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OZET

Bu c¢alismada, gokkusagi alabaligindan izole edilmis gonad hiicre hatti (RTG-2)
LPS ile enfekte edilmis |. viscosa’nin anti-proliferatif ve anti-inflamatuar etkileri
incelenmistir. On ¢alismalarla farkli konsantrasyonlarda LPS (1, 5, 10 ve 20 uM/ml) ve |.
viscosa (IV) (1, 5, 10 ve 20 ug/ml)’nin etkin ve hiicreler i¢in toksik doz tespitleri viabilite
testleriyle calisilmistir. Elde edilen verilere gore, 5 uM/ml LPS konsantrasyonunun kontrol
grubuna gore % 2 proliferasyon gosterdigi, 10 ve 20 uM/ml’de sirasiyla %4 ve %27
oraninda azalmalar kaydedildigi saptanmistir. Bu nedenle deneysel enfeksiyon igin 20
uM/ml LPS etkin konsantrasyon olarak secilmistir. . viscosa ise 1ug/ml konsantrasyonda
kontrol grubuna goére % 1,1°lik hiicre proliferasyonu gostermis, artan konsantrasyonlarla
(5, 10 ve 20 pg/ml) hiicre canliligini lizerinde sirasiyla % 1.7, %19 ve % 36 diizeylerinde
azaltict etkiler kaydedilmistir. Antisitotoksik etkinligine sahip 1. viscosa’ninlpg/ml
konsantrasyonu deneme i¢in kullanilmistir. Daha sonrasinda dort deneysel diizenek
kurgulanmistir. Ik grup kontrol grubu olarak degerlendirilmis (C), ikinci grup LPS ile
enfekte edilmistir (LPS). Ugiincii grup yalmzca . viscosa ile muamele edilmis (IV), son
grup LPS ile enfekte edilen gonad hiicreleri ilizerinde I. viscosa’nin maruziyeti (LPS+IV)
ile olusturulmustur. |. viscosa esansiyel ugucu yagi su destilasyonu yontemi kullanilarak
temin edilmistir. Antiinflamatuar etki icin hedeflenen IL-1fB, IL-8 ve TNF-o genlerinin
ekspresyonlari JRT-PCR metodu ile belirlenmistir. IL-6 protein diizeyi tespiti igin ELISA
yontemi uygulanmustir. LPS ile enfekte edilen RTG-2 hiicrelerinde arastirilan tiim pro-
enflamatuar parametreler up regiilasyonlar sergilemis, en fazla TNF-a gen ekspresyon
diizeyinde artis goriilmiistiir (11.3 kat). LPS maruziyeti sonunda IV eklenen grupta ise
down regiilasyonlar izlenerek, en fazla etkiyi %96 ile IL-13 gostermistir. IL-6 protein
diizeyi i¢in veriler degerlendirildiginde, tersi bir durum goriilmiis, kontrol grubuna gore
LPS tarafindan % 4 oraninda azalma, LPS maruziyeti sonunda IV eklenen grupta ise
yaklasik %9 oraninda artma oldugunu belirlenmistir.

Pro-enflamatuar sitokinler tizerinde I. viscosa’nin etkinligi bu calisma ile ortaya
konularak, LPS inhibisyonu ve LPS’ye karsi IV’nin anti-enflamatuar etkileri oldugu
belirlenmistir. Fakat daha ileriki ¢aligmalarla 1. viscosa’nin farmakoloik etkinligi birgok
yonden daha detayl olarak ¢aligilmalidir.

Anahtar kelimeler: Anti-inflamatuar, Anti-proliferatif, Inula viscosa, Lipopolisakkarit,
RTG-2 hiicre hatt1



ABSTRACT

Investigation of the effects of Inula viscosa L. in rainbow trout gonad cells
(RTG-2) induced by lipopolysaccharide (LPS)

In this study, the anti-proliferative and anti-inflammatory effects of I. viscosa
infected with LPS were investigated in gonad cell line isolated from rainbow trout (RTG-
2). Preliminary studies were carried out the toxic dose determinations for the cells with
different concentrations of LPS (1, 5, 10 and 20 uM/ml) and I. viscosa (IV) (1, 5, 10 and
20 pg/ml) were studied by viability tests. According to the obtained data, it was found that
the concentration of 5 uM/ml LPS showed 2% proliferation compared to the control group,
and decreases of 4% and 27% were recorded in 10 and 20% pM/ml, respectively.
Therefore, 20 pM/ml LPS for experimental infection were selected as the active
concentration. 1. viscosa showed 1.1% cell proliferation with a concentration of 1pg/ml
compared to the control group, reducing effects recorded with increasing doses (5, 10 and
20 pg/ml) on cell viability of 1.7%, 19% and 36%, respectively. The concentration of 1
ug/ml I. viscosa with anti-cytotoxic activity was used for experiments. Then, four
experimental instruments were designed. The first group was evaluated as a control group
(C), the second group was infected with LPS (LPS), the third group treated with only LPS
(LPS), and finally the last group was formed by exposure of I. viscosa (LPS + IV) on
gonad cells infected by LPS. The essential essential oil of 1. viscosa was obtained by water
distillation method. Expressions of IL-1p, IL-8 and TNF-a genes targeted for anti-
inflammatory effect were determined by gRT-PCR method. ELISA method was used to
detect IL-6 protein levels. All pro-inflammatory parameters investigated in the LPS-
infected cells of RTG-2 showed up-regulations TNF-a gene expression level (11.3 times)
was the most increased. In the group added with IV following of LPS exposure, down
regulation was monitored and the most effective was IL-1p with 96%. When the data for
the IL-6 protein level were evaluated, the situation was opposite. As there was a 4%
decrease by LPS when compared to the control group and an increase of 9% in the group
with 1V addition following of LPS exposure.

The efficacy of I. viscosa on pro-inflammatory cytokines was demonstrated, LPS
inhibition and anti-inflammatory effects of 1V against LPS were determined in the present
study. However, further studies are needed to determine pharmacological activity of I.
viscosa in more detail in many respects.

Key words: Anti-inflammatory, Anti-proliferative, Inula viscosa, Lipopolysaccharide,
RTG-2 cell line
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1. GIRIS

Tiirkiye’nin bir¢ok bolgesinde oldugu gibi yoremizde de balik ciftlikleri i¢in en
biiyilk problemlerin basinda balik hastaliklar1  gelmektedir. Balik yetistiriciligi
isletmelerinde infeksiyoz hastaliklar ve ozelliklede bakteriyel kaynakli olanlar en fazla
sorunu olusturmaktadir. Hastaliklara sebebiyet veren bu etkenler gram negatif karakterde
olup hiicre duvarinda bulunan ve konak viicudunun dogal bagisiklig1 tarafindan algilanan
lipopolisakkarit (LPS) ile ortaya ¢ikmaktadir ki bu durum sitokin salinimini ile hastalik
insidensini arttirmaktadir. LPS, gram negatif bakteri hiicre duvarinda bulunan, viicudun
dogal bagisikligi tarafindan algillanan ve taninan en Onemli bakteri iriintidiir. Bir
endotoksin olan LPS’nin toksik pargasi lipid A, septik siirecin baglamasinda ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynar.

Yetistiricilik tinitelerinde ge¢mis zamanlarda bilingsiz olarak kullanilan antibiyotik
tedavileri balik hastaliklari ile miicadelede etkin yol olarak secilmis ve bu nedenle yarardan
cok zarar goren isletmeler son yillarda daha kullanigli, daha yararl ve risk faktorii daha
diisiik alternatif yontem arayisina girmislerdir. Bir¢cok bilim adami handikapindan dolay1
ozellikle balik yetistiricilik isletmeleri i¢in antibiyotik kullanimimi azaltmaya yonelik
calismalar yapmis ve uygun tedavi stratejileri gelistirmistir. Bu vesile ile son yillarda daha
evvelden de tibbi amacl kullanilan bitkisel tirlinler alternatif olarak degerlendirilmistir.

Asteraceae familyasindan Inula viscosa L. halk arasinda yapiskan andiz otu olarak
bilinmekte ve hastaliklarin tedavisinde alternatif bir ¢6ziim olarak kullanilabilmektedir. I.
viscosa Akdeniz havzasinda genis bir yayilima sahip olup yaklasik yiiz tiirii bulunmaktadir.
Tiirkiye’de ise 27 tiirli bulunan Inula cinsi endemik karakterde olup kendiliginden yetisen
ve her dem yesil olan bitkilerdir. Inula spp. igerdigi seskiterpen ve monoterpenler ile uzun
yillardir tibbi amagli kullanilmakta ve birgok biyolojik aktivitede (antifungal,
antiinflamatuar, antibakteriyel, antikanser vb.) gérev yapmaktadir.

Gilinlimiizde artan gida ihtiyacina paralel olarak 6zellikle alabalik yetistiriciligi hizli
bir ivme kazanmis ve bir¢cok bdlgede ge¢im kaynagi olacak konuma gelmistir. Soguk
sularda yetistirilen en yaygin balik tirii gokkusagi alabaligidir (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792). Ulkemizin konum itibariyle tatli su kaynaklar1 agisindan genis imkanlara
sahip olmasi kiiltiir balikgilig1 i¢in uygun ortamlar olusturmaktadir. Ozellikle soguk, bol

oksijenli sular1 seven, liretiminde bol miktarda suya gereksinim duyan alabaliklar kiiltiir



balik¢iliginin temelini olusturmaktadir. Birgok yorede gokkusagi alabaligi yetistiriciligi
diger alabaliklara gore tolerans sinirlarinin fazla olmasi, et kalitesi ve daha lezzetli
olmasiyla tercih edilmektedir.

In vivo galismalarin en biiylik sikintis1 canli hayvanlarin deneylerde kullanilmasi ve
zarar gormeleridir. Oysaki canliya zarar vermeden laboratuvar ortamlarinda uygun kosullar
saglanarak (in vitro) yapilan ¢aligmalar (hiicre kiiltiirii, doku kiiltiiri vb.) son yillarda bilim
insanlarinca kabul gérmiis ve daha spesifik ¢calismalarin yapilmasina imkan saglamistir. Bu
amagla en fazla yetistiriciligi yapilan tiirlerin basinda gelen gékkusagi alabaligi 6nemli bir
materyal olarak kullanilmis ve bundan izole edilen bir¢ok hiicre hatt1 (RTG-2/gokkusagi
alabaligr gonad hiicre hatti, RTS-11/gokkusagi alabaligit makrofaj hiicre hatti, RTL-
W1/gokkusagr alabalig1 solungag epitel hiicre hatt1 vb.) lizerinde ¢aligmalar yogunlagmistir
(Kiictikgiil ve ark., 2019).

Bagisiklik sistemi organizmayi enfeksiyonlara veya hastaliga neden olabilecek
organizmalara veya maddelere karsi koruyan karmasik bir sistem olarak tanimlanabilir.
Bagisiklik sisteminin en etkileyici Ozelliklerinden biri, belirgin 6zgiilliikleri olan
patojenleri tanima ve bunlara cevap verme yetenegidir. Dogal ve uyarlanabilir bagisiklik
tepkileri yabanciyr taniyabilir antijen eliminasyonu i¢in yapilar ve farkli molekiiler ve
hiicresel mekanizmalar tetikler. Daha yiiksek omurgalilarda, bagisiklik sistemi, anatomik
olarak farkli bolgelere yerlestirilmis, farkli bolmeleri ve morfolojileri olan birincil ve
ikincil lenfoid organlardan olugur. Tiim omurgalilarda oldugu gibi, baliklarda da hiicresel
ve humoral immiin tepkiler ve organlar bulunur ki ana iglevi immiin savunmadir.

Sitokinler, immiin yanitlarin dogasini diizenleyen biiytime, farklilasma ve
aktivasyon fonksiyonlar ile salgilanan proteinlerdir. Sitokinler makrofajlar, lenfosit kiitlesi
hiicreleri ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilir ve interferonlar (IFN'ler), interldkinler
(IL"ler), tiimor nekroz faktorleri (TNF'ler), koloni uyarici faktorler ve kemokinler seklinde
ayrilabilir. Balik hastaliklar1 ile miicadelede sitokinlerin varligi 6zellikle immiin yetersizlik
hastaliklarinda bu parametrelerdeki hizli degisimlerle hastalik belirteci olarak
degerlendirilmektedir. Sitokinler c¢esitli hiicre tipleri tarafindan {iretilen ve salgilanan
polipeptidler olup bagisiklik sisteminin farkli bilesenlerinin eksikligine bagli olarak
geligebilirler. Ayrica, timor nekroz faktor (TNF), interlokinler (IL-1, IL-1pB, IL-6, IL-12

vb.), interferonlar (IFN—a, IFN—B ve IFN—y) gibi pro-enflamatuar sitokinler enflamasyon,



hiicre biiylimesi, iyilesmesi gibi sistemik bagisiklik ve enflamatuar olaylar
diizenlemektedir.

Yiiriitiilen bu arastirmada, LPS ile enfekte edilmis gokkusagi alabalik gonad
hiicreleri (RTG-2) iizerinde dogal antioksidan ve inflamasyon (yangi) giderici 6zelligi
bulunan Inula viscosa’nin (yapiskan andiz otu) anti-proliferatif ve anti-enflamatuar
etkinlikleri pro-enflamatuar sitokinlerin (IL-1p, TNF-a, IL-8 ve IL-6) gen ekspresyon

degisimleri izlenerek calisilmistir.

1.1. Literatiir Bilgisi

Tiirkiye ekonomisinde biiylikbas ve kiiciikbas hayvan iiretiminin yetersiz olmasi,
kirmizi etin asir1 tiiketiminin insan sagliginda olusturdugu olumsuzluklar, maliyet
yiiksekligi gibi nedenlere bagli olarak balik iiretimi giinden giine 6nem kazanmaktadir ve
su trtinleri iilke ekonomisinde dnemli bir yere sahiptir.

Besin bilesenlerinin i¢eriginin zengin olmasi 6zellikle sagligimiz iizerindeki olumlu
etkisinin bilinmesi ile bugiin balik tercih edilmektedir. Balik tiikketiminde artan talebi
karsilamak amaciyla Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanh@nin kiiltiir balik¢iligini
desteklemesi ve bunun yaninda iilkemizin konum itibariyle de i¢ su kaynaklari bakimindan
olduk¢a zengin olmasi bir¢ok yoresinde irili ufakli birgok balik yetistiricilik isletmesinin
kurulmasina olanak saglamistir. Alabaliklardan o6zellikle gokkusagi alabaligr kiiltiir
ortaminda kolay yetistirilmesi, yem degerlendirme oraninin iyi olmasi, ortama kolay uyum
saglayabilmeleri ve bazi hastaliklara kars1 daha dayanikli olabilmeleri gibi 6zelliklerinden
dolay1 tiim diinyada tercih edilen balik tiirtidiir (Hickling, 1971; Celikkale, 1994; Aras ve
ark., 2000; Timur ve Timur, 2003).

Kiiltiir balik¢iliginin  temelini olusturan alabalik yetistiriciliginde en biiyiik
sorunlarin basinda gelen olas1 bir hastalik problemi, ozellikle bakteriyel kaynakli
infeksiy6z hastaliklar ve bu hastaliklara bagli gézlenen oliimler ile ortaya ¢ikan ekonomik
kayiplarin neredeyse toplam iiretimin %10 nunu olusturmasi nedeniyle yetistiriciler igin
onemli sorun olmaktadir (Arda ve ark., 2002). Bunun yaninda yetistiricilik {nitelerinde
bilingsiz yetistiricilik, beslenme ve ¢evre kosullarinin optimal limitlerin disinda bulundugu
ve stres faktorlerinin yogun oldugu durumlarda ve bu sartlarin kisa siirede normal sinirlara
gelmedigi veya getirilemedigi hallerde topluca Oliimler ortaya ¢ikabilmekte ve verimi

diistirmektedir. Hastaligin siddeti; balifin yasina ve tiirline gore degismekle birlikte



baliklardaki birgok enfeksiyonun tedavisi basarili bir sekilde gergeklestirilmektedir. Ancak
cevre sartlariin olumsuzlugu (non-optimal su parametreleri, yem kaynakli sorunlar vb.)
hastaliktan korunmay1 ve kontrol dnlemlerinin alinmasini zorlastirmakta, hatta imkansiz
hale getirmektedir.

Sucul canlilarin i¢inde yasadigi ortamin fiziksel ve kimyasal faktorleri baligin
bagisiklik sistemi tiizerinde direkt etkiye sahiptir. Bu nedenle bagisiklik sisteminin
zayiflamasi ile ciddi problemler acgiga cikmaktadir ki bunda etkili olan gram negatif
karakterdeki bakteri kaynakl hastaliklar siklikla goriilmektedir.

Gram negatif bakterilerde hiicreyi zorlu ¢evre sartlarina karsi koruyan hiicre geperi
bazi enzimatik sistemleri de biinyesinde bulundurmaktadir (Lima de Faria, 1969; Koebnik
ve ark., 2000). Gram negatif bakterilerde hiicre ¢ift katli bir membran ile ¢evrilidir ve dis
membran; tamami  sitoplazmada  sentezlenen fosfolipidler, lipopolisakkaritler,
lipoproteinler ve integral dig membran proteinlerinden (OMP) meydana gelmektedir (Bos
ve Tomassen, 2004). Bakterilerde bulunan lipopolisakkaritler antijenik yapilardan sorumlu
olup bagisiklik sisteminin gelismesi lizerinde dnemli etkileri bulunmaktadir ve bu nedenle
as1 gelistirme ¢aligmalarina temel teskil etmektedir (Fulop ve ark., 1995; Sakai, 1999).

Lipopolisakkarit (LPS) gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin bir komponenti
olup, temelde proteinden ibaret olan saflastirilmis bakteriyel kokenli, bakteri 61diiglinde ya
da cogaldiginda ortaya ¢ikmaktadir (Sant’anna ve ark., 2008). LPS’nin gercek toksik
etkisinden Lipid A sorumludur ve lipid A bileseni bir¢ok enflamatuvar 6ncii hiicreyi aktive
etmektedir (Salyers ve Whitt, 1994).
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Resim 1.1. Lipopolisakkaritin yapist (URL-1)

Mikroorganizmalarin konak canlidaki en énemli hedef hiicreleri endotel hiicreler,
glial hiicreler, makrofajlar, lenfositler ve diger parankimal hiicrelerdir. Mikroorganizmanin
degisik antijenik yapilarina veya toksinlerine bu hiicreler enflamatuar yanit olustururlar.
Endotoksin molekiilii hiicre membraninda kaldig: siirece biyolojik olarak inaktiftir, ancak
hizl1 hiicre bdliinmesi ve hiicre yikimi sirasinda saliir ki LPS’yi baglayan protein LBP ile
birlesince monosit ve makrofajlara cd14 reseptorii vasitasiyla entegre olur (Ortatatli ve
ark., 1999). Akayli ve ark. (2015), Tirkiye’de birgok farkli bolgede gokkusagi
alabaliklarindan izole ettikleri patojenik gram negatif bakterilerin LPS profillerini
belirlemek amaciyla Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila, A. schubertii,
Pseudomonas fluorescens ve Yersinia ruckeri izolatlarini1 kullanmiglar ve LPS numuneleri
elde etmiglerdir. Selveraj ve ark. (2002) tarafindan yapilan in vivo bir ¢alismada, virulan
A. hydrophila’dan ekstrakte edilen LPS ile enfekte edilen Cyprinus carpio iizerinde B-
glukan uygulamasinin canlilik ve immiin modiilasyonlar {izerine etkileri incelenmistir. LPS
ile etkin bir enfeksiyon olusturulmus ve B-glukan ile baliklarda yasam yiizdesinin arttig1
gozlemlenmistir. Kiiclikglil ve ark. (2019) tarafindan yapilan in vivo caligmada LPS ile
enfekte gokkusagi alabaliklari lizerinde karvakrol igerikli yemlenin etkileri inflamasyon ve
apoptotik prametreler iizerinde arastirilmis ve sublethal dozda LPS enfeksiyonun etkili
oldugu saptanmistir. Sparus aurata’nin metabolik homeostazisinin inflammatuar yanitlar
ile nasil etkilendigini inceleyen bir diger arastirmada (Antonopoulo ve ark., 2017), LPS’nin

in vivo uygulamasiyla baliklarda bakteriyel bir enfeksiyon olusturulmus ve kandaki



metabolik parametreler Olclilmistiir, ayni zamanda metabolik olarak baliklarin ilgili
dokularinda mRNA transkripsiyon seviyeleri incelenmistir. LPS kaynakli enflamatuar
yanitlarin, trigliserit plazma seviyelerinin modiilasyonuna neden oldugu bildirilmis ve
mRNA ekspresyon seviyelerinde ise azalmalar kaydedilmistir.

Inflamasyon, hiicrelerde biiyiime, iyilesme ve yaralanmalara karsi bircok hiicre
tarafindan iretilen sitokinler, polipeptid yapida olup bagisiklik ve inflamatuar cevabin
olusmasin1t ve diizenlenmesini saglarlar (Nororiha ve ark., 1995). Dogal immiiniteye
aracilik eden sitokinler; tip I interferonlar (IFN), tiimor nekrozis faktor (TNF), interlokin-1
(IL-1) ve IL-6 ve kemokinlerdir (Nororiha ve ark., 1995; Sen ve Lengyel, 1992).

Baliklar, memelilere benzeyen bir sitokin repertuarina sahiptir. Bugiine kadar
birkag sitokin homologu ve baskilayict balik tiirlerinde klonlanmigtir (Secombes ve ark.,
2011; Wang ve ark., 2011; Whyte, 2007). Baliklarda bildirilen baz sitokinler TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-8 ve IFN'dir.

TNF-a (timor nekroz faktorii alfa), hiicre ¢cogalmasi, farklilagsma, nekroz, apoptoz
ve diger sitokinlerin uyarilmasi dahil olmak iizere ¢esitli konak yanitlarinda 6nemli bir rol
oynayan pro-enflamatuar bir sitokindir (Rahman ve McFadden, 2006). Ayni1 zamanda
apoptozu indiiklemek, enfekte olmus hiicreleri 6ldiirmek, hiicre i¢i patojen replikasyonunu
inhibe etmek ve ¢esitli konak¢1 yanit genlerini yukar1 dogru diizenlemek dahil olmak tizere
giiclii anti-mikrobiyal tepkilere aracilik etmektedir (Benedict ve ark., 2003). Yapilan
caligmalar gostermistir ki TNF- o gokkusag: alabaligi (Laing ve ark., 2001; Zou ve ark.,
2002), sazan (Saeij ve ark., 2003) yayin balig1 (Zou ve ark., 2003), tilapia (Praveen ve ark.,
2006) gibi cesitli kemikli baliklarda karakterize edilip tanimlanmustir.

IL-1B, en erken eksprese edilen pro-enflamatuar sitokinlerden biri olup
inflamasyonik bir olguda indiiklenip enfeksiyona erken agamalarda yanit vermesi acisindan
onemlidir. IL-1B'nin efektdr rollerinin ¢oguna, diger sitokinlerin ve kemokinlerin
ekspresyonunun yukar1 veya asagi diizenlenmesi yoluyla aracilik edilir. IL-1p, baliklarda
karakterize edilen ilk interlokindir ve o zamandan beri gokkusagi alabaligi (Zou ve ark.,
1999), sazan (Fujiki ve ark., 2000), levrek (Scapigliati ve ark., 2001) ve tilapia (Lee ve
ark., 2006) gibi bir dizi balik tiiriinde tanimlanmigtir. Scapigliati ve ark. (2001) ve Zou ve
ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismalarda LPS veya poli I:C gibi ¢esitli stimiile edici
faktorlere verilen yanitta IL-1B’nin regiile edildigi raporlanmistir. Bir diger calismada,

baliklarin LPS uyarimi yada bakteriyel enfeksiyonu (Vibrio anguillarum ve Aeromonas



hydrophila) sonucu IL-1B gen ekpresyon seviyelerinde onemli artiglar bildirilmistir
(Lopez-Castejon ve ark., 2007; Yang ve ark., 2013). IL-1R2 ekspresyonun, solungag
hastaligindan  etkilenen  baliklarda  degismedigi veya parazitik enfeksiyonlu
(Ichthyophthirius multifiliis) baliklarda asagi regiile edildigi ise bir diger c¢alisma
bulgusudur (Lopez-Castejon ve ark., 2007; Sigh ve ark., 2004). Birgok balik tiirtinde IL-
1B’nin biyolojik aktivitesi degerlendirilmis, bagisiklik ile ilgili genlerin diizenlenmesi,
lenfosit aktivasyonu, lokositlerin gog¢ii, fagositoz ve bakteri inhibisyonu gibi bir¢ok
fonksiyon calisilmistir (Lu ve ark., 2008; Buonocore ve ark., 2005).

Proinflamatuar siiregle ilgili nemli sitokinlerden biri IL-8’dir. Makrofajlar da dahil
olmak tizere bir¢ok hiicre tipi, ¢esitli uyaranlara (LPS, sitokinler ve viriisler) cevap olarak
IL-8 iiretir (Hebert ve ark., 1991). IL-8, pisi baligi (Lee ve ark., 2001), alabalik (Laing ve
ark., 2002; Sangrador-Vegas ve ark., 2002), yaymn balig1 (Chen ve ark., 2005) gibi bir¢ok
balikta tanimlanmustir. In vitro bir ¢alismada, gokkusagi alabaligi makrofaj hiicre hatti
(RTS-11), LPS ile stimiile edilmis ve IL-8 ekspreson diizeyinin up regiilasyonu ile
sonuclandigr vurgulanmistir (Laing ve ark., 2002).

Bakteriyel enfeksiyonu takiben uyarilan sitokin salinimi1 boyunca 6nemli olan bir
diger pro-inflamatuar sitokin IL-6’dir. Bu sitokin, T lenfositleri, makrofajlari,
fibroblastlari, néronlari, endotel ve glial hiicreleri igeren ¢esitli hiicre gruplari tarafindan
tretilir ve inflamasyonda immiinoglobulin iiretimi, lenfosit ve monosit farklilagmasi,
kemokin salgilanmasi ve lokositlerin salinimina onciilik etmektedir (Hirano, 1998;
Kaplanski ve ark., 2003). Makrofajlarda alabalik IL-6 ekspresyonunun LPS tarafindan
indiiklendigi rapor edilmistir. IL-6, inflamasyon siiresinde gen ekpresyon diizeyini 6nemli
Olciide asag1 diizenleyebilir ki konak¢1 hasarini elemine etmek igin IL-6 potansiyel roliinii
bu sekilde gosterdigi bildirilmistir (Costa ve ark., 2011; Gémez ve ark., 2005).

Balik sitokinlerine az sayida antikor bulundugu i¢in, birkag istisna disinda (6rnegin,
IFN ve TNF-a) protein ekspresyonu hakkinda neredeyse higbir veri yoktur (Zou ve
Secombes, 2016). Bu nedenle balik sitokinleri {izerine yapilan fonksiyonel ¢alismalarin
cogu, oncelikle prokaryotik kullanilarak {iiretilen sitokin rekombinant proteinlerinin biyo-
aktivitelerini arastirmistir. Bu arastirmalar hiicre hatti kullanilarak tasarlanmis ve
sitokinlerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisimleri arastirilmistir.

Su iirlinleri yetistiriciliginde uzun zamandir tedavi odakli kullanilan antibiyotikler,

mikroorganizmalarin zaman igerisinde gili¢ kazanmasi, kalint1 olusturmasiyla yerini tibbi



ve aromatik bitkilere birakmis olup, pazar hacmi tiim diinyada hizli bir artig gostermistir
(Ozgiiven ve ark., 2005). Aromatik bitkiler uzun yillardir hastaliklarin tedavisinde ilag
olarak kullanilmaktadir. Son zamanlara kadar modern hayvan beslemede, aromatik
bitkilerin biiylime uyarici ve antimikrobiyal olarak kullanimi pek dikkate alinmamuistir.
Fakat biiyiimeyi uyarict antibiyotiklerin yasaklanmasindan dolayi, gilinlimiizde bitkisel
eksraktlar antibiyotiklere alternatif yem katkisi ve biiylime uyarici olarak 6nem kazanmaya
baslamistir. Cografi konum itibariyle tibbi ve aromatik bitki ticaretinde 6ncii olan Tiirkiye,
tilke florasinda zengin bir gesitlilige sahiptir. Bu tibbi ve aromatik bitkiler antiseptik,
antioksidan, sindirim uyarici, antimikrobiyal ve enzimatik etkiler gostermektedir (Yildiz ve
Sener, 2003). Bitkisel ekstraktlarin faydalarini belirlemek ve gelecek igin gecerli bir
alternatif olabilmesi i¢in ¢alisilmaktadir (Kamel, 2000). Antibiyotiklere alternatif olarak
diisiiniilen dogal bitkiler ve iriinleri (ekstrakt ve esansiyel yag) uzun yillardir
kullanilmakta olup ayni zamanda biyolojik etkinlikleri nedeniyle tibbi amaglarla
yararlanilmaktadir (Kiigiikgil, 2018; Kiiciikgiil ve Kiigiikgiil, 2017). Bitkilerin yapisinda
yer alan alkoloidler, morfin, atropin ve kodein gibi modern ilaglarin iiretiminde, acimsi
veya aromatik bitkiler, sedatif etkileri, antimikrobiyal o6zellikleri ve ayni zamanda
sindirime yardime1 6zsularin miktarini artiric1 etkileri, saponin iceren bitkiler ise steroid
benzeri etkileri, sarimsak ve turp ise antimikrobial etkileri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir (Anonim, 2006).

Yeryliziinde genis yayilis gosteren Inula cinsinin bir¢ok tiirii uzun yillardan beri
geleneksel halk ilaci olarak kullanilmaktadir. Asteraceae familyasinda yer alan Inula. cinsi
icerdigi yaklasik 100 tiir ile Asya, Afrika, Avrupa ve agirlikli olarak Akdeniz Bolgesinde
dagilim gostermektedir. Inula tiirleri genellikle ¢ok yillik bitkiler olup bazen tek yillik
bireylere de rastlanmaktadir. Tiirkiye’de 7’si endemik 27 tiir bulunmaktadir (Zhao ve ark.,
2006, TUBITAK Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani). Fas’m giineydogu bélgesinde,
“Trehla” olarak bilinen 1. viscosa bitkisinin toprak {stii kisimlarindan hazirlanan
dekoksiyonun diyabet, hipertansiyon ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde kullanildigs;
Akdeniz bolgesinde ise antienflamatuar, antipiretik, antiflojisttk ve antiseptik
ozelliklerinden dolay1 halk ilaci olarak kullamldig: bilinmektedir. ispanya’da halk arasinda
gastroduedonal bozukluklarm tedavisinde, Israil’de I. viscosa yapraklarindan hazirlanan
cay halk ilac1 olarak diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (Yaniv ve ark., 1987, Zeggwagh
ve ark., 2006).



Tiirkiye’de halk arasinda Andizotu kokii olarak bilinen I. helenium L. tiiriiniin
kurutulmus koklerinin, safra soktiiriicii, idrar arttirict, oksiiriik kesici, gogiis yumusatici,
kuvvet verici ve kurt diistiriicti etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Kaya andizi olarak
bilinen 1. heterolepis Boiss. bitkisinin yaprakli dallar1 inflizyon halinde istah agic1 olarak ve
hemoroide karsi, toprak iistii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon ise soguk alginligi,
brongit ve mide rahatsizliklariin tedavisinde kullanilmaktadir. Yapiskan andiz olarak
bilinen 1. viscosa (L.) Aiton bitkisinin taze yapraklari ise yara lizerine konularak, yara
iyilestirici amagla kullanilmaktadir (Honda ve ark., 1996, Baytop, 1999).

Resim 1.2. Inula viscosa L. (URL-2)

Inula tiirleri kimyasal igerik bakimindan incelendiginde; terpenik bilesikler
(monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, triterpenler), flavonoitler, glukolipitler ve
antranilik asit tiirevi bilesikler icermektedir (Tablo 1.1). Ozellikle seskiterpen yapida
bilesikler (6desmanlar, makrofilik asitler, elemanlar, germakranlar ve guayanlar) tiirlerde
bulunan en 6nemli bilesik grubu olarak goze ¢carpmaktadir (Zhao ve ark., 2006). Biyolojik
aktivite agisindan degerlendirildiginde ise  antibakteriyel, antiproliferatif, hepatoprotektif,
antioksidan, antidiyabetik, antitumoral, antienflamatuar vb. etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Bu etkiler arasinda Ozellikle seskiterpen bilesiklerin varligi nedeniyle
antiproliferatif ve sitotoksik etkinin en belirgin aktiviteler olarak yer aldig1 goriilmektedir
(Konishi ve ark., 2002, Stojakowska ve ark., 2005, Zhao ve ark., 2006, Danino ve ark.,
2009, Lee ve ark., 2010).
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Tablo 1.1 Inula viscosa (L.) yapraklarinin su distilasyonu (hidrodistilasyon-HD) ve buhar distilasyonu (SD)
ile esansiyel yag kompozisyonu (Haoui ve ark., 2015)

N° RT
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

18.676
26.697
27.355
27.936
28.336
28.600
28.765
28.824
28.941
29.305
29.599
29.828
30.046
30.298
30.386
30.610

31.268
32.466
32.713
32.905
33.742
33.847
34.770
37.155
37.452
37.555
37.849
39.799
41.180

RI

1161
1510
1544
1574
1594
1607
1615
1618
1624
1642
1656
1667
1678
1690
1694
1708

1759
1840
1855
1861
1922
1930
1998
2126
2145
2154
2174
2296
2395

Kompanent Adi

Menthol

Butyl hydroxy toliiene
1,6,10-Dodecatrien-3-ol,3,7,11-trimethyl
Caryophyllene oxide

Fokienol

Ci5H220

CisH24

CisH20

Cubenol

CisH24

CisH2

CisH240

CisH220

Isobutyrate de 3-méthoxycuminyl
CisH240

3,7,11-Trimethyl dodeca-1,6,10 triéne,3,9-

diol

Ci5H220

Phytone

CisH20;

Pentadecanoic acid
12-Carboxyeudesma-3,11 (13) diene
2,3-Didehydrocostic acid
n-Hexadecanoic acid
Phytol
9,12-Octadecadienoic acid
Linolenic acid
Octadecanoic acid
Tricosane

Tetracosane

10

Relative icerik (%0)
HD SD
0.22 —
4.11 2.63
0.63 -
0.17 —
3.37 1.89
1.79 -
0.14 -
1.14 -

- 0.29
0.77 -
0.32 -
0.52 -
0.89 -
0.71 -
0.33 -
0.85 -
0.85 -
0.31 -
4.65 8.11
1.85 -
28.88 56.81
- 3.25
5.38 1.91
2.96 0.28
2.03 —
7.80 0.74
— 0.75
1.50 0.80
0.80 0.78



N° RT Rl  Kompanent Adi Relative icerik (%0)

HD SD

30 42.554 2482 Eicosanol 2.46 -
31 42.767 2497 Pentacosane 5.43 2.31
32 44700 2601 Hexacosane 0.89 1.02
33 47.156 2705 Heptacosane 4.82 2.09

Sesquiterpenes hydrocarbons 1.23 -
Oxygenated sesquiterpenes 46.7 72.98

Fatty acids 17.06 3.4

Alkanes 13.44 7
Alcohols 6.9 0.28

Others 1.24 -
Total 86.57 83.66

Baliklarin hastalik etmenleriyle (infeksiydoz ve non-infeksiyoz) karsilasmasinda,
dogal bagisiklik sistemi elemanlarindan makrofajlar, monositler, graniilositler ve lizozim
gibi humoral elementler ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Bu elementlerin aktif hale
gelmesi ve hastaliklarla miicadelede immiinstumulanlarin kullanimi bir¢ok bilim insaninin
bu konu iizerinde odaklanmasmna neden olmustur. Bu nedenle giicli ve yan etkisi
neredeyse yok denecek kadar az olan bitkiler ve onlarin yan friinleri kullanilmaya
baslanmigtir. Su drilinleri yetistiriciliginde antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktivite,
gelismeyi stimiile etme, ayrica yetistiriciligin yogun yapildig1 isletmelerde olasi stres
durumlarin1 ortadan kaldirma gibi durumlarda bitkisel ilaglarin kullanimima agirhik
verilmektedir. Yapilan bir ¢alismada (Baba, 2017), bitki ekstraktlar1 ya da onlarin
tirtinlerinin ¢esitli konsantrasyonlarda oral ya da enjeksiyon yolu ile uygulanmasinin farkl
tath su ve deniz baliklarinda bakteriyel, viral ve parazitik hastaliklara karsi1 dogustan ve
adaptif immiin cevab1 arttirdigimi bildirmistir. Tilapialar tizerinde Ocinum sanctum
ekstraktin1 deneyen arastiricilar nétrofil aktivitesinde artiglar belirlemisledir (Logambal ve
ark., 2000). Peddie ve Secombes (2003) ise Cheimmun ad1 verilen bir bitkisel karisimi
(Echinacea angustifolia, Eupatorium perfoliatum, Baptisia tinctoria) intraperitonal olarak
alabaliklara enjekte etmis ve fagositozun arttigini saptamiglardir.

Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki bitkisel tiriinler diger tiim canlilarda oldugu

gibi baliklarin bagisiklik mekanizmasinda da etkin rollere sahiptir. Ayrica, immiin sistemin
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savunma elamanlarint aktive etmesiyle antibakteriyel antioksidan, antitiimoral,
antidiyabetik, spazm giderici daha birgok aktivitede onemli goérevler iistlenen bitkisel
iiriinler son yillarda 6nemle iizerinde durulan konularin basinda gelmektedir. Ozellikle
calismamizin ana materyalini olusturan Inula viscosa son yillarda balik yetistiricilik
calismalarinda da kullanilmaya baslanmistir (Gokbulut ve ark., 2013; Sirakov ve ark.,
2018). Inula spp. dahil ¢ tir ile yapilan bir g¢alismada antibakteriyel aktivite
degerlendirilmis ve bu amag¢ igin Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve Candida tropicalis
bakterileri calisilmig, ve tiim tiirlerin bahsi gecen bakteriler ilizerinde antioksidan ve
antibakteriyel aktiviteler sergiledigi bildirilmistir (Gokbulut ve ark., 2013). Balik patojeni
olan A. salmonicida’ya karsi Glycyrrhiza glabra, Rhodiola rosea, Althaea officinalis,
Sambucus nigra, Inula helenium, Pinus sylvestris, Ocimum basilicum, Salvia officinalis
bitkisel ektraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri ¢alismis, en yiiksek aktiviteyi Salvia
officinalis tiiriiniin gosterdigi raporlanmustir (Sirakov ve ark., 2018).

Inula cinsinin diinyada yaygin olmasinin yanisira, bircok tiirii geleneksel halk ilact
olarak kullanilmaktadir. . viscosa’nin yaprak ve esansiyel yaglari farmakolojik olarak
seskiterpen, seskiiterpen asitleri, flavonoidler gibi baz1 aktif komponentler icermektedir ki
bunlar antiinflamatuar, antibakteriyal, antidiyabetik, antitiimoral etkilere sahiptir. Kiiltiir
balik¢iliginda bakteriyel kaynakli hastaliklar agir harabiyetler ve beraberinde yliksek
mortalitelerle kendini gostermektedir. Uzun yillardir bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan
kimyasal kokenli ilaglar avantajlarindan ziyade dezavantajlari ile yetistiriciler i¢in sorun
olmaktadir. Bu baglamda son ¢alismalar yan etkilerinin ¢ok daha az olmasi hasebiyle
bitkisel kaynakli yontemlere odaklanmistir. Balik hastaliklarinda immiin sisteminin
savunma elamanlarini aktif hale getiren bitkisel tedavi, bitkinin ¢esitli kisimlarinin yada
ekstrakt ve esansiyel yag kullanimlariyla saglanmaktadir. Su friinleri sektoriinde bu
konudaki caligmalarin istenen diizeyde olmamasi, balik hastaliklarina karsi spesifik
ilaglarin bulunmamasi, ayrica bulunsa dahi maliyetlerinin yiiksek olmasi ve birgok
handikapmin bulunmasi bitkisel {riinlerin bu sektdr icin yeni tedavi yontemleri olarak
Onem arz etmektedir.

Bu calismada, ticari olarak temin edilmis gokkusagi alabalik gonad hiicre hatti
(RTG-2) LPS ile enfekte edilerek enfeksiyon modeli olusturulmustur. Tedavi edici 6zelligi

daha evvel literatiir caligmalariyla desteklenmis I. viscosa’nin (yapiskan andiz otu)’nin
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antiproliferatif ve antiinflamatuar etkileri IL-13, TNF-a ve IL-8 ve IL-6 gen ekspresyon

seviyelerindeki degisimlerinin tespiti ile ¢alisilmistir.

13



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. LPS (Escherichia coli, serotip O26:B6)

Calismamizda, deneysel enfeksiyonu olusturmak icin lipopolisakkarit (LPS)
kullanildi. Ticari olarak temin edilen LPS (Escherichia coli, serotip 026:B6) (Sigma-
Aldrich, St, Louis, CO) konsantrasyonun belirlenmesinde doz tespit ¢alismalar1 yapildi
(Pelegri ve ark., 2003). On denemeler sonunda deneysel LPS konsantrasyonu 20 pM/ml

(sub-lethal doz) olarak belirlendi.

2.1.2. Inula viscosa (L.)

. viscosa iilkemizde birgok alanda (gorak, kurak alanlar, yol kenarindaki yamaglik,
taslik alanlar vb.) kendiliginden yetisebilen sar1 ¢igekli, cok yillik yar1 ¢alimsi bitkilerdir.
Recinemsi yapisindan dolayr halk arasinda yapiskan andiz otu olarak bilinmektedir.
Deneysel ¢alisma igin /. viscosa Hatay Bolgesi’nden toplandi ve laboratuvara getirilerek
nem orani diisiik, giines gormeyen ve 1s1 degisiminin ¢ok diisiik oldugu bir ortamda 1 hafta
siireyle kurutulmasi saglandi. Esansiyel yag ekstraksiyonlari 19 Mayis Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bitki koruma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

2.1.3. Hiicre Kiiltiirii

Arastirmada gokkusagi alabaligi gonad hiicresi RTG-2 (ATCC® CCL-55™) hatti
kullanildi. Hiicreler, polietilenimin (sodyum borat buffer igerisinde 0.2 mg/ml, pH 8.3) ile
kapli 25 cm? lik flasklarda ve iceriginde %10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir
serumu (FBS) ve penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karigsim1 bulunduran Lebovitz L-15
besi ortaminda, 23 °C, %0 COz ve %100 hava bulunduran steril inkiibatorde lretildi.
Hiicreler besi kabma 9%75-80 oraninda iiremeleri sonucu tripsin ile (%0,025
Tripsin/EDTA) muamele edilerek kaldirild1 ve 1:5 oraninda diger besi kaplarina ayrilarak
deney gruplari olusturuldu.



2.1.4. Deneysel Calisma

Arastirmadaki deney gruplar1 Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Arastirma gruplari

Arastirma gruplan Tekerriir
Grup 1: Kontrol grubu (K) 3
Grup 2: LPS eklenen grup (LPS) 3
Grup 3: I. viscosa eklenen grup (V) 3
Grup 4: LPS ile enfekte RTG-2 hiicrelerine I. viscosa eklenen 3

grup (LPS+1V)

2.2. Metot

2.2.1. Inula viscosa Ugucu Yagimin Eldesi

1. viscosa esansiyel ucucu yagi su destilasyonu (hidrodestilasyon) yontemi
kullanilarak temin edildi. Laboratuvar ortaminda kurutulan I. viscosa’nin yaprak ve
cicekleri bir “Clevenger” cihazi vasitasiyla kii¢lik parcaciklara ayrildi. Sabit basing altinda
kaynatilan bir siviya parcaciklar atilarak iizerinde olusan buharin sogutucudan gegirilerek
yogunlastirilmas1 sagland1 ve elde edilen ekstrakt damitma haznesinde toplandi. Daha
sonra ayr1 steril 15 ml falkon tiipline alinan 6rnekler ¢alisma siirecine kadar tiip agizlari

paraffin seritler ile kaplanarak +4°C buzdolabi soguklugunda saklandi (Resim 2.1.).
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Resim 2.1. I. viscosa esansiyel yag ekstrakti

2.2.2. Hiicre Canhihg1 (MTT Metodu)

Aragtirmada bir hiicre popiilasyonundaki canli hiicre oraninin tespiti i¢in Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT-Fluka, USA) maddesi kullanilarak tespit edilebilir.
Arastirmada Papachristou ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen protokol takip edilerek
viabilite testleri uygulandi. Ilk once etkin ve hiicreler igin toksik dozun tespiti icin,
degisik dozlarda LPS (1, 5, 10 ve 20 uM/ml) ve I. viscosa (IV) (1, 5, 10 ve 20 ug/ml)
gonad hiicre kuycuklarina eklendi ve 24 saat inkiibator sartlarinda bekletildi (24
kuyucuklu hiicre kabi,  4x10* hiicre/kuyucuk). Siire sonunda, yapisan hiicreler
tizerlerindeki besiyeri kaldirildi. Sonrasinda ise hiicrelere, 20 uL MTT (5 mg/ml fosfat
tampon sollisyonunda ¢ozdiiriildii) ihtiva eden 200 pL taze komple besi yeri eklendi.
Hiicreler bu soliisyonla 4 saat 23 °C’de tutuldu. Olusan formazan kristalleri 100 uL 0.04
M HCL/isopropanol ile 15 dk siireyle 23 °C’de ¢06zdiiriildii. Sonrasinda ayri tiiplere
aktarilan siipernatantlar 12x10° rpm ve +4 °C’de santrifiij edildi. Bir ELISA okuyucuda
(LQuant-SK) hazirlanan 96’11 mikropleyt 570 nm 151k dalga boyunda okutuldu. Bu
analizle LPS ve IV’nin hiicre canli oranina etkileri ve etkin konsantrasyonlar1 tespit
edildi.
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2.2.3. RNA izolasyonu ve gRT-PCR

Orneklerdeki RNA, temin edilen bir kit ile calisildi. Elde edilen RNA’larin
safliklar1 spektrofotometrik olarak (Shimadzu-UV mini 1240- JAP) (OD260/0D280 nm
orani) tespit edildi. Bu metotla, 1 giinliik inkiibasyon sonras1 75 cm?’lik deneme kiiltiir
kaplar1 tabanma yapisan 1,5x10%ml hiicreler, 1 mililitre RiboEx reaktif soliisyonuna
(GeneAll-SK) maruz birakilarak, oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Sonra 40°C” de 12000g
10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda hiicre sivilarinin @ist kisimlari temiz tiiplere alindi.
Uzerlerine 0,2 ml kloroform konularak ornekler 2 dakika siiresince oda 1sisinda birakildi.
Devaminda 6rnekler 12000g rotor hizinda santrifiij gerceklestirildi (40°C, 15 dakika). Elde
edilen siipernatant (renksiz) temiz bir tiipe alindi. Uzerlerine 0.5’er ml izopropil alkol ilave
edildi ve ornekler 10 dakika oda i1sisinda bekletildi. Aynmi1 santrifiij isleminden sonra
stvilarin - Gist kismi  atildi. RNA  birikintileri tiiplerin  dip kisminda pelet halinde
goriilmekteydi. Peletler 1 mililitre %75 etil alkolle siispanse edilerek 7500 g hizinda 5
dakikada tekrar dibe c¢oktiiriildii. Elde edilen RNA orneklerine 20’ser ml “Diethyl
pyrocarbonate Water” eklenerek sulandirildi ve homojenize edildi. Tiim orneklerin RNA
safliklar1 spektrofotometrede 260/280 oranlamalariyla 1.7°den yiiksek olduklar1 goriildii.
[zolasyon isleminden sonra polimeraz zincir reaksiyonu metoduna gegildi. Bu ydntemle
hedeflenen IL-1pB, IL-8 ve TNF-a genlerin ekspresyon miktarlari arastirildi. Calismada bu
yontem i¢in “iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix” (Bio-Rad, EU) temin edildi.

Deneme reaksiyon tiiplerine toplamda 20 mikrolitre (iTaq™ Universal SYBR®
GreenSupermix 2x-10 pL, Reverse ve forward primerler 1’er uL, 1 pg/ml RNA’ya es total
RNA ve 20 pL tamamlayan DEPC su) konuldu. Calismada arastirilan genlere spesifik
primer dizgeleri tablo halinde verilmistir (Tablo 2.2). Yontemde PCR sikluslari, qRT-PCR
thermal cychirinda (Bio-RAD- CFX96, SK) gerceklestirildi. Oncelikle cDNA sentezi
95°C’de 30 sn olarak diizenlendi. Siklus basamaklar1 ise; 40 sikliis olacak sekilde 95°C’de

15 sn denatiirasyon ve 60°C’de 30 sn yapisma olarak ayarlandi.
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Tablo 2.2. Hedef gen spesifik primer dizgeleri

Gen Reverse Forward
IL-1B 5. TTG AGC AGG TCC TTG TCC 5! _ACA TTG CCA ACC TCA
TTG- 3! TCG- 3t

(Sentegen, TR)

IL-8 5! -TCT CAG ACT CAT CCC CTC 5!-AGA ATG TCA GCC AGC CTT

AGT- 3! GT -3t
(Sentegen, TR)

TNF-a 5! -TGA GGC CTT TCT CTC AGC 5! -TGG AGG GGT ATG CGA

GAC AGC - 3! TGA CAC CTG - 3!
(Sentegen, TR)

B-Act 51-CAG CGG AAC CGC TCA TTG 51-TCA CCC ACA CTG TGC CCA

CCA ATG G-3* TCT ACG A -3!
(Sentegen, TR)

2.2.4. Lizat Hazirlama ve IL-6 Protein Diizeyi Tespiti

Oncelikle, hiicre flasklarindaki besiyeri atildi. Fenolik bilesikler ve hiicrelere artik
metabolitlerin uzaklastirilmasi igin buz soguklugundaki PBS ile 2 kez yikandi. Deneme
gruplarindaki her bir flaska 500 mikrolitre igerisinde %1 oraninda proteaz inhibitor
koktelyli ihtiva eden M-Per soliisyonu (Thermo, EU) eklendi ve bir galkalayicida 5 dakika
bekletildi. Devaminda lizatlar temiz bir ependorf tiipe alinarak 14000 g rotor hizinda 10
dakika stireyle santrifiij edildi. Lizat 6rnekleri elde edildikten sonra IL-6 diizeyleri, ELISA
okuyucuda (BioTec, pqgant, SK) temin edilen hazir ELISA ticari kit (Bioassay Technology
Laboratory, PRC) yardimiyla gergeklestirildi. Kit prosediirii olarak ilk once tim
soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Tiim standart kuyucuklarina 50 pL
standartlardan eklendi. Ornek kuyucuklarmna ise 40 pL &rnek ve 10 pL anti IL-6 antikor
igeren soliisyon ile 50 pL streptavidin-HRP sdliisyonu eklendi. Tiim kuyucuklar bir jilatin
yapiskanli kagit ile kapatildi. Sonrasinda ornekler 60 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Siire
sonunda kuyucuklar kitteki yikama soliisyonuyla dikkkatli bir sekilde yikandi. Devaminda
her kuyucuga 50 pL substrat A ve 50 uL substrat B eklendi. Ornek kuyucuklar1 37 °C’de
10 dakika karanlikta tutuldu. inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 mikrolitre stop
soliisyonu eklendi. Ornekler ELISA okuyucuda 450 nanometre 151k dalga boyunda

18



okutularak alinan degerler kayit edildi. Calisma sonunda standart egrisi elde edilerek

olusan formulasyonla net hiicre i¢i IL-6 diizeleri ortaya konuldu.

2.2.5. Istatistiksel Analizler

Deneme ¢oklu verileri, SPSS 21.0 programi, Deskriptif, One-way ANOVA analizi
yontemi ile ortaya konuldu. Gruplar arasi istatistiksel farklarin 6nem dereceleri Duncan

testiyle tespit edildi. P<0.05 ve altindaki veriler istatistiksel onemli sayildi. Veriler ise
Ortalama + Standart Hata (S.E) olarak adlandirildi.
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3. BULGULAR
3.1. Hiicre Canhlik Testleri

Gokkusagi alabaligr gonad hiicreleri (RTG-2) farkli konsantrasyonlarda LPS ve I.
viscosa esansiyel yaglarini igeren soliisyon ile hem ayri ayri hem de birlestirilerek 1 giin
sliresince inkiibe edildi. LPS uygulanimi sonucu belirlenen hiicre canlilik diizeylerine dair
analiz sonuglari; 3 farkli orandan elde edilen verilerle ve yiizdelik standart hata
uygulanarak grafik halinde verildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonla hiicrelere LPS uygulanimi sonucu elde edilen hiicre viabilitesi

Arastirmada LPS 5 uM/ml konsantrasyon uygulanan gruplarda kontrol grubuna
gore %2’lik proliferasyon tespit edildi. LPS’in artan diger dozlarinda (10 ve 20 uM/ml) ise
hiicre canliliklarinda sirasiyla % 4 ve % 27 oraninda azalmalar goriildic ve sonraki
caligmalarda inflamasyon olusturmak i¢in LPS 20 pM/ml etkin konsantrasyon olarak
secildi.

Calismada su destilasyonu yontemiyle elde edilen I. viscosa esansiyel yagi (IN)

bulunan soliisyon farkli konsantrasyonda (1, 5, 10 ve 20 pg/ml) hiicrelere uygulandi. Siire



sonunda IN 1ug/ml konsantrasyonda uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore % 1,1’lik

hiicre proliferasyonu bulundu. Ancak IN’nin artan konsantrasyonla (5, 10 ve 20 pg/ml)

hiicre canliligini sirastyla % 1.7, % 19 ve % 36 diizeyinde azaltict etki gosterdigi tespit
edildi (Sekil 3.2). Elde edilen verilere gore IN’nin 1pg/ml konsantrasyonda antisitotoksik
etkinligi olabilecegi kararina varilarak etkin konsantrasyon olarak secildi ve calisma

suresince bu doz referans olarak kullanildi.
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Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonla hiicrelere |. viscosa uygulanimi sonucu elde edilen hiicre viabilitesi (24

saat)

Arastirmada LPS’in inflamatuvar olarak olusturdugu sitotoksik etkinligine karsi
IN’nin etkinligi arastirildi. Elde edilen verilere gore hiicre canliligi analizlerinde LPS’in
meydana getirdigi hiicre kayiplarinin IN tarafindan % 12 oraninda iyilestirdigi tespit edildi
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonla hiicrelere ve LPS 20 uM/ml ve IN 1pg/ml uygulanimi sonucu elde edilen

hiicre viabilitesi

3.2. Hiicre goriintiilemeleri

Hiicrelere 1 giin siire ile LPS ve IN’nin ayr1 ayr1 veya birlikte maruziyetinden sonra
bir invert mikroskopla (Olympus CK40, JP) flasklar tabanindaki hiicre yogunluklari
20x’lik biiyiitmeyle goriintiilendi. Elde edilen bulgularda LPS’in anlamli derecede hiicre
kayiplarina neden oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte IN’nin ise tek bagsina
uygulaniminda kontrol grubuna gore hiicre sayisinda degisiklik yapmadigi da goriildii.
Yine, LPS ve IN’nin birlikte uygulanimu ile hiicre yogunluklarinda IN’nin LPS’in meydana

getirdigi kayiplar1 kayda deger diizeyde onledigi goriildii (Resim 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5).
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Resim 3.2. LPS 20 uM/ml grubu hiicre gériintiisii (20 x)
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Resim 3.4. IN 20 pg/ml grubu hiicre gériintiisii (20 x)
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IN 1ug/ml+LPS 20 uM/ml

Resim 3.5. IN 1pg/ml + LPS 20 uM/ml grubu hiicre goriintiisii (20 x)

3.3. Gen Ekspresyon Sonuclari

Hiicrelere 24 saat siireyle LPS ve 1. viscosa esansiyel yagi uygulandi. Siire sonunda
deneme gruplarindan elde edilen RNA 6rneklerinden “Real time PCR” yontemiyle 1L-1,
IL-8 ve TNF-a gen ekspresyon diizeyleri arastirildi.

Analiz sonuglari, IL-1B gen ekspresyon diizeyinin, kontrol grubuna gore LPS
tarafindan Snemsiz diizeyde up-regiile edilirken, LPS maruziyeti sonunda IV eklenen

grupta ise yaklasik % 51 oraninda down-regiile oldugunu gostermistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. IL-1p ekspresyon diizeyi

Elde edilen verilere gore proinflamatuar sitokinlerden IL-8 gen ekspresyon diizeyi,
kontrol grubuna gore LPS tarafindan 4.69 kat relatif degisimlerle up regiile edilirken, LPS
maruziyeti sonunda IV eklenen grupta ise % 96 diizeyinde down-regiilasyon tespit
edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. IL-8 ekspresyon diizeyi
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Verilere gore proinflamatuar sitokinlerden TNF-a gen ekspresyon diizeyi, kontrol
grubuna gore LPS tarafindan 11.3 kat relatif degisimlerle up regiile edilirken, LPS + IV
eklenen grupta ise yanlizca LPS eklenen gruba gore % 92 oraninda down-regiilasyon tespit

edilmistir (Sekil 3.6).

TNF-a ekspresyonu (relatif degisim)

0 1

Kontrol LPs +iv

Sekil 3.6. TNF-a ekspresyon diizeyi

3.4. Protein Diizeyi Sonuclar:

Hiicre i¢i IL-6 protein diizeyi is hazir ticari kit protokolii uygulanarak ELISA
yontemiyle tespit edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Elde edilen standart egrisi ve standart formiilasyonu

Analiz sonuglari, hiicre i¢i IL-6 protein diizeyinde, kontrol grubuna goére LPS
tarafindan % 4 oraninda azalma, LPS maruziyeti sonunda IV eklenen grupta ise yaklasik

%09 oraninda artma oldugunu gostermistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. IL-6 Protein diizeyi

28



4. TARTISMA

Su iiriinleri yetistiriciliginde enfeksiydz hastaliklardan en yaygin olanmi bakteriyel
hastaliklardir. Hastaliklardan korumak yada hasta baliklari tedavi etmek i¢in uzun yillardir
antibiyotiklerden yararlanilmaktadir (Avsever ve ark 2010). Ancak uzun siire antibiyotikli
yemlerle beslenen hayvanlarda kalinti ve kronik toksisite problemleri ortaya g¢ikmakta,
ayrica bakterilerde diren¢ gelisimi goriilmektedir ki bu durum hem bu canlilar hem de
tiiketiciler igin tehlike olusturmaktadir (Serrano 2005). Ote yandan, bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanimlar1 nedeniyle avantajdan ¢ok dezavantaj olusturan antibiyotiklere alternatif olarak
bilim insanlar1 yeni terapdtik arayisina odaklanmislar ve biyolojik aktif maddelerin ana
kaynaklarindan olan bitkiler {izerinde bir¢ok ¢alismalar yapmislardir.

Asteraceae familyasindan olan Inula cinsi 100’den fazla tiire sahip olan ¢ok yillik
tibbi bir bitkidir. Anavatan1 Afrika olan Inula spp. oradan diinyanin gesitli bolgelerine
dagilim gostermistir. Uzun yillardir diinya ¢apinda tibbi amaglh kullanimlar1 mevcut olup
saygmn bir tibbi degere sahiptir. Ozellikle anti-enflamatuar, anti-septik, kas gevsetici,
ditiretik, romatizmal agrilarin giderilmesi, anemi, bronsit, kanser hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Etiyofarmakolojik kullanimlari nedeniyle Inula spp. bitkisi tizerinde
giderek artan ¢aligmalar, geleneksel uygulamalarini kanitlamak i¢in hem fito-kimyasal
caligmalar1 hem de aktif prensibi ve farmakolojik degerlendirmeleri icermektedir (Seca ve
ark., 2014). Inula cinsi igerinde 6nemli bir tiir olan I. viscosa L. farmakolojik etkilerini
icerdikleri seskiterpenler, seskiiterpen asitleri, laktonlari, flavonoidler gibi aktif bilesenleri
ile saglamaktadir (Wollenweber ve ark., 1991; Marongiu ve ark., 2003).

Medikal bitkilerin alternatif bir tedavi olarak kullanilmasi tarihi bir siiregtir ve uzun
zamandan beri bilinmekte, son zamanlarda balik yetistiricilik isletmelerinde ¢esitli amaclar
icin kullanilmaktadir. Ozellikle yem verimini arttirmak, dezenfeksiyon ayrica balik
hastaliklarin1 tedavi edici etkileri iizerinde de bir¢ok caligmalar yapilmistir. Kimyasal
analizlerinde igerdikleri flavonoidler, terpenoidler dahil olmak {izere biyolojik olarak aktif
bircok bilesen icermesi sebebiyle kimyasal maddelere, antibiyotiklere karsi alternatif
olarak bu bitkilerden yararlanilmaktadir (Jan ve ark., 2010; Scalbert ve ark., 2005).

Tiirkiye’nin bircok bolgesinde kendiliginden yetisebilen sar1 ¢igekli, ¢ok yillik yari
calims1 bitkilerden olan |. viscosa’nin antibakteriyel, antiproliferatif, antioksidan,



antidiyabetik, antitumoral, antienflamatuar vb. etkilerinin oldugu literatiir ¢aligmalariyla
bilinmektedir (Konishi ve ark., 2002, Stojakowska ve ark., 2005, Zhao ve ark., 2006).

Talib ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada |. viscosa’nin kimyasal bilesenlerinin
antiproliferatif ve antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar, antiproliferatif
aktiviteyi ti¢ hiicre hatt1 lizerinde (MCF-7, Hep-2 ve Vero hiicre hatt1) MTT analizleriyle
belirlemislerdir. I. viscosa’nin kimyasal bilesenlerinde mevcut olan 4 flavonoid MCF-7,
Hep-2 hiicre hatlarina kars1 yiiksek antiproliferatif aktivite sergilemis, ancak Vero hiicre
hattinda sinirli bir aktivite gostermistir. Bir diger ¢alismada, I. viscosa bitkisinden elde
edilen metanol ve su Oziitlerinin antiproliferatif aktivitesi MCF-7 ve T-98 hiicre hatlar
tizerinde degerlendirilmistir. . viscosa’nin metanol 6ziitiiniin MCF-7 ve T-98 hiicre hatlari
lizerine sirastyla 179.5 + 2 pg/ml ve 121 + 3 ICso degerleri ile su Oziitiinden daha iyi
antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Ozkan ve ark., 2015). Abu-Dahab ve Afifi
(2007), 1. viscosa ekstraktinin A549 ve HL60 hiicre hatlar1 tlizerinde toksik bir etki
gostermedigi, ancak MCF-7 hiicre hattinda giiclii bir antiproliferatif ve sitotoksik aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise, |. viscosa nin farkli konsantrasyonlarinin
RTG-2 hiicre hatti lizerinde proliferatif etkileri arastirilmistir. Su destilasyonu yontemiyle
elde edilen 1. viscosa esansiyel yagmin farkli konsantrasyonlarini (1, 5, 10 ve 20 pg/ml)
RTG-2 hiicrelerine uygulanmis 1 pg/ml konsantrasyonun kontrol grubuna gore %1,1°lik
hiicre proliferasyonu gosterdigi izlenmistir. Ancak artan konsantrasyonlarin hiicre canliligi
tizerinde sirasiyla %1.7, %19 ve %36 diizeyinde azaltici etkiler gosterdigi tespit edilmistir.
I. viscosa’nin biyolojik etkileri esas olarak kimyasal yapilarina ve molekiil i¢indeki farklt
kisimlarin nispi yonelimlerine bagli oldugu i¢in ¢aligmalar arasindaki farkliliklarin bundan
kaynakl1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Baliklarda infeksiyoz bakteriyel enfeksiyonlar, balik sagligi iizerindeki biiyiik
etkileri nedeniyle arastirmacilarin dikkatini ve ilgisini uzun yillardir gekmektedir. Oyle ki
bu hastaliklara bagli mortaliteler ve beraberinde getirdigi ekonomik kayiplar neredeyse
toplam tiretimin %10’nunu olusturmaktadir. Baliklarda hastaliklara neden olan bakteriyel
enfeksiyonlar ¢ogunlukla gram negatif kaynaklidir (Akayl ve ark., 2015; Selveraj ve ark.,
2002). Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlarin patogenezinde kilit bir rol oynayan LPS
gram-negatif bakterilerde dis zarin merkezi bir bilesenidir (Whitfield ve Trent, 2014). Ana
virlilans faktorii olarak kabul edilen endotoksinler de denilen bakteriyel lipopolisakaritler
(LPS), insanlarda ve hayvanlarda hastaliklarin lethal etkilerinden ve klinik belirtilerinden
sorumludur (Morrison ve ark., 1985; Brandtzaeg ve ark., 2001). Yiiksek omurgali
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hayvanlar ¢ok diisiik dozlarda dahi endotoksine hassasken, balik gibi daha diisiik
omurgalilar endotoksik soka siklikla direnglidir. Buna ragmen LPS, sitokinleri, akut faz
proteinlerini eksprese etme giiciine sahiptir ve ayrica gesitli balik tiirlerinde immiinolojik,
patolojik, fizyolojik, immiino-endokrinolojik ve néro-immiinolojik etkiler gosterir (Pepels
ve ark., 2004). Enfeksiyon boyunca, bakteri LPS’si; inflamatuar hiicreler tarafindan
konagin mikroorganizmalarla miicadelesinde vazgecilmez rol oyanayan sitokinlerin
salinimina maruz kalir. Ancak asir1 sitokin tiretimi (TNF-a, IL-18 ve IL-6 vb.) hiicrelerde
hasara ve inflamatuar hastaliklara yol acar (Jin ve ark., 2011). Bakteriyel enfeksiyonu
takiben sitokin uyarimi boyunca IL-6; proinflamatuar sitokinlerden ise TNF-a ve IL-B
salimimi izlenmektedir ki bu salinim baliklarda antibakteriyel, antiparazitik ve antiviral
immiinitede anahtar rol oynamaktadir (Nam ve ark., 2007; Mladineo ve Block, 2010;
Verriera ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismada, Costa ve ark. (2011) gokkusag: alabaligi
(RTS-11) hiicrelerinde inflamasyon siiresince IL-6 ve IL-1B ekpresyonlarinin LPS ile
indiiklendigini, ayrica IL-6’nin belirgin sekilde asagi regiile edildigini rapor etmislerdir
(Costa ve ark., 2011). Firsatg1 mikroorganizmalara ve lirlinlerine karsi hedef organlarda
inflamasyon olusumu ile c¢esitli sitokinler stimiile edilmektedir. Proinflamatuar
sitokinlerden IL-6 ve anti-enflamatuar sitokinlerden IL-10 'un enfeksiyon boyunca artmasi
bircok literatiir ile ortaya konmustur (Peters ve Noverr, 2013; Van der Poll ve ark., 1996).
Gomez ve ark. (2005), S. aureus enfeksiyonlarinda, IL-6 ekspresyonunun yiiksek
seviyelere ulagtigim1 rapor etmislerdir. Bir diger ¢aligmada ise, S. aureus ve P.
aeruginosa'nin pro-enflamatuar sitokinlerden IL-6 ekspresyonunu gii¢lii bir sekilde aktive
ettigi bulunmustur (Schildberger ve ark., 2013). Sun ve ark. (2009), P. aeruginosa' dan
1.000 ng/mL LPS’nin tam kanda TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10'un belirgin
salgilanmasma yol ag¢tifin1 gostermislerdir. Calismamizda, gokkusagi alabaligi gonad
hiicreleri (RTG-2) tizerine 24 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda LPS uygulandi. Hiicre
canliliklart incelendi. Deneysel inflamasyon olusturmak icin en etkin doz LPS 20 uM/ml
olarak belirlendi. Sonrasinda gonad hiicreleri {izerinde gen ekspresyon sonuglart (IL-1,
IL-8 ve TNF-a ve IL-6) degerlendirildi. Elde edilen verilere gore tim pro-enflamatuar gen
ekspresyon diizeylerinin LPS uyarimi ile up regiile edildigi izlendi. Bu veriler gosteriyor ki
diger ¢alisma bulgulariyla sonuglarimiz Ortiismektedir. Costa ve ark. (2011) tarafindan
yapilan ¢alismada ise IL-6 ekspresyon sonuglarimizi yansitan bulgu ile benzerdir. Pro-
enflamatuar gen ekspresyon seviyelerindeki up veya down regiilasyon diizeyleri LPS

konsantrasyon farklari, uygulama siiresi, kullanilan hiicre hatt1 farklilig1 gibi bircok faktor
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ile etkilenmekte ve caligmalar arasindaki farkliliklarin bunlardan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Insan ve hayvanlarin bakteriyel enfeksiyonlarmi tedavi etmek igin etkinlige sahip
fitoterapotikler ylizyillar boyunca kullanilmaktadir (Silva ve Fernandes-Junior, 2010). Son
zamanlarda su triinleri yetistiriciliginde major patojenlere karsi verilen savaglarda in vitro
birgok test uygulanmis ve ¢6ziim arayisina gidilmistir (Ostrand ve ark., 2012; Albert ve
Ransangan, 2013; Xue-Gang ve ark. 2013). Ayrica, baz1 in vivo testler, ¢esitli balik
hastaliklarinin tedavisi ve geri kazanilmasi ile ilgili olumlu etkiler gdostermistir (Abd El-
Galil ve Aboelhadid, 2012; Schelkle ve ark., 2013). Ayn1 anda birka¢ hedefi etkileyen etki
tarzlari nedeniyle bakteriyel diren¢ gelisimine daha az egilimli olmalar1 sebebiyle su
tiriinlerinde kullanilan mevcut antimikrobiyallerin, bitkisel tirlinlerle degistirilmesi dnem
arz etmektedir (Bakkali ve ark., 2008; Kulkarni ve ark., 2013). Dogal bitki 6zleri
icerdikleri biyoaktif ozler ve dogal bilesikler ile antimikrobiyal, antioksidan ve
antienflamatuar gibi birgok etkinlige sahiptir. Bu ¢alismada I. viscosa’nin LPS enfeksiyonu
sonucu antiinflamatuar etkinligi incelenmistir. Bitki ozleri tizerinde anti-enflamatuar
arastirmalar ile elde edilen bulgular, biyoaktif ekstraktlarin ve dogal bilesiklerinin, cesitli
proinflamatuar mediatorlerin liretiminde asil rolii oynayan NF-xkB ve mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) gibi iki ana sinyalleme yolunu bloke ederek biyolojik
ozelliklerini sergilediklerini kanitlamistir. Mueller ve ark. (2010) bitki ekstraktlarinin
proliferatif veya antienflamatuvar aktivitesini belirlemek i¢in LPS ile uyarilmis makrofaj
hiicrelerini kullanmiglardir. 0.5 mg / mL konsantrasyonda kekigin (Origanum onites) IL-6
ekspresyon seviyelerini rediise ettigini, 0.2 mg / mL kekigin ise IL-10 ekspresyon
seviyelerini arttirdigin1 raporlamiglardir. Assaf ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir
calismada Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans gibi
firsat¢1 patojenler lizerinde geleneksel tipta kullanilan alti bitkinin (Arbutus andrachne,
Chrysanthemum coronarium, Inula viscosa, Origanum syriacum, Punica granatum ve
Rosmarinus officinalis) antimikrobial ve anti-enflamatuar aktiviteleri degerlendirildi. Elde
edilen sonuglara gore bu bitkilerden en fazla antibakteriyel etkiyi gosteren O. syriacum’du.
Tiim incelenen bitki ekstratlar anti-enflamatuar etkisini pro-enflamatuar sitokinlerden IL-6
ekspresyonu doza bagli olarak inhibe etmesi, IL-10 ekspresyonunda ise asag1 regiilasyon

ile gostermistir. O. syriacum ve R. officinalis karisimi, sinerjik antimikrobiyal etkiye sahip
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bir anti-enflamatuar etki gosterdigi diger bir bulgu olarak belirtilmistir. Cesitli model
sistemlerinde, IL-10' un, akut enflamatuar durumlarin gelistirilmesinde rol aldigi bilinen
baz1 pro-enflamatuar sitokinlerin (Orn., TNF-a, IL-1, IL-6) iiretimini inhibe ettigi
gosterilmistir. Pro-enflamatuar sitokinlerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin
izlendigi caligmamizda LPS enfeksiyonuna karsi I. viscosa esansiyel yaginin incelenen tiim
parametrelerde down-regiilasyon gdstermis ve l. viscosa yagmin anti-enflamatuar etkinligi
ortaya konmustur. Bu sonug¢larimiz diger ¢alisma bulgulariyla birbirini destekler 6zellikler

sergilemektedir.
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5. SONUCLAR

Bakteriyel etkenlerin neden oldugu firsatg1 enfeksiyonlar, kiiltiir balik¢iliginda
yaygin olup birincil veya ikincil kaynakli olabilir. Bununla birlikte, bu genellikle konak
canlt bagisiklik sisteminin etkinliginin azalmasina neden olan olumsuz ¢evresel kosullarina
maruz kaldiginda ortaya c¢ikar ve bu durum parazit istilasi, zayif beslenme, stresten
kaynaklaniyor olabilir. Sonug itibariyle balik {iretim ¢iftliklerinde herhangi bir olumsuzluk
karsisinda konak savunmasinda gosterilen bir seri fizyolojik yanit dizisi inflamasyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum sitokin gen ekspresyon seviyelerinde erken asamalarda
goriilen degisimler kendini gostermekte ve hastalik tanisinda degerli bilgiler sunmaktadir.

Konak, insidensi yiiksek bir patojene maruz kaldigi zaman, terapétik ilag kullanimi
kacinilmazdir. Bu ilaglar dezenfektan, antibiyotik oldugu taktirde; su ve balikta rezidii,
toksisite, bakteriyel direng gibi bir¢ok olumsuzlukta beraberinde gelmis olacaktir. Yeni
terapotikler arayisinda bitkiler, biyolojik olarak aktif materyallerin ana kaynaklarindan biri
olarak kabul edilmektedir. Bitki 6zleri, antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar
etkinlikleri nedeniyle balik hastaliklarin1 kontrol etmede 6nemli 6zelliklere sahiptir. Bu
nedenle medikal bitki kullanimi balik sagligi yonetiminde antibiyotiklere alternatif bir
tedavi yontemi olarak degerlendirilmektedir.

Bu ¢alismada, bakteri endotoksini olarak bilinen LPS ile enfekte edilmis gokkusagi
alabalik gonad hiicreleri (RTG-2) iizerinde dogal antioksidan ve inflamasyon (yangi)
giderici 6zelligi bulunan Inula viscosa’nin (yapiskan andiz otu) anti-proliferatif ve anti-
enflamatuar etkinlikleri pro-enflamatuar sitokinlerin (IL-13, TNF-a, IL-8 ve IL-6) gen
ekspresyon degisimleri izlenerek c¢alisilmistir. Hiicre canlilifi analizleriyle LPS’in
meydana getirdigi hiicre kayiplarmin I. viscosa iyilestirici etkileri tespit edilmistir. Ayrica
LPS ile enfekte edilen RTG-2 hiicrelerinde I. viscosa’nin pro-enflamatuar gen ekspresyon
diizeylerinde yiiksek oranlarda down-regiilasyon gostermeleri ile bu ¢alisma . viscosa’nin
balik bakteriyel hastaliklar1 tizerinde etkinlikleri {izerinde bir literatiir destegi

saglamaktadir.



6. ONERILER

Son yillarda, tiim diinyada balik tliretim ¢iftliklerinin tesvikiyle yetistiricilik tesvik
edilmistir. Uretim zincirinde, kisa bir siire i¢inde ve daha diisiik maliyetle maksimum
tiretkenlik talebi, {irliniin saglik durumunu dogrudan veya dolayli olarak etkileyen bazi
engellere yol agmaktadir. Yiiksek stoklama yogunlugu, yetersiz beslenme kalitesi, su
ortaminin Kkalitesizligi ve biyolojik giivenlik Onlemlerinin eksikligi, yetistiricilikte,
ozellikle balik yetistiriciliginde goriilen baslica problemler arasindadir, ¢linkii bu kosullar,
konakta patojen yayilmasini ve / veya immiinosupresyonunu kolaylastirmaktadir.

Arastirmacilar, kiiltiir balik¢iligindaki saglik sorunlarina ¢6ziim bulma konusunda
tesvik edici ¢alismalarimi siirdiirmektedir. Balik hastaliklarin1 kontrol etme ve Onleme
cozlimleri arasinda asi olarak profilaktik ajanlarin gelistirilmesi ve immiinostimiilan
diyetlerin gelistirilmesi yer alir. Bununla birlikte, patojenlerin neden oldugu o&liim
salgilarin1 kontrol etmek igin, en azindan konaktaki patojenlerin insidensini azaltmak
amaciyla, liretimin bir asamasinda terap6tik bir iiriin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir.
Bu terapotik maddeler son arastirmalarla bitkisel kaynaklardan saglanmaktadir. Uzun
yillardir halk sagligi agisindan degerli olan bircok bitki 6zii igcerdigi etken maddelerle
bircok hastalik durumlarim1 télere edebilmekte hatta etkili tedavi yontemleri olarakta
kullanilmaktadir. Bu durum balik yetistiriciligi ile ugrasanlarinda dikkatini ¢ekmis
antibiyotik dezenfektan gibi kimyevi maddelerin yan etkilerini elemine etmek igin
alternatif bir tedavi olarak degerlendirilmistir. Ancak bitkisel iirtin ¢esitlerinin,
metodolojilerin ve hedef patojenlerin ¢esitliligi géz Oniline alindiginda, calismalar
arasindaki karsilagtirmalarin karmasikligi goze carpmaktadir. Bu karmagiklik benzer
kosullara sahip caligmalarin daha fazla tesvik edilmesi ile indirgenebilir. Ayrica bitkisel
kokenli ¢alismalarin kronik ve akut toksisite, hedef ve hedef olmayan organizmalar {izerine
etkileri, gevre lizerine olan etkileri, balik yetistiriciliginde antioksidan ve anti-enflamatuar
etkinlikleri gibi daha ileriki caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun yaninda ¢aligmalarin
in vitro ve in vivo olarak karsilastirilmali yapilmasi bir diger dnemli konularin basinda
gelmektedir. Ciinkii etkinlik konusundaki ¢ogu ¢alisma, in vitro testlere dayanmaktadir. Bu
nedenle, mevcut tedavilerin degistirilmesini saglamak i¢in daha pratik ve ekonomik
caligsmalara ihtiya¢ vardir ve tedarik zinciri, sanayi ve arastirmacilar arasindaki ortak

calismalar da ¢ok onemlidir.
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