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T0BITAR

ONSOZ

Bu proje halihazida yuritilmekte olan Cukurova Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenen ‘FDK-2020-12915’ nolu, ‘Demir silfat heptahidratin
Alabalik (Onchorhyncus mykiss) yem rasyonlarina ilavesinin buyime, antioksidan enzimler ve
termal stres uzerine olan etkileri’ baslikli doktora projesine destek saglamistir. Bu proje ticari
onemi yuksek gokkusagi alabahginin bitkisel bazli yem formuilasyonlarina demir sulfat
heptahidrat ilavesinin etkilerini konu almaktadir. S6z konusu c¢alismamizin ilk asamasinda
demirin alabaliklarin blyume performansinda, besinsel kompozisyonuna, sindirilebilirlige,
demir metabolizmasina ve istahla ilgili belirlenen genlerin ekspresyonlara etkisi aragtirilmis ve
yayina donusturilmustar (doi: 10.1016/j.aquaculture.2021.737884).

Projenin devaminda demirin gékkusagi alabaliginda primer antioksidan enzimlere ve
bagisiklikla ilgili belirlenen genlere etkisi ile termal strese karsi olusturulan yanit arastiriimigtir.
1002-B kapsaminda destek basvurusu yapilan bu ¢alisma ile planlanan arastirmanin gen
ekspresyon analizleri gergeklestiriimistir. Basarili bir sekilde sonuglandirilarak sonug¢ raporu
hazirlanmistir. Proje galismasina destedinden dolayi (Proje numarasi:1230607), Turkiye

Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)'na tesekkiir ederiz.
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TABLOLAR DIZzINi

Tablo 1. Denemede kullanilan jivenil alabaliklar (Onchorhyncus mykiss) i¢in olugturulmus yem

formualasyonU ... Hata! Yer igareti tanimlanmamis.
Tablo 2. Denemede kullanilan gergcek zamanhh PCR analizi icin kullanilan primerlerin
SEKANSIAN .o Hata! Yer isareti tanimlanmamis.
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SEKILLER DiziNi

Sekil 1. Deneme dizayni ve arastirilan parametreler-............ Hata! Yer isareti tanimlanmamis.
Sekil 2. Farkli deneme yemleri ile 60 gin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki HSP70 gen ekspresyonlari.Hata! Yer isareti
tanimlanmamis.0
Sekil 3. Farkli deneme yemleri ile 60 gin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki HSP90 gen ekspresyonlari.Hata! Yer isareti
tanimlanmamis.1
Sekil 4. Farkli deneme yemleri ile 60 gin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki IL1B gen ekspresyonlariHata! Yer isareti
tanimlanmamis.2
Sekil 5. Farkli deneme yemleri ile 60 gin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki CAS3 gen ekspresyonlari.Hata! Yer isareti
tanimlanmamis.3
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OZET

Bu calismada disuk oranda balikk unu iceren (%10) gokkusagi alabaliklarinin
(Oncorhyncus mykiss) yemlerine g farkli dozda 150 (Fe150), 300 (Fe300) ve 600 (Fe600) mg
Fe/kg yem dozlarinda demir ilavesinin (Fe,SO,4 7H,O formunda) HSP70, HSP 90, IL1-B ve
Cas3 gen ekspresyonlarina etkisi incelenmigtir. Bu gruplara ek olarak demir ilavesinin etkisini
karsilastirabilmek icin demir eklenmeyen sadece hammaddelerden demir gelen grup (Fe0) ve
ticari yemle (Skreting, Norway) beslenmis (CMF) gruplar olusturulmustur. Daha sonra bu
yemlerle 60 gln beslenen baliklarin su sicakligi ginde 1°C arttirarak, 7 ginde 17°C’den

24°C’ye kadar cikartilarak termal stres yanitlari kargilastiriimigtir.

Besleme finali sonunda en yiksek HSP70 gen ekspresyon seviyesi Fe300 grubunda
termal stres sonrasinda ise Fe150 grubunda gdézlenmistir. Termal stres sonrasinda bu
gruplarda HSP70 gen ekspresyonunun azalmigtir. Besleme finali sonunda HSP90 gen
ekspresyonu gruplar arasinda farklilik géstermemis ancak termal stres sonrasinda en ylksek
HSP90 gen ekspresyonu CMF grubunda goérulmustir. Besleme finali ile karsilastirildigiinda
Fe150, Fe300 ve CMF gruplarinin HSP90 gen ekspresyonlari yikselmistir. Besleme finali
sonunda IL1-B ve Cas3 gen ekspresyonlari en yiksek Fe300 ve Fe600 gruplarinda, termal
stres denemesinin sonunda ise Fel50 grubundan elde edilmistir. Besleme finaline gore termal
stres sonrasinda Fe150 ve CMF gruplarinin Cas3 gen ekspresyonlari artmistir. Sonug olarak,
bu gcalisma, deneme gruplari arasinda 150 mg/kg yem demir ilave edilen (toplam ~270 mg/kg
yem) yemle beslenen gékkusagi alabaliginda antioksidan sistem ve termal strese karsi daha

iyi yanit verdigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: termal stres, HSP70, HSP 90, IL1-B, Cas3
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ABSTRACT

In this study, the effects of iron supplementation (in the form of Fe2S04 7H20) at three
different doses of 150 (Fel50), 300 (Fe300), and 600 mg Fe/kg feed (Fe600) to the rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) plant-based feed on HSP70, HSP 90, IL1-B, and Cas3 gene
expressions were examined. In addition to these groups, a group without iron addition (FeO0)
and a group fed commercial feed (Skreting, Norway) (CMF) were set up in order to compare
the effects of iron supplementation. After 60 days of feeding with these diets, the water
temperature was increased by 1°C per day and from 17°C to 24°C in 7 days to compare the
fish's responses to thermal stress.

At the end of the feeding final, the highest HSP70 gene expression level was observed
in the Fe300 group and after thermal stress in the Fel50 group. HSP70 gene expression
decreased in these groups after thermal stress. At the end of the feeding final, HSP90 gene
expression did not differ between groups, but after thermal stress, the highest HSP90 gene
expression was seen in the CMF group. HSP90 gene expressions of Fel50, Fe300 and CMF
groups increased after thermal stress compared to the feeding final. The Fe300 and Fe600
groups had the highest levels of IL1- and Cas3 gene expressions at the feeding final, and the
Fel50 group had the highest levels after thermal stress exposure. Cas3 gene expression in
the Fel50 and CMF groups increased after thermal stress compared to the feeding final. As a
result, this study observed that rainbow trout fed with feed supplemented with 150 mg iron/kg
feed (total ~270 mg/kg feed) responded better to antioxidant systems and thermal stress

among the experimental groups.

Keywords: thermal stress, HSP70, HSP 90, IL1-B3, Cas3

Vi
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SONUG RAPORU ANA METNI
1. GIRIS

Diunyada 2021 yilinda toplam 952,690 bin ton yetigtiriciligi yapilan (FAO, 2023)
alabalik (Oncorhyncus mykiss), Ulkemizde toplam 514,805 ton olan su urinleri
yetistiriciliginin 189.801 tonunu (144,347 ton i¢ su, 45,454 ton deniz Uretimi) olusturarak
yetistiriciligi en fazla yapilan tiirdir (TUIK, 2022). Alabaliklar genellikle 8 ile 22 °C sicaklik
araliginda buylyebilmekle birlikte, optimum blylime 12-18 °C arasinda, 20 °C’nin Gzerinde
ise yem aliminda azalma ve biylimede gerileme, 25 °C (zeri ise yasamlari igin tehlikeli
olmaktadir (Matthews ve Berg., 1997). Ekonomik degeri oldukca yliksek olan bu tir igin
degisen iklim kosullari ve su sicakhdindaki degisimler tlrin yetistiriciliginde karsilasilan
oldukga dénemli bir sorundur. Su sicakligindaki artis, solunumun hizlanmasina ve oksijen
tlketiminin artmasina, sonug olarak siperoksit anyonlari (O2-), hidrojen peroksit (H,0,) ve
hidroksil (OH.) gibi reaktif oksijen turlerinin (ROS) asiri Uretimi ve birikimine neden olur.
Fazla miktardaki ROS protein, lipit ve DNA gibi hiicresel makromolekillerde hasara neden
olan oksidatif strese yol agmaktadir (Lesser., 2006). Oksidatif strese karsi, antioksidan
savunma sistemi ile ROS seviyesi dengelenebilmektedir. Antioksidan savunma sistemini
SOD, GPX, CAT gibi enzimatik ve askorbik asit, a-takoferol gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar olusturmaktadir (Zheng ve ark., 2019).

Demir baliklar icin esaniyel olan, hemoglobin, miyoglobulin, transferrin, ferritin gibi
cesitli proteinlerin ve mitokondriyal enzim tasima zinciri enzimi gibi hayati enzimlerin
yapitasini olusturan mikro elementtir (Aisen ve ark., 2001). Ayrica hicresel solunumda
onemli rol oynadidi i¢in buUtin doku ve organlar igin gereklidir. Bununla birlikte, lipit
peroksidasyonunda ve immin sistemin diizenlenmesinde de etkilidir (Musharraf ve Khan,
2019). Ancak asiri miktarda demir toksik etki yapabilmektedir. Hlcresel dizeyde demir
fenton reaksiyonu ile katalize olur. Bu reaksiyon sonucunda, hicresel oksidatif hasara yol
acan hidroksil radikallerini de iceren serbest radikaller Uretilmektedir (Bury ve ark., 2003;
Valko ve ark., 2005).Yukarida belirtildigi gibi demir organizma icin hem yararli hemde
zararli olabilmektedir, bu yizden vicut icin gerekli miktar saglanmali ancak oksidatif strese
yol acan asiri miktarda Fe+2 birikiminden kaginilmalidir (Carriquiriborde ve ark., 2004).

Bu nedenle, dusuk oranda balik unu iceren (%10) alabalik yemlerine 0, 150, 300 ve
600 mg Fe/kg yem dozlarinda demir ilavesinin (Fe,SO, 7H,0O formunda) buyume, viicut
kompozisyonu, hematokrit, serum biyokimyasal parametreleri (total protein, albimin, demir,
demir baglama kapasitesi, ferritin), bagirsak dokularinin histolojik incelemesi daha 6nceki
calismamizda ortaya konulmustur (Evliyaoglu ve ark., 2022). Bu projede belirtilen
dozlardaki yemle beslenmis alabaliklarin karacigerdeki SOD (slperoksit dismitaz) ve CAT
(katalaz) enzim aktivesi ve karaciger dokularindaki stres ve demir metabolizmasi ile iligkili

gen ekspresyon seviyeleri belirlenerek baliklarin bu yemlere karsi tepkileri ortaya
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konulmustur. Ayrica bu yemlerle beslenen baliklarin Kritik Termal Maksimum (CTmax)
degerleri belirlenerek termal tdlerans noktalarina etkisi arastiriimistir. Daha sonra baliklar
termal strese maruz birakilarak yine serum biyokimyasal parametreleri, gen ekspresyon
seviyeleri ve enzimatik parametreler yardimiyla baliklarin sicaklik artigina karsi olugan stres

yanitlari belirlenmistir.

2. LITERATUR OZETi
2.1. HSP70, HSP90, IL1 B ve Cas3’uin balik fizyoloisi Uizerindeki etkisi

Isi sok proteinleri farkli organizmalardaki ylksek benzerligi ile ginimize kadar
korunmus bir protein ailesidir (Alak ve ark., 2017). Bu ailenin ¢ok sayida Uyesi olmakla
birlikte G¢ grupta incelenmektedir; HSP90 (85-90 kDa), HSP70 (68-73 kDa) ve daha kicuk
molekuler agirliga sahip olanlar (16-47 kDa) (Takle vd., 2005). Isi stresine maruz kalan
Drosophila’da bu proteinlerin artis gostermesi sonucu ‘Isi $ok Proteinleri’ ismini almiglardir
(Basu ve ark., 2002). Ortam sicakliginin organizmanin uygun yasama ve buyume
sicakhgini 5-10°C astigi durumlarda bu protein grubunun uyarildigi gézlenmistir (Clark ve
Perk, 2009). Ani 1s1 degisimleri ya da diger stres etmenleri ile karsilasildiginda zaten
hiicrede var olan bu proteinlerin dizeyinde artis meydana gelir. Guglu hidrojen baglarina
sahip ¢ift kutuplu heliks vyapilari ve hidrofobik etkilesimleri bozunmamalarinin
nedenlerindendir. Isi sok proteinler diger proteinlerin kararliliklarinin strdirilmesini saglar
ve bozunmus proteinlerin toplanip kimelenmelerine engel olurlar. Baliklarda biyotik
faktorlerin de 1s1 sok protein (6zellikle hsp70) dizeylerinde artis meydana getirdidi
bilinmektedir.

IL-1 ailesi genis bir peoenflamatuvar sitokin ailesidir. IL-1a, IL-18 ve IL-1lra
(reseptdr antagonisti) bu ailenin en iyi bilinen 0yeleridir. 1L-1, bagisiklik sisteminin
enflamasyon yanitinda hizli bir sekilde eyleme gecger ve diger birgok sitokinin ifade
degisimlerinde gorev alir. IL-1 ailesinin ligand ve reseptér sistemi farkli agonist ve
antagonistlerden olusur. Calismamizda da ifade duzeyini arastirdigimiz IL-13 pasif bir
formda Uretilir ve kaspaz-1 enzimi tarafindan kesilerek aktif olgun forma doénustirular
(Engelsma ve ark., 2002). IL-13, 6zellikle memelilerde birgok hicre tipi tarafindan aretilir
ancak monositler ve dokularda yer alan makrofajlar agirlikh Gretim yerleridir. Konagin
patojenlere, doku hasarina ve hatta bagisiklik rahatsizliklarina karsi lizozim artisina
sagladigi katkiyla, fagositik aktiviteyi guclendirmesiyle ve |6kositlerin hasarli bdlgelere gog
etmelerini tegvik etmesiyle hayati rol Ustlenir (Covello ve ark., 2009).

Kaspaz-3, Cas3 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Kaspaz-3 sistein-aspartik
proteazlar ailesinin bir Gyesidir. Bu protein dncll ve olginlasmamis bir formda Uretilir ve aktif
hale gelmesi icin enzim ile kesilmesi gerekir. Kaspaz-3 apoptozun bir aracisi olarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte doku farklilagmasi, yenilenme ve sinir gelisimi gibi apoptotik
olmayan iglevlere de sahiptir (Asadi ve ark., 2022). Apoptoz, gelismis organizmalarda

2
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gelisim ve homeostazisini kontrol eden, korunmus bir yapi olarak ginimize kadar gelen
hidcre 6lim mekanizmasidir (Liyang ve ark., 2001). Apoptoz, standart hicre déngusda,
bagisiklik sistemi, metamorfoz ve gevresel strese tepki gibi farkli sistem ve doéngtlerde rol
alan énemli bir surectir. (Yabu ve ark., 2001). Kaspaz-3 aktivasyonu apoptoz yolaginin tim
bilesenleri ile aktif hale gelmesinde énemli bir rol Ustlenmistir. Kaspaz-3, mitokondriyal
membranin koruyucu islevinin bozulmasinini takiben aktif hale gelen kaspazlardandir
(Liyang ve ark., 2001). Baliklarda kaspaz-3 gen ifade degisikligi tzerine birgcok calisma

literatlre kazandinimistir.

2.2.Termal Stresin Balik Fizyolojisi Uzerindeki Etkileri

Su sicakh@i, bilindigi Gzere, su urlnleri yetistiriciliginin tim asamalarinda balik
gelisimini ve fizyolojisini kontrol eden ve sinirlayan ana abiyotik faktordir (Islam ve ark.,
2021). Gunluk veya mevsimsel sicakliktaki dalgalanmalar baliklarda biyime, yem alimi ve
bircok fizyolojik sirecleri etkilemektedir (Rebl ve ark. 2013; Cheng ve ark., 2015,2018).
Kiresel iklim degisikligine bagl olarak okyanuslardaki su sicakliginda artig olacagi (Almroth
ve ark., 2015) ve 2100 yilina kadar ylzey sicakhidinin bu iklim degisikligine bagh olarak
kademeli olarak 1 ile 4 °C artacagi tahmin edilmektedir (IPCC, 2014). Ulkemizin de dahil
oldugu Akdeniz ulkelerinin iklim degisikliginden dnemli dlgude etkilenecedi beklenmektedir
(Reid ve ark., 2019). Bireysel duzeydeki baslica fizyolojik kisitlamalar, balik buyimesinde,
hemato-fizyolojide, metabolizmada, asiri sicaklik olaylarina karsi bagisiklik ve molekuler
stres tepkilerinde meydana gelen degisikliklerin temelini olusturur (Islam ve ark., 2022).

Stres, Gorissen ve Flik (2016) tarafindan faydali oldugu kadar dezavantajli da
olabilecek bir endokrin tepkisini uyandiran bir faktérin (stres etkeni) neden oldugu bir
durum olarak tanimlanmigtir. Stres dogasi geregi kotli degildir ve akut stres tepkisi,
cevresel zorluklara daha iyi uyum saglamak ve homeostaziyi yeniden kazanmak igin
fizyolojik ve/veya davranissal bir degisikligi tesvik etmenin etkili bir yolu olarak gérulebilir.
Ancak stres tepkisinin olusturdugu fizyolojik ve davranigsal dizenlemeler, stresin
tekrarlandigi veya devam ettigi ve kaginiimaz oldudu ve hayvanlarin buna alisamadigi
kosullarda uygun olmayabilmektedir (Barton, 2002).

Bir stres etkenine maruz kalindiginda, farkli organizasyon dizeylerinde (hucreler,
doku, organ, tim organizma) cesitli strecgler baslatilir. Stres tepkisi, bir uyaranin (igsel veya
cevresel) algilanmasi ve bunun, baliklarda 6n beyinde (gogunlukla hipotalamus ve
telensefalonda) yer aldigina inanilan beyin “stres merkezleri’ tarafindan algilanmasi ile
baslatilir (Gorissen ve Flik, 2016). Beyinde, dopamin (DA), noradrenalin (NE) ve 0zellikle
serotonin (5-HT) gibi monoaminerjik nérotransmitterlerin aktivitesi olasi stres durumunun
organizasyonu ve kontrollinde rol oynar (Gesto ve ark., 2013). Beyin, biyik élgtide iki farkli

néroendokrin yolu takip eden entegre bir stres tepkisini diizenler. Birincisi, 6n bobrekteki
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kromaffin hucrelerinin (beyin-sempatik-kromafin hucre ekseni, BSC) dogrudan sinirsel
uyarilmasini igerir, bu da katekolaminlerin dolasima salinmasiyla sonuglanir (Wendelaar
Bonga, 1997). ikinci bir néroendokrin yol olan hipotalamus-hipofiz-interrenal (HPI) eksen
daha karmasiktir. Kisaca, kortikotropin salgilatici faktéri (CRF) 6n hipofizin pars distalisine
bosaltan CRF néronlarinin aktivasyonu ile bagslar. Orada, CRF ve diger peptitler (6rnegin
vazotosin), adrenokortikotropik hormonun (ACTH) dolasima salinmasini uyarir, bu da 6n
bobrekteki bobreklerarasi hiicrelerden kortizollin (teleostlardaki ana kortikosteroid) Uretimini
ve salinmasini uyarir (Sadoul ve Geffroy, 2019). Her iki stres hormon seti (katekolaminler
ve kortizol), cesitli doku ve organlarda, hayvanin stres etkeni tehdidinin Gstesinden gelme
sansini arttirmayr amagclayan ikincil etkilere sahiptir (Alfonso ve ark., 2020). ikincil stres
tepkileri kan ve dokularda hormon salinimi, metabolik bozukluk, enerji mobilizasyonu ve
hidromineral dengesidir (Islam ve ark., 2022). Sicaklik stresine akut ve kronik diizeyde
maruz kalma ayni zamanda antioksidan tepkileri de aktive eder (Islam ve ark., 2022).
Ayrica balik bagisiklik sistemi Uzerinde engelleyici etkiler de gozlemlenebilir (Tort, 2011).
Hucresel dizeyde endokrin stres sistemleri ayni zamanda 1s1 sok proteinleri (HSP'ler)
saliniminada neden olur (Alfonso ve ark., 2020). Eslik eden diger ikincil tepkiler arasinda
hidromineral fonksiyon bozuklugu yer alir ciinki adrenalin, solungac¢ kan akig dizenlerini ve
solungag gegcirgenligini degistirir; her ikisi de, ¢evresel tuzluluga bagh olarak baligin iginde
veya disinda suyun ozmotik gradyani boyunca akmasini kolaylastirir. Dolayisiyla kortizoltn
bu baglamdaki mantiksal roll, ozmotik dengenin yeniden saglanmasi olacaktir. Hormonlar,
bir stres etkenine maruz kalma sirasinda enerjiyi ihtiyag duyulan yerde kullanilabilir hale
getirerek organizma uzerinde olumlu bir etkiye sahip olsa da, tim hayvan duizeyindeki
Uclncll tepkilerin ¢cogu uyumsuzdur. Bagisiklik fonksiyonunun bozulmasi, blyime veya
Ureme basarisi gibi uzun vadeli Ggtncul etkiler balik yetistiriciligi performansini olumsuz
yonde etkilemektedir (Schreck ve Tort, 2016).

Termal stresin balik fizyolojsi Uzerindeki etkisini konu alan ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Ornegin gokkusagi alabaliklarinda yapilan bir calismada su sicakhgini
18°C’den ginde 1 °C arttirarak 24°C’ye cikarildiginda HSP47, HSP70 ve HSP90 genlerinin
aktive oldugu gorulmustur (Li ve ark., 2017). Vinagre ve ark. (2012)’'nin Avrupa deniz
levregi (Dicentrarchus labrax) ile yaptiklari bir calismada oksidatif stres paramaterelerinin
(MDA ve CAT) optimum su sicakliginda (24°C) en duguk seviyede ve bu turln Ust ve alt
optimum termal limitlerinin disinda bu degerleri arttidini gézlemlemistir. Yazarlar ayrica
28°C’ ye maruz birakilan baliklarin 15 gin sonunda CAT ve MDA seviyelerinin maksimum
seviyeye ulastigini ancak termal strese 30 gun maruz kalmasinin sonunda tekrar
distigunu belirtmistir. Pisi baliklarinda (Solea senegalensis) yapilan baska bir ¢alismada 1

saat icinde su sicakligini 18°C’den 24°C’ye cikarildiginda, 18°C sicaklikta tutulan kontrol
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grubuna gore stres uygulanan baliklarin 1 ve 24 saat sonra karacigerlerindeki HSP70 ve

HSP90 gen ekspresyonlarinin daha yuksek oldugu(Benitez-Dorta ve ark., 2017).

3. GEREC ve YONTEM

3. 1. Gereg
3.1.1.Deneme Baliklarinin Alistiriimasive Etik Uygulamalar

Denememizde kullanilan alabalik yavrulari Kahramanmaras’in Firniz mevkisindeki
Aras Alabalik tesisinden 1 m®lik tasima tanki ile Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik
Unitesine getirilmis ve 800 adet yavru birey (2-3 gr) 6ncelikle 1,5 tonluk iki adet polietilen
karantina tankina alinmigtir. Bu stire¢ boyunca baliklar 1sitma-sogutma cihazinin (Gemas,
Fairland PHC25V, Turkiye) da bulundugu resirkiule sisteme bagdli olan bu tanklarda
tutulmustur. Karantina kosullarinda bekletilen baliklar Unite kosullarina adapte edilmeye
cahisilmis ve ginde iki kez, ad libitum (doyana kadar) beslenerek yaklasik 90 giin icerisinde
deneme boyu baglangi¢ agirhdina (20 g) ulasgtirilmigtir.

Deneme materyalinin transferi, deneme ortamina alistirimasi, denemenin
yurttilmesi, tim o&rneklemler 6ncesi nekropsi amaciyla o6tenazi islemleri Cukurova
Universitesi, Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 10.06.2020 tarihli ve 3 nolu toplantisinda

degerlendirilmis ve uygun bulunmustur.

3.2.YOntem

3.2.1. Deneme Dizayni
Deneme, Cukurova Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Unitesinde

ylaratdimustur. Resirklle sisteme bagh 260 L’lik 15 adet sinlindirik fiberglas deneme
tankinin su sicakligi 1sitma-sogutma cihazi ile kontrol altina alinmistir. Deneme tanklarinda
su sicakhgr 15+0,5°C Baliklarin aklimasyon ddéneminden itibaren fotoperiyot otomatik
zaman rolesi ile 06:30-18:30 saatleri (12Aydinlik:12Karanlik) arasinda aydinlhk olarak
ayarlanmistir. Bu surecte baliklar ticari alabalik yemi ile (Optiline 2PS, Skretting) gunde iki
kez ad libitum beslenmisgtir.

Calismamiz iki asamali olacak sekilde planlanmistir. ilk asamada farkli miktarlarda
demir ilave edilen yemlerle 60 glin boyunca besleme yapilarak demir metabolizmasi ile
blylme, besinsel kompozisyon ve sindirilebilirlik ile iliski c¢esitli analizlerle
degerlendirilmistir. Calismamizin ikinci asamasinda ise bu yemlerle beslenmis baliklar

termal strese maruz birakilarak bagisiklik yanitlari incelenmistir.

3.2.1.1. Besleme Denemesi
Deneme suresince baliklar yine gunde iki kez ad libitum hazirlanan deneme

yemleriyle beslenmeye devam edilmistir. Su sicaklhigi 17°C’de sabitlenerek, oksijen seviyesi
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oksijenmetre ile (YSI 550A), amonyak, nitrit ve nitrat miktarlar kolorimetrik kitlerle (Merck)
her hafta dizenli olarak o&lgllerek baliklar igin optimum ortam kosullari saglanmaya
cahsiimistir. Sekil 1'de gorilecedi gibi deneme 60 gin surdirdlmistir. Besleme
denemesinin sonunda balik blyime parametreleri, besinsel kompozisyon, sindirilebilirlik,
bagirsak histomorfometrisindeki degisim, demirle iligkili serum parametreleri ve gen

ekspresyonlari degerlendirilmistir.

24°C
T ?
O .
< !
=< |
= '
e I
S 1°Clgii I
= 1. asama gun |
z Besleme denemesi !
!
17°C

? 2. asama I
I Termal stres '
v v

: 60 giin . 7.gin

. : I
Daha once elde edilen

parametreler; Proje kapsaminda

- CTMax desteklenen analiz;
- Somatik indeksler (HSI, SSI) - gen ekspresyonu (Cas3,

-hematokrit, serum biyokimyasal IL1B, HSP70, HSP90)
parametreler
- antioksidan enzim

Sekil 1. Deneme dizayni ve arastirilan parametreler

3.2.1.2. Termal stres denemesi

Denemenin bu asamasinda, farkli demir icerigine sahip yemlerle beslene gdkkusagi
alabalik bireylerinin termal strese karsi verdigi yanitlar incelenmistir. Bu amagla, besleme
denemesi sonunda, baliklar termal strese maruz birakilmadan 6énce farkli demir icerikli
yemler ile beslemenin kiritk termal maksima (CTMax) tzerine olan etkileri belirlenmigtir.

Sekil 1.’de gorilen termal stres uygulamasinda, deneme tanklarindaki su sicakligi
gunde 1°C arttirarak, 7 ginde 17°C’den 24°C’ye kadar ¢ikartiimistir (Li ve ark., 2017). Bu
surenin sonunda baliklarda yapilan érneklemeler sonucunda serum parametreleri (albimin,
total protein), gen ekspresyonlari (HSP70, HSP90, CAS3, IL1B), antioksidan enzim
analizleri (SOD, CAT, GPX) gerceklestirilmigtir.
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3.2.2. Deneme yemlerinin hazirlanmasi

Calismada izoproteotilik (%45 protein) ve izolipidik (%18 lipit) deneme yemleri
formulize edilmistir. Yemlerin formulasyonlarinda kullanilacak hammaddeler Skretting,
GUmuisdoga, Turkuaz A.$. ve Suna A.S. firmalarindan temin edilmistir. Formuilasyonda
kullanilan hammaddelerin ham yag (Bligh ve Dyer, 1959), protein, kuru madde (KM) ve
ham kil (HK) analizleri (AOAC, 1990) yapilmistir. Elde edilen analiz sonuglarina goére
Tablo.1.’de belirtilen yem formilasyonu ticari alabalik yemlerinde uygun bir formulasyon
icerigi ile hazirlanmistir. Deneme yemlerine ilave edilen U¢ farkli dozda demir silfat
heptahidrat (CAT no: 12354, Sigma-Aldrich, USA) miktarlari, bilesigin igerisinde %20
oraninda demir oldugu g6z o6niinde bulundurularak 0 (kontrol), 150, 300 ve 600 mg Fe/kg
yem olacak seklide hesaplanarak ilave edilmigtir. Dért deneme yemine ek, bir adette “ticari
yem kontrol” grubu (yavru alabalik yemi, Optiline 2PS Skretting) olarak eklenmigtir.
Deneme yemleri hazirlandiktan sonra, demir igerikleride ayrica analiz edilmistir.

Tablo 1. Denemede kullanilan juvenil alabaliklar (Onchorhyncus mykiss) igin olusturulmus yem
formilasyonu

Yem hammaddeleri Deneme gruplari

(9/kg) FeO Fel50 Fe300 Fe600
Tavuk unu® 125 125 125 125
Balik unu® 100 100 100 100
Bugday unu® 99 99 99 99
Bugday gluteni* 113 113 113 113
SPC? (soya protein konsantresi) 200 200 200 200
Soya unu* 110 110 110 110
CMC (karboksimetil seliiloz) 30,95 30,2 29,45 27,95
Balik yagi® 50 50 50 50
Kanola yagi 90 90 90 90
Mineral mix® 4,5 4,5 4,5 4,5
Vitamin mix® 4,5 4,5 4,5 4,5
Vit C° 0,05 0,05 0,05 0,05
Kolin klorid* 5 5 5 5
Metiyonin® 3 3 3 3
Lizin® 3 3 3 3
Kromik oksit (Cr,03)° 2 2 2 2
Demir siilfat (Fe»SO, 7H20)6 - 0,75 1,5 3

T Skretting

% Glimiisdoga

® Turkuaz AS.

4 Sunar AS.

® ROVIMIX® C-EC, (DSM)
Fe,SO,4 7H,0 (Sigma-Aldrich)

Yem vyapimindan 6nce yem hammaddeleri 6gutict ile tamamen toz haline
getirilmistir. Toz haldeki kuru maddeler Tablo 1'deki formulasyonda belirtilen oranlarda

tartihp karigtirildiktan sonra karisimin Uzerine yaglar ilave edilerek homojen dagilim
7
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saglanana kadar karistirimaya devam edilmistir. Belirlenen dozlarda toz formdaki demir
sulfat heptahidrat suda ¢bézdirtlmis ve yem karisima pUskudrtilmastir. Kontrol grubu igin
ise demir eklenmeden sadece ayni miktarda su puskurtmesi yapiimistir. Bu hamur karigimi
homojen forma geldiginde peletleme makinesine (La Monferrina-Dolly, Italy) aktariimis ve
makinenin bicak hizi ayarlanarak, baliklarin agiz agikhgina gére uygun boyutlarda pelet
(yaklasik 2 mm) haline getirilmistir. Peletler daha sonra 25-30°C sicaklikta klimatize edilmis
bir ortamda serilerek bir gece boyunca kurutulmustur. Deneme yemlerinin sindiriminin
artirlmasi1 amaciyla, kurumus peletler bir otoklav yardimiyla alti delikli otoklav tepsilerine
yerlestirilerek 1,5 bar basingta yaklasik 20 dk 1sil igsleme tabi tutulmustur. Pisirilen peletler
daha sonra neminin giderilmesi igcin tekrar serilerek kurutulmustur. Kurutulan yemler

kullanilana kadar -20°C’de saklanmistir.

3.2.3. Orneklemelerin Yapilmasi
Ornekleme oncesinde baliklar 48 saat slreyle a¢ birakilmigtir. Stresi dnlemek
amaciyla 100-150 ppm dozunda Phenoxyethanol (Sigma-Aldrich, USA) anestezi
uygulamasi yapilmistir. Besleme denemesi sonunda, deneme tanklarindaki bittin baliklarin
bireysel agirliklari ve total uzunluklari biyime performanslarinin belirlenmesi amaciyla
kayit altina alinmistir.
Molekiler analizlerin hassasiyeti sebebiyle, yukaridaki érneklenen baliklara ek olarak
her tanktan ayrica iki balhgin (n=2, N=6) karacigerleri aseptik kosullarda disekte edilmis,
dokular hizli bir sekilde sivi azot igerisinde dondurulmus ve analiz yapilana kadar -80°C’de

saklanmistir.
3.2.4. Analizler

3.2.4.1. Farkh Miktarda Demir iceren Deneme Yemleri ile Beslenen Alabaliklarda Gen

Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Yaklagik 100 mg’lik balik karaciger dokulari doku pargalayici (Qiagen tissue lyzer Il)
yardimiyla TRIzol reaktifi (Thermo Fisher Scientific) ile kullanilan kimyasalin protokoliine
gbre ekstrakte edilmistir ve RNA izolasyonu gerceklestiriimistir. RNA kalitesi ve miktari
sirastyla spektrofotometrik (260/280 orani, Thermo Fisher Multiskan GO Reader) ve
florometrik (Qubit 2,0, Thermo Fisher Scientific) yontemleri kullanilarak dlglimustir. Elde
edilen RNA o6rnekleri, yiksek kapasiteli cDNA reverse transkripsiyon kiti (High capacity
cdna transcriptase kit, Applied Biosystems, Thermo Fisher) ile komplementer DNA'ya
doénlstirilmustar. Ters transkripsiyon, 20 uL toplam hacimde (2 uL 10 x RT Tamponu, 0,8
ML dNTP, 2 pL rastgele primer, 1 yL ters transkriptaz ve 10 uyL RNA (1000 ng)) olacak

sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler cihazinda
8
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25°C'de 10 dakika, 37°C'de 60 dakika ve 85°C'de 5 dakika calisma sartlarinda
yuratiimustar. Elde edilen cDNA'lar -20°C'de tutulmustur.

RT-PCR igcin 2 yL cDNA kullaniimigtir. Kantitatif PCR reaksiyonlari, SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystem) kullanilarak gergeklestiriimistir. Reaksiyonlar, Ureticinin
talimatlarina goére gercgeklestirilmistir. Toplam hacim 25 pL olacak sekilde; 12,5 uL Sybr
Green Master Mix, 1,25 yL 10 pmol ileri primer, 1,25 yL 10 pmol ters primer, 2 yL cDNA
sablonu ve 8 pL su olarak ayarlanmistir. Applied Biosystem 7500 RT-PCR cihazi ile
gerceklestirilen gPCR déngu kosullari; 2 dakika boyunca 50°C, 10 dakika boyunca 95°C,
ardindan 15 saniye boyunca 95°C ve 1 dakika boyunca 60°C'lik 40 doéngu olarak
dizenlenmistir. Referans gen olarak B-aktin kullaniimistir. Tim primer dizileri Cizelge 3.2
ve 3.3'te verilmistir. Goreceli ekspresyon seviyeleri, replikatlardan elde edilen esik dongu
(Ct) degerleri kullanilarak karsilastirmali 2-AACt formuali (Livak ve Schmittgen, 2001)

kullanilarak hesaplanmistir.
2 -AACt = 2 - [(Ct hedef- Ct referans)-(Ct kontrol —Ct referans)]

Tablo 2. Denemede kullanilan gergek zamanl PCR analizi icin kullanilan primerlerin sekanslari

Gen Forward (5'-3') Reverse (5'-3’) GenBank Referanslar
Erigim
numarasi
Cas3 AATCGAGCTCAAGAG CAGGAGCCAGT XM_0216190 Dizayn edildi*
CCTCAC CTGAGTGTTT 54.2
IL1-8 CTGGAGAGTGCTGT GCGTGACGTAC NM_0011243 Dizayn edildi*
GGAAGAACAT GAAGACAGG 47.2
HSP70 CCTGTGGAGAAAGC TTGTTTAGCTC NM_0011242 Dizayn edildi*
CCTCAG TCGGCCGTT 28.1
HSP90 TAATCCTGCTTTTCG CTTCGTCGTCA NM_0011242 Dizayn edildi*
AGACCGT TCGATTCCCAG 311
B-aktin  CAGGGAGAAGATGA  GCCCTCGTAGA NM_0011242 Dizayn edildi*
CCCAGATTAT TGGGTACTG 351

3.2.4.2. istatistik Analizler
Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi icin tek yonll varyans analizi (One-

way Anova) Tukey post hoc testleri kullaniimistir. Ayrica, gruplarin final ve termal stres
verileri bagimsiz t-testi yapilarak karsilastiriimistir. Verilerin homojenitesi Levene testi ile
Olcllmustir. Verilerin analizinde SPSS 20,0 yaziimi (SPSS, Chicago, ABD) kullaniimistir.
Gen ekspresyon seviyeleri ortalama + standart hata; diger tim veriler ise ortalama *

standart sapma olarak sunulmustur (P<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger Dokularinda HSP70, HSP90, IL1B ve Cas3 genlerinin mRNA
ekspresyon seviyeleri

4.1.1. Karaciger Dokularinda HSP70 geninin mRNA ekspresyon seviyeleri

Besleme ve termal stres denemesi sonunda baliklarin karacigerdeki HSP70 mRNA
ekspresyon degerleri Sekil 2’de gdsterilmistir. Besleme finali sonunda en yiksek HSP70
gen ekspresyon seviyesi Fe300 grubunda bulunurken, bu grubu sirasiyla Fe150, Fe600 ve
CMF gruplari takip etmistir. Termal stres sonrasinda ise en yuksek HSP70 gen
ekspresyonu Fe150 grubunda olmasiyla beraber diger gruplar arasinda istatistiksel bir fark
g6zlenmemistir. Bagimsiz t-testine gore, FeO grubu hari¢, diger gruplarin tamaminda
besleme finali ile termal stres verilerinin arasindaki farklilik anlamli olmakla birlikte bu

gruplardaki termal stres HSP70 gen ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 2. Farkh deneme yemleri ile 60 giin doyunca beslenmis gdkkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki HSP70 gen ekspresyonlari. Barlarin Gzerindeki
kiicik harfler final 6érneklemesinin, blyik harfler ise termal stres sonrasindaki gruplar arasindaki
farkhhdr gostermektedir (P<0,05, ANOVA). Barlarin zerindeki asteriks ifadeleri ise t-testine gore
grubun 6rneklemeler arasinda fark oldugunu géstermektedir (P<0,05, ANOVA).

4.1.2. Karaciger Dokularinda HSP90 geninin mRNA ekspresyon seviyeleri

Besleme denemesi ve termal stres denemesi sonunda baliklarin karacigerdeki
HSP90 mRNA ekspresyonlari Sekil 3'de gosterilmigtir. Besleme finali sonunda tek yonlu
varyans analizine gbére gruplar arasinda istatistiksel fark gdértlmemistir (P>0,05). Ancak

termal stres sonrasinda HSP90 gen ekspresyonu en yiksek CMF grubunda olup, Fe150
10
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grubu ile istatistiksel olarak benzer sonug¢ gostermistir. En distik HSP90 gen ekspresyonu
ise yine Fe0 grubunda belirlenmistir. Besleme finali ile termal stres verilerinin arasindaki
farkliigin belirlendigi bagimsiz t-testine goére, Fe150, Fe300 ve CMF gruplari istatistiksel
olarak anlamli olup, HSP90 gen eksresyonlari termal stresle birlikte yikselmistir (P<0,05).
Bununla birlikte, Fe0 ve Fe600 gruplarinin final ve termal stres sonrasinda istatistiksel fark

g6zlenmemistir (P>0,05).
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Sekil 3. Farkh deneme yemleri ile 60 giin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki HSP90 gen ekspresyonlari. Barlarin Ulzerindeki
kucuk harfler final érneklemesinin, blylk harfler ise termal stres sonrasindaki gruplar arasindaki
farkhhgr goéstermektedir (P<0,05, ANOVA). Barlarin Uzerindeki asteriks ifadeleri ise t-testine gore
grubun orneklemeler arasinda fark oldugunu géstermektedir (P<0,05, ANOVA).

4.1.3. Karaciger Dokularinda IL18 geninin mRNA ekspresyon seviyeleri

Besleme denemesi ve termal stres denemesi sonunda baliklarin karacigerdeki IL13
mMRNA ekspresyonlari Sekil 4'de goésterilmistir. Besleme finali sonunda Fe300 ve Fe600
gruplarinin gen ekspresyonlari en ylksek degerlerde olmasiyla beraber, Fe150 grubu ile
benzer ancak Fe0 ve CMF gruplarina goére anlamli derecede daha yliksek oldugu
gorulmustir (p<0,05). Termal stres denemesinin sonunda ise IL18 mRNA ekspresyonlari
en yuksek Fe150 grubunda, en disik ise FeO grubunda gorilmustir. Bagimsiz t-testine
gore, Fe300 ve Fe600 gruplarinin besleme finali ile termal stres verilerinin arasindaki
farkhihgin anlamh oldugu ve termal stresin IL138 gen ekspresyonlarini dusdrdigu
belirlenmigtir (p<0,05). Bununla birlikte, diger gruplarda besleme finali ile termal stres
arasinda istatistiksel fark bulunmzamasiyla beraber Fe150 ve CMF gruplarinda diger

gruplarin aksine IL1f3 gen ekspresyonlari artis egilimi gdstermigtir.

11
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Sekil 1. Farkli deneme yemleri ile 60 giin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki IL13 gen ekspresyonlari. Barlarin Gzerindeki kigik
harfler final 6rneklemesinin, buyuk harfler ise termal stres sonrasindaki gruplar arasindaki farklihgi
gOstermektedir (p<0,05, ANOVA). Barlarin Uzerindeki asteriks ifadeleri ise t-testine gére grubun
orneklemeler arasinda fark oldugunu géstermektedir (p<0,05, ANOVA).

4.1.4. Karaciger Dokularinda Cas3 geninin mRNA ekspresyon seviyeleri

Besleme denemesi ve termal stres denemesi sonunda baliklarin karacigerdeki Cas3
mMRNA ekspresyonlari Sekil 5'de goésterilmistir. Besleme finali sonunda Fe300 ve Fe600
gruplarinin gen ekspresyonlari Fe150 ve CMF grubuna gore anlamli derecede daha ylksek
oldugu gérulmustir (p<0,05). Termal stres denemesinin sonunda ise Fe150 grubunun
Cas3 gen ekspresyonlari Fe300, Fe600 ve CMF gruplari ile benzer olup, Fe0 grubundan
daha yiksek oldugu goralmuistir (p<0,05). Butin gruplarin besleme ve termal stres
sonuglari arasindaki farki gérmek icin yapilan bagimsiz t-testi analizi sonuglarina gore,
Fe150 ve CMF gruplarinin istatistiksel olarak anlamli oldugu ve termal stresle birlikte arttigi

g6zlenmistir (p<0,05).

12
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CAS3 mRNA ekspresyon seviyesi

Sekil 5. Farkli deneme yemleri ile 60 giin doyunca beslenmis gokkusagi alabaliklarinin
(Onchorhyncus mykiss) karacigerlerindeki CAS3 gen ekspresyonlari. Barlarin Gzerindeki kiigik
harfler final érneklemesinin, buyuk harfler ise termal stres sonrasindaki gruplar arasindaki farklihgi
gOstermektedir (p<0,05, ANOVA). Barlarin Uzerindeki asteriks ifadeleri ise t-testine gore grubun
drneklemeler arasinda fark oldugunu goéstermektedir (p<0,05, ANOVA).

5. Tartisma

5.1. Is1 soku proteinlerinin (HSP70 ve HSP90) degerlendirilmesi

Isi soku proteinleri (HSP’ler) tim hicrelerde ve organizmalarda genel koruyucu
islevlere sahip, yuksek oranda korunmus bir protein grubudur (Roberts ve ark., 2010).
Oksidatif stres proteinlere zarar verir ve bu hasarli protein yapilarini eski haline getirmek
icin HSP'lerin artmasi gereklidir (Wang ve ark., 2016). HSP ailesi icinde HSP70 ve HSP90,
stres kosullar altinda, proteinlerin yanlis katlanma kusurlarini ve toplanmalarini hafifleterek
protein dengesini (homeostazini) koruyan molekiler saperonlar olarak hareket ederler,
bdylece hiicreyi hasardan korurlar (Ranford ve ark., 2000; Fu ve ark., 2011). Calismamizda
besleme denemesi sonunda Fe300 grubunun HSP70 gen ekspresyonu, en yiuksek
cikmigtir ve bunu Fe150-Fe600 ve daha sonra CMF grubu takip etmistir. Bu durumda 300
mg/kg Fe yem dozunun baliklarda toksisite olusturarak stres olusumuna neden oldugu
aciktir. Bununla birlikte, daha yiksek dozda demir igeren Fe600 grubundaki HSP70
ekspresyon seviyesinin Fe150 grubuna gére daha disuk oldugu gérulmuistur. Literatlrde
demir ve HSP ligkisini konu alan ve c¢alismamizdaki bulgulari karsilastirabilecegimiz
c¢alismaya rastlanmamistir. Literatlrdeki ¢alismalar incelendiginde birbirleri ile uyusmayan
birgok calismaya da rastlaniimistir. Ancak Kéhler ve ark. (1999) ve Bowen ve ark. (2006)
metale maruz kalmanin HSP70 ekspresyonunu azaltabilecegini bildirmistir. Termal stres
sonunda en yiksek HSP70 gen ekspresyon seviyesi Fel50 grubundan elde edilmistir. Bu

durumda Fe150 grubunun termal strese karsi basarili yanit vererek hucrelerin hayatta
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kalmasi igin savastigi sonucuna varilabilir. Bununla birlikte ilging birsekilde, FeO grubu
haricindeki butiin gruplarda besleme sonrasina gdre anlamli dizeyde bir azalma
gOrulmustir. Topal ve ark. (2021) alabaliklarin 20 ve 25°C sicakhda maruz kaldiklarinda
beyinlerindeki HSP70 ve HSP90 gen ekspresyonlarinin arttigini bildirmistir. Ancak belirtilen
calismada o6rnekleme, sicakliga maruz birakildiktan en fazla 8 saat sonra yapilmistir,
dolayisiyla sicakliga maruz kalma slresi baliklarin HSP yanitini degistirebilmektedir.
Ornegin, dil baliklari (Solea senegalensis) ile yapilan bir calismada su sicakhgl 1 saat
icinde 18°C den 24°C ‘ye cikartildiktan 1 saat sonra, karacigerdeki HSP70 gen
ekspresyonlari ani artis gosterirken, 24 saat sonra bu ani artis dismeye baslamis ve 7 gun
sonra ise calismamizda oldugu gibi bazal seviyenin altina diusmdistir (Benitez-Dorta ve
ark., 2017). Koho somonlarinda yapilan bir calismada su sicakhigi ginde 1°C arttirildiginda
termal streste yanit olarak HSP70 miktarlarinin dustigu goézlenmistir (Bowen ve ark., 2006).
HSP70 stres proteinindeki bu azalmanin stres etkenlerinin yogunluguna bagh olarak 6nce
induklenmesi ve ardindan kinetigine baglh olarak azaldigi sonucuna varilabilmektedir
(Kéhler ve ark., 2001; Bowen ve ark., 2006). Calismamizda HSP70 gen ekspresyonunun
aksine, farkli dozlarda demir ile beslenen baliklarin HSP90 gen ekspresyon seviyelerini
etkilenmemistir. Bununla birlikte, Fe150, Fe300 ve CMF gruplarinda sicaklikla birlikte
anlaml miktarda artis gézlenmigstir. Calismamizla uyumlu olarak, yine alabaliklarda yapilan
bir calismada su sicakhdini ginde 1°C arttrarak 18°C’den 24°C’ye cikartildiginda karaciger
dokusundaki HSP 90 gen ekspresyonlarinin dramatik sekilde arttigi bildirilmistir (Li ve ark.,
2017). Sonug¢ olarak c¢alismamizda, hem demirin hemde termal strese maruz birakilan
alabaliklarin HSP70 ile HSP90 gen ekspresyon yanitlarinin indiklenmesinin ve galisma
mekanizmalarinin farkh oldugu goériimustir ve bu mekanizmanin daha detayli ¢alismalarla

ortaya cikariimasi gerektigi disunulmektedir.

5.2. IL1-B mrna ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

IL1-B glcli pro-inflamatuvar etkiye sahip bir sitokindir ve enfeksiyon ve vicut hasari
gibi durumlarda konagin dogal bagisiklik yanitini baglatan ve guclendiren bir rol Ustlenir. IL-
1B organizmalarin enfeksiyona yanit vermesini saglayan ve inflamasyona yol acan bir dizi
reaksiyonu indikleyen en dnemli erken yanit proinflamatuvar sitokinlerinden biridir (Wang
ve ark., 2006). Calismamizda, besleme sonunda IL1-f gen ekspresyon seviyeleri Fe300 ve
Fe600 gruplarinda FeO ve CMF grubuna goére daha yuksek bulunmustur. Bu durumda
Fe300 ve Fe600 gruplarindaki demir miktarinin baliklarda enflamasyon olusturdugu
sonucuna rahatlikla varilabilmektedir. Benzer sekilde, Fazelan ve ark. (2020) sazan
baliklarinin bakira maruz birakildiginda, inflamatuvar cevaplarinin tetiklendigini ve IL1-B

ekspresyonunu arttirdiklarini bildirmigtir. Kou ve ark. (2023) yiiksek dozda cinko iceren
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yemlerle beslenen iri agdizli levrelerin (Micropterus salmoides) IL1-B ekspresyonunu
arttirdigini  belirtmistir. Calismamizda, termal stres sonunda ise Fe300 ve Fe600
gruplarindaki IL1-B ekspresyonlari anlaml derecede diserken, Fe150 ve CMF gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kismen artmistir. Termal stresin Atlantik cod
baliklarinda (Gadus morhua; Pérez-Casanova et al., 2008), Atlantik somonunda (Salmo
salar) IL1-B ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Zanuzzo ve ark., 2020). Calismamizdaki
Fe150 ve ticari yemle beslenen grubun (CMF) sicaklik stresine karsi IL1-B ekspresyonunu
arttirmasi literatir ile uyumludur. Diger taraftan, Fe300 ve Fe600 gruplarinin besleme
sonunda zaten yiksek olan IL1-B ekspresyonunu azaltmasi sitokinlerin stresle bas
edememesinden kaynaklabilir. Ayni sekilde, Fe0 grubunun hem besleme hem de termal
stres sonunda disuk pro-inflamatuvar IL1-f ekspresyonu gdstermesi malnitrisyona bagli

olarak gerekli bagisiklik tepkisini gdsterememesinden kaynaklanabilecegi distnulmektedir.

5.3. Cas3 mrna ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi

Strese karsli, hucrelerin gesitli koruyucu mekanizmalari olsa da, hlcrelerin stres ile
basa cikma yeteneginin Ustindeki bir stres artisi, hlcre sinyallemesinin bozulmasina,
kapsamli DNA hasarina ve hlcre apoptozisine (programlanmig hicre 6limu) yol acabilir
(Chandra ve ark., 2000). Hucrelerde meydana gelen apoptoz canlinin gelisim, doku
homeostazinin saglanmasi ve bagisiklik tepkilerinde ¢ok rol oynayan énemli yaygin bir
fizyolojik suregtir. Diger taraftan kaspazlar (sistein aspartik asit proteaz) ise bir protein ailesi
olup, apoptoz olusumunda énemli rol oynarlar ve bu aileden kaspaz-3 hicresel yapi ve
fonksiyon kaybina yol acarak apoptotik hiicre élimine neden olur (Cheng ve ark., 2015).
Calismamizda besleme denemesinin sonunda, Fe300 ve Fe600 gruplarinin Cas3 gen
ekspresyonlarinin Fe150 ve CMF gruplarina gére daha ylksek oldugu belirlenmistir.
Calismamizla uyumlu olarak, Nawaz ve ark. (2006) in vitro alabalik hepatositlerinin bakira
maruz birakildiginda Cas3 ekspresyonlarini arttirdigini bildirmistir. Bu veriler géz 6nlinde
bulunduruldugunda, artan demir dozlarinin baliklar icin normalin (zerinde bir stres
olusturup hlicre hasarina yol actigi distnutlmektedir. Bununla birlikte, galismamizda termal
stresle birlikte gruplarin Cas3 gen ekspresyonununda artis olmustur ancak sadece Fe150
ve CMF gruplarinda istatistiksel bir artis gézlenmistir. Benzer seklide dusik sicakhia maruz
kalan turuncu benekli kaya baliklarinda (Epinephelus coioides) (Sun ve ark., 2019), akut
sicaklik artisinda balon baliklarinda (Takifugu obscurus) (Cheng ve ark., 2015) ve
alabaliklarin beyin dokularinda (Topal ve ark., 2021) Cas3 gen ekspresyonunun arttirdigi
ortaya konulmusgtur. Dolayisiyla termal stresin baliklarda doku hasarinin olusumuna neden
oldugu aciktir. Calismamizdaki Fe150 ve CMF gruplarinin Cas3 aktivasyonu diger gruplara

goOre besleme finalinde daha distk iken termal stres sonrasinda anlamli derecede artmasi
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termal stres sonrasindaki HSP70 gen ekspresyon seviyelerinin azalmasi ile uyumludur. Bu
durumda olusan hasara karsi hlcrenin protein onarimi yerine apoptoza ugradigi sonucuna
varilabilmektedir (Beere 2004).

6. SONUC VE ONERILER

e Calismamizda kullandigimiz bitkisel bazli yem formilasyonunda demir ilave
edilmeyen sadece yem hammaddelerinin (mineral mix dahil olmak tzere) icindeki
demir miktari ile beslenen FeO grubu baliklari, gerekli bagisiklik yanitlarini
gOsterememisgtir.

e Besleme denemesi sonunda, Fe300 (toplam 403,4 mg/kg yem) ve Fe600 (toplam
741 mg/kg yem) grubundaki baliklarin 6zellikle IL1 B ve Cas3 gen ekspresyon
parametrelerinin  diger gruplara gore daha ylksek olmasi g6z &nidnde
bulunduruldugunda bu dozlarda demirin baliklar icin stres kaynagi olusturdugu
dusinulmektedir.

e Fel50 ve CMF (ticari yemle beslenen) gruplarin besleme denemesi sonunda IL1
ve Cas3 gen ekspresyonlarinin benzer olmasi Fe150 demir dozunun baliklar igin
kabul edilebilir diUzeyde oldugu sonucuna varilabilir.

e Farkli dozlarda demir ile beslenme HSP90 gen ekspresyonlarini etkilememistir.
Ancak termal stress sonrasinda Fe150,Fe300 ve CMF gruplarinda anlamli diizeyde
artmistir.

e Termal stres sonunda Fe0 grubu haricindeki batin gruplarda hsp70 gen ekspresyon

seviyeleri azalmigtir.

Sonug¢ olarak, farkli dozlarda demir ilave edilen yemlerle beslenen gokkusagi
alabaliginda HSP70,HSP90, IL1 B gen ekspresyonlari Gzerine etkisinin degerlendirildigi
bu caligmada, deneme gruplar arasinda 150 mg/kg yem demir ilave edilen (toplam
~270 mg/kg yem) yemle beslenen gokkusagi alabaliginda antioksidan sistem ve termal
strese kargi daha iyi yanit verdigi gézlenmistir. Bu miktarda ticari yemdeki demir miktari

(253 mg/kg yem) ile uyumludur.
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