarin birlestirilmesi
ve yeni bakis agilarinin yaratilmasi ile ortaya c¢ikan bir sentezdir. Evrimsel gelisim
biyolojisi canlilarin evrimsel baglamdaki organizma formlar1 ve g¢esitliligiyle ilgilenir.
Gelisim biyolojisinde kullanilan baslica model organizmalardan fugu ve zebra baliklarin
gen dizilimleri tespit edilmistir. Bu da agik¢a deneysel biyoloji ¢aligmalarinda baliklarin ne
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Diger yandan kemikli baliklarin immiin aktivite
fonksiyonlar1 {izerine arastirma sayisi olduk¢a azdir. Bunun nedeni ise baliklarin memeliler
ile benzer bagisiklik sistem genlerine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Randelli vd.,

2008).

1.9.5. Dogustan immiinitenin belirleyicileri ve isaretgileri

Dogustan immiin cevaplar istilaci organizmalar1 ve kompleks molekiil ve hiicrelerini
yok etmek veya inaktif hale getirmek i¢in hizlica harekete gecer. Dogustan immiin cevap
hiicrelerinin ¢ogu 16kosit hiicre tipleridir, bunlar: B hiicreleri iceren tek ¢ekirdekli
fagositler, ¢ok cekirdekli lokositler ve dogal oldiiriicii hiicrelerdir. Diger hiicre tipleri
dogustan immiinite de bagigiklik sistemi diizenleyici molekiiller igerir. Bunlar da epiteliyal
dendritik hiicreler ve fibroblastlardir. Dogustan immiin cevap igeren molekiiller
antibakteriyel peptitler, lizozim, transferin, kompleman, akut—faz proteinleri,
prostaglandinler (PGE2), reaktif oksijen intermediates (ROI), siklooksijenaz—2 (COX-2),
sitokinler, kemokinler, lektinler ve toll-like reseptorleridir (TLR) (Tablo 1.9.5.1).
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Tabloe 1.9.5.1. Baliklarda arastirilmig dogustan immiin aktivitenin ana unsurlart (Bennani vd., 1995).

Aktivite/Faktor Hiicre igerikleri c¢DNA kodlama Hiicresel isaretgiler
siralamasi
Phagocytosis Tek ¢ekirdekli mAb’dan M® ve IgM,
fagositler, B—hiicreler _ pAb’den graniilositler,
notrofilleri, granulin
ROS tiirleri Tek cekirdekli iNOS NBT, antikor yok.
fagositler
Kompleman ve Hepatositler C3, C4,C5,C7,C8,CRP, | pAbdan C3’¢
akut—faz cevaplari SAP
Antibakteriyel Cesitli tipler Peptid ailesinden Yok
Antiviral Lokositler IFN-1, IFN, Mx protein Yok
Enzimler Cesitli tipler Lizozim, kaspaz, proteaz | Yok
[ltihaplanma, Lokositler TNFa, COX-2, PLA2, pAD for IL-1, TNFa igin
sitokinler, TLRs, ILs (1, 6, 12, 14, pAb ve mAb
monokinler 16, 17, 18, 20, 21, 22),
>16 kemokinler
Spesifik olmayan Lokositler NCCRP-1 mAb 5C6
oldiirticiiler
1.9.5.1. Fagositler

Yabanci partikiillerin fagositozu, fizyolojik bir aktivite olarak dogustan plasenta ve
anne siitli ile viicuda gecen B hiicreleri iceren tek cekirdekli fagositler, ¢ok g¢ekirdekli
16kositler ve dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan gergeklesir. Fagositoz, patojen etkileri
tespit edilmis mikroorganizmalarin fagosite edildikten sonra edinsel immiiniteye
sunulmasinda 6nemli bir rol oynar (Savina ve Amigorena, 2007). Patojen organizmalara
kars1 olusan bazi hiicresel immiinite cevaplarinin olusup olusmadigr veya ne derecede
olustugu ROS (reaktif oksijen tiirleri) ve NBT (nitroblue tetrazolium) deneyleri ile lgiiliir.
Ornegin deniz levreginin &n bobregindeki adherent hiicreleri, bakteri (deromonas
salmonicida) ve mantar (Candida albicans) patojenik ajanlar1 tarafindan uyarilmalarinin

ardindan fagositik aktivite gergeklesir. Fagositoz ve ROS o6l¢iimiinde 151k mikroskobu

kullanilir.

1.9.5.2. Antiviral ve antibakteriyel peptitler
Kemikli baliklarda interferon tip 1 (IFN) (Kinkelin ve Dorson, 1973; Collet ve
2002) ve Mx (Leong vd.,

Secombes, 1998) proteinlerinin antiviral aktiviteleri
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gozlemlenmistir. Hizli antibakteriyel aktiviteleri, antibakteriyel peptitler ve baz1 antikor
tiirleri i¢in gen kodlarinin aktivasyonunu saglar. IFN ve Mx bir¢ok tiirlerde tespit
edilmistir. Son zamanlarda alabaliklardan elde edilen poliklonal antiserum Mx ve bir peptit
pargast kullanilmistir. Bu peptit pargasi immiinohistokimyasal olarak viriis ile enfekte

edilmis baliklarda immiin tepki olusturur (Jensen vd., 2002; Das vd., 2007).

1.9.5.3. Kompleman aktiviteleri

Baliklarda birka¢ serum kompleman sekilleri kesfedilmistir. Bunlar: C3 (Sunyer vd.,
1996), C4 (Sambrook vd., 2003), C5 (Franchini vd., 2001), C7 (Zarkadis vd., 2005) ve
C8’dir (Kazantzi vd., 2003). Bunlara ilaveten gen dizilimleri, kompleman aktivitelerinin in
vitro calismalar1 ve bazi antikorlarin kompleman alt kisimlarina karst olusmustur (Boshra
vd., 2001). Morina baliklarinda yapilan incelemelerde immiinoreaktif hiicrelerin
immiinohistokimyast arastirilmistir. Cogu larval dokularda C3 antijenlerinin yaygin bir

katkisinin bulundugu tespit edilmistir (Magnadottir vd., 2005).

1.9.5.4. Spesifik olmayan sitotoksik aktiviteleri

Kemikli baliklarda allojenik hedeflere karsi 16kositler tarafindan dogumsal sitotoksik
aktiviteler tespit edilmistir (Evans vd., 1984). Yayin baliklarinda yapilan spesifik olmayan
sitotoksik hiicre caligmalarinda mAb 5C6, protein—1 (NCCRP-1) spesifik olmayan
sitotoksik hiicre reseptorleri icin spesifik oldugu tespit edilmistir (Evans vd., 1999).

Yayin baliklarinin spesifik olmayan hiicrelerinde anti reseptdrler 32—kDa tip III,
proteinkinaz enzimi ile irtibatli membran proteini tespit edilmistir. Ustelik granzim enzim
ailesinden serin proteaz, SC6—pozitif hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini gosterdigi tespit
edilmistir (Sasaki vd., 2002). Gokkusagi alabaliklarinda ki ndtrofillerin spesifik olmayan
sitotoksik aktiviteleri bulunmustur. Bu ¢alismada 6n bobrekten izole edilen mAb 5SE9,

Y AC-1 hedef hiicrelerine kars1 sitotoksik yikim hiicrelerinin aktiviteleri tespit edilmistir.

1.9.5.5. Sitokinler
Sitokinler TNF (Tiimér nekroz faktdr), interlokin—1 (IL-1), Kemokinler, 1L—12,
Interferon—y (IFN—y), Tip I IFN’lar (IFN—a, IFN-p), IL-10, IL-6, IL-15, IL-18dir.
Immiin yetersizlik hastaliklari, bagisiklik sistemin farkli bilesenlerinin eksikligine
bagh gelisir ve baz1 kanserlere ve enfeksiyonlara artmig yatkinlik ile sonug¢lanir. Edinsel

immiin yetersizlikler enfeksiyonlara, malniitrisyona ve diger hastaliklar i¢in uygulanan
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tedavilerin bagisiklik sistemi {izerine baskilayici etkisine bagli olarak gelisir (Abbas ve
Lichtman, 2007).

Son yillarda kemikli balik sitokinleri i¢in ¢ok sayida gen kodlari tespit edilmistir. Bu
hizli gelismeye ragmen sitokinlerin biyolojik aktiviteleri hakkinda bilgi edindigimiz 2 tipi
mevcuttur. Bunlar: [IL-1 ve tiimor nekroziz faktoriidiir (TNF) (Zou vd., 2003a). Gokkusagi
alabaliklarinda Western blot yontemi kullanilarak IL—1’in 6nciil maddesi olan IL—1b tespit
edilmistir (Hong vd., 2004). Alabalik makrofajlarinda ki IL-1b molekiilii, memelilerdeki
IL-1b molekiiliine benzemektedir. TNF molekiilii enflamatuvar cevaplar1 diizenler ve iki
TNF geni tespit edilmistir. Bunlar birlestirilmis E. coli ve tavsan antiserumun da
cogaltilmistir. Western blot analizlerinde rTNF yapisinda monomerik, dimerik ve trimerik
TNF’nin canlilik aktivitelerinde gerekli olan 3 forma sahip oldugu goriilmiistiir (Morrison
vd., 2007). Atlantik salmonlarinda da amoebial enfeksiyona kars1 alabalik TNF niin etkili
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada parazit enfekte edilen ve edilmeyen kontrol grubu

baliklarin ¢esitli dokularindaki TNFa tespit edilmistir (Pancer vd., 2004).

1.9.6. Edinsel immiinite isaretcileri ve determinantlar

Spesifik antijen tanima 6zelligine sahip edinsel immiinite sadece ¢eneli omurgalilarda
mevcuttur. Tim ¢eneli omurgalilarda goriilen yeniden olusan antijen reseptdrlerinin nasil
olustugu heniiz bilinmemesine ragmen kazanilmis immiin cevap yetenegine sahip oldugu
tespit edilmistir (Magnadottir, 2006). Su ana kadar baliklarda cesitli edinsel immiinite
parametreleri tespit edilmistir (Tablo 1.9.6.1).

Tablo 1.9.6.1. Baliklarda arastirilan edinsel immiinite parametreleri (Wilson vd., 1997).

Fakt6r Bulundugu hiicre c¢DNA kod siralamast Hiicresel isaretciler
igin
Spesifik antikor, hafiza | B—hiicreler IgM, IgD, IgT, RAGs mAb den IgM ve B—
hiicreleri
Hiicresel tanima, hafiza | T-hiicreler TcRa, b, g, d, CD3, DLT15, WCL38
RAGs
Spesifik Sldiiriiciiler T-hiicreler CD8", CD8"b, MHC Yok
Yardimei aktiviteler T-hiicreler CD4", MHC Yok
Yardimer aktiviteler Thi IFN—y, IL-2 Yok
Th2 1L-4, IL-10 Yok
Lokositler ILs:7,15,21,22, 26, Yok
LtB
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1.9.7. Spesifik antikorlar: Immiinoglobiilinler (Ig) ve B-hiicreler

Asilama sonrasinda ve antijen parcaciklari ile uyarimdan sonra kemikli baliklarda
antikor olusumu gerceklesir. Biyokimyasal ve molekiiler caligsmalarda kemikli balik tiirleri,
tim ¢eneli omurgalilarda bulunan IgM’ye benzer bir immiinoglobiilin ihtiva eder. Son
zamanlarda baliklarda IgM’nin diger siniflarindan IgD (Stenvik ve Jorgensen, 2000;
Hansen ve Kaattari, 2005), IgT (Danilova vd., 2005) ve IgZ (Van Ginkel vd., 1994)
bulunmustur. Immiinoglobiilinin immiin reseptér formu immiinoglobiilinin ¢apraz
baglanmasini ve antijen baglanmasini uyaran ikincil mesaj tasiyici yetenegine de sahiptir
(MacDougal vd., 1999; Picchietti vd., 2002). Balik antikorlart memelilerinkinden diisiik
egilim ve cesitlilige sahiptirler. Cesitli balik tiirlerinin yumurta veya yeni dogmus
bireylerinde immiinoglobiilin veya immiinoglobiiline benzer molekiiller ¢esitli yontemlerle
tespit edilebilir. Cipura ve deniz levregi yumurtalarinda yapilan c¢aligmalarda Ig

molekiilleri bulunmustur (Picchietti vd., 2004; Picchietti vd., 2006; Etlinger vd., 1976).

1.9.8. Hiicresel tanima

1.9.8.1. T-hiicreler

Kemikli baliklarda T-hiicre popiilasyonun varligmin kanitlar1 1970’lerde tespit
edilmistir. Timus kokenli antijen uyarimina bagli olusan yardimer hiicre konumundaki
antikorlar ve karigik l6kosit reaksiyonuyla olusan tepki vasitasiyla mitojenlerin tiremesi
goriilmistiir (Sizemore vd., 1984; Nakanishi ve Ototake, 1999).

Kemikli baliklarda goriilen T-hiicre aktivitesi GVHR (graft—versus—host reaction:
graftin aliciy1 reddi) reaksiyonudur. Sazanlarda yapilan tipik bir GVHR ve tetraploid
alicilar enjekte edilmis triploid hiicrelere duyarlilik kazandirilmistir (Romano vd., 1997).
Sazanlarda intestinal T—hiicrelerine (WCL38) kars1 bir mAb uygun olmasina ragmen deniz
levreklerinde sadece deniz baliklarinda kullanilan spesifik anti T-hiicre isaret¢ileri
(DLT15) uygundur. mAb DLT15 timositler ve periferal T-hiicreler icin spesifiktir. Yani
canli hiicreler ve doku kisimlarinin antijenlerini tanirlar. Baliklardaki T—hiicrelerinin
bilesimindeki ilk degisimi, lokositlerin sitoflorimetrik analizleri ve IF’nin tespiti mAb
DLT15’nin kullanimi ile gergeklesir. mAb DLT15: PBL’nin %3, splenositlerin %9, 6n—
bobrek hiicrelerinin % 4, timositlerin % 75, GALT 1n % 51 ve solunga¢—lenfoid organlarin

% 60 oranlarinda bilesimlerine girer (Rombout vd., 1998).
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DLTI15’1in kullaniminin bir 6nemi deniz levreklerinin organlarindaki hiicrelerin
aritilmis immiinoreaktif Ozellikte olmasidir. Temelde lenfoid dokulardan bagirsak ve
kandan veya deniz levreginin T-hiicre reseptorlerinin klonlanmasi i¢in aritilmig olarak
kullanilir.

Deniz levreginin kas allogreftlerinin DLT15 ile immiinositokimyasal analizlerinde
dokulardan siiziilen hiicreler DLT15—pozitif hiicrelerdir. Monoklonal antikor WCL38
(sazanlarin bagirsaklarindaki T-hiicrelerine kars1) sazanlarin bagirsak interepitelyal lenfoid
hiicrelerin membran molekiillerinden elde edilerek farede immiinizasyonu ile tiretilir.

Akiskan sitometrik analizler WCL38 bagirsak, solunga¢ veya deriden elde edilen
lenfoid hiicrelerin % 50-70 oraninda, timus, bobrek veya dalaktan ve PBL’nin ihmal
edilebilir oranda elde edilen lenfoid hiicrelerin % 6’dan daha az reaksiyon verdigini
gostermistir.

Immiinokimyasal analizler: WCL38 mukozal lenfoid hiicresindeki bir M ile bir
dimerik membran molekiilii ile reaksiyona girdigini gostermistir. WCL38 lenfoid hiicreleri
T hiicresi olarak kabul edilir. Ciinkii WCL38, B hiicreleri, makrofajlar veya spesifik
olmayan sitotoksik hiicreler ile reaksiyona girmez. Sonug¢ olarak yiliksek yapili
omurgalilarda, deniz ¢ipurasinda ve deniz levreginde mukozal dokularinda ki T hiicre

popiilasyonu bir fakliliga sahiptir (Babbitt vd., 1985).

1.9.8.2. T-hiicre reseptorleri (TcR)

T lenfositleri membrana baglanabilen antijen reseptorlerine sahiptir. Bunlar antikor
molekiilleri ile iletisim icerisindedir. T-hiicreler hiicresel immiin savunmanin ana
efektorleridir. MHC smif I ve sinif II molekiilleri ile ortak ¢aligarak antijen peptitlerine
cevap olusturarak taninmalarini saglarlar. B—hiicrelerin aksine, T-hiicreler ¢oziinebilir
protein antijenlerine, niikleik asitlere, polisakkaritlere, lipitlere ve kiiclik kimyasal
parcaciklara yanit vermezler (Scapigliati vd., 2000) TcRa ve TcRb alt boliimleri ¢esitli
balik tiirlerinden klonlanmistir (Timmusk vd., 2003). Bu molekiiller iizerinde antikor
hazirlamak icin birgok ¢alisma yapilmistir. Ozellikle gokkusag: alabaliginda farelerden
TcR plazmit DNA’nin immiinizasyonun tasinmasi kullanilarak anti-TcR mAb’nin
hazirlanmasinda iki tipi tasvir edilmistir (Jansson vd., 2003) mAb bilesigi, akiskan
sitometride, boyama kalip profiline sahiptir. Bu da tahmin edilen sayida ki T-hiicrelerin
sayisint tespit etmemize yardimci olur. Diger bir yolu gokkusagi alabaliklarinin TcRb

zincirlerinden tiiretilen peptitlerin farelerde immiinojen olarak kullanimidir. Bu yaklagimla
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immiinoreaktif hiicrelerin boyanmasiyla (Willett vd., 1997) elde edilen mAb genis bir bant
genisligi géstermistir.

Son yillardaki raporlarda TcRb—pozitif hiicrelerin dagilimi deniz levreklerinde T—
hiicreler ile mAb DLTI15 ve melezleme (ISH) vasitasiyla TcRb’ye gecis yapan hiicreler
olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada timus ve bagirsaklarin yiiksek sayida TcRb pozitif T

hiicreleri igerdigi ortaya ¢ikmustir.

1.9.8.3. Rekombinasyon aktive edilen genler: (RAG1 ve RAG)

RAG1 ve RAG2 T ve B lenfositlerde gergeklesir. RAG1 ve RAG2’nin ekspresyonu
uygun olgun lenfositlerin gelisimi i¢in gereklidir. Zebra balig1 (Danio rerio) (Hansen ve
Kaattari, 1995), alabalik (Hansen ve Kaattari, 1996; Sullivan vd., 2006) ve yayin (Littman
vd., 1985) baligimin bircok RAG dizilimleri genbank da sunulmaktadir. Ekspresyon
calismalarinin ilklerinden biri zebra baliklarinda RAG1 ve RAG2’nin ekspresyonudur.
Bunlar izole edilerek analizi yapilmistir. RAG1 ve RAG2 spesifik olmayan antikorlar
baliklar i¢in uygundur.

1.9.8.4. Spesifik yok ediciler

1.9.8.4.1. MHC simif I

T-hiicrelerinin ¢ogu antijen baglayan MHC molekiilleri iki polipeptit zincirinin
heterodimer olarak birlesmesiyle olusur. Memelilerde bu zincir 40e50 kDA asidik
glukoproteindir ve b zinciri yiiksiiz bir 40e45 kDA’dur veya temel bir glukoproteinidir.
MHC sinif I molekiilleri viicudun her ¢ekirdekli hiicresinde bulunur. Cilinkii MHC sinif I
molekiilleri sitosolik proteinlerden tiirer. Sitoplazmadan giren patojen viriisler MHC sinif [
molekiillerine antijen sunarak uyarir ve T-hiicrelerinin ilk enfekte virlis sinyali uyarimini
saglar. MHC smif I molekiilleri CD8" (Sitotoksik) T-hiicreleri (CTLs) ile etkilesim
icerisindedirler. Viriis bulagsmis hiicrelerin akibeti CTL’ler tarafindan baslatilan apoptosise
baglidir ve 6nemli 6l¢lide enfeksiyonun komsu hiicrelere yayilmasinin 6niine gecer. MHC
smif I ve smif I genleri tiim ¢eneli omurgalilarin 6nde gelen tiirlerinde tespit edilmistir.
Sasirtici olan ise kemikli baliklarda MHC smif I ve simif II genleri birbirine bagl degildir
(Scapigliati vd., 2000).
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1.9.8.4.2. CD8" co-reseptorleri (6nciil reseptorler)

CDS’, sitotoksik T lenfositlerinde bir TcR reseptoriidiir ve iki alt boliimden olusur,
CD8"a ve CD8'b, (Nagarajan vd., 2004) CD8" membrana bagli bir glukoproteindir ve fare
ve insanlarda aa homodimerleri veya ab heterodimerleri olarak bulunur. a ve b zincirlerinin
her ikisi de tek bir N—terminal ekstraselliiler Ig superfamily (IgSf) V bolge, membran
proximala bagli bolge, bir transmembran bdlgesi ve hiicre i¢i sinyalleri algilayan bir C—
terminal sitoplazmik kuyruk icerir. Homodimer CD8" molekiilleri Dogal oldiiriicii
hiicreleri (NK), intestinal intraepiteliyal lenfositleri (IEL) ve dendritik hiicrelerin
altkiimelerini uyarmalarina ragmen (Parnes, 1989), timositler ve olgun T lenfositler
heterodimer CD8" molekiilii tarafindan eksprese ederler (Fischer vd., 2003). Sitotoksik
reaksiyonlar1 gergeklestiren CD8"in hiicresel es degeri sitotoksik hiicreler baliklarda tespit
edildigi rapor edilmistir (Pinto vd., 2006) ve kemikli baliklardaki CD8" geni birgok balik
tiirinde klonlanmistir (Bernard vd., 2006). CD8" hiicresel isaretgisi olarak kullanilabilir.
Picchietti vd. (2008)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, Gokkusagi alabaligina fenotipik ve
fonksiyonel ozellik olarak benzerlik gosteren bagirsak intraepitelyal ve sistemik T
hiicrelerine normal alabaligin spesifik olmayan IEL TcRb repertuar1 karsilagtirilmis ve
spesifik olmadig1 tespit edilmistir. Cogu ¢alisma CD8"e kars1 antikor hazirlamak icin
yapilmis fakat basarisiz olunmustur. Alternatif bir baslangi¢ olarak deniz levreklerinde ISH
(situ hybridisation) kullanilarak CD8" uyarim hiicreleri tespit edilmistir. Bu calismada
deniz levreklerinin ontogenesis boyunca sahip oldugu CD8 —uyarici hiicrelerin ilk ortaya
ciktig1r yer olgunlasmamis timusta bu molekiiliin hiicresel uyariminda goriilmistiir (Stet

vd., 2003).

