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ARI SUTUNUN ZEBRA BALIGI (Danio rerio) DIYETLERINDE BAZI BUYUME
(GH ve IGF-1) ve IMMUN SISTEM (TGF-$) DOKU SPESIFiK GEN
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Danisman: Dog. Dr. Erciiment AKSAKAL

Bu c¢aligmada Zebra balig1 (Danio rerio) diyetlerine farkli oranlarda (%0,0 (D1), %0,1 (D2),
%0,4 (D3), %1,6 (D4) ve %6,4 (D5)) ilave edilen ar1 siitiiniin baz1 biiyiime (GH-1 ve IGF-1)
ve immun sistem (TGF-f) hormonlar iizerine trankriptomik seviyede etkileri aragtirilmistir.
Bu amagcla 8 hafta boyunca beslenen baliklardan deneme baslangici ve sonunda kas,
karaciger ve bobrek doku ornekleri alinmigtir.  Bu dokulardan RNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve Real time PCR uygulamalar ile biiyiime hormonu (GH-I), insiilin benzeri
biiyiime hormonu (IGF-1) ve transforme biiyiime faktorii beta (TGF-£) gen ekspresyonlari
belirlenmistir. Ayrica; hepato somatik indeks, spesifik biiyiime orani, oransal biiylime, yem
degerlendirme oran1 ve yasama giicii oranlar1 belirlenmistir.

Biiyiime parametreleri bakimindan diyet gruplar1 arasinda p>0,05’e gore dnemli bir farklilik
goriilmemistir. Bobrek dokularindaki GH-I mRNA seviyesi gruplar arasinda farklilik
gostermemesine ragmen, kas dokusunda D4 ve karaciger dokularinda D5 grubunda en
yiiksek degerde oldugu belirlenmistir. IGF-I mRNA seviyesi tiim dokularda en yiiksek D5
grubunda tespit edilmistir. TGF-f kas dokusunda farklilik goriilmezken, karaciger
dokusunda en yiliksek D3 grubunda ve bdbrek dokusunda da D1 grubunda gorilmistiir.
Tim diyet gruplarina gen ekspresyonu agisindan bakildiginda GH-1 ile IGF-I arasinda
dogru bir orant1 oldugu sonucuna varilmistir.

Sonu¢ olarak, diyetlere artan oranda ari siitii ilavesinin Zebra baliklarinda biiyiime

hormonlarina ait genleri (GH-1, IGF-I) 6nemli derecede artirdigi ve biiylimeyi inhibe eden
TGF-f’y1 azaltarak transkriptomik seviyede olumlu etkiledigi kanatine varilmistir.

2015, 74 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ar siitii, zebra baligi, biiyiime, immiin sistem, gen ekspresyonu
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EFFECT of ROYAL JELLY on SOME GROWTH (GH and IGF-1) and IMMUNE
SYSTEM (TGF-g) TISSUE SPESIFIC GENE EXPRESSION
in ZEBRA FISH (Danio rerio) DIET
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In this study, effects of different level (0.0% (D1), 0.1% (D2), 0.4% (D3), 1.6% (D4) and
6.4% (D5)) of royal jelly in Zebra fish (Danio rerio) diets were investigated on some
growth (GH-1 and IGF-I) and immune system (TGF-f) hormones at transcriptomic level.
For this purpose, muscle, liver and kidney tissue samples were obtained from fish which
was feed during 8 weeks. Growth hormone (GH-I), insulin like growth factor (IGF-1) and
transforming growth factor beta (TGF-f) gene expression were determined from these
tissues by RNA isolation, cDNA synthesis and Real time PCR applications. Also,
hepatosomatic index, specific growth rate, relative growth rate, feed conservation rate and
survival were calculated. No significant difference was observed on growth parameters in
diet groups (p>0.05).

No significant diferences were observed in the growth parameters between the dietary
groups (p>0.05). Although GH-I mRNA levels were no different on kidney among the
groups, the highest value was determined on muscle tissue of D4 and on liver of D5
(p>0.05). The highest level of IGF-I m RNA level was observed on D5 group in all tissue.
The highest TGF-# mRNA level was detected in liver tissue of D3 and kidney tissue of D1,
while TGF-f mRNA level in muscle tissue was no difference in all diet groups. It was
concluded that a direct proportion between GH-I/IGF-1 in all dietary groups.

At the and of experiment, higly supplemented royal jelly in zebrafish diets was increased
growth hormone genes (GH-l, IGF-1) expression and was inhibited TGF-f on
transcriptomic level.

2015, 74 pages

Keywords: Royal Jelly, zebra fish, growth, immune system, gene expression
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1. GIRIS

TUBITAK tarafindan olusturulan Vizyon 2023 Teknoloji Ongérii Calismasi raporunda
biyoteknoloji, en kritik bes teknoloji faaliyeti arasinda yer almis ve Tirkiye'nin
gelecekte biyoteknoloji alaninda kiiresel bir giic haline gelme potansiyeline sahip
oldugu belirtilmistir. Son yirmi yilda, molekiiler biyoloji ve gen teknolojileri
alanlarindaki arastirmalarin ivme kazanmasi ile beraber biyoteknoloji hizla gelisen bir
bilim dali olmustur. Biyoteknoloji, diinyanin kars1 karsiya kaldig1 bircok saglik, dogal
kaynak ve ekosistemlerin siirdiiriilebilirligine iliskin sorulara teknolojik ¢oziimler
sunmakta ve farkli endiistrilerdeki kullanimlar1 ile verimlilik artisina biiyiik katkilar
saglamaktadir. Tarim alanlarinin yanlis degerlendirmeler sonucu giderek azalmasi
insanoglunun yiizlinli alternatif olarak okyanuslardan elde edilen tiikketime uygun veya
herhangi bir hizmet amaclh kullanilabilecek sucul organizmalara c¢evirmesine neden

olmustur (Anonim 2015).

