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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BALIK SEPSIS MODELINDE KURKUMIN OZUTU ETKISININ, NBT, MPO
VE LIZOZOMAL AKTIVITE TESTLERI ILE ARASTIRILMASI

Asmahan Ibrahim A.ABUKHDIR
Kastamonu Uni versitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Bayram KIRAN

Septisemi hastalig1 6liimciil bir durumdur ve enfeksiyon yaralanmalarina viicudun
tepki verecegi zaman ortaya ¢ikan yasami tehdit eder, ¢linkii kendisine ait organ ve
dokular olimiin en yaygin sebebidir. Geleneksel ilaglarda sepsis tedavisinde
kullanilan bir¢ok bitkinin bagisiklik tepkilerini uyardigi goriilmiistiir ve bu tiir
bitkilerden birka¢ etkin madde ayirilmis ve izole edilmistir. Bu ¢aligma suni enfekte
sazan (Cyprinus Carpio) baligindaki Kurkumin (Curcuma longa) ekstratisinin,
Nitroblue tetrazolyum (NBT), miyeloperoksidaz (MPO) ve lizozim testi dahil olmak
tizere spesifik olmayan bagisiklik parametrelerinin immiin modiilator 6zelliklerini
degerlendirmek amaciyla yiiriitiildii. Ortalama 8 + 2 g agirhigindaki balik, deney 1'de
7 glin ve deney 2'de 18 giin boyunca 24 mg / kg ve 36 mg / kg'lhk iki
konsantrasyonda ekstre ile beslendi. Saglikli sazan baliklarina, 1 x 108 CFUs / ml) A.
hydrophila, deney 1 i¢in ilk giin ve deney 2 i¢in yedinci giin sonunda intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla enjekte edildi. Deney 1'de 1, 3, ve 7. giinlerde ve deney 2'de 12,
15 ve 18. giinlerde Nitrobliibiir tetrazolyum (NBT), miyeloperoksidaz iiretimi
(MPO) ve lizozim aktiviteleri belirlendi. Bulgular, belirgin degisikliklerin (p <0.05)
Lizozim aktivitesinin istisnasi diginda tiim deney gruplarmin tiim 6rnekleme giinleri
icin spesifik olmayan bagisiklik parametrelerinde (NBT, MPO) kontrol gruplarinda
diyet tedavilerinde 6nemli bir degisiklik (P> 0.05) olmadigina isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, aeromonas hydrophila, sazan baligi, Kurkumin 6z,
spesifik olmayan parametreler (NBT, MPO ve Lizozim).
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ABSTRACT

MSc.Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS OF CURCUMIN EXTRACT ON FISH SEPSIS
MODEL USING NBT, MPO AND LYSOZYME ACTIVITY TESTES

Asmahan Ibrahim A. ABUKHDIR
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram KIRAN

Septicemia is a lethal condition which threatens one’s life and arises when the
body's response to infection damages its own tissues and organs. Immune response
modulation to sepsis disease has been of interest for a long time. Many plants used in
traditional medicine for the treatment of sepsis have been observed to stimulate
responses of immunity, and several active principles have been characterized and
isolated from such plants. Thus, this study was undertaken to evaluate the
immunomodulatory properties of Kurkumin (Curcuma longa) extract in artificial
infected common carp (Cyprinus Carpio) fish by using non-specific immune
parameters, including Nitroblue tetrazolium (NBT), myeloperoxidase (MPO) and
lysozyme assay. The fish with a weight a verage of 8+2 g were fed with the extract at
two concentrations, 24 mg/kg ve 36 mg/kg for 7 days in experiment 1, and 18 days
in experiment 2. The healthy common carp fish were challenged with (1 x 108
CFUs/ml) A. hydrophila by intraperitoneal injection on the first day for experiment
1 and seventh day for experiment 2 post feeding. Nitroblue tetrazolium (NBT),
myeloperoxidase production (MPO) ve lysozyme activities were determined on days
1,3, and 7 in experiment 1, and on days 12, 15 and 18 in experiment 2. The results
found that significant changes (p < 0.05) in non-specific immune parameters (NBT,
MPO) for all sampling days of all experimental groups with exception in results of
lysozyme activity were found no significant changes (P>0.05) among dietary
treatments when compared to that in the control group.

Key Words: Sepsis, aeromonas hydrophilia, carp fish, Kurkumin extract, non-
specific parameters (NBT, MPO and Lysozyme).

2017, 58 pages
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1. GIRIS

Septisemi, kan dolasiminda bakteri toksinleri veya bakterilerin varlig1 anlamina gelir
ve en yaygmn Olim nedenidir (Wilson, 2010). Septisemi hastaligi o6liimciil bir
durumdur ve viicudun yaralanmalara karsi kendi organlar1  ve dokularinin
enfeksiyon kapmasina yanit verdiginde yasami tehdit eder (Singer vd, 2016). Ayrica
karmasik bir enfeksiyondur, yaralilarin yagamlarini tehlikeye atar ve k vea bulunan
kimyasal salgi maddeleri bakteriyel patojenlere saldirdiginda (kan dolasiminda,
kemiklerde, bagirsaklarda, bobreklerde, menenjelerde, akcigerlerde, cilt, karaciger
ve safra kesesinde enfeksiyona neden olur) ve cesitli viicut organlarina zarar
vererek iflasina yol agan birgok degisikligi uyaran viicutta enflamatuvar yanit
vermeyi tetiklediginde ortaya cikar. Sersemlik, artan solunum hizi, artan kalp atis
hiz1 ve ates yaygin belirtiler ve isaretlerdir (Jamieson, Uyeki, Callaghan, Meaney-
Delman ve Rasmussen, 2014). Siddetli sepsis yetersiz kan dolasimimna veya organ
islevinin zayiflamasina neden olur. Yetersiz kan akisi, diisiik idrar ¢ikisi, diisiik kan
basinct (90 mmHg'den (hipotansiyon) daha diisiik) veya kan laktatinin 4 mmol /
L'den yiiksek olmas1 agikg¢a isaretleridir. Septik sok, makul miktarda intra vendz sivi
verildikten sonra diizelen sepsis sonucu diisiik kan basincina sahip sepsisdir. Septik
sok, kalict hipotansiyon ile septikin son asamasidir (Dellinger vd, 2013). Son bes
yilda, sepsis tedavisi gelisme gosterdi. Organ iflasina ve islev bozukluguna neden
olabilecek ciddi bir durum olan sistemik inflamatuvar tepki sendromu (SIRS),

bulasict olmayan veya olan nedenlerden kaynaklanabilmektedir.

SIRS Belirtileri ve Bulgulari: Lokosit sayis1 mikrolitre bagina > 12,000 veya <4,000
ve / veya>% 10 b veindaysa, PaCO2 32mmHg, kalp hiz1 > dakika/90, solunum hiz1
> dakika/20, sicaklik > 38 derece veya, zayif beslenen, kiigiik cocuklar ve zayif
(letarjik) bebeklerde < 36 santigrat derece (Sola, Gluud, Lathyris, Marti-Carvajal ve
Cardona, 2012). Pediatrik hastalarda ve yetiskinlerde septik sok ve siddetli sepsis

i¢cin rekombinant protein C gereklidir.



SIRS ayrica konusma bozuklugu, zayiflik, sersemlik, nefes artmasi, kalp hiz1 artmasi,
yetersiz idrar ¢ikisi, ates, titreme, siddetli titreme, ciltte renk degisimine sebep olur.

Herkes sepsis olusum riskine sahiptir fakat muhtemel hastalar sunlardir;

e Damar yolu agik (damla damla damardan verilen gibi) veya idrar kataterine
(idrar gegisi i¢in mesaneye bagli) bagl hastalar;

e Kemoterapi (kanser) veya steroid tedavisi gibi bagisiklik sistemini zayiflatan
tedavileri alan kisiler.

e Kaza veya yaralanmalardan yaralanan ya da kisa bir siire dnce ameliyat
olmus olan kisiler;

e Yash ve zayif kisiler;

e Bebekler, 6zellikle prematiire bebekler (Casey ve Conrad, 2016).

Sepsis  patofizyolojisi hem gram pozitif organizmalarin (lipoteikoik asit,
peptidoglikan) hem de gram negatif organizmalarin (endotoksin, lipid A,
lipopolisakkarid [LPS]) dis zar bilesenleri tarafindan baslatilir. Dig membranin bu
bilesenleri, monosit yiizeyleri lizerinde CD14 reseptoriine eslenebilmektedir. Son
zamanlarda tanimlanan toll benzeri reseptorler sayesinde bir sinyal hiicrelere iletilir,
bdylece proinflamatuvar sitokinler interlokin-1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktorii-alfa
(TNF-alfa) nihai iiretimi saglanir. Bu sitokinler dokular {izerinde dogrudan toksik

etkiye sahiptir (Cihan, Yarat, Tunali Akbay ve Sener, 2015).

Aeromonadlardan kaynaklanan insanlardaki septik enfeksiyonlar onleyici toplum
hizmetlerinde siklikla goriiliir. Aritilmamis pis su ve islenmis igme sularindaki
aeromonadlar (LeChevallier, Seidler ve Evans, 1980) sebebiyle saglik tesislerinde
(Cookson, Houang ve Lee, 1984; Mellersh, Norman ve Lee 1984), hastanelerin su
sistemlerinde (Picard ve Goullet, 1987), evcil hayvanlarda (inek, domuz ve atlar
gibi), taze sebzeler, siit Uriinleri, et, kabuklu deniz hayvanlar1 ve et {iriinlerinde,

goriilmektedir (Igbinosa, lgmubor, Agdag, Tom ve Okoh, 2012).