1.9.8.5. Yardima aktiviteler

1.9.8.5.1. MHC simf I1
MHC molekiilleri a ve b membran glukoproteinleri tarafindan sekillendirilen
heterodimerlerdir. Bunlar kendilerinden olmayan peptitleri T-hiicrelerin yiizeyine sunarak
baglarlar. MHC-II peptitleri, CD4" T yardime1 hiicrelere baglar ve buda A ve B isimli iki
gen ile gerceklesir.
Kemikli baliklarda MHC sinif I ve II genleri ¢esitli tiirlerde tespit edilmistir ve sinif
I ve II farkli gruplarla baglanti icerisindedir (Sato vd., 2000; Buonocore vd., 2007). MHC
siif II genleri deniz levregi (Dicentrarchus labrax) (Walker vd., 1994) gibi gesitli balik
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tiirlerinden, c¢izgili deniz levregi (Morone saxatilis) (Figueroa vd., 2000), cesitli
ciklitlerden (Miller ve Withler, 1996) salmonidlerden (Sultmann vd., 1993) ve farkh
sazanlardan (Nuchtern vd., 1990) izole edilmistir. Kemikli baliklardaki MHC 1I genleri
ayni zamanda polimorfikdir (Cok sekilli) ve ¢esitli calismalarda MHC ¢esitliligi ile insan
ve tavuklardan identifiye edilen viriis, bakterilerin olusturdugu hastaliklara direng saglayan

farkli genleri eksprese ettigi diisiiniilmektedir.

1.9.8.5.2. CD4"

CD4" tek zincirli bir transmembranli glukoproteindir ve hiicre dis1 antijenleri tespit
eden T-hiicrelerle birlikte calisir. Yiizeydeki endozomal kisimlarda MHC smif 11
molekiilleri yapisma siirecine benzer sekilde bir yapisma siireci vardir (Koskinen vd.,
1999). CD4", kus ve memelilerdeki timositlerde ve yardimei T hiicrelerinde bulunur
(Romano vd., 1999; Dijkstra vd., 2006) CD4" proteini dort hiicre dis1 immiinoglobiilin
(Ig)’nin bir transmembranin benzer bolgesine ve bir sitoplazmik kuyruga sahiptir ki bu
tirosin protein kinaz, p561ck ile ortak calisir ve T hiicre aktivasyonu igerir. Ilk homolog
ektotermik CD4" CD4L-1’den dizayn edilmistir. Ciinkii CD4L—-1, kemikli baliklardan
fugu (Takifugu rubripes) ve alabaliktaki (Oncorhynchus mykiss) ikinci CD4L-2 genine
benzer CD4" geninden elde edilmistir (Suetake vd., 2004). Memelilerdeki ve kuslardaki
CD4"iin birbirine benzedikleri bilinmektedir. Fugu CD4L-1 molekiilii de hiicre dig1 Ig’e
benzer bolge, bir transmembranbdlge ve bir sitoplazmik kuyruk igerir ki bu p56lck bolgesi
ile korunmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda memelilerdeki hiicre dis1
Ig’lerden CD4 e benzer bir yapr alabaliklarda da tespit edilmistir. Oysa diger iki tip
(CD4REL) kodlar iki Ig bolgesindedir. Amino asitlerin dizilimlerinin yapisal motifleri ki
bu dértlii CD4" molekiil bolgesinin kopyalandig1 bolge, iliskili geni, lenfosit aktivasyon
islevlerine sahiptir. Memelilerdeki homolog CD4 " molekiilii ve kemikli baliklardaki CD4"
molekiiliiniin her ikisi de CD4" ailesinin iiyeleridir ve lenfosit aktivasyonu gen—3, T—
hiicrelerinin aktivasyonunun isaretgileridir. Hicbir antikor isaretcisi baliklardaki CD4"

molekiilii kadar uygun degildir (Robertsen, 2006).

1.9.8.5.3. IFN—y
Interferonlar (IFNs), omurgalilarda hiicre icinde gizlenmis antiviral bir durumda
ortaya cikan proteinlerdir. Interferonlarin memelilerde 3 tipi belirlenmistir tip I IFN, tip II

IFN ve IFN— A’dir. Gen yapilari, protein yapilar1 ve fonksiyonel 6zellikleriyle birbirinden
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ayirt edilebilirler. Tip I IFNs, IFN—a ve IFN— icerir. Bunlar viriislere kars1 koymada ilk
savunma hattin1 olustururlar. Tip II IFN IFN—y ile aynidir ve mitojen ve antijenlere cevap
olusturan T yardimci I hiicreler tarafindan iretilirler ve de edinsel bagisikligin hiicresel
immiinitesinde anahtar role sahiptirler (Schroder vd., 2004).

Tip—I IFN’larin aksine IFN—y sadece bagisiklik sistemin hiicreleri tarafindan tiretilir
ve sonraki immiin cevapta daha Onemlidir (Biron ve Sen, 2001). Boylece kazanilmis
hiicresel immiin yanitta IFN—y oynadig1 esas rol olan CD4" t yardime1 I (Th1) lenfositleri
ve antijen sunan MHC’ye cevap sunan CD8" sitotoksik T lenfositleri (CTL) olusturmaktir
(Boehm vd., 1997). Dogumsal yanit boyunca IFN—y, IL-12 ve/veya IL—18 tarafindan
uyarilan NK hiicreleri vasitasiyla tretilir ki bunlar tek ¢ekirdekli fagositlerce salgilanir
bunlarda hiicre i¢i patojenleri ile enfekte edilen hiicrelere sunulan antijenleri tanir. Ustelik
[FN—y, antijen olusum siirecindeki liyelerden MHC sinif I ve MHC siif II molekiillerinin
her ikisinin diizenleyici uyarimlar1 vasitasiyla peptit antijenini yikseltger (Graham ve
Secombes, 1990). Sonug olarak IFN—y immiin diizenleyici 6zelliklerin bir gostergesidir.
Boylece IFN—y monositik hiicreleri, CXC kemokinleri liretmek {izere harekete gecirir.
Kemokinler enfeksiyonlu bolgeye ydnelen monositik asker hiicrelerdir. Ustelik IFN—y
direkt olarak hiicre tiglerinin biiylimesini, olgunlagsmasini ve farklilasmasini etkiler.
Bunlara ilaveten NK hiicre aktivasyonunu artirir ve B hiicre fonksiyonunu diizenler.

Son zamanlarda varsayilan IFN—y geni dizilimine fugu (7akifugu rubripes) baliginda,
zebra baliginda (Danio rerio) ve Atlantik salmonunda rastlamilmigtir. Atlantik
salmonundan ve gokkusagi alabaligindan elde edilen balik IFN—y genlerinin klonlama
calismalarinda Thl immiin yamti diisik omurgalilardakine benzer. Ustelik Onceki
calismada gokkusagi alabaligr lokositindeki uyarilmis mitojen, IFN—y’ye benzer
ozelliklerde bir makrofaj aktivasyonu gostermistir (Graham ve Secombes, 1988; Inoue vd.,
2004). IFN—y, NOS2 proteini ve fagosit oksidazin alt kisimlarini uyarir. Bunlar, kemikli
baliklardan klonlanmistir (Saeij vd., 2000; Savan vd., 2003). Guanylate bagli protein
memelilerdeki esas antiviral IFN—y’dir. Bu protein son zamanlarda gokkusag: alabaligi ve
atlantik salmonlarindan klonlanmistir. Sonug¢ olarak baliklardan klonlanan IFN—y CXC
kemokinleri uyarir (Barnes vd., 1992). Ilgi ¢ekici noktasi ise kemikli baliklardan elde
edilen IFN—y geni genlerin dizilimini diizenler. Balik IFN—y geni i¢in giinlimiizde hic¢bir

antikor isaretgisi yoktur.
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1.9.8.6. Edinsel yanittaki sitokinler

1.9.8.6.1. Interlokin-2

Balik immiin hiicreleri sitokin benzeri iiyeler firetir. Cogu biyolojik yonden
memelilerin sitokinlerine benzer. Immiinokimyasal karakterleri uygun ve Onemli
molekiilleri popiilasyonun yanit veren iiyeleri olarak bilinmekteler. Lokositlerin in vitro
mitojenlerle uyarimi omurgalilardaki sitokin benzeri molekiillerin ¢alisma prensibi ile
aynidir. Yayin baliginda (Koumans vd., 1994), sazanda (Verburg vd., 1998; Siegl vd.,
1995) ve alabalikta (Caspi ve Avtallion, 1984) yapilan caligmalarda immiin hiicre
uyariminin  &zellikle mitojenlere ve 10kositlerin alt popiilasyonlarina bagli oldugu
goriilmiistiir. IgM hiicreleri LPS ile uyarildiklar1 zaman gii¢lii bir limfoproliferatif cevap
(LPR) gelistirir. PHA uyarimindan sonra bu cevap gelismez. Yiiksek omurgalilarda, PHA
ile balik 16kositlerinin uyarimi IL-2 benzeri aktivite olarak biliylime hormonunun salinimi
goriiliir (Blohm vd., 2003). Fakat bu uyarimin memelilerdeki T-hiicrelerdeki gibi T
hiicreler tarafindan gerceklestirildigine dair agik bir kanit yoktur. Biiylime faktoriine
benzeyen bir IL-2’nin ilk immiinokimyasal karakteri, mitojenlerin supernatantlariyla
uyarilan IgM de bulunabilir. Ustelik bu biiyiime faktdriine benzer IL-2’nin biyolojik
aktivitesi naif alabalik lokositlerinin, alabaliktaki 16kositlerin alt {iyelerinin 6nciil
uyariminin  gostergesidir (Bird vd., 2005). Bu calismalar kemikli baliklarda IL-2’nin
varligiin ilk kanitidir (Bird vd., 2004). Tespit edilen IL-2 dizilimi insan ve fugu (Takifugu
rubripes) baliginin genomlariin her ikisinde de bulunur. IL-2 homologundaki 149—amino
asit IL-2 ailesinin ortak iyeleridir. Baliklarda kesfedilen IL-2 T—yardimci hiicre
cevaplarinin detaylt arastirilmalarinin  yolunu ag¢mustir. Baliklarda IL-2 tespiti ig¢in

giiniimiizde higbir antikor isaret¢isi yoktur.

1.9.8.6.2. interlokin—4 (IL—4)

Interlokin—4 (IL—4), Th2 immiin cevap saglayici sitokin anahtarlarmin biridir.
Interferon gama (IFN- v), interlokin—1 (IL-1) ve TNF—a gibi ¢ogu sitokin immiin yanitlar:
diizenler. IL—4 iizerinde yapilan bir¢cok calisma insan ve birkag memelide yapilmistir,
baliklarda yapilan ¢alisma sayis1 ¢ok azdir. Son yapilan ¢alismalarda yesil benekli puffer
baliklarindan elde edilen cDNA da Th2 tip sitokin klonlanmistir. Bu klonda 4 exon ve 3

intron kuslardaki ve memelilerdeki Th2’ye benzer yapidadir.
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Th2 tipi sitokinler secili dokularin hepsinde tespit edilmistir. Bu dokular 6n bobrek,
dalak, karaciger, beyin, solungac, kas ve kalptir. On bobrek, dalak ve karacigerde
miktarlart diistiktiir. Th2 tipi sitokin immiin sitokin diizenlemede etkin bir role sahiptir.
Baliktaki immiin cevabi1 ConA, PHA ve PMA ile birlikte ortak calisarak saglar. Cogu
dokuda bulunan Th2 tipi sitokinler mitojenler vasitasiyla baglatilan immiin iltihap
yanitinda yer alirlar. Baliklarda IL—4 tespiti i¢in giiniimiizde higbir antikor isaretgisi yoktur
(Jaillon vd., 2004).

1.9.8.6.3. Interlokin—10

Interlokin—10 memelilerde sitokinleri diizenler, immiin cevabi baskilar. 1L—10;
makrofajlar, T-yardimc1 2 (Th2) ve T-diizenleyici (TR) hiicre alt kisimlar1 tarafindan
tiretilir (De Waal vd., 1993) ve makrofajlarin baz iltihap engelleyici aktivitelerinde 6énemli
bir role sahiptir (Savan vd., 2003). IL-10 geni fugu (Takifugu rubripes) genomunda ve
farkli balik tiirlerinde cDNA klonlarinda kesfedilmistir (Buonocore vd., 2007; Miller vd.,
1994). Kemikli baliklarda asilamalarda ve immiinostimulantlarin kullaniomindan sonra
patojen ajanlara olusan yanitta ve enflamasyon Onlemede ilk verilen yanitta verilen ilk
uyarimlarda IL—10’nun bulunmas1 dikkat c¢ekicidir. Baliklarda IL-10 tespiti ig¢in

gilinlimiizde hi¢bir antikor isaret¢isi yoktur.

1.9.8.6.4. Interlokin-15

Interlokin—15 (IL-15), omurgalilarda kazamlmis bagisiklik sistemin de 6nemli bir
role sahiptir ve IL-2’nin aktivasyonuna benzer bir 6zellik gosterir. IL—15, insan ve diger
memelilerde genis capta calisilmistir fakat kemikli baliklar {izerinde bu konuda pek
calisilmamistir. Glinlimiizde yapilan ¢alismalarda IL—15 dizilimine benzer dizilimler Zebra
baligi (Danip rerio), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Yesil benekli puffer
(Tetraodon nigroviridis) (Gunimaladevi vd., 2007; Jaillon vd., 2004) baliklarin da tespit
edilmistir. Bu dizilim baz tespit edilen IL-15’ler ile 6zdeslesmektedir. Zebra ve fugu
baliklarindan elde edilen IL—-15’e benzer iki homolog tespit edilmistir. Bu dizilim gen
yapisi, genomik yapi gibi ¢ogu yoniiyle insandaki IL—15’e¢ benzer. Baliklarin lenfoid
bagirsak dokularindan, solungaglarindan, dalak, pankreas ve bobreklerinden elde edilen

genler bagisiklik sisteminde IL15’in 6énemli bir role sahip oldugunu gdstermistir.
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1.9.8.6.5. interlokin—21

Interlokin—21, IL-2 sitokin ailesinin bir iiyesi oldugu yeni bir bulgudur. Insan ve
memelilerde, IL-21 Thl ve Th2 hiicreleri tarafindan iiretilmektedir onun iiretimi birgok
sayida IL—6, IFN—a ve IL-21 igeren sitokinler tarafindan ayarlanir. Son yillarda IL-21’in;
T ve B lenfositlerin, dogal oldiiriicii hiicrelerin ve dendritik hiicrelerin bagisiklik
sistemindeki pleitropik etkilerine sahip oldugu anlasilmistir. IL-21 uyarilmis B hiicrelerin
uygun olmayanlarinin apoptosisini baglatabilir, [gG’nin {iretimini diizenleyebilir ve 1L—4
tarafindan IgE sentezini engelleyebilir. IL-21 memelilerde tespit edilmelerine ragmen
kemikli baliklarin IL-21 immiinolojik fonksiyonlart ve IL-21 varlig1 hakkinda ¢ok az bilgi
vardir.

Fugu (Takifugu rubripes) balhigindaki gen dizilimi gibi genomik karakterlerin
karsilagtirmalarindan fugu baliklarinda IL-21’e benzer homolog bir yapi tespit edilmistir.
Bu durum baliktaki IL-21’in varliginin ilk kanitidir (Bei vd., 2006; Wang vd., 2006). IL—
21 Yesil benekli puffer (Tetraodon nigroviridis) baliginda tespit edilmis ve klonlanmustir.
Bu da IL-21’in baliklardaki baska bir kanitidir. Yesil benekli pufferlarda IL-21 mRNAs
tizerinde ki in vivo ¢alismalarinda, bunun saglikli baliklarin bagirsak, solungag ve gonadlar
gibi sinirli dokularinda diisiik seviyede koruyucu ozelligi oldugu tespit edilmistir. Bu
dokularda ve bobrek, dalak, deride IL-21’in LPS’yi uyarimini artirdigi bununda IL-21’in
baligin antibakteriyel savunmasiyla, iltithabi durumlarda ve stres durumuna bagli oldugu

tespit edilmistir (Igawa vd., 2006).

1.9.8.6.6. Interlékin—22 ve Interlokin—26

Insan ve balik genomik yapilarin karsilastirilmasinda baliklardan izole edilmis 1L—22
ve IL-26 kromozom dizilimi temel alinmistir. IL-22 ve IL-26 ilk olarak memelilerin dis
yapisinda, organizasyonlarinda ve genomlarinda sitokin kiimelerinin evrimleri boyunca iyi
korundugu goriilmiistiir. Zebra (Danio rerio) baliklarindan klonlanan I1-22 ve IL-26
homologlar1 161 ve 169-aa uzunlugundadir. Bu genlerin kodlama bdlgeleri insan
homologlar1 ile ayni pozisyonda 5 exonda yayilmistir. IL-22 ve IL-26 genlerinin
analizlerinde bu genlerin baliklarin immiin yanitinda aktif rol aldig1 tespit edilmistir. IL-22
geni bagirsaklarda ve solungaglarda tedavi edilen ve edilemeyen dokularda siirekli
bulunur. Bu gen bobrek ve dalaktaki LPS, Poly I, C—tedavili dokularda yaygindir. IL-26,
IL-22’nin aksine sadece Poly I ile tedavi edilen bagirsaklarda goriiliir ve diger dokularda

yapilan testlerde diger dokularda etkili olmadig tespit edilmistir (Hardie vd., 1998).
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1.9.8.6.7. Makrofaj—koloni uyarici faktor (M—CSF)

Hematopoiesis, olgun kan hiicrelerinin olusumu, gelisimi, canlilig1 siirdiirme,
cogalmalari, birlesmeleri ve olgunlasmalari hakkinda bilgiye ulasmayi hedefler. Bu
mekanizma hiicrelerin yikima ugramis veya yok olmus hiicrelerin yerine yenilerinin
gecerek hiicresel donilisiimiin normal nasil gergeklestigini izah eder. Stres durumlarinda
hematopoietik mekanizmanin diizenlenmesi, homeostasis mekanizmasinin ve patojenlerin
istilasina karsi diizenli savunmanin kurulmasin da olduk¢ca Onemlidir. Hematopoietik
cogalma, sorumluluk, farklilasma ve hayatta kalma olaylar1 hiicreler aras1 ve mikro ¢evre
tarafindan c¢evrelenmis hiicre disi matriks bilesikleri ile koordine edilir. Sitokinler
bagisiklik sisteminde, endokrin ve noral sistemde homeostasisin siirdiiriilmesinde 6nemli
bir role sahiptir. M—-CSF (CSF-1) ilk olarak hematopoietik biiyiime faktoriinde,
monositlerin, makrofajlarin ve kemik iliginin canliligini siirdiirmesi, farklilagmasi ve
¢ogalmasini uyarmast ile tespit edilmistir. Biiylime uyaricisi olarak MCSF eksensel
sitokinlerden biridir. Bu sitokin dogumsal immiiniteyi Ozellikle hiicrelerin enflamasyon
durumlarinda olusan popiilasyonunu siirdiirmede kullanilir. Altin balig1 makrofajlari; olgun
makrofajlardan gelisen klasik (MPS) ve orta monosit kisimlarindan hizlica gelisen
yardimc1 makrofajlar (AP—-makrofajlar1) olmak tizere iki belirgin farkli gelisime sahiptir.
AP-makrofajlar1 biiyiime hiicrelerinin olusturdugu tek yapidir. Onlarin kendi kendine
yenilenmeleri, endojen makrofaj biiyiime faktorleri tarafindan olmakta ve c¢oziinebilir
CSF-1R (sCSF-1R) vasitasiyla da etkili bir kontrol mekanizmasi saglamaktadir. Altin
baliklarinda CSF-1R (sCSF—1R)’in kesfi kemikli baliklarin diizenli hematopoietik

mekanizmanin kompleks miras i¢inde ortaya ¢ikmistir (Manera vd., 2000).

1.9.8.6.8. Doniisiimlii biiyiime faktorii § (TGF p)

TGF b bagisiklik sisteminde pleitropik etkiye sahip, ¢evresel kosullara bagli olarak
olusan hiicre tiplerine gore degisen, sitokin ailesinin bir tiyesidir. TGF f’larin; lenfosit
duyarliligi, sitokin uyarimi ve lenfosit cogalmasinda negatif veya pozitif etkileri olabilir.

Baliklarda 3 farkli TGF B izoformalarimin varligi tespit edilmistir. Gokkusagi
alabaliginda (O. mykiss) (Harms vd., 2000) c¢izgili hibrid levregi (Morone saxatilis, M.
chrysops) (Zhan ve Kwang, 2000) ve sazanda (C. carpio) (Laing vd., 1999) ki TGF B’nin
es degeri TGF P1’in ve sazandan izole edilen TGF B2’nin ¢cDNA dizilimleri aymdir.
Ustiine iistliik Siberian sturgeon (Acipenser baeri), Gokkusag1 alabaligi ve Avrupa yilan

balig1 (Anguilla anguilla)TGF B3 ’nin dizilimleri de kismen aynidir (Daniels ve Secombes,
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1999) TGF B geni gokkusagi alabaligindaki dizilim ile karakterizedir (Baldwin ve Newton,
1996). Japon baligindan (Carassius auratus) klonlanan BA ve BB aktivin genleri diger
TGF B ailesinin tiyeleriyle ve zebra baliklarindan (Danio rerio) izole edilen TGF siiper
ailesine maruz kalan farkli kemik morfogenetik proteinleri ve biiyiime/degisim faktorleri

ile iligkilidir.

1.10. immiinostimulantlar

Immiinostimulant, bagisiklik sistemini harekete gegirerek kuvvetlendiren, sentetik ve
dogal baz1 maddelerdir. Stimulant maddeler, spesifik olmayan savunma mekanizmalarin
veya spesifik immiin cevabi ylikselten bir kimyasal madde, ila¢ veya bitki yada bitkisel
mamuller olarak nitelendirilebilir.

Baliklar1  bircok hastaliklardan korumak ve Oliim oranim1 azaltmak igin
immiinostimulantlar kullanilir. Fakat immiinostimulantlar balig1 biitiin hastaliklara kars
koruyamaz. Baliklarin aldigi immiinostimulantlar; Vibrio anguillarum, V. salmonicida ve
Streptococcus sp. gibi bakteriyel, Infeksiyoz hematopoietik nekrozis (IHN) ve yellow head
baculovirus gibi viral enfeksiyonlar ve beyaz benek hastalig1 gibi paraziter hastaliklara
kars1 baligin direncini artirdigini gdstermistir. Immiinostimulantlarm Viral hemorajik
septisemi (VHS), IHN vb. viral enfeksiyonlarin ¢oguna kars1 pozitif etkisi vardir. Diger
yandan Cytophaga gibi bakteriyel etkenlere karsi olan etkisi de tespit edilmistir.
Immiinostimulantlar ~ Renibacterium  salmoninarum,  Pasteurella  piscicida veya
Edwardsiella ictaluri etkenlerine karst direng artirmamistir. Buradaki bakteriler fagosite
olmaya direnc¢li ve makrofajlara kars1 hayatta kalabilme yeteneginden kaynaklanmaktadir
(Gutenberger vd., 1997; Kajita vd., 1990).

Diistik molekiil agirhigi L-amino asitler, niikleotidler ve bunlarla iliskili diger
bilesikler bir¢ok balik tiirii i¢in kimyasal uyaricit 6zellige sahiptir. Bu katkilarin yem
alimimi artirmadigi ancak yem alimimi uyararak daha hizli yem tiiketimi sagladigi icin
yemin dagilmadan alindigr ve bdylece besin kaybmin ortadan kalktigi bilinmektedir.
Beslenme tepkisi olusmasi i¢in, ¢esitli duyu hiicrelerinin bu kimyasallar tarafindan
uyarilmasi gereklidir.

