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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BALIK SEPSIS MODELINDE Echinacea purpurea OZU ETKISININ NBT, MPO,
LiZOZIM TESTININ KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Mabrouka Alfazzani Egrabi JIRA
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Danigsman: Dog¢. Dr. Bayram KIRAN

OZET: Bu ¢alisma NBT, MPO ve lizozim testi kullanilarak balik sepsis modelinde
bir Echinacea purpurea 6z etkilerinin arastirilmasidir.

Sepsis akut hayati tehdit eden klinik bir durumdur ve yogun bakim iinitelerinde 6liim
ana nedeni olmaya devam ettigi bilinmektedir. Bu ¢aligmanin amaci, septik baligin
sepsisin erken ve son asamasinda iken, Ekinezya purpurea (E. purpurea ekstresi)
metanolik ekstrelerinin kisa siireli uygulamalarmim bagigiklik sistemini uyarici
etkilerini arastirmaktir. Sepsis modeli, ilk 7 giiniinde ve deney Il yedinci giinde sazan
baligmin bir tiirii olan Cyprinus carpio”a mtraperitoneal olarak anaerobik gram
negatif bakteri (Aeromonas hydrophila) enjekte edilerek olusturulmustur. Ozler iki
farkli konsantrasyonda (24 mg, 36 mg) oral Deney I ve Deney II, 18 giin boyunca
sazan baligiin Cyprinus carpio tiiriine (4,54 += 0.1 g) uygulanarak caligma
yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan doz, diisiik dozda (24 mg) olarak secilmistir. Bu
dozdaki  Echinacea  purpureann  Onemli  0Olgiide, solunum patlamasi,
miyeloperoksidaz ve lysozyme gibi spesifik olmayan bagisiklik parametrelerinin
artisina neden oldugu bildirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: NBT, MPO, lizozim, Ekinezya purpurea, Sepsis, Bagisiklik
uyaricist, Aeromonas hydrophila, Cyprinus carpio.
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ABSTRACT

MSec. Thesis

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF Echinacea purpurea EXTRACT
ON FISH SEPSIS MODEL USING NBT, MPO AND LYSOZYM TEST

Mabrouka Alfazzani Egrabi JIRA

Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram KIRAN

This study to investigate of the effects of an E. purpurea extract on the fish sepsis
model using NBT, MPO and lysozym test.

Sepsis is an acute life-threatening clinical condition and remains as the main reason
of death in intensive care units. The aim of the study is to investigate the
immunostimulant effects of the methanolic extracts of short term administration of E.
purpurea (extract of E. purpurea) on the septic fish in the early and at the end stage
of sepsis. Sepsis was caused by Aeromonas hydrophila that has been injected
intraperitoneally in Cyprinus carpio on the first day of deney I and in the seventh day
of deney II. Two different concentrations of extracts (24 mg and 36 mg) were orally
administered to Cyprinus carpio (4,54 = 0.1 g) for one week in the deney I and for 18
days in the deney II. In this study, we report that E. purpurea at low dose (24 mg)
significantly increased some non-specific immune parameters such as respiratory
burst, myeloperoxidase, and lysozyme.

Key Words: NBT, MPO, Lysozym, E. purpurea, Sepsis, immunostimulant,
Aeromonas hydrophila, Cyprinus Carpio.
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1. GIRIS

Enfeksiyona cevaben patolojik, fizyolojik ve biyokimyasal anormallikler sendromu
olan Sepsis, 2011 yilinda biitiin Amerikan hastanelerinin % 5.2°den fazlasinin
masrafina karsilik gelen biiylik bir halk sagligi meselesiydi. Kayitli sepsis vakalari,
yaslanan niifusu daha iyi tanima, ek hastaliklar ve bazi iilkelerde geri 6demeye uygun
kodlamay:r muhtemelen yansitir sekilde, giderek biiyiimektedir. Ger¢cek durum
bilinmese de, ihtiyath tahminler sepsisin diinya ¢apinda yogun bakim iinitelerindeki
kritik hastaliklar ve 6liimlerin 6nde gelen sebebi oldugunu géstermektedir (Hotchkiss
ve Karl, 2003). Ayrica, sepsis hastalarinin siklikla sosyal gereksinim ve 6nemli
saglk hizmetleri gerektiren psikolojik, uzun siireli fiziksel ve zihinsel sakatliklari

olduguna dair artan bir farkindalik vardir (Singer vd, 2016).

Sepsisin patofizyolojisiyle ilgili daha iyi bir anlayis gostermistir ki, mikroplar
kendileri ¢oklu organ bozulmalarma sebep olmamaktadir, ancak enfeksiyon altta
yatan ana reaksiyonlara onciiliik etmektedir (Loisa, 2008) ve bu da su anda kontrol
edilemez asir1 bir iltihap ve bir yangisal yanita katki saglayan bozulmus fibrinolizle
birlikte pihtilasma yoluyla 6zdengede bozulmaya sebep olmaktadir (Cihan, Yarat,
Tunali Akbay, ve Sener, 2015). Organ islev bozuklugu septik soka ilerleyebilecek
ciddi bir sepsis olarak adlandirilmaktadir. Sepsisin ana klinik belirtileri, coklu organ
islev bozukluklarina ve sonunda Oliime gotiirebilecek ates, yiiksek tansiyon,

vasoplegia ve notrofil filtrelemedir (Rattmann vd, 2012).

Sepsis, karin, idrar yolu, akciger, deri ya da yumusak doku gibi viicudun herhangi bir
yerinde herhangi bir tiir enfeksiyon sonucunda olusabilir. Her ne kadar parazitler,
mantar ve virlisler sepsise neden olsa da, sepsisin gelismesiyle cogunlukla
iliskilendirilen patojenler bakterilerdir. Sepsisin patofizyolojisi hem gram-pozitif
(peptidoglikan, lipoteichoic  asit), hem de gram-negatif organizmalarin
(lipopolisakkarit, endotoksin, lipid A) dis zar bilesenlerince baslatilmaktadir. Bu dig
zar bilesenleri, CD14 alicilarin1 monositlerin yiizeyinde birlestirme yetenegine
sahiptir. Son zamanlarda tanimlanan toll benzeri reseptorler sonucunda, bir sinyal

tiimor nekroz faktor alfa ve proinflamatuar sitokin interlokin-1 (IL-I) ‘in en son



iiretimine yol agarak, sonradan hiicreye aktarilmaktadir,. Bu sitokinlerin dokular

iizerinde dogrudan zehirli etkisi vardir (Cihan vd, 2015).

Aeromonas hydrophila, insan enfeksiyonlar ile iligkili olan en yaygin izole edilmis
tiirdiir. Hydrophila, bakteremi, enterokolit, yumusak doku enfeksiyonlar1 ve
menenjite sebep olabilen bir gram-negatif, oksidaz pozitif bir basildir, ki bu da yagin
bir tath su ve gida kaynakli bir patojendir. Bu bakteriler yaygin olarak tath ve tuzlu
suda yayilmaktadir ve ayrica yiyeceklerde, aritilmis igme suyunda, hastane su rezerv
sistemlerinde ve musluk suyu rezervinde bulunmaktadir. Tipik olarak hastalar
Aeromonas tiriinii agizdan tiikketim veya kirli su ve deniz {iriini ile direk temas
yoluyla almaktadirlar. Bu yiizden, mide bagirsak iltihabi ve hafif orta dereceli
yumusak doku enfeksiyonlar1 en yaygm goriinen rahatsizliklardir (Kanne, Lakshmi,

ve Dakshinamurthy, 2013).

Patolojik siireclerin karmasikligi, iyice tanimlanmis teshis belirtilerinin eksikligi,
etkilenmis poplilasyonun heterojenligZi ve metodolojik ve etik doganin
kisitlamalarindan dolayi, insanlarda sepsisin arastirilmasi zordur. Yukaridaki
zorluklar g6z Oniline alinarak, degerli ve diisiik maliyetli arastrma aletleri olan
hayvanlardaki sepsis modelleri iiretilmistir. Hastaligin mekanizmasimi yorumlamak
ve tedavi edici etkilesimin kapasite ve 6zel yaklasimlarmin bir taslagini ¢ikartmak
icin essiz bir olanak saglarlar (Popov ve Pavlov, 2013). Ayrica hayvan modellerinin
kullanilmasi, arastirmacilara insanlarda uygulanmasmin uygun olmadigi seliiler ve
molekiiler teknikleri birlestirerek calismalarimi ayrintili bir sekilde tamamlama
olanag1 saglar. Her ne kadar hayvan modelleri klinik sepsislerin ¢evirisi ile ilgili
olarak deneysel verinin gecerliligi konusunda elestiriye maruz kalmigsa da, yine de
sepsisin patofizyolojisi lizerinde c¢aligmak i¢in en iyi kaynaklardan biridir. Bu
baglamda balik, bagisiklik sistemine farkli goriisler getiren avantajli karakteriyle

0zgiin bir hayvan modeli olarak kullanilmaktadir.

Son zamanlarda baliklar, bagisiklik bilimi, kanser arastirmalari, endokrinoloji,
norobiyoloji, su zehir bilimi ve gelisim biyolojisi alanlarinda yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Deneysel hayvanlar olarak baliklarin pek ¢ok avantaji vardir. Bu

avantajlar arasinda sunlar sayilabilir; tiirler arasinda biliyik bir cesitlilik



bulunmaktadir, yiiksek oranda dogurgandirlar ve pek ¢ok durumda dis dolleme ile
biiyiilk yumurtalart olur. Su anda baliklar say1 olarak laboratuar hayvan gruplari

icinde tgilincidiirler.

1.1. Sazan Balhg (Cyprinus carpio)

Sazangiller, yaklasik olarak 3000 tiirden olusan en cesitli tath su balig1 grubudur.
Giliney Amerika hari¢ diger tiim kitalar boyunca kiiltlirlenmistir. Sazan tiirii diinya
balik iiretiminin %70’ine tekabiil etmektedir. Su kiiltiirii icinde saygm bir durus
sergilemesinin yani sira, sazanlar aynt zamanda Onemli bir laboratuar hayvani
modelidir. Temel arastirma ve biyolojik tayinlerde (cogunlukla zehirlilik testlerinde)
sazangiller tiim ¢alismalarin en az %25’inde kullanilirlar. Sazan bali§1 (Cyprinus
carpio), sazangiller arasinda en sik kullanilanidir (Fotograf 1.1.) (Bongers, Sukkel,

Gort, Komen, ve Richter, 1998).

Fotograf 1.1. Sazan Balig1 (Cyprinus carpio)

Hayvanlarda  (omurgali ve omurgasiz) ve  bitkilerde, onlar1 c¢esitli
mikroorganizmalardan korumak icin bagisiklik sistemi mevcuttur. Bagisiklik ikiye
ayrilmaktadir: spesifik olmayan ve hizli tepkimeli savunma mekanizmasi olan,
fiziksel parametre, hiicresel ve hiimoral faktorler igeren dogal (dogustan) bagisiklik
ve hafiza olusumu ile nitelendirilmis yliksek 6zgiinliik ve farkli sistemli uyarlayici
bagisiklik. (Przybylska, 2012). Balik ve memeli tiirleri, bagisiklik tepkisinin
hiimoral, hiicre aracili ve spesifik olmayan yonlerinde onemli olan bir takim
fonksiyonel ve yapisal nitelikler paylasirlar. Baliklarda spesifik olmayan bagisiklik
tepkileri yabanci organizmalar tarafindan yapilan hasar ve/veya istilalara kars1 genel

tepkilerdir. Diger memeli emsallerinde oldugu gibi fagositoz ve iltihap genellikle



baliklarda goriilen iki spesifik olmayan tepkimedir. Makrofajlar ve spesifik olmayan
sitotoksik hiicreler (NCC) ile birlikte noétrofiller, baliklarda spesifik olmayan
bagisiklik tepkimelerini gergeklestirmekle iligkilendirilen esas hiicre tiirleridir.
Akyuvar tepkimeleri, balik serumunda bulunan, lizozom, komplement, transferin,
interferon, C-reaktif protein, hemaglutinin ve ¢esitli dogal hemolizinler igeren ¢esitli
spesifik olmayan faktorlerce desteklenmekte ve/veya cogaltilmaktadir (Skouras,

2002).