Birka¢ hayvanin da normal bakteri florasinin i¢inde de bulunur. A. hydrophilia,
Aeromonadaceae ailesinin bir iiyesidir ve sudaki ¢evre kosullarinda ve baliklarin

saglikli GIT'lerinde yasayan Gram negatif fakiiltatif anaerobik ve aerobik, ¢ubuk



seklindeki oksidaz pozitif hareketli bakteridir (Rey vd, 2009). Oportunistik bir
mikroorganizma olarak baliklarda hastalifin olusmasina ve koétiilesmesine katkida
bulunan sekonder bir biyolojik etkendir (Yu vd, 2004). Giineydogu ve Giiney Asya
balik ¢iftliklerinde A. hydrophilia enfeksiyonlarina bagli 6énemli 6liim oranlari
kaydedildimistir (Roberts, 1986). Musa vd, cogunlukla A. hydrophilia (% 60) iceren
(Musa, Wei ve Shaharm, 2008) Terengganu-Malezya'daki akvaryum
diikkanlarindan hasta tathisu siis baliklarindan izole edilmis bakterilerin
bulundugunu belirtmislerdir. Bakteri 6zellikle skala c¢ikintisi, eritrodermatit,
ekzoftalmi, kirmiz1 yaralar, septisemi, kanamali hemorajik, kuyruklarin ¢ilirlimesi
ve Ozellikle (Cyprinus Carpio) sazan i¢in dermal {iilserasyon gibi ¢esitli patolojik

vakalara neden olmaktadir (Austin ve Austin, 2007).

1.1. Sazan Bah@ (Cyprinus carpio)

Sepsis en zor klinik kosul modellerinden birine sahiptir. Bu nedenle, insanlardaki
sepsisin ¢ok karmasik resmini yeniden liretmek i¢in hayvan modelleri kullanilmasi
gerekmigstir. Hayvan modelleri, sepsis ile ilgili sistematik ¢aligmada kesinlikle 6nemli
bir rol oynamaya devam edecektir, ¢iinkii genellikle klinik sepsis i¢in deney verileri
ile korelasyon terimlerinin yorumlanmasina tabi tutulmaktadirlar. (Popov ve Pavlov,
2013). Bu nedenle bu ¢alismada sazan balig1 sepsis enfeksiyonu i¢in deneysel bir

model olarak kullanilmistir.

“Sazan” terimi bir takson degil bir sinif ismidir. Sazan, Sazangiller familyasina ait
olup su smufl veirmada yer alir: Hayvanlar Alemi, Sirtiplikliler subesi, Omurgalilar
altsubesi, Isinliylizgecliler sinifi, Sazangiller ailesi, Cyprinus cinsi ve Cyprinus

carpio tiirii (Billard, 1999).

Diinyada pullu sazan, Cyprinus carpio L'nin liretimi 2000 yilinda 2.41 milyon tondan
2013 yilinda 4.08 milyon tona kademeli olarak artmistir. Bu nedenle pullu sazan
diinya genelindeki en 6nemli tatlisu baliklarindan biridir. Aeromonas hydrophila
enfeksiyonundan kaynaklanan Kkitlesel balik 6liim hizi, pullu sazan iiretimini
siirlayan bir faktordiir. Bu sekilde yaygin olarak kullanilan sazan tiirii pullu saz veir

(Cyprinus carpio) (Foto 1.1).
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Fotograf 1.1. Pullu Sazan (Cyprinus carpio).

Sazanlar, bir sezon boyunca subtropikal / tropik ¢oklu kiiltiirde 0.6 ila 1.0 kg viicut
agirhigina ulasabilir. Iliman iklimde biiylime daha yavastir, 3 balik yetistirme
mevsiminden sonra 1.5 kg viicut agirligina ulasirlar. Sazanlar soguk kis
donemlerinde hayatta kalabilirler. Yaklasik %5’e kadar olan tuzluluk tolere edilir, ve
optimal pH degeri sazanlar icin 6.5-9.0°dir. Pullu sazanlar, diisiikk oksijen
konsantrasyonun (0.3-0.5 mg.I-1) yam sira asir1 doygunlukta da hayatta kalabilirler.
Sazanin ciftlikte yetistiriciligi dogal gidanin tahil ile takviye edilerek beslenmesine
dayanmaktadir. Glinliik biiyiime viicut agirliginin % 2 ila% 4'i olabilir. Pullu sazan
nehir ve si1g sularin orta ve alt katlarinda bulunur. En iyi biiyiime, 23-30 ° C su
sicakliginda elde edilir (Peteri, 2006). Sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758),
yiyecek icin en eski evcillestirilmis balik tiirlerinden biridir. Cin'de sazan kiiltiirii en

azindan M.O. 5. yiizyila kadar uzanmaktadir (Balon, 2006).

Balik, bagisiklik sisteminin her iki kolunu gelistiren, dogustan gelen ve uyarlanabilir
bagisiklik tepkisini yansitan en eski omurgalilardir. Baliklarda birincil bagisiklik
organi olan kemik iligi bulunmaz ve bunlarin hematopoietik hiicreleri, beyin ve
lenfoid bagisiklik hiicrelerinin yiikseldigi bas bobrekte (HK) iiretilir (van der Marel
vd, 2012). Antikor iireten ve antijenleri tutan bas bobrek kapasitesi birgok ¢alismada
gosterilmistir (Ellis, 1989; Zapata ve Cooper, 1990). Ayrica bas bobrek, bagisiklik
fonksiyonlarini kortikosteroid iiretimi ile birlestirir ve endokrin ve bagisiklik
sistemi arasinda ilging bir baglant1 olusturur. HK, T-lenfositlerinin olgunlagmasinin

merkezi olan timiis ile birlikte bagisiklik sisteminin antijenlerle etkilesime girdigi



yerlerdir (Tort, Balasch ve Mackenzie, 2003). Baliklarda ikincil bagisiklik organlari
olarak lenf nodlar1 bulunmaz (Tort vd, 2003). Eritrositik ve kan filtrasyonunun yok
edilmesi elipsoid kilcal damarlardan kaynaklanan makrofaj birikimiyle olusan
melanomakrfogik merkezler tarafindan gergeklestirilir. Bu merkezler, uzun
stireligine bagisiklik kompleksleri olarak antijenlere sahip olabilirler (Espenes, Press,
Dannevig ve L ves verk, 1995). Teleost baliklarinin bagisiklik sistemi memelilerin
bagisiklik sisteminden farkli olmakla birlikte bazi ortak Ozellikler bulunmaktadir.
Bagisiklik hiicreleri, patojenlere hizli ve etkili bir saldir1 i¢in 6nemli olan sitokinler
ve iligkili reseptorler araciligiyla iletisim kurar (Bird ve Secombes, 2006).
Omurgalilarda sitokinler, dogustan gelen ve adaptif bagisikligin kilit regiilatoriidiir
ve hiicre ¢gogalmas1 ve farklilagmasi lizerine genis etki yelpazesine sahiptir (Bird ve
Secombes, 2006). Baliklarda hem fizyoloji hem de bagisiklik, abiyotik faktdrlerin
(basta su sicakligr gibi) ve patojenlerle olan etkilesimlerin degisimiyle iligkili
mevsimsel degisikliklerden (6r. Zamansal degisim) etkilenir. Stres de, fagositik,
dalak leuckosit aktivitelerini, bas bobrekleri (HK) ve plazmay: etkiler. Temel
bagisiklik sistemi iglevi, bir viriitik enfeksiyona karsi korumak — ve viriis
enfeksiyonunun zararini en aza indirgemektir. (Koskivaara, Valtonen ve Pros,

1991).

Su iriinleri yetistiriciligi, gelismekte olan tlkeler icin 1y1 bir firsattir (Manoj ve
Vasudevan, 2009) ve diinyada en hizli gelisen sektordiir (Harikrishnan,
Balasundaram  ve Heo, 2011). Patojenlere bagli hastaliklar, su {riinleri
yetistiriciligindeki en biiylik problemlerden biridir (Rahman, Ak vea, Rahman ve
Chowdhury, 2009). Bulasict hastaliklarin tedavisinde kullanilan segeneklerin
bazilari, mantarlarda ve bakterilerde ila¢ direncine bagli olarak pahalilagmakta,
azalmakta ve giderek sinirli hale gelmektedir. Bu nedenle, ilaglarin alternatifi olarak
bitki 6zleri gibi bir takim biyolojik bilesikler, baliklarin durumunun iyilestirilmesi
icin hastalik riskini ve spesifik olmayan savunma sisteminin gelistirilmesini en aza

indirmek i¢in kullanilmaktadir. (Przybylska, 2012).

Hindistan zengin bitki ¢esitliligine sahiptir ve bitki temelli su triinleri yetistiriciligi
uygulamalar i¢in iyi bir platform olusturmaktadir. Hindistan'da yerli veya ekili

cesitli tibbi bitkiler diinya ¢apinda su iirlinleri yetistiriciliginde yaygin bir sekilde



kullanilmaktadir. Bu c¢alismada bu bitkilerden Curcuma longa (C.L-zerdecal)

uzerinde durulmaktadir.

1.2. Zerdecal Bitkisi (curcuma longa linn)

Zencefll ailesinin (Zingiberaceae) bir liyesi olan Zerdecal, Giineydogu Asya'ya 6zgl
uzun 6miirlii bir bitkidir. Koksaplart ve koklerin yani sira filizler génderen yatay yer
altt kokleri vardir (Fotograf 1.2). Ayrica, (Curcuma longa Lnn) yer ({isti
koksaplarindan bir baharattir tiirii de tiretilmektedir (Akram vd, 2010).

Zerdecalin taksonomik durumu su sekildedir: Sinif Liliopsida, aile Zingiberaceae, alt
smif Commelinids cins Curcuma, takim Zingiberales, tiir Curcuma longa.
Esanlamlilar: Haladi, zerdegal sar1, kurkum, C.aromatic ve yerli tiir olarak C. Longa.
Linnaeus tarafindan C. Longa olarak tanimlanmigtir. (Chattopadhyay, Biswas, B

veyopadhyay ve Banerjee, 2004).

Fotograf 1.2. Zerdecal bitkisinin iki formu (tiim kokler ve kdksaplart) ve elde edilen
zerdecal  tozu.