Bagisiklik sistemi uyaricist olarak bilinen kimyasal bilesiklerin pek c¢ogu bakteri,
mantar ve mayalarin yapilarinda bulunurlar.

Baliklarin saglikli gelisimleri i¢in 6n sart, besinsel faktorler agisindan dengeli olan

bir diyetle beslenmeleridir. Aksi takdirde baligin biiyiimesi, genel performansi ve
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bagisiklik sistemi ile ilgili biyokimyasal olaylar olumsuz etkilenir. Bagisiklik sistemi
uyaricilari, beyaz kan hiicrelerini (I6kosit) aktif hale getirir ve bdylece viriisler, bakteriler,
mantar ve parazitlere kars1 dayanikli yapar. Farkli kimyasal yapiya sahip pek ¢ok bilesigin
laboratuar ortaminda beyaz kan hiicrelerini uyardigi bilinmektedir. Ancak bunlarin
cogunun, olduke¢a toksik olmasi ve isletme kosullarindaki etkilerinin tahmin edilememesi
nedeni ile pratikte kullanim1 uygun degildir (Vimerkati, 2003).

Baliklarda beslenme davraniglari agisindan arastirmacilarin en ¢ok dikkat ¢eken
konu koklama ve tat alma duyusu ile ilgili uyaricilardir. Yem belli bir mesafede gorsel
veya kimyasal olarak balik tarafindan algilanabilir ancak, yemi yeme veya yememe
davranisi tat alma duyusuna bagl bir karardir. Ciinkii yapilan bazi arastirmalarda baligin,
icinde itici maddeler olan yemi agzina aldiktan sonra reddettigi goriilmiistiir.

Genel olarak yurt dis1 kaynakli olmakla beraber iilkemizde de balik immiinolojisi
lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Ancak bu caligmalarin geneli kimyasal maddeler
tizerinedir: B—glukan etkisi, lizozimin, sodyum alginatin baliklarin hiimoral ve hiicresel
bagisikligina etkilerini arastirmislardir. Yapilan c¢alismalar antibiyotiklerin baliklarin
immiin sistemine baskilayici etkili oldugunu gostermektedir (Aakre vd., 1994).

Immiinostimulantlarin, gelecekte su iiriinleri yetistiriciligindeki hastaliklarin kontrol

altina alinmasinda 6nemli bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir.

1.10.1. Immiinostimulant kullaniminin gerektigi durumlar

Hayvanin genel performansini zayiflatacak ve strese neden olacak sicaklik ve ¢evre
degisikliklerinde, larvalardaki yem geg¢isleri ve aktarma gibi donemlerden 6nce, parazit ve
patojenik mikroorganizmalara etkisinde kalma durumlar1 olduk¢a artar. Hayvanlarin
enfeksiyonlara daha hassas oldugu gelisim evrelerinden dnce ve bu siire boyunca (Karides
ve deniz balig1 larva donemi, seksiiel erginlesme donemi vb.) immiinostimulantlar

kullanilabilir (Magnadottir, 2006).

1.10.2. Immiinostimulantlarin yararlar
Immiinostimulantlarm  asagida  belirlenmis  ¢esitli  yararlar1  bulunmaktadir
(Magnadottir, 2005).
- Enfeksiyon kaynakli 6liim oranlarini diisiiriicii ve canlinin genel
performansini artirici,

- Patojen kaynakli 6liim oranlarini disiiriici,
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- Viriis kaynakli hastaliklar1 6nleyici,

- Hastaliklara kars1 direnci artirici,

- Juvenil baliklarin 6liim oranini diigtiriici,

- Antimikrobiyal maddelerin etkisini artirici,

- Parazitlere kars1 direnci artirici,

- Antibiyotiklerle sinerji olugturucu ve boylece tedavi etkinligini giiclendirici
gibi cesitli yararlar1 bulunmaktadir.

Ancak tek basina tedavi edici etkisi yoktur. Bu bilesikler esasen koruyucu olarak

canlinin genel savunma sistemini giiclendirmek ve boylece hastalik riskini diisiirmek igin

kullanilir.

1.10.3. immiinostimulantlarda aranan 6zellikler
Immiinostimulantlarda aranan 6zellikler sunlardir (Abbas ve Lichtman, 2007):
1- Konakciya veya viicuda yabancihik: Immiinolojinin temeli konak¢inin
kendinde olmayan antijenleri ayirt edebilmesidir. Immiin sistemi saglikli bir
konakc¢ida kendi dokularma veya kendi dokularina benzer o6zellikteki antijenlere
reaksiyon gostermez. Bu duruma dogal tolerans denir.
2- Molekiil agirhg: Bir maddenin immiinojenik olabilmesi i¢in molekiiler
agirhigmin 10.000 dalton’dan fazla olmasi gerekir. Bu degerden daha kiigiik
yapilardaki maddeler ya zayif immiinojeniktirler (haptenik) veya immiinojenik
degildirler.
3- Kimyasal ve yapisal komplekslilik ve stabilite: Proteinler karbonhidratlara ve
yaglara gore daha giiclii antijenite gosterirler. Bagka bir ifadeyle iyi bir antijenin
biitiinliglinlin saglamlig1 viicutta daha uzun siire immiin cevap olusturmasini ve
dolayistyla daha yliksek titrelerde antikor sentezini saglar.
4- Antijenik determinantlar (Epitoplar): Epitoplar, antikor ile reaksiyona giren
ve antikorlarin sentezini uyaran antijen molekiilii {izerindeki kiiciik kimyasal
gruplardir.
5- Viicuda verilis/ giris yolu: immiinojenlerin verilis yollar1 dikkate alindiginda,
en giiclii immiinojeniteyi genellikle, asagidaki siraya gore gosterirler: intravendz,
intraperitoneal, intramuskular, intradermal, subkutan ve besleme. Ancak bu durum

immiinojenin 6zel durumu ile yakindan ilgilidir.
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6- Immiinojenin miktar:: Immiin sistemi yeterli seviyedeki bir organizmanin,
yeterli seviyede immiin cevap olusturabilmesi icin verilen immiinojenin de yeterli
miktarlarda olmasi gerekir.

7- Konakc¢imin genetik durumu, yas1 ve cinsiyeti: Konakc¢inin filogenetik
iligkileri immiin tepkinin derecesini etkilemektedir. Erigkin bir canlinin herhangi bir
antijene kars1 gosterecegi immiin cevap, gen¢ ya da yeni doganlara nazaran daha
giiclii olmaktadir. Ancak yaslanmayla birlikte immiin toleransin bozulmasi
sonucunda T lenfositlerinin aktivitesinde bir azalma goriilmektedir (Tafalla vd.,

1999).

1.10.4. Immiinostimulantlarin verilis yollarina gore etkileri
Baliklarda immiinostimulantlar; yeme karistirarak, suya karistirarak yani banyo

seklinde, enjeksiyon ve baligin viicuduna siirme tarzinda kullanilmaktadir.

1.10.4.1. Besleme

Yeme karistirarak verilen immiinostimulantlarin baliklarda uzun dénemde immiin
tepkiyi artirmamasinin nedeni hala bilinmemesine ragmen baliklarin bir fonksiyonu olarak
negatif feedback (homeostatik dengenin saglanmasi i¢in gerekli olan mekanizma. ters
yonde, basa tepkidir) bu sekilde kandaki karbondioksit miktari indirgenmis olur. Bunun ise
bagisiklik sisteminden kaynaklandigt ve bu cevabinda baligin immiinostimulant
verilmeden Onceki durumuna geriye ¢evirdigi diisiiniilmektedir. Bu yiizden etkili yontemin
uygulama siiresi her immiinostimulant i¢in arastirilmaktadir. Simdiye kadar cesitli
immiinostimulantlar degisik balik tiirlerinde kullanilmis ve degisik yontemlerle uygulamasi
yapilmigtir.

Yoshida vd., (1995)’nin ¢alismasinda gokkusagi alabaliginin Vibrio anguillarum
etkenine kars1 yeme karistirma yoluyla verilen peptidoglukan ile yapilan tedavide 28 giin
boyunca koruma yapmasina karsin 56 giin sonunda bu korumanin ortadan kalktigini
belirtmislerdir.

Vervarcke vd., (2005)’nin ¢alismasinda Afrika yaym baligina yemle glukan ve
oligosakkarit verilmesinden 30 giin sonra bile NBT pozitif hiicre sayisim artirdigini buna

karsin 45 giin sonra bu artmanin devam etmedigini tespit etmislerdir.
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1.10.4.2. Banyo

Banyo yonteminin immiinostimulant maddelerin uygulamasinda kismen etkili oldugu
¢ogu zaman ise etkisinin verilen maddenin yogunlugunun ve uygulama siiresinin
azligindan kaynaklandig: tespit edilmistir.

Baliklarda bulunan patojenlerin tedavisinde immiinostimulantlarin kullaniminda
basar1 elde etmenin anahtar1 uygun doz ve zamanlamadir (Kumari ve Sahoo, 2006; David
vd., 2001).

Guselle vd., (2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada, A. salmonicida’nin O-antijeninin —
1,3/1,6—glukan kombinasyonu, gokkusagi alabaligina 30 dakika immiinostimulantli suya
daldirma ve asilama yoOntemiyle uygulanmis ve sonucda lokositler vasitasiyla A.
salmonicida’ya kars1 antikor titrelerinin arttig1 ve asilama ile adjuvant etki gosterdigi tespit
edilmistir.

Findlay ve Munday (2000), Atlantik salmonu (Sal/mo salar L.)’ nunda yapmis
olduklar1 banyo yonteminde yeterli uyarimi saglamadigini tespit etmislerdir.

Bunun yami sira Jeney ve Anderson (1993), sazanlarda levamisol soliisyonuna
daldirarak banyo yontemi (10mg/ml) kullanmislardir. Bu islemde; fagositik aktivite aktif
hale gecmis ve bobrek fagositlerindeki aktif oksijen iiretimi ve Aeromonas hydrophyla’ya
kars1 korumanin arttigini ve bu koruyuculugun iki hafta siirdiigiinii tespit etmislerdir.

Nikl vd., (1993)’nin yaptig1 calismada gokkusagi alabaligini kitosan ve glukan
soliisyonlartyla banyo isleminde 4 sa/monicida’ya kars1 3 giin uygulanmis ve bu hastaliga
karst korumanin arttigt gozlenmistir. Fakat bu etki 14 glin sonra gegmistir.
Immiinostimulantlarin banyo yontemi ile ortaya ¢ikan adjuvant etkileri cogu bilim adami
tarafindan rapor edilmistir. Adjuvantlar as1 antijenlerine kars1 immiin sisteminin cevabini
artiran immiin stimulan maddelerdir. Immiin sisteme antijen ve adjuvantlarin deriden
uygulanabilmesi i¢in, keratinize olan stratum korneumun gegirgen olmasi gerekmektedir
(Azad ve Rojanasakul, 2006).

Anderson, (1992a)’nin yaptig1 ¢alismada 4. salmonicida’ya kars1 glukanin etkisini
ortaya koymak i¢in yeme karigtirma yoluyla (7 giin) uygulamasiyla (15 dakikalik) banyo
yontemleri karsilastirilmistir. Baliklarda yeme karigtirma yoluyla ve as1 yontemiyle
uygulamada adjuvant etkisinin artmasina karsin, banyo yonteminde adjuvant olmayan
etkiler goriilmiistiir. Immiinostimulantlarin daldirma yéntemi ile olan faydasi birkag bilim
adamu tarafindan da gosterilmistir. Fakat diliie edilmis soliisyonlar ve etki oranlarinin daha

cok arastirilmasi gerekmektedir.
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1.10.4.3. Enjeksiyon

Sakai, (1999)’nin yapmis oldugu c¢alismada gokkusagi alabalifinin solungaclarina
yapisarak baliklarda solunum giicliigii ve mortaliteye neden olan Loma salmonae’e karst
B-1,3 ve B—1,6 glukan maddelerinin etkisini arastirmig ve i. p. enjeksiyon ile verilen bu
immiinostimulantlarin baligin bu patojene karsi bagisiklik sisteminin giliglendigini tespit
etmistir.

Antikor iiretimi cogu immiinostimulant tarafindan artirilabilir. Kanal yayin baligina
glukan mayasinin enjeksiyonundan sonra Edwardsiella ictaluri’nin immiinizasyonun da
antikor seviyesinin, kontrol grubuna gore dnemli oranda arttig1 tespit edilmistir. Kitao vd.,
(1987)’nin yaptiklar ¢alismada Atlantik salmonuna Aeromonas salmonicida bakterisi ve
glukan mayasi karisimi enjekte edilmis bunun da antikor iiretimini artirdig1 goriilmiistiir. 4.
salmonicida bakterisine karsi C vitamini (Alberto vd., 2005) ve FK-565 (Suzuki vd.,
2006) kullaniminda antikor iiretiminin arttig1 belirlenmistir

Tamamlayic1 aktivite (kompleman) ¢esitli immiinostimulantlar vasitasiyla aktif hale
getirilebilir. Yapilan bir ¢aligmada C vitamininin intraperitoneal enjeksiyonla baliklara
verilmesiyle kompleman sisteminin gili¢lendigi tespit edilmistir (Jorgensen vd., 1993a).

Atlantik salmonuna glukan enjekte edilmesiyle tamamlayici aktivitenin arttig1
goriilmiistir (Kajita vd., 1990; Aakre vd., 1994).

Chen ve Ainsworth, (1992)’nin yapmis olduklari ¢alismada bir tiir yilan bas baligina
(Ictalurus punctatus) epizootik iilser sendromu etkeni intraperitoneal yolla enjekte edilmis
ve bu baliklara bazi immiinostimulantlar (Salar—bec, Vitamin A karisimi, Ergosan, bir
alginat ve kontrol olarak BPS) enjekte edilerek hayatta kalma, etkenin gelisme ve
bliylimeye etkilerini gdzlemlemislerdir. Bes immiinostimulantdan salar-bec’in yiiksek
oranda mortaliteyi durdurdugunu, hastalik etkeninin gelisme ve ¢ogalma asamalarini

yavaglattigini ve durdurdugunu tespit etmiglerdir

1.10.4.4. Siirme

Cesitli kobay gruplarinda deriye siirme uygulamalarinda g¢orekotu yagimin deri
tabakalarindan gegis ve etkileri hesap edilerek uygulanmistir. Deri su seven (hidrofilik) ve
su sevmeyen (hidrofobik) tabakalardan olusmaktadir. Siiriilen yagin deriden gegisi
epidermisten gecisi oldukea hizli olmaktadir. En iist tabaka pullar ve bunlarin altindaki deri
tabakas1 sekresyonu salgilayan hiicrelerin olmasi ve bunlarin yagdan olusan bir yapilarinin

olmasi disaridan verilen yagin deriden gegisi i¢in biiylik bir kolayliktir. Diger bir etken ise
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deri tlizerinde ki gecis bolgelerinin, molekiil biiytkligii 500 kd’a kadar olan molekiillere
izin vermesidir. Verilen yagdaki uyaric1 maddelerin toplam molekiil agirliklarinin 500
kd’dan az olmalar1 (ortalama 12-16 kD) ge¢isin dogal olarak gercekleseceginin de
gostergesidir. Baliklarda ki mukusun iginde bulunan IgM ve antibiyotik 6zellikteki
maddeler epidermis ve dermisdeki salgi hiicreleri vasitasiyla salgilanmaktadir (Kearn,

1976).

1.11. Baliklarda kullanilan kimyasal ve bitkisel immiinostimulantlar
Baliklarda giiniimiize kadar ¢ogu kimyasal olmak {izere ¢esitli immiinostimulant
maddelerin bagisiklik sistemi hiicreleri lizerine etkileri arastirilmistir (Tablo 1.11.1).
Baliklarda yapilan immiinolojik arastirmalarda kullanilan immiinostimulant maddeler

kimyasal ve bitkisel maddeler olarak ikiye ayrilir.
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Tablo 1.11.1. Baliklarda kullanilan bitkisel ve hayvansal immiinostimulantlar (Selvaraj vd., 2006; Siwicki vd., 1998).

Immiinostimulant Balik Uygulama Yontemi Sonug Verildigi etken
Tunicate Yilan baligt Ip Fagositoz + A. hydrophila +
Abalone G. Alabalig1 Ip CL +, Fagositoz +, NK + E. Ictaluri +
Firefly squid G. Alabalig ip NBT +, mitojen +, dldiirme +
Acid peptide fraksiyon balik proteinlerden hydrolysate Salmon In vitro NBT +
Quil A saponin
Glycyrrhizin
Levamisole Sartkuyruk Besleme Lokosit gocii +
FK-565 Sarikuyruk Besleme Kompleman + E. seriolicida +
MDP Sazan ip Fagositoz + V. anguillarum +
FCA Sazan Ip Fagositoz + A. salmonicida +
Vibrio bakterisi Sazan ip Fagositoz +CL + V. anguillarum +
C. Butyricum Coho ip A. salmonicida +
A. stenohalis Sazan Im. A. salmonicida +
Kitin Sazan Besleme Fagositoz +, NBT + V. anguillarum +
Kitosan Char ip CL +, kompleman + A. salmonicida +
EF-203 Sazan ip Fagositoz +, lizozim + V. anguillarum +
Soya fasulyesi proteini Sazan Besleme NBT +, fagositoz + A. salmonicida +
PS-K Sazan Besleme Fagositoz +, CL + Streptococcus sp.
Oligosakkarit Sazan Besleme NBT +, fagositoz +, 6ldiirme+
Spirulina Tilapia Besleme Fagositoz + E. tarda +
Glukan Yayin Besleme NBT +
Glukan+Vitamin C Yayin Besleme CL +, antikor + E.ictaluri +
Vitasim Salmon ip V. anguillarum +
Peptidoglukan G. alabalig1 Besleme CL +Kompleman+, lizozim +
Lentinan Coho Ip, besleme A. salmonicida +
Skleroglukan G. alabalig1 Besleme V. anguillarum +
Schizophyllan Sazan ip E. tarda +
Poliglukoz Sazan ip Fagositoz + A. hydrophila +

Sartkuyruk ip E. seriolocida +
Glukan (Sigma) Salmon In vitro Kompleman+

NBT+, Pinositoz+, Asidfosfat+
G. alabalig1 im, ip Fagositoz +, NBT +
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1.11.1. Baliklarda kullanilan kimyasal immiinostimulantlar

Immiinostimulantlar baligin viicudunun spesifik olan ve olmayan mekanizmalarini
yiikselten maddelerdir. Biiylime hormonu, glukan plus, vitamin C ve levamisol gibi
medikal bitkiler bu immiinostimulantlardan bazilaridir (Gatesoupe, 1999; Sakai, 1999).
Probiotikler de 0zellikle memeli hayvanlarda hazim problemlerinde kullanilagelen
mikrobiyal organizmalardir. Hem immiinostimulantlar hem de probiotikler antibiyotiklere
olan ihtiyact azaltmaktadir (Raa vd., 1992).

Immiinostimulantlar balik hastaliklarmin kontrolii icin ve kiiltiir balikgiliginda
kullanim1 &nemli goriilmektedir. Immiinostimulant olarak kimyasal ajanlar, bakteriyel
bilesikler, polisakkaritler, hayvansal veya bitkisel ekstraktlar, besleyici maddeler ve
sitokinler kullanilabilir. Cogu immiinostimulant, dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreleri, lizozim ve
baliklarda antikor olusumunu uyarabilir (Anderson, 1992a). Dogal 6ldiiriicii hiicreler
biliylime hormonu ve levamisol tarafindan aktif hale getirilebilir (Thompson vd., 1993).
Immiinostimulantlar, patojenlerin yikiminda bazi enzimlerin iiretimindeki hiicreleri aktif
hale geciren fagosit ve lenfositlerin hiicre ylizeylerindeki spesifik reseptorlere baglanirlar.
Ustelik immiinostimulantlar bazi kimyasal tastyicilarin (interferon, interldkinler ve
kompleman proteinleri) tiretimini artirir. Bu tasiyicilarda bagisiklik sisteminin diger
bireylerini uyarir ve T ve B lenfositlerin aktivitesini artirir (Kitao ve Yoshida, 1986).

Genellikle balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan glukan (Sakai vd. 1993; Kajita
vd., 1990); laktoferrin: (Kitao ve Yoshida, 1986); levamisol: (Sakai vd., 1992); FK-565:
(Yoshida vd., 1993); kitin: (Sakai vd., 1995¢); EF—203 gibi stimulantlarin fagositik hiicre
aktivitelerini artirdig1 tespit edilmistir (Kajita vd., 1990).

1.11.2. Balhiklarda kullanilan bitkisel immiinostimulantlar

Bitkiler diinyasi bize sinirsiz bir renkler ve bigimler zenginligi sunar. Ama yalnizca
bununla kalmaz, yasamimizi stirdiirebilmemiz i¢in gerekli olan oksijeni, besinleri saglar ve
sagligimiz1 korur. Yani bitkiler ve insanlar arasinda, insanlik tarihi kadar eski olan, ¢cok
yakin bir iligki vardir. Giiniimiizden binlerce y1l 6nce insan, bitkilerin tedavi edici gliciinii
tanimisg ve saglikli yasayabilmek i¢in ondan yararlanildigini belirtmistir (Delaquis vd.,
2002).

Insanlarda alternatif tip ad1 altinda uygulanan bitkilerle tedavi, giiniimiizde hayvan
hastaliklarinin tedavisinde de uygulanmaktadir (Abdul-Ghani vd., 1987,). Bunun yan sira

hayvanlarda iiretimin artirilmasi, daha kaliteli verim elde edilmesi, yem rasyonlarinin
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hazirlanmasi1 gibi konularda bitkisel iiriinlerin tercih edilmesi s6z konusudur. Bu tercih
yapilirken molekiiler seviyede incelenen bitkilerin daha iyi sonuglar sagladigi da tespit
edilmistir (Ramakrishna vd., 2003).

Bitkisel ilaca ilginin yeniden canlanmasimnin ana kaynagi, kimyasal ilaglarin her
hastalig1 tedavi etme yetenegine sahip olamayisi, birgok yan etkilerinin bulunusu ve ¢ok
pahal1 olusudur. Bitkisel preparatlarin yan etkisinin hemen hemen hi¢ bulunmamasi bazen
bunlarin sentetik ilaglara tercihini bile saglamaktadir (Gtiler, vd., 2005).

Glinlimiizde Avrupa ve Amerika’da, veteriner ilaglar1 olarak da iiretilmeye baglayan
bitkisel mamiiller, hayvanlarda o6zellikle koruma ve gelisimi artirma bakimindan tercih
edilen yan etkisiz maddeler olarak goriilmektedir. Hayvanlarda goriilen hastaliklara
uygulanan genis spektrumlu ilaglarin hayvanlarin biinyelerinde birikim yaparak bunlari
tilketen insanlart da etkiledigi tespit edilmistir. Bu etki hayvansal besinin igerdigi
kimyasallarin, insanlarin bagisiklik sistemini olumsuz etkisi olarak belirtilmistir (Arda vd.,
2002; Tanrikul, 1995; Haney vd., 1992.).

