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Yiiksek Lisans

OZET

BAKTERIYEL ENFEKSIYONLARA KARSI KAHVERENGI ALABALIKLARDA
GEN EKSPRESYONUNUN BELIRLENMESI

Sec¢il TURGUT

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikgilik Teknolojisj Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. [lThan ALTINOK
2017, 45 Sayfa

Bu ¢alismada, kahverengi alabaliklarin (Salmo trutta labrax, S. t. caspius ve S. t. abanticus)
ve bunlarin hibritlerinin Yersinia ruckeri ve Lactococcus garvieae’nin sebep olduklari hastaliklara
kars1 gosterdikleri tepkilerin gen ekspresyonu yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Antioksidan
ve bagisiklik sistemi ile alakali 12 farkli genle [Catalase (CAT), Superoxide dismutase (SOD),
Glutathione peroxidase (GPx), Glutathione reductase (GR), Cold-inducible RNA-binding protein
(CIRBP), Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A), Prothymosin alpha 1 (ProT alpha 1),
Transforming protein RhoA (RhoA), Immunoglobulin light chain (AL), Major histocompatibility
complex class | (MHC class 1), Hemoglobin subunit beta (HBB), Stanniocalcin precursor (STC)]
birlikte internal kontrol olarakta bata aktin geninin ekspresyonundaki degisimler, Real-Time PZR
ile EvaGreen kullanilarak analiz edilmistir. Baliklar L. garvieae ile enfekte edildikten sonra
oksidatif stres genleri ve bagisiklik sistemiyle ilgili genlerin rolatif gen ekspresyonu bazen artis
bazen de azalis gstermesine ragmen, genel olarak CC grubu disinda ki gruplarda 14. giinden sonra
rolatif gen ekspresyonu azalmustir. Lactococcus garvieae enfeksiyonuna en fazla tepki veren CC
grubu olmasina ragmen Y. ruckeri enfeksiyonuna karsi ise en az tepki veren grup oldugu tespit
edilmistir. Baliklarda goriilen gen ekspresyonu farkliliklart baliklara ve hastalik etkenine gore

farkliliklar gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kahverengi Alabalik, Hibrit, Gen Ekspresyonu, RT-PZR.
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SUMMARY

DETERMINATION OF BROWN TROUT GENE EXPRESSION AFTER BACTERIAL
INFECTION

Secil TURGUT
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2017, 45 Pages
In the present study, brown trout species (Salmo trutta labrax, S. t. caspius and S. t.
abanticus) and their hybrids were exposed to Yersinia ruckeri causative agent of yersiniosis disease
and Lactococcus garvieae causes lactococcosis diseases to test antioxidant and immune related
genes expression. For this purpose, Catalase (CAT), Superoxide dismutase (SOD), Glutathione
peroxidase (GPx), Glutathione reductase (GR), Cold-inducible RNA-binding protein (CIRBP),
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A), Prothymosin alpha 1 (ProT alpha 1),
Transforming protein RhoA (RhoA), Immunoglobulin light chain (AL), Major histocompatibility
complex class | (MHC class 1), Hemoglobin subunit beta (HBB) and Stanniocalcin precursor (STC)
gene of the fish were tested with EvaGreen based real-time PCR. After exposing fish to L.
garvieae, oxidative stress genes and immunity related genes relative gene expression sometime
down-regulated and sometime up-regulated in 14 days of post exposure (dpe). Furthermore, all
relative gene expressions were downregulated after 14 dpe in all fish groups except S. t. caspius
(CC). Although CC one of the most reacted fish after infecting with L. garvieae, Y. ruckeri infected
CC was the least affected group. Therefore, gene expression was depending on fish and pathogenic

bacteria.

Key Word: Brown Trout, Hybrid, Gene Expression, RT-PCR.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Su iirtinleri diinyada ve iilkemizde insan beslenmesinde énemli bir protein kaynagi
olugturmaktadir. Artan diinya niifusunun su {riinlerine olan talebini karsilamada
stirdiiriilebilirligi saglamak i¢in tilkeler su triinleri yetistiriciligine daha fazla 6nem verir
hale gelmistir (Sahin, 2003). Su {irlinleri {iretimi arttikga baliklarda goriilen bulasic1 ve
bulagici olmayan hastaliklarin oraninda da artis olmaktadir. Yetistiricilikte optimum
kosullar saglanarak kaliteli iiretim yapilabilir. Balik sagliginin 6nemi, balik¢ilik biliminde
calisan profesyonellerle smirli degildir. Filogenetik bir bakis agisiyla nispeten basit bir
sisteme sahip olduklar1 icin omurgali bagisiklik sistemini incelemek i¢in baliklar iyi bir
model olusturmaktadir (Iwama ve Nakanishi, 1996).

Koruyucu oOnlemler alarak baliklar1 hastaliklara karst korumak, hastaligin
tedavisinden daha ucuz ve kaliteli iiretime olanak saglayacaktir. Baliklarda bagisiklik
sistemi, enfeksiyonun meydana gelmesini engelleyen ve enfeksiyona karsi viicudun direng
gostermesini saglayan faktorlerin birgogunu icermektedir (Altinterim, 2011).

Hastalik etkenlerinin yogun olarak bulunabilecegi su ortaminda bulunan baliklar
giiclii bagisiklik sistemleri sayesinde hastaliklardan korunur. Baliklarin bagisiklik sitemleri
memelilerin bagigiklik sistemlerine benzemektedir. immiin organ ve hiicrelerin ¢ogu aym
yap1 ve isleve sahiptir. Fakat sicak kanlilarin aksine baliklarin i¢inde yasadigi sucul
ortamin sahip oldugu fiziksel (sicaklik, pH, ¢6ziinmiis O;) ve kimyasal 6zellikler, baligin
bagisiklik sistemi iizerinde etkilidir (Altinterim, 2011). Baliklarin hastaliklara karsi
korunmak i¢in dogustan gelen (spesifik olmayan) bagisiklik ve edinsel (spesifik) bagisiklik
mekanizmalari vardir (Ellis, 1998).

Dogal immunite: Omurgalilar, omurgasizlar hatta bitkiler gibi tiim ¢ok hiicreli
canlilar, evrimleri silirecinde, mikroorganizmalarin yol agacagi enfeksiyonlara karsi
kendilerini korumak ve zedelenmis ya da nekroza ugramis hiicrelerden armmak amaciyla
savunma Mmekanizmalar1 ~gelistirirler. ilk olarak gelistirdikleri savunma sistemi
organizmalarda dogal olarak var olan, mikroplar1 ve Oli hiicreleri tanimaya ve
uzaklagtirmaya hazir durumdaki yapilardir. Bundan dolayr bu konak savunma

mekanizmalarina dogal bagisiklik adi verilmektedir. Dogal bagisikligi olusturan tiim



hiicreler ve molekiiller dogal immiin sistemi olustururlar. Dogal bagisiklik, enfeksiyonlara
kars1 konagin savunmasindaki ilk kritik basamagi olusturur (Abbas vd., 2015).

Edinsel immunite: Antikorlarin i¢inde yer aldigi humoral sistem ile T ve B
lenfositlerinin yer aldig1 hiicresel sistem olarak tanimlanabilir. Edinsel bagisiklik sistemi
yasam boyu gelisimini siirdiiriir, farkli patojenlere ve maddelere 6zelmis gibi yanit verir
ayrica antijene spesifik olmasinin yaninda hafiza olusturmasi gibi iki temel Ozelligi
barindirir. Bu sistem bir antijen ile tekrar karsilastiginda hafizast oldugundan onu
taniyacak ve daha giiclii bir sekilde yanit verecek 6zellige sahiptir (Anonim, 2017a).

Dogal bagisiklik sistemi, omurgasizlarin tek savunma silaht ve baliklarin ise temel
savunma mekanizmasidir. Dogustan olan sistem ayni zamanda edinsel bagisiklik
tepkisinde ve homestasisde ogretici bir rol oynar ve ayni zamanda bu bagisiklik yiiksek
omurgalilarda da esit derecede onemlidir (Magnadottir, 2006).

Su iriinleri yetistiriciliginde istenen sonucun elde edilmesi; yetistiriciligi yapilan
tirlin tim tretim donglisiiniin kontrol edilebilmesi, ana¢ bireylerin iyi bir genetik yapiya
sahip olmasi, hastaliklarin etkili bir sekilde kontrolii ve bulagmanin 6nlenmesi, biiylime ve
gelisme icin optimal fizyolojik, cevresel, beslenme kosullarinin bilinmesi, {iretimin
yapildigi ortama kaliteli ve yeterli su temin edilmesi, yenilik¢i yonetim tekniklerinin
uygulanmasina baghdir. Bu faktorlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi sayesinde su {iriinleri
yetistiriciligi son yillarda oldukga iyi bir gelisme kaydetmistir.

Canl1 organizmalar1 kullanarak iiriinleri, bitki ve hayvanlar1 degistiren, farkli iiriinler,
bitki ve hayvanlar iireten bir teknik olan biyoteknoloji; 1970’li yillarin sonunda genetik
miihendislik, hiicre kiiltiiri ve hiicre fiizyonu alanlarinda saglanan gelismelerin sonucunda
yeni bir endiistri olarak ortaya ¢ikmis, tarimsal alanda “yesil devrim” olarak adlandirilan
degisimi gergeklestirmede en biiyiik etken olmustur (Sahin, 2003).

Biyoteknoloji kullanimmin yaygin sekli, hibridizasyon, tek cins ve steril (triploid)
balik tiretmede kullanilan genetik manipiilasyonlardir. Hibridasyon, farkli cins ve tiirlerin
eslestirilmesi ile yeni bireyler elde edilmesidir. Balik yetistiricileri tarafindan bu teknigin
uygulanmasindaki ana amag, Ustiin 6zelliklerin (g¢evresel sartlara uygunluk, biiyiime, yem
degerlendirme, hastaliklara direng, yiiksek et verimi, vb.) 6n plana ¢ikarildig1 bireylerin
uretilmesidir. Yaygin olarak yavrular, ebeveynlerine gore daha 1yi1 karakterler
gostermektedir (Bartley vd., 2001). Hibridasyon {izerine ilk yapilan ¢aligmalar cogunlukla

Salmonidler iizerinedir, ancak bu tiirler yetistiricilik acisindan ticari avantaj



saglayamamistir. Ancak ilerleyen biyoteknolojik teknikler sayesinde bu tiirlerin 6ne ¢ikan
ozellikleri lizerine ¢aligmalar stirmektedir (Basc¢inar ve Delihasan Sonay, 2009).

Bu ¢alismada, kahverengi alabaliklarin (Salmo trutta labrax, S. t. caspius ve S. t.
abanticus) ve bunlarin hibritlerinin Yersinia ruckeri ve Lactococcus garvieae etkenlerinin
sebep olduklar1 hastaliklara karst gosterdikleri tepkilerin gen ekspresyonu yontemiyle

belirlenmesi amaglanmustir.

1.2. Kahverengi Alabaliklar

Kahverengi alabalik (Salmo trutta) somon, kaynak/Alp alas1 ve diger alabalik tiirleri
gibi Salmonidae familyasina dahil bir tiirdiir. Yiiksek derecede politipik tiir oldugu
diisiiniiliir. Bu nedenle ekolojik ve fenotipik farkliliklarina bagli olarak onceleri degisik
tiirler, alt tiirler ve morflar altinda smiflandirilmigtir. Salmonidae ailesinin diger bireyleri
gibi, kahverengi alabaliklar da anadrom (deniz alasi) ve anadrom olmayan formlara
sahiptir.

Kahverengi alabalik, paleoarktik bolgenin dogasinda en fazla dagilim gosteren tath
su baligidir. Dogal olarak ¢ok farkli ve uzak formlar1 Avrupa, Orta Asya, Bati Asya ve
Kuzey Afrika’nin bir kisminda gozlenir. Kuzeyden gilineye baligin dagilimi Kuzey-Dogu
Rusya ve Kuzey Norveg’ten Kuzey Afrika’nin Atlas Daglarina kadar yayilim gosterir.
Batidan doguya dagilimi Izlanda’dan Afganistan’daki Aral Denizi’ne dokiilen sulara kadar
uzanir. Diinyanin birgok bolgesine gotiiriilerek asilama yapilmistir. Ulkemizde hemen her
akarsuda kaynaga yakin kirlenmemis bolgelerde dagilim gostermektedir (Cakmak ve
Aksungur, 2010).

1.2.1. Karadeniz Alabahg (Salmo trutta labrax, Pallas, 1811)

Ulkemizdeki dogal yayilim alani, sadece Karadeniz bdlgesinde ve Karadeniz’e
dokiilen akarsulardir. Preoperkulum {izerindeki deri i¢indeki gizlenmis glimiisi gri benek,
bu ekotip i¢cin karakteristiktir. Viicutlar1 iizerinde diizensiz siyah beneklerin bulunusu ve
kirmiz1 ve siyah beneklerin etrafinda belirgin beyaz halkalarin olmasiyla diger alt tiirlerden
ayirt edilebilir. Diger ekotiplere nazaran daha biiylik hacimli ve tiknaz bir viicuda

sahiptirler. Balik biiylidiikce viicut sirta ve karin kismina dogru siskinlik yapmaz.



Ulkemizdeki en fazla biiyiiyen formu bu ekotipte oldugu farkli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Kocabas, 2009).

Cinsi olgunluk yas1 3-4 yasinda olup, kis aylarinda Karadeniz’e akan tathi sulara
girerek akarsuyun yukar1 kisimlarinda yumurtalarimi kumlara ya da cakillar arasinda
actiklart yuvalara birakirlar. Yumurtadan ¢ikan yavrular bir yi1l kadar tatli suda kaldiktan
sonra denizlere gocerler (Celikkale, 2002).

Sekil 1. Salmo trutta labrax

1.2.2. Aras Alabahig (Salmo trutta caspius)

Aras alabaligi veya Kafkas alast yurdumuzun Kuzey Dogu ve Dogu Anadolu
bolgesindeki nehir ve akarsularda bulunur. Kuzey menseili bir baliktir. Aras nehri ve
cevresindeki irmaklarda bol miktarda mevcuttur (Celikkale, 2002). Kirmiz1 benekler yan
¢izgi boyunca ve l¢lii sirali bastan kuyruga dogru sekilsiz ve halesiz olarak yayilmistir.
Solungag¢ kapaginin 6n tarafi iizerinde benek mevcuttur. Viicut koyu renkli olup, viicudun
on tarafi ve bas lizerinde koyu benekler bulunur. Sirt ylizgecinde de benekler vardir.
Kuyruk ylizgeci ¢atallidir. Diger ekotiplerine nazaran renkleri daha koyu ve esmerdirler.
[ran kaynaklarinda Hazar golii ve buraya baglantili akarsulara girdigi ve 200 km’den fazla
ireme gocli yapabildigi ve 50 kg’a kadar biiyliyebildigi rapor edilmesine ragmen,
iilkemizde yakalanan bireylerin ¢ok daha kiiclik bireylerden olustugu tespit edilmistir
(Kocabas, 2009).



Sekil 2. Salmo trutta caspius

1.2.3. Abant Alabahg (Salmo trutta abanticus, Tortonesse, 1954)

Abant alabaligi (Salmo trutta abanticus) yurdumuzda yalnmiz Abant goliinde,
Yedigoller ve civarindaki derelerde bulunan, genel 6zellikleri bakimindan dere alabaligina
benzeyen, aslinda dere alabaliginin Abant goliinde izole olmus bir varyetesidir (Celikkale,
2002). Insan eliyle Almus Baraj Goli’ne de (Tokat) asilanmis bir stoku mevcuttur
(Kocabasg, 2009).

Abant alas1 diger tiirlere benzese de viicudunun yan taraflarinda kirmiz1 benekler
kuyruga yakin bolgede birkag tane ya da hi¢ bulunmayabilir. Viicudu daha kaba ve burun
daha kisa ve kiittlir. Maksimum agirliklar1 1500 grama ve ortalama agirliklart 300 grama

ulasabilir (Kocabas, 2009).

Sekil 3. Salmo trutta abanticus



1.3. Bakteriyel Balik Hastaliklar:

Balik yetistiriciligi, saglikli bir besin kaynagi, istthdam ve 6nemli bir ihrag¢ {iriint
durumu olmas1 nedeniyle, biiyiik kazang geliri olan 6nemli bir sektordiir. Balik hastaliklari,
yetistiricilikte dnemli bir sorun olusturmaktadir (Onalan vd., 2016).

Baliklarda aquatik ortam sartlarinin bozulmasi ve strese maruz kalmasma bagh
olarak fizyolojik yapilarinin bozulmasi sonucunda hastalik meydana gelmektedir. Bu
hastaliklar etkenine gore degisiklik gostermektedir (Balta, 2016). Baliklarda ve kabuklu
deniz hayvanlarinda hastalik yapabilen ¢ok sayida bakteri tiirli vardir. Bu bakterilerin
birgogu ¢ok iyi bilinirken bazi bakteriler hakkinda yeterli bilgi yoktur (Snieszko, 1978).

Bakteriler su ortaminda ¢ok yaygindir. Cogu bakteriyel hastalik etmenleri, suyun
normal florasinin bir pargasidir. Kotii ¢evre kosullari, yetersiz diyet ve uygun olmayan
yetistirme teknikleri baliklarda bakteriyel hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Tendencia ve Lavilla-Pitogo, 2004). Bu yiizden patojenik bakterilerin virulans
mekanizmalarini anlamak ¢ok 6nemlidir ¢ilinkii konake¢i-patojen etkilesiminin dogasinin
bilincine varmak kontrol Onlemlerinin ve o6zelliklede asilarin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir (Ka Yin, 2004).

Bakteriyel balik hastaliklarina etken olan Yersinia ruckeri ve Lactococcus garvieae
tirleri {ilkemizde alabaliklarda en fazla goriilen iki hastaligin etkenidir. Y. ruckeri ilk kez
1950’lerin baginda ABD’nin Idoha eyaletinde bulunan Hagerman Vadisi’nde izole edildi.
Daha sonra 1966 yilinda Ross ve arkadaslar1 ve Rucker tarafindan tam olarak
tanimlanmistir (Woo ve Bruno, 1999). Hastaligin daha sonra Kanada, Danimarka,
Ingiltere, Fransa, Almanya, Italya, Norveg, Avusturalya, Yunanistan ve Tiirkiye’ye
yayilarak salmonid baliklarda oliimlere neden oldugu bildirilmistir (Timur ve Timur,
2003). Enterik kiz1l agiz (ERM) ya da yersiniosis hastaligi, Gram-negatif, hafif kivrik, 1.0
X 2.0-3.0 um biiyiikliigiinde enterik bir bakteri olan Y. ruckeri’nin neden oldugu akut veya
kronik bir enfeksiyondur. Tasiyict durumda bircok balik tiirlinde mevcuttur ve
yetistiricilikte 6zellikle yogun kiiltiir, kotii su kalitesi ve stres ile iligkili olarak ortaya ¢ikar.
Acil miidahale gerektirilen bu hastalik agir kayiplara neden olmaktadir (Woo0 ve Bruno,
1999).

Lactococcus garvieae ise ilk kez 1950’lerin sonunda Japonya’da sarikuyruk
baliklarindan izole edilerek tanimlanmistir. O zamandan beri L. garvieae giderek ¢ok fazla

ilkeye yayilmis ve farkli balik tiirlerini etkilemistir (Ferrario vd., 2013). Ciftlik baliklarina



ek olarak kabuklu su friinlerini ve deniz memelilerinde de L. garvieae’ya rastlanmistir.
Lactococcus garvieae’nin konakg1 araligi sudaki canlilar ile sinirl degildir (Aguado-Urda
vd., 2010). Tirkiye’de ise L. garvieae ilk kez 2001 yilinda Ege bolgesinde gokkusagi
alabaliklarinda gozlemlenmis (Didinen vd., 2014) ve sonraki yillarda birgok bolgeye
yayilmistir (Ozturk ve Altinok, 2014). Lactococcus garvieae; Gram-pozitif, fakiiltatif
anaerobik, hareketsiz, katalaz ve oksidaz negatif, ¢ift veya kisa zincirler halinde biiyiiyen
laktik asit iireten bir bakteri olarak tanimlanmistir (Hirakawa vd., 2011; Austin ve Austin,
2013). Sarikuyruk ve alabalik gibi baliklarda 6liimciil hemorojik septisemiye neden olan
onemli bir balik patojenidir (Morita vd., 2011). Lactococcus garvieae’nin neden oldugu
enfeksiyonlar genellikle yliksek morbidite ve mortaliteye neden olur ve ¢iftlik baliklarinda

uzun siire devam eder (Didinen vd., 2014).

1.4. Gen Ekpresyonu

30 yil 6nce ilk dkaryotik genin bulunmasindan bu zamana kadar binlerce Skaryotik
gen izole edildi. Halen devam etmekte olan genom projeleri, ¢ok c¢esitli organizmalarda
genomun tiim unsurlarmin tanimlanmasina onciiliik etti. Yeni bir genin klonlanmasindan
sonraki adim, genin yapisini, ekspresyonunun nasil regiile edildigini ve kodlanan gen
triinliniin  biyolojik fonksiyonlarini belirlemektir. Gen ekspresyonu (ifadesi), genlerde
kodlanan genetik bilgiden fonksiyonel bir protein ya da RNA iretimidir. Gen ifadesi, en
yaygin anlamiyla, hem transkripsiyon hem de translasyonu kapsayan bir terimdir, fakat
siklikla sadece transkripsiyon siirecini ifade etmek i¢in kullanilir (Allison, 2014). DNA’da
saklanan genetik bilgilerin bir RNA molekiilii (mRNA, tRNA, rRNA) sentezi suretiyle
kopyalanmas1 veya yazilmasina transkripsiyon adi verilir. Transkripsiyonla RNA’ya
kopyalanan, bir protein molekiiliine ait genetik bilgilerin okunmasi veya bir protein
molekiilii haline c¢evrilmesine translasyon adi verilir. Transkripsiyon ve translasyon
olaylarmin toplami, gen ekspresyonu olarak tanimlanir (Isler, 2012).

Gen ekspresyonu tek bir hiicreden ¢ok hiicreli bir organizmanin gelisimini regiile
eden ve normal bir hiicreyi kanser hiicresinden ya da bir deri hiicresini karaciger
hiicresinden ayiran genlerin ifade farkliligidir (Allison, 2014). Yani gen ekspresyonunun
genel 6l¢iim amaci karsilastirmadir. Farkli hiicrelerdeki mRNA diizeylerini karsilastirma,
bir organdaki tiimor hiicresiyle normal bir hiicrenin karsilastirilmas: gibi amaglar ile

yapilmaktadir (Ulutas, 2015).



1.5. RT-PZR ve Evagreen Yontemi

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gPZR), Kary Mullis
tarafindan 1980’lerde gelistirilen, arastirmacilarin belirli DNA parcalarint bir milyondan
fazla arttirabilen devrimci PZR yontemine dayanmaktadir (Valsek ve Repa, 2005).

Real-time PZR teknolojisi ilk olarak Hugichi ve arkadaslarinin her amplifikasyon
tirlinlinii etidyum bromiir ile goriintiilemek i¢in olusturduklar sistem ile ortaya ¢ikmistir
(Higuchi vd., 1992). Bu teknoloji floresan isaretli ya da boyali PZR iirlinlerinin, 11k
kaynaginin olusturdugu 1simalar ile uyarilmasi sonucu 1s1ma yaymasi ve yaydigi isimalarin
algilanarak izlenebilir hale getirilmesi ile olusan bir sistemdir. PZR’1n kinetik kazanmasi
ile olugan bu teknolojinin PZR’dan en 6nemli farki hedef bolgenin lineer olarak logaritmik
artisinin es zamanli olarak gozlenebilmesi ve buna bagl olarak kantitatif analiz yapabilme
imkan1 sunmasidir (Valsek ve Repa, 2005). PZR karisiminda floresan olarak isaretlenen
primerlerle ya da floresan boyalarin baglanmasi ile PZR {irlinlerinin real-time (gergek
zamanli=anlik) 6l¢iimii yapilabilir. Orijinal mRNA’nin miktarinin olduk¢a hassas ve dogru
olarak Olgiilmesini saglar. Bu yaklasim, kantitatif real-time PZR ya da real-time PZR
olarak adlandirilir (Allison, 2014). Gergek zamanli PZR’nin amaci, 6rnek ¢ok kiigiik bir
miktar olsa bile Ornekteki belirli niikleik asit sekanslarmni tam olarak ayirt etmek ve
Olemektir. Gergek zamanli PZR, bir numunede hedef sekansi ¢cogaltir ve ardindan floresan
teknolojisini kullanarak amplifikasyonun ilerlemesini monitériize eder (Valsek ve Repa,
2005). Gergek zamanli PZR testleri amplifikasyon sonrasi manipiilasyona ihtiyag
duyulmadigindan hizla tamamlanabilir. Ger¢ek zamanli prob algilama ile amplifikasyon
irtinlerinin tanimlanmasi, jeller iizerinde boyut analizi ile karsilastirildiginda oldukga
dogrudur. Reaksiyonun ilerlemesinin analizi, uygun standartlarin mevcut olmasi kosuluyla
hedef dizinin ¢ok genis aralikta dinamik dogru sekilde dl¢iilmesini saglar.

Gegek zamanli PZR kavraminin biyolojik bilimlerin bir¢cok dalinda uygulamalari
bulunmustur. Uygulamalar arasinda gen ekspresyonu analizi, bulasict hastaliklarin teshisi
ve insan genetik testi yer alir (Logan vd., 2009).

EvaGreen® boya, kantitatif gercek zamanli PZR (qPZR) ve diger pek cok
uygulamada kullanim i¢in ideal 6zellikleri olan yeni nesil DNA baglayici bir boyadir.
EvaGreen, SYBR™ Green I ve diger ticari PZR veya yiiksek ¢Oziiniirliklii erime egrisi
(HRM) boyalarindan daha etkin 6zellige sahiptir.



Novel “Release-on-Demand” DNA Binding Mechanism
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Sekil 4. EvaGreen® boyasi "istege bagli birakma" mekanizmast ile ¢ift zincirli
DNA baglanma mekanizmasi

EvaGreen toksik ve mutajenik degildir. Maksimum sinyal ve yiiksek ¢oztnirliklii
DNA erime analizi i¢in doygunluk boya konsantrasyonunun kullanilmasina izin veren
diisiik PZR inhibisyonuna sahiptir.

PZR Performansi: Bir PZR boya-DNA kompleksi olusturarak floresan yayar. DNA
ile etkilesim kaginilmaz olarak bazi PZR girisimine yol agar. Boya ile PZR inhibisyonu,
DNA-boya oran yiiksek oldugunda PZR'nin erken sathasinda 6zellikle ciddi olabilir. Ote
yandan 1iyi bir sinyal liretmek i¢in yeterli bir boya konsantrasyonu énemlidir. Bu nedenle,
giivenilir PZR performansi elde etmek igin optimal bir boya konsantrasyonu
kullanilmalidar.

SYBR®™ Green I gibi mevcut DNA baglayict PZR boyalari igin optimum boya
konsantrasyonu oldukca diistik olabilir bu da PZR sinyalini sinirlar ve ayni zamanda
yiiksek ¢oziiniirliklii erime egrisi (HRM) analizi i¢in boyalar1 uygunsuz hale getirir. Bir
master karigimi ile diisik SYBR® Green konsantrasyonu kiigiik amplikasyondan biiyiik
amplikasyona erime zirvesine dogru boya gocli ¢oklu amplifikasyonu belirlemekte
basarisiz olabilir, PZR i¢in temiz tek bir amplikon yerine yanlis sonug verebilir gergekte
birkag {iriin {iretebilir.

EvaGreen® DNA baglayict boya "talep iizerine serbest birakma" mekanizmasi
yoluyla yeni bir DNA baglama kavrami kullanilarak tasarlanmistir (Sekil 4). Boya, esnek
bir ara pargast ile baglanan iki monomerik DNA baglayici boyadan olusur. DNA
yoklugunda, dimerik boya, DNA baglanmasinda pasif olan dongiisel bir konformasyon
varsayar. DNA mevcut oldugunda, dongiisel konformasyon bir denge vasitasiyla floresans
yaymak icin DNA'ya baglanabilen rastgele bir konformasyona gecer. Bu kimyasal denge,
bir PZR islemi sirasinda daha fazla DNA olustugundan, "rezerv" den aktif formdaki boyay1
stirekli olarak tedarik etmek i¢in benzersiz bir mekanizma saglar. Sonug olarak, EvaGreen®

mastir karisimi, PZR inhibisyonu olmaksizin floresans sinyalini en iist diizeye ¢ikarmak
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icin nispeten yliksek boya konsantrasyonu ile formiile edilebilir, bu karisim hem qPZR
hem de HRM amplikasyonu i¢in uygundur.

PZR ana karigimlarinin tasinmasi ve bertaraf edilmesi, saglik ve c¢evre meselesi
olabilir. Nitekim SYBR®Green 1, bilinen en iyi mutajenlerden biri olan etidyum bromiire
gore daha cevreye zararlidir. SYBR® Green I'in hiicrelerdeki DNA tamir mekanizmalaria
midahale etmesi ve sonugta UV 15181 ile DNA hasarmmin yani1 sira kimyasallarin
genotoksisitesini de gliclendirdi.

Diger PZR ve HRM boyalarinda (6rnegin SYTO9, LC Green, BRYT Green ve
ResoLight) emniyet verileri bulunmamakla birlikte, bu boyalarin bir kac¢ dakika i¢inde
hiicrelere girdigi bilinmektedir ve bu nedenle potansiyel genotoksisite riski tasir.
EvaGreen” boyasi, canli hiicrelerde genomik DNA ile etkilesime girmediginden diger
boyalara gore daha giivenlidir (Anonim, 2017b).

1.6. Housekeeping Genler

Bir hiicrenin temel islevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarinda gérev alan, hiicrelerin
timiinde ekspres olan ve ekspresyon seviyesi dokudan dokuya degismeyen genlere
housekeeping genler adi verilir (Yiizbasioglu, 2008). Bu genler, niikleik asit ve protein
sentezi, besinlerin tasinmasi ve kullanimi, hiicresel iskeletin ve organellerin biyosentezi
gibi temel hiicresel ve metabolik islevler i¢in gereklidir. Housekeeping genler hiicrenin
isleyisini diizenleyen genler olarak da ifade edilmektedir. Bu housekeeping genler siirekli
eksprese olarak belli bir hiicredeki gen ekspresyonunun %80-90’1indan sorumlu olabilirler
(Nussbaum vd., 2006).

Beta actin; hiicre gocii, hiicre boliinmesi ve gen ifadesinin diizenlenmesi de dahil
olmak tiizere ¢ok cesitli hiicresel siireclerde kritik rolleri olan hiicre iskeletinin vazgecilmez
bir bilesenidir (Bunnell vd., 2011). Bu islevler, hiicrenin ihtiyaglarina gore hizli bir sekilde
toplanabilen ve pargalanabilen filamentler olusturan aktin yetenegine atfedilir (Anonim,
2017c).

Hemoglobin subinit beta (HBB); protein kodlayici bir gendir. Metobolizma ve
bagisiklik sistemi ile ilgisi vardir. Bu gen demir iyonunu ve oksijeni baglamaktadir.

Katalaz (CAT); bu gen oksidatif strese karsi viicut savunmasinda anahtar bir

antioksidan enzim olan katalazi kodlamaktadir. Katalaz neredeyse tiim aerobik hiicrelerin
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peroksizomunda bulunan bir enzimdir. Katalaz reaktif oksijen tiipiindeki hidrojen peroksidi
suya ve oksijene doniistiiriir ve bdylece hidrojen peroksidin toksik etkilerini hafifletir.

Glutathione peroksidaz (GPx); bu gen tarafindan kodlanan gen glutathione
peroksidaz ailesine aittir ve glutathione ile organik hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksitin indirgenmesini katalize etmektedir ve bdylece hiicreleri oksidatif hasara karsi
korumaktadir.

Cylin dependent kinaz inhibitor 2A (CDKN2A); bu gen, ilk eksonlarda farkli olan
bir¢cok varyant iiretir. Bu gen siklikla ¢ok ¢esitli timdrlerde mutasyon gegirir veya silinir.
Onemli bir tiimér baskilayict gen olarak bilinir.

Superoksit dismutaz (SOD); bu gen tarafindan kodlanan protein bakir ve ¢inko
iyonlarin1 baglar ve viicutta serbest siiperoksit radikallerinin yok edilmesinden sorumlu
olan iki izozimden biridir. Normal olarak hiicrelerde tiretilen ve biyolojik sistemlere toksik
olan radikalleri yok etmektedir.

Cold inducible RNA binding protein (CIRBP); hiicrenin hayatta kalmasinda yer alan
genlerin kopyalari stabilize ederek genotoksik stres tepkisinde koruyucu bir rol
oynamaktadir. Bir translasyonel aktivatordiir. Soguga bagli hiicre ¢ogalmasinin
bastirilmasinda rol oynamaktadir.

Prothymosin alpha (ProT alpha 1); proteini kodlayan bir gendir. Belirli firsatg1
enfeksiyonlara kars1 direng gostererek bagisiklik fonksiyonuna ara buluculuk etmektedir.

Staniocalcin precursor (STC); bu gen, ¢ok ¢esitli dokularda eksprese olan ve otokrin
veya parakrin fonksiyonlara sahip olabilen, salgilanmis, homodimerik bir glikoproteini
kodlar.

Transformin protein RhoA (RhoA); Rho proteinleri aktin sitoskeletonunun yeniden
diizenlenmesini tesvik eder ve hiicre sekli, baglanma ve hareketliligi diizenler. Bu genin
asir1 ekspresyonu, timor hiicresi cogalmasi ve metastaz ile iligkilidir.

Immunoglobulin light chain (AL); antikor olarak da bilinen immiinoglobiilin, B
lenfositleri tarafindan tiretilen membrana bagli veya salgilanan glikoproteinlerdir. Hiimoral
bagisikligin tanima asamasinda, zar-baglanmig immiinoglobiilinler, spesifik bir antijen
baglandiginda, B lenfositlerinin immiinoglobiilin S salgilayan plazma hiicrelerine klonal
genlesmesi ve farklilagmasimi tetikleyen reseptorler olarak gorev yaparlar. Salgilanan
immiinoglobiilinler humoral bagisikligin efektér fazina aracilik eder ve bu da baglanmis

antijenlerin ortadan kaldirilmasina yol agar.
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Major histocompatibility complex class | (MHC class 1); smif I molekiilleri,
endoplazmik retikulum liimeninden tiiretilen peptidleri sunarak bagisiklik sisteminde
merkezi bir rol oynar. Neredeyse tiim hiicrelerde ekspres edilirler (Anonim, 2017c¢).

Glutathione reductaz (GR); kirmizi hiicre enzimleri ve biyolojik hiicre zarlarini,
aerobik glikoliz siirecinde indirgenmis glutathone (GSSGR) seviyesini arttirarak oksidatif
hasara kars1 korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (Anonim, 2017d).

Kantitatif RT-PZR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda
ekspresyonu degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag vardir.
Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da ayn1 bireyden farkli dénemlerde alman drneklerle
yapilan c¢alismalarda, ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in
dokularda ekspresyonu degismedigi varsayilan bir bagka gen iirlini mRNA ile
normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin ekspresyon diizeyi, referans gen
olarak kullanilan housekeeping genin ekspresyon diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla
amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi ornekler
aras1 baslangic farkliliklarini, deneysel hatalari normalize etmektir. Bu nedenle farkli doku
ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla yapilan caligmalarda, once referans olarak kullanilacak housekeeping genin
dogru secilmesi gereklidir. Caligmalarda kullanilacak housekeeping genin ekspresyon
diizeyi, ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ekspresyon diizeyinin

belirlenmesi icin o kadar giivenilir bir referans olacaktir (Yiizbasioglu, 2008).



2. YAPILAN CALISMALAR

Hansen vd. (2006), yapmis olduklari ¢alismada dogal ortamlarinda bulunan iig¢
kahverengi alabalik (Salmo trutta) populasyonu farkli metal seviyelerine maruz birakilmas,
antioksidan metallathionein (MT), superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi
bunlara karsilik gelen mRNA seviyelerini incelemislerdir. Buna ek olarak, mRNA
seviyeleri glutathione peroxidase (GPx) ve glutathione reductase (GR) i¢inde incelenmis.
Cd/Zn’ye maruz kalmis alabaliklarin solungaglarinda daha yiiksek Cd, Cu ve Zn birikimine
sahip ve kontamine olmayan referans bir nehirdeki alabalikla Cu’ya maruz birakilmig bir
alabalik karsilastirildiginda solungaglarin yani sira bobrek ve karacigerlerin MT (hem
protein hem de mRNA) seviyesi yiiksek bulunmustur. Cu’ya maruz kalmig alabalikta
bulunan MT seviyesinin az olmasi, oksidatif strese duyarliligi arttirmis olabilir ancak bu
baliklarin solungaglarinda daha yiiksek seviyelerde antioksidan mRNA bulunamamastir.
Veriler Cd/Zn’ye maruz kalmis alabalikta SOD mRNA diizeyleri daha yiiksek olmasina
ragmen, kahverengi alabaligin Cd, Zn ve Cu’ya kronik olarak maruz birakilmasinin,
solungaglarda yiiksek SOD ve CAT enzim aktivitelerinin slirdiiriilmesini igermedigini
gostermistir. Metale maruz kalmis alabalik karacigerlerinde SOD, CAT ve GPy mRNA
seviyeleri daha yiiksek ancak bu durumda GR sadece Cd/Zn’ye maruz kalmis alabalik
bobreklerinde goriilmistiir. Bununla birlikte her iki metale maruz birakilan gruplarin
metale maruz kalmamis alabaliga kiyasla karacigerde SOD enziminin aktivitesi daha
yiksek ve Cu’ya maruz kalmis alabalik bobreklerinde CAT aktivitesi daha yliksek
bulunmus. Cu’ya maruz kalmis alabalik solungaglarinda Cu toksisitesinin 6nlemek i¢cin MT
iiretimine giivenilmiyor ancak Cu alimi diisiik seviyede tutularak korunabilir. Farkli stres
genlerinin koordineli bir sekilde ifade edilmesi kronik metal maruziyetinde onemli
olmustur. Gozlemlenen metal etkilerinin metale maruz kalmis populasyonlarda genetik
uyumdan ziyade ortama adaptasyona bagli oldugu sonucuna varilmistir.

Kumar vd. (2014), yapmis olduklari c¢aligmada Avrupa ve Kuzey Amerika’da
bulunan Salmonidlerin ¢esitli tiirlerinde proliferatif bobrek hastaligina sebep olan
Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoo) enfeksiyonun gen ekspresyonu iizerine olan
etkilerini ¢aligmiglardir. Enfekte olmus kahverengi alabalikta cold-inducible RNA binding
protein, cylin-depend kinase inhibitor 2A, prothymosin alpha, transforming protein RhoA,
immunoglobulin light chain ve major histocompatibility complex class | gibi genlerin
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ekspresyonlar1 belirgin derecede artarken hemoglobin subinit beta ve staniocalcin
precursor gibi genlerin ekspresyon diizeylerinde 6nemli derecede azalma olmustur. Bu
calisma hiicre stresi ve hiicre biliylime siireglerini, sinyal iletim faaliyetlerini, konakta
eritropoez ve kalsiyum homeostazi, parazit gelisiminin evreleri boyunca modiile edildigini
ve kahverengi alabalik bobregindeki T. bryosalmonae’nin sporgenezi destekleyebilecegini
gostermistir.

Raida and Buchmann (2009), teleostlardaki bakteriyel enfeksiyonlara karsi tepki
mekanizmalarini prosediire uygun hazirlanan 6lmiis bakteri enfeksiyonunun ardindan genis
capta incelemislerdir. Gokkusagi alabaligindaki (Oncorhynchus mykiss) Y. ruckeri O1’¢e
karst dogustan gelen bagisiklik tepkisi, 5 x 10° CFU’luk Y. ruckeri ile birincil intra-
peritoneal enfeksiyondan 35 giin sonra ikinci bir enfeksiyon sonrasinda incelenmistir.
Enfeksiyon siiresince karacigerdeki patojenlerin sayist ile Y. ruckeri spesifik 16S
ribozomal RNA nicel gergek zamanli RT-PZR’da (q-PZR) o6lgiilmiistiir. Birincil
enfeksiyon sirasinda 3. giinde bakteri sayilar1 pik yapmis ve tekrar enfeksiyon siiresince
belirgin olarak daha diisiikmiis. Enfeksiyona yeniden meydan okuyan baliklar, balikta bu
bakteriyel patojene karsi adaptif bagisikligin gelisimini gosteren birincil bir enfeksiyon
alan saf balikla karsilagtirildiginda hayatta kalma oraninin oldukca yiiksek oldugunu
gosterdi. Adaptif immiinite monte edilmeden Once konakgilarin hayatta kalmasina katilan
molekiilleri aydinlatmak i¢in enfeksiyon sirasinda karacigerdeki dogustan gelen bagisiklik
faktorlerinin gen ifadesini aragtirmislar. mRNA'nin transkripsiyonu q-PZR kullanilarak
enfeksiyondan 8 saat, 1, 3, 7, 14 ve 28 giin sonra karacigerden alinan Orneklerde
Ol¢iilmiistiir. Arastirmada toll-like receptor 5 (TLR5), pro-inflamatuar sitokinler IL-1b, IL-
6 ve TNF-a, acute phase proteins (APPs), serum amyloid protein a (SAA), alabalik C
polisakkarit baglama proteini, a CRP/SAP like pentraxin, precerebellin, transferrin,
hepcidin ve son olarak da complement faktorler C3, C5 ve faktdr B gibi kodlayici genler
tizerine yogunlasilmistir. Enfeksiyon, tiim sitokinlerin (IL-6> 1000 fold), baz1 akut faz
proteinlerinin (SAA> 3000 kat) gen ekspresyonunda belirgin artis ve komplement
faktorlerin (C3, C5 ve faktdor B) regililasyonunun azaldigini ortaya koymustur. SAA
ekspresyonu, birincil enfeksiyona kiyasla yeniden enfeksiyon esnasinda belirgin olarak
daha erken aktif hale gelmistir.

Monica vd. (2012), dogaya kagan kiiltiire alinmis ve seleksiyonla bazi ozellikleri
iyilestirilmig Atlantik salmonu (Salmo salar) ile yabani salmonlar arasindaki 1rk karigima,

yabani populasyonunun gen biitiinliiglinti etkileyip etkilemedigini ve ¢evresel kaynakli
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strese maruz kalan yabani tiirlerin, hibritlerin ve ¢iftliklerdeki salmonlarin 6n bébregindeki
stres ile iligkili 7 geni ¢alismiglardir. Genel olarak, kontrole gore stok yogunluguna bagl
strese maruz birakilmis baliklarda insulin-like growth factor-1 (IGF-1) azalirken, diger
genlerin ekspresyonunda 6nemli bir etkiye sahip olmadigini bulmuslardir. Glutathione
reductase (GR), Cu/Zn superoksit dismutaz (Cu/Zn SOD), Mn superoksit dismutaz (Mn
SOD), glutathione peroksidaz (GP) ve IGF-1 mRNA ekspresyon seviyeleri genetik koken
tarafindan etkilenmistir bu nedenle ¢iftlikteki yabani ve hibrit kokenli salmonlar arasinda
belirgin ifade farkliliklarina rastlanmistir. Her iki ortamda da, IGF-1 geninin mRNA
ekspresyon seviyesi ve yabani salmonun viicut biiylikliigii arasinda olumlu bir iligki tespit
edilmistir. Hibrit ve ¢iftlik salmonlar1 i¢in boyle bir iliski gozlemlenmemistir. Bu
calismada, her iki muamelede de hibritler kalitsal olmayan bir yap1 sergilerken, ciftlik
salmonlar1 IGF-1 geninin mRNA diizeyi yabani salmona kiyasla 6énemli derecede yiiksek
bulunmus. Her iki ortamda da, yabani somon baligimin boyutu ile IGF-1 geninin mRNA
ekspresyon seviyesi arasinda pozitif bir iligki tespit edilirken, hibrit veya ¢iftlik somonlari

icin boyle bir iligki gbzlenmemistir.

2.1. Materyal

Bu c¢alismada Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Prof. Dr. ibrahim OKUMUS
Aragtirma ve Uygulama Unitesinde TUBITAK destekli 2140595 nolu projeden elde edilen
Salmo trutta labrax, Salmo trutta caspius, Salmo trutta abanticus ve bunlarin hibritleri
kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Salmo trutta labrax (L), S. t. caspius (C), S. t. abanticus (A) tiirlerinin
caprazlanmasiyla elde edilen gruplar

Gruplar Gruplarin kisaltilmasi
S. tlabrax X S. t. labrax LL
S. t. labrax X S. t. abanticus LA
S. t. labrax X S. t. caspius LC
S. t. abanticus X S. t. abanticus AA
S. t. abanticus X S. t. caspius AC
S. t. caspius X S. t. caspius CcC

Enfeksiyon igleminde kullanilacak olan Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri

bakterileri ayni fakiilteye ait Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
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2.2. Metot

Bu c¢alismada farkli genlere ait yeni primerler dizayn edildi. Hazir SyberGreen
premiksi yerine Neb’in hot start Taq polimeraz master miksi ve floresan boya olarak da
SyberGreen yerine daha hassas olan EvaGreen kullanildi ve bu baglamda yeni protokol

gelistirildi.

2.2.1. Baliklarin Bakterilerle Enfekte Edilmesi

Calismada kullanilan balik gruplar1 (Tablo 1) 40 litrelik akvaryuma 15 adet
balik/akvaryum olacak sekilde stoklandi. Kontrol ve her bir balik grubu, deneysel hatalar
ve farkliliklar1 ortadan kaldirmak amaciyla 3 paralel olarak olusturuldu. Baliklar
akvaryumlara aktarildiktan bir hafta sonra enfekte islemine gecildi.

Bir gece oncesinden sivi besi yerinde inkiibe edilen L. garvieae 10 dk 1000 x g’de
santrifiij edilerek iist kismi atildi. Sonrasinda tlizerine 20 ml PBS eklenip tekrar 10 dk 1000
x g’de santrifiij edilerek yikandi. Pelet halindeki bakteriye PBS eklenerek
spektrofotmetrede (Shimadzv, Uv-2550 UV-Visible Spectrophotometer) 600 nm dalga
boyunda yogunlugu olgiilerek bakteri yogunlugu 10® CFU olacak sekilde seyreltildi.
Baliklar benzokayn (0,2 ml/L) kullanilarak bayiltildiktan sonra intraperitoneal enjeksiyon
yontemi kullanilarak 0,1 ml L. garvieae (1x10°/balik) baliklara enjekte edildi. Enjeksiyon
isleminden 24 saat sonra giinde iki kere baliklar yemlendi ve su sicakliklari dlgiildii. Su
sicakliklart deney siiresince 15-18°C araliginda seyretmistir.

Deney, baliklar L. garvieae ile enfekte edildikten sonra 28 giin boyunca stirmiistiir.
Baliklar1 enfekte etmeden hemen 6nce ornekleme yapilarak sifirinct saat kontrol grubu
olusturuldu. Baliklar enfekte edildikten sonra ilk ornekleme 8. saatte yapildi. Sonrasinda
24. saat, 72. saat, 7. giin, 14. gin ve 28. ginde Ornekleme tekrarlanarak deney
sonlandirilmistir. Her bir 6rnekleme de 4 balik orneklenerek her bir baliktan 100 mg
karaciger ve 100 mg bobrek alinarak apendorf tiipiine kondu ve hemen -80°C’de RNA

izolasyonuna kadar stoklandi.
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Tablo 2. Salmo trutta. labrax (L), S. t. caspius (C), S. t. abanticus (A) tiirlerine ait
baliklarin ortalama boy ve agirliklari

Gruplar Lactococcus garvieae Yersinia ruckeri
Boy (cm) Agirlik (g)  Boy(cm) Agirlik (g)
LL 16,36 56,41 17,74 54,18
LA 17,22 53,39 16,50 46,95
LC 16,20 60,85 17,16 51,72
AA 15,54 40,31 16,01 45,07
AC 14,55 33,12 13,51 25,25
CcC 13,18 34,02 11,20 15,50

Yukarida L. garvieae’da belirtilen islemlerin aynisi Y. ruckeri i¢in tekrarlandi. Ancak
bakteri yogunlugu 10° CFU/balik olacak sekilde baliklara enjekte edildi.

2.2.2. RNA izolasyonu

Deney baliklarindan alinarak -80’de stoklanan o6rneklerden 50 mg karaciger ve 50
mg bobrek alinarak kiiciik parcalara ayrildiktan sonra 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine
aktarildi1 ve tizerine 1 ml Trizol ilave edildi ve Bioprep-24 homejenizer kullanilarak 700
m/s, 30 sn ve 3 donglide homojenize edildi. Bu islem sonrasinda érnekler yeni bir tiipe
aktarildi ve 5 dk bekletildi. Uzerine 250 ul kloroform eklenerek 5 dk bekletilip 14,000 x
g’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan iist faz kism1 pipet yardimiyla yeni bir tiipe aktarilds,
igerisine 550 pl izopropil alkol eklenerek 5 dk karistirildiktan sonra 14,000 x g’de 20 dk
santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant ayr1 bir tiipe aktarildi, final orani
%70 olacak sekilde soguk etanol ilave edildi ve 9,600 x g’de 10 dk santrifiij edildi.
Tiplerdeki etanol bosaltildi, igerisine tekrardan %70’lik soguk etanol ilave edildi ve 9,600
x g’de 10 dk santrifiij edildi. Peletler kuruduktan sonra iizerine 40 pl TE (Tris EDTA)
tamponu eklendi ve +4°C’de 2 saat beklendikten sonra RNA konsantrasyonlari niikleik asit
analizorii (Nano200) kullanilarak 6lciildii. RNA kalitesinin (260/280) 1,8-2,1 araliginda
olan ornekler kullanildi. Bu aralikta olmayanlar 6rneklerden yeniden RNA izolasyonu

yapildi.
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Balik dokularindan izole edilmis RNA’lar1 komplementer DNA’ya (cDNA)
cevirmek icin ABI cDNA Revers Trankriptaz (Aplied Biosystems, ABD) kiti kullanildu.

Bu amagcla, orneklerin final konsantrasyonu 850 ng/ul olacak sekilde ultrapure su

kullanilarak ayarlandi. PZR tiiplerine 5 pl seyreltilmis kalip RNA ve 5 ul revers
transkripsiyon karisimi (1 pl 10X RT Buffer, 0,4 ul 10 nM dNTP, 0,5 ul RNAse inhibitér,

0,5 pl Revers Transkriptaz, 1 pul 50 uM Random primer, 1,6 ul DEPC-treated su ve 5 pl

RNA) ilave edildikten sonra 6rnekler 10 dakika 25°C’de 6n inkiibasyondan sonra 2 saat
37°C’de inkiibe edildi ve enzimler 85°C’de 15 dakika inkiibe edilerek inaktif hale getirildi.
Elde edilen cDNA 6rnekleri bir sonraki isleme kadar -20°C de muhafaza edildi.

2.2.4. Real Time PZR

13 farkli gene ait primerler (Tablo 2) Primer Express 2.0 yazilimi (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) kullanilarak dizayn edilmistir.

Tablo 3. Gen ekspresyonu calismalarinda kullanilan genlere ait primerler, genin
GenBank’taki kodu ve primerlerin baz dizilimi

GenBank . Vny . iy
Genler Accession no Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3")
Superoxide dismutase ~ BT057901 ~ CCACGTCCATGCCTTTGG TCAGCTGCTGCAGTCACGTT
Catalase BE669040  GAGGGCAACTGGGACCTTACT GGACGAAGGACGGGAACAG
Glutathione BGoadss  GATTCGTTCCAAACTTCCTGCT (. recCAGAACAGECTGTTG
peroxidase A
Glutathione reductase BG934480 $CAGTGATGGCTTTTTTGAACT CCGGCCCCCACTATGAC
bci‘r’]'c“ji}:gdp‘ig'g'if] RNA- " 17713052  TTCTAGGCCGGGGATCCTAC  ATACAGCCAGCCAAGGGATG
Cyclin-dependent JZ713054  CGAAATGGCCGAGGGTGATA  CCTCCTGGCCTTCCAATGTT
kinase inhibitor 2A
Prothymosin alpha 1 BT057594 CGAGCGTTTTGGAGGGAAAC  ACGGACATTGGGTGTGTGTA
;Lag‘;form'”g Pro®ein 37713063  ACTACGACAGACTACGGCCT  GCTGTCGGGGCTATCTATGG
'Crg‘:i“#”ogmb”"” light  AF273017  CAGACTCCGGTCACCAAGAC — CTCAATCCAAGCCCCCTGTT
Major
histocompatibility 17713068  TGAAGAGAGAGGGAGCCGAT  TGAAGCGATCCTTTGCCACT
complex class |
bHeet';og'Ob'” subunit JZ713069  ATCACGGTCTTTCCGTGCTT AGACACTTCAGCACCTTCGG
Eﬁggmggﬁ"c'” JZ713071  GCCATGACATCCCCGTTTTG GATGTCAAACCCCACCCACT
Beta-actin BG933897 GACAGCTACGTTGGAGACGA  GTTGGCTTTGGGGTTGAGTG
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RT-PZR isleminde DNA baglayici floransan boya olarak Evagreen (Biotium, Inc.
Parkway Fremont, CA, ABD) kullanildi. cDNA o6rnekleri PZR isleminden 6nce 1:10
oraninda seyreltildi. RT-RZR reaksiyonunda 96 kuyucuklu plaklar kullanildi. Her bir
kuyucuga toplam hacim 25 pl olacak sekilde 9.3 pl ultrapure su, 1 ul DNA, 1 ul Evagreen
ve 12.5 ul hot start Taq 2 X master mix karigimi koyulduktan sonra tizerine 2 pl (0.2 pM)
primer (Tablo 3) ilave edildi. Plaklarin tizeri seffaf film ile kapatilarak Exicycler 96 Real-
Time Kkantitatif PZR’ye (Bioneer, Korea) yerlestirildi. 95°C’de 60 sn o6n inkiibasyon
isleminin ardindan sirastyla 95°C’de 20 sn denaturasyon, 58°C’de 20 sn tutunma, 68°C’de
45 sn uzama ve floresan okuma seklinde 35 dongii yapildi. Déngii islemi tamamlandiktan
sonra reaksiyonun basarili olup almadigini teyit etmek ig¢in 58°C’den 94°C’ye dogru
kademeli olarak her 10 saniyede 0,5°C isitilarak erime egrisi olusturuldu. Ayrica qPZR
triinleri  %2’lik  agarozda yiiriitillerek {irlin boylarna ve spesifik olmayan

amplifikasyonlara bakarak teyit edildi. Her bir reaksiyon 3 defa tekrarlandi.

2.2.5. Rolatif Gen Ekspresyonun Degisimlerinin Hesaplamasi

Normalizasyon i¢in internal kontrol ya da referans gen olarak beta aktin geni
kullanildi. Gen aktivitelerindeki fold (2-AACT) degisim asagida belirtildigi gibi
hesaplanmustir.

222CT = [(Cy hedef gen - Cr internal kontrol)smex - (Ct hedef gen - Cr internal

kontrol)kontr0|]

2.2.6. Hedef Genlerin ve Internal Kontrol Geninin PZR Etkinliginin
Belirlenmesi

Elde edilen cDNA ornekleri 1/10 oraninda seri olarak seyreltildi. Hedef gen
primerleri ya da beta aktin primeri kullanilarak yukarda ag¢iklandigi gibi qPZR yapildi.
Elde edilen CT (y-ekseni) degerine karsilik log ¢cDNA dilisyonu (x-ekseni) grafige
yerlestirildi ve buradan dogrunun slopu belirlendi.

Amplifikasyon etkinligi (E) = 10-1/slop olarak

Amplifikasyon etkinligi yiizde olarak da; % Etkinlik = (E-1) x 100 seklinde
hesaplandi (Schmittgen ve Livak, 2008).



3. BULGULAR

3.1. Hastaliklara Kars1 Bagisiklik Sistemi Tepkisinin Belirlenmesi

Gen ekspresyonu c¢alismalarinda 12 genle [katalaz (CAT), Superoksit dismutaz
(SOD), Glutathione peroksidaz (GPx), Glutathione reductaz (GR), Cold-inducible RNA-
binding protein (CIRBP), Cyclin-dependent kinaz inhibitor 2A (CDKN2A), Prothymosin
alpha 1 (ProT alpha 1), Transforming protein RhoA (RhoA), Immunoglobulin light chain
(AL), Major histocompatibility complex class | (MHC class 1), Hemoglobin subunit beta
(HBB), Stanniocalcin precursor (STC)] birlikte internal kontrol olarak da bata aktin geni
calisild1. Oksidaz genleri disindaki 8 gene ait primerler bu tezde sentezlendi ve denendi.

Erime egrisindeki piklere bakildiginda ve her denemede sadece bir pik elde edildi.
Genlere ya da primerlere bagli olarak PZR etkinligi %96 ile %101 arasinda degismistir.

Rolatif gen ekspresyonunda elde edilen deger 1 ise kontrol ile deneme grubu
degerinin ayni oldugunu, deger birden biiyiikse rolatif gen ekspresyonunun arttigini (up-
regulated) ve birden kiiciikse rolatif gen ekspresyonunun azaldigini (down-regulated)

gostermektedir.

3.1.1. Lactococcus garvieae

Baliklar bakteri ile enfekte edilmeden once alinan sifirinct saat kontrolii olarak
kullanildi. L. garvieae enfeksiyonundan sekiz saat sonra LC grubunda CAT rolatif gen
ekspresyonu artarak (up-regulated) en yiiksek seviyeye ¢ikmig ve birinci giinden itibaren
de gen ekspresyonu azalmistir (down-regulated). CC grubunda da ilk giin gen ekspresyonu
kontrol grubuna nazaran artarak en yiiksek seviyeye ¢ikmis ve sonraki giinlerde de az
miktarda azalmistir. Diger gruplarda ise gen ekspresyon seviyesi birin altinda oldugundan

azalmigstir (Sekil 5).
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Sekil 5. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra CAT
geninin zamana bagl rélatif ekspresyonu

CAT geninde oldugu gibi SOD ve GPx genlerinin rolatif ekspresyonu LC grubunda
ilk 8 saat te 2 foldun iizerine ¢ikmis ve sonraki gilinlerde SOD geninin ekspresyonu
kontrole nazaran azalmistir. CC grubunda da ilk sekiz saate kontrole gore azalan gen
ekspresyonu 24 saat sonra artarak devam etmis ve 7 giinden sonra yine azalmistir. Diger

gruplarda da gen ekspresyonu kontrol grubuna nazaran azalmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra SOD (A) ve GPx (B) genlerinin
zamana bagl rolatif ekspresyonu

Enfeksiyondan 8 saat sonra sadece LC grubunda rélatif GR gen ekspresyonu
artarken, bir giin sonra CC grubunda, 3 giin sonra ise LC ve CC grubunda, 7 ve 14 giin
sonra ise sadece CC grubunda gen ekspresyonu artmistir. En fazla artis CC grubunda 14.
giinde 3,4 fold olarak gerceklesirken bircok grupta gen ekspresyonu azalmis hatta 0,01
folda kadar diismiistiir (Sekil 7).
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Sekil 7. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra GR
geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu

Lactococcus garvieae enfeksiyonundan 8 saat sonra CDKN2A gen ekspresyonunda
fazla artig LC grubunda gerceklesirken, CC grubu hari¢ diger tiim gruplarda CDKNZ2A gen
ekspresyonu kontrol grubuna gore istatistiki olarak azalmistir. Sonraki 1., 3. ve 7. giinlerde
de tek artis CC grubunda olurken diger gruplarda gen ekspresyonu kontrol grubuna gore
azalmigtir (Sekil 8A CDKN). Her bir grupta CDKN2A gen ekspresyonunda zamana bagli
degisimin aynis1 CIRBP, HBB ve RhoA gen ekspresyonunda goriilmektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra CDKN2A (A), CIRBP (B), HBB
(C) ve RhoA (D) genlerinin zamana bagl rolatif ekspresyonu
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AL gen ekspresyonu sadece CC grubunda ilk 8 saat kontrol grubuna gore azalirken
1., 3., 7. glinlerde artmis ve 14. giinde 8,21 folda yiikseldikten sonra 28. giin tekrar
azalmistir. Diger gruplarda ise LC grubunda 8. saatte ve LL grubunda 14. giinde AL gen
ekspresyonu artmig ve sonra azalmistir. CC digsindaki diger gruplarda en diisiik gen

ekspresyonu 7. giinde sifira yakin bulunmustur (Sekil 9).
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Sekil 9. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra AL
geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu

LC grubunda 8 saat sonraki rolatif MHC class | gen ekspresyonu hi¢ degismemis
olup kontrol grubu ile ayn1 olup bir giin sonra azalmis ve 3. giin 5,92 fold artarak en
yiiksek seviyeye ciktiktan sonra tekrardan azalmistir. AA, AC, LL ve LA gruplarinda da
tim 6rnekleme zamanlarindaki rélatif MHC class | gen ekspresyonu azalirken sadece 7.
giinde LA grubunda artmistir. CC grubunda ise 1. (1,6 fold) ve 7. giinlerde (5,23 fold)

artmis diger zamanlarda azalmistir (Sekil 10).

[

- LC

AC T
LL

LA
cc

Rélatif gen ekspresyonu
e o
2

N

6 L [: =l [ 1 &

13 1 3 7 14 28
Zaman (Gin)

Sekil 10. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra
MHC geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu
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Rolatif ProT alpha 1 gen ekspresyonu LC hari¢ biitiin gruplarda sekiz saat sonra
azalmus bir giin sonra da CC grubunda artis olmustur. Ug giin sonra CC hari¢ her grupta
gen ekspresyonu azalmis, CC grubunda ki artis 7. giin 2,78 folda kadar yiikselmistir. Diger
gruplardaki gen ekspresyonu 0,1 folda kadar diismiistiir (Sekil 11).

N

= LC
AC T
LL

cc

w

N

T
T

=T Jv: il _ml s

113 1 3 7 14 28
Zaman (Giin)

Rélatif gen ekspresyonu
b3
|

N
L

o

Sekil 11. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra
ProT alpha 1 geninin zamana bagh rolatif
ekspresyonu

AA, AC, LL ve LA gruplarinda rolatif STC gen ekspresyonu azalmistir. LC
grubunda ise 8 saat sonra 1,64 fold artmis, bir giin sonra azalmis ve {i¢ giin sonra pik
yaparak 3,4 folda yiikseldikten sonra 14. giinden sonra azalmistir. CC grubunda ise 1 giin
sonra artmis ve 7. giin 5,1 fold ytikseldikten sonra tekrardan diismiistiir (Sekil 12).
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Sekil 12. Baliklarin L. garvieae ile enfekte edildikten sonra STC
geninin zamana bagl rélatif ekspresyonu
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Baliklar L. garvieae ile enfekte edildikten sonra oksidatif stres genleri ve bagisiklik
sistemiyle ilgili genlerin rolatif gen ekspresyonu bazen artig bazen de azalig gostermesine
ragmen, genel olarak CC grubu disinda ki gruplarda 14. giinden sonra rdlatif gen

ekspresyonu azalmustir.

3.1.2. Yersinia ruckeri

Yersinia ruckeri ile enfekte edilen baliklarda ilk sekiz saatte LA ve CC grubu harig
diger gruplarda rolatif CAT gen ekspresyonu artmistir. Bir giin sonra ise LA ve CC
grubunda gen ekspresyonu artarken diger gruplarda azalmistir. Bazi gruplarda (AA ve LA)
yedinci giinde ve baz1 gruplarda da (LC, AC ve LL) 14. giinde gen ekspresyonu en ¢ok
artarken CC grubunda ise 3. giinde artmigtir. Rolatif CAT gen ekspresyonu en fazla LC
grubunda 14. giinde 55 fold artarken en fazla diisiis 0,21 fold ile 14. giinde CC grubunda
olmustur (Sekil 13).
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Sekil 13. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra CAT geninin
zamana bagl rolatif ekspresyonu

Ilk sekiz saat sonunda Y. ruckeri ile enfekte edilen baliklarm rolatif SOD gen
ekspresyonu LC ve CC gruplan disinda artmistir. Bir giin sonra ise sekizinci saate gére LC
ve CC grubunun rélatif SOD gen ekspresyonu artarken diger gruplarda azalmistir. En fazla
rolatif SOD gen ekspresyonu 3. giin ile 28. giin arasinda degismektir. En fazla ekspresyon
LL grubunda 9,79 fold olurken en az 0,33 fold ile CC grubunda goriilmiistiir (Sekil 14).



26

= | C T
10 AA
AC
LL
8 LA T

Rolatif gen ekspresyonu
(o]

Zaman (Gun)

Sekil 14. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra SOD
geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu

Baliklar enfekte edildikten 8 saat sonra rolatif GPx gen ekspresyonu LC, AA, LL ve
CC gruplarinda azalirken AC ve LA gruplarinda artmistir. Bir giin sonrada CC grubundaki
gen ekspresyon seviyesi 8. saatteki AC ve LA grubunun seviyesine yiikselmistir. Uglincii
gin CC grubu pik yaparak gen ekspresyonu 7,8 fold yiikselirken sadece AC ve LL
gruplarinda azalmistir. Gen ekspresyonu 7. giin sadece CC grubunda azalirken, 14. giin tek
artis LL grubunda goriilmistiir. GPx gen ekspresyonunda ki degisim gruplara gore farklilik
gostermekte olup en fazla artis 7,8 fold ile CC grubunda 3. giinde olurken en fazla azalista

0,18 fold ile LL grubunda 28. giin ger¢eklesmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra GPx
geninin zamana bagli rolatif ekspresyonu

Rolatif GR gen ekspresyonundaki artis enfeksiyondan 8 saat sonra sadece AC
grubunda gozlenirken, enfeksiyondan 1 giin sonra LL grubu hari¢ diger tiim gruplarda artig
olmustur. Ugiincii giin CC grubu harig diger gruplardaki rélatif gen ekspresyonu azalirken,

7. giin sadece CC grubunda azalmistir. 14. giinde LC, AC ve LL grubunda ve 28. giinde de
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LL ve CC grubunda gen ekspresyon seviyesi artmistir. En fazla artis LL grubunda 14. ve
28. giinlerde olmustur (Sekil 16).
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Sekil 16. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra GR
geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu

Yersinia ruckeri enfeksiyonundan sonra 8 saat ve bir giin sonra CDKN2A gen
ekspresyonunda artis olmus ve 3 giin sonra ise azalmistir. Yedi giin sonra CC grubu harig
diger gruplarda gen eckspresyonunda artis olmustur. CDKN2A gen ekspresyonu LC
grubunda 14. giinde pik yaptiktan sonra tekrar azalmis fakat kontrol grubuna gore artmistir.
AA ve CC gruplarinda gen ekspresyonu 14. ve 28. giinlerde azalmis olmasina ragmen LL

grubunda 17,2 fold artarak pik yapmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra
CDKN2A geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu

Biitlin gruplarda enfeksiyondan 8 saat sonra rolatif CIRBP gen ekspresyonu artmustir.
Sonraki giinlerde gruplara bagli olarak bazilarinda artis bazilarinda da azalig olmustur.

Ucgiincii giin biitiin gruplarda CIRBP gen ekspresyonunda artis olmustur. LC grubunda gen
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ekspresyonu 3. giin 16,7 fold ve 14. giin 13,4 fold arttiktan sonra 28. giin 3,11 folda
diismiistiir. En fazla artis AA (16,7 fold) ve LA (21,1 fold) gruplarinda 7. giin, AC (22,3
fold) ve LL (34,7 fold) gruplarinda 14. giin olmustur. LA grubu hari¢ diger gruplarda 28.
giin alinan 6rneklerdeki rolatif CIRBP gen ekspresyonu 14. giine nazaran azalmistir (Sekil

18).

N
<]

= LC
i T
AC
LL

g
5

cc

Ny
o

Rolatif gen ekspresyonu
1
b

=y =
H{

144"
{

!

: —
S

=

|
]

5

|
!

= — =T
113 1 3 7 14 28
Zaman (Gun)

Sekil 18. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra
CIRBP geninin zamana bagl rolatif ekspresyonu

HBB gen ekspresyondaki degisim gruplara gore farklilik gostermektedir. LC
grubunda ilk 8. saatten baglayarak 14. giine kadar gen ekspresyonu artmis ve 28. giin ise
azalmistir. AA grubunda ise gen ekspresyonu 8. saatte artmis sonra azalmis ve 7. giin 2,8
folda g¢iktiktan sonra tekrardan azalmigtir. AC grubunda 3. ve 28. giin gen ekspresyonu
azalirken diger giinlerde artmistir. LL grubunda 1. giin hari¢ diger giinlerde gen
ekspresyonu artmistir. LA grubunda gen ekspresyonu inisli ¢ikish bir seyir izlerken CC
grubunda 8. saat gen ekspresyonu azalmis ve sonraki giinlerde gittikge arttiktan sonra 7.

giinden sonra tekrardan azalmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra HBB
geninin zamana bagli rolatif ekspresyonu
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Gruplara bagli olarak rolatif RnoA gen ekspresyonu degiskenlik gostermekle birlikte
en fazla LC grubunda 14. giin 44,4 fold ve LL grubunda da 28. giin 24,3 fold artmistir. LL
ve LA gruplarinda 3. giin 0,24 ve 0,27 fold azalirken CC grubunda da 28. giin 0,16 fold
azalmistir. Gen ekspresyonunda ki zamana bagli degisim en az AA ve CC gruplarinda

gbzlenmistir (Sekil 20).

o

o
2z
(e}

N
o
=
=

N
o

Rolatif gen ekspresyonu
w
o

-
o

il ol - 0 WG L i—, =
113 1 3 7 14 28
Zaman (Giin)

o

Sekil 20. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra RhoA
geninin zamana bagli rolatif ekspresyonu

Kontrol grubuna nazaran CC grubu hari¢ tiim gruplarda rolatif AL gen ekspresyonu
enfeksiyondan 8 saat sonraki Orneklemelerde artmis ve bu artis tim gruplarda bir giin
sonra daha da yiikselip, LC, AA, AC ve LA gruplarinda pik yapmustir. Ugiincii giin CC
grubu harig tiim gruplarda gen ekspresyonu azalmistir. 7. giin LC ile LL grubunda, 14. giin
LC, LL ve CC grubunda ve 28. giin ise AA grubu hari¢ tiim gruplarda gen ekspresyonu
artmustir (Sekil 21).
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Sekil 21. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra AL
geninin zamana bagli rolatif ekspresyonu
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MHC class | gen ekspresyonu ilk sekiz saat kontrol grubuna benzer seyrederken
enfeksiyondan bir giin sonra tiim gruplarda artmistir. Ug giin sonra gen ekspresyonu CC
grubu (1,23 fold) hari¢ tiim gruplarda 0,1 folda kadar azalmistir. Yedinci gilin yine kontrol
grubuna yakin seyreden MHC class | gen ekspresyonu, 14. giin LC (34,4 fold), AC (13,4
fold) ve LL (28,8 fold) grubunda pik yaptiktan sonra 28. giin, 14. giine nazaran azalmistir
(Sekil 22).
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Sekil 22. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra MHC
geninin zamana bagli rolatif ekspresyonu

LC grubuna ait rolatif ProT alpha 1 gen ekspresyonu 28 giin siiresince artmis ve 14.
giin 8,9 fold ile pik yapmustir. CC grubunda ise ilk 6rneklemeden itibaren gen ekspresyonu
zamanla artmig 3. giin 8,6 fold ile pik yaptiktan sonra azalmaya baglamis ve 14. gilinden
itibaren de gen ekspresyonu 0,64 folda kadar azalmistir. Diger gruplarda da rolatif ProT
alpha 1 gen ekspresyonu 7. ve 14. giinde artarak pik yaptiktan sonra 28. giin azalmis yada
sabit kalmistir (Sekil 23).



31

-
@
L o

_‘
@
—

- | C

S

AC

L T

I 1 ‘T
w
T
-IWT* i:T i*-? ‘7 'l'
3 T 14 2

113 1

[ VY
o N
L L L

Rélatif gen ekspresyonu

o N &2 O ©
L L

L
8

Zaman (Gun)

Sekil 23. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra ProT
alphal geninin zamana bagh rolatif ekspresyonu

STC geninin ekspresyonu LC grubunda ilk ii¢ giin kontrol grubuna benzer seyretmis,
7. giin 7,6 fold ve 14. giin 35 fold arttiktan sonra artis 28. giin 1,77 folda diigmiistiir. LL
grubunda da ayni durum s6z konusu olup sadece 14. giin ve 28. giin STC gen ekspresyonu
17 fold da sabit kalmigtir. AC ve LA gruplarinda ise 3. giin gen ekspresyonu azaldiktan
sonra 7. giin armis, 14. giin pik yaptiktan sonra 28. giin azalmigtir. CC grubunda ise birinci
giinden itibaren artmis 3. glin pik yaptiktan sonra gen ekspresyonu 7. giin 1,28 folda
dismiistiir (Sekil 24).
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Sekil 24. Baliklarin Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra STC
geninin zamana bagli rolatif ekspresyonu

Lactococcus garvieae enfeksiyonuna en fazla tepki veren CC grubu olmasina ragmen

Y. ruckeri enfeksiyonuna kars1 ise en az tepki veren grup olmustur.



4. TARTISMA

Anadolu'da dagilim gosteren bazi kahverengi alabalik (Salmo trutta labrax, S. t.
caspius ve S. t. abanticus) ve hibritlerinin farkli hastaliklara kars1 gosterdikleri tepkilerin
gen ekspresyonu yontemi ile belirlenmesi Tiirkiye’de ilk defa yapilmistir. Calismamiz da
kullandigimiz bakteriler ve genler yoniinden diger calismalardan farklilik gdstermektedir.
Fakat diinyada da benzer g¢alismalar mevcuttur. Bu c¢alismada farkli genlere ait yeni
primerler dizayn edilmistir. 12 gen bolgesine bakilmasindan dolay1 floresan boya metodu
kullanilmigtir. Hazir SyberGreen premiksi yerine Neb'in hot start Taq polimeraz master
miksi ve floresan boya olarakta SyberGreen yerine daha hassas olan EvaGreen
kullanilmistir ve bu baglamda yeni protokol gelistirilmistir.

EvaGreen® boya, kantitatif ger¢ek zamanli PZR (qPZR) ve diger pek cok
uygulamada kullanim i¢in ideal &zellikleri olan yeni nesil DNA baglayici bir boyadir.
EvaGreen, SYBR® Green I ve diger ticari PZR veya yiiksek ¢oziiniirliiklii erime egrisi
(HRM) boyalarindan daha etkin o6zellige sahiptir. Calismamizda daha giivenilir
oldugundan dolayr EvaGreen® boya kullanildi. Gegmiste yapilan ¢alismalar da SYBR®
Green I’in genleri inhibe ettigini gdstermistir (Anonim, 2017b).

Diger omurgali siniflarina benzeyen spesifik olmayan immiin mekanizmalar
baliklarda da goriilmektedir. Benzer sekilde siklostomlardan telosatlara kadar tiim evrim
seviyelerinde spesifik hiicre aracili bagisiklik gostermistir. Hiimoral bir antikor sistemi de
tim siniflarda olusur ancak filogenetik durumla iliskili olarak onemli derecede degisir.
Baliklarda hiicre aracili immiin yanitlarin karakteristik bir 6zelligi bunlarin ¢evre
sicakligina bagimlhi olmalaridir. Baz tiirlerde en azindan beslenme faktorleri ve davranig
kaliplarinin bagisiklik tepkisini etkileyebilecegine dair kanitlar vardir (Corbel, 1975).

Gen ekspresyonunu etkileyen DNA bolgeleri oldukca degisken oldugundan %6
oraninda poliformik bolge icermektedir. Buda dogal olarak olusan poliformik niikleotidler
in vivo transkripsiyon oranlarini degistirebilir bu nedenle bireyler arasinda gen ifadesinde
onemli degisikliler goriilebilir (Oleksiak vd., 2002). Yapilan bu ¢alismada Lactococcus
garvieae ve Yersenia ruckeri’nin hedef genlerin (CAT, SOD, GPx, GR, CIRBP, CDKN2A,
ProT alpha 1, RhoA, AL, MHC class I, HBB ve STC) mRNA diizeylerinde degisimlere
neden oldugu tespit edilmistir. Bu genler kendi islevsel 6zelliklerinin yan1 sira L. garvieae

ve Y. ruckeri nin yapmis oldugu hastaliklarin agamalarinin izlenmesinde gorev yaparlar.
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B-actin geninin ekspresyon diizeylerinin higbir durumda degisiklik gostermemesi
hedef genlerin (CAT, SOD, GPx, GR, CIRBP, CDKN2A, ProT alpha 1, RhoA, AL, MHC
class I, HBB ve STC) normalizasyonu i¢in standart gen olarak se¢ilmesine olanak
saglamaktadir (Ulutas, 2015).

Katalaz (CAT), glutathione ile organik hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksitin
indirgenmesini katalize eden ve boylece hiicreleri oksidatif hasara karst koruyan
Glutathione peroksidaz (GPx), bakir ve ¢inko iyonlarin1 baglayan ve viicutta serbest
siiperoksit radikallerinin yok edilmesinden sorumlu olan iki izozimden biri olan
Superoksit dismutaz (SOD), Glutathione reductaz (GR); kirmizi hiicre enzimleri ve
biyolojik hiicre zarlarini, aerobik glikoliz siirecinde indirgenmis glutathone (GSSGR)
seviyesini arttirarak oksidatif hasara kars1 korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (Anonim,
2017c).

Hansen vd. 2006, farkli metal seviyeleri olan nehirlerde yasayan ii¢ kahverengi
alabalik populasyonunda MT, SOD, CAT, GPx ve GR genlerinin aktivitelerini belirlediler.
Yapilan bu c¢alismada ne SOD ne de CAT aktivitesi ii¢ nchirden alinan baliklarin
solungaglarinda farkli bulunamamistir. Bu durum Naustebekken ve Rugla nehirlerinde
bulunan ROS-indiikleyici metallerin yiiksek maruz kalma seviyeleri g6z oniine alindiginda
sasirticidir. Bununla birlikte bakir (Cu)’ya maruz kalmig alabaligin solungaglarinda CAT
mRNA seviyeleri artarken kadminyum/¢inko (Cd\Zn)’ye maruz kalmis alabaligin solungag
ve karacigerinde SOD mRNA seviyeleri yiiksek bulunmasina ragmen referans alabalik ile
karsilagtirildiginda diistik oldugu bulunmustur. Beklendigi gibi metal kirlenmis nehirlerden
alian kahverengi alabaliklarin karacigerlerinde GPx daha yiiksek ekspresyon gostermistir.
Zn en azindan hidrojen peroksit ile ayni anda verildiginde oksidatif stres olusturabilir,
ancak MT, SOD, CAT ve GPx'in transkripsiyonunda da oOnemlidir. Naustebekken
Irmagi'ndaki Cd/Zn'ye maruz kalmis alabalikta bulunan ytliksek Zn seviyesi GR''ln mRNA
seviyesini arttirmistir. Bu genlerin cinsiyete bagli olmadig1 da bu arastirmada bulunmustur.
Ancak bazi arastiricilar da oksidatif stres tepkilerinin cinsiyete bagl olabilecegini iddia
etmektedirler (Chen vd., 2017). Yapmis oldugumuz ¢alismada ise baliklar kiiciik
oldugundan cinsiyetleri belli degildi fakat grup i¢i farkliliklar ¢ok diisiik oldugundan,
calistigimiz genlerin aktiviteleri cinsiyete bagl degildir sonucuna varilabilir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada elde ettigimiz veriler L. garvieae ile enfekte olan
kahverengi alabalik gruplarinda CAT aktivitesi LC ve CC gruplar1 diginda genel olarak

artigin1 gostermektedir. Diger gruplarda artis sadece bir zaman noktasinda goriilmiistiir. Y.
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ruckeri ile enfekte edilen balik gruplarinda ise CAT aktivitesinde artig tim gruplarda
gozlemlenmistir. L. garvieae ile enfekte edilmis balik gruplarinda CAT geninde oldugu
gibi SOD ve GPx genlerinin ekspresyonu LC ve CC gruplarinda artis gosterirken diger
gruplarda ekspresyon azalmistir. Y. ruckeri ile enfekte edilmis balik gruplarinda SOD
geninin ekspresyonu hemen hemen tiim zaman noktalarinda artis gostermistir. GPX
ekspresyonu gruplara gore farklilik gostermekte olup en fazla artis CC grubunda
goriilmiistiir. L. garvieae enfeksiyonundan sonra LC ve CC gruplarinda GR ekspresyonu
artarken diger gruplar azalis gostermistir. Baliklarin Y. ruckeri enfeksiyonundan sonra tiim
gruplarda zaman noktalarinin bir ka¢ kisminda azalis gostermesine ragmen genel olarak
artis gostermistir.

Kumar vd. 2014, tarafindan kahverengi alabalik bobrekleri tizerinde test edilen 9
transkriptin ortalama goreceli gen ekspresyonu analiz edilmis ve Tetracapsuloides
brysalmonea enfeksiyonundan sonraki 6 ve 12 hafta sonuglari karsilastirilmigtir. Cold-
inducible RNA-binding protein (CIRBP), cyclin-dependent kinase inhibitor 2A protein
(CDKN2AIP), prothymosin alpha (PTMA-«), transforming protein RhoA (TPRA) ve
ribosomal protein L6 (RPL6) parazit gelisimi sirasinda kahverengi alabalik bobreklerinde
farkli sekilde ekspresyonun arttig1 gozlemlenmistir. Enfekte edilmis kahverengi alabalikta
hem CIRBP hem de CDKN2A'nin ifadesi, tim zaman noktalarinda belirgin bigimde yukari
dogru artmistir. Immunoglobulin light chain ekspresyonu, tiim zaman noktalarinda enfekte
kahverengi alabalikta artmigtir. MHC-I'in ekspresyonu belirgin bir bigimde ekspresyon
artmistir ancak 12 hafta sonra genin ekspre oldugu goriilmemistir. Hemoglobin subunit
beta (HBB) ve stanniocalcin precursor (STC) parazit gelisimi sirasinda kahverengi alabalik
bobreklerinde farkli  sekilde ekspresyonun azaldigi tespit edilmistir. CDKN2AIP
kahverengi alabalik bobreklerinde Onemli derecede ekspre olmustur. Sonuglar, T.
brysalmonae enfeksiyonunun kahverengi alabalik bobreklerinde hiicre  biiylimesi
regiilasyonunun ekspresyonunu stimiile ettigini ve bununda siklin bagimli kinazlarin
inhibasyonuna ve renal hiicre biiyiimesinin azalmasina neden olabilecegini diisiindiiriirken
bobrek dokusunda parazit gelisimini destekleyebilir. CIRBP, koruyucu hiicresel
aktivitelerde kritik rol oynayan ve strese tepki olarak genis molekiiler degisim yelpazesiyle
baglantili olan bir stres proteinidir. CIRBP ifadesi parazitin sporogenik evrelerinde énemli
derecede ekspresyonun arttigi tespit edilmistir. Yapmis oldugunuz c¢alismada, L. garvieae
enfeksiyonundan sonra LC ve CC grubunda ekspresyon artis gosterirken diger tiim

gruplarda CDKN2A gen ekspresyonu kontrol grubuna nazaran azalmistir. Her bir grupta
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CDKN2A gen ekspresyonunda zamana bagl degisimin aynist CIRBP, HBB ve RhoA gen
ekspresyonlarinda da goriilmektedir. Y. ruckeri enfeksiyonundan sonra tiim kahverengi
alabalik gruplarinda CDKN2A ekspresyonu onemli derecede artmistir. Enfeksiyondan
sonra CIRBP gen ekspresyonu genel olarak artis gostermistir. CIRBP ekspresyonu gruplara
bagli olarak bazi zaman noktalarinda artis ve azalis gostermistir. Gruplara bagli olarak
RhoA ekspresyonu degiskenlik gdostermekle birlikte en fazla artis LC ve LL gruplarinda
gorilmistiir. Gen ekspresyonunda ki zamana bagli degisim en az AA ve CC gruplarinda
tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda baliklar L. garvieae ve Y. ruckeri ile
enfekte edildiginde, CDKN2A, CIRBP, HBB ve RhoA genlerinin aktivitelerinde
degisiklikler olmustur. Bu durum bu genlerin bagisiklik sistemiyle alakali oldugunu
gostermektedir.

Tetracapsuloides brysalmonea ile enfekte olmus kahverengi alabalik bobreklerinde
hemoglobin subinit beta’nin ekspresyonu azalmistir (Kumar vd., 2014). Bir bagka
calismada Abd-Elfattah vd. (2014), T. brysalmonae ile enfekte olmus kahverengi
alabaligin bobreklerinde ekspresyonun azaldigi bulunmus, enfeksiyon bulagmis baliklarda
eritropoezin parasitemia ve anemiye sebep olabilecegi One siiriilmistir. Yapmis
oldugumuz calismada ise HBB’nin ekspresyon seviyeleri gruplara gore farklilik
gostermektedir. Tiim zaman noktalarinda belirli gruplarda artis s6z konusudur. Bu da Y.
ruckeri ve L. garviea’nin hemoglobine zarar vermedigini gostermektedir.

Eschenfeldt and Berger (1986), Prothymosin alpha, hiicre proliferasyonu, apoptoza
kars1 koruma ve kromatin yeniden bi¢im verme aktivitesi ile iliskilendirilmis olup, bol
miktarda asidik niikleer kii¢iik bir proteintir. Kumar vd. (2014)’deki ¢alismasinda PTMA-a
ifadesi, kahverengi alabalikta artarken, parazitik enfeksiyon sirasinda gokkusagi
alabalifinda ekspresyonun azaldigr goriilmiistiir. Enfekte olmus kahverengi alabalikta
PTMA-a'nin ekspresyonunun farkli sekilde arttigi goriilmektedir. Enfekte kahverengi
alabaligin bobreklerinde PTMA-o'nin artmasi bu konakgida hiicre proliferasyonunun ve
hiicre ¢ogalmasmin, T. bryosalmonae'nin sporogonik asamalarini engellemedigini
diistindiirmektedir.

Bu calismada L. garvieae ekspresyonundan sonra LC ve CC balik grubu hari¢ ProT
alpha 1 gen ekspresyonunda tiim zamanlarda azalma olmustur. Y. ruckeri ile enfekte olmus
balik gruplarinin tiimiinde genel bir artis s6z konusudur fakat bazi zaman noktalarinda
ProT alpha 1 ekspresyonunda azaliglar meydana geldigi goriilmiistiir. Kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda baliklar Y. ruckeri ile ve LC ve CC’nin L. garvieae ile enfekte
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edildiginde, ProT alpha 1 genlerinin aktivitelerinin azalmasi, bu genin aktivitesinin inhibit
edildigini gostermektedir.

Staniocalcin ~ bobrek  ve  bagirsakta  kalsiyum\fosfat homestazinda ve
metabolizmasinda yeralan bir glikoproteindir (McCudden vd., 2001). STC1, protozoon
parazit Entamoeba histolytica enfeksiyona yanit olarak insan kolonunda daha yiiksek
seviyelerde ekspre edilmektedir (Zhang and Stanley, 2004). Kumar vd. (2014)’de ki
calismasinda STC1 zayiflatilmis bulasici hemotopoietik nekroz virlisii ile miicadele eden
gokkusagi alabaliginin 6n bobreklerinde ekspresyon azalmis ve ardindan artis gostermistir.
STC’nin ekspresyonu, enfekte kahverengi alabalik bobreginde 6 hafta da degismemis ve 8-
12 hafta sonra bu genin aktivitesinin azaldigi tespit edilmistir. T. bryosalmonae
enfeksiyonunun ana bobrek hiicrelerinde kalsiyum\fosfat metabolizma aktivitesinin
kademeli olarak azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada ise L. garvieae
enfeksiyonundan sonra AA, AC, LL ve LA gruplarinda rolatif STC ekspresyonu azalmistir.
Y. ruckeri enfeksiyonundan sonra ekspresyon tiim gruplarda artis gostermistir. Yapilan bu
caligmada ise Y. ruckeri’nin Dbaliklarin bobrek hiicrelerindeki  kalsiyum\fosfat
metabolizmasini azalttigi soylenebilir. L. garvieae’nin ise bazi baliklarda bobrek
hiicrelerindeki kalsiyum\fosfat metabolizmasini azaltirken bazilarinda ise artirmistir.

Antikor olarakta bilinen immunoglobulinler B hiicre zarinda bulunan ve
mikroorganizmalar1 tanimlamak ve etkisiz hale getirmek i¢in bagisiklik sistemi tarafinda
tiretilen antijen baglayict proteinlerdir (Gorgoglione vd., 2013). Kumar vd., (2014)’de ki
caligmasinda immunoglobulin’nin T. bryosalmonae ile enfekte olmus kahverengi
alabalikta gen ekspresyonunun arttigin1 tespit etmislerdir. Ayrica Gorgoglione vd.,
(2013)’de ki cgalismasinda T. bryosalmonae ile enfekte olmus gokkusagi alabaliginin
bobreklerinde de 1gM ve IgT salgilayict formlar belirgin bir bicimde up-regiile olmustur.
Bu calismada da L. garvieae ile enfekte edilmis balik gruplarinda CC grubu digindaki diger
tiim gruplarda AL gen ekspresyonunda belirgin bir azalis goriilmiistiir. LL ve LC gruplari
zaman noktalarinin bir kaginda artis gostermistir. Y. ruckeri ile enfekte olmus baliklarin
ekspresyonunda artis ve azaliglar kaydedilmistir. Bununla birlikte CC ve AC gruplari
disinda artis gozlemlenmistir. L. garvieae’nin CC grubu hari¢ diger gruplarda antijen
baglayict protein miktar1 azalirken, Y. ruckeri’nin ise CC ve AC gruplar1 disinda antijen
baglayici protein miktar1 artmistir.

MHC class 1 hemen hemen tiim hiicreler tarafindan ifade edilen antijenik peptitin

sitotoksik T hiicrelerine sunumunda yer alan bir hiicre yilizeyi molekiiliidiir (Kumar vd.,
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2014). Kumar vd. (2014)’de ki ¢alismada MHC class 1 T. bryosalmonae ile enfekte olmus
kahverengi alabalikta ekspresyon artig gostermistir. MHC class 1’in T. bryosalmonae ile
enfekte edilmis kahverengi alabalikta farkli sekilde yukari regiile edildigini bulmuslardir.
Bu calismada bulgular bagisiklik yanitinin artmis olarak verilmesine ragmen kahverengi
alabalik bobreklerinde T. bryosalmonae’nin sporogenik evrelerinde ki gelisimi etkilemez
ancak Dbagigiklik genlerinin aktivitelerinin yukar1 yonlii artmasi, oOzellikle de
koordinasyonsuz bir sekilde ortaya ¢iktiklarinda bazi patojenlere karsi her zaman koruyucu
tepki olusturmayabilir. Bu ¢alismada L. garvieae ile enfekte olmus AA, AC, LL ve LA
balik gruplarinda tiim zamanlarda MHC class I gen ekspresyonu azalirken LC ve CC
gruplarinda artis gézlemlenmistir. Y. ruckeri ile enfekte edilmis gruplardan LC, AC, LL ve
AA genel olarak artis gostermistir. LA ve CC gruplarinda belirli zaman noktalar1 diginda
belirgin bir azalis gézlenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda baliklar L. garvieae
ve Y. ruckeri ile enfekte edildiginde, MHC class | geninin aktivitesinde degisiklikler
olmustur. Bu durum bu genin bagisiklik sistemiyle alakali oldugunu gostermektedir.
Tiirkiye’de daha 6nce bu gruplarla bu alanda ¢alisma yapilmamasi karsilagtirma ve
tartisma yapmay1 kisitlamistir. Bagka arastirmacilarinda bu gruplarla ¢alismalar yapmasi
kargilastirma imkanimi1 artiracak ve tartismalara yeni boyutlar kazandiracaktir. Bu
caligmada elde edilen veriler gosterdi ki Y. ruckeri ile enfekte olmus balik gruplarinin
rolatif gen ekspresyonunda ki mRNA seviyeleri L. garviae ile enfekte olmus gruplara gore
daha yiiksektir. Yapilan bu calisma ile bakteriyel hastalik etkenlerinin hangi genler
tizerinde etkili oldugu ve hastaligin gelisimine bagl olarak gen ekspresyonu ve bu hastalik
ile hangi genlerin iliskili oldugu belirlenebilecektir. Dolayisiyla hasta baliklarin ekspresyon

seviyelerine bakilarak hastaligin hangi asamada oldugu tespit edilebilecektir.



5. SONUC

Bu caligmada hazir SyberGreen premiksi yerine Neb’in hot start Taq polimeraz
master miksi ve floresan boya olarakta SyberGreen yerine daha hassas olan EvaGreen
kullanild1 ve bu baglamda yeni protokol gelistirildi.

Gen ckspresyonu calismalarinda 12 genle [Catalase (CAT), Superoxide dismutase
(SOD), Glutathione peroxidase (GPx), Glutathione reductase (GR), Cold-inducible RNA-
binding protein (CIRBP), Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A), Prothymosin
alpha 1 (ProT alpha 1), Transforming protein RhoA (RhoA), Immunoglobulin light chain
(AL), Major histocompatibility complex class | (MHC class I), Hemoglobin subunit beta
(HBB), Stanniocalcin precursor (STC)] birlikte internal kontrol olarakta sitoiskeletal
sistemde gorev alan hiicre yapisi, biitiinligii ve hareketlerinden sorumlu olan proteinini
kodlayan B-actin geni caligildi.

Erime egrisindeki piklere bakildiginda ve her denemede sadece bir pik elde edildi.
Genlere ya da primerlere bagli olarak PZR etkinligi %96 ile %101 arasinda degismistir.

Rolatif gen ekspresyonunda elde edilen deger 1 ise kontrol ile deneme grubu
degerinin ayni oldugunu, deger birden biiyiikse rolatif gen ekspresyonunun arttigini (up-
regulated) ve birden kiiciikkse rolatif gen ekspresyonunun azaldigimi (down-regulated)
gostermektedir.

Lactococcus garvieae enfeksiyonundan 8 saat sonra LC grubunda CAT roélatif gen
ekspresyonun en yiiksek seviyeye c¢iktigi ve sonraki gilinlerde ise gen ekspresyon
seviyesinin azaldigi goriilmiistir. LC ve CC grubu disindaki diger gruplarda ise gen
ekspresyonu 1 fold’un altinda diistiigii i¢in azalmistir. SOD ve GPx genlerinin rolatif gen
ekspresyonunda CC grubunda yedinci giin sonrasinda en yliksek seviye ¢ikarken AA, AC,
LL ve LA gruplarinda gen ekspresyonu kontrol grubuna nazaran azalmistir. Enfeksiyondan
14 giin sonra rolatif GR gen ekspresyonu en fazla artist CC grubunda 3,4 fold olarak
gerceklesirken bir¢ok grupta gen ekspresyonu azalmis hatta 0,01 folda kadar diigmiistiir. L.
garvieae enfeksiyonundan sonra CDKN2A ve CIRBP gen ekspresyonunda en fazla artis
CC grubunda gergeklesirken, HBB ve RhoA gen ekspresyonunda LC grubunda
gerceklesmistir. Diger tiim gruplarda CDKN2A, CIRBP, HBB ve RhoA gen ekspresyonu
kontrol grubuna gore azalmistir. AL gen ekspresyonu CC grubunda enfeksiyondan sonra

14. giin en yiiksek seviyeye cikmistir. CC disindaki diger gruplarda en diisiik gen
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ekspresyonu 7. giinde sifira yakin bulunmustur. LC grubunda rolatif MHC class | gen
ekspresyonu 3. giin 5,92 fold artarak en yiiksek seviyeye ¢ikarken CC ve yedinci giin LA
grubu harig¢ diger tiim gruplarda MHC class | rolatif gen ekspresyonu azalmistir. Baliklarin
L. garvieae ile enfekte edildikten sonra ProT alpha 1 geninin zamana bagh rolatif
ekspresyonunda en fazla artig 8. saatte gergeklesmistir. 3. giinden itibaren ise CC grubu
hari¢ diger tiim gruplarda gen ekspresyonu diisiis gostermistir. LC grubunda STC geninin
zamana bagl rolatif ekspresyonu tiim zamanlarda AA, AC, LL ve LA gruplarinda
azalirken diger gruplarda artmis ve CC grubunda yedinci giin en yiiksek seviyeye
cikmustir.

Baliklar L. garvieae ile enfekte edildikten sonra oksidatif stres genleri ve bagisiklik
sistemiyle ilgili genlerin rolatif gen ekspresyonu bazen artis bazen de azalis gdstermesine
ragmen, genel olarak CC grubu disinda ki gruplarda 14. glinden sonra rolatif gen
ekspresyonu azalmastir.

Yersenia ruckeri ile enfekte edilen baliklarda CAT rélatif gen ekspresyonunu en fazla
artis enfeksiyondan 14 giin sonra LC grubunda 55 fold olarak goriilmiistiir. SOD gen
ekspresyonu en fazla degisikligi 3. ve 28. giinler arasinda gostermistir. En fazla ekspresyon
LL grubunda 9,79 fold olurken en az 0,33 fold ile CC grubunda goriilmiistiir. Baliklar
enfekte edildikten 8 saat sonra rolatif GPX gen ekspresyonu Rolatif GR gen
ekspresyonundaki en fazla artis LL grubunda 14. ve 28. giinlerde olmustur. Y. ruckeri
enfeksiyonundan sonra 8 saat ve bir giin sonra tiim gruplarda CDKN2A gen
ekspresyonunda artis olmus ve 3 giin sonra ise azalmistir. LL grubunda en ytiksek artis 28.
giinde olmustur. Biitiin gruplarda enfeksiyondan 8 saat sonra rolatif CIRBP gen
ekspresyonu artmistir. En fazla artis AA (16,7 fold) ve LA (21,1 fold) gruplarinda 7. giin,
AC (22,3 fold) ve LL (34,7 fold) gruplarinda 14. giin olmustur. HBB gen ekspresyondaki
degisim gruplara gore farklilik gostermektedir. LA grubunda gen ekspresyonu inisli ¢ikislt
bir seyir izlerken birinci giin en yiiksek seviyeye ¢ikmistir. Gruplara bagli olarak rolatif
RhoA gen ckspresyonu degiskenlik gostermektedir. RhOA geninin zamana bagh rolatif
ekspresyonu en ¢ok LC grubunda 14. giinde 44,4 fold ve LL grubunda da 28. giin 24,3 fold
artarken CC grubunda da 28. giin 0,16 fold azalmistir. Rolatif AL gen ekspresyonu CC
grubu hari¢ tiim gruplarda enfeksiyondan 8 saat sonra artmis ve bu artis bir sonraki giin
daha da yiikselip pik yapmistir. MHC class | gen ekspresyonu genelde kontrol grubuna
benzer seyretmistir. 14. giin LC (34,4 fold), AC (13,4 fold) ve LL (28,8 fold) gruplar1 pik
yapmuistir. ProT alpha 1 gen ekspresyonu LC grubunda 28 giin boyunca artmis ve en fazla
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ekspresyon 14. giin LL goriilmiistiir. CC grubunda ise sekizinci saatten itibaren gen
ekspresyonu zamanla artmis 3 giin 8,6 fold ile pik yaptiktan sonra azalmaya baglamis ve 14
giinden itibaren de gen ekspresyonu 0,64 folda kadar azalmistir. STC geninin ekspresyonu
LC grubunda en fazla 14. giin 35 fold artmistir ve 28. giin 1,77 folda diiserken CC
grubunda ise 7. giin 1,28 folda diigmiistiir.

Lactococcus garvieae enfeksiyonuna en fazla tepki veren CC grubu olurken Y.

ruckeri enfeksiyonuna karsi ise en az tepki veren grup olmustur.



6. ONERILER

Diger omurgali siniflarina benzeyen spesifik olmayan immiin mekanizmalar
baliklarda da goriilmektedir. Benzer sekilde siklostomlardan telosatlara kadar tiim evrim
seviyelerinde spesifik hiicre aracili bagisiklik gostermistir. Hiimoral bir antikor sistemi de
tiim siiflarda olusur ancak filogenetik durumla iliskili olarak 6nemli derecede degisir.

Ulkemizde ilk kez yapilan bu ¢alisma daha sonra yapilacak calismalar igin 6rnek
teskil edebilir. Bu duruma istinaden asagidaki oneriler sunulabilir.

1. Caligmaya baslamadan 6nce primer dizayni yapilmali ve denemeler yapip uygun
protokol olusturulmali ve wuygulanan yontemin her asamasinda titizlikle
caligilmalidir.

2. RT-PZR’de referans olarak kullanilacak housekeeping genin dogru secilmesi
onemlidir. Caligmalarda kullanilacak housekeeping genin ekspresyon diizeyi, ne
kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi icin o kadar giivenilir bir referans olacaktir.

3. RT-PZR’de daha giivenilir sonuglar elde etmek icin SyberGreen yerine daha

hassas ve ¢evre i¢in mutajenik olmayan EvaGreen kullanilabilir.
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