Sepsis iltithapli bir sendrom oldugu i¢in, biz dogal bagisiklik tepkime yonlerini
hesaba katmaktayiz. Balik fagositleri solunumsal patlamalar (RBs) sirasinda cesitli
tepkisel oksijen tiirleri (ROS) iiretirler. Mantar ve bakteriler 10kositler tarafindan bir
kere yutuldugu zaman, konak¢inin NADPH-oksidaz1 aktive edilir, o da swra ile
oksijen tiiketimini artirir ve ardindan hidrojen peroksit, siiperoksit anyonlar, singlet
oksijen ve hidroksil radikaller gibi ROS iiretir. Siiperoksit anyonlarmn bu salinimi: RB
olarak bilinmektedir ve tiirevleri bakterisidaldir. Siddetli ve kronik stresler siirecince
baliklarin hastaliklara yakalanmaya elverisli olmasinin ana sorumlularindan biri
gezici lokositlerin hem sayisi hem de bilesimindeki farkliliklardir. Stres ayni
zamanda dalak, bas - bobrekler (HKs) ve plazma 16kositlerinin fagositik ve/veya RB

aktivitelerini de etkilemektedir (Velmurugan, Jiang, Shih, ve Lee, 2013).

Her ne kadar sepsisin sebebi ve teshisi lizerinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmis olsa
da, tatmin edici bir tedavi ortaya ¢ikmamistir. Dolayisiyla, sepsisin iyilestirilmesi
veya hafifletilmesi icin etkili bir tedavi bulmak acil ve kaginilmazdir. Geleneksel
tipta insanlar ve hayvanlardaki pek ¢ok hastaligi iyilestirmek ve 6nlemek i¢in bitkiler
kullanilmistir. Insanlar icin bitkisel tipta bitki &zlerini kullanmak olan Fitoterapi
(bitkisel tedavi), binlerce yildir bilinmektedir. Hindistan, Cin, SEA gibi baz iilkeler
ve Gliney ve Orta Amerika’daki bazi iilkelerde fitoterapi yaygin olarak goriiliirken,
Bati tibbinda ise natiiropati ve bitkisel tedavi daha fazla kabul gérmiistiir. Degisik
tibbi bitkiler ve otlar ve/veya onlarin karigimlarmin mantar onleyici, antibakteriyel,
fizyolojik sistemleri destekleyici (sindirim sistemi, bagisiklik sistemi), hormon
dengeleyici gibi oOzellikleri ve pek ¢ok diger Ozelligi oldugu bilinmektedir
(Kolkovski, ve Kolkovski, 2011).



Modern tipta olast kullanim1 Onerildiginden beri bitkisel immunostimiilani
tanimlamak icin artan bir ilgi vardwr. (Tiwari, Rastogi, Singh, Saraf, ve Vyas, 2004).
Immunostimiilan, savunma mekanizmalarin1 ya da bagisikhik tepkimelerini (hem
spesifik olan, hem de spesifik olmayan) artiran, boylece hayvanlar1 hastaliklara ve
harici saldirilara kars1 daha direngli hale getiren bir maddedir. (Reverter, Bontemps,
Lecchini, Banaigs, ve Sasal, 2014). Kiiresel olarak popiiler bir bitkisel ila¢ olan
echinacea purpurea, insanlarda ve hayvanlarda degisik hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
kullanilmaktadir. Ancak, bir septisemik modeli olarak baliklar lizerindeki etkisi
hakkinda ¢ok az rapor vardir. Bu calismada, challenge enfeksiyonuna bir cevap
oldugu kadar E. purpurea’min  immiinolojik parametreler iizerindeki etkilerini

degerlendirmek iizere yaygin bir sazan balig tiirii olan cyprinus carpio segilmistir.
1.2. Ekinezya

Echinacea tirii Aster ailesi tiyesi olan, cicekli bir bitki tiiriidiir. (Asteraceae or
Compositae) (Fotograf 1.2) (Pilkington, Consortium, ve January, 2015). Yaygin bir
sekilde kullanilan “Echinacea” ismi Yunanca bir kelime olan ve kirpi ya da
denizkestanesi anlamina gelen, keskin, igneli tohum baslarmi ifade eden (echino)
kelimesinden tiiremistir (Goldhaber-fiebert, ve Kemper, 1999). Kuzey Amerika’nin
yerlisi olan ve ¢ok yillik bir bitki olan Echinacea (Mishima vd, 2004), Delaware
Kizilderilileri tarafindan veniis hastaligini tedavi etmek i¢in ve Plains Kizilderilileri
tarafindan da solonum enfeksiyonlar1 ve atesi tedavi etmek i¢in kullanilmistir.
Ezilmis bitkinin tamamindan yapilan hamur, lenf bezlerinin, yaniklarin, ar1
sokmasmin ve yilan i1sirmalarinin sismesini tedavi etmek icin bolgesel olarak
kullanilmistir. Dis agrilari, bogaz agrilari ve diseti agrilarimi tedavi etmek i¢in
bitkinin kokleri ¢ignenmis ya da suyu i¢ilmistir. Avrupali somiirgeciler kisa zamanda
Echinacea kullanmaya baslamiglar ve bu degerli bitkiyi Avrupa pazarlarmna

gondermislerdir.



Fotograf 1.2. Ekinezya

1800’lerde Echinacea angustifolia anti-enfektif ajan ve cok amach kan temizleyici
olarak kullanildi. Menenjit, kizil hastaligi, ¢igek hastaligi ve difterinin tedavisinde
kullanildi. 1800’lerin sonlarinda "E. angustifolia" Amerika’da en yaygin kullanilan
bitki tedavisiydi (Goldhaber-fiebert, ve Kemper, 1999; Kumar ve Ramaiah, 2011).
Son zamanlarda bilimsel ¢alismalar ve anektodsal basarilar Echinacea‘yr Amerikan
bitkisel satig zirvesine geri ¢ikarmistir. Bugilinlerde oncelikli olarak solunum
enfeksiyonlar1 (URTI) n1 tedavi etmek ve daha ileri gitmesini 6nlemek amaciyla ve
nonspesifik bir immunostimiilan olarak, ancak bazen de idrar yolu enfeksiyonlari,
kulak enfeksiyonlari, maya mantarlarinin sebep oldugu enfeksiyon, sivilce, ¢iban,
bademcik iltihabi, prostat iltihabi ve faranjiti onlemek ya da tedavi etmek icin
tamamlayic1 ya da birincil tedavi olarak kullanilmaktadir. Kiigiik yaralar, yaniklar,
egzama, uguk, sedef hastaligi ve diger dermatolojik durumlarin iyilestirilmesini
artirmak icin topical bir hazirlik olarak daha az yaygin kullanilmaktadir. Ayrica pek
cok kozmetik ve dis iirlinlinde bulunmaktadir (Mistrikova ve Vaverkova, 2006).
Farmakolojik arastwrmalar, E. purpurea’ nin aktif bilesenlerinin hiicresel oksidatif
durumu, antibakteriyel aktiviteleri ve iltihaplanma onleyici vb.’ni gelistirebilecek
olan fagositozu desteklemenin yami swa akyuvar aktivitesini gelistirmek i¢cin T
hiicrelerini uyarabildigini gostermistir (Matthias, Banbury, Bone, Leach ve

Lehmann, 2008).



1.2.1. Tibbi Tiirler

Gilinlimiizde Echinacea tiirtiniin kapsamina giren dokuz degisik tiirden ii¢ tanesi tibbi
olarak kullanilmaktadir: E. purpurea (mor konigicegi), Echinacea angustifolia (dar
yaprakli mor konicicegi), and E. pallida (soluk mor konigicegi) (Pilkington vd,
2015), ancak diger alt1 Echinacea tiirii de tanimlanmistir ve ikisi nesli tiikenmekte
olan tiirler listesindedir. Cesitli tiirler siklikla yanlis tanimlanmigtir. 1955 yilinda E.
angustifolia E. pallida’nin bir ¢esidi olarak siniflandirilmistir (Goldhaber-fiebert ve
Kemper, 1999). Halen E. purpurea (L.) isminin genel olarak yanlis bir bi¢cimde
kullanildiga dair bir goriis vardir ve tiirle ilgili iki alt cins ve dort tiir igeren bir
taksonomik diizeltme Onerilmistir: E. atrorubens, E. pallida, E. purpurea and E.
laevigata, ile E. angustifolia ve E. pallida var angustifolia olarak yeniden gdzden
gecirilmis E. pallida (DC.) Cronq. Furthermore, E. pallida var pallida (Nutt.) Cronq
(Binns, Baum ve Arnason, 2002).

1.2.2. Botanik Ailesi

Echinacea, aynm1 zamanda krizantem, sar1 papatya ve aynisefa cigegini de kapsayan
Asteraceae ailesindeki cinslerden biridir. Bitki tanimi: Echinacea bitkileri, boyu 10-
60 cm’e uzanan otsul ¢cok yillik bitkilerdir. Gévdesi ya dallanmis dikey anakdkten
(E. angustifolia) ya da lifli koklerden (E. purpurea) ¢ikar. Compositae ailesinin
iiyeleri olarak her papatya benzeri bas birimi ya da ¢icek, gergekten pek c¢ok kiiciik
ciceklerin bir karisimndir. I¢ disk ¢igekleri ignelerde son bulur ve sonlarindaki
dislerle birlikte sarkik dis ¢icekler tarafindan ¢evrelenir. Echinacea, koni seklini alan
yiiksek cicek tablasi ile birlikte dikenli ¢iceklenmis baslar ile digerlerinden ayirt
edilir. Disk cigekleri yesilden kizil kahveye kadar renklerde ¢esitlilik gosterirken,
ray ¢iceklerin tag yapragi mor, pembe ya da beyaz olabilir. Echinacea bitkileri elastic
ve kurakhiga karst direnglidirler, ancak yavas biiylirler (Goldhaber-fiebert ve
Kemper, 1999).

1.2.3. Uygulama Sekli ve Dozaj

Echinacea siklikla agizdan alinir. Echinacea olarak mevcut olan {iriinler, tiirlerine,

kullanilan bitki boliimlerine ve iiretimde kullanilan ekstraksiyon metoduna baglh



olarak bilesimde cesitlilik gosterirler. Hazirliklar (ekstraklar ve biitlin bitki iirtinleri)
E. angustifolia, E. purpurea ve E. Pallida’ nin koklerinden ve toprak {istii
boliimlerinden yapilmaktadir (Pilkington vd, 2015). Agizdan veriliste Echinacea
bitki suyu ya da cay olarak, tablet ya da kapsiil seklinde ya da tentiir olarak verilebilir
(Goldhaber-fiebert ve Kemper, 1999). Formiilasyona bagli olarak degisik dozlar
kullanilabilir ancak bunlar genellikle grip ve soguk algmnligmin dnlenmesi ya da
tedavisinde kullanilmasiyla ilgilidir. Onerilen dozlar ge¢mis uygulamalara
dayanmaktadir. 12 yas altindaki ¢ocuklarda kullanim1 6nerilmemektedir ve 1 yasin
altindaki ¢ocuklarda Echinacea tedavi i¢in uygun degildir (kontrendike). Ayrica
kiiciik yiizeysel yaralarin tedavisinde lokal olarak uygulanabilir. Echinacea nin
enjekte edilebilir ilaclar1 sert tepkilerle karsilasmis ve bazi Avrupa iilkelerinde
yasaklanmis, Amerika Birlesik Devletlerinde asla izin verilmemistir. Enjekte
edilebilir ilaglar sadece arastirma g¢alismalarinda kullanilmaktadir (Pilkington vd,

2015).

1.2.4. Ekinezya’nmin Kimyasal Bilesenleri

Echinacea tiirleri, aktivitelerine katilan ¢ok c¢esitli kimyasal elementlerden
olugsmaktadir. Echinacea’nin temel aktif bilesikleri kafeik asit tiirevleri, yiliksek
doymamis alkamitler, poliasetilenler ve yiiksek molekiiler agirlik polisakkaritleri
kapsamaktadir. Kafeik asit tlirevleri ve biyolojik olarak daha ¢ok kullanilabilir
alkamitler, etanolik sivi ekstraklarinda tibbi kullanim amagli bulunan farmakolojik
etkilerden sorumlu Echinacea bilesenlerindendir (Goey vd, 2013). Digerleri ticari
olarak 6nemli olan iki ya da daha fazla tiirde bulunurken, bazi bilesenler sadece bir
tiire 6zgiidiir. Echinacea ilaglar1 kimyasal yapida farklilik gosterebildigi i¢in, tedavi
edici etkililigi tutarsiz olabilmektedir. Echinacea ilaglarmin kimyasal yapisini
etkileyebilecek olan ajanlar, bitkinin hangi boliimiiniin kullanmildig1 (gigekler,
yapraklar, kokler veya govdeler), Echinaceanin hangi tiirliniin kullanildig1 (E.
purpurea, E. pallida and E. angustifolia), biiylime, depolama kosullar1 ve kurutma ve
ekstraksiyon metodlarm1 kapsamaktadir. Uzun siireli depolama yararli aktif
bilesenlerin kayb1 ya da zarara ugramasiyla sonuclanabilecegi icin, uzun siireli
depolanan Echinacea taze hasat edilmis hazirlanan ilagtan muhtemelen daha az etkili

olacaktir.



1.2.4.1. Fenollii Bilesikler

Fenilpropanoitler

Echinacea tirlerinden rapor edilen kafeik asit glikositler, kikorik asit, 3,5-
dikaffeoilkinik asit, verbaskozit ve cynarin, ekinakosit, caffeoylechinacoside,
caftaric, chlorogenic ve isochlorogenic asitler ve digerlerinden olusmaktadir
(Mistrikova ve Vaverkova, 2006). Kafeik asit glikositlerinin degisik karisimlar ii¢
tirde de bulunmaktadir. Ekinakosit, E. pallida ve E. angustifolia (Pietta, Mauri ve
Bauer, 1998)’nin koklerinin ana bilesenidir, E. purpurea’da ise bulunmamaktadir.
Ekinakositin vitroda hem antiviral hem de antibakteriyel etkileri vardir (Thomsen,

2012).

Flavanoidler

E. purpurea, E. pallida ve E. angustifolia nin yapraklarinda ve govdelerinde bulunan
baslica flavanoid, Rutoside’dir. Ayrica asagidaki flavanoidlerin de c¢esitli sekerlerle
birlikte hem aglikon hem de konjugata olarak bulundugu rapor edilmistir: apigenin,

quercetagetin, kaempferol, kersetin, isorhamnetin, luteolin.

1.2.4.2. Terpenoit Bilesikler

Bu {i¢ tibbi Echinacea tiirii yapraklar, ¢igekler, kokler ve diger anten bdliimlerinde
yeterli yaglar1 degisik miktarlarda icermektedir. Toplam gerekli yag yogunlugu
tiirden tiire biiylik degisiklik gostermektedir. E. purpurea’daki gerekli yag diger
bilesikler arasmda bornyl acetate, caryophyllene, caryophyllene epoxide, germacrene

D, borneol, and pentadeca—8-(Z)-en-2-one i¢cermektedir.

1.2.4.3. Lipid Bilesikler

Poliasetilenler

Oldukga diisiik yogunlukta amidler iceren polienler ve poliasetilenler, E. pallid
koklerinin baslica lipofil bilesenleridir (Mistrikova ve Vaverkova, 2006). E. pallida



and E. purpurea koklerinin aklenleri, c¢ogunlukla alkilketon olan E.
angustifolia minkilerden belirgin bir sekilde farklidir. Ketoalkinler iceren
poliasetilenler bitkiye immunostimiilator 6zellikler vermektedirler (Lienert, Anklam

ve Panne, 1998).
1.2.4.4. Azotlu Bilesikler
Alkilamidler

Alkilamidler, E. purpurea ve E. angustifolia koklerinin ana lipofil bilesenleridir.
Alkilamid igerigi, bitki olgunlastikga koklerde yavas yavas artarak ve anten
boliimlerinde azalarak E. purpurea’nin yasam dongiisiinde degisiklik gostermektedir.
E. angustifolia ve E. purpurea’nin koklerindeki ailkilamidler degisik yapilar
icermektedir ancak anten boliimleri benzer bilesiklerden olugmaktadir. Echinacein,
Echinacea’dan ayrilan ilk alkilamid ve E. angustifolia ve E. pallida nin koklerinde
bulunan doymamis amiddir (Goldhaber-fiebert ve Kemper, 1999; Mistrikova ve
Vaverkova, 2006).

Alkaloidler

Isotussilagine, pyrrolizidine ve tussilagine alkaloidleri E. angustifolia ve E.
purpurea’da sadece eser miktarda bulunmaktadirlar ve kendi benzersiz kimyasal
yapilarindan dolayr diger bitkilerdeki pirolizidin alkaloidler gibi hepatotoksik
olduklarina inanilmamaktadir (Goldhaber-fiebert ve Kemper, 1999).

1.2.4.5. Karbonhidrat
Polisakkarit

Echinacea’dan izole edilen polisakkarit heteroksilanlar, inulin, arabinogalaktanlar,
bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivitelerini uyardigini ve iltihap ¢oziicii aktiviteyi
sergiledigini gostermistir. Bu polisakkaritlerden iki tanesi E. purpurea ‘nin anten
boliimlerinden izole edilmistir: 50 000 civarinda ortalama nispi molekiiler kiitlesi

olan arabinorhamnogalaktan (e.g. PS II), ve 35 000 civarinda ortalama nispi
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molekiiler kiitlesi olan heteroksilan (e.g. PS I). Echinacea ayni zamanda fruktan ve
fruktoz polimerleri icermektedir. E. purpurea’nin toplam fruktoz igerigi kig boyunca
artarken bu prosediir E. angustifolia’da mevsimin sonunda ger¢eklesmektedir. E.
purpurea’nin koklerinin fruktan icerigi E. angustifolia’nin anten boliimlerinden 10
kat daha fazladir (Mistrikova ve Vaverkova, 2000). E. purpurea’dan izole edilen
polisakkarit fraksiyonun kemoterapinin tetikledigi l6kopeniyi azalttig1 goriilmiistiir

(EPS-EPO Vlla) (Cichello, Yao ve He, 2016).

1.2.5. Yan Etkiler ve Alinacak Tedbirler

Gegmis kullanim, modern arastirmalar ve tibbi referans yaymlari, Echinacea nin
mitkemmel bir giivenlik profili oldugunu gostermektedir. Ancak, bir bagisiklik
uyarici ilag oldugu icin, cyclosporine, corticosteroids, amiodarone, methotrexate ve
ketoconazole gibi bagisiklig1 bastirici etkisi olan ilaglarla karistirirken dikkat
edilmelidir. Echinacea kullannminin siklikla ters deri tepkimelerine sebep oldugu
rapor edilmektedir, bu ylizden atopik bireylerde dikkatle kullanilmalidir. Agizdan
almdiginda Echinacea nin genellikle herhangi bir yan etkisi yoktur. Ancak, bazi
insanlar kizariklik, anaflaksi, ve yiiksek astim (yasami tehdit eden bir alerjik
reaksiyon) gibi alerjik reaksiyonlar yasamaktadirlar. Klinik deneylerde sindirim
sistemi ile ilgili yan etkiler daha yaygindir. Insanlarin papatya ailesi igindeki
bitkilerden yakup otu, kasimpati, papatya ve kadife ¢icegi iceren bitkilere alerjisi
varsa, Echinacea’ya alerjik tepki vermeleri daha olasidir. Ayrica astim veya atopi
(alerjik reaksiyolara genetik egilim) li insanlarin Echinacea alirken alerjik tepki

gostermeleri de daha muhtemeldir (Izzo ve Ernst, 2009).

11



2. TEORIK CERCEVE

Sepsis, yasami tehdit eden ciddi bir klinik durumdur ve yogun bakim iinitelerindeki
Oliimlerin ana sebebi olmaya devam etmektedir. Patolojik siirecin karmasikligidan,
kesin olarak belirlenmis teshis edici isaretlerin eksikliginden, etkilenen popiilasyonun
heterojenliginden ve metodolojik ve etik doganin sinirlamalarindan dolay1 insanlarda
sepsis arastirmast zordur. Yukaridaki zorluklar gozoniine alindiginda, degerli ve
diisiik maliyetli bir arastirma aleti olan hayvan sepsis modelleri tretilmistir. Bu
baglamda, bagisiklik sistemine farkli goriisler getiren avantajli niteligi ile baliklar
yeni bir hayvan modeli olarak kullanilmaya c¢alisilmaktadir. Evrimsel ve fizyolojik
olarak insanlara diger hayvan modellerinden daha uzak olmasina ragmen, bazi balik
tiirlerinin 6zgilin 6zellikleri vivo’da beklenen etkileri agisindan kimyasallarin yiiksek
giripciktili ve biiylik dlgekli goriintiilenmesine izin vermektedir. Son zamanlarda
baliklar bagisiklik birimi, kanser arastirmalari, endokrinoloji, ndrobiyoloji, akuatik
zehir bilim ve gelisim biyolojisi alanlarinda yaygin bir bigimde kullanilmaktadir. Su
anda balik, say1 olarak {iciincii laboratuar hayvan grubudur. Ornegin, zebra
baliklarinda hem gram-pozitif, hem de gram-negatif bakterilerle basarili
enfeksiyonlar gosterilmistir. Enfeksiyonlar hem dogal balik patojenleri, hem de
Ozglin insan patojenleri ile birlikte elde edilmektedir (O’Callaghan ve Vergunst,
2010; Vergunst, Meijer, Renshaw ve O'Callaghan, 2010). Ancak, Feng vd, (2009)
formalin-killed ile uyarilmis Atlantik morinasi (tipik bir Aeromonas salmonicida) nin
bagisiklik dokularmdaki farkli bicimde ifade edilmis genlerin analizi ve tanimlamas1
ile ilgili bir calisma yapmustir. Ayrica, Awad (2010) gokkusagi alabaligindaki
Aeromonas hydrophila enfeksiyonlarmin kontrolii icin bitki bazli besinsel

tamamlayicilar iizerinde ¢alismalar yapmustir (Oncorhynchus mykiss Walbaum).

Degisik tibbi bitkiler ve otlar ve/veya bunlarin karigimmin mantar onleyici, anti
bakteriyel, fizyolojik sistemleri (sindirim sitemi, bagisiklik sistemi) destekleyici,
hormonal dengeyi saglayici gibi Ozellikleri ve baska pek cok oOzellikleri oldugu
bilinmektedir (Kolkovski ve Kolkovski, 2011). Modern tipta muhtemel kullanimlar1
onerildiginden beri bitkisel immunostimiilanlar1 tanimlama konusunda artan bir ilgi

olusmaktadir (Tiwari, Rastogi, Singh, Saraf, ve Vyas, 2004). Immiinostimiilan,
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savunma mekanizmalar1 veya bagisiklik tepkimelerini (hem nonspesifik hem de
sprsifik) ilerleten ve boylece hayvanlari hastaliklara ve dig saldirilara karsi daha
direngli hale getiren bir maddedir (Reverter, Bontemps, Lecchini, Banaigs ve Sasal,
2014). Kiiresel olarak popiiler bir bitkisel ila¢ olan Echinacea purpurea (EP)
hayvanlarda ve insanlarda farkli hastaliklar1 tedavi etmekte kullanilmistir. Echinacea
tedavisi cesitli sitokinler, lenfositler ve fagositoz aktivitesinde bir artisla
sonu¢lanmistir (Sasagawa vd, 2006). Aly ve Mohamed (2010) Nil ¢ipurasi
(Oreochromis niloticus) kullanarak Allium sativum ve E. purpurea’nin balik
kiiltliriinde immiinostimiilan olarak yeterliligini 6l¢mek i¢in bir calisma yapmislardir.
Bu baglamda, El-Sayed, El-Galil ve Rashied (2014), Ginseng ekstraklari, Echinacea
ve antibiyotik ilavenin Nil ¢ipurasmin bagisiklik durumu ve biiylime performansi
iizerindeki etkilerini 0lgmiislerdir. Echinacea ilavesinin hastalik direnci tizerindeki
etkileri Nil ¢ipuras1 (Oreochromis niloticus) (Aly, Mohamed ve George 2008) ve
gokkusagi alabaligi lizerinde ¢alisilmistir (Oncorhynchus mykiss) (Oskoii, Kohyani,
Parseh, Salati ve Sadeghi, 2012).

E. purpurea’nm baliklarda spesifik biiyiime orani (SGR), hayatta kalma orani,
bagisiklik enfeksiyonuna direnme, toplam ve diferansiyel akyuvar sayisi, nitroblue
tetrazolium degerleri ve hematokrik ve lizozim aktivitesini artirdigi rapor edilmistir
(Aly vd, 2007, 2008; Aly ve Mohamed 2010). Bauer (1996), E. purpurea ‘nin anten
bolimlerinden alinan ekstraklar ve E. pallida, E. angustifolia ve E. purpurea’nin
koklerinden alinan alkollii ekstraklarla baglantili farmolojik etkilerin vitro ve vivo
delillerini ileri siirmiistiir. Etkiler daha c¢ok spesifik olmayan hiicresel bagisiklik
sisteminin glikoproteinler, polisakkaritler, alkilamidler ve kafeik asit tiirevleri
tarafindan diizenlenmesiyle baglantilidir. Oskoii, Kohyani, Parseh, Salati ve Sadeghi
(2012), 0.5 g E. purpurea kg ’deki E. purpurea uygulamasmmn gokkusagi sazan
baliklarinda biiyiime belirtileri ve kan biyokimyasal ve hematolojik belirtilerinde
pozitif etkileri oldugunu not etmislerdir. Artmus NBT degerleri, 0.5 % Echinacea
tedavisi ile beslenen shirbotta da Mesbah ve Mohammadian (2015) tarafindan rapor
edilmigtir. Ayrica, vitroda farkli bagisiklik hiicreleri (monositler, makrofajlar ve
dogal 6ldiirticii hiicreler) Echinacea ekstraklar1 tarafindan uyarilmistir. (Bauer, 1999;

Rininger, Kickner, Chigurupati, McLean ve Franck, 2000).
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4. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Baliklarn

Sazan balig1 (Cyprinus carpio) (ortalama viicut agirlhigi 3.54 = 0.1 g) Kastamonu
ilindeki ticari bir balik ¢iftliginden temin edilmistir (Turkey). Baliklar Balik¢ilik
Fakiiltesine nakledilmis (Kastamonu Universitesi) ve 2 hafta siiresince klimatize
edilmistir. Biitiin sazan baliklar1 aklimasyon siiresi boyunca giinde ii¢ defa beslenmis
ve ayni ticari diyeti almistir. Sonrasinda, baliklar rastgele olarak, bir tanesi kontrol
grubu olmak fizere, {i¢ esit gruba dagitilmistir (Fotograf 3.1) Her grup, 200-L
akvaryumda stoklanan 20 balik eslemesinin iki kopyasindan olusmustur (Fotograf
3.2). Deney siiresince su dakikada 11.1 L akmis, her akvaryuma havalandirma

saglanmis ve suyun %20’si1 glinliik olarak degistirilmistir.

Fotograf 3.2. 200 litrelik akvaryuma baliklarin doldurulmasi
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3.2. Deney Tasarim

Bu calismada iki deney yapilmistir. Arastirilan sazan baligi (8 aylik) asagidaki

gruplara gore rastgele belirlenmistir:

3.2.1. Deney 1

Bu deneyin baliklar1 birinci, liclincli ve yedinci giinlerdeki enfeksiyonu takip eden 8
saatte feda edilmistir ve sazan baligini anestezi etmek i¢in her galon suda 5-7 damla

oraninda Tricaine Methanesulfonate (MS-222) kullanilmistir. (Fotograf 3.3).

Fotograf 3.3. A. hydrophila ile asilama 6ncesinde Anestezi altindaki baliklar

Besinsel uygulama sonunda, ilk giin biitiin baliklara hydrophila (ATCC 20662)
siispansiyonu (100 uL PBS i¢inde 1 x 10® CFUs karstirilmus) intraperitoneal olarak
enjekte edilmistir (Fotograf 3.4).

Fotograf 3.4. Patojen bakteri A. hydrophila'nin baliklara enjekte edilmesi
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Bir hafta boyunca giinde iki defa sazan baliklarina Flexible PTFE Disposable
Feeding Needle ile oral doz yapilmistir (Fotograf 3.5).

Fotograf 3.5. Tek kullammlik Esnek PTFE Besleme Ignesi

Grup I: Kontrol Baliklar:

Bu gruptaki baliklar, 100ul fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile sadece 7 giin boyunca

ticari diyet ile beslenmislerdir.
Grup II: Deneysel Gruplar:

Deneysel grup (I): Baliklar 24 mg E. purpurea ‘nin 100 pl metanol ekstraktlariyla

beslenmistir. Sazan balig1 bir hafta boyunca giinde iki defa beslenmistir.

Deneysel grup (II): Baliklar 36 mg E. purpurea’nin 100ul metanol ekstraktlariyla

beslenmistir. Sazan balig1 bir hafta boyunca giinde iki defa beslenmistir.
3.2.2. Deney 2

Sazan baligma 18 giin boyunca oral doz ile bitki materyali veriliyor (Fotograf 3.6).
Diyetsel uygulama sonunda, yedinci giinde A. hydrophila siispansiyonu (ATCC
20662) (100 pL PBS igine 1 X 10* CFU karstirilmis olarak) biitiin baliklara

intraperitoneal olarak enjekte ediliyor.
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Fotograf 3.6. Baligin Agzina Besleme Ignesinin Sokulmasi

Baliklara patojenik bakteri olan A. hydrophila enjekte edildikten bes giin sonra
enfeksiyonun goriilen bir ya da daha fazla tipik belirtisi kanama (¢ok ve diizensiz) ve
iltihaplt yariktan digar1 ¢ikmis sero-hemorajik sivilarla birlikte karinda siskinliktir.

(Fotograf 3.7). Bu deneydeki baliklar 12, 15 ve 18 giinde feda edilmektedir.

Fotograf 3.7.Septisemik lezyonlardan muzdarip Dogal olarak enfekte olmus sazan baligi.
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Grup I: Kontrol Baliklart:

Bu grubun baliklar1 100 ul BPS’lik ticari diyetle sadece 18 giin boyunca

beslenmektedirler.

Grup II: Deneysel Gruplar:

Deneysel grup (I): Baliklara 24 mg E. purpurea’nin 100 pl metanol ekstraktlariyla
agizdan ila¢ uygulanmaktadir. Sazan baligi 14 giin boyunca giinde iki defa

beslenmektedir.

Deneysel grup (II): Baliklar 36 mg E. purpurea’nmn 100 pl metanol ekstraktiyla

beslenmektedir. Sazan balig1 18 giin boyunca giinde 2 defa beslenmektedir.

3.3. Echinacea purpurea Ekstratlarinin Hazirlanmasi

Echinacea tiirleri Aster ailesinin liyelerinden (Asteraceae veya Compositae) biri olan
cicekli bitkilerdir. Bu calismada, Kastamonu ilindeki (Tiirkiye) ticari bir sirketten
elde edilen Echinacea’nin yukarida bahsedilen boliimleri kullanilmistir. Pakravan,
Hajimoradloo, ve Ghorbani (2012)’ye gore, kurutulmus numune ekstrakt kiiciik
degisikliklerle uygulanmistir. Kisaca, ii¢ giin boyunca 1 L metanol ile birlikte 50 g
numune (E. purpurea nin istteki zemin parcalar1) siizgecten gecirildi (40%), sonra

Whatman No. 1 filtre kagitlarini kullanarak filtrelendi (Fotograf 3.8).

Fotograf 3.8. Filtre kagidi kullanarak Filtrasyon
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Ekstrakt cozeltisi, uygun bir filtre kagidi (Whatman No. 1 filtre kagitlari) ile
donatilmig bir BUchner hunisine aktarildi ve Fotograf 3.9’ da gosterildigi gibi,
herhangi bir pargacikli maddeyi uzaklastirmak i¢in vakum birimlerini kullanarak

ekstrakt ¢ozeltisini filtreledi (Fotograf 3.9).

Fotograf 3.9. Biichner Hunisi kullanilarak olusturulan Filtrasyon Diizenegi

Coziicli, su banyosunda (55°C’de) doner buharlastiric1 ile buharlastirildi (Buchi
Rotavapor® R-100) (Fotograf 3.10) ve son olarak, konsantre karisim, kullanima
kadar depolanmak amaciyla, 50 ml iyonsuzlastirilmis 1lik suda eritildi. Bu, ekstrakti

olusturdu (Fotograf 3.11 ).

Fotograf 3.10. Déner Buharlastirici
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Fotograf 3.11. Ekstraksiyon son Uriinii

Bitki ekstrakt soliisyonunun tam miktar1 fosfat tamponlu tuzlu su i¢cinde dozajmna
gore (E. purpurea, 24 mg and 36 mg) sulandirildi. Deneysel diyet kullanima kadar
—20 °C’de depolandi (Fotograf 3.12).

Fotograf 3.12. Bitki ekstrakt dozlarmin Hazirlanmasi.
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3.4. Bakteryal Dozun Hazirlanmasi

3.4.1. Triptik Soya Buyyon Hazirlanmasi

Triptik soya buyyon, 7.5 gram triptik soya buyyon tozunun iyonsuzlastirilmis H,O

ile 250 ml’nin son hacminde karistirilmasiyla hazirlandi (Fotograf 3.13).

Fotograf 3.13. Triptik soya buyyon tozunun istenen agirliklarda Hazirlanmasi

Karisim kasikla karistirildi ve otoklavlama Oncesi toz tamamen c¢oziilene kadar
kaynatild1 (Fotograf 3.14). Ardindan, 15 dakika boyunca 121°C’de otoklavlayarak
sterilize edildi. Kullanimdan 6nce buyyonun oda sicakligina gelene kadar sogumasi

saglanmalidir.

Fotograf 3.14. Triptik soya buyyonun Hazirlanmas1
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3.4.2. Triptik Soya Agar Hazirlanmasi

Triptik soya agar (TSA) 10 gram triptik soya agar tozunun iyonsuzlastirilmig H,O ile

250 ml’nin son hacminde karistirilmasiyla hazirlandi (Fotograf 3.15).

Fotograf 3.15. Triptik soya Agar tozunun istenen agirliklarda Hazirlanmasi

Karisim kasikla karistirildi ve otoklavlama Oncesi toz tamamen ¢oziilene kadar

kaynatild1 (Fotograf 3.16).

Fotograf 3.16. Triptik Soya Agar’in Hazirlanmasi
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Sonra 15 dakika boyunca 121 °C’de otoklavlayarak sterilize edildi (Fotograf 3.17).

Otoklavlamanin hemen sonrasinda 45 ila 50 °C su banyosunda sogumasi sagland1.

Fotograf 3.17. Triptik Soya Agar’in Otoklavlanmasi

Yeni hazirlanan madde, plastik diiz tabanli petri kutularna ayni hizada ve yatay
yiizeyde, kutu yarisina kadar agarla doldurulacak sekilde dokiiliir. Agar mddesinin oda
sicakliginda sogumasi saglanir (Fotograf 3.18).

Fotograf 3.18. Tripton Soya Agar’in petri kutularma bosaltilmasi
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3.4.3. Bakteri Kiiltiirii ve Bakteri Uyarim Deneyleri

Uyum saglama sonrasinda, sazan baligi, kiiltiir koleksiyonumuzda -80 °C’de gliserin

buyyonu i¢inde muhafaza edilen A. hydrophila ile karsilasir. A. hydrophila tripton

soya agar lzerinde kiiltiirlenmis ve tripton soya buyyon i¢inde hasat edilmistir

(Fotograf 3.19).

Fotograf 3.19 Cizgili A. hydrophila’ mn tripton Soya Agar petri kutularima dokiilmesi ve
tripton Soya Agar igerisindeki A. hydrophila kolonileri

Buyyon, bir gece boyunca 20 °C’de bir ¢alkalayici i¢inde 12 saatligine kulugkaya
yatirild: ve 4 °C’de 5 dakikaligina 1800 rpm’de santrifiijlendi; iist faz atildi ve
bakteriyel pellet PBS (pH 7.2) ile homojenize edilmis ve santrifiijlenmis ii¢ dongii ile
yikandi (Fotograf 3.20).
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Fotograf 3.20. Tripton soya buyyon i¢ine Bakterilerin Ekimi

Pellet steril PBS i¢inde tekrar bekletildi ve sonra siispansiyonu McFarland No -0.5
turbiditeyle eslesmesi icin ayarlayarak 10® CFU/ml iceren as1 maddesi hazirlandi

(Fotograf 3.21).
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Fotograf 3.21. 0,5 McFarland ¢o6zeltisine eklenen 1x108 CFU ml-1 igeren inoklum

Calisma boyunca sabit bir inoklum saglamak i¢in, -80 °C’de 0.85% (w/v) NaCl ve
20% (v/v) gliserin ile birlikte tripton soya buyyon (Himedia) i¢inde stok kiiltiirii
depolandi (Chabot ve Thune, 1991) (Fotograf 3.22).

Fotograf 3.22. Aeromonas hydrophila’nin Stok Kiiltiirti.

3.5. Numune Toplama

Tiim deneyler 2 tekrarlamada (her tekrarda 8), rastgele blok diizeni i¢inde
gerceklestirildi. Baliklar, i¢inde su olan genis agizli kaba alindi, sonra 6ldiiriildii ve
Secombes’a gore bas - bobrek baliktan ayrildi (1990). Biswas vd, (2013) a gore,
kiiciik degisikliklerle (Braun-Nesje, Kaplan, ve Seljelid, 1982), bas - bobrek ventral
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bir kesikle parcalara ayrildi, aseptik olarak cikarildi ve 1.5 ml RPMI-1640 ortama
aktarildi (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Fotograf 3.23).

Fotograf 3.23. Numune toplama. A. Baligi kesme. B. Karin bolgesinden agma. C.
Enfeksiyonlu baliktan bas - bobrek dokusunu ¢ikarma. D. RPMI-1640
ortama aktarilan bas - bobrek. Baligin kesilmesi ve Vent Boliimiiniin
Acilmasi

Bas - bobrekler toplandi ve naylon ag aracihigiyla sikistirildi (©100 pum; Becton,
Dickinson and Company, NJ, USA), Hank's Balanced Salt Soliisyon ile iyice yikandi1
(HBSS) ve 1% solution of 10,000 g ml-1 streptomycin+ 10,000 U ml-1 penicillin ve
5% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen) ile takviye edildi. Soliisyonun son hacmi
falkon tiip icinde 3 ml’dir. Bas bobrek hiicresi siispansiyonlar1 santrifiijde 4°C’de 3
dakika boyunca 1800 rpm’de peletlenmistir (Fotograf 3.24).
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Fotograf 3.24. Numunelerin hazirlanmasi. A. Bas bobregin naylon aga aktarilmasi B. Bas
bobrege baski yapilmasi ve 100 um naylon agdan gecirilmesi C. Hiicre
siispansiyonu olusturmak i¢in bas bdbregin ezilerek yumusatilmasi D. Bas
bobrek hiicre siispansiyonunun santrifiij yapilmasi.

Santriflij yapildiktan sonra Pasteur pipeti kullanilarak {ist faz topland1 ve 15 ml’lik
falkon tiipe aktarildi. Sonra topak tekrar ayni soliisyonda bekletildi ve direk olarak
NBTyi tahlil etmek i¢in kullanild1 (Fotograf 3.25).
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Fotograf 3.25. NBT yi tahlil etmek i¢in hiicre topagi hazirlanmasi. A. Hiicre
pelletinin homojenize edilmesi B. Hiicre pelleti.

3.6. Ayiraclarin Hazirlanmasi

3.6.1. NBT Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

10 ml’lik iyonsuzlastirilmis suda 1 NBT tablotu ¢oziilerek NBT stok soliisyonu
hazirlanir. Sonra mikrofilter ile filtreleme yapilir (Fotograf 3.26).

Fotograf 3.26. A. Microfilter kullanilarak NBT stok Sollisyonunun hazirlanmasi. B.
Tablet of NBT. NBT Stok Soliisyonunun hazirlanmasi.
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3.6.2. Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun Hazirlanmasi

200 mI’lik iyonsuzlastirilmis suda bir tablot eritilerek Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun
hazirland1 ve 25°C’de 0.01 M fosfat tampon, 0.0027 M potasyum kloriir ve 0.137 M
sodyum kloriir, pH 7.4 tiretildi (Fotograf 3.27).

Fotograf 3.27. Fosfat tamponlu tuzlu suyun hazirlanmasi

3.6.3. Lizozim Stok Soliisyonunun hazirlanmasi

Kisaca, stok soliisyonlar1 yeterli miktarda toz Micrococcus lysodeikticus bakteriyel
hiicreleri (0.02 g) 100 ml son hacimde Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun ile eritilerek
hazirlandi. Daha sonra stok soliisyonu 15 dakika siiresince 121 °C’de otoklavlanarak

siterilize edildi ve 4 °C’de sakland1 (Fotograf 3.28).

Fotograf 3.28. Lizozim Stok Soliisyonunun hazirlanmasi
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3.7.1. Miyeloperoksidaz Stok Soliisyonunun hazirlanmasi

Ilk asamada, 100 ml distile suyun iginde bir tablot fosfat sitrat eritildi (Fotograf
3.29). TMB substrat soliisyon — Dissolve one 3,3',5,5'-Tetra-methylbenzidine
dihydrochloride tablot in 10 ml of 0.05 M Phosphate-Citrate Buffer, pH 5.0.

Fotograf 3.29. TMB Hap1

3.7. Metod and Yontem

3.7.1. Nitroblue tetrazolium (NBT) indirgeme Olciimii

Genel Protokol: Her ne kadar tamamen O+, ye 6zgili olmasa da, NBT nin ¢oziilemez
mavi formazana azaltilmasi sliperoksit iiretimi i¢in bir arastirma olarak kullanilmistir
( Mun“oz vd, 2000). Biswas vd, (2013)’a gore, ¢ok az bir degisiklikle, her
numuneden ayrilan HK hiicreleri (1 x 10® cells ml -1) 96-hazne plakasinda
haznelerde 100 pL’de tohumland1 ( Nunc A/S, Roskilde, Denmark ). Canli fagositik
hiicreler 50 uL NBT soliisyonuyla uyarildi ve 1 saat siiresince 25 °C’de kuluckaland1
(CO; Incubator Nuve EC 160). PBS ile yikayarak yapigmamis hiicreleri giderdikten
sonra, hiicrelerin yaklasik 15 dakika siiresince oda sicakliginda metanol %100 ile
tutturulmasimna imkan verilir ve acik havada kurutulur. Uretilen formazan 140 pL
dimetilsiilfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich) ve 120 uL 2 M potasyum hidroksit (KOH;
Wako, Tokyo, Japan) ekleyerek ¢oziindiiriiliir (Fotograf 3.30). Ardindan, soliisyonun
optikal yogunlugu mikroplaka fotograf makinas1 kullanilarak 620 nm’de o6l¢iiliir
(Multiskan GO, Thermo Scientific, Fotograf 3.31). KOH ve DMSO bos kullanilir.
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Fotograf 3.30. Nitroblue tetrezolium (NBT) azaltilma analizi. A. NBT
soliisyonlar1 diiz tabanli 96-hazne plaga eklenir. B. NBT
sollisyonu azaltma analizi. C. NBT tahlilinde 96-hazne plaka
kullanildi, Solunum patlamasi aktivitesi deneyinin son boliimii.

Fotograt'3 .31. Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Mikro plaka okuyucu Spektrometre.

3.7.2. Lizozim Aktivite Ol¢iimii

Genel protokol: Micrococcus lysodeikticus  bakteriyel hiicreler kullanarak

gerceklestirdigimiz lizozim testi lizozim i¢in bir alt yapidir. M. lysodeikticus
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hiicrelerinin bir siispansiyonu az miktarda HK iist fazi ile karistirildi. Hk iist fazinda
mevcut bulunan lizozim, hiicre duvarlarin1 agmdirir. Enzim siispansiyonda rol aldig1
icin, slispansiyonun tiirbiditesi ve dolayisiyla numunenin emilimi azalacaktir.
Turbiditedeki diisiis oran1 numunede mevcut olan lizozim miktarinin nispi Ol¢iitii
olacaktir. Ne kadar ¢ok lizozom bulunursa tepkime o kadar hizli gergeklesecek ve
emilim o kadar hizli disecektir. Numunedeki lizozom aktivitesi spektrometre
kullanilarak ol¢tilmiistiir. Kisaca, 200 uL bakteriyel siispansiyona 100 ul HK iist faz
pipet diiz tabanli 96-hazne mikrotitte plakada eklenmistir. Sonrasinda, emilim diisiisii
spektrometrede 540 nm’de 0, 15, 30, 45 ve 60 dakikalik aralarla kaydedilmistir
(Multiskan GO, Thermo Scientific) (Fotograf 3.32). Bakteriyel siispansiyon ve 200
uL PBS ve 100 pL bakteriyel siispansiyonu bos kullanmak, bir birim lizozom

aktivitesi 0.001/min’in emiliminde diisiis olarak tanimlanmistir (Bilen vd, 2014).

Fotograf 3.32. Lizozom aktivitesi tahlili. A. Numuneleri diiz tabanli 96-hazneli mikrotitre
plakara eklemek. B. Lizozom tahlil soliisyonlarimi diiz tabanli 96 — hazneli
mikrotitre plakalarmma eklemek. C. Lizozom aktivitesi deneyinin son boliimii.
200 pL bakteriyel slispansiyonu diiz tabanli 96 — hazneli mikrotitre plakasina
eklemek.
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3.7.3. Miyeloperoksidaz Aktivite Olciimii

Genel Protokol: 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB), peroksidaz enzimler tarafindan
hidrojen peroksitin suya indirgenmesi i¢in bir hidrojen dondr olarak rol oynayan
peroksidaz alt tabakadir. Alt tabaka, soluk mavi renkte ve 370 veya 620-650 nm’de
spektrometrik olarak okunabilen ¢dziiniir bir {iriin tiretir (Sokolov vd, 2015). TMB
tepkimesi 2 M H,SOy ile belki durdurulabilir (sar1 renkle sonuglanarak), ve 450
nm’de okunabilir. Numunede mevcut bulunan toplam miyeloperoksidaz miktari, ¢ok
az bir degisiklikle, Sahoo, Kumari, ve Mishra (2005)’a gore 6l¢lilmiistiir. Bunun igin,
10 pl I8kosit st faz 90 ul Ca+” and Mg+” free Hanks' Balanced Salt Solution ile
diiz tabanl1 96-hazneli mikrotitre plakasinda seyreltilmistir. Sonra, 35 pl of 20
mM 3,3'5,5'- tetrametilbenzidin hidrokloriir and 35 ul of 5 mM H,0O, eklenmistir
(her iki peroksidaz iist fazi1). Renk tepkimeyi degistirmis, ve tepkime emilimdeki
artist 6lgme yoluyla kinetik olarak takip edilmistir (Multiskan GO, Thermo
Scientific). Tepkime hizi Ul olarak belirlenmis, 0.5 ml tepkime karigimi i¢in
emilimde dakikada 0.001 artig iiretmek icin gerekli enzim miktar1 olarak
tanimlanmistir (AA 450/min /ml) (Fotograf 3.33). 35 ul of 5 mM H,0, ve 90 ul of
HBSS, 35 pl of 20 mM 3,3',5,5'- tetrametilbenzidin hidrokloriir bos kullanilir.

Fotograf 3.33. Miyeloperoksidaz aktivite tahlili. A. Numunelerin diiz tabanli 96 —
hazneli miktotitre plakalara eklenmesi B. Miyeloperoksidaz aktivite
tahlilinin son bolimii, 5 mM H,0,’nun eklenmesi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney -1

Bu deneyin baliklar1 birinci, liglincii ve yedinci giinde enfeksiyonu takip eden 8

saatte feda edildiler.

4.1.1. Lizozim Aktivitesi

Bu ¢alismada lizozim aktivitesi (LA) Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir. Bu sonuglara gore,
calismanim ilk 6rnekleme zamani olan 0. giinlin sonunda 24 mg E. purpurea ile
beslenen gruptaki baliklarin lizozim aktivitesi onemli bir diisiis gosterirken, 36 mg E.
purpurea ile beslenen gruptaki baliklar kontrol grubu baliklar: ile kiyaslandiginda
kayda deger bir degisiklik gostermemislerdir. Diger taraftan, calismanin {ii¢iincii
giiniinde iki rakip gruptaki LA aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli
Olciide artmustir (P <0.05). 24 mg E. purpurea ile beslenen enfeksiyonlu grubun LA
degerleri 36 mg E. purpurea ile beslenen grubunkinden daha yiiksektir. Ayni sekilde
7. glniin sonunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda iki rakip grupta da sazan
baliklarinin LA’nde biiyilk bir artis (P <0.05 fark edilmistir. Diger taraftan,
kontrollerde en yiiksek LA degerleri 0. gilinde kaydedilmis (0.94+0.09), bunu 3
giinliik veriler takip etmistir (0.24+0.02). En diisiik degerler ise 7 giin sonunda
kaydedilmistir (0.17+£0.02) (Grafik 4.1). Ancak, en yiikksek LA degeri 24 mg E.
purpurea nm kullanimmi takip eden 3. giinde ortaya ¢ikmis (0.86+0.07), bunu pek
onemli degisiklik olmadan 0. giin takip etmistir (0.83+£0.05). En diisiik degerler ise, 0
ve 3 giin ile kiyaslandiginda onemli degisiklik gostererek, 7. giin sonunda
kaydedilmistir (0.43+0.02) (Grafik 4.2). Ayrica, 36 mg E. purpurea’nm kullanimini
takip eden en yiiksek LA degeri 0. giinde ortaya ¢ikmig (0.88+0.05), bunu 6nemli
degisiklik olmaksizin 3. giin takip etmistir (0.84+0.05). En diisiik degerler ise 6nemli
diisiisle birlikte 7. giiniin sonunda kaydedilmistir (Grafik 4.3).
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Tablo 4.1. A.hydrophila ile immune edilmis Sazan baligimin bas bébrek Iokositlerince

tiretilen LA.
Calisma giinleri
Grupl
fuplar 0 giin 3 gilin 7 giin
Kontrol 0.94+0.09** 0.24+0.02°" 0.17+0.02°°
24 mg 0.83+0.05™* 0.86+0.07™* 0.43+0.02°°
36 mg 0.88+0.05** 0.84+0.05™ 0.43+0.06™

Deney 1’deki degisik gruplarin lizozim aktivitesi. Kii¢iik harf gruplar arasi farkliliklari,
biiyiik harf ise ayn1 grubun ¢alisma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir.

Lizozim Aktivitesi
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Grafik 4.1. Giin siireyle Fosfat Tamponlu Tuz Cdzeltisi ile beslenen Sazan
Baliklariin Lizozim Aktivitesi.
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Grafik 4.2. Guin siireyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarimin Lizozim
Aktivitesi.
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Grafik 4.3. Giin siireyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin Lizozim
Aktivitesi.
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4.1.2. Solunumsal Patlama Aktivitesi

Solunumsal Patlama aktivite sonuglar1 Tablo (4.2)’de gosterilmektedir. Bu sonuglara
gore, 0 giliniin sonunda 24 mg E. purpurea ile beslenen balik grubunda baliklarin
NBT aktivitesi onemli bir artig gosterirken, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen
balik grubunun NBT aktivitesi 24 mg E. purpurea ile beslenen balik grubundan daha
disiiktiir ancak kontrol grubundaki baliklarla kiyaslandiginda onemli Olglide
artmistir. Ayrica, ¢aligmanin ikinci numune alma zamani olan iiglincii giin, NBT
degerleri, kontrol grubu baliklariyla kiyaslandiginda tiim karsilagan gruplarda énemli
Olgtide artmustir. 24 mg E. purpurea ile beslenen enfeksiyonlu grubun NBT degerleri
36 mg E. purpurea ile takviye edilen enfeksiyonlu grubun degerlerinden daha
yiiksektir. Ancak 7 giiniin sonunda, kontrol grubu baliklar1 ile kiyaslandiginda, 24
mg E. Purpurea ile beslenen grubun solunum patlama aktivitesinde énemli olmayan
degisiklikler goriildiigli kaydedilmistir. Bu arada, kontrol grubu baliklarinin ayni
bilgileri ile kiyaslandiginda, 36 mg E. purpurea ile beslenen baliklarm solunum
patlama aktivitesinde 6nemli bir diisiis gdzlemlenmistir. Diger taraftan, en yiiksek
NBT degeri 7 giin sonra kaydedilmistir (0.864+0.30), bunu da 3 giinliik veri
(0.50+0.22) takip etmektedir. En dislik degerler ise 0 giin sonra kaydedilmistir
(0.44+0.40) (Grafik 4.4). Benzer sekilde, 24 mg E. purpurea’nin kullanimindan
sonraki en yliksek NBT degeri 3. glinde ortaya ¢ikmistir (1.14+0.19) ve bu degeri 0.
giin takip etmektedir (0.90+£0.23). En diislik degerler ise ikisinde de 6nemli dlciide
diisiisle (0.82+0.14) 7 giin sonra gorilmiistiir (Grafik 4.5). Ayrica, 36 mg E.
purpurea’nin kullanimini takip eden en yiiksek NBT degeri 3. glinde ortaya ¢cikmistir
(0.9840.24), onu 0. giinde ortaya ¢ikan degerler takip etmektedir (0.76+0.16), en
diisiik degerler ise 7 giin sonra her ikisinde de Onemli Ol¢lide diisiis gostererek

(0.67+0.14) ortaya ¢ikmistir (Grafik 4.6).

Tablo 4.2. A. hydrophila ile immune edilmis Sazan Baligi’min bas bobrek [okositleri
tarafindan solunumsal patlama aktivitesi iiretimi.

Calisma Ginleri
Gruplar - " m
0 giin 3 glin 7 giin
Control 0.44+0.40** 0.50+0.22** 0.86+0.30""
24 mg 0.90+0.23"* 1.14+0.19"° 0.82+0.14**
36 mg 0.76+0.16™" 0.98+0.24" 0.67+0.14™
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Grafik 4.4. Giin siireyle Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ile beslenen Sazan Baliklarinin
NBT Aktivitesi.
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Grafik 4.5. Giin siireyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin NBT Aktivitesi.
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Grafik 4.6. Giin siireyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarimin NBT Aktivitesi.



4.1.3. Miyeloperoksidoz Aktivite

Tablo (4.3) Deney 1°deki miyeloperoksidoz aktiviteyi (MPO) gostermektedir. O.
giindeki enfeksiyonu takip eden 7 saatte 24 mg E. purpurea verilmis grupta kontrol
grubu ile kiyaslandginda MPO aktivitesi 6nemli 6l¢lide artarken (P <0.05), 36 mg E.
purpurea verilen grubun MPO aktivitelerinde 6nemli degisiklik kaydedilmemistir.
Diger taraftan, ¢alismanin 3. giinlinde farkli tedavi gruplari arasindaki MPO
aktivitesi artmis ve en yiiksek deger 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupta
bulunmustur. Ancak kontrol grubu ile kiyaslandiginda kayda deger bir artis
gostermemislerdir. Ancak, enfeksiyondan 7 giin sonra, 24 mg E. purpurea ile tedavi
edilen gruptaki MPO aktivitesinde 6nemli bir artig (P <0.05) gozlenirken, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupta kayda deger
olmayan degisiklikler (P <0.05) gozlenmistir. Bununla birlikte, kontrollerde en
yilksek MPO degerleri 3 giin sonra kaydedilmis (1954+90.56) ve 7. giinde
kaydedilen en diisiik degerle oldukga yiiksek farkliliklar gdstermistir (17.13+4.42)
(Grafik 4.7). Benzer sekilde, 24 mg E. purpurea nin kullanimini takip eden en
yiiksek MPO degeri 3 giinde ortaya ¢ikmis (886.917430), bunu 6nemli bir diisiisle O.
giin takip etmis (462+142), en duslik degerlerse 7 giin sonra kaydedilmistir
(26.79+8.1) (Grafik 4.8). Ayrica, 36 mg E. purpurea’nm kullanimini takiben en
yiikksek MPO degeri 3. giinde ortaya ¢ikmis (929.18+38), bunu biiyiik bir diisiisle 0.
giin takip etmis (201.10+11), en diisiik degerlerse 7 giin sonra kaydedilmistir
(18.61£5.50) (Grafik 4.8).

Tablo 4.3. A. hydrophila ile immunize edilmis Sazan baliginin bas-bobrek Iokositleri
tarafindan iiretilen MPO aktivitesi.

Gruplar Calisma giinleri
0 glin 3 gilin 7 gin
Control 119.06+39.6** 1954+90.56"" 17.13+4.42°¢
24 mg 462+142°% 886.91+30"" 26.79+8.1°
36 mg 201.10£11** 929.18+38" 18.61+5.50°

Deney 1°deki degisik gruplarin MPO aktivitesi. Kiigiik harf gruplar arasi farkliligi, biiytik
harf aym grubun ¢aligsma giinleri arasindaki farklilig1 géstermektedir.
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Grafik 4.7. Giin siireyle Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ile beslenen Sazan Baliklariin
Miyeloperoksidaz (MPO) icerigi.
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Grafik 4.8. Giin siireyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin
Miyeloperoksidaz (MPO) icerigi.
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Grafik 4.9. Giin siireyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin
Miyeloperoksidaz (MPO) icerigi.

41



4.2. Deney —II

7 giinliik besleme denemesinden sonra baliklar A. hydrophila ile asilanir ve bes giin

sonra hematoljik parametreler iizerinde ¢aligilir.

4.2.1. Lizozim Aktivitesi

LA aktivitesi sonuglar1 Tablo (4.4)’de gosterilmektedir. Bu sonuglara gore, 12 giiniin
sonunda, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupla kiyaslandiginda, 24 mg E.
purpurea ile tedavi edilen grupta lizozim aktivitesi artmistir; ancak kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1iki grup da istatistiksel olarak kayda deger bir degisiklik
gbstermemistir. Yine 15 giliniin sonunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tedavi
edilen higbir grubun lizozim aktivitesinde istatistiksel bir farklilik bulunmamaktadir
(P <0.05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 18 giin sonunda tedavi edilen tiim
gruplardaki lizozim aktivitesinde benzer bir durum kaydedilmistir. Diger taraftan,
kontrollerde en yiiksek LA degeri 12 giinde kaydedilmis (0.89+0.08), bu degeri 15
giin verileri takip etmis (0.21£0.02), en diisiik degerler ise 18 giin sonunda
kaydedilmistir (0.16+0.03) (Grafik 4.10). Benzer sekilde, 24 mg E. purpurea’nin
kullanimini takip eden en yliksek LA degeri 12 giinde agiga ¢ikmis, (0.92+0.04),
bunu 15 giin takip etmis (0.22+0.03), en yiiksek degerler ise 18 gilin sonrasinda
almmistir (0.15+0.03). 12 giin grubu ile kiyaslandiginda diger ikisinde de kayda
deger diisiis gozlenmistir (Grafik 4.11). Ayrica, 36 mg E. purpurea’nin kullanimini
takip eden en yiiksek LA degeri 12. giinde agiga ¢ikmis (0.80+0.09), bunu 15. giin
takip etmis (0.21£0.01), en diisiik degerler ise 18. giin sonunda ortaya ¢ikmistir
(0.15+£0.02), 12 giin grubu ile kiyaslandiginda diger ikisinde de kayda deger bir
diisiis gézlenmistir (Grafik 4.12).

“Tablo 4.4. A.hydrophila ile immunize edilmis Sazan baliginin bas- bobrek lokositlerince

tiretilen LA.
Calisma giinleri
Grupl
rupat 12 giin 15 giin 18 giin
Kontrol 0.89+0.08"* 0.21+0.02"° 0.16+0.03"°
24 mg 0.92+0.04** 0.22+0.03"° 0.15+0.03""
36 mg 0.80+0.09** 0.21+0.01° 0.15+0.02*"




Lizozim Aktivitesi

1,20
1,00

'
0,80
0,60 \
N\

0,40

0,20

& b
‘ﬁ

0,00

lysozyme aktivitesi (units/ml)

12 giin

15 giin 18 gun
=== kontrol

Grafik 4.10. Giin siireyle Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ile beslenen Sazan Baliklarinin

Lizozim Aktivitesi.
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Grafik 4.11. Giin siireyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin Lizozim

Aktivitesi.
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Grafik 4.12. Giin siireyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin Lizozim

Aktivitesi.
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4.2.2. Solunumsal Patlama Deneyi

Bu ¢alismadaki NBT aktivitesi Tablo 4.5’de 6zetlenmistir. Bu sonuglara gore, 12 giin
sonunda baliklarin NBT degerleri 24 mg E. purpurea ile beslenen grupta kayda
deger bir artig gosterirken, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen balik grubundaki
NBT degerleri 24 mg E. purpurea ile beslenen grubunkinden daha diisliktiir ancak
kontrol baliklar: ile kiyaslandiginda kayda deger bir artis gozlenmistir (P <0.05).
Yine 15. giin sonunda, kontrol balik grubu ile kiyaslandiginda, iki rakip grup (24mg
and 36 mg)’daki NBT de kayda deger bir artis s6z konusudur. 24 mg E. purpurea ile
beslenen asilanmis grubun NBT degerleri 36 mg E. purpurea ile beslenen asilanmig
grubun NBT degerlerinden daha yiiksektir. Diger taraftan, kontrol baliklari ile
kiyaslandiginda, 24 mg E. purpurea ile beslenen grubun 18 giiniin sonunda
solunumsal patlama aktivitesinde kayda deger bir artis (P <0.05) kaydedilirken, 36
mg E. purpurea ile beslenen baliklarin solunumsal patlama aktivitesinde kayda deger
bir degisiklik (P <0.05) gozlenmemistir. Diger taraftan, kontrollerde en yiiksek NBT
degeri 18. giin sonunda kaydedilmis (0.91 £ 0.28), ardindan 15. giin verileri gelmis
(0.49 £ 0.14), en distik degerler ise 12. giin sonunda kaydedilmistir (0.34 + 0.41)
(Grafik 4.13). Ancak, 24 mg E. purpurea’nin kullanimimi takiben en yiiksek NBT
degeri 15. giinde aci8a ¢ikmis (1.54 + 0.32), bunu 18. giin takip etmis (1.17 £ 0.45),
en diisiik degerler ise 12. giin sonunda kaydedilmistir (1.09 + 0.42), her ikisinin de
kayda deger bir farklilig1 yoktur (Grafik 4.14). Ayrica, 36 mg E. purpurea’nin
kullanimini takip eden en yliksek NBT degeri 15 giinde agiga ¢ikmis (1.35 £+ 0.26),
bunu 18 giin izlemis (0.96 + 0.16), en diisikk degerler ise 12 giin sonunda
kaydedilmistir (0.63 £ 0.16) (Grafik 4.15).

Tablo 4.5. A. hydrophila ile asilanan Sazan baliginin bas — bobrek lokositlerinin solunumsal
patlama aktivitesi iiretimi.

Gruplar Calisma giinleri
12 giin 15 giin 18 giin
Control 0.34 +0.41** 0.49 +0.14* 0.91 +0.28°
24 mg 1.09 = 0.42°* 1.54 +0.32" 1.17 + 0.45™
36 mg 0.63+0.16* 1.35+0.26% 0.96 + 0.16%

Deney 2’deki farkli gruplarin NBT aktivitesi. Kiiciik harf gruplar aras1 farklhiliklari, biiyiik
harf aym grubun ¢aligma giinleri arasindaki farklilig1 goéstermektedir.
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Grafik 4.13. Giin siireyle Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ile beslenen Sazan Baliklarmin
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Grafik 4.14. Giin siireyle 24 mg E. Purpurea ile beslenen Sazan Baliklarmin NBT Aktivitesi.
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Grafik 4.15. Giin siireyle 36 mg E. Purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin NBT Aktivitesi.
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4.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivite

MPO aktivitesi sonuglar1 Tablo (4.6)’da gosterilmektedir. Bu sonuglara gore, 12
giinliik besleme deneyinin sonunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 24 mg E.
purpurea ile tedavi edilen gruplarin MPO aktivitesinde kayda deger bir artig
gosterilirken, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupta Onemli bir diisiis
gozlenmistir. Asilamadan 15 giin sonra, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tedavi
edilen tiim gruplarin MPO aktivitesinde kayda deger bir diisiis gdzlenmistir, ancak
deney gruplar1 arasinda, en yiiksek MPO aktivite seviyesi 24 mg E. purpurea ile
tedavi edilen grupta kaydedilmistir. Diger taraftan, 18 giin besleme deneyinin
sonunda, kontrol sazan baliklar1 ile kiyaslandiginda, 24 mg E. purpurea ile tedavi
edilen grubun MPO seviyelerinde kayda deger bir artis gozlenirken, 36 mg E.
purpurea ile beslenen grupta onemli Olciide bir diisiis (P <0.05) gozlenmistir.
Bununla birlikte, kontrollerde en yiiksek MPO degeri 15 giiniin sonunda kaydedilmis
(1377+558) ve 18. giinde kaydedilen en diisiik degerlerle oldukca yliksek farklilik
gostermistir (18.42+2.9) (Grafik 4.16). Benzer sekilde, 24 mg E. purpurea’nin
kullanomin1 takip eden en yiiksek MPO degeri 15. giinde ortaya c¢ikmustir
(1044+231), bunu kayda deger bir diisiisle 12. giin izlemis (275.51+184), en diisiik
degerler ise 18. giin sonunda kaydedilmistir (87.82+9.6) (Grafik 4.17). Ayrica, 36 mg
E. purpurea’nm kullanimin1 takiben en yiiksek MPO 15. giinde ortaya c¢ikmis
(95.37£32), bunu 18. giin takip etmis (33.95+16), en diisiik degerler ise 12. giiniin
sonunda kaydedilmistir (32.27+16). 15 giin ile kiyaslandiginda her ikisinde de kayda
deger bir diisiis vardir (Grafik 4.18). En yiiksek MPO aktivitesi degerlerinin 24 mg

E. purpurea ile beslenen grupta oldugu farkedilmektedir.

Tablo 4.6. A. hydrophila ile asilanan Sazan baliklarinin bas-bobrek [okositlerinin MPO
aktivitesi tiretimi.

Gruplar Calisma giinleri
12 giin 15 giin 18 giin
Kontrol 171.62+73** 13774558 18.42+2.9°
24 mg 275.51+£184"* 10444231 87.82+9.6C
36 mg 32.27+16™* 95.37+32% 33.95+16%

Deney 2’deki degisik gruplarm MPO activitesi. Kii¢lik harf gruplar aras1 farkliligi, biiylik

harf aym grubun farkli ¢alisma giinleri arasindaki farkliliklarmi gostermektedir.
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Grafik 4.16. Giin siireyle Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ile beslenen Sazan Baliklarimin
Miyeloperoksidaz (MPO) icerigi.
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Grafik 4.17. Giin siireyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin
Miyeloperoksidaz (MPO) igerigi.
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Grafik 4.18. Giin siireyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Baliklarinin
Miyeloperoksidaz (MPO) igerigi.
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5. TARTISMA

Her ne kadar sistemli antibiyotikler, dikkatli izleme ve agresif cerrahi miidahele
araciligiyla septik hastalarin idaresinde ilerlemeler kaydedilmis olsa da, coklu organ
bozulmalar1 ve septik soklar cerrahi bakim iinitelerinde hala olimlerin en gegerli
sebebi olmaya devam etmektedir (Jones vd, 2008). Sepsisin patajonez ve teshisinde
biliyiik ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, tatmin edici bir tedavi ortaya
ctkmamistir. Bu ytlizden, sepsisin iyilestirilmesi ve hafifletilmesinde etkili bir tedavi
yontemi bulmak acil ve zorunludur. Geleneksel tipta insanlar ve hayvanlardaki pek
cok hastalig1 tedavi etmek ve Onlemek igin bitkiler kullanilmistir (Hosseinzadeh,
Jafarikukhdan, Hosseini ve Armand, 2015). Fitoterapi (bitkisel tedavi), Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan ilag ve ilag¢ sentezlerinin imal edilmesi amaciyla bitki
kokenli triinler {izerinde ¢alisan bir bilim olarak tanimlanmistir (Cristea vd, 2012).
Bitkiler, farmakolojik 6zelliklere sahip olan ikincil metabolitler (Salim, Chin, ve
Kinghorn, 2008) ve fitodstrojen, flavanoid, polyphenols, isoprenoids, sulfur
bilesikler, carotenoids, glycosides, saponins, monoterpenes, phenols, vitamins, fibers
ve minerals iceren aktif bilesenler iiretmelerinden dolay1 biyolojik olarak paha
bigcilmez bir aktif molekiill kaynagidir (Huicab-Pech vd, 2016). E. purpurea’nin
kiiresel olarak popiiler olan bitkisel bir bagisiklik diizenleyici ve bagisiklik ayarlayici
oldugu, insanlar, baliklar ve diger hayvanlarda yapilan pek c¢ok arastirma ile

gosterilmistir (Aly ve Mohamed, 2010; Hudson, 2012).

Lizozom, baliklar1 da iceren genis bir omurgali grubunda bulunur ve mikrobik
saldirilara kars1 savunucu faktorlerden biridir (Evelyn, 2002). Lizozim, enfeksiyon
ve hastaliklar1 6nlemek icin fagosit ve kompleman sistemi aktive eden hem bakterisit
hem de opsonin etkileri olan (Alexander ve Ingram, 1992), spesifik olmayan
savunma mekanizmalarinin hiimoral bir bilesenidir (Beutler, 2004). Bu enzimin
bakterisit etkisi, hiicre lizisine yol agan bakteriyel hiicre duvarlarmin
peptidoglikaninin hidrolizasyonunu kapsamaktadir. Lizozim 6ncelikli olarak gram-
pozitif bakteriye karsi savunma ile iliskilendirilmistir, ancak gram-negatif bakteriye
kars1 da etkili bir sekilde savunma yaptig1 goriilmiistiir (Magnadottir, 2006). Bu

caligma, islem gormiis tiim gruplarda ilk deneyde 3. ve 7. giinlerde lizozim
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aktivitesinin arttigin1 gostermistir. Nile Tilapia, diyetsel Echinacea purpurea
ekstrakti ile islem gordiigiinde, El-Sayed, El-Galil, ve Rashied (2014) tarafindan da
benzer sonuglar gdzlemlenmistir. Benzer sekilde, Oreochromis niloticus igindeki
suda eriyen Echinacea ckstrakti da lizozim aktivitesinde artis gostermistir (Aly,
Mohamed ve George, 2008). Ancak, lizozim aktivitesindeki kayda deger artis
Echinacea’nin spesifik ve spesifik olmayan immunostimiilan roliinii gosterebilir.
Bauer (1996), E. purpurea ‘nin anten bolimlerinden ekstraktlar ve E. pallida, E.
angustifolia ve E. purpurea nin koklerindeki alkollii ekstraktlar ile iligkili farmolojik
etkilerin in vitro ve in vivo’suna kanit saglamistir. Etkiler daha ¢ok glikoproteinler,
polisakkaritler ve kafeik asit tiirevleri tarafindan non-spesifik hiicresel bagisiklik
sisteminin degistirilmesiyle baglantilidir. Bununla birlikte, ¢esitli bagisiklik hiicreleri
(monositler, makrofajlar ve dogal dldiiriicii hiicreler) Echinacea ekstrakt: tarafindan
in vitro’da uyarilmistir (Bauer, 1999; Rininger, Kickner, Chigurupati, McLean ve
Franck, 2000). Buna karsilik, bu ¢alismanin ikinci deneyinde E. purpurea ‘nin akoz
(sulu) ekstrakti ile beslemenin baligin lizozom aktivitesinde biitiin deney
asamalarinda herhangi bir kayda deger degisiklige sebep olmadigi goriilmiistiir.
Benzer sekilde, Mesbah ve Mohammadian (2015), Echinacea ekstrakti ile beslenen
shirbottaki lizozom aktivitesinde de kayda deger bir degisiklik rapor etmemislerdir.
(Matthias, 2007; Cech, 2010) izole edilmis Echinacea alkilamitlerinin bireysel olarak
veya grup i¢cinde degismeden ¢esitli kiiltlirlenmis hiicrelerde bagisiklik siipresyonu
gosterdigini ve bunun bu ¢alismanin ikinci deneyindeki lizozom aktivitesi tizerindeki

belirgin siipresif etkiyi agiklayabilecegini rapor etmistir.

Memelilerde bir dogustan bagisiklik gostergesi olan 16kosit solunumsal patlama
aktivitesinin ilk goézlemleri, 1930’larda baz1 arastirmacilar fagosit siirecin
yiikseltilmis oksijen tiiketimi ile iliskilendirildigini kavradiginda ortaya ¢ikmigtir
(Baldridge ve Gerard, 1933). Patojenlerin fagositozu boyunca lokositler NADPH
oksidozu araciligiyla oksijen tiiketimini artirirlar ve cok cesitli tiirlerde reaktif
oksijen ara tirlinler tiretilir (Robinson, 2008). Bunlar, solunumsal patlama ad1 verilen
siire¢ iginde hidroksit kokii ((OH), siiperoksit anyon kokii (O%), hidrojen peroksit
(H20,) ve single oksijen ('0,)’den olusmaktadirlar (Munoz vd, 2000). Hidrojen
peroksit ve siiperoksit anyon oldukca zehirli ROS’dir ve etkili bir antibakteriyel

sistemin zeminini olustururlar (Klebanoff, 1999). Solunumsal patlamadan salinacak
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olan ilk iirlin siiperoksit anyondur; bu yiizden bu aktiviteyi olgerken kullanilan O<2
Olgegi dogru bir metod olarak kabul edilmektedir (Secombes, 1990; Roch, 1999).
0O<2’yi 6lgmek i¢in kullanilan baglica iki metod vardir: ilk olarak, ferrositokromun
azaltilmastyla belirlenen ekstraseliiler O<2, ve ikinci olarak, nitrablue tatrazoliumun
azaltilmasiyla belirlenen intraseliiler O<2 (Diigenci, Arda ve Candan ,2003).
Patojenlerin solunumsal patlama aktivitesi, baliklardaki spesifik olmayan bagisiklik
belirtisi olarak siklikla kullanilmaktadir (Anderson ve Siwicki, 1995; Sahoo ve
Mukherjee, 2002; Sahoo vd, 2005). Bulgularimiz gostermektedir ki, birinci deney
stiresince 7. giindeki sonuclar hari¢ E. purpurea ekstrakti ile beslenen tiim rakip
gruplarda solunumsal patlama kontrol grubununkinden daha yiiksek ¢ikmistir. E.
purpurea’nin 24 mg akoz ekstraktini 0, 3 giinde alan grupta daha yiiksek solunumsal
patlama gozlemlenmistir. Ikinci deneyde, E. purpurea ekstraktinmn en diisiik dozu en
yliksek solunumsal patlamayr gostermistir. Aly ve Mohamed. (2010) Echinacea
ekstrakti ile beslenen Nile Tilapia’da, El-Sayed vd, (2014) Echinacea ile beslenen
Nile Tilapia’da ve Mesbah ve Mohammadian (2015) 0.5 % Echinacea ile beslenen

shirbotda NBT degerlerinin arttigini rapor etmislerdir.

Miyeloperoksidaz (MPO), H,O, nin kloriir iyonu hipoklordz asite (HOCI) ¢evirme
oksitleyici potansiyelini kullanan, makrofajlar ve notrofiller tarafindan gizlenmis bir
hemoproteindir (Savenkova, Mueller ve Heinecke, 1994). Etkili bir bakterisit ajan
olan HOCI, istilaci bakteri, mantar ve viriislere karsi miicadele eden konak
savunmalarinin 6nemli bir bilesenidir (Rosen, Crowley ve Heinecke, 2002). Fagosit
ve notrofil aktiviteler spesifik olmayan bagisiklik tepkimelerinin belirtisi olarak rol
oynayabilirler ve miyeloperoksidaz aktiviteler tarafindan dlgiilebilirler. Aslinda pek
cok yazar immunostimiilanlarin farkli dozlarda uygulanmasmndan sonra MPO
aktivitesinde artis kaydetmislerdir. Ornegin, kiirkiimin (15 and 1.5 pg) ile
besledikten sonra Labeo rohita’daki MPO igerigi yiikselmistir (Behera, Swain,
Sahoo, Mohapatra ve Das, 2011). Levamisol enjekte edilen sazan baliklarinda artmis
fagositik etki ve MPO etkisi bulan Siwicki de benzer sonuglar elde etmistir (1987;
1989). Ayrica, (Bilen, Yilmaz, Bilen ve Biswas, 2014) tetranin metanolik
ekstraktlariyla beslenen sazan baliklarinda artmis diizeyde MPO kaydetmislerdir.
Onceki bahsedilen calismalarla ayni fikirdedirler. Su anki ¢alismada, iki deney
boyunca E. purpurea nin 24 mg akoz ekstraktlariyla beslenen gruplarda en yiliksek
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MPO degerleri kaydedilmistir. Buna karsilik, siklofosfamid enjekte edilen Asya kedi
balig1 Clarias batrachus’in MPO ve solunumsal patlamasinda kayda deger bir diisiis
gbzlemlenmistir (Sahoo vd, 2005). En bol MPO nétrofillerin ilk graniillerinde
bulundugu icin, HK siipernatant icindeki yiikseltilmis MPO seviyeleri HK
dokularindaki nétrofil filtrelemelerinin varligini agiga ¢ikarmaktadir. Son olarak, bu
durumlardaki korumanm E. purpurea igeriginin organizmalarla dogrudan temasindan
mi1 yoksa artirilmis fagositik aktivite ve organizmalarin klirensinden mi, ya da bu ve
diger etkenlerin bir kombinasyonundan mi kaynaklandigi bu g¢alismalarda agik

degildir.
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6. SONUC

Sonug olarak, bu calisma Echinacea purpurea’nin lizozom, miyeloperoksidaz ve
solunum patlamalar1 gibi bazi spesifik olmayan bagisiklik verilerini uyararak ve
diisiik dozlarda immunostimiilan olarak rol oynayarak mikrobiyal sepsisde etkili
tedavi edici etkileri oldugunu temin etmektedir. Bu c¢alismadaki bagisiklik
verilerindeki artig, test edilmis bilesiklerin deney baliklarinin saglig1 tizerindeki
etkililigini gosterir niteliktedir. Bu ¢alisma Echinacea purpurea’nin septik baliklarda
miyeloperoksidazi gelistirme kapasitesinin olduguna kanit saglamaktadir. Boylece,
septik hastalarin bakiminda Echinacea purpurea’nm potansiyel bir tedavi edici
medikasyonu oldugunu ileri siirmekteyiz. Ancak, en uygun doz ve uygulama
metodunu da igeren, ekstraksiyon ve tedavi metodu ile ilgili ileri caligmalar
yapilmast  gereklidir.  Echinacea purpurea kullanarak degisik patojenik
organizmalarla Cyprinus carpio’da yiikleme testi yapmak, E. purpurea ‘nin

immunostimiilan iirlin olarak daha iy1 anlasilmasini saglayacaktir.
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