Son yillarda molekiiler genetik alanindaki gelismeler dogrultusunda, besin dgelerinin
daha iyi taninmasi ve beslenme bilincinin artmasiyla nutrigenomik bilimi, ¢ok tartigilan
ve ilgi ¢eken bir alan haline gelmistir. Beslenme ile genetik yapi arasindaki iliskilerin
anlasilmasi hayvan yetistiriciliginde maliyetin 6nemli bir kismin1 kapsayan yemlerin
oneminin kavranmasini ve hayvan besleme konusunda yeni besleme programlarinin
olusturulmasini tesvik etmistir. Genomik, proteomik, transkriptomik ve biyoinformatik
teknolojilerindeki gelismeler hayvanlarin beslenmesinde bu iligkilerin temelinde yatan
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasin1 saglamistir. Bu teknolojiler sayesinde, daha
dengeli rasyonlar hazirlanarak, ileride daha saglikli, ekonomik hayvansal iirtinler

gelistirmek ve hastalik risklerini azaltmak miimkiin olabilecektir (Ipcak vd 2015).

Gerek niifus artis1 gerekse refah seviyesinin yiikselmesi sonucu su iiriinlerine olan talep
artisinin ancak yetistiricilik yoluyla takviye edilebilecegi degerlendirilmektedir (Sahin
2003). Sucul organizmalarin insan gida tiiketiminde kullanilmasina yonelik yapilan
caligmalarin basinda kiiltiir balik¢ilig1 gelmektedir. Ulkemizde 1970°li yillarda baslayan

kiiltir balikgiligi uygulamalarinda hizli bir gelisme kaydedilmesine ragmen heniiz



gelismis tlkelerdeki yetistiricilik potansiyeline ulasilamamistir. Dolayisiyla bu konuda
yapilacak c¢aligmalarin 6nemi ve geregi ciddi bir ihtiya¢ olarak ortaya c¢ikmaktadir

(Yavuzcan vd 2010).

Son on yil igerisinde, diinyadaki Kkiiltiir balik¢iligi iiretimi Yyiiksek oranda artis
gostermistir. Ancak balik yemlerinde kullanilan balik kaynaklt hammaddeler iiretimdeki
artis talebini karsilayamayacak duruma gelmistir. Yetistiricilikteki bu artisin beklenen
seviyede ve siirdiiriilebilir bir sekilde devam edebilmesi icin ihtiyag duyulacak yem
hammaddelerinin nasil ve nereden karsilanacagi konusu bilim insanlarinca ve 6zellikle
balik besleme uzmanlari tarafindan cevap aranan 6nemli bir konudur. Bu kapsamda
yetistiriciligin aynt hizda biliylimesini silirdiirmesi alternatif yem kaynaklarinin
arastirilmasina, yem ve besleme tekniklerinin gelistirilmesi ile ilgili Ar-Ge

calismalarina ihtiyag¢ vardir (Erglin 1997).

Kiilttir balik¢iliginin en yiiksek girdisini %65-70 oraninda balik yemi olusturmaktadir.
Bu konuda yapilan ¢alismalar genellikle balik yemi endiistrisinde balik yagi ve ununa
ikame olarak kullanilabilecek farkli yag ve protein kaynaklarinin arastirilmasi iizerine
yapilmistir. Bunlarin baginda balik yagi liretimi bakimindan daha dengeli ve daha ucuz
bitkisel yag kaynaklar1 gelmektedir. Bitkisel kaynakli yaglarla yapilan ¢alismalar, bu
yag kaynaklarmin kismen veya tamamen balik yagmin yerine baliklarin biiylime
performansint  olumsuz yonde etkilemeden kullanilabilecegini gdstermektedir

(Dernekbasi ve Karayiicel 2010).

Kiltiir balik¢iliginda, baliklarin  metabolizmalarinda bulunan fakat istenmeyen
bilesikleri daha az ve dogal olarak sentezlenmeyen ancak insan tiilketiminde 6nem arz
eden bilesikleri de daha fazla igermesi arzu edilmektedir. Farkli organizmalardan elde
edilen ve bilimsel ¢aligmalarda etkinligi kanitlanmis katki maddeleri ya da farkh
bilesikler, daha kisa siirede, istenilen biiylikliikte ve olgunlukta balik elde edilmesi
amaciyla diyetlerde kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kullanilan katki maddelerine
konjuge linoleik asit (Ramos et al. 2008; Kennedy et al. 2007), misir gluteni (Sugiura et
al. 1998), soya kiispesi (Hertrampf and Pascual 2000), kanola tohumu yag1 (Thiessen



2004) ornek verilebilir. Ozellikle saglik {izerine sasirtict dlgiide olumlu etkilerinden
dolay1 son yillarda ar siitii tizerine olan ilgi de olduk¢a yogunluk kazanmistir. Bal, ar1
poleni, ar1 siitii, propolis ve ar1 zehri gibi ar1 {irlinleri besleyici 6zellikleri ve saglik

tizerine olumlu etkileri nedeniyle son yillar da arastiricilarin ilgi odagi olmustur.

1.1. Zebra Bahgi (Danio rerio) Hakkinda Genel Bilgiler

Zebra Baligi (Danio rerio) ozellikle Giineydogu Asya’da, Dogu Hindistan'in Ganj
Bolgesi'nde, Pakistan'da, Banglades'te, Nepal'de ve Myanmar'da goriilmektedir. Suyun
yavas hareket ettigi yerlerde (havuzlar, goletler, goller, kanallar ve piring tarlalari) ¢ok
bulunmaktadir. Zebra baliklar s1g, oksijence zengin, berrak ve bitki Ortiisiiniin sik
oldugu sularda dagilim gostermektedir. Zebra baliklar1 sicakligi 26+£2°C olan sularda
stiri halinde yasamaktadirlar (Delaney et al. 2002; Spence et al. 2006; Vargesson
2007).