Balik iiretim tesislerinde sorun olabilecek bakteriyel etkenlerin varliginda
kullanilabilecek olan antibiyotik ve sulfonamid grubu ilaglarin yeme karistirma yoluyla
verilmesinin en dogru yaklagim oldugu bilinmektedir. Ancak bu sekildeki bir uygulamada
ilaca ¢ok fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica baliklarin bireysel olarak yem tiiketiminin
degismesi dozda belirsizliklere neden olmaktadir. Agiz yoluyla verilen ilaglar ya mide ve
bagirsagin 6n kisminda sindirim sivilarinin etkisiyle bagisiklik sisteminin bir pargast olan
bagirsagin asagr kismina gelmeden yikimlanmakta ya da bagirsaktan rezorbe
edilememektedir (Rijkers vd., 1980).

Su {irtinleri yetistiriciligi endiistrisinin hizli gelistigi yerlerde hastaliklar patlak verir
ve ekonomiyi etkiler fakat onlarin kontrol altina alinmasi zor olabilir (Aoki, 1992). Bu
yiizden baliklarin hastaliklara kars1 direncini ve bagisiklik sisteminin giiciinii ylikseltmede
etkili olan immiinostimulantlar kullanilir (Diigenci vd., 2003).

Son yirmi yildir balik yetistiriciliginde karsilagilan bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde c¢esitli kemoterapotikler kullanilmaktadir. Fakat bu siire¢ sonunda ilaca direncli
bakterilerin gelismesi gibi biiyiik bir problem ortaya ¢ikmistir (Rodriguez vd., 2003).

Immiinostimulant fonksiyonunun zamanlama y®netiminin etkisi ¢ok Onemli bir
konudur. Genellikle antibiyotiklerin en etkili kullanildigi an hastaliklarin ortaya ¢iktig:
andir ve bunlar ilaca direncli bakterilerin gelisebilecegi nedeniyle koruma amacl sik sik

verilemez
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Bitkisel kaynakli ila¢ ve korumaya yonelik bitki veya bitki karigimlarinin etkileri
giiniimiize kadar fazla arastirllmamustir. Ozellikle su iiriinlerinde bagisiklik sistemi iizerine
hayvansal kokenli immiinostiumalantlarin belirli sayida kullanilmasina ragmen, bitkilerin
kullanimu ile ilgili ¢aligma yok denecek kadar az sayidadir.

Misva vd., (2006)’nin ¢alismalarinda 10, 20, 30 ve 40 ng/g Allium sativum ve
kloramfenikol (15, 20, 30 ve 40 mg/kg) maddesini besleme yoluyla vermislerdir. 30 ng/g
Allium sativum ve 30 mg/kg kloramfenikol oranlarinda verilen besleme yontemlerinde en
iyl biliylime oranini tespit etmiglerdir. Kan parametreleri, eritrosit sayisi, hemoglobin
oranlarinda da 40 ng/g Allium sativum, 40 mg/kg kloramfenikolun diger oranlarindan daha
ylksek oranda oldugu tespit edilmistir. Total yag, AST, ALT seviyelerinde de 6nemli
derecede azalma tespit etmislerdir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada keven kokiiniin tilaipia’nin (Astragalus radix) spesifik
olmayan bagisiklik sistemine etkisi arastirilmistir. Keven kokleri belirli dozlarda yeme
kanistirilarak 4 hafta siiresince verilmistir. Fagositoz 6zelligini ve solunum patlamasi
aktivitesini artirdigr ve antibakteriyel bir 6zellik olan lizozim aktivitesini de artirdigini
tespit etmislerdir (Guojun vd., 2005).

Hayvanlarda yapilan bazi bitkisel kaynakli tedavilerde ¢esitli yanlis uygulamalar
yapilmistir. Bunlar gerek simdiye kadar uygulanan yontemlerin yetersizligi, gerekse
yontemlerin yanlis uygulanmasi elde edilen verilerin yanhs degerlendirilmesine neden
olmustur. Yanlis degerlendirmelerin nedenleri arasinda: Bitkinin igerisindeki etken
maddelerin bilinmemesi, bu etken maddelerin organizmadaki islevlerinin tam olarak
anlasilmamasi, kullanilan bitkinin ne oranda kullanilacagi, bitkilerin hasta organizmaya
veya ortama hangi amacgla ne oranda verilecegi (6rnegin; koruma, dezenfeksiyon,
antibiyotik, antifungal vs.) gibi konulardir. Bu konular daha yeni anlagilmaya ve
uygulanmaya baslanmistir (Delaquis vd., 2002). Ayrica bitkilerle tedavilerde elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesindeki hatalardan en biiyligii bitkiyi sadece bir madde olarak
gérme yanilgisina diisiilmesi ve etkinin tamammin o maddeyle iligkili oldugunun
yanilgisidir. Nedenine gelince bitkiler sadece bir degil onlarca etken madde ihtiva
edebilmektedirler. Igerisindeki maddelerin etkilerini tek yonlii diisinmek miimkiin
degildir. Bunlar birlestirilmis bir vitamin, mineral, antibiyotik vs.den olugsmus bir kapsiil
olarak diisiinmek gerekir. icerisinde bazi etken maddelerin digerlerine oranla yiiksek olusu

o maddenin etkisinin viicutta daha giiglii olacagin1 gostermistir.
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1.12. Bitkisel immiinostimulantlarin kimyasal immiinostimulantlardan farki

Bagisiklik  sistemlerinin  giliclendirilmelerinde bitkisel kaynaklilarin  kimyasal

kaynaklilara gore tercih edilmelerinin ¢esitli nedenleri vardir (Poppenga, 2002).

1) Bitkisel immiinostimulantlar viicut tarafindan kolay absorbe edilerek viicut
bariyerlerine takilmadan biiyiik oranda emilirler.

2) Bitkisel immiinostimulantlar tek bir maddeden olusmayip destekleyici
maddeler, vitaminler, eser elementler, antibiyotikler, antioksidanlar ve
besleyici maddeler igerirler.

3) Bitkiseller, kimyasallar gibi kalint1 birakmadiklari gibi viicuttan atimi kolay
ve hizli olmaktadir.

4) Bitkilerdeki immiinostimulantlarin molekiil agirliklar1 hiicre tarafindan
emilebilecek molekiil agirligina sahiptir.

Yalniz bitkilerin etki gdsterebilmeleri bir kimyasala gore uzun siirer. Ciinki
sentetik hazirlanan immiinostimulantlar yogun oldugu igin etkisi hizli olur fakat buna bagl
olarak yan etkileri ve birikimi goriilmektedir. Bu da 6zellikle insanlarin beslenmesinde

kullanilan baliklarda istenmeyen bir 6zelliktir.

1.13. Esas immiinolojik fonksiyon
Immiinostimulantlarin esas immiinolojik fonksiyonlarinin artis1 fagositik hiicrelerin
aktivitesi ile iligkilidir. Fakat makrofaj direncli bakteriler, aktif makrofajlardan kacabilirler

ve boylece bu durumda immiinostimulantlara karsi yetersiz olabilir.

1.14. Dozlar

Immiin yanit1 ve patojenlere karsi korumayi artiran immiinostimulantlar doza baglh
sorular1 artirmistir.

Robertsen vd., (1994)'nin calismalarinda gokkusagi alabaliklarinda fagositik
hiicrelerinin kemiluminesens etkileri levamisolun enjeksiyonuyla (0,1 ve 0,5 mg/kg)
artirtlmistir. Fakat levamisolun 5 mg/kg’nin enjeksiyonuyla immiinostimulant etkisi
tiretilmedigini rapor etmislerdir.

Kitao vd., (1987)’nin calismasinda glukan tedavisi uygulanan makrofajlarin
solunumsal patlama aktivitesinin artist 0,1-1 mg/ml konsantrasyonlarinda en st

seviyelerinde oldugu tespit edilmistir. Buna karsin 10 ng/ml’de higbir etki goriilmedigi ve
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50 mng/ml glukanda inhibe oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklar lenfositlerin
gozlemlenmeleriyle karsilastirilmistir.

Matsuo ve Miyazano, (1993)’nin c¢aligmasinda FK-565’in yiiksek dozlarinda
Yersinia ruckeri’ye karst olusan plaga yapisan (sabitlenen) hiicre sayisinin artirmadigini
buna ragmen optimum doz olan (5 ng/kg)’da PFC (plaque—forming cells) arttigini rapor
etmistir. Bu yiizden immiinostimulantlarin etkileri dolayli olarak verilen doza baglidir ve

yiiksek doz immiin cevabi artiramayabilecegi gibi engelleyebilecegi de anlasilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Uygulama Yeri ve Balik

Bu calisma, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklari
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Arastirmada ortalama agirhigr 102,30 g (84,2-121,1 g)
olan 900 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanildi. Baliklar Elazig
yakinlarindaki yerel bir isletmeden temin edildi ve arastirmanin yiriitildigi Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi'ne canli olarak oksijen tiipii monteli tanklarin
bulundugu bir kamyonetle getirildi. Baliklar 80 x 75 x 90 cm ebatlarinda 540 litrelik
fiberglas 4 tankda stoklandi (Sekil 2.1.1.1). Tanklar calisma 6ncesi dezenfekte edildi ve
sonrasinda dezenfektanin temizligi yapilarak igerisine su koyularak olasi dezenfektan
kalintilarinin temizlenmesi saglandi. Temizlenen bos tanklara, su doldurularak hava
motoruyla 24 saat boyunca O, verildi. Deneysel calismaya baglamadan Once baliklar
hazirlanmis olan bu ortamda 15 giin siireyle bekletilerek ortama adaptasyonlar
gerceklestirildi. Adaptasyon siiresince baliklara giinde iki kere ticari bir alabalik yemi

verildi.

Sekil 2.1.1.1. Deneylerde kullanilan tanklarin ve baliklarin genel goriiniisii.



2.1.2. Corekotu Materyali

Deneysel ¢alismada kullanilan ¢orekotu (Nigella sativa L.) yag1 soguk basingta saf
olarak elde edilmis olup 9 yildir ticari olarak i¢ ve dis piyasada satilmaktadir. Deneyde
kullanilan ¢orekotu yaginin igerigi Ingiliz RSSL (Radiation Safety Services, Inc.) sirketi
tarafindan 14-01-1998 tarihinde asagidaki gibi tespit edilmistir (Tablo 2.1.2.1, 2.1.2.2,
2.1.23,2.1.2.4,2.1.2.5).

Tablo 2.1.2.1. Corekotu yaginin amino asit degerleri.

Amino asit oranlari (50 pl ¢orekotu yaginda, % miktarlari)
Aspartik asit 6.6
Tireonin 0.8
Serin 6.9
Gulutamik asit 11
Pirolin 1.6
Glisin 4.4
Alanin 2.0
Siyatein <1
Valin 2.3
Metiyonin <1
1zo0l6sin 2.8
Losin 2.5
Tirosin <1
Fenilalanin 5.0
Hiskadin 12
Lisin 3.6
Arginin 1.9

Tablo 2.1.2.2. Corekotu yaginin yag asitleri degerleri.

Yag asitlerinin isimleri (50 pl ¢orekotu yagida, % miktarlari)
Miristik asit 0.2
Pentadekanoik asit <0.1
Palmitik asit 12.5
Palmitoleik asit 0.2
Heptadekanoik asit 0.1
Sitearik asit 3.3
Oleik asit + izomeri 24.0
Linoleik asit 55.1
A-Linolenik asit 0.3
Aragidik asit 0.2
Bikosenoik asit 0.4
Bikosadienoik asit 2.9
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Tabloe 2.1.2.3. Corekotu yagindaki eser element degerleri.

Eser elementler ppp
Kursun 0.0016
Kadmiyum 0.0003
Civa <0.001
Aliiminyum 0.17
Krom 2.3
Kobalt 0.98
Bakir 21.4
Demir 1726
Iyot 122
Manganez 2.6
Molibden 0.18
Selenyum 48.5
Vanadiyum 0.16
Cinko 126.8

Tablo 2.1.2.4. Corekotu yaginin i¢indeki mineraller.

Mineral ve eser elementler (mg/kg) ppm
Kalsiyum % 1.81
Magnezyum % 0.38
Potasyum % 0.48

Tablo 2.1.2.5. Corekotu yaginin vitamin degerleri.

Vitamin A (IU/g) 16.8
Vitamin B1 (ug/g) 6.8
Vitamin B2 (ug/g) 32
Niasin (ug/g) 65.8
Vitamin C (ug/g) 87.2

Bu tespitlerde ¢orekotu yaginda, doymus yag asitleri: % 15.8, tekli doymus yag
asitleri: % 23.6, Coklu doymus yag asitleri: %56.2 oranlarinda bulunmustur.

2.1.3. Su Kalitesi
Aragtirma siiresince diizenli olarak, 0,1 hassasiyetli termometre ile suyun sicakligi,
0,003 hassasiyetli dijital pH metre ile pH’st ve 0,01 hassasiyetli oksijen metre ile

¢Ozilinmiis oksijen seviyeleri ol¢tldii.

2.1.4. Yem
Tim calisma boyunca baliklar ticari bir alabalik yemi ile sabah ve aksam olmak
tizere gilinde iki kere yemle beslendi. Yemleme giinliik olarak baliklarin canli agirliklarinin

ortalama % 2’si oraninda uygulandi.
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2.2. Metot

2.2.1. Uygulama materyalinin hazirlanisi

Uygulamada ¢orekotu yagi ve aycicek yagi kullanildi. Uygulanacak ¢orekotu yagi ve
aycicek yagi otoklavda 121 C°’de 30 dakika bekletilerek,.steril edildi (Ben-Hod vd., 1991).
Steril ¢corekotu yagt % 0.1, 1.0 ve 10 oranlarinda piiskiirtiilerek (100 g. bir tanka verilecek
yem miktar1) yeme karistirildi. Yemler agz1 kapali bir posette yagin emilmesi icin 24 saat
buzdolabinda bekletildi ve bu islem her grup i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Yeme karigtirma ve
diger uygulamalarda verilecek yemler bir giin 6nceden tartilarak kilitli posetlerde numara
verilerek saklandi. Bdylece hem zamandan istifade hemde hangi gruba hangi yemin
verilecegi konusunda ortaya ¢ikabilecek karisiklik onlenmis oldu.

Intraperitoneal enjeksiyon ve siirme icin kullanilan ¢orekotu yagi, aycicek yagi ile
belirtilen soliisyonlari diliie edildikten sonra steril hale getirildi.

Baliklara ¢orekotu yaginin siiriilmesinde kullanilan firga, her grup uygulamasi 6ncesi
ve sonrasi ticari bir mutfak temizleme jeli ile dezenfekte edildi ve olasi bu maddenin

kalint1 birakmamasi i¢in distile suda bekletildi.

2.2.2. Corekotu Yag Letal Dozlar:

Corekotu yaginin yeme karistirma uygulamast Doriicii vd., (2008)’ne gore yapildi..
Corekotu yaginin yeme ilavesi icin kullanilacak yemlere steril ¢orekotu yagi % 0.1, 1.0 ve
10 oranlarinda hazirlandi. Yemler 100 g. alabalik yemine 0.1 ml. ¢érekotu yagi, 100 g.
alabalik yemine 1 ml. ¢orekotu yagi, 100 g. alabalik yemine 10 ml. ¢orekotu yagi
puskiirtiilerek agz1 kapali bir posette yagin emilmesi i¢in 24 saat buzdolabinda bekletildi.
Bu sekilde hazirlanan yemler balik agirliklar1 hesap edilerek viicut agirliklarinin % 2’si
kadar giinde iki kez verilmigtir.

Corekotu yagiin i.p. enjeksiyonu i¢in yapilan 6n ¢alismalarda saf olarak verilen
corekotu yagiin alabaliklarda goézlemsel olarak herhangi bir yan etki ve mortalite
olusturmadig: tespit edildi. 20-500 g. agirhigindaki alabaliklara i. p. enjeksiyon ile verilen
as1 miktar1 genel olarak 0.1 ml.’dir (Arda vd., 2002). Corekotu yaginin % 0.1, 1.0 ve 10
oranlarinda soliisyonlar hazirlandi. 0.1, 1, 10 ml. ¢orekotu yag1 100 ml’ye aycigek yagi ile
tamamlanarak soliisyonlar hazirlandi. Enjeksiyonlar 1 kez uygulanda.

Deriden siirme i¢in % 0.1, 1.0 ve 10 ¢orekotu yagi uygulandi. 0.1, 1, 10 ml. ¢orekotu

yagi, 100 ml. aygicek yagina tamamlanarak soliisyonlar hazirlandi. Bu soliisyonlar

49



bayiltilan ve derisi kurutulan baliklara steril hale getirilmis bir boya firgas1 ile siiriildii.
Firganin baliga siiriilen miktar1 0.75 g.’dir. Stirme islemi 3 giin boyunca her sabah
uygulandi. Kimyasal keratonisitlerin farelerde deriden siiriilmesinin ardindan 24 saat sonra
gerekli uyarimlar saglanmaktadir (Albanesi vd., 2005). Bitkisel bir mamiil kullanmamiz ve
bitkisellerin bir kimyasala gore daha az fakat dogal immiin sistemi uyarict maddeleri
icermesi ve baliklarin soguk kanli olmalarindan dolay1 siirme uygulamasi 3 kez ard arda
tekrar edildi.

2.2.3. Deneysel Plan ve Corekotu Yagimin Baliklara Uygulanmasi

Bu calismada ticari olarak satin alinan ¢orekotu (Nigella sativa L.) yag1 gokkusagi
alabaliklarina (Oncorhynchus mykiss) ii¢ ayr sekilde uygulandi. Yeme karistirma, 1. p.
enjeksiyon ve deriden siirme Oncesi ve kan alma islemleri oncesi baliklara bir anestezik
madde (50 mg L, Benzokain) uygulandi. Ug¢ farkli doz ve kontrol gruplarina, yeme
karistirllmis yem ile besleme, i. p. enjeksiyon ve deriden siirme sirayla farkli balik
guruplarina uygulandi. Her {i¢c uygulama icin ayri ayr asagidaki deneme gruplar

olusturuldu (Tablo 2.2.3.1).

Tablo 2.2.3.1. Deneme guruplari.

Gruplar Deneme gruplari

Yeme ¢orekotu yagi karistirma kontrol grubu.

1- % 0.1’lik ¢corekotu yag1 yeme karistirma grubu.

2- % 1.0’lik ¢corekotu yag1 yeme karistirma grubu.

3- % 10’luk ¢orekotu yag1 yeme karistirma grubu.

I. p. enjeksiyon kontrol grubu

1- Yagsiz i. p. enjeksiyon kontrol grubu

2- % 0.1’lik ¢corekotu yagi i. p. enjeksiyon grubu

3- % 1.0’lik ¢orekotu yag: i. p. enjeksiyon grubu

4- % 10’1luk ¢orekotu yagi i. p. enjeksiyon grubu

Aygigek yagi ve ¢orekotuna batirilmadan deriye firga siiriilen kontrol grubu.

1- Aygicgek yagina batirilarak deriye firga siiriilen kontrol grubu.

2- % 0.1’lik deriden siiriildagii grup.

3- % 1.0’lik deriden siiriildiigi grup

4- % 10’luk deriden siiriildiigii grup
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2.2.3.1. Yeme karistirma

Yeme karistirma isleminde dort tanktan birine kontrol grubu baliklar, diger ii¢ tanka
ise deney grubu baliklar1 esit sayida birakildi. Her tanka 50 balik biraklidi. Numune
baliklar 3-7-14 ve 21. giinlerde alindi. Uygulanacak karigimlar % 0.1, 1.0, 10 oranlarinda
100 gr. alabalik yemine 0.1 ml., 1 ml. ve 10 ml. ¢orekotu yagi, yeme piiskiirtiilerek
kanistirildi. Her seferinde bir giin 6nceden yem verilecegi giiniin yemi hazirlandi ve
posetlere konuldu. Elde edilen karisim yemler 21 giin boyunca giinde 2 defa verildi (Sekil
2.2.3.1.1.). 3-7-14-21. giin sonra 50 mg L', Benzokain ile bayiltilan baliklardan kuyruk
yiizgeclerinin kesilmesi ile alinan kan 6rneklerinden hematokrit, 16kokrit, 16kosit, eritrosit,

NBT, Total protein, Total Ig aktiviteleri tespit edildi.

Sekil 2.2.3.1.1. Corekotu yagimin yeme karistirma ile uygulanisi

2.2.3.2. Intraperitoneal Enjeksiyon

I. P. Enjeksiyonda dort tanktan birine kontrol grubu baliklar, diger ii¢ tanka ise deney
grubu baliklar1 esit sayida birakildi. Her tanka 50 adet balik birakildi. Numune baliklar 3-
7-14 ve 21. giinlerde alindi. 1. p. enjeksiyon uygulamalarinda 2. kontrol haricinde sadece
yeme karistirma uygulanan kontrol grubundan da 1. kontrol olarak ornekler alinarak
istatistiksel analize tabi tutuldu. Uygulanacak i. p. enjeksiyonlar % 0.1, 1.0, 10 oranlarinda
hazirlandi. Verilen ¢orekotu yagi solusyonlar1 hazirlanirken sulandirma isleminde aycicek

yag1 kullanild. 1. p. enjeksiyonlar gokkusag: alabaliklarinin intraperitoneal bolgelerine 0.1
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ml oraninda uyguland: (Sekil 2.2.3.2.1.). I. p. enjeksiyonun olusturulmasindan itibaren 3—
7-14-21 giin sonra 50 mg L', Benzokain ile bayiltilan baliklardan kuyruk yiizgeclerinin
kesilmesi ile alman kan Orneklerinden hematokrit, 16kokrit, 16kosit, eritrosit, NBT, total

protein, total Ig aktiviteleri tespit edildi.