Zerdecalin parlak sar1 rengi, Kurkumin (bilesik A), demetoksikiirkiimin (DMC)
(bilesik B), bisdemetoksikiirkiimin (BDMC) (bilesik C) (Akram vd, 2010) igeren
Kurkuminoid olarak bilinen yagda ¢oziiniir polifenol pigmentlerinden ve suda
¢oziinen protein turmerinden gelir (Fotografgraf 1.3). (Irving, Karmokar, Berry,

Brown ve Steward, 2011).
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Fotograf 1.3. Zerdecal ve diger kurkuminoidlerin yapisi.

Kurkumin (diferuloylmethane) zerdecalda ana Kurkuminoid bilesiktir ve genellikle
biyolojik etkilerden sorumlu olabilir, ¢iinkii genel olarak en bunun aktif bileseni

olarak kabul edilir (Akram vd, 2010).

1.2.1. Kurkumin’in Yapisal Ozellikleri

Kurkumin ayni zam vea simetrik bir molekiil olan diferuloyl metan olarak bilinir.
Molekiil agirlign 368.38, kimyasal formiili C21H2006'dir. Kurkumin'in taban
durumundaki hesaplanmis dipol momenti 10.77 D'dir ve Kurkumin'in ITUPAC ismi
(1E, 6E) -1,7-bis (4-hidroksi-3 -metoksifenil) -1,6-heptadien-3,5-dion’dir. Metanolde
Kurkumin'in molar sénme katsayist 425 nm'de 55.000 dm3 mol-1 cm-1 dir. Alkali
pH'da (> pH 10) tam olarak protonsuz (kirmizi renkte) Kurkumin'in absorpsiyon
maksimumu 467 nm ve molar sonme katsayist 53,000 dm3 - mol-1 cm-1 'dir.
Kurkumin'in absorpsiyon spektrumu, bir tanesi goriiniir bolgede maksimum 410 ila
430 nm arasinda degisen ve bir baska bant da UV boélgesinden maksimum 265 nm
bolgede olmak lizere iki giicli emme b veina sahiptir. LogP degeri ~ 3.0 olan
hidrofob bir molekiildiir. Suda hemen hemen ¢6ziinmez ve DMSO, metanol, etanol,
asetonitril, kloroform, etil asetat gibi polar sol ventlerde kolayca ¢oziiniir.

Siklohekzan ve hekzan gibi hidrokarbon ¢oziiclilerde az ¢oziiniirdiir. Yapisinda {i¢



kimyasal varliga sahiptir: o-metoksi fenolik gruplar i¢eren iki aromatik halka sistemi,
bir a, B-doymamis B-diketon parcasindan olusan yedi karbon baglayici tarafindan
baglanir (Borsari, Ferrari, Gr vei ve Saladini, 2002; Gupta vd, 2011; Esatbeyoglu vd,
2012; Priyadarsini, 2014).

1.2.2. Kurkumin Reaktivitesi

Kurkumin'in i¢ reaktif fonksiyonel grubu vardir: iki fenolik grup ve bir diketon
pargast (Indira Priyadarsini, 2013). Kurkumin biyolojik aktivitesi ile ilgili onemli
kimyasal reaksiyonlar, Kurkumin oksidasyonu, geri doniisiimsiiz ve geri doniisiimlii
niikleofilik katilma (Michael reaksiyonu) reaksiyonlari, enzimatik reaksiyonlar,
bozunmaya ve hidrolize yol acan hidrojen bagisi reaksiyonlaridir. Bunlarin hepsi
farkli Kurkumin biyolojik faaliyetlerinde dnemli rol oynamaktadir. (Priyadarsini,

2009; Priyadarsini, 1997).

1.2.3. Yiyecek Kategorileri ve Kullanim Diizeyleri

Kurkumin bir¢ok giday1 renklendirmek icin yaygin olarak kullamilir. Gida Katki
Maddeleri Taslak Codex Genel St veardi, bu gidalarin kapsamli bir listesini
sunmaktadir. Kurkumin’in kullanildig1 gidalar soyle siralanmistir: kompoze gidalar,
hazir yemekler, icecekler, 6zel beslenme amacli gidalar, protein iiriinleri, soslar,
corbalar, baharatlar, yumurta ve yumurta iirlinleri, balik ve balik {iriinleri, et ve et
trlinleri, unlu mamiiller, tahil {iriinleri, sekerleme, sebze ve mey ve iiriinleri,
yenilebilir buz, yag ve yag emiilsiyonlari, kat1 yaglar ve siit trilinleri. Besin
kategorisine bagli olarak Kurkumin seviyeleri 5 ila 500 mg kg-1 araligindadir.

(Tonnesen ve Karlsen, 1985).

1.2.4. Gidalardaki Reaksiyonlar

Kurkumin'in ana boyama bilesenleri bikarbonatlardaki fosfatlara ve kloriirlere
acikca etkisizdir. Kurkumin'in besin unsurlariyla reaksiyona girmis reaksiyonlari,
100 ppm'yi asan seviyelerde siilfiir dioksit ve bazi tuzlarla (sitrat, ftalat) kompleks

olusumu ile renklerin agartilmasidir. Kurkumin 1sinmaya nispeten kararl



oldugundan, termal olarak islenmis gidalarda kullanilabilir. Kuru yiyeceklerde de

kararlidir. (Tonnesen ve Karlsen, 1985).

1.2.5. Farmakokinetik

Emiliminin diisiik olmasi nedeniyle, Kurkumin, antienflamatuar etkiyi ve
absorpsiyonu arttirmak i¢in genellikle bromelain ile formiile edilir. Hayvanlardaki
farmakokinetik ¢aligmalar, Kurkumin oral dozunun % 40-85'inin degismeden,
sindirim sisteminden gectigini, emilen flavonoidlerin ¢ogunun karaciger ve bagirsak

mukozasinda metabolize oldugunu gostermistir. (Akram vd, 2010).

1.2.6. Aksiyon Mekanizmasi

Antimikrobiyal Etkiler

Curcuma longa'nin esansiyel yagi ve Kurkumin 0Oziitii, cesitli patojen fungus,
parazitler ve bakterilerin ¢ogalmasint engeller. Kurkumin'nin ayrica Leishmania
bliylik organizmalara ve Plasmodium falciparum'a kars1 orta diizeyde etkili oldugu
bulunmustur. Dermatofitler, patojenik kaliplar ve maya ile enfekte olmus kobaylar
tizerinde yapilan bir arastirmada topikal olarak uygulanan zerdecal yaginin
dermatofitleri ve patojenik mantarlar inhibe ettigi ancak Kurkumin ve zerdegal
yaglarin maya izolatlarim1 etkilemedigi bulunmustur. Dermatofit ve mantar ile
enfekte kobaylardaki lezyonlardaki gelismeler gozlemlenmis ve yedi giinliikk
zerdegal uygulamasimin lezyonlar1 ortadan kaldirdigi goriilmiistiir. Cekal parazit
Eimera maxima ile enfekte olan civcivlerin kullanildig1 arastirmada ise% 1 zerdecal
ile desteklenmis diyetin ince bagirsak lezyonlarinda azalmaya ve kilo artisina neden

oldugunu gosterilmistir.

Kurkumin ile Bagisikligin Gelistirilmesi

Hindistan'daki arastirmacilar, Kurkumin verilen farelerde artan antikor ve daha
fazla bagisiklik etkisi oldugunu belgelemiglerdir. Kurkumin genel olarak da
bagisikligr gelistirir  (Fotografgraf 1.4). Kurkumin, bu lokalize bagisiklik

uyarilmasina ila veten, bazi hiicrelerin apoptozdan ka¢gmasi durumunda viicudun



kanserle savagmasina yardimci olabilir. Aragtirmacilar Kurkumin alinimi sonrasi
bagirsaklarin i¢ine baktiklarinda, CD4 + T yardimc1 ve B tipi bagisiklik hiicrelerinin
sayisinin fazla oldugunu tespit etmislerdir (Akram vd, 2010).
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2. TEORIK CERCE VE

Sepsis, ¢ogunlukla birden fazla organ islev bozuklugunun ortaya ¢ikmasina neden
olan ve gesitli enfeksiyonlara karsi yaygin bir inflamatuvar yanit olarak gelistigi i¢in
milyonlarca insanin Oliimiine neden olan karmasik heterojen bir sendrom olarak
ortaya c¢ikar. Cesitli nedenlerden Otiirli, insanlarda sepsisin ayrintili aragtirilmasi
zordur. Bu nedenle, sepsisi modellemek icin bir¢ok ¢aba ortaya konmustur.
Dezavantajlarin detayl bir sekilde gdzden gecirilme firsati ve deney hayvaninin her
modelinin avantajinin ortaya konabilmesi nedeniyle bilimsel arastirmalarda hayvan
modellerinin kullanilmasinin arttirilmasi, aragtirmacinin sorusturmanin 6zel amacina
uygun bir se¢im yapmasina yardimci olmaktadir. Ciftlik balik¢iligi endiistrisinin
hizla genislemesi ve temel arastirmalarda memeli modellerinin insancil kullanimai ile
ilgili sorularin farkindaliginin artmasi1 nedeniyle, balik modellerinin bilimsel
arastirmalarda kullanilmasi diinya ¢apinda artmaktadir. (Popov ve Pavlov, 2013). Bu
amagla kullanilan bir siirii balik tiirii vardir ve sazan baligl en yaygin kullanilan
tiirlerden biridir. Ornegin Soltanian  ve Fereidouni (2016) Cyprinus Carpio
baliklarina intraperitoneal olarak (IP) Kina (Lawsonia inermis) enjekte etmislerdir.
Ote y vean, Wijendra ve Pathinratne (2011); Siwicki, (1987), Levamisol ile
besledikleri Cyprinus Carpio baliklarin1 ¢alismalarinda kullanmiglardir. Buna
karsilik, Behera vd (2011), Cyprinus carpio'ya Kurkumin 6zii enjekte etmisler ve

Alishahi vd ise (2010) cyprinus carpio tiiriinii Aleo vera ile beslemislerdir.

Bulasict hastaliklarin tedavisinde kullanilan seg¢eneklerin bazilari, mantarlarda ve
bakterilerde ila¢ direncine bagl olarak pahalilasmakta, azalmakta ve giderek sinirl
hale gelmektedir. Bu nedenle, ilaglarin alternatifi olarak bitki 6zleri gibi bir takim
biyolojik bilesikler, baliklarin durumunun iyilestirilmesi i¢in hastalik riskini ve
spesifik olmayan savunma sisteminin gelistirilmesini en aza indirmek ig¢in

kullanilmaktadir. (Przybylska, 2012).

Immiinodiilator, baliklarin kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilir. Onceki ¢alismalar,
Kurkumin'in bir takim balik tiirleri {izerindeki immiin modilator etkilerini
gostermistir. Behera vd (2011), dogal antikor titreleri, lizozim seviyeleri,

miyeloperoksidaz aktivitesi, 16kosit migrasyonu, fagositik aktivite, lokosit ve
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notrofil sayilar1  ve fagositik aktivite gibi bazi spesifik olmayan bagisiklik
parametrelerini modiile eden sazan baliklarinda Kurkumin'in immiino-modiilatr
aktivitesini ortaya koymuslardir. Divyagnaneswari vd (2008), Solanum trilobatum
yapraklarindan elde edilen su 0ziitii ile intraperitoneal enjekte edilen Oreochromis
mossambicus'daki sonuglarini bildirmislerdir. Behera vd (2011), sazan baliklarinda
Kurkumin'in bagisiklik uyarici aktivitesini bulmuslardir. Ote y vean, Tuorkey ve
Karolin, (2009) oral gavaj ile Kurkumin ile beslenen siganlardaki sonuglari

calismislardir.

Arastirmacilarin farklt metodolojiler kull veiklar1 yukaridaki ¢aligmalar, Soltanian
ve Fereidouni, 2016, Wijendra ve Pathinratne, 2011, Siwicki, 1987, Alishahi vd,
2010, Divyagnaneswari vd, 2008'e benzer immiinolojik parametreleri icermektedir.
Ote y vean Wijendra ve Pathinratne (2011), Soltanian ve Fereidouni (2016)
tarafindan biyokimyasal ve hematolojik parametreler kullanilmistir. Bazi
arastirmacilar Alishahi vd (2010), Soltanian ve Fereidouni (2016) gibi bakterisit
aktivite lizerinde c¢alismislardir. Behera  ve arkadaglart ise (2011) biiyiime
performansi denemeleri ve histopatolojik inceleme iizerine c¢alismislardir. Bunun
aksine, Tuorkey ve Karolin, (2009) calismalarinda antioksidan Marker ve oksidatif
stres marklar1 kullanmislardir. (Alishahi vd, 2010) ayrica arastirmalarinda bakteriyel
mikrogliitinasyon titresi (MAT), alternatif tamamlayic1 yol (ACP) aktivitesi lizerinde

calismislardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Kurkumin ekstrati:

Kurkumin ektrakti, antifungal, antibakteriyel, antiviral ve antioksidan, anti-
inflamatuvar ~ ve kanser kemoterapi eylemleri gibi tibbi oOzelliklere sahiptir

(Wichitnithad vd, 2009).

Kurkumin ekstraksiyon siireci: Zerdegal (curcuma longa Inn) tozu, insanlarin
yemeklerinde kullanmalar: i¢in satin aldiklar1 Kastamonu'daki yerel pazardan satin
alindi. 50 gm Kurkumin tozu tartild1 (Fotografgraf 3.1). Ardindan 1 L Metanol (%
40) ile karistirildi (Fotografgraf 3.2.), siirekli calkalama ile 3 giin macerasyona
birakildu.

Fotograf 3.1. Kurkumin tozunun tartilmasi.
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Fotograf 3.2. 1 L Methanol (40%) ile karistirilmasi

Maserasyonun tamamlanmasindan sonra, koyu kah verengi ¢oOzelti, hafif

degisikliklere (Cohly vd, 2003) gore filtre kagidiyla (Fotograf 3.3) filtrelendi.

Fotograf 3.3. Filtre kagidiyla filtreleme.

Stiziilen ¢6zelti, Whatman No.1 filtre kagidina sahip olan Buchner hunisine aktarildi,

burada filtrasyon, vakum birimleri (Fotograf 3.4) kullanilarak yapild.

14



Fotograf 3.4. Vakum birimleri kullanarak filtreleme.

Homojen ¢ozelti, siyah, turuncu renkli (Fotograf 3.6) ham konsantre ekstrat elde
etmek ic¢in bir doner buharlastirici (50 °© C) (Fotograf 3.5) kullanilarak konsantre
edildi ve daha sonra ekstrat 50 ml deiyonize suda ¢Oziindiiriildli, daha sonra
buzdolabinda — 20 ° C'de, siki sikiya kapatilmig kavanozlarda, besleme deneylerinde

kullanilincaya kadar sakl ve1 (Fotograf 3.7).

Fotograf 3.5. Doéner buharlastirici.
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Fotograf 3.7. 50 ml deiyonize suda ¢6ziindiirme.

Uriin dozlara gore hesapl ver ve deneysel dozlar olarak kullanilmak iizere Fosfatla

tamponlanmis salin (PBS) ile seyreltildi.

3.1.2. Bakteri patojenlerinin izolasyonu (Aeromonas hydrophilia)

3.1.2.1. Triptik soya Buyyon (TSB) Hazirlanmast

Genel Siireg:  Triptik soya buyyon, 7.5 gram triptik soya buyyon tozunun
tyonsuzlastirilmis H>O ile 250 ml’nin son hacminde karistirilmasiyla hazirl vei
(Fotograf 3.8) Karisim kasikla karistirildi  ve otoklavlama oOncesi toz tamamen

¢oziilene kadar kaynatildi (Fotografgraf 3.9). Ardindan, 15 dakika boyunca 121°C’de
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otoklavlayarak sterilize edildi. Kullanimdan 6nce buyyonun oda sicakligina gelene

kadar sogumasi sagl vei.

Fotograf 3.9. Triptik soya buyyonun hazirlanmasi
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3.1.2.2. Triptik Soya Agar Hazirlanmasi

Siireg: 10 gram TSA tozu tartildi (Fotograf 3.10.a) ve 250 ml deiyonize suda
¢Oziindiirildi (dH20). Karisim karistirildi  ve otoklavlama Oncesi toz tamamen
coziilene kadar kaynatildi. Sonra 15 dakika boyunca 121 °C’de otoklavlayarak
sterilize edildi (Fotograf 3.10.b). Otoklavlamanin hemen sonrasinda 45 ila 50 °C su
banyosunda sogumast sagl vei. Yeni hazirlanan madde, plastik diiztabanli petri
kutularina ayn1 hizada ve yatay yiizeyde, kutu yarisina kadar agarla doldurulacak
sekilde dokiildi. Agar mddesinin oda sicakliginda sogumasi sagl ve1 (Fotograf 3.11 ).

(b)

Fotograf 3.10. TSA Hazirlanmasi. (a). Triptik soya agarin tartilmasi (TSA). (b). Otoklav
kullanarak sterilize edilmesi

Fotograf 3.11. Triptik Soya Agar’in petri kutularina bosaltilmasi.
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3.1.2.3. Babkteri Kiiltiirii ve Bakteri Uyarim Deneyleri

A. hydrophila triptik soya agar iizerinde kiiltiirlenmis ve tripton soya buyyon iginde

hasat edilmistir (Fotograf 3.12).

Fotograf 3.12. Tripton Soya Agar icerisindeki A. Hydrophila kolonileri.

Buyyon, bir gece boyunca 20 °C’de bir calkalayic1 i¢inde 12 saatligine
kuluckaya yatirildi ve 4 °C’de 5 dakikaligina 1800 rpm’de santrifiijlendi; iist faz
atildt  ve bakteriyel pellet PBS (pH 7.2) ile homojenize edilmis ve
santrifiijlenmis ti¢ dongii ile yik ver (Sigma D8662) (Fotograf 3.13).
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Fotograf 3.13. Bakterinin izolasyonu ve reaktivasyonu. (a). Bakterinin steril
kosullarda inokiilasyonu. (b). Bakterinin izolasyonu. (c).
Santrifiij kullanarak bakterinin ¢okeltilmesi. (d). Bakteri
pelletleri.

Pellet steril PBS i¢inde tekrar bekletildi ve sonra siispansiyonu McFarl ve No -0.5
turbiditeyle eslesmesi i¢in ayarlayarak sepsisi tetiklemek i¢in sazan baligina enjekte
edilecek 108 CFU/ml iceren as1 maddesi hazirl ver (Fotograf 3.14). 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¢cinde stok kiiltiirii depol ve1 (Chabot ve
Thune, 1991).
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Fotograf 3.14. Bakteri Uyarim Deneyleri. (a). Mcferl ve densitometre kullanarak (108
cfu/ml) bakteri hazirlanmasi. (b). Aeromonas hydrophila’nin Stok
Kiltiird.

3.1.3. Deney Baliklar1 (model)

Sazan (Cyprinus Carpio), Kastamonu ilindeki ticari bir firmadan satin alindi.
Ortalama agirhigr 8 + 2 g, toplam uzunlugu 9 + 2 cm olan baliklar, Kastamonu Uni
versitesi Su Uriinleri Fakiiltesine tasindi  ve deneyden &nce kuluckahane
laboratuvarinda 10 giin ortam kosullarina adapte olmasi sagl ver (Fotograf 3.16). Bu
stire zarfinda baliklar giinde ii¢ kez ticari gida pelletleri ile beslendi. Sazan balik
akvaryumunun suyu her giin degistirildi. Calisma sirasindaki kosullar su sekildedir
(fotografperiyod: 14: 10 saatlik agik-karanlik dongii, ¢oziinmiis oksijen 6.1 £ 0.4 mg
/'L, sicaklik 24 +2 ° C, pH 8 £ 0.5 ve tuzluluk 0.25 £ 0.5 ppt) Harikrishnan vd 2009,
Sam Cookiyaei. Adaptasyon siireci sonrasinda, baliklar esit miktarda 200 L su
barindiran deney akvaryularmama taginmistir (n = 20 balik / akvaryum). Calisma
sirasinda her akvaryumda 11.1 L / dk su akis1 ile haval veirma sagl ver ve giinliik

olarak akvaryumlarin {i¢te bir oraninda sular1 degistirildi (Fotograf 3.16).

21



- e —

T m———
M - N Heathineubie:y
: - b iy &

Fotograf 3.16. Deney akvaryumu.

3.1.4. Ayiraclarin Hazirlanmasi

3.1.4.1. Lizozim Stok Soliisyonunun Hazirlanmast

Stok soliisyonlar1 yeterli miktarda toz Micrococcus lysodeikticus bakteriyel hiicreleri
(0.02 g) 100 ml PBS(Sigma D8662) ile ¢oziilerek hazirl vei. Daha sonra stok
soliisyonu 15 dakika siiresince 121 °C’de otoklavlanarak siterilize edildi ve 4 °C’de

sakl vel.
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3.1.4.2. Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun Hazirlanmasi (PBS)

200 ml’lik iyonsuzlastirilmis suda bir tablot eritilerek PBS hazirl ver ve 25°C’de
0.01 M fosfat tampon, 0.0027 M potasyum kloriir ve 0.137 M sodyum kloriir, pH

7.4 hazirl vel.

3.1.4.3. Miyeloperoksidaz Stok Soliisyonunun Hazirlanmas.

100 ml distile suyun icinde bir tablot fosfat sitrat eritildi (Fotograf 3.18). TMB
substrat soliisyon — Dissol ve one 3,3',5,5'-Tetra-methylbenzidine dihydrochloride

tablot in 10 ml of 0.05 M Phosphate-Citrate Buffer, pH 5.0..

Fotograf 3.17. Tetra-metilbenzidin dihidrokloriir (TMB) tableti.

3.1.4.4. Nitro blue tetrazolyum (NBT) Stok Soliisyonunun Hazirlanmast

10 mI’lik iyonsuzlastirilmis suda 1 NBT tablotu ¢dziilerek NBT stok soliisyonu
hazirl ver (Sigma N5514-25TAB) ve sonra ¢ozelti mikrofilter ile filtreleme
yapild1 (Fotograf 3.18).
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N5_514-25TAB Lot # S| BH
Nitro Blu= Tetrazoliun

() (b)

Fotograf 3.18. NBT stok soliisyonunun hazirlanmasi. (a). NBT tableti. (b).
Mikrofiltre kullanarak filtreleme.

3.2. Metod ve Yontem

3.2.1. Deney Tasarim

Bu calismada deney zamanlarina gore iki farkli deney (deney 1 ve deney 2)
gerceklestirilmistir. Her bir deneyin 3 grubu vardir ve bu gruplar kullanilan
baliklarda kullanilan ektratlarin dozlarina goére ve her bir grupta rastgele dagitilmis
10 balik olacak sekilde ikiser adet alt gruplara boliinmiistiir : kontrol, EXPI 24, EXPI
36, EXPII 24 ve EXPII 36.

3.2.1.1. Deney I:

Bu deneyde ii¢ grup bulunmaktadir

e Kontrol Grubu:

Bazal diyette (ticari balik gidasi pelletleri) 100 ul BPS ile sadece bir hafta kaldilar.
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o [EXPI 24 Grubu:

Baliklara 1 hafta boyunca giinde iki kez esnek PTFE tek kullanimlik igne (Fotograf
3.20) kullanilarak oral uygulama ile 0.1 ml PBS'de (Sigma D8662) 24 mg metanolik

Kurkumin 6ziitii uygul ver.

e EXPI 36 Grubu:

Baliklara 1 hafta boyunca giinde iki kez esnek PTFE tek kullanimlik igne (Fotograf
3.19) kullanilarak oral uygulama ile 0.1 ml PBS'de (Sigma D8662) 36 mg metanolik

Kurkumin 6ziitii uygul ver.

(a) (b)

Fotograf 3.19. Baliklarin agizdan beslenmesi. (a). Igne kullanarak agizdan besleme. (b).
Esnek PTFE tek kullanimlik igne

Ik giin grupteki biitiin baliklara hydrophila (ATCC 20662) siispansiyonu (100 pL
PBS icinde 1 x 10 CFUs karistirilmis) intraperitoneal olarak 0.1 ml. enjekte
edilmistir (Fotograf 3.22) (Tricaine Methanesulfonate MS-222) ile (5-7 damla / 1
galon su) anestezi yapildiktan sonra, (Fotograf 3.21) diger y vea ise kontrol grubuna
sadece 0.1 ml PBS(Sigma D8662) enjekte edilmistir. Bu deneyde baliklar, ertesi

giinlerde (Sahu vd, 2008) hafif, degisikliklerle birinci, tiglincii ve yedinci giinlerde
sakrifiye edildi.
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Fotograf 3.20. Tricaine Methanesulfonate (MS-222) ile anestezi.

Fotograf 3.21. A. Hydrophila’'nin baliklara intraperitoneal olarak enjekte edilmesi.

3.2.1.2. Deney 2

Baliklar 18 giin boyunca yapay sazan yemi ile beslendi ve yedinci giinde baliklara A.
hydrophila (ATCC 20662) (1 x 103 CFUs/ml) PBS (Sigma D8662) 0.1 ml oraninda
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Kontrol grubuna ise sadece 0.1ml PBS enjekte
edildi ve takip eden 5 giin boyunca karin sisligi (karin sismesi), cilt lezyonlar1 ve
kiiclik kanamalar seklinde baglayip hizla biiylik alanlara ve soluk solungaclara

genisleyebilen (Fotograf 3.22) semptomlar gozlendi (Camus et al, 1998).
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Fotograf 3.22. Baliklardaki yapay sepsis semptomlar1

Semptpomlarin goriilmeye basl veig1 besinci giinde baliklar 0.1 ml PBS Kurkumin
ektrat1 ile tedavi edilmeye basl ve1. Baliklar takip eden 12., 15. ve 18.giinde sakrifiye

edildi. Bu deneyin protokolii ayni zam vea su 3 grubu igermektedir:

e Kontrol Grubu:

Bazal diyette (ticari balik gidasi pelletleri) 100 pl BPS ile sadece 18 giin kaldilar.

e EXPII 24 Grubu:

Baliklara 10 giin boyunca giinde iki kez esnek PTFE tek kullanimlik igne
kullanilarak oral uygulama ile 0.1 ml PBS'de (Sigma D8662) 24 mg metanolik

Kurkumin 6ziitii uygul ver.

e EXPII 36 Grubu:

Baliklara 10 giin boyunca gilinde iki kez esnek PTFE tek kullanimlik igne
kullanilarak oral uygulama ile 0.1 ml PBS'de (Sigma D8662) 36 mg metanolik

Kurkumin 6ziitli uygul vei.
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3.2.2. Numune Toplama ve Analitik Yontemler

3.2.2.1. Numume Toplama

Yemleme islemi bittikten sonra, tim deneyler 2 tekrarla (her tekrarda 8)
gerceklestirildi. Baliklar rasgele icinde su olan beherlere alindi, tartildi ve bas ve
bobrek baliktan ayrilacak sekilde dldiiriildii. Bas-bobrek ventral bir kesikle pargalara
ayrildi (Braun et al, 1982; Secombes, 1990; Biswas et al, 2013). Bas-bobrekler
diizgiince ¢ikartildi ve 4 ml RPMI-1640(Sigma R8758) ortama aktarildi (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Kafa bobrek hiicre siispansiyonlar1 4 ° C'de 3 dakika 1800
rpm'de santrifiije tabi tutuldu (Fotograf 3.23).
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(©) (d)

(e)

Fotograf 3.23. Numune toplama. (a). Baliklar1 icinde su olan behere aktarma. (b).
baliklarin tartilmasi. (c). ventral kesik islemi. (d). Bas bobrek ¢ikartilmasi.
(e). Bas bobregin RPMI soliisyonuna koyulmasi.

Bag - bobrekler topl ver ve naylon ag araciligiyla sikistirildi (©100 pm; Becton,

Dickinson ve Company, NJ, USA), Hank's Balanced Salt Soliisyon ile iyice yik vei
(HBSS) (Sigma H6648) ve 1% solution of 10,000 g ml-1 streptomycin 10,000 U
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ml-1 penicillin ve 5% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen) (Sigma F2442) ile
takviye edildi. Soliisyonun son hacmi falkon tiip icinde 3 ml’dir. (Fotograf 3.24).

Fotograf 3.24. Bas bobreklerin naylon aga sikistirilip toplanmasi.

Santrifiij yapildiktan sonra Pasteur pipeti kullanilarak tist faz topl ver ve 15 ml’lik
falkon tiipe aktarildi. Sonra topak tekrar ayni soliisyonda bekletildi ve direk olarak
NBT yi tahlil etmek i¢in kullanildi (Fotograf 3.25).
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Fotograf 3.25. Bag bobrek hiicrelerinin santrifiijle ¢okeltilmesi.

3.2.2.2. Spesifik Olmayan Bagisiklik Parametreleri

Nitroblue tetrazolium (NBT) Indirgeme Olgiimii

Genel Protokol: Reaksiyon, NBT'nin indirgenmesi ile iiretilen ¢dziinmeyen mavi
formazanin tiiretimi ile olusur. Her ne kadar tamamen O<’ye 6zgli olmasa da,
NBT’nin ¢6ziilemez mavi formazana azaltilmasi siiperoksit iiretimi i¢in bir arastirma
olarak kullanilmistir (Munoz et al, 2000). Biswas et al. (2013)’a gore, ¢cok az bir
degisiklikle, her numuneden ayrilan HK hiicreleri (1 x 10 cells ml -1) 96-hazne
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plakasinda haznelerde 100 puL’de tohuml ver (Nunc A/S, Roskilde, Denmark). Canli
fagositik hiicreler 50 uL NBT soliisyonuyla uyarildi ve 1 saat siiresince 25 °C’de
kulugkal ver (CO2 Incubator Nu ve EC 160). PBS ile yikayarak yapigsmamis hiicreleri
giderdikten sonra, hiicrelerin yaklasik 15 dakika siiresince oda sicakliginda metanol
%100 ile tutturulmasina imkan verilir ve acik havada kurutulur. Uretilen formazan
140 pL dimetilsiilfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich) ve 120 pL 2 M potasyum hidroksit
(KOH; Wako, Tokyo, Japan) ekleyerek ¢oziindiiriiliir. Ardindan, soliisyonun optikal
yogunlugu mikroplaka fotografgraf makinasi kullanilarak 620 nm’de olg¢iiliir

(Multiskan GO, Thermo Scientific). KOH ve DMSO bos kullanilir (Fotograf 2.26).
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(d)

Fotografgraf 3.26. Nitroblue tetrezolium (NBT) azaltilma analizi. (a). NBT
sollisyonlar1 diiz tabanli 96-hazne plaga eklenmesi. (b). NBT
numunesinin inkiibasyonu (c). NBT tahlilinde kullanilan 96-
hazne plakalar. (d). Mikro plaka okuyucu Spektrometre.

Lizozim Aktivite Olciimii

Genel protokol: Micrococcus lysodeikticus  bakteriyel hiicreler kullanarak
gerceklestirdigimiz lizozim testi lizozim i¢in bir alt yapidir. M. lysodeikticus
hiicrelerinin bir slispansiyonu az miktarda HK iist fazi ile karigtirildi. Hk tist fazinda
mevcut bulunan lizozim, hiicre duvarlarini asindirir. Enzim siispansiyonda rol aldig1
igin, silispansiyonun tilirbiditesi ve dolayisiyla numunenin emilimi azalacaktir.
Turbiditedeki diislis oran1 numunede mevcut olan lizozim miktariin nispi 6l¢iitii
olacaktir. Ne kadar ¢ok lizozom bulunursa tepkime o kadar hizli gergeklesecek ve
emilim o kadar hizli diisecektir. Numunedeki lizozom aktivitesi spektrometre
kullanilarak Slgiilmiistiir. Kisaca, 200 pL bakteriyel slispansiyona 100 pl HK {ist faz
pipet diiztabanli 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) (Fotografgraf 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 2.27).
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Fotograf 3.27. Lizozim aktivitesi tahlil teknigi.

Miyeloperoksidaz Aktivite Olciimii (MPO)

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 ¢oziiniir bir iiriin iretir (Sokolov vd 2015). TMB
tepkimesi 2 M H»SOys ile belki durdurulabilir (sar1 renkle sonuglanarak), ve 450
nm’de okunabilir. Numunede mevcut bulunan toplam miyeloperoksidaz miktari, cok
az bir degisiklikle, Sahoo, Kumari ve Mishra (2005)’a gore dl¢lilmiistiir. Bunun igin,
10 pl I6kosit iist faz 90 ul Ca+* ve Mg+ free Hanks' Balanced Salt Solution ile
diiztabanli1 96-hazneli mikrotitre plakasinda seyreltilmistir. Sonra, 35 pl of 20
mM 3,3',5,5'- tetrametilbenzidin hidrokloriir ve 35 pul of 5 mM H>0; eklenmistir (her
iki peroksidaz {ist fazi). Renk tepkimeyi degistirmis ve tepkime emilimdeki artisi
Olcme yoluyla kinetik olarak takip edilmistir (Multiskan GO, Thermo Scientific).
Tepkime hiz1 Ul olarak belirlenmis, 0.5 ml tepkime karisimi i¢in emilimde dakikada
0.001 artis tiretmek icin gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (AA 450/min
/ml) (Fotografgraf 2.28). 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.
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Fotograf 3.28. Miyeloperoksidaz aktivite tahlili teknigi (MPO).
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4. BULGULAR

4.1. Spesifik Olmayan Bagisiklik Parametreleri

Deney 1’de 0, 3. ve 7. giinlerde, Deney 2°de 12.,15. ve 18. giinlerde toplanan
numunlerde ¢esitli dozlarda (24mg kg-1 ve 36mg kg-1) metanolik Kurkumin ektrakti
ile agizdan beslenerek takviye edilen baliklar spesifik olmayan bagisiklik

parametreleri agisindan anlamli farklilik (P < 0.05) gdstermistir

4.1.1. Deney 1

4.1.1.1 Nitroblue Tetrazolyum Aktivitesi (NBT)

Kurkumin uygulanmig balik grubunun ve kontrol grubunun solunumsal patlama
sonuclart (NBT) (OB 620nm)Tablo 4.1°de verilmistir. Enjeksiyon sonrasi 3.giinde
elde edilen tiim NBT sonuglart anlamsal olarak diisiik (P< 0.05) ¢ikmistir ve deney
sonuna kadar o sekilde kalmistir. Fakat deney grubunun degerleri kontrol grubuyla
kiyasl veiginda daha yiiksektir (P< 0.05). En yiiksek solunumsal patlama degeri
(NBT) (P< 0.05) Expl 24 grubunda 0. enjeksiyon sonrasi giinde ve uygulama
sonrasi (1,25+0,74) gozlemlenmistir. 0. giiniin sonunda 24 mg Kurkumin verilen
baliklarda NBT aktivitesi gosteren balik sayisinda anlamli artis gézlemlenmistir (P<
0.05) ote y vean 36 mg verilen balik grubu 24 mg verilen balik grubuna gore daha
diisiik, kontrol grubuna gore daha yiiksek degere sahiptir. Ayrica, ikinci numune
toplanmasinin 3.giiniinde tiim deney gruplarinin NBT degerlerinin kontrol grubundan
daha ytiksek oldugu ortaya konmustur (P< 0.05). 24 mg Kurkumin verilen grup ile
36 mg Kurkumin verilen grup arasinda anlamli bir farklilik gdzlemlenmemistir. Ote
y vean,7. giiniin sonunda 24 mg ve 36 mg Kurkumin verilen gruplarin solunumsal
patlama aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamh bir diisiis gozlenmis (P<
0.05). Kontrol grubunda en yiiksek degerler 7.glinde (0.86+0.30) ve 3. giinde
(0.50+0.22) kaydedilirken, en diisiik degerler 0.giinde (0.44+0.40) (Grafik 4.1.)
kaydedilmistir. Bu durumun aksine, 24 mg verilen grup icin en yiiksek NBT
degerleri 0.giinde (1,25+0,74) ve 3.giinde (0,99+0,46) kaydedilirken, en diisiik
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degerler 7. giinde (0,67+0,12) kaydedilmistir (Grafik 4.2.). Ayn1 zam vea 36 mg
Kurkumin verilen grup i¢in en yiiksek degerler 0.giin (1,01+0,25) ve 3.giin
(0,99+0,46) gozlemlenirken, en disiik deger 7. giin (0,71+0,27) goézlemlenmistir
(Grafik 4.3).

Tablo 4.1. Cesitli diizeylerde metanolik Kurkumin ekstrati enfekte edilmis pullu sazanlarin
farkli numune toplama giinlerindeki 7 giinliik NBT aktivitesi. Sonuglar ortalama

+ st veart sapma seklinde ifade edilmistir (S.E).

Deney giinleri
Gruplar 0 giin 3 giin 7 giin
Kontrol 0,44+0.40** 0,5040,22°* 0,86+0,30°®
24 mg 1,25+0,744 0,99+0,46°8 0,67+0,12°¢
36 mg 1,01+0,25¢4 0,9940,43%8 0,7140,27°¢

Kiigiik harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterirken, biiylik harfler aym1 grubun farkli
giinler arasindaki farkliligi gdstermektedir.
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Grafik 4.1.7 giin boyunca BPS ile beslenen enfekte pullu sazanlarin NBT aktiviteleri.
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Grafik 4.2. 7 gilin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin NBT aktiviteleri.
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Grafik 4.3. 7 giin boyunca 36 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin NBT aktiviteleri.

4.1.1.2. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi

Deney gruplarinin Miyeloperoksidaz aktiviteleri (OD 450 nm) Tablo 4.2.°de
gortldiigi gibi onemli Olgiide farklilik gdstermektedir. Tiim sonuglar 3. giinde
anlaml bir artis (P < 0.05) gosterirken, 7.giinde anlamli bir diisiis gostermistir (P <
0.05). 0. giinii takiben 7. saatte 24 mg Kurkumin verilen grubun MPO aktivitesi
anlamli 6l¢iide kontrol grubundan daha diisiik ¢ikmis (P < 0.05) ayni durum 36 mg
verilen grup i¢inde gozlemlenmistir.Fakat bu gruplar kontrol grubuyla kiyasl
veiginda anlamli bir artis gostermemistir. Ote y vean hem 24 mg hem de 36 mg
Kurkumin verilen gruplar kontrol grubuyla kiyasl veiginda 7.glin anlamli bir diisiis
(P < 0.05) gostermistir. Ayrica, kontrol gruplari i¢in en yiiksek MPO degeri 0.giin
(1124,962+270,148) ve en diisiik deger 3.glin (10,71£1,61) kaydedilmistir (Grafik
4.4.). Diger taraftan, 36 mg Kurkumin verilen grupicin en yiiksek MPO degeri 3.giin
(432,44+165,21) ve 0. giin (108,353+40,869) kaydedilirken, en diisiik deger 7.giin
(5,56+1,64) kaydedilmistir (Grafik 4.5.). Ayrica, 24 mg Kurkumin verilen grupigin
en yiksek MPO degeri 3.glin (506,09+109,22) ve 0. giin (158,988+66,113)
kaydedilirken, en diisiik deger 7.giin (18,42+2,90) kaydedilmistir (Grafik 4.6).
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Tablo 4.2. Cesitli diizeylerde metanolik Kurkumin ekstrati enfekte edilmis pullu sazanlarin
farkli numune toplama giinlerindeki 7 giinliik MPO aktivitesi. Sonuglar ortalama
+ st veart sapma seklinde ifade edilmistir (S.E).

Deney giinleri
Gruplar 0 giin 3 giin 7 giin
kontrol 1124,962+270,148** 10,71£1,61%¢ 28,83+14,55%
24 mg 158,988+66,113°4 506,09+109,22¢¢ 18,42+2,90°¢
36 mg 108,353+40,869° 432,44+165,21® 5,56+1,64C

Kiiciik harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterirken, biiyiik harfler ayn1 grubun farkli
giinler arasindaki farklilig1 gostermektedir.
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Grafik 4.4. 7 giin boyunca BPS ile beslenen enfekte pullu sazanlarin MPO aktiviteleri.
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Grafik 4.5. 7 giin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin MPO aktiviteleri.
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Grafik 4.6. 7 giin boyunca 36 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin MPO aktiviteleri.

4.1.1.3. Lizozim aktivitesi

Lizozim aktiviteleri analizi (U/dak) Tablo 4.3.’de aciklanmistir. Lizozim aktivitesi
ekstrat ile beslenen gruplarda 0.giiden 7.gline diislis trendi gostermistir. Bu demek
oluyor ki Kurkumin takviyesi lizozim aktivitesini anlaml oOlgiide etkileyememistir.
3.giinden itibaren hem deney hem de kontrol gruplarinin (Grafik 4.7.,4.8 ve 4.9)
lizozim aktivitelerinde 7.gilin en diisiik noktaya (0.13+0.01) varacak sekilde bir diisiis
trendi gézlemlenmistir. Deney gruplar ile kontrol grubu arasinda bu deger agisindan
anlamli bir farklilik kaydedilmemistir (P> 0.05). 0.giinde 36. mg Kurkumin verilen
grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik kaydedilirken (P< 0.05), 24 mg
verilen grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik kaydedilmemistir (P>
0.05). Ayrica kontrol grubu icin en yiiksek lizozim degeri 0. giinde gozlemlenmistir
(0.98+0.11).
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Tablo 4.3. Cesitli diizeylerde metanolik Kurkumin ekstrati enfekte edilmis pullu sazanlarin
farkli numune toplama giinlerindeki 7 giinliik Lizozim aktivitesi. Sonuglar

Deney giinleri

Gruplar 0 giin 3 giin 7 giin
Kontrol 0.98+0.11%A 0.26+0.03%8 0.18+0.10%C
24 mg 0.94+0.09%A 0.25+0.02%8 0.140.01%¢
36 mg 0.81+0.08°4 0.26+0.028 0.13£0.01%¢

ortalama * st veart sapma seklinde ifade edilmistir (S.E).

Kiigiik harfler gruplar arasindaki farkliliklar gosterirken, biiyiik harfler ayn1 grubun farkli
giinler arasindaki farklilig1 gostermektedir .
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Grafik 4.7. 7 giin boyunca BPS ile beslenen enfekte pullu sazanlarin Lizozim aktiviteleri.
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Grafik 4.8. 7 giin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakt: ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin lizozim aktiviteleri..
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Grafik 4.9. 7 giin boyunca 36 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin lizozim aktiviteleri.

4.1.2. Deney 2

Bu deneyde spesifik olmayan bagisiklik savunma parametreleri 12., 15. ve

18.giinlerde dl¢lilmiistiir.

4.1.2.1. Nitroblue Tetrazolyum Aktivitesi (NBT)

Deney gruplarinin NBT (OD 620 nm) aktiviteleri birbirlerinden anlamli olarak (P <
0.05) farkli oldugu gozlemlenmistir. 24 mg Kurkumin verilen grubun en yiiksek
NBT degeri 12.giinde kaydedilmistir. Tiim sonuglar Tablo 4.4.’te verilmistir. Bu
sonuglara gére hem 24 mg hem de 36 mg verilen deney gruplarinin NBT degerleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak (P <0.05) yiiksektir ayrica bu iki grup kendi
aralarinda kiyasl veiginda ise 36 mg verilen grubun degerleri daha yiiksektir.
15.giinde de ayn1 sekilde hem 24 mg hem de 36 mg verilen deney gruplarinin NBT
degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak (P <0.05) yiiksektir. Ayrica 18.
giindeki solunumsal patlama aktivite sonuglari (NBT) 24 mg verilen grubun
degerlerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde arttigin1 (P <0.05)
gostermistir, ayn1 anlamh artis farkliligi 36 mg verilen grup i¢in de kaydedilmistir.
Ayrica, kontrol grubu icin en yiiksek NBT degeri 18. giinde (0,86+£0,30) ve 12.
giinde (0,82+0,16) kaydedilmistir, ayn1 grubun en diisiik degeri ise 15. giinde
kaydedilmistir (0,44+0,17) (Grafik 4.10). Ote y vean, 24 mg Kurkumin verilen
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grubun en yiiksek NBT degeri 15. giinde (1,47+0,36) ve 12. giinde (1,23+0,22)
kaydedilirken, en diisiik degeri 18. giinde kaydedilmistir (1,04+0,15) (Grafik 4.11).

Tablo 4.4. Cesitli diizeylerde metanolik Kurkumin ekstrati enfekte edilmis pullu sazanlarin
farkli numune toplama giinlerindeki 18 giinliik NBT aktivitesi. Sonuglar
ortalama * st veart sapma seklinde ifade edilmistir.

Gruplar Deney giinleri
12 giin 15 giin 18 giin
Kontrol 0,82+0,16°* 0,44+0,17°® 0,86+0,30**
24 mg 1,230,224 1,47+0,368 1,040,158
36 mg 1,33+0,644 1,17+0,33¢B 1,19+0,28°¢

Kiiciik harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterirken, biiyiik harfler ayni1 grubun farkli
giinler arasindaki farklilig1 gostermektedir.
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Grafik 4.10. 18 giin boyunca BPS ile beslenen enfekte pullu sazanlarin NBT aktiviteleri.
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Grafik 4.11. 18 giin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte pullu
sazanlarin NBT aktiviteleri.
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Grafik 4.12. 18 giin boyunca 36 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin NBT aktiviteleri.

4.1.2.2. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi

Deney 2 grubunun Miyeloperosidaz aktiviteleri (OD 450 nm) Tablo 4.5.°te
verilmistir. Sazan baligt MPO igerigi Kurkuminden etkilenmistir. Bu calismada
kontrol gruplarinin MPO aktivitelerinin deney gruplarminkinden daha yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. 36 mg Kurkumin verilen grubun MPO degerlerinin 24 mg verilen
grubun degerlerinden daha diisiik oldugu kaydedilmistir. 24 mg verilen grubun en
yiiksek degerleri 15. glin (451,96+69,80) (Grafik 4.15) ve 12.giin (194£67,58)
(Grafik 4.13). olarak kaydedilmistir. 36 mg eksrakt verilen grubun MPO degerleri
15 ve 18.glinler arasinda anlamli bir diislis gostermistir (P <0.05) (Grafik 4.13). 24
mg verilen grubun MPO degerleri ise 12. ve 15.giinler arasinda yiikselis trendi
gosterirken 15 ve 18. giinler arasinda diisilis trendi gostermistir (Grafik 4.15). En
diisik MPO degeri 36 mg Kurkumin verilen grup i¢in 18.giinde kaydedilmistir
(11,2942,29).

Tablo 4.5. Cesitli diizeylerde metanolik Kurkumin ekstrati enfekte edilmis pullu sazanlarin
farkli numune toplama giinlerindeki 18 giinliik MPO aktivitesi. Sonuc¢lar
ortalama * st veart sapma seklinde ifade edilmistir.

Deney giinleri
Gruplar 12 giin 15 giin 18 giin
Control 194+67,58* 177,13+62,54%® 18,46+5,80%
24 mg 171,62+73,59 451,96+69,80°¢ 18,42+2,90°C
36 mg 423,93+99,644 57,80+16°¢ 11,29+2,29°€¢

Kiiciik harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gésterirken, biiylik harfler ayni grubun
farkl1 glinler arasindaki farklilig1 géstermektedir.
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Grafik 4.13. 18 giin boyunca PBS ile beslenen enfekte pullu sazanlarin MPO aktiviteleri.
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Grafik 4.14. 18 giin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte pullu
sazanlarin MPO aktiviteleri.
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Grafik 4.15. 18 giin boyunca 36 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte pullu
sazanlarin MPO aktiviteleri.
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4.1.2.3. Lizozim aktivitesi

Tim lizozim aktivite sonuglar1 (U/dak) Tablo 4.6.’da verilmistir. Kurkumin verilen
grup ve kontrol gruplarinin lizozim seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir. En diisikk deger 36 mg curcuumin verilen grubun 18. giin
Ol¢iimiinde kaydedilmistir (Grafik 4.18). 12.giindeki 6l¢iimde 36 mg Kurkumin
verilen grunun lizozim degeri 24mg verilen grubun degerine gore daha yiiksekken,
18. giindeki sonuclar bu iki grup ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
gostermemistir (P > 0.05). Kontrol grubu igin en yiiksek degerler 12. giinde
(0.96£0.11) ve 15. giinde (0.16+0.02) kaydedilmis, 18. giiniin sonuclar1 ise anlamli
bir farklilik gostermemistir (0.15+0.02) (Grafik 4.16). Ayn1 sekilde 24 mg Kurkumin
verilen deney grubu i¢in en yliksek degerler 12. giinde (0.78+0.12) ve 15. gilinde
(0.15+0.02) kaydedilmis, 18. giinlin sonuglar ise anlamli bir farklilik géstermemistir
(0.14+0.01) (Grafik 4.17). Ayrica, 36 mg Kurkumin verilen grup i¢in en yiiksek
lizozim degerleri 12. glinde gbézlemlenmis (0.86+0.14) bunu 15. giin takip etmis
(0.19£0.02), 18. giinde ise bu deger en diisiik seviyede gézlemlenmistir (0.13+£0.01)
(Grafik 3.19). 15. ve 18.giin degerleri 12 giine kiyasla anlamli bir diisiis gostermistir

Deney giinleri
Gruplar 12 giin 15 giin 18 giin
Kontrol 0.96+0.11% 0.16:0.02° 0.15+0.02°
24 mg 0.78+0.12°A 0.15+0.02° 0.14+0.01°5
36 mg 0.860.14°A 0.19+0.02° 0.13£0.01°5

(Grafik 3.19).

Tablo 4.6. Cesitli diizeylerde metanolik Kurkumin ekstrati enfekte edilmis pullu sazanlarin
farkly numune toplama giinlerindeki 18 giinliik Lizozim aktivitesi. Sonuglar

ortalama * st veart sapma seklinde ifade edilmigtir.

Kiiciik harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterirken, biiylik harfler aym1 grubun farkli
giinler arasindaki farklilig1 gostermektedir.
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Grafik 4.16. 18 giin boyunca 24 mg PBS ile beslenen enfekte pullu sazanlarin Lizozim

aktiviteleri.
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Grafik 4.17. 18 giin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin lizozim aktiviteleri.
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Grafik 4.18. 18 giin boyunca 24 mg metanolik Kurkumin ektrakti ile beslenen enfekte
pullu sazanlarin lizozim aktiviteleri.

5. TARTISMA

Cesitli hastaliklarin tedavisinde ve oOnlenmesinde kullanilan bitkilerin biyoaktif
bilesikleri, viicudun dogal direncini enfeksiyona karsi arttirir ve saghigi gelistirir
(Citarasu, Babu, Sekar ve Petermarian, 2002; Devasagayam ve Sainis, 2002). Sepsis,
cogunlukla birden fazla organ islev bozuklugunun ortaya ¢ikmasina neden olan ve
cesitli enfeksiyonlara karsi yaygin bir inflamatuvar yanit olarak gelistigi icin
milyonlarca insanin dliimiine neden olan karmasik heterojen bir sendrom olarak
ortaya c¢ikar. Insanlardaki sepsisin calisilmasi zordur ve bu nedenle hayvan
modelleri kullanilmasi gerekmistir. Hayvan modelleri, sepsis ile ilgili sistematik
calismada kesinlikle 6nemli bir rol oynamaya devam edecektir, ¢linkii genellikle
klinik sepsis i¢cin deney verileri ile korelasyon terimlerinin yorumlanmasina tabii
tutulmaktadirlar. (Popov  ve Pavlov, 2013). Su iiriinlerinde, tibbi ot oziitlerini
kullanan ¢ok sayida calisma spesifik olmayan bagisiklik sistemini iyilestirmek icin
bagisiklik diizenleyici olarak ortaya konmustur. Metalion baglayict proteinler,
aglutinin ve lizozim gibi humoral elementlerin ve makrofajlarin, noétrofillerin,
graniilositlerin  ve monositlerin esas olarak spesifik olmayan bagisiklik sistemi
bilesenleri olduklar1 kabul edilmektedir. (Secombes, 1990). Bu calismada,
Kurkumin'in pullu saz veaki (cyprinus carpio) A. hydrophila'ya karst spesifik

olmayan bagisiklik parametreleri ve hastalik direnci iizerine etkisi arastirilmistir.

Solunumsal patalama aktivitesi oksijen bagimli bakterisidal aktivitelerin bir
gostergesi olarak Nitroblue Tetrazolyum aktivitesi (NBT) ile tespit edilmistir.
Caligmada artan NBT seviyesinin baliklarin bakteriyel iirlinler ve bakteriler de dahil
olmak iizere ¢esitli zararli ve istilac1 patojenlerden ve glukanlardan (Jha, Pal, Sahu,
Kumar ve Mukherjee, 2007) korunmasina katki sagladigi ortaya konmustur (Lamas
ve Ellis, 1994; Solem, Jorgensen ve Robertsen, 1995). solunumsal patlama adi
verilen siire¢ icinde hidroksit kokii ("OH), siiperoksit anyon kokii (O%), hidrojen
peroksit (H202) ve single oksijen (!02)’den olusmaktadirlar (Munoz et al., 2000).

Hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon oldukca zehirli ROS’dir ve etkili bir
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antibakteriyel sistemin zeminini olustururlar (Klebanoff, 1999). Solunumsal
patlamadan salinacak olan ilk {iriin siiperoksit anyondur; bu ylizden bu aktiviteyi
Olcerken kullanilan O<2 06lgegi dogru bir metod olarak kabul edilmektedir
(Secombes, 1990; Roch, 1999). O<2’yi 6lgmek i¢in kullanilan baglica iki metod
vardir: ilk olarak, ferrositokromun azaltilmasiyla belirlenen ekstraseliiler O<2, ve
ikinci olarak, nitrablue tatrazoliumun azaltilmasiyla belirlenen intraseliiler O<2
(Diigenci, Arda ve C vean ,2003). Patojenlerin solunumsal patlama aktivitesi,
baliklardaki spesifik olmayan bagisiklik belirtisi olarak siklikla kullanilmaktadir (
veerson ve Siwicki, 1995; Sahoo ve Mukherjee, 2002; Sahoo vd, 2005).

Bu calismada NBT sonuglari deneyin baslangicinda anlamli bir diisiis (P<0.05)
gostermistir. Siwicki vd (1994) da NBT testi ile immunostimiilate edilmis gokkusag:
alabaklarinda oksidatif iiretiminde radikal bir artis gézlemlemislerdir. Daha sonra
sonuclar 3.glinde diisiis gostermis ve hem deney 1 hem de deney 2 i¢in deneylerin
bitimine kadar boyle kalmistir. Bu sonuglar sliperoksit anyon radikalini temizleyerek
Kurkumin'in kuv vetli antioksidan 6zelligine sahip olmasina atfedilir (Lim ve ark,
2001; Borra, Gurumurthy ve Mahendra, 2013). Diger y vean en yiiksek NBT
aktivitesi disiik dozda (24 mg) kaydedilmistir (Frank vd,2008). Kurkuminoidlerin
reaktif oksijen tiirleri liretimi iizerinde doza bagli olarak inhibitor etkisi vardir.
Behera vd (2011)’nin Cyprinus carpio (pullu sazanlara) Kurkumin ekstrati vererek
yaptiklar1 ¢aligma da bu bulguyu desteklemektedir. Bunun aksine, El-sayed vd
(2014), Ekinezya ekstrati1 ile tedavi edilen Nil Tilapia ilizerinde gecici olarak daha
yiiksek NBT degerleri gozlemlemislerdir. Ayrica, Wijendra ve Pathinratne, (2011)
levamisol ile beslenen Cyprinus carpiolarda NBT degerlerinin gelistigini

gostermislerdir.

Miyeloperoksidaz (MPO) spesifiktir ve bir organizmaya karsi savunmada 6nemli rol
oynayan aktif notrofiller tarafindan tretilen kendine 6zgii bir hemeproteindir. MPO,
notrofillerin primer azurofilik graniillerinde bol miktarda depolanir. Solunumsal
patlamas1 esnasinda hipoklordz asit tiretmek i¢in hidrojen peroksit kullanir (Dalmo,
Ingebrigtsen ve Bogwald, 1997). Bu calismada miyeloperoksidaz aktivitesi tedavi
(deney) gruplariyla kiyasl veiginda kontrol gruplarinda daha yiiksek ¢ikmistir. Bazal

notrofilin artan MPO aktivitesinin hiicre i¢ci MPO aktivitesi nedeniyle ¢Oziiniir
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plazma MPO ile iliskili olmadigmni fark etmek Onemlidir. Bu sonug, oral gavaj
yoluyla Kurkumin ile beslenen sicanlar1 c¢alisan Tuorkey ve Karolin, (2009)
tarafindan elde edilen verilerle tutarlilik gdstermektedir. Bu ¢alismanin sonuglari
Behera vd (2011)’min Cyprinus carpio (pullu sazanlara) Kurkumin ekstrati vererek
yaptiklari ¢alismanin bulgularin1 desteklemektedir. Basha vd ise (2013) deney
gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, verographis paniculata ile beslenen
L. rohita fingerlings i¢in daha yiiksek miyelperoksidaz aktivitesi gézlemlemislerdir.
Ayni dogrultuda bulgular levamisol enjekte edilen cyrinus carpio iizerinde ¢alisan

Siwicki (1987) tarafindan da bulunmustir.

Lizozim, enfeksiyon ve hastaliklar1 6nlemek icin fagosit ve kompleman sistemi akti
ve eden hem bakterisit hem de opsonin etkileri olan (Alex veer ve Ingram, 1992),
spesifik olmayan savunma mekanizmalarinin hiiméral bir bilesenidir (Beutler, 2004).
Bu enzimin bakterisit etkisi, hiicre lizisine yol agan bakteriyel hiicre duvarlarinin
peptidoglikaninin hidrolizasyonunu kapsamaktadir. Lizozim, mukusta ve baliklarin
serumunda belirgin olarak goriiliir. N6trofiller lizozim kaynagi olarak kabul edilir ve
enziminde yiiksek omurgalilarin lizoziminden c¢ok daha fazla oldiiriicii bakteri
oldugu gortliir (Ellis, 2001). Bu calismada deney gruplarinda lizozim parametresi
acisindan anlamli degisiklikler goézlemlenmemistir. Bu sonu¢ Ekinezya ekstratiyla
beslenen shirbotlardaki lizozim aktivitesinde onemli bir fark olmadigini bildiren
Mesbah ve Mohammadia’in galigmasi (2015) ile uyumludur. Ote y vean Solanum
tribatum  ve Kurkumin verilen Oreochromis mossambicus iizerine ¢alisan
Divyagnaneswari vd, (2008) yiiksek derecede lizozim seviyesi tespit etmislerdir.
Ayn1 dogrultuda, Alishahi vd (2010) Aleo vera ile beslenen Cyprinus carpiolarda

lizozim aktivitesi artis1 gdzlemlemiglerdir..
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6. SONUC

The present study results summarizes that, feeding of Kurkumin might ha ve
maintained protection for long-term in fish by significantly stimulate some the non
specific immune system such a myeloperoxidase (MPO) activity ve nitroblue
tetrazolium (NBT) without any side effects. The effect of Kurkumin as an
immunomodulator at low doses. Howe ver it’s efficacy ve use in health management

of fish needs to be further in vestigated by using various pathogens.
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