Cizelge 1.1. Zebra Baliginin Ozellikleri (Fang 2003)

Balik Tiirii Zebra balig1
Familya Cyprinidae
Latincesi Danio rerio
Ingilizcesi Zebrafish

Zebra balig1 ismini viicudunun lateral bdlgelerinde bulunan
cizgilerden almaktadir. Viicut yapisi narin ve yanlardan
basiktir. Agizlar1 iist konumludur. Disi baliklar erkeklere
nazaran daha iri ve daha belirgin karin ¢izgilerine sahiptir.
Erkek baliklarda altin, disi baliklarda ise sarimsi beyaz renk
tizerinde parlak mavi bantlar vardir. Erginlesmemis erkekler
Morfolojik Yapis1  disilere nazaran daha biiyiik anal yiizgeclere sahiptir.

Maximum Boy 5cm
Ortalama Boy 2-3cm
Maximum Agirhk 2 gr

Ortalama Agirhk 0,5¢r

Model organizma olarak Zebra Balig1 (Danio rerio)’nin avantajlart (Langenau et al.
2003);



e Ucuz olmalari,

e Yeterli kaynak birikiminin bulunmasi,

e Biyolojik safhalarinin iyi bilinmesi,

e Dis dollenmeyle iiremeleri,

e  Optimum fotoperiyod kosullarinda ¢ok sayida yumurta vermeleri,
e  Uygun kosullar altinda bakiminin kolay olmasi,

e Jenerasyonlar arasi siirenin kisa olmasi,

¢ Embriyonik gelisiminin kolayca izlenebilmesi ve miidahale edilebilirligi,
e Kolay kiiltiire alinmasi,

e Deney manipiilasyonlarina uygun olmasi,

e Etik acidan herhangi bir sorun teskil etmemesi

e Insan genomu ile homolojisinin yiiksek olmasi

e Genetik analizler i¢in ¢alisilmasinin kolay ve uygun olmasi

e Genomunun 1,7 milyar baz ¢iftine sahip olmasidir.

1.2. An Siitii

Ar tirlinleri arasinda besin maddesi bakimindan en zengin olan ar1 siitiiniin ilk kez 1623
yilinda sadece ana ar1 igin iiretildigi belirlenmistir. Ingilizce’de krallara 6zgii anlaminda
“Gelatine Reale” sonralar1 “Royal Jelly” ad1 verilmistir (Lannuzzi 1990). Ar siitli geng
is¢1 arilarin kafa ici salg1 bezleri ile yutak bezi tarafindan geng larva ve ergin ana armin
beslenmesi i¢in salgilanmaktadir. Ar siitii, kremsi kivamda homojen bir maddedir. Sari,
beyazimsi bir renge sahiptir. Ancak depo edildiginde sar1 renkte koyulasma meydana
gelmektedir. Fenolik bir kokuya ve eksi bir tada sahiptir. Yogunlugu yaklagik 1,2
glem®tiir (Lercker et al. 1992). Kolonide bulunan biitiin arilarin (ana ari, is¢i ar1 ve
erkek ar1) larval doneminde ilk {i¢ giin boyunca farkli igerikte olan ari siitleriyle
beslendigi, fakat ana ar1 larvasinin tiim hayati boyunca beslenmesinde kullanilan ar
stitii iceriginin en kaliteli 6zellige sahip oldugu bulunmustur. Bu nedenle ana ar1 ayni
dollenmis yumurtadan gelismekle birlikte morfolojik, fizyolojik ve davranis 6zellikleri
bakimindan isci arilardan farklilik gosterir. Ornegin is¢i aridan daha uzun viicut

yapisina sahiptir, koloniyi birarada tutan feromonlar salgilar ve is¢i arilarin



yumurtaliklar1 gelismemistir. Bununla birlikte is¢i arinin ortalama dmiir uzunlugu yaz
aylarinda 30-40 giin iken ana ar1 ortalama 5 yil yasayabilmektedir. Ayrica sinif
farkliliginin diizeyi ile iiretilen ar1 siitii miktar1 ve igerigi; koloni, hasat mevsimine ve
sikligina populasyonunun biiytlikliigline, besleme sekline, arilarin bulundugu cografi
kosullara, iklime, nektar kaynagina ve ar1 genotipine bagli olarak degisebilmektedir
(Kutluca vd 1998; Zheng et al. 2011). Koloni sayisinca asilanan larva sayisi
yiikseldikge, yiiksiik bagina iiretilen ari siitii miktar1 azalmaktadir (Jianke et al.1995). RJ
protein (%12-15), sekerler (% 10-16), lipidler (%3-6), vitaminler ve serbest amino
asitler den olugmaktadir ve halk tibbinda besleyici 6zellikleri ile medical amagl
kulllanilmaktadir (Howe et al. 1985). Buna ilavaten vitaminler (biyotin, folik asit,
inositol, niyasin, pantotenik asit, piridoksin, riboflavin, tiyamin, vitamin E) ve
mineraller (bakir, ¢inko, demir, kalsiyum, manganaz, potasyum, sodyum) i¢cermekte 10-
HDA, antibakterial proteinler, ireme sistemi gelisimini stimiile eden faktor (350-kDa
protein) ve monosit stimiile eden faktor gibi bilesenler de igermektedir (Lercker et al.
1981; Nagai and Inoue 2004). An siitiindeki seker icerigi 6nemli derecede glikoz ve
fruktozdan, diisiik seviyede de sakkarozdan olusmaktadir (Lercker et al. 1982). Larvada
kas gelisiminin tamamlanmasinda ar1 siitii iceriginde bulunan glikoz seviyesi biiyiik
Onem tagimaktadir. Geng¢ ana ar1 larvalarinin beslenmesinde kullanilan ari siitiindeki
seker diizeyinin daha fazla olmasi, ana arilarin diger ar1 fertlerinden daha giiglii fiziksel
ozellikler kazanmasini saglamaktadir. Ar siitiinde bulunan karbonhidratlar, besleyici
arilar i¢in uyarici etki yapmakta ve daha ¢ok ar siitii tiretimini tegvik etmektedir (Piana
1996). Ar siitii kalitesi, i¢indeki 10-HDA oranina goére belirlenmekte ve kaliteli bir art
sitiinde %1,4 ile %1,8 oranlarinda bulunmasi istenmektedir. Bu miktar, ar1 siitiiniin
bulundugu bolgenin vejetasyonuna ve ar siitii hasadinda yapilan uygulamalara gore

farklilik arz etmektedir (Dogaroglu 1993; Sahinler vd 2005).