Sekil 2.2.3.2.1. Corekotu yaginin baliklara intraperitoneal (ip) enjeksiyonla uygulanisi

2.2.3.3. Corekotu Yagmnin Siiriilmesi

Corekotu yagiin alabaliklara siiriilmesi i¢in dort tanktan birine kontrol grubu
baliklar, diger ii¢ tanka ise deney grubu baliklar1 esit sayida birakildi. Her tanka 50 balik
birakildi. Numune baliklar 3-7-14 ve 21. gilinlerde alindi. Corekotu yaginin alabaliklara
stiriilmesinde soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan ayci¢ek yagi deriden siirme kontrol
grubu (2. kontrol) haricinde sadece yemle beslenen ve fircanin siiriilmesine tabi tutulan
baliklarin olusturdugu grupta 1. kontrol grubu olarak degerlendirmeye tabi tutuldu.
Uygulanacak deriden siirme soliisyonlar1 % 0.1, 1.0, 10 oranlarinda hazirlandi. Deriden
siirme, li¢ giin ard arda, her sabah alabaliklara anestezi uygulandiktan sonra, yanal ¢izgileri
boyunca bas kismindan kuyruk kisimlarina dogru bir kere siiriilmek suretiyle, ¢orekotu
yagina batirilan yumusak uglu firganin siiriilmesiyle yapildi (Sekil 2.2.3.3.1.). Bu islemde
bir baligin iki yanina siiriilen toplam ¢orekotu yagi miktar1 0,75 g. ‘dir. Corekotu yaginin
alabaliklara siiriilmesinden, 3-7-14-21 giin sonra 50 mg L', Benzokain ile bayiltilan
baliklardan kuyruk yiizgeclerinin kesilmesi ile alman kan oOrneklerinden hematokrit,

l6kokrit, 16kosit, eritrosit, NBT, total protein, total Ig aktiviteleri tespit edildi.
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Sekil 2.2.3.3.1. Corekotu yaginin baliklara siiriilmesi.

2.2.4. Kan orneklerinin hazirlanmasi

Kan alma islemi yapilacak baliklardan besleme yapilmadan sabah kan alindi.
Anestezik bir madde (50 mg L', Benzokain) ile baliklar bayiltildi. Baliklarin kuyruklari
kesilerek EDTA’I1 tiiplere (Sekil 2.2.4.1.) ve cam deney tiiplerine konuldu. Bu sekilde elde
edilen plazmanin; hematokrit, 16kokrit, toplam Ig, toplam protein seiyelerine bakildi. Kan
aktarilan deney tiipleri +4 °C’de 24 saat bekletildi. Daha sonra 2500 x g’de 10 dakika
santrifiij edilerek serum elde edildi (Konuk, 1981). Serumlar, kullanilana kadar -20 °C’deki

bir derin dondurucuda saklandi. Serumlar; 16kosit, eritrosit, NBT testlerinde kullanildi.
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Sekil 2.2.4.1. Corekotu yagi uygulanmig baliklardan kan alinisi.

2.2.4.1 Hematokrit (Ht) Diizeyi
Kanlar heparinli hematokrit kapillar tiiplere 2/3 oraninda doldurularak ve hematokrit
santrifiijde 12500 devirde 5 dakika santrifiij edilerek hematokrit degerleri skalada

belirlendi.

2.2.4.2 Lokokrit (Lt) Diizeyi
Hematokritli tiiplerde mevcut olan skalaya bakilarak 16kokrit seviyesi tespit edildi.

2.2.4.3. Eritrosit ve Lokosit Diizeyi

(Calismada kullanilan baliklarin kanlarindan eritrosit pipetinin 0,5 isaretine kadar, 101
isaretine kadar ise Natt—Herrick c¢ozeltisinden ¢ekildi. Hazirlanmis olan karisimdan bir
damla hiicre sayma kamarasina (Thoma laminda) damlatild1 ve dagilmasi beklendi. Sonra
bes biiyiik kare (80 kiigiik kare i¢indeki eritrositler ile tiim kiiciik karelerdeki I6kositler
sayildi. Belirlenen eritrosit sayis1 10.000 ile 16kosit sayis1 ise 1000 ile carpilarak bir
milimetrekiip kandaki eritrosit ve 16kosit miktar1 belirlendi (Imren ve Turan, 1985; Siwicki

ve Anderson, 1993).
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2.2.4.4. Nitroblue Tetrazolium (NBT) aktivitesi

Mikrotiter tabaklara 0,1 ml % 0,2 ml NBT soliisyonu konuldu ve iizerine esit
miktarda kan ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Bu siispansiyondan 0.05
ml alinarak 1ml N, N—dimetyhl formamid i¢eren cam tiiplere ilave edildi. 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek tstteki tabaka 1 ml.’lik kuvartz kiivette 540 nm’deki

spektrofotometrede okundu (Kwapinski, 1965).

2.2.4.5. Protein Diizeyi
Spektrofotometrik tiiplere 0.9 ml distile su konuldu. Uzerine 0.1 ml serum ilave
edildi. Bunlarin {izerine 4 ml Bitiret ayiraci konuldu ve yarim saat karanlikta beklendikten

sonra 540 nm’de okundu (Abdul-Ghani vd., 1987).

2.2.4.6. Toplam Immunoglobulin Miktar

Plazmada toplam immiinoglobiilin analizi, aminoasitlerde azot miktarini belirleyen
Biliret metoduna dayandirilarak yapildi. Ancak metodu uygularken, ilk olarak
immiinoglobiilinler, polietilen glikol ile ¢oktiiriilerek plazmadan ayrildi ve geriye kalan iist
kisim okundu. Bu degerden, toplam immiinoglobiilini bulmak i¢in toplam protein ¢ikarildu.
Kan 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Mikrotiter tabaklara 0.1 ml plazma konuldu.
Uzerine, deiyonize suda bekletilen % 12lik polietilen glikol’dan 0.1 ml ilave edildi ve oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijii miiteakip iistte
kalan tabaka alindi ve mikrometod icin inkiibasyon ile 2 kere seyreltilmis 10 pl protein
soliisyonu kullanildi. Protein konsantrasyonu belirlendi. Siipernatanttan okunan protein

polietilen glikol ile absorbe edilen protein miktarini verdi (Ramakrishna vd., 2003).

2.2.5. Istatistik Analizleri

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde rutin istatistiksel metotlar ve SPSS
istatistik programi kullanildi. Baliklara ¢orekotu yag1 degisik oranlarda farkli yontemlerle
verildikten sonra elde edilen immiinolojik ve hematolojik verilerin degerlendirilmesi 0.05
giiven araliginda one way anova testi ile yapildi ve microsoft excel programu ile grafikler

cizildi.
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3. BULGULAR
Calisma sirasinda su sicakhgi 15 = 1 °C (14-16 °C), pH 7,1 ile 7,4 ve oksijen
seviyesi ise 8,23 ile 9,44 mg/L arasinda tespit edildi. Aragtirma boyunca belirlenen

degerlerde diizenli dl¢ltimler sonucunda dnemli bir degisim kaydedilmedi.

3.1. Corekotu yag: uygulanan gruplarin lokosit degerleri
I. P. Enjeksiyon ve deriden siirme gruplarinda soliisyonlar da aycicegi yagi

kullanildi. Kontrol gruplarinda ise sadece aycicegi yagi kullanildi.

3.1.1. Yeme karistirilan ¢orekotu yaginin uygulandigi baliklarin lokosit degerleri
(Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 oranlarindaki dozlarinin yeme ilave edilerek 21 giin
stireyle baliklara verilmesiyle baliklarin 16kosit hiicre sayilarinda asagidaki degerler tespit

edildi (Tablo 3.1.1.1, Sekil 3.1.1.1).

Tablo 3.1.1.1. Yeme karistirma yoluyla ¢orekotu (Nigella sativa L.) yagi uygulanan deney ve kontrol grubu
baliklarinda zamana bagli 16kosit degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21
1 25,0+ 1,62 24,1+1,73 25,7+1,20 24,8+ 1,02
2 39,1 +3,07" 40,1 + 4,72™ 44,0 +3,25™ 34,6 + 2,66
3 43,1 +4,79™ 38,3+3,16™ 45,5 £4,57" 44,0 + 5,431
4 53,0+ 1,62 39,3+2,51*" [ 482+555" 39,0 + 1,101

1: Kontrol, 2: % 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmig yem ile beslenmis grup, 3: % 1.0 ¢orekotu yagi karistirtlmis
yem ile beslenmis grup, 4: % 10 ¢orekotu yagi karigtirtlmis yem ile beslenmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c:
14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.1.1.1. Corekotu yagi karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl
16kosit degerleri.

Corekotu yag1 karistirilmis yem uygulanan kontrol grubu baliklarinda ¢alisma
boyunca lkosit aktivitesi en diisiik seviyesi 7. glinde 24,1 £ 1,73 mg/ml, en yiiksek
seviyesi ise 14. glinde 25,7 + 1,20 mg/ml arasinda belirlendi.

% 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 34,6 + 2,66
mg/ml, en yiiksek oran 14. giinde 44,0 + 3,25 mg/ml olarak tespit edildi.

% 1.0 ¢orekotu yag1 karistirllmis yem grubunda en diisiik oran 7. glinde 38,3 + 3,16
mg/ml, en yiiksek oran 14. glinde 44,0 + 3,25 mg/ml olarak tespit edildi.

% 10 ¢orekotu yag1 karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 39,0 + 1,10
mg/ml, en yiiksek oran 3. giinde 53,0 + 1,62 mg/ml olarak tespit edildi.

Corekotu yagimin % 10 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre sayist 3. giinde
53,0 £ 1,62 olarak tespit edildi ki bu say1 bu gruplar icerisinde tespit edilen en yiiksek
orandir. Arastirmanin 21. giiniinde bu say1 39,0 + 1,10’e indi. Kontrol grubu baliklarina
gore corekotu yagmin her li¢ dozunun yemle verildigi baliklarin 16kosit hiicre sayilari

arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.1.2. 1. P. Enjeksiyon uygulanan gruplarin l6kosit degerleri

(Corekotu yagmin % 0.1, 1.0, 10 oranlarinda i. p. enjeksiyonunu takip eden 21 giin
siireyle baliklarin 16kosit hiicre sayilarinda asagidaki degerler tespit edildi. Kontrol grubu
baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde 16kosit hiicre sayis1 35,9 + 1,31, 38,8 + 4,47, 35,0
0,97, 35,0 = 0,97 arasinda belirlendi (Tablo 3.1.2.1, Sekil 3.1.2.1).
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Tablo 3.1.2.1. i. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli 16kosit
degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21

1]250+1,62 | 24,1 +1,73 25,7 + 1,20 24,8 + 1,02

20359+ 38,8 + 4,471,53,11) 35,0+ 0,9713,1,4,5h,1c 35,0 + 0’9713,1,4,5b,1,4,5c,1d
1,31

3(43,1+ 38,04, 265010 25,9 + 134234023450 459 +
3 ,791a 1 ’971,2,4,53,1,4b,1,2,3,5c,1,2d

4 35’7 4 58,8 4 46,0 + 4’301,2,4,53,1,4b,1,2,3c 41’2 + 1’561,53,1,4b,1,3,5c,1d
1 8418 4 861,2,3,4,581,2,3]),

5(281+ 489 + 65,2 + 38,3 + 6,23 158-1:4:5h.1.3,5¢,1d
1 ,263a 5’3 71,2,4,5a,1,2,3,4b 5’791,2,3,4,5a,1,2,3,5b,2,3,4c

1:Kontrol, 2: Ayg¢igek yagi enjekte edilmis grup, 3: % 0.1 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup, 4: % 1.0
corekotu yag1 enjekte edilmis grup, 5: % 10 ¢orekotu yag1 enjekte edilmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14.
giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.1.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl 16kosit degerleri.

I. P. Enjeksiyonla ¢érekotu yaginin % 0.1 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre
sayisi 3. giinde 43,1 + 3,79 iken arastirmanin 21. giiniide bu deger 45,9 + 1,97 olarak
saptandi.

I. P. Enjeksiyonla ¢drekotu yaginin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre
sayist 3. giinde 35,7 + 1,84 iken arastirmanin 21. giiniinde bu deger 41,2 + 1,56 olarak
saptandi.

Corekotu yaginin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre sayisi 3. giinde
28,1 = 1,26 olarak tespit edildi. Ayrica bu grubun 14. giinlinde tespit edilen deger gruplar
arasindaki en yiiksek deger olarak 65,2 + 5,79 bulundu ve 21. giinde 38,3 + 6,23’¢ indi.

Kontrol grubu baliklarina gore ¢orekotu yagimin her ii¢ dozunun i. p. enjeksiyonla

verildigi baliklarin 16kosit hiicre sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).
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3.1.3. Corekotu yagimin deriden siiriilmesiyle elde edilen lokosit degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarimin siiriilmesini takip eden 21 giin siireyle
baliklarin 16kosit hiicre sayilarinda asagidaki degerler tespit edildi. Kontrol grubu
baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde 16kosit hiicre sayis1 50,2 + 5,96, 51,2 + 3,76, 50,8 +
3,46, 53,2 + 4,36 arasinda belirlendi (Tablo 3.1.3.1, Sekil 3.1.3.1).

Tablo 3.1.3.1. Siirerek ¢orekotu (Nigella sativa L.) yagi uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda
zamana bagl 16kosit degerleri.

GUNLER

Gruplar 3 7 14 21

1 250+1,62 | 24,1+1,73 25,7+ 1,20 24,8 + 1,02

2 50’2 + 5,96 51’2 + 3’763,4a,lb 50,8 + 3,463,43,1,3,4,5h,1c 53’2 + 4’363,4a,l,3,4,5h,1,3,4,5c,1d

N 66.1 = 811+ 92,0+
3 8213 4 181,3,4,53,1,2b 6 131,3,4,53,1,2,3,4,5b,1,2c ) 461,3,4,Sa,l,2,3,4,5b,1,2,3,4,56,1,2d
4 22,8 + 37’9 + 70’2 + 3,261,2,4,58,1,2,4h,1,2c 72’0 + 4’201,3,4,58,1,2,4b,1,26,1,2,3d
1’421,33 2’ 1 91,42,1,2,3b
5 [402+ 61,8+ 70,1 + 3,79" 4521102 0 +
2’6143 4’73 1,3,4,5a,1,2,4b 5’ 1 61,3,4,53,1,2,3,4,5]),1,2,3,4,56,1,2,3d

1: Kontrol, 2: Ayg¢icek yagi siirme grubu 3: % 0.1 ¢érekotu yagi siirme grubu, 4: % 1.0 ¢orekotu yagi siirme
grubu, 5: % 10 ¢orekotu yagi siirme grubu. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.1.3.1. Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagl 16kosit degerleri.

Deriden siirmeyle ¢orekotu yaginin % 0.1 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre

sayist 3. giinde 34,7 & 3,82 iken arastirmanin 21. giinlinde 92,9 + 2,46’e yiikseldi.
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Deriden siirmeyle ¢orekotu yaginin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre
sayis1 3. giinde 22,8 £+ 1,42 iken arastirmanin 21. gliniinde 72,0 + 4,20 ye yiikseldi.

Corekotu yaginin % 10 dozunun verildigi baliklarda 16kosit hiicre sayis1 3. giinde
40,2 + 2,61 olarak tespit edildi. Ayrica bu grubun 21. giiniinde tespit edilen deger gruplar
arasindaki en yiiksek deger olarak 102,0 £+ 5,16 bulundu.

Kontrol grubu baliklarina gore ¢oérekotu yaginin her {ic dozunun deriden siiriilmesiyle
verilen baliklarin 16kosit hiicre sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

Lokosit degerlerinin kiyaslanmasinda:

- Corekotu yagi karistirilmis yem ile beslenmis gruplardaki 16kosit degerlerinin
kontrol grubunun {istiinde olmasina karsin birbirine yakin degerler saptandigi,
- I. P. Enjeksiyon uygulanan gruplardaki 18kosit seviyelerinden % 10 grubunda
seviyenin en iist seviyede oldugu,
- Corekotu yaginin deriden siirildiigii gruplarin tamaminda o6zellikle 14. ve 21.
giinlerde yiikselerek kontrol grubuna oranla oldukca yiiksek degerlere ¢iktigi, tespit edildi.
- Uygulama yontemleri arasinda en yliksek l6kosit degerleri siirme grubunda elde

edildi.

3.2. Corekotu yagi uygulanan gruplarin eritrosit degerlerinin tespiti

3.2.1. Corekotu yag1 karistirilmis yem ile beslenmis gruplarin eritrosit degerleri
Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarmin yeme ilave edilerek 21 giin siireyle
baliklara verilmesiyle eritrosit hiicre sayilarinda asagidaki degerler tespit edildi (Tablo

3.2.1.1, Sekil 3.2.1.1).

Tablo 3.2.1.1. Corekotu yag1 karistirilmig yem ile beslenmis deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli eritrosit degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21
1 2714+ 11,49 2693 + 14,23 2704 + 12,54 2723 + 12,48
2 213,0 +23,04™ 227.6 + 12,23™ 194,3 £ 9,95 2275 + 14,60
3 216,2 +23,82™ 190,7 + 6,12™ 221,0 + 16,06™ 187,0 + 12,98
4 206,5 + 18,35™ 242,1 + 11,44%® 197,2 +9,99*"1¢ 184,9 + 7,224

1: Kontrol, 2: % 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmis yem ile beslenmis grup, 3: % 1.0 ¢orekotu yag: karistirilmis
yem ile beslenmis grup, 4: % 10 ¢orekotu yag1 karistirilmig yem ile beslenmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c:
14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.2.1.1. Corekotu yagi karistirtlmis yem ile beslenmis deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli eritrosit degerleri.

Corekotu yag karnistirllmis yem ile beslenmis kontrol grubu baliklarinda g¢alisma
boyunca eritrosit aktivitesi en diisiik seviyesi 7. glinde 269,3 + 14,23 mg/ml, en yiiksek
seviyesi ise 21. glinde 272,3 £+ 12,48 mg/ml arasinda belirlendi.

% 0.1 ¢orekotu yag1 karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 14. giinde 194,3 +
9,95 mg/ml, en yiiksek oran 7. giinde 227,6 + 12,23 mg/ml olarak tespit edildi.

% 1.0 ¢orekotu yag1 karistirtlmis yem ile beslenmis grupta en diisiik oran 7. giinde
190,7 £ 6,12 mg/ml, en yliksek oran 14. giinde 221,0 + 16,06 mg/ml olarak tespit edildi.

% 10 ¢orekotu yagi karistirilmis yem ile beslenmis grupta en diisiik oran 21. giinde
184,9 + 7,22 mg/ml, en yliksek oran 7. giinde 242,1 + 11,44 mg/ml olarak tespit edildi.

Corekotu yagmin % 0.1, 1.0, 10 gruplarmin hepsinde kontrol gruplarina oranla
diisiislerin meydana geldigi tespit edilmistir. Kontrol grubu baliklarina goére c¢orekotu
yaginin her ii¢ dozunun yemle verildigi baliklarin eritrosit hiicre sayilar1 arasinda farkin

onemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.2.2. 1. P. Enjeksiyon uygulanan gruplarin eritrosit degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin i. p. enjeksiyonunu takip eden 21 giin
siireyle baliklarin eritrosit hiicre sayilarinda asagidaki degerler tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde eritrosit hiicre sayis1 218,1 +
10,57, 260,1 + 32,37, 200,0 + 12,48, 201,2 £+ 10,00 arasinda belirlendi (Tablo 3.2.2.1, Sekil
3.2.2.1).
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Tablo 3.2.2.1. I. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagh eritrosit

degerleri.
GUNLER
Gruplar 3 7 14 21

1 2714+ 11,49 2693 + 14,23 270,4 + 12,54 2723 + 12,48

2 218,1+ 10,57 260,1 + 32,37 200,0 + 12,48 201,2 + 10,00

3 183,1 + 16,31 190,1 £9,01%*™ 181,3 + 5,607 200,7 + 19,10%1
4 198,4 + 131,9 1922 + 6,537 172,1 £9,43' 203,8+ 11,811

5 2193 12,15 2423 + 5,407 2714 + 16,48*1¢ 209,5 + 3,93

1: Kontrol, 2: Aycicek yagi i. p. enjeksiyon grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup, 4: % 1.0
corekotu yag1 enjekte edilmis grup, 5: % 10 ¢orekotu yag1 enjekte edilmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14.
giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.2.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl eritrosit
degerleri.

(Corekotu yaginin % 0.1 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda eritrosit hiicre
sayist 3. giinde 183,1 £ 16,31 iken arastirmanin 21. giintinde 200,7 = 19,10’a yiikseldi.

Corekotu yaginin % 1.0 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda eritrosit hiicre
sayis1 3. ginde 198,4 + 131,9 iken ki gruplar i¢cinde 3. giinde tespit edilen en yiiksek
degerdir. Aragtirmanin 21. giiniinde bu say1 203,8 = 11,81 degerine yiikseldi.

(Corekotu yaginin % 10 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda eritrosit hiicre
sayis1 3. glinde 219,3 + 12,15 iken 14. giinde gruplar i¢indeki en yiiksek deger olan 271,4 +
16,48’e yiikseldigi tespit edildi. Aragtirmanin 21. giinlinde bu say1 209,5 + 3,93 degerine

indi.
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Kontrol grubu baliklarina gore ¢érekotu yaginin her {i¢ dozunun i. p. enjeksiyonla

verildigi baliklarin eritrosit hiicre sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi
(p<0,05).

3.2.3. Corekotu yagimin deriden siiriilmesiyle elde edilen eritrosit degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarimin siiriilmesini takip eden 21 giin siireyle
baliklarin eritrosit hiicre sayilarinda asagidaki degerler tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde eritrosit hiicre sayis1 202,8 +
18,94, 200,93 + 13,04, 201,2 + 13,94, 200,82 + 15,44 arasinda belirlendi (Tablo 3.2.3.1,
Sekil 3.2.3.1).

Tablo 3.2.3.1. Corekotu yagmin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda
zamana bagl eritrosit degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 2714+ 11,49 2693+ 14,23 | 270,4 + 12,54 2723+ 12,48
2 202,8 + 18,94 200,93 + 201,2 + 13,9445 1:45b.1¢ 200,82 +
13 ’044,Sa,lh 15’444,53,1,4,5b,1,3,4,5c,1d
3 206,9 + 8,68 163,9 + 357,8 + 21,6412345a.1.2.3b.1.2¢ 486,9 +
9 784,5a,1b 17 951,2,3,4,53,1,2,3,4,5b,1,2
’ 34e12d
4 137,8 + 5,57"%% 372,0+15,28"% | 355,0+17,33"2345a1.2.3b. 124 472,1 +
,3,4a,1,2,3b 35 691,2,3,4,5a,1,2,3,4,5h,1,2
340,1.2d
5 353,8i8,101’2’3’4a 3 15, 1:|:23’601,2 466,9:|:3 1 ,301,2,3,4,58,1,2,3,4,5[),1,2,3,4(: 704, 1i2’101,2,3,4,58,1,2,3
,3,4a,2,3b ,4,5b,1,2,3,4,5¢,1,2,3,4d

1: Kontrol, 2: Ay¢icek yagi siirme grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yagi siirme grubu, 4: % 1.0 ¢orekotu yagi siirme
grubu, 5: % 10 ¢orekotu yagi siirme grubu. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.2.3.1. Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli eritrosit degerleri.
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Deriden siirmeyle ¢orekotu yaginin % 0.1 dozunun verildigi baliklarda eritrosit hiicre
sayist 3. giinde 206,9 + 8,68 iken arastirmanin 21. giliniinde 486,9 £ 17,95’e yiikseldi.
Deriden siirmeyle ¢orekotu yaginin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda eritrosit hiicre
sayist 3. giinde 137,8 = 5,57 iken arastirmanin 21. giliniinde bu deger 472,1 + 35,69’
yiikseldi.

Corekotu yaginin deriden siirmeyle % 10 dozunun verildigi baliklarda eritrosit hiicre
sayist 3. giinde 353,8 + 8,10 olarak tespit edildi. Ayrica bu grubun 21. giiniinde tespit
edilen deger gruplar arasindaki en yiiksek deger olarak 704,1 + 2,10 bulundu. Ayrica %
0.1°1ik grubumuzda 3. giinler arasinda en yiiksek deger 353,8 + 8,10 ve 14. giinler arasinda
ki en yliksek deger 466,9 + 31,30 bu grup icinde tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarina gére ¢orekotu yagmin her ii¢ dozunun deriden siirmeyle
verildigi baliklarin eritrosit hiicre sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi
(p<0,05).

Eritrosit degerlerinin kiyaslanmasinda

- Corekotu yagir kanstirilmis yem ile beslenme uygulanan gruplardaki eritrosit
degerlerinin kontrol grubunun altinda oldugu,

- 1. P. Enjeksiyon uygulanan gruplardaki eritrosit seviyelerinden sadece %10
grubunun kontrol grubuna gore 14. giinde bir artis gosterip sonra tekrar bir diisiis
gosterdigi, buna karsin diger gruplarin kontrol grubundan alt seviyelere sahip oldugu,

- Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen verilerin 6zellikle 14. ve 21.
giinlerde ataga gecerek kontrol grubuna oranla oldukca yiiksek degerlere ulastigi tespit
edildi.

- Uygulamalar arasinda en yiiksek eritrosit sayilar1 deriden siirmeyle elde edildi.

3.3. Corekotu yagi uygulanan gruplarin lokokrit ve hematokrit degerleri

Deney gruplariin 16kokrit seviyelerinde kayda deger bir degisiklik tespit edilmedi.

3.3.1. Corekotu yagi karistirilmis yem uygulanan gruplarin hematokrit degerleri
Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin yeme ilave edilerek 21 giin siireyle
baliklara verilmesiyle baliklarin hematokrit seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi

(Tablo 3.3.1.1, Sekil 3.3.1.1).
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Tablo 3.3.1.1. Corekotu yag1 karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl

hematokrit degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21
1 55,0 + 0,98 56,0 + 0,75 54,0 + 0,78 55,0 + 0,65
2 44,2 £0,96" 47,0 +1,13™ 33,3+ 0,972 37,9 + 1,70*21
3 443 +2,06™ 35,0 + 0,841 35,8 +0,33%! 35,6+ 0,791
4 459 +1,02" 37,1 + 1,021 33,5+ 0,61 33,1 +0,60**124

1: Kontrol, 2: % 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmig yem ile beslenmis grup, 3: % 1.0 ¢orekotu yagi karistirtlmis
yem ile beslenmis grup, 4: % 10 ¢orekotu yagi karistirtlmis yem ile beslenmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c:
14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.3.1.1. Corekotu yag1 karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagh
hematokrit degerleri.

Corekotu yag1 karistirillmis yem uygulanan kontrol grubu baliklarinda ¢alisma
boyunca hematokrit aktivitesi en diisiik seviyesi 14. giinde 54,0 = 0,78 mg/ml, en yiiksek
seviyesi ise 7. giinde 56,0 + 0,75 mg/ml arasinda belirlendi.

% 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmis yem uygulanan grubun en diisiik oran1 14. giinde
33,3 £ 0,97 mg/ml, en yiiksek oran 7. giinde 47,0 &+ 1,13 mg/ml olarak tespit edildi.

% 1.0 ¢orekotu yagi karistirllmis yem uygulanan grubun en diisiik oran1 7. giinde
35,0 = 0,84 mg/ml, en yiiksek oran 3. giinde 44,3 £+ 2,06 mg/ml olarak tespit edildi.

% 10 corekotu yagi karistirilmis yem uygulanan grubun en diisiik oran1 21. giinde
33,1 = 0,60 mg/ml, en yiiksek oran 3. giinde 45,9 + 1,02 mg/ml olarak tespit edildi.

Corekotu yagimmin % 0.1, 1.0, 10 gruplarinin hepsinde kontrol gruplarma oranla

diisiislerin meydana geldigi tespit edilmistir. Kontrol grubu baliklarina goére c¢orekotu
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yaginin her li¢ dozunun yemle verildigi baliklarin hematokrit hiicre sayilar1 arasinda farkin

onemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.3.2.1. P. Enjeksiyon uygulanan gruplarin hematokrit degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin i. p. enjeksiyonunu takip eden 21 giin
siireyle baliklarin hematokrit seviyeleri asagidaki gibi tespit edildi. Kontrol grubu
baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde hematokrit seviyeleri 29,9 + 0,56, 28,9 + 0,69, 38,9 +
0,60, 39,01 + 0,80 arasinda belirlendi (Tablo 3.3.2.1, Sekil 3.3.2.1).

Tablo 3.3.2.1. i. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli hematokrit
degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
55,0+0,98 56,0 £ 0,75 54,0 £0,78 55,0 £0,65
2 29,9 +0,56" | 28,9 + 0,69 38,9 + 39,01 +
O’601,2,3,4,5a,1,2,3,5b,1€ O’801,2,3,4,52,1,2,3,4,5[},1,3,50,1[1
3 26,7 + 0’711,23 29’2 + 1’01,5a,1b 35’0 + 32’9 4 O,561,2,3,43,1,2,3,411,1,2,4C,I,Zd
O’771,2,3,4a,1,2,3,5b,1,2c
4 28,6 +1,201a | 29,0 + 0,63 37,2+ 35,0 £
O’741,2,3,4,5a,1,2,3,5b,1c 2’201,2,3,4a,1,2,3,4,5b,1,2,5c,1,2d
5 32,9+ 32,1+ 32,1+ 349 +
0,941,2,3,421 07401,3,4a,1,2,3,4b O,601’2’3’4a’l’2’3b’1’2’3’4c 0’841,2,3,4a,l,2,3,4,5b,1,2,5c,1,2d

1: Kontrol, 2: Aycigek yagi enjeksiyon grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yag1 enjekte edilmis grup, 4: % 1.0
corekotu yagi enjekte edilmis grup, 5: % 10 ¢orekotu yag1 enjekte edilmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14.
giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.3.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli hematokrit
degerleri.
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Corekotu yaginin % 0.1 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda hematokrit
seviyeleri 3. glinde 26,7 £ 0,71 iken arastirmanin 21. gliniinde bu deger 32,9 + 0,56’ya
yiikseldi.

Corekotu yaginin % 1.0 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda hematokrit
seviyeleri 3. glinde 28,6 = 1,20 iken ki gruplar i¢inde 3. giinde tespit edilen en yiiksek
degerdir. Arastirmanin 21. giinlinde bu say1 35,0 £ 2,20 ye yiikseldi.

Corekotu yaginin % 10 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda hematokrit
seviyeleri 3. giinde 32,9 + 0,94 iken arastirmanin 21. giiniinde 34,9 + 0,84’¢ yiikseldi.
Kontrol grubuna gore biitiin gruplar da belli oranda bir diisiis saptandi.

Kontrol grubu baliklarina gore ¢érekotu yaginin her {i¢ dozunun i. p. enjeksiyonla

verildigi baliklarin hematokrit seviyeleri arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.3.3. Corekotu yagimin deriden siiriilmesiyle elde edilen hematokrit degerleri
Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarimin siiriilmesini takip eden 21 giin siireyle
baliklarin hematokrit degerleri asagidaki gibi tespit edildi..
Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. glinlerde hematokrit seviyeleri 29,7 + 0,73,
30,2 + 0,65, 29,2 + 0,33, 30,7 £ 0,54 arasinda belirlendi (Tablo 3.3.3.1, Sekil 3.3.3.1).

Tablo 3.3.3.1. Corekotu yagmin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda
zamana bagl hematokrit degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21
1 55,0 + 0,98 56,0 + 0,75 54,0 +0,78 55,0 + 0,65
2 29,7 +0,73" 30,2 + 0,65%5»1° 29,2 + (,33 1514k 30,7 +
0’541,53,1,417,1,56,1(1
3 29,9 + 0,72 28,2+ 0,48 29,2 + (,2415a1d4b1c 29,1+
0 581,5a,1,3,4h,1,5c,1d
4 28,8 +0,29' 25,2 40,3823l | 30 1 4 (4011341 30,1 + 0,62
5 27’0 4 0’971,2,33 29’1 + 03171,53,1,411 32’1 + 0’17l,3,4,5a,1,2,3,4,5h,l,2,3,4c 31’2 +
O 44l,4,5a,1,3,4,5b,1,3c,l,
3d

1: Kontrol, 2: Aygigek yag1 siirme grubu, 3: % 0.1 ¢rekotu yag siirme grubu, 4: % 1.0 ¢drekotu yag: siirme
grubu, 5: % 10 ¢orekotu yagi siirme grubu. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.3.3.1. Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli hematokrit degerleri.

Corekotu yaginin % 0.1 dozunun deriden siiriildigii baliklarda hematokrit seviyeleri
3. giinde 29,9 £+ 0,72 iken arastirmanin 21. giiniinde 29,1 + 0,58’e diistii.

Corekotu yaginin % 1.0 dozunun deriden siiriildiigii baliklarda hematokrit seviyeleri
3. glinde 28,8 + 0,29 iken aragtirmanin 21. gliniinde 30,1 + 0,62’ye yiikseldi.

Corekotu yagimnin % 10 dozunun deriden siiriildiigli baliklarda hematokrit seviyeleri
3. giinde 27,0 = 0,97 olarak tespit edilirken 21. giiniinde 31,2 + 0,44’¢ yiikseldi.

Gruplar arasinda 14. giinden sonra kontrol gruplarma gore artig tespit edildi.
Hematokrit seviyesinin kontrol grubuna gore yiikseldigi tek grup deriden siirme grubu
olarak tespit edildi. Ozellikle % 10’luk grubunda ¢érekotu yagimin deriden siiriilmesi 14.
giinde tespit edilen en yiiksek seviyeye ulasti.

Kontrol grubu baliklarina gore ¢orekotu yaginin her ii¢ dozunun ¢érekotu yaginin
deriden siiriilmesiyle elde edilen hematokrit seviyeleri arasinda farkin 6nemli oldugu
belirlendi (p<0,05).

Hematokrit degerlerinin kiyaslanmasinda:

- Corekotu yagi karigtirllmis yem gruplarindaki hematokrit degerlerinin kontrol
grubunun altinda oldugu,

- I. P. Enjeksiyon uygulanan gruplardaki hematokrit seviyelerinde kontrol altinda
oldugu,

- (Corekotu yaginin deriden siiriilen gruplardaki hematokrit seviyelerinde 14.
giinlerde kontrol grubuna oranla bir artis olmasina ragmen 21. giinlerde kontrol grubunun

altina diistiigii tespit edildi.
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3.4. Corekotu yagi uygulanan gruplarin NBT degerleri

3.4.1. Corekotu yag1 karistirillmis yem gruplarinin NBT degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin yeme ilave edilerek 21 giin siireyle
baliklara verilmesiyle baliklarin NBT seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi (Tablo
3.4.1.1, Sekil 3.4.1.1).

Tablo 3.4.1.1. Corekotu yag: karistirilmis yemi uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagh
NBT degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21
1 0,53 = 0,039 0,51 = 0,087 0,52+ 0,076 0,51 + 0,069
2 0,56 % 0,037 0,60 + 0,036 0,57 + 0,028 0,45 + 0,026
3 0,56 % 0,029 0,51+0,210 0,61 + 0,044 0,54 + 0,023
4 0,36 + 0,023 0,43 + 0,045 0,61 + 0,066*** 0,39 + 0,022%13

1: Kontrol, 2: % 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmis yem ile beslenmis grup, 3: % 1.0 ¢orekotu yagi karistirtlmig
yem ile beslenmis grup, 4: % 10 ¢orekotu yagi karigtirtlmis yem ile beslenmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c:
14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.4.1.1. Corekotu yagi karistirilmig yemi uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl
NBT degerleri.

Corekotu yagi kanistirllmis yemi uygulanan kontrol grubu baliklarinda ¢alisma
boyunca NBT aktivitesi en diisiik seviyesi 21. giinde 0,51 + 0,069 mg/ml, en yiiksek

seviyesi ise 3. giinde 0,53 + 0,039 mg/ml arasinda belirlendi.
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% 0.1 corekotu yagi karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 0,45 +
0,026 mg/ml, en yiiksek oran 7. giinde 0,60 + 0,036 mg/ml olarak tespit edildi.

% 1.0 ¢orekotu yag1 karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 7. giinde 0,51 + 0,210
mg/ml, en yiiksek oran 14. giinde 0,61 + 0,044 mg/ml olarak tespit edildi.

% 10 ¢orekotu yagi karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 3. giinde 0,36 + 0,023
mg/ml, en yiiksek oran 14. giinde 0,61 = 0,066 mg/ml olarak tespit edildi.

Corekotu yagmin % 0.1, 1.0, 10 gruplarmin hepsinde kontrol gruplarina oranla
artislarin meydana geldigi tespit edilmistir. En yiiksek artig 14. giinde 0,61 + 0,066 mg/ml
olarak % 10 c¢orekotu yagi karistirilmis yem grubunda tespit edildi Kontrol grubu
baliklarina gore ¢orekotu yaginin her iic dozunun yemle verildigi baliklarin NBT hiicre

sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.4.2. 1. P. Enjeksiyon uygulanan gruplarin NBT degerleri

Corekotu yagimin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin i. p. enjeksiyonunu takip eden 21 giin
stireyle baliklarin NBT seviyeleri asagidaki gibi tespit edildi. Kontrol grubu baliklarda 3.,
7., 14. ve 21. giinlerde NBT seviyeleri 0,52 + 0,019, 0,40 + 0,026, 0,65 = 0,034, 0,67 +
0,082 arasinda belirlendi (Tablo 3.4.2.1, Sekil 3.4.2.1).

Tablo 3.4.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli NBT degerleri.

GUNLER
Gruplar 3 7 14 21
1 0,53+0,039 | 0,510,087 0,52 £ 0,076 0,51 + 0,069
2 0,52+0,019 | 0,40 +0,026">° 0,65 + 0,03 24"a1.2ble 0,67 +
0 0821,2,4,5a,1,2,5b,1,5€,1d
3 0,70 = 0,70 £ 0,030%2*5120 [ 77 4 (0 03812451245hIe | () 40 4
0’0661,23 0’0323a,3b,2,3,4c,2d
4 0,39 + 0,57 + 0,038>45223b 0,71 + 0,03312451245b1c | 46 4
0’0232,33 0’0773a,3b,2,3,4c,2d
5 0,45+0,017°* | 0,46 + 0,024%*" 0,53 + 0,036>4223:2.34¢ 0,58 +
0 0383,4,5a,2,3,5h,3,4c,4d

1: Kontrol, 2: Aygicek yagi I. P. enjeksiyon grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup, 4: % 1.0
corekotu yag1 enjekte edilmis grup, 5: % 10 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14.
giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.4.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli NBT degerleri.

Corekotu yaginin % 0.1 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda NBT
seviyeleri 3. giinde 0,70 &+ 0,066 iken arastirmanin 21. giiniinde 0,48 + 0,032’ye indi.

Corekotu yagmin % 1.0 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda NBT
seviyeleri 3. giinde 0,39 + 0,023 iken arastirmanin 21. giiniinde 0,46 + 0,077 ye yiikseldi.

Corekotu yagmmin % 10 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda NBT
seviyeleri 3. giinde 0,45 + 0,017 iken arastirmanin 21. giiniinde 0,58 + 0,038’¢ yiikseldi.

En yiiksek degerler % 0.1 grubu icinde tespit edildi, 14. giinlinde elde edilen 0,71 +
0,033 deger gruplar igindeki en yiiksek oran olarak bulundu. Biitiin gruplarda 21. giinde
seviyeler diislise gectigi tespit edildi. Kontrol grubu baliklarina gére ¢orekotu yaginin her
tic dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarin NBT seviyeleri arasinda farkin 6énemli

oldugu belirlendi (p<0,05).

3.4.3. Corekotu yagimin deriden siiriilmesiyle elde edilen NBT degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarimin siiriilmesini takip eden 21 giin siireyle
baliklarin NBT degerleri asagidaki gibi tespit edildi..

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde NBT seviyeleri 0,50 =+ 0,020, 0,52
+ 0,033, 0,51 £ 0,032, 0,50 + 0,035 arasinda belirlendi (Tablo 3.4.3.1, Sekil 3.4.3.1).
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Tablo 3.4.3.1. Corekotu yaginin deriden siirilmesiyle elde edilen
zamana bagli NBT degerleri.

deney ve kontrol grubu baliklarinda

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 0,53+ 0,039 | 0,51 + 0,087 0,52+ 0,076 0,51 + 0,069
2 0,50 + 0,020 | 0,52+ 0,033 0,51 + 0,032*4 0,50 + 0,035*4b4
3 0,44 +£0,027 | 0,57 £0,038™ | 0,54 + 0,020%*>*4 0,51 + 0,028*4b4
4 1063+ 0,40 + 0,28 + 0,64 + 0,027">5 134123401230
0’023 1,2,3a 0’0281,2,5a,1,3b 0’0201,2,3,4,5a,1,3,4,5b,1,2,3c
5 0,43 + 0,45 + 0,56 + 0,021 44304 0,73 +
030281,421 0,0231,5a,lb 0’O521,2,3,4,5a,1,3,4,5b,1,2,3,4,5c,l,2,3,4d

1: Kontrol, 2: Aygicek yag1 siirme grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yag: siirme grubu, 4: % 1.0 ¢corekotu yagi siirme
grubu, 5: % 10 ¢orekotu yagi siirme grubu. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14. giin, d: 21. giin.

——1 2 —4&—3 W4 X5
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0,3
0,2 . . . !
3 7 14 21

Giinler

Sekil 3.4.3.1. Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli NBT degerleri.

Deriden siirmeyle c¢orekotu yagmin % 0.1 dozunun verildigi baliklarda NBT
seviyeleri 3. giinde 0,44 + 0,027 iken aragtirmanin 21. giiniide 0,51 + 0,028’¢ indi.

Deriden siirmeyle ¢orekotu yagmin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda NBT
seviyeleri 3. giinde 0,63 + 0,023 iken arastirmanin 21. giiniinde 0,64 + 0,027’¢ yiikseldi.

Corekotu yaginin deriden siiriilerek % 10 dozunun verildigi baliklarda NBT
seviyeleri 3. giinde 0,43 + 0,028 olarak tespit edilirken 21. giiniinde 0,73 + 0,052’e
yiikseldigi tespit edildi ki bu deger gruplar i¢inde tespit edilen en yiiksek degerdir.
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Kontrol grubu baliklarma gore ¢corekotu yaginin her ii¢ dozunun ¢érekotu yaginin
deriden siiriilmesiyle elde edilen NBT seviyeleri arasinda farkin énemli oldugu belirlendi
(p<0,05).

NBT degerlerinin kiyaslanmasinda:

- (Corekotu yagi karistirilmig yem uygulanan gruplardaki NBT degerlerinin kontrol
grubunun altinda olmasina ragmen, biitiin gruplarin 14. giiniinde bir artis gosterdigi,

- I. P. Enjeksiyon uygulanan gruplardaki NBT seviyeleri % 0.1 ve 1.0 gruplarmin 14.
giinde kontrol grubunun iistiinde goriildiigii ve daha sonra diisese gectigi,

- Corekotu yaginin deriden siiriilmesi gruplarindaki NBT seviyelerinde % 10’luk
grubun 14. ve 21. giinlerde kontrol grubuna oranla bir artis gosterdigi,

- Biitlin uygulamalar arasinda slirme grubunun % 10 grubunun degerlerinin en

yiiksek degerlere sahip oldugu, tespit edildi.

3.5. Corekotu yagi uygulanan gruplarin toplam protein degerleri

3.5.1. Corekotu yagi karistirilmis yem gruplarimin toplam protein degerleri
Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin yeme ilave edilerek 21 giin siireyle
baliklara verilmesiyle baliklarin toplam protein seviyelerinde asagidaki degerler tespit

edildi (Tablo 3.5.1.1, Sekil 3.5.1.1).

Tablo 3.5.1.1. Corekotu yagi karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagh
toplam protein degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 27,62 +0,58 27,95 £ 0,95 30,24 + 1,01 26,77 £ 0,94
2 30,81 +1,16™ 27,21 +0,33% 28,5 + 0,582 27,96 + 0,30
3 26,6 + 0,862 30,11 + 0,783 34,88 + 1,502 24,34 + (,39303¢124
4 31,76 + 0,985 31,42 +0,83%% 28,37 + 1,05%4b3¢ 23,51 + 0,44%4bdc1.2d

1: Kontrol, 2: % 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmis yem ile beslenmis grup, 3: % 1.0 ¢orekotu yagi karistirtlmig
yem ile beslenmis grup, 4: % 10 ¢orekotu yagi karistirilmis yem ile beslenmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c:
14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.5.1.1. Corekotu yag karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl
toplam protein degerleri.

Corekotu yagi karigtirllmis yem uygulanan kontrol grubu baliklarinda calisma
boyunca toplam protein aktivitesi en diisiik seviyesi 21. giinde 26,77 + 0,94 mg/ml, en
yiiksek seviyesi ise 14. giinde 30,24 + 1,01 mg/ml arasinda belirlendi.

% 0.1 ¢orekotu yagi karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 7. glinde 27,21 + 0,33
mg/ml, en yiiksek oran 3. giinde 30,81 + 1,16 mg/ml olarak tespit edildi.

% 1.0 c¢orekotu yagr karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 24,34 +
0,39 mg/ml, en yiiksek oran 14. giinde 34,88 + 1,50 mg/ml olarak tespit edildi.

% 10 ¢orekotu yagi karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 23,51 + 0,44
mg/ml, en yiiksek oran 7. giinde 31,42 + 0,83 mg/ml olarak tespit edildi.

Corekotu yagmin % 0.1, 1.0, 10 gruplarinin hepsinde kontrol gruplarina oranla
artiglarin meydana geldigi tespit edilmistir. En yiiksek artig 14. giinde 34,88 + 1,50 mg/ml
olarak % 1.0 corekotu yagi karigtirllmis yem grubunda tespit edildi. Kontrol grubu
baliklarina gore ¢orekotu yaginin her ii¢ dozunun yemle verildigi baliklarin toplam protein

hiicre sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.5.2. i. P. Enjeksiyon uygulanan gruplarin toplam protein degerleri

Corekotu yagimin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin i. p. enjeksiyonunu takip eden 21 giin
siireyle baliklarin toplam protein seviyeleri asagidaki gibi tespit edildi. Kontrol grubu
baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde protein seviyeleri 28,37 + 1,05, 23,51 + 0,44, 24,35 +
1,31, 25,65 + 1,78 arasinda belirlendi (Tablo 3.5.2.1., Sekil 3.5.2.1.).
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Tablo 3.5.2.1. I. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagh toplam protein
degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 27,62 +0,58 | 27,95+ 0,95 30,24+ 1,01 26,77 £ 0,94

2 28,37 4 1 505 23’5 1 + 0}441,2,3,42,1[‘) 24’35:&1 ’3 1 1,2,3,4a,1,3,5b,1c¢c 25,65 + 1 ’781,2,3,4a,1,3,5b,lc,1d

3 26,77 0,94 | 21,53 + 26,14 + 1,053 31,5+
0’801,2,3,4,5a,1b 07751,2,3,4,5a,l,2,3,4,5b,2,3,4,5c,l,2d
4 27,96 + 0,30 | 25,56 + 0,68%**13% | 24 43 + 0 46%>5P1¢ 31,09 +
0 661,2,3,4,5a,1,2,3,4,5b,2,3,4,52,l,2d
5 2434+ 10,96 + 24,70 = 1,164 1501¢ 26,30 = 0,447 1634
0’391,2,3,43 03521,2,3,4,53,1,2,3,4")

1: Kontrol, 2: Aygicek yag1 i. p. enjeksiyon grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup, 4: % 1.0
¢orekotu yag1 enjekte edilmis grup, 5: % 10 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14.
giin, d: 21. giin.
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Giinler

Sekil 3.5.2.1. i. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl toplam protein
degerleri.

Corekotu yaginin % 0.1 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda protein
seviyeleri 3. giinde 26,77 + 0,94 iken aragtirmanin 21. giiniinde 31,5 + 0,75’¢e yiikseldi.

Corekotu yagmmin % 1.0 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda protein
seviyeleri 3. glinde 27,96 £+ 0,30 iken aragtirmanin 21. giiniinde 31,09 + 0,66’ya ytikseldi ki
bu deger gruplar arasinda tespit edilen en yiiksek degerdir.

Corekotu yaginin % 10 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda protein
seviyeleri 3. giinde 24,34 + 0,39 iken aragtirmanin 21. giiniinde 26,30 + 0,44’e yiikseldi.

Kontrol grubu baliklarina gore ¢orekotu yaginin her {i¢ dozunun i. p. enjeksiyonla

verildigi baliklarin protein seviyeleri arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).
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3.5.3. Corekotu yagimin deriden siiriildiigii gruplarin toplam protein degerleri
Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarimin siiriilmesini takip eden 21 giin siireyle
baliklarin toplam protein degereleri asagidaki gibi tespit edildi..
Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde protein seviyeleri 25,14 + 0,42,
26,76 + 0,78, 25,56 + 0,49, 25,14 + 0,46 arasinda belirlendi (Tablo 3.5.3.1, Sekil 3.5.3.1).

Tablo 3.5.3.1. Corekotu yagmin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda
zamana bagl toplam protein degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 27,62+0,58 | 27,95+0,95 30,24 + 1,01 26,77 + 0,94
2 25,14+ 042" | 26,76 = 25,56 + 0,4934LSbIe |55 14 4 ( 461340150135
0,781’3’43,")
3 30,06 + 25,16 + 28,38 + 0,61%3%a234b2¢ | 91 53 4
1 ,4 1 1,2a 0733 1,3,4a,1b 07621,3,4,5a,1,2,3,4,517,1,2,3,50,1,211
4 30,26 4 1’2313 23,62 + 23’57 + 07631,3,43,1,5@1,30 24,28 + 0’561,2,3,43,1,5'),1,3,50,1,3(1
O 6 1 1,3,4a,1b
5 24,19 + 29,02 + 28,49 + 26,05 + 0,22342:45b3.4:5¢.3d
0773 1,3,4a 0’642,53,2,3,4b 0’622,3,53,2,3,4h,2,4c

1: Kontrol, 2: Aygigek yag1 siirme grubu, 3: % 0.1 ¢rekotu yag siirme grubu, 4: % 1.0 ¢drekotu yag: siirme
grubu, 5: % 10 ¢orekotu yagi siirme grubu. a: 3. giin, b: 7. giin, c: 14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.5.3.1. Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli toplam protein degerleri.

Deriden siirmeyle ¢orekotu yagimin % 0.1 dozunun verildigi baliklarda protein

seviyeleri 3. giinde 30,06 + 1,41 iken arastirmanin 21. giiniinde 21,53 £+ 0,62’ye indi.
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Deriden siirmeyle ¢orekotu yagmin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda protein
seviyeleri 3. giinde 30,26 + 1,23 olarak tespit edildi ki bu deger gruplar arasinda tespit
edilen en yiiksek degerdir. Arastirmanin 21. giinlinde bu deger 24,28 + 0,56’ye indi.

Corekotu yagimin deriden siirmeyle % 10 dozunun verildigi baliklarda protein
seviyeleri 3. giinde 24,19 + 0,73 olarak tespit edilirken 21. giiniinde 26,05 + 0,22°¢
ylkseldi.

Kontrol grubu baliklarina gére ¢orekotu yaginin her ii¢ dozunun Corekotu yaginin
deriden siiriilmesiyle baliklarin protein seviyeleri arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi
(p<0,05).

Protein degerlerinin kiyaslanmasinda:

- Corekotu yagi karistirilmis yem gruplarindaki protein degerlerinin kontrol grubu ve
diger gruplar arasinda en yiiksek degere ulastigi,

- I. P. Enjeksiyon uygulanan gruplardaki protein seviyeleri 14. ve 21. giiniinden
itibaren kontrol gruplarina gore artig gosterdikleri,

- Corekotu yaginin deriden siiriildiigli gruplardaki protein seviyelerinde 21. giinler de

kontrol grubu seviyesine ulastig1 veya altina diistiigi, tespit edildi.

3.6. Corekotu yagi uygulanan gruplarin toplam Ig degerleri

3.6.1. Corekotu yag1 karistirilmis yemi gruplarinin toplam Ig degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin yeme ilave edilerek 21 giin siireyle
baliklara verilmesiyle baliklarin toplam Ig seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi
(Tablo 3.6.1.1, Sekil 3.6.1.1).

Corekotu yagr karistirilmis yem grubundan kontrol grubu baliklarinda calisma
boyunca toplam Ig aktivitesi en diisiik seviyesi 21. giinde 10,99 + 1,11 mg/ml, en yliksek

seviyesi ise 14. giinde 14,47 + 1,22 mg/ml arasinda belirlendi.
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Tablo 3.6.1.1. Corekotu yagi karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagl
toplam Ig degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 11,84 £ 0,62 12,18 £ 1,09 14,47 £1,22 10,99 1,11
2 20,16 +0,77' 14,93 + 0,932 16,69 + 0,59% 13,97 + 0,6472c14
3 17,86 + 1,36" 17,53 +0,39™ 21,31 + 0,591,z 10,99 + 0,614
4 17,23 £ 0,932 21,57 + 0,9241.23b 18,27 + 1,16*13¢ 14,46 + 0,69*4b4c13d

1: Kontrol, 2: % 0.1 ¢orekotu yag: karistirilmis yem ile beslenmis grup, 3: % 1.0 ¢orekotu yag1 karistirilmig
yem ile beslenmis grup, 4: % 10 ¢orekotu yagi karistirilmig yem ile beslenmis grup. a: 3. giin, b: 7. giin, c:
14. giin, d: 21. giin.
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Sekil 3.6.1.1. Corekotu yag1 karistirilmis yem uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagh
toplam Ig degerleri.

% 0.1 ¢orekotu yag1 karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 13,97 +
0,64 mg/ml, en yiiksek oran 3. giinde 20,16 + 0,77 mg/ml olarak tespit edildi.

% 1.0 ¢orekotu yagir karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 10,99 +
0,61 mg/ml, en yliksek oran 14. giinde 21,31 £+ 0,59 mg/ml olarak tespit edildi.

% 10 ¢orekotu yagi karistirilmis yem grubunda en diisiik oran 21. giinde 14,46 + 0,69
mg/ml, en yiiksek oran 7. giinde 21,57 + 0,92 mg/ml olarak tespit edildi.

Corekotu yagmin % 0.1, 1.0, 10 gruplarinin hepsinde kontrol gruplarina oranla
artiglarin meydana geldigi tespit edilmistir. En ytiksek artis 7. giinde 21,57 + 0,92 mg/ml
olarak % 1.0 c¢orekotu yagi kanstirilmis yem grubunda tespit edildi Toplam Ig

degerlerindeki degisimlerin gerceklestigi giinler ve oranlar toplam proteinin degisim
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gosterdigi degerlerle ayn1 zamanlarda degisim gostermesi dikkat ¢ekti. Kontrol grubu
baliklarina gore ¢orekotu yaginin her iic dozunun yemle verildigi baliklarin toplam Ig

hiicre sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.6.2. 1. P. Enjeksiyon uygulanan gruplarin toplam Ig degerleri

Corekotu yagimin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin i. p. enjeksiyonunu takip eden 21 giin
stireyle baliklarin toplam Ig seviyeleri asagidaki gibi tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde toplam Ig seviyeleri 18,90 + 0,88,
14,46 £ 0,40, 15,59 + 1,06, 16,78 & 1,98 arasinda belirlendi (Tablo 3.6.2.1, Sekil 3.6.2.1).

Tablo 3.6.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli toplam Ig
degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 11,84 +0,62 | 12,18 + 1,09 14,47 £ 1,22 10,99 + 1,11
2 18,90 + 14,46 + 0,40">>% 15,59 + 16,78 + 1,981 >34 1.35b.1d
0,881a 1 ’061,2,3,4a,1,3,5b
3 18,95 + 11,47 + 0,88%#a2b 14,35 + 1,26>%43 [ 72 85 +
1,1 pla 0,7 51,2,3,4,52,1,2,3,4,5b,1,2,3,4,5¢,1,2d
4 19,17 + 16,07 + 15,69 + 18,87 +
0762121 07671,2,3,4,5a,1,3b 0’961,2,3,4a,1,3,5b 1, 1 31,5a,1,2,3,4,5b,l,2,3,4,5c,1,2,3d
5 13,17 + 13,74 + 13,94 + 1,23%340 1 15 26 4 (0,861 4n13:50.13.4d
07302,3,43 0,21 1,2,3,4,5a,1,2,3,4b

1: Kontrol, 2: Aygicek yag1 i. p. enjeksiyon grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yag1 enjekte edilmis grup, 4: % 1.0
corekotu yag1 enjekte edilmis grup, 5: % 10 ¢orekotu yagi enjekte edilmis grup.
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Sekil 3.6.2.1. 1. P. Enjeksiyon uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana bagli toplam Ig
degerleri.

79



Corekotu yagimin % 0.1 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda toplam Ig
seviyeleri 3. giinde 18,95 + 1,12 iken arastirmanin 21. gliniinde 22,85 + 0,75’e yiikseldi ki
bu deger gruplar arasindaki en yiiksek deger olarak tespit edildi.

Corekotu yagimin % 1.0 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda toplam Ig
seviyeleri 3. giinde 19,17 + 0,62 iken arastirmanin 21. giiniinde 18,87 + 1,13’¢ indi ki bu
deger gruplar arasinda tespit edilen en yiiksek degerdir.

Corekotu yagmin % 10 dozunun i. p. enjeksiyonla verildigi baliklarda toplam Ig
seviyeleri 3. giinde 13,17 + 0,30 iken arastirmanin 21. giiniinde 15,26 + 0,86’ya indi.

Kontrol grubu baliklarina gore ¢orekotu yaginin her ii¢ dozunun i. p. enjeksiyonla

verildigi baliklarin toplam Ig seviyeleri arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

3.6.3. Corekotu yagimin deriden siiriilmesiyle elde edilen toplam Ig degerleri

Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 dozlarinin siiriilmesini takip eden 21 giin siireyle
baliklarin toplam Ig degereleri asagidaki gibi tespit edildi..

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde toplam Ig seviyeleri 13,58 + 0,54,
14,08 + 0,74, 14,57 + 0,76, 25, 13,04 + 0,98 arasinda belirlendi (Tablo 3.6.3.1, Sekil
3.6.3.1).

Tablo 3.6.3.1. Corekotu yagmin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda
zamana bagl toplam Ig degerleri.

GUNLER
3 7 14 21
Gruplar
1 11,84 +0,62 | 12,18 + 1,09 14,47 + 1,22 10,99 + 1,11
2 13,58 £0,54 | 14,08 + 0,74 14,57 + 0,764 13,04 + 0,98>4%35b-35¢.1d
3 21,04 + 15,83 + 16,57 + 16,13 +
1,5 1 1,2a 0’461,2,3,43,1,% 0’771,2,3,4,53,1,2,4,5h,2c 0,651’2’3’4a’l’2’4’5b’2’5c’1’2d
4 20,75 + 13,17 £ 0,30 | 16,64 + 13,76 + 0,59>4%50:345¢1.3d
1,1 21,Za 0, 401,2,3,4,5a,1,2,4,5b,1,2c
5 1431 + 19,41 + 18,63 + 0,58+ L3I 15 93 4 0,431 lshaeld
0 581,3,48 0 281,2,58,1,2,4[}

1: Kontrol, 2: Aygicek yagi siirme grubu, 3: % 0.1 ¢orekotu yagi siirme grubu, 4: % 1.0 ¢orekotu yagi siirme
grubu, 5: % 10 ¢orekotu yagi siirme grubu.
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Sekil 3.6.3.1. Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle elde edilen deney ve kontrol grubu baliklarinda zamana
bagli toplam Ig degerleri.

Deriden siirmeyle ¢orekotu yagimin % 0.1 dozun verildigi baliklarda toplam Ig
seviyeleri 3. giinde 21,04 + 1,51 olarak tespit edildi ki bu deger gruplara arasinda tespit
edilen en yiiksek degerdir. Arastirmanin 21. giinlinde 16,13 £+ 0,65’¢ indi.

Deriden siirmeyle c¢orekotu yaginin % 1.0 dozunun verildigi baliklarda toplam Ig
seviyeleri 3. glinde 20,75 + 1,12 olarak tespit edilirken arastirmanin 21. giiniinde 13,76 +
0,59’e indi.

Corekotu yaginin deriden siiriilmesiyle % 10’luk dozun verildigi baliklarda toplam
Ig seviyeleri 3. giinde 14,31 + 0,58 olarak tespit edilirken 21. giiniinde 15,23 + 0,43’¢ indi.
Kontrol grubu baliklarina gore ¢orekotu yaginin her ii¢ dozunun deriden stirmeyle verildigi
baliklarin Toplam Ig seviyeleri arasinda farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05).

Toplam Ig degerlerinin kiyaslanmasinda:

- Corekotu yagr kanistirllmis yem uygulanan gruplardaki toplam Ig degerlerinin
kontrol grubuna gore yiiksek degerlere sahip oldugu,

- I. P. Enjeksiyon uygulanan gruplardaki toplam Ig seviyeleri diger uygulamalara
gore en yiiksek seviyeler gosterdigi,

- Corekotu yagmin i.p. enjeksiyon grubunda toplam Ig seviyelerinin hizli bir artis
gosterip, 21. gilinlere dogru diisiise gectigi, deriden siirme grubunda ise yavas yavas bir
artis ve diiglis goriilmiistiir ki, bir immiinostimulantdan beklenen diizenli ve parabolik bir

cizgi izledigi tespit edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Baliklarda kullanilan ¢corekotu yaginin etkilesiminin degerlendirilmesi

4.1.1. Lokosit degerlerinin incelenmesi

Cogu arastirmaci (Guselle vd., 2006; Shalaby vd., 2006; Guojun vd., 2005)
immiinostimulantlarin 16kosit fonksiyonunu artirdigini ve patojenlere karsi korudugunu
rapor etmislerdir. Kullanilan uygulamalardan i. p. enjeksiyon 15 g. dan kiigiik baliklarda
etkili olmadigi, besleme veya daldirma islemlerinin bu agirliktaki baliklarda daha etkili
oldugunu tespit etmislerdir. Bunun yani sira deriden siirme, stressiz ve balik boyutuna
bakilmaksizin, uygun teknolojiyle desteklenerek el degmeden, biiylik miktarda baliga
uygulanabilecek bir islemdir.

Yapilan deneyde yeme karnistirma gruplarindaki l6kosit degerlerinin kontrol
grubunun iistiinde olmasina karsin birbirine yakin degerler saptanmistir. I. P. Enjeksiyon
gruplarindaki 16kosit seviyelerinden % 10 grubunda seviyenin en iist diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Deriden corekotu yagi siiriilen gruplarin tamaminda ozellikle 14. ve 21.
gilinlerde ataga gecerek kontrol grubuna oranla oldukc¢a yiiksek degerlere ulastigi tespit
edilmistir.

Harikrishnan vd., (2005) sazanlarda (Cyprinus carpio), yaygin olarak goriilen
Aeromonas hydrophila’nin neden oldugu hastaligin tedavisinde yalanci tespih agaci
(Azadirachta indica) yapraklar1 ekstrakti ile yapmis olduklar1 ¢alismada 6 giine kadar artig
gosteren 10kosit seviyesi 36 giinde diismiistiir. Kaya vd. (2003)’in insanlar iizerinde yapmis
oldugu c¢aligmadaki ¢orekotunun I6kosit seviyesinde gosterdigi artis, yapilan bu
calismadaki 16kosit artis1 ile paralellik gostermektedir.

Yine Gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) spesifik olmayan immiin
sistemi lzerine Sternbergia candida Mathew & T.Baytop ekstraktinin etkilerinin
aragtirtlmasinda Ulukdy vd. (2008) 16kosit seviyelerinde dnemli bir artis oldugu tespit
etmislerdir.

Yapilan bir caligmada Guojun vd., (2005) arpadan elde edilen B glukanin farkli
dozlar, Labeo rohita yavrularina verilmistir. Dort farkli doz uygulanan baliklarda 16kosit
sayisi, fagositoz, lizozim aktivitesi, kompleman aktivitesi, serum bakteriyel aktivite gibi

immiin parametrelerine bakilmistir ve 6nemli derecede farkliliklar kaydedilmistir.



Ulukdy vd. (2008) ve Guojun vd., (2005) 16kosit degerlerindeki bu artisin ¢orekotu
yag1 uygulamasi yapilan aragtirmamizdaki I6kosit artisiyla paralellik gosterdigi tespit
edilmistir.

Corekotu yagi uygulamasinda herhangi bir hastalik etkeni kullanilmadigi gibi stres
faktorlerini de en az seviyede tutmaya dikkat edilmistir. Arastirmada total 16kosit
sayimlarina iliskin bulgularda enfeksiyonun deriden ¢orekotu yagi siiriilen gruplarin
tamaminda Ozellikle 14. ve 21. giinlerde ataga gecerek karsilastirma yapilan bitkisel
calismalardakine benzer sonuglar gostererek kontrol grubuna oranla olduk¢a yiiksek
degerlere ulastig1 tespit edilmistir. Antioksidanlar Serbest oksijen radikalleri (SOR)
tarafindan etkilenme ve noétrofillerin aktivasyonu, 16kosit ve monositlerin vaskiiler
endotelial hiicrelere adezyonu, mikrovaskiiler permeabilite ve trombozun artmasina neden
olur. Kullanilan ¢orekotu yaginin icerisinde bulunan antioksidanlarin 16kosit seviyesini

artirdig1 diisiiniilmektedir (Kinkelin, vd., 1985; Ogiit, 2005; Quentel ve Aldrin, 1986).

4.1.2. Eritrosit degerlerinin incelenmesi

Balik kaninda eritrosit (kirmizi kan hiicreleri) ylizde hacmi hayvan sagligi hakkinda
ipucu verir ve immiinostimulantlardan kaynaklanan anomalileri aciklamaya yardim eder.
Eritrosit yogunlugunun azalmasi veya artmasi, herhangi bir akut stres sonrasi belirlenebilir.
Corekotu yaginin yeme karistirildigi gruplardaki eritrosit degerlerinin kontrol grubunun
altinda oldugu, i. p. enjeksiyon gruplarindaki eritrosit seviyelerinden sadece % 10’luk
grubun kontrol grubuna gore 14. giinde bir artig gosterip sonra tekrar bir diisiis gosterdigi,
buna karsin deriden ¢orekotu yagi siirlilen gruplarin 6zellikle 14. ve 21. giinlerde ataga
gecerek kontrol grubuna oranla oldukga yiiksek degerlere ulastigi, tespit edildi.

Wobeser (1973), 180 mg/kg balik hesabi ile Oxytetracyclin enjekte ettigi sazan da
baliklarinda 37 giin sonra eritrosit diizeyini deney grubu baliklarda kontrol grubuna gore
daha diisiik bulmustur. Calismada i. p. enjeksiyon uygulanan gruplarda ¢orekotu yaginin
verildigi baliklarin eritrosit diizeylerinin kontrol grubundan daha diisiik ¢ikmasi,
Oxytetracyclin ile yapilan ¢alismanin sonuglariyla uyum i¢indedir.

Calismamizda yeme karistirma ve i. p. enjeksiyon gruplarinda eritrosit sayisinin
diismesine buna karsin deriden ¢orekotu yagi siiriilen baliklarin eritrosit sayisinda olusan
artisgin  stres faktoriinii  baskilayict yonde etkiledigini diislinmememizi saglamistir.
Vasudeva ve Rina, (2005), bitkilerin i¢erinde bulunan tanen gibi polifenolik bilesiklerin saf

olarak elde edilerek alabaliklara (Salmo irideus) verilmesiyle eritrositlerde yikima neden
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olarak sayilarinda diislis olustugunu tespit ederlerken, yapmis oldugumuz c¢alismada da
yeme karigtirma ve i. p. enjeksiyonla verilen ¢orekotu yaginin mevcut dogal tanenlerin
etkisiyle bir yikima neden oldugu, buna karsin deriden ¢orekotu yagi siiriilen gruplarda bu
etkinin tam tersi yonde bir etki gdsterdigi tespit edilmistir.

Deriden ¢orekotu yagi siiriilen gruplardaki ylikselmenin ¢orekotu yagi i¢indeki ugucu
yaglarin ki bunlar bagisiklik sistemini uyaric1 maddelerdir, derinin dermis ve epidermis
tabakalarini gecgerek ozellikle immiin sistem organlarini ve ayni1 zamanda eritrosit liretim
merkezlerini uyardig diisliniilmektedir. Cogu immiinostimulant madde yeme karistirmayla
verildiginde uyarimi yapamamaktadir. Enjeksiyon ile verilen uyarici maddeler ise
genellikle viicut igerisine herhangi bir yabanci madde olarak verildigi i¢in yabanci
antijenler olarak cevap verilmekte bu ise bir bakteri veya buna benzer yabaci bir madde
olarak viicut tarafindan tepki verilmektedir. Hayvansal veya bitkisel maddeler viicuda
enjekte edilince spesifik antikor veya antitoksinlerin olusumuna sebep olurlar (Anderson
vd., 1995). Bu sebeplerden dolay1 eritrosit seviyeleri diismektedir. Yaptigimiz i. p.
enjeksiyon calismasindaki diisiiste bununla paralellik gostermektedir.

Deriden siirmeyle verilen ¢orekotu yaginin eritrosit sayisini artirma sebebi olarak deri
tarafindan molekiiler biyiikliiklerine gore alt tabakalara kadar viicut bariyerlerine
takilmadan gecebilen nigellon, nigellin gibi ¢orekotu yaginda bulunan immiinostimulant
maddelerin lenfoid organlari uyararak hem kirmizi kan hiicrelerini artirmay tetikledigi

hem de NBT ve Ig seviyelerini artirdig1 diistiniilmektedir.

4.1.3. Hematokrit degerlerinin incelenmesi

Gokkusagi alabaligi normal olarak % 30-50 arasinda hematokrit diizeyine sahiptir,
immiinostimulantlar nadiren bu parametreleri etkiler. Hematokrit diizeyleri degisimi ayn
grup baliklarda olduk¢a genistir, bu nedenle incelenecek baliklar ayni biiyiikliikte
se¢ilmelidir. Anemik baliklarda hematokrit diizeyi % 10’a kadar diiser. Azalan hematokrit
diizeyleri baligin yem almadigini, yemlerin diisiik protein icerdigini, baligin osmolarite
problemleri oldugunu ve enfeksiyon mevcudiyetini gosterir.

(Corekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10 oranlarinda yeme karistirilmasi ve i. p. enjeksiyonla
verildigi baliklar ile kontrol grubu baliklarin degerleri arasinda 6nemli bir farkliligin
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yeme karistirma, i. p. enjeksiyon ve deriden siirmeyle
uygulandig1 baliklarda hematokrit miktarlarinda kontrol grubuna gore diislis gosterdigi

tespit edilmistir. Corekotu (Nigella sativa L.)’nun igerdigi maddelerden ozellikle
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timokinonun, insanda bulunan kanser hiicreleri iizerindeki baskilayic1 6zelligi ile benzer
sekilde davranis gostererek hematokrit seviyesini diisiirdiigli diisiiniilmektedir (Worthen
vd., 1998). Houghton vd., (1995)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada da ¢orekotu yaginin
icerdigi antioksidan maddelerinin sitotoksik aktivitesinin ¢alismamizda tespit edilen
diisiisii  etkileyerek benzer sekilde katkida bulundugu disiiniilmektedir. Ayrica
Harikrishnan vd., (2003)’nin yapmis oldugu bir calismada da sazana (Cyprinus carpio)
uygulanan bitkisel materyal (Azadirachta indicab) sonucunda hematokrit seviyesinde
calismamiza benzer sekilde bir diislis kaydedilmistir. Hematokrit seviyesindeki diisiis
oksijen oranindaki azalmayla ters orantilidir. Hematokrit seviyesi diislisii arzu edilen bir
durumdur. Oksijen miktar1 azliginda hematokrit seviyesi yiikselir (Holeton vd., 1967,
Wood ve Johansen, 1972; Swift ve Lloyd, 1974; Kirk, 1974).

Biitlin gruplarda hematokrit degerlerinde gegici yiikselme sonrasinda bir diigiis ve

onemli bir farkliligin oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

4.1.4. Lokokrit degerleri incelenmesi

Aragtirmacilar, 16kokrit degerinin kandaki 16kositlerin yiizde hacmini verdigini ve
baliklarin saglik durumlari hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan bir parametre
oldugunu vurgulamiglardir. Balik kaninda belirlenen 16kokrit ve hematokrit orani baligin
sagligr hakkinda ipuglart vermektedir. Lokokrit diizeyini pek ¢ok faktor etkilemektedir
(Ispir vd., 2004). Saghkli balik popiilasyonlarinda ldkokrit degerin %1’den az olmasi
gerektigi bilinmektedir. Ancak stres, 10kokrit degerlerini artirabilmektedir (Caruso vd.,
2002). Rijkers (1982), atlantik salmonlarina levamisol uyguladiktan sonra lokokrit
diizeyinin kontrol grubu ile herhangi bir farklilik gostermedigini belirlemistir.

Findlay ve Munday (2000), Atlantik salmonu (Sa/mo salar L.)’ na tatli su banyosu
yoluyla 2,5 mg/L olarak levamisol uygulamasi yapmislardir. Levamisol uygulanan grup ile
kontrol grubundaki 16kokrit degerlerinin ayni oldugu belirlemislerdir. Corekotu yagindan
elde edilen sonug, levamisol ile yapilan calismalardan elde edilen bulgularla paralellik
gostermistir. Caligmada ¢orekotu yaginin yeme karistirma, i. p. enjeksiyon ve deriden
stirmeyle verilen baliklarin 16kokrit diizeyinin kontrol grubundan farkli olmayarak, yiizde

1-2 arasinda oldugunu tespit etmislerdir.
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4.1.5. NBT degerlerinin incelenmesi

Immiinostimulantlar spesifik olmayan savunma mekanizmasini kendi baslarina aktif
hale getirebilirler veya bir as1 yardimiyla da yonlendirebilirler. Bu da spesifik immiin
cevabin artmasina neden olur (Anderson ve Jeney, 1991). Hayvanlarda patojenik
mikroorganizmalara ilk tepki spesifik olmayan bagisiklik sistemi ile olmaktadir (Logambal
vd., 2000). Periferal kan notrofillerinin, fikse olmus NBT pozitif hiicre aktivasyonu énemli
bir spesifik olmayan savunma mekanizmasidir. Bu aktivasyonun 6l¢iilmesi balik sagligi
hakkinda ipuglart vermektedir (Campbell vd., 1998). Patojen mikroorganizmalarin yok
edilmesinde, notrofillerin aktivasyonunu kemiliiminezsens testi veya Nitroblue tetrazolium
boyasi kullanarak spektrofotometrik olarak reaktif oksijen tiirlerinin total miktarinin tespiti
ile miimkiindiir. Bu test nétrofillerin oksijen radikallerini liretme yetenegini, ¢oziinebilir
NBT boyasim1 c¢oziinmeyen formazana indirgemesi ile ortaya ¢ikar. NBT pozitif
hiicrelerde, nitroblue tetrazolium boyasi, ¢oziinmez mavi formazan igerisine O,—yoluyla
indirgenir (Anderson vd., 1992b). Enjeksiyon ile immiinizasyonda; sirkiile kan
notrofillerinde, oksidatif noétrofillerin ve fikse olmus NBT pozitif hiicrelerinin
aktivasyonunu artirabilir. Bu hiicreler sorunlu dokularda kapillardan gogii kolaylastiran,
birbirine yapisan proteinlerin liretimi ile doku hiicresinin etrafin1 kaplayan yapiskan
hiicrelerdir.

Fagositoz spesifik olmayan savunma sisteminin en dnemli pargasidir. Patojen etkisi
olacag tespit edilen tiim partikiiller fagosit hiicreleri tarafindan fagosite edilerek yok edilir.
Baliklardaki fagositoz memelilerdekine benzer sekilde respiratory burst aktivitesine
sahiptir. Bu mekanizmada reaktif oksijen vasitasiyla fagosite edilen madde yok edilir. Bu
islem sonucunda O; aciga cikar. Bu oksijenin dl¢iilmesinde iki metot kullanilir. Biri
ferrisitokrom C’nin indirgenmesi digeri ise nitroblue tetrazolium (NBT) tespitidir (Sakai
vd., 1996).

Hastaliklara kars1 kullanilan bitkilerin, hastalik nedeniyle NBT seviyelerinde ki
diisiisii yiikselttigi tespit edilmistir. Ornegin Ardé vd. (2008)’nin yaptiklar1 ¢aligmada
Astragalus membranaceus and Lonicera japonica bitkilerinin tilapiada (Oreochromis
niloticus) Aeromonas hydrophila’ya karsi etkilerini arastirmiglardir.

Shalaby wvd., (2006)’nin c¢aligmalarinda propolisi intraperitoneal ve yeme
karigtirmayla seabream (Sparus aurata L.)’e 6 hafta boyunca uygulamislardir. Hiimoral
immiinite (alternatif kompleman aktivitesi ve peroksidaz icerigi) ve Hiicresel immiinite

(I16kosit, peroksidaz, fagositoz, sitotoksisite ve respiratory burst aktivitesi) parametrelerine
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de bakilmis, intraperitoneal enjeksiyonun, yeme karistirmaya gore daha etkili oldugunu
tespit etmislerdir.

Gopalakannan ve Arul, (2006) yapmis olduklart c¢alismada kitin, kitosan ve
levamisole kars1 sazanin biiylime ve immiin cevap etkileri tespit etmisleridir. Aeromonas
hydrophila’nin neden oldugu hastalik baliklara verilen immiinostimulantlarin hastaligi 45.
giinden itibaren baskilayarak biiyiime oranlarmi artirdigimi tespit etmislerdir. Immiin
parametrelerinden lizozim, NBT, WBC (akyuvar sayis1) degerlerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli bulundugunu ve kitosan, levamisol, kitinin en yiiksek RPS’e
(goreceli hayatta kalma yiizdesi) ve biiylime oranlarina sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Bu iki ¢alismadaki NBT ve respiratory burst aktivitesindeki artis verilen ¢érekotu yaginin
NBT degerlerini artirmasiyla ayni etkiyi gosterdigi anlasilmistir.

Yeme karistirma gruplardaki NBT degerlerinin kontrol grubunun altinda olmasina
ragmen, biitlin gruplarin 14. giinliinde bir artis gdsterdigi, i. p. enjeksiyon gruplarindaki
NBT seviyeleri % 0.1 ve 1.0 gruplarinda 14. giinde kontrol grubunun {iistiinde gorildiigii ve
daha sonra diisese gectigi, ¢orekotu yaginin deriden siiriildiigli gruplardaki NBT
seviyelerinde % 10’luk grubu 14. ve 21. giinlerde kontrol grubuna oranla bir artis
gosterdigi, Biitlin uygulamalar arasinda deriden siirme grubunun % 10’luk grubunun en
ylksek degerlere sahip oldugu, tespit edilmistir.

Epizootik {ilseratif sendromunun tedavisinde ve tropik tatli su balik yetistiriciliginde
goriilen trichodinosis, argulosis gibi baz1 parazitik hastaliklarin tedavisinde bitki
ekstraktlarini igeren dogal lriinlerin kullanimi mevcuttur. Ocimum sanctum’™un diisiik
konsantrasyonlarda bile immiinostimulant etki gosterdigi tespit edilmistir (Hardie vd.,
1990; Leeder vd., 1991). Calismada kullanilan ¢érekotu yagimin da O. sanctum gibi bir
tepki vererek NBT seviyesini artirdif1 tespit edilmistir. Ozellikle deriden siirme
gruplarinda ki artisin yiiksek seyretmesi ve diger uygulamalara gore kaliciliginin daha
uzun siirmesi deri tabakalarindan emilen nigellin ve nigellon gibi immiinostimulant

maddelerden kaynaklandig: diistintilmektedir.

4.1.6. Protein degerlerinin incelenmesi

Proteinler viicuda agizdan alinarak mide ve barsaklarda emilimi gergeklestirildikten
sonra amino asit yapilarina doniistiiriilerek kullanilir. Bu nedenden dolay1 protein seviyesi,
protein emilim mekanizmasi ile iligkili olarak yeme karistirmada en yiiksek seviyede

olmak zorundadir. Corekotu yagi enjekte edilen ve siiriilen gruplarda dogal olarak toplam
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protein seviyeleri diisiik olarak tespit edilmistir. Calismada yeme karistirma gruplarindaki
protein degerlerinin kontrol grubu ve diger gruplar arasinda en yiiksek degere ulastigi
tespit edilmistir. I. p. enjeksiyon gruplarindaki protein seviyeleri 14. ve 21. giiniinden
itibaren kontrol gruplarmma gore artis gosterdikleri tespit edilmistir. Deriden silirme
gruplarindaki protein seviyelerinde 21. giinlerde kontrol seviyesi veya altina diistiigii tespit
edilmistir.

Toplam plazma proteini spesifik olmayan bagisiklik sisteminin hiimoral unsuru
olarak kabul edilmektedir (Blazer ve Wolke, 1984). Keles vd. (2002), yapmis olduklari
calismada a—tokoferoliin gokkusagi alabaliginin spesifik ve spesifik olmayan immiin
parametrelerindeki degisikliklerini incelemislerdir. Yemleme ile verilen o—tokoferoliin
spesifik immiin parametrelerini etkiledigi ve spesifik olmayan parametrelerden total
proteini ve total Ig miktarini artirdigini tespit etmislerdir.

Ahmed vd., (2001); c¢esitli bitkisel ekstraktlarinin  gokkusagi alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) bagisiklik sistemindeki spesifik olmayan immiin parametreleri
tizerine etkilerini arastirmiglardir. Devedikeni, 1sirgan ve zencefil bitkilerinin ekstraktlarini
% 0.1, 1, 2 oranlarinda (viicut agirligl) yeme karistirarak {li¢ hafta boyunca vermislerdir.
Total protein seviyelerinin en yiiksek orani % 0.1'lik zencefil grubunda, plazma
proteininde en yiiksek oran % 1’°lik zencefil grubunda, respiratory burst aktivitesi, spesifik
biiylime oran1 (SGRs) ve kondisyon durumu (CFs) dl¢limlerinde zencefil gruplarinda en
yiiksek degerleri elde etmislerdir. Yapmis olduklari calismada yeme karistirma grubunun
protein seviyeleri en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bu iki ¢aligmanin sonuglari ¢érekotu yagi
calismasinda elde edilen sonuclarla paralellik arz etmistir.

Harikrishnan vd. (2003)’nin yapmis olduklart c¢alismada Azadirachta indica
yapraklarindan hazirlanan ekstrakta sazanlarin daldirma islemi uygulanmis 10, 20 ve 30.
giinlerde toplam protein seviyelerinde c¢orekotu yagi calismasinda oldugu gibi artig
gosterdigi tespit edilmistir.

Vasudeva ve Rina, (2005)’nin yapmis olduklar1 c¢alismada Catla catla bitkisinin
tohumlarinin sazanlarda yeme ilavesiyle verilmesi ile toplam protein seviyelerinde yapilan
corekotu deneyindekine benzer sekilde artislar gozlemlenmistir.

Bu verilerin 15181 altinda ¢alismada kullanilan ¢érekotu yagimin protein seviyesini
diger uygulamalara gbre daha iyi artirdig1 ve bu artisin simdiye kadar yapilan ¢aligmalarla

da paralellik gosterdigi tespit edilmistir.
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4.1.7. Toplam Ig degerlerinin incelenmesi

Bu calismada da besleme uygulanan gruplardaki toplam Ig degerlerinin kontrol
grubuna gore yiiksek degerlere sahip oldugu enjeksiyon uygulanan gruplardaki toplam Ig
seviyelerinin diger uygulamalara gore en yiiksek seviyelere ulagtig1 goriilmiistiir. Ancak bu
yiikselme diizenli bir artis ve azalis seklinde olmamistir (Rieder vd., 1992a; Rieder vd.,
1992b; Kaya vd., 1997; Sisson vd., 1997).

Punitha vd., (2008)’nin yapmis olduklar1 calismada Cynodon dactylon, Piper longum,
Phyllanthus niruri, Tridax procumbens, ve Zingiber officinalis gibi bitkilerin alkol
ekstraksiyonlar1 yeme ilave ederek verilmis ve % 0.1 grubunun toplam Ig seviyelerinde
artis olustugu tespit edilmistir. Yeme karistirma uygulama grubunun kontrol grubuna gore
yiiksek degerlere ulastig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira i. p. enjeksiyonda en yliksek
degerlerin goriildiigii fakat ani diislis ve yiikselislerin oldugu, deriden siirme gruplarinda
ise diizenli bir artig ve diisiisiin gergeklestigi tespit edilmistir.

Deriden siirme gruplarindaki toplam Ig seviyelerinden 6zellikle % 10’luk grubunda
verilen ¢orekotu yaginin epidermisten gecerek mukus salgi hiicrelerini dolayisiyla Ig’leri
uyardig1 ve bu uyarinin arzu edildigi gibi parabolik bir ¢izgi izledigi tespit edilmistir.
Toplam immiinoglobiilin miktarinda zamana bagli olarak bir diigiis goriilmesi ¢orekotu
yaginin lenfosit tepkisinde olusturdugu baskilamadan olabilecegi diisiiniilmektedir

(Fischer vd., 2003).
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5. ONERILER

Gilinlimiize kadar hasta baliklarin tedavisinde, profilaksisinde alisilagelmis yontemler
(yeme karistirma, enjeksiyon ve banyo) kullanilmistir. Bu uygulamalardan yeme karistirma
immiinostimulantlarin veya antibiyotiklerin kullaniminda oldukga siirlilik géstermektedir.
Aralarinda en ¢ok kullanilan genellikle enjeksiyon ve banyo olmustur. Ancak bu
uygulamalarin ise is¢ilik masraflari, olusturdugu stres ve dolayisiyla maliyeti yiiksek
olmaktadir.

Yapilan calismada alternatif olarak bir stimulan uygulama sekli sunulmustur. Bu 3
uygulamanin en etkilisi deriden siirme olarak tespit edilmistir. NBT, eritrosit, l6kosit,
hematokrit degerlerinde ki degisiklikler ¢arpici sekilde slirme isleminde, digerlerine oranla
tistiinliik saglamistir.

Hastaliklar patojen mikroorganizmalarin belirli bir yogunluga ulagsmasiyla aciga
cikmaktadir. Bagisiklik sistemi elemanlarinin gii¢lii bir yapiya ve yogunluga sahip olmalari
patojen mikroorganizmalarin hastalik olusturmasina izin vermemektedir. Yapilan
calismada yiiksek NBT ve toplam Ig seviyeleri olasi hastaliklara karsi yiiksek direng
saglayarak hastaligin olusumunun 6niine ge¢cmektedir.

Bitkisel immiinostimulantlar viicut bariyerlerine takilmadan tamamen emilebilen
maddeler igermektedir. Corekotunun immiin dengeleyici (uyarict ve baskilayicilarin)
maddeleri bir arada bulundurmasi bu bitkinin uygulanmasini tercih etme nedeni olmustur.
Isletmelerde tercih edilen sentetik stimulantlarm baliklarda ve dolayisiyla insan viicudunda
kalint1 yapma olasilig1 yiiksek maddelerdir. Bu nedenle su tiriinlerinin, veteriner ve ziraat
gibi dogal, organik tarima yonelik mamullerin {iretimine yonelmesi gerekmektedir. Buda
ancak besleme ve tedavilerde bitkisel kaynaklarin kullanimi ile miimkiin olmaktadir.

Yapmis oldugumuz calismada 21 giin siireyle ¢orekotu yaginin % 0.1, 1.0, 10
dozlarmin yeme karistirma, i. p. enjeksiyon ve deriden siirme gruplarinda baliklarin
immiinolojik ve hematolojik degerlerinde 6nemli degisimler saptanmustir.

Calisma sonuglarina gore, ¢orekotu yagi uygulanan baliklarin bagisiklik sisteminde
ve eritrosit sayisi, lokosit sayisi, hematokrit seviyesi, NBT seviyesi, toplam protein ve
toplam Ig parametrelerinde 6nemli degisimler tespit edilmistir. Ancak bu degisimlere

ragmen 21. giin sonunda bu birikimin etkileri azalmakla beraber baliklarin bagisiklik



sistemini gliclendirdigini ve diizenli ve belirli oranlarda kullanilacak c¢oérekotu yaginin
baliklarin bagisiklik sistemlerini oldukea yliksek seviyede tutacagi tespit edilmistir.
Bu tez calismasinda elde edilen veriler:

1. Deriden siirme ilk defa denenmis ve bu uygulama diger uygulamalara oranla
daha iyi sonuglar elde edilmistir.

2. Deriden siirme uygulamasinda 16kosit ve eritrosit seviyelerinde, 21. giinlere
kadar diizenli bir artis ve diger uygulamalardan daha yiiksek seviyeler tespit
edilmistir.

3. Lokokrit seviyelerinde kayda deger bir gelisme gozlemlenmemistir.

4.  Deriden stirme gruplarinda NBT degerleri diger uygulamalarla kiyaslanmasinda
en yiiksek seviyelerde oldugu tespit edilmistir.

5. Toplam protein seviyeleri dl¢iimlerinde yeme karistirma gruplarinda en yiiksek
degerler elde edilmistir. Deriden siirme uygulamasinda toplam protein
seviyesinin 3 yoOntem arasinda en diisiik seviyelere sahip oldugu tespit
edilmistir.

6. Toplam Ig seviyeleri incelemelerinde en yiliksek degerler i. p. enjeksiyon
uygulamasinda elde edilmis fakat parabolik bir ¢izgi izlememistir, deriden
siirme uygulamasinda parabolik bir artis ve 21. glinde yine diizenli bir azalma
tespit edilmistir.

7. Ozellikle deriden siirme uygulamasinda NBT, eritrosit ve 16kosit degerlerinin
en yiiksek seviyelerinde olmasi bagisiklik sistemini uyarmakla kalmayip diger
uygulamalardan bagisiklik sistemini uyarimda daha {stiin  oldugunu
ispatlamistir.

8.  Corekotu yaginin yeme karigtirilarak verildigi gruplarda ise ¢orekotu yaginin
besleyici 0Ozelliklerinin  minimum oranlarda bile kullanildiginda protein
seviyelerini ylikseltecek kadar etkili oldugunu géstermistir.

9.  Bu sonuglar 15181nda bize ¢orekotu yaginin baligin deri tabakasindan gecerek
bagisiklik  sistemini uyardigmm gostermistir. Ozellikle deriden siirme
uygulamasiyla NBT, eritrosit ve lokosit degerlerinin yiikselmesi bagisiklik

sisteminin uyarildigini ispatlamistir.
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Elde edilen veriler dogrultusunda bu ¢alismayla:

- Corekotu yagmin gokkusagr alabaliginda farkli yontemler denenerek
uygulanmasiyla baz1 immiinolojik ve hematolojik parametrelerde olusan farkliliklar: tespit
edilmis ve boylece diger bitkisel caligmalarda uygulanmasi gereken yonteme Onciiliik
etmistir.

- Aligilagelmis yontemlerden (Banyo, enjeksiyon, yeme karistirma), daha etkili
olabilecek farkli yontemlerin ve uygulama sekillerinin arastirilmasi gerekliligi ortaya
cikmugtir.

- Immiin sistemin gii¢lendirilmesinde yan etkili kimyasallardansa bitkisellerin tercih
edilmesinin beklenenden daha giiglii bir tepki olusturacagi anlasilmstir.

- Deriden slirme uygulamasiyla diger uygulamalardan iistiinliik veya eksikliklerinin
tespiti (stres, maliyet, is¢ilik) konusunda daha detayli calisma gerekliligi anlasilmistir.

- Bitkilerin ve mamullerinin dogal olmalarindan dolaytr viicut bariyerlerine
takilmadan deri tabakalarindan gecerek bagisiklik sistemini etkileyip etkilemeyecegi gibi
konularin aydinliga kavugmasi amaclanmistir.

Sonugcta; bu basliklarin daha detayli ve gesitli bitkilerde de denenmesi kanaatine

varilmstir.
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