Ar siitli, geng larvalar ile ergin ana ariy1 beslemek i¢in geng is¢i arilarin hipofaringeal
salg1 bezlerinden salgilanan bir ar1 {iriinlidiir. Beyazdan sartya donen rengi, keskin,
kendine has bir kokusu ve tadi vardir. Bu duyusal 6zellikler ar1 siitlinlin kalite kriteri
olarak olduk¢a onemlidir. Ar siitii dondurulmus bir sekilde depolanmalidir (Bogdanov

2008). Ar siitiiniin besinsel igerigi Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’te verilmistir.



Cizelge 1.2. An siitiiniin igerigi (Sabatini 2009)

Icerik (%) Taze ari siitii (%) Liyofilize ar1 siitii (%)
Su 60-70 <5

Protein 9-18 27-41
Karbonhidrat 7-18 -

Yag 3-8 8-19

Fruktoz 3-13 -

Gulukoz 4-18 -

Sakkaroz 0,5-2,0 -

10-HDA >1,4 >3,5

pH 3.4-45 3.4-4.5

Cizelge 1.3. Ar siitiiniin besinsel igerigi (Vecchi 1988)

Mineraller An Siitii (mg/100 g) Vitaminler An Siitii (mg/100 g)
Potasyum (K) 200-1000 Niyasin(B3) 4,5-19
Kalsiyum (Ca) 25-85 Piridoksin (B6) 0,2-5,5
Magnezyum(Mg) 20-100 Tiyamin (B1) 0,1-1,7
Cinko (Zn) 0,7-8 Riboflavin (B2) 0,5-2,5
Demir (Fe) 1-11 Pantotenik Asit(B5) 3,6-23
Bakir (Cu) 0,33-1,6 Folik Asit (B9) 0,01-0,06

Arn siitiinlin kompozisyonu cografik ve botanik kosullara gore degisebilmektedir. Ari
stitli giiclii biyolojik aktiviteleri nedeniyle geleneksel tipta, apiterapide, kozmetikte ve
ilag sanayinde ¢esitli amagclarla kullanilmaktadir. Ar siitiinlin antioksidatif 6zelliginin,
serbest radikallerin etkisiyle olusabilecek bir takim rahatsizliklara ozellikle kanser,
koroner ve inflamatuar hastaliklar, ndrolojik dejenerasyon ve yaglanmaya karsi insan
saglig1 tizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmektedir (Nagai et al. 2006; Buratti et al.
2007). Arn siitiiniin essiz 6zelligi Cg-Cy hidroksi grubu ve dikarboksilik yag asitlerinden
kaynaklanmaktadir (Melliou and Chinou 2005; Isidorov et al. 2009). Ar siitiiniin temel
doymamig yag asidi olan 10-HDA antibiyotik (Melliou and Chinou 2005), antitiimdral
(Townsend et al. 1959, 1960; Nakaya et al. 2007), antioksidatif (Nagai et al. 2001;
Nagai et al. 2006; Jamnik et al. 2007) ve hipoglisemik aktiviteleri (Kramer et al. 1977)
gibi ¢esitli farmakolojik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ar siitiine 6zgii olan 10-

HDA, ar siitliniin tazeligi, kalitesi ve 0zglinliiglinli ayirt etmek ve degerlendirmek i¢in



kullanilmaktadir (Sabatini et al. 2009). Arn siitiindeki 9-HDA is¢i arilar tarafindan
tiretilen 9-ODA'nin bir metaboliti olarak diisiiniilebilir (Noda et al. 2011). Bu bilesik,
krali¢ce arinin taninmasi ve balarisi kolonilerinde sinif sisteminin korunmasi ig¢in isci
artlarin yumurtalik gelisiminin engellenmesi gibi 6nemli fonksiyonlara sahip olan

taninmis bir semi-kimyasaldir (Butler 1954).

A siitliniin en dnemli komponenti olan proteinler ar siitiiniin kuru maddesinin yaklasik
% 50 sini olusturur (Rembold 1987). Ar siitiinlin major proteinleri (MRJPs) cDNA
klonlama ve sekanslama yoluyla karakterize edilmistir (Klaudiny et al. 1994). Sekiz
major ar1 siitii protein (MRJP1, MRJIP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5, MRJP6, MRJP7 ve
MRJP8) karakterize edilmistir (Albert et al. 1999). Bu proteinlerin bakici is¢i arilarin
hipofaringeal salgi bezleirnde eksprese edildigi bulunmustur (Kubo et al. 1996;
Lensky and Rakover 1983). Ar siitli proteinlerinin yiliksek antioksidan aktivite
gosterdigi ve ar1 siitii hidrolizatlarindan 14 antioksidatif peptid izole edildigini
gostermistir (Guo et al. 2005). Ar siitiinde bulunan 5,5 kDa protein olan royalisin in ve
trans-10-hydroxy-2-decenoic asidin gram (+) ve (-) bakterilere karsi antibakteriyel
aktivitesi ispatlanmistir (Fujiwara et al. 1990; Geng and Aslan 1999). MRJP lerden biri
olan MRJP1 in ED50 100 mg/ml ile kiiltiire alinmis rat hepatositlerinin proliferasyonu
ve canliligimmi gelistirdigi gosterilmistir (Kamakura et al. 2001; Kimura et al. 1995).
Buna ilaveten gastrointestinal enzim hidrolizinin bir sonucu olarak MRJP1 den
tiirevlenen peptidler spontan hipertensif ratlarda giiclii angiotensin-I converting enzim
inhibitor aktivitesi gostermektedir (Matui et al. 2002). Bunun disinda ar1 siitiiniin
¢Oziiniir fraksiyonlarinin alerjik farelerin serumundaki antijen spesifik IgE seviyelerini
diistirerek antialerjik aktivite gosterdigi ispatlanmistir, ancak bu aktiivteyi gosteren ar1

stitii bilegikleri bilinmemektedir (Kataoka et al. 2001; Oka et al. 2001).



1.3. Biiyiime (GH-IGF) ve immiin Sistem (TGF-f) hormonlar:

IGF-1 baliklarin biiyiimesini, gelismesini, farklilasmasini tesvik eden ve balik dokulari
arasinda en ¢ok karacigerde eksprese olan bir bilesendir (Reinecke 2010; Siharath et al.
1995; Dickhoff et al. 1997; Plisetskaya et al. 1998; Duan et al. 1998). Serum ve hiicre
dis1 sivilarda IGF-I, spesifik baglayici proteinlere (IGFBPS) baglanmaktadir. (Siharath
et al. 1995; Dickhoff et al. 1997; Plisetskaya et al.1998). IGFBP’ler spesifik olarak IGF
reseptorlerinin daha biiyiilk veya esit afiniteleri olan IGF-1 ve IGF-II'ye baglanan
proteinlerin bir ailesidir. Bugiline kadar memeli tiirlerinde alti farkli IGFBP ailesi,
IGFBP-1’den IGFBP-6’ya kadar belirlenmis, izole edilmis ve tanimlanmistir (Jones et
al.1995; Kelley et al. 1995). Bu proteinler, kan iginde tasiyici protein olarak gorev
yapmaktadir. IGF baglayici proteinleri IGF reseptorleri ile etkilesime girerek IGF nin

biyolojik aktivitesini diizenlemektedir.

Omurgali hayvanlarda biiylime oran1 ve siirecinin hizi, genetik ve ¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. (Cock 1969). GH, hipofiz bezinde sentezlenir, karacigerde IGF-I
salimimin1 uyarmakta ve kana verilmektedir. GH biiyiimeyi tesvik edici olarak IGF-I,
IGF-II yapisal ve proinsiilin ile ilgili 70-aa polipeptidin olugmasini tegvik etmektedir.
(Siharath 1995; Dickhoff 1997; Plisetskaya 1998; Duan 1998 ) Biiyiime hormonu (GH),
diger omurgalilarda oldugu gibi hipofiz bezinin 6n kismindan iiretilen bir hormondur.
GH tek gegisli transmembran reseptorlerine baglanarak, hedef doku icinde GH
reseptoric (GHR) olarak etki etmektedir (Pérez-Sanchez et al. 2002). Baliklarda GH,
iyonik ve ozmotik denge, lipid, protein ve karbonhidrat metabolizmasi, iskelet,
yumusak doku biiylimesi, lireme ve bagisiklik fonksiyonunun diizenlenmesi dahil

viicuttaki hemen hemen biitiin ana fizyolojik islemlere katilmaktadir (Bjornsson 1997).
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Sekil 1.1 Baliklarda GH, IGF-I sistemi (Shamblott et al. 1995; Vong et al. 2003;
Aksakal 2013)

TGF-4, cesitli hiicresel aktivitelerin diizenlemesinde gorev alan ¢ok fonksiyonlu bir
gendir. Memelilerde yumurtalik fonksiyonlari da dahil olmak {izere iiremeyi
diizenlemektedir. Baliklar gibi alt omurgalilarda TGF-fnin rolii tam olarak
anlagilamamistir. Zebra baligi’na ait TGF-f£1 geninin olgun peptid bolgeleri, diger
tirlerdeki TGF-£1 geni ile %70-75 oraninda benzerlik gostermektedir. Balik tiirleri
arasinda ilk defa Zebra Baligi’'nin Tip II reseptoriiniin ¢cDNA sekansi g¢ikartilmistir
(Kohli 2003). TGF-g ailesi yapisal olarak birbiriyle baglantili bir dizi biiyiime
faktoriinden olusmaktadir (Massague 1998; Kohli 2003). 30’dan fazla {iyesi
belirlenmistir. Bu ailenin {iyeleri iireme ile beraber birgok farkli gelisimsel ve fizyolojik
siirecten sorumludur. TGF-f’nin iic degisik formunun memeli yumurtaliklarinda
eksprese oldugu bilinmektedir. Bunlar cesitli tiirlerin yumurtalarinda ve folikiiler
hiicrelerinde tespit edilmistir. TGF-/ folikiil hiicre biiyiimesinin baskin bir inhibitorii
olarak goriilmektedir (Mulheron and Schomberg 1993). Yumurta olgunlasmasi tizerinde
uyarict ve engelleyici bir etkisi oldugu ¢alismalarda gosterilmistir. Ayrica TGF-£ nin

balik hiicrelerin de eksprese oldugu bilinmektedir (Tsafrirri 1989; Feng 1998).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bal, ar1 poleni, ar1 siitii, propolis ve ar1 zehri gibi ar1 iiriinleri besleyici 6zellikleri ve
saglik lizerine olumlu etkileri nedeniyle son yillarda arastiricilarin ilgi odagi olmustur

(Bogdanov 2008).

Kanbur et al. (2009)’na gore farelere 50 mg/kg ar siitii verilmesinin floridinin sebep
oldugu eritrosit ve karaciger dokusunda MDA seviyeleri ve SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerini, serum kolesterol, trigliserid, glikoz, total protein ve albumin seviyesi ile

AST ve ALP aktivitelerini iyilestirdigini tespit etmislerdir.

Oksidatif stres ve cisplatin-indiikleyici nefrotoksisite lizerine ar1 siitiiniin etkilerinin
arastirildig1 bir caligmada arastirma materyali olarak kullanilan ratlar iizerine kontrol,
cisplatin, arisiiti ve cisplatin ilaveli arisiitii olmak {izere sekiz gruba ayrilarak
biyokimyasal ve histopatolojik metotlar ile nefrotoksisitenin 6l¢iisii degerlendirilmistir.
Kan dokusundan BUN, alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, trigliseridt,
total kolesterol, iirik asit, total bilirubin ve total protein seviyeleri, bobrek dokusundan
ise MDA, GSHPx, SOD ve CAT aktivitelerinin dl¢timii ve histopatolojik muayeneler
belirlenmistir. Ratlara cisplatin  uygulamasit serum BUN’da ve iirik asit
konsantrasyonlarindaki énemli bir artis ile karakterize edilen bobrek hasarini arttirdigy
ve bobrekte yiiksek MDA ve daha diisiik GSH-Px, SOD ve CAT aktivitelerine sahip
oldugu bildirilmistir. CP ile iligkili RJ uygulanmis gruplarda bazi oksidatif stres
parametreleri ve belli diger biyokimyasal parametrelerde gelismeler aktarilmistir.
Boylece art siitiiniin antioksidan potansiyeli oldugu kanisi (Silici et al. 2011) tarafindan

dogrulamaktadir.

Inoue et al. (2003) diyet ar1 siitiiniin CH3H/Hej farelerinin 6miir uzunlugu ve dokudaki
DNA oksidatif hasari {lizerine etkisini aragtirmistir. Calismada 16 hafta boyunca art siitii
diyeti ilave edilmis yemlerle beslenen CH3;H/Hej farelerinde bir oksidatif stres markir

olan 8-OHAG seviyelerinin serum ve bobrek DNA’sinda 6nemli oranda distigi



11

belirlenmistir. Ote yandan, diyet ar1 siitiiniin Omiir uzunlugu iizerine etkisi
belirlenmistir. Genellestirilmis Wilcoxon testine gore orta (yaklasik 6mg/kg agirlik) ve
yiiksek (yaklasitk 60 mg/kg agirlik) doz uygulanan gruplarin %50’sinin kontrol
grubundan daha uzun siire yasadigi tespit edilmistir. Ortalama 6miir uzunlugu kontrol
grubunda 88 hafta, diisiik doz (yaklasik 0,6 mg/kg agirlik) grubunda 79 hafta, orta doz
grubunda 112 hafta, yiiksek doz grubunda ise 110 hafta olarak belirlenmistir. Kontrol
ile mukayese edildiginde art siitiiniin ortalama 6miir uzunlugunu yaklasik %25 oraninda
uzattigl, ancak toplam Omiir uzunlugunu uzatmadigr kaydedilmistir. Arastirma
sonucunda ar1 siitiiniin CHzH/Hej farelerinde oksidatif hasar1 azaltma yoluyla ortalama

Omiir uzunlugunu arttirdig1 saptanmistir.

Ratlar iizerinde yapilan bir baska ¢alismada ise parasetamol ile indiiklenen karaciger
hasarinda kontrol dahil alt1 gruba ayirdigi deneklere agiz yoluyla RJ ve PAR’1n farkli
konsantrasyonlarini farkl siirelerde (200mg/kg RJ bir giin, 200 mg/kg RJ 7 giin, 400
mg/kg PAR bir giin, 400 mg/kg PAR+ 200mg/kg RJ bir giin, 200mg/kg RJ+400 mg/kg
PAR 7 giin) uygulanmistir. Kontrol grubuna goére serumda ALT, AST ve ALP
karacigerde MDA o6nemli derecede artig gosterirken karacigerde GSH-Px seviyesinin
benzer sekilde azaldig: bildirilmistir. Diger taraftan uzun siireli RJ uygulanan 6. grupta
biyokimyasal parametreler bakimindan anlamli degisikliklerin oldugu aktarilmistir

(Silici et al. 2009).

Spermiyotoksisiteye yol agan sisplatin iizerine ar1 siitiiniin antiosidatif etkisini
arastirmak icin kantitatif, biyokimyasal ve histolojik yontemler kullanilmistir (Silici et
al. 2009). Bu amagla, si¢anlara sisplatin intra peritonal olarak 7 mg/kg tek doz seklinde,
ar siitli ise 50 ve 100 mg/kg dozlarinda on giin boyunca gavaj yoluyla uygulanmistir.
Calismada sperm karakteristikleri, testise ait histolojik bulgular, plazma testosteron
seviyeleri ve testis dokusunun oksidatif stres durumu gibi lireme organlarinin 6zellikleri
aragtirtlmistir. Arastirma sonucunda ar1 siitiinde sisplatinin neden oldugu testis,
epididimis, seminal vezikiil agirligindaki ve prostat boyunca epididimal sperm
konsantrasyonu ve hareketindeki azalmay: iyilestirdigi tespit edilmistir. Kontrol grubu

ile mukayese edildiginde yalniz sisplatin uygulanan gruplarda siiperoksit dismutaz,
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katalaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerinin onemli oranda azaldigi, testislerdeki
malondialdehit konsantrasyonunda artigin oldugu belirlenmistir. Ote yandan sisplatin
verilen siganlara ar1 siitli uygulandiginda malondialdehit seviyesinde azalis, siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinde artis gézlenmistir. Calismada
sisplatine  bagli testislerdeki histopatolojik bulgulardaki degisimler ar1 siitl
uygulamasiyla kismen tersine donmiistiir. Mevcut calismanin sonuglart ari siitiiniin
antioksidan potansiyelini dogrulamis ve sisplatine bagli sperm toksisite mekanizmasinin

anlasilmasina katki saglamistir.

Arn siitinliin artan konsantrasyonlar ile standart kiiltiir ortam1 ilave edilen ortamda
yetistirilen Drosophila melanogaster’in canliligi, gelisme zamani, viicut biyiikligi,
verimliligi, yasam dongiisii ve genis Olciilii genom transkripsiyon miktarlarinin
Olciildiigli bu calismada, ar1 siitlinlin diisiik konsantrasyonlarmin viicut biiyiikliikleri
tizerine her iki cinsiyette 6nemli farkliliklar olusturdugu, yiiksek konsantrasyonlarinin
ise viicut buytkliigiinii azalttigi, 6lim oranini arttirdigi, yasam dongiisiinii kisalttigi ve
verimliligi azalttigi bildirilmistir. Ayrica her iki cinsiyet i¢in ar1 siitli artan
konsantrasyonuna bagli olarak gelisim siirelerini uzattigini tespit etmislerdir. Hizlanmig
yaglanma siireci ve kisalmis yasam dongiisiine sebep olabilecek biyosentez ve
detoksifikasyonu igeren transkripsiyonel degisiklikler besinlerden saglanan fazla
miktarda ar siitlinden korunmak i¢in hiicresel islemlerdeki degisiklikler ile baglantili

oldugu Shorter et al (2015), bildirmistir.

Diger bir organizma olan hemstirlar iizerine Kohguchi et al. (2004), tarafindan yapilan
bir arastirmada ise testikiiler fonksiyonlar lizerine RJ ile beslenmenin uzun stireli etkisi
arastirilmistir. Bu ¢alismada 32 haftalik erkek altin hamsterlar 0 pg/g ar1 siitii igeren
kontrol diyeti, 50 pg/g’lik ar siitii veya 500 pg/g’lik ar siitii igeren diyetler ile 12 hafta
boyunca beslenmislerdir. Deney sonunda hamsterlar testikiiler fonksiyonlari igin intra—
testikiiler serbest TM ve histopatolojik degisiklikleri a¢isindan degerlendirilmistir. Ari
stitii kullanilan gruplar doza bagli olarak kontrol gruplarina karsin daha yiiksek TM
seviyeleri ve daha yogun spermatogenez gostermislerdir. Spermatogenezis ve TM

seviyelerinin yogunlugu diyet grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla p<0.01
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ve p<0.05 gibi anlaml farkliliklar géstermislerdir. Bu sonuglar ari siitii ile uzun siireli
beslenmenin erkek hemstirlarda testikiiler fonksiyonlarin yasa bagli olarak azalmasin

engelledigini gostermektedir.

Gmez-Requeni et al. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada lisin ilaveli diyetlerin Zebra
baliklarinda metabolik etkilerini 2 boyutlu proteomik jel elektroforezi kullanarak
aragtirmiglardir. Zebra baligindaki amino asit profilleri dikkate alinarak olusturulan 3
farkl1 diyetten birincisi kontrol grubu (2,47 gr/kg lisin igeren), ikincisi eksik lisin ilaveli
(1,34 gr/kg lisin igeren) ve tgiinciisii ise asir1 lisin ilaveli (4,63 gr/kg lisin igeren)
diyetlerdir. Baliklar post fertilizasyon sonrasi 33. giinden 49. giine kadar bu 3 diyetle
beslenmislerdir. Lisin eksikliginin baliklardaki biiyiimeyi olumsuz yonde etkiledigi
tespit edilmistir. Karsilagtirmali proteomik analizlerde gruplar arasinda 45 farkh
noktada farkli sekillerde ekspresyon oldugu gozlenmistir. Bu proteinlerin 29 tanesi
kastaki bliylimeyi, enerji-lipid metabolizmasimi, g6z lensi farkliligini, saperon
aktivitesini ve apoptosizi agiklayict proteinler olarak tanimlanmistir. Zebra baligi
diyetlerinde lisin eksikliginin kas proteinlerinde azalmaya, enerji kaybina, biiyiimede
yavaglamaya ve apoptozise, asir1 lisin ilavesinin ise glikoliz, steroid ve iireme

hormonlarinda artisa neden oldugu bildirilmistir.

Karanth et al. (2009) balik yagi, aycicek yagi, keten tohumu yagi ve diisiik yag icerikli
diyetlerle 10 hafta siireyle beslenen Zebra baliklarinda yag asidi baglayici protein
(fabps) genlerinin ekspresyon dereceleri ve yag asidi profilleri arastirilmistir.
Diyetlerdeki farkli yag asitleri kaynaklar ile beslenen baliklarda bagirsak, beyin, kas ve
karaciger dokularinda farkli yag asidi profilleri tespit edilmistir. Beyin dokusunda
fabp7b gen ekspresyonu linoleik asit¢e zengin diyetlerle, bagirsak dokusunda fabp1b ve
fabp7b gen ekspresyonu linolenik asit¢e zengin diyetlerle, karaciger dokusunda fabp7b
gen ekspresyonu diisiik yag icerikli diyetlerle ve kas dokusunda fabp7b gen
ekspresyonu linolenik asitge zengin ve diisiik yag icerikli diyetlerle beslenen baliklarda
artis gostermistir. Fabps genlerinin ekspresyon derecelerinin bu genlere ait hnRNA

miktarlari ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir.
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Genetigi degistirilmis bitkisel kaynaklarin model organizma iizerinde etkilerini
belirlemeyi amagladiklar1 ¢alismada; GM ve non-GM soya ve musir igeren diyetlerin
Zebra baliklarinin yem degerlendirme, biiylime, strese karsi yanitini aragtirmis ve
baliklarin agirliklarinin iki katina ¢iktigini belirlemislerdir. Her iki musir kaynagi
karsilastirildiginda biiyiime bakimindan GM igeren yem ile beslenenlerin digerine gore
bliyiime oraninin yiiksek oldugu ancak SOD-1 ve HSP-70 mRNA ekspresyon
seviyesinin diisiik oldugu goériilmiistiir. Modifiye triinlerin cinsiyet iizerine etkilerinin
ayr1 oldugu 6zellikle SOD-1 bakimindan erkek ve disi baliklarda istatistiki olarak farkli
oranlarda mRNA seviyesi oldugu bildirilmistir (Sissener et al. 2010).

Vitamin E’nin fetal gelisimdeki roliinii incelemek amaciyla model organizma olarak 4-
6 haftalik Zebra baliklarinin kullanildigi bu c¢alismada baliklar kontrol diyeti, o-
tokoferol ilaveli (E+) ve ilavesiz (E-) diyetlerle 1 yasina kadar beslenmislerdir. Tiim
gruplar benzer biiyiime oranlari gostermistir. Vitamin E eksikliginin yetigkin Zebra
baliklarinda norolojik hasarlara neden oldugu belirlenmistir. Bu {li¢ grupta da
karacigerdeki oksidatif stres ve apoptozis genlerinin ekspresyonlarinda herhangi bir
varyasyona rastlanmamustir. Vitamin E ilavesiz diyetlerle beslenen yetiskin baliklardan
yumurta elde edilmis ancak elde edilen embriyolarda yine vitamin E eksikligi
gozlenmistir. Ayrica bu gruba ait embriyolarda fertilizasyon sonrasi 24. saatte yiiksek
oranda Oliimler, 120. saatte ise anomali ve Oliimler tespit edilmistir. Bu arastirma
vitamin E’nin Zebra baliklarinin embriyonik gelisimleri igin gerekli oldugunu gosteren

ilk caligmadir (Miller et al. 2012).

Benzer diger bir ¢alismada ise Lebold et al. (2011), yagda ¢oziinebilen o-tokoferol
PUFA’nin yapisinin korunmast igin gerekli oldugundan Zebra baliklarinda a-tokoferol
eksikligi durumunda PUFA yapisinin bozuldugu hipotezini sunmuglardir. Baliklar
yeterli ve yetersiz oranda a-tokoferol, ALA ve linoleik LA asit igeren, ARA, EPA ve
DHA icermeyen diyetler ile bir yil siiresince beslemislerdir. Vitamin E eksikliginin n-3
ve n-6 PUFA oranint %20 oraninda azalttigi, n-6/n-3 oranini ise arttirdigi kanaatine
varmiglaridir. Ayrica E vitamini eksikliginde DHA/ALA oranmin %60, ARA/LA

oraninin ise %60 deger kaybettigi hesaplanmistir. PUFA sentezinde goérevli olan fads2
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ve elovl2 mRNA ekspresyonu a-tokoferol’ce yeterli diyetler ile beslenenlerde diger
yem gruplarma gore iki kat fazla oldugu ve E vitamini eksikliginin lipit
peroksidasyonun arttirdigin1 ve buna baghh olarak n-3 PUFA sentez kabiliyetini

diistirdiigiinii ortaya koymuslardir (Lebold et al. 2011).

Diger bir vitamin calismasinda ise Yossa et al. (2011) Zebra baliklar1 diyetlerine
katilmis olan vitamin-B grubundan biyotini baglayan ve yumurta igerisindeki bir
glikoprotein olan avidin’in baliklarin biiylime, hayatta kalma, yem degerlendirme orani
ve biyotin miktarmi tespit edici genlerin ekspresyonu {izerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Baliklar 12 hafta siireyle 0, 1, 15, 30, 60 ve 120 kat ilave edilmis 6
farkli avidin diyeti ile beslenmistir. En yliksek 6liim oran1 ve en diisiik agirlik kazanci
kontrol diyeti ile beslenen baliklarda goriilmiistiir. Diyetteki avidin miktar ile yem
degerlendirme orani arasinda lineer bir iliski belirlenmistir. Tiim baliktaki en yiiksek
biyotin icerigi biyotinden 120 kat daha fazla avidin iceren diyetlerle beslenen baliklarda,
en disiik ise kontrol ve avidin icermeyen diyetlerde goriilmiistiir. Diger diyetlerle
karsilastirildiginda en yiiksek acetil CoA karboksilaz-A (acca), metilkrotonil CoA
karboksilaz (mcc) ve propionil CoA karboksilaz-A (pcca) gen ekspresyon degerleri
kontrol diyetinde tespit edilmistir. Biotine gore 60 kat fazla avidin diyeti ile beslenen

baliklarda bu diyetin biyotin eksikligi belirtilerine neden oldugu bildirilmistir.

Zebra baliklar tlizerinde yapilan bir c¢aligmada 5 farkli ticari diyet ve 2 farkhi
laboratuvarda hazirlanan diyetle 9 hafta siireyle beslenen baliklarin biiylime, yasama
orant ve kondiisyon faktorleri arastirilmistir. Laboratuvar diyetleri ile beslenen
baliklarda canli agirlik artis1 diger diyetlere gore daha yiiksek bulunmustur. Kondiisyon
faktorli agisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan bir farklilik gdézlemlenmezken
yasama orani %100 ile en yiliksek degerde ticari bir diyetle beslenen grupta farklilik
tespit edilmistir. Zebra balig1 diyetlerinin gelistirilmesi lizerine yapilacak caligsmalar
besleme c¢aligmalarinda farkli sonuglar verebileceginden yeni diyetlerin formiile

edilmesi 6nerilmektedir (Siccardi 2009).
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Model bir organizma olan Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde ar1 siitiiniin anti
oksidatif etkisinin arastirildig1 ¢alismada kullanilan maya, 1,2 ve 5,0 g/ olmak iizere
iki farkli oranda ar1 siitii ile zenginlestirilmis ve YEPD ortami icinde gelistirilmistir.
Maya biliylimesi optik yogunluk olciilerek belirlenmis olup farkli zamanlarda hiicre
enerjisinin metabolik aktivitesi indikatdr resazurin hiicre metabolizma enerjisi
kullanilarak ol¢lilmiistiir ve 2',7'—dichlorofluorescein hiicre i¢i oksidasyonu belirlemek
igin uygulanmustir. Arastirmanin sonunda ari siitii dozlara bagli olarak hiicreler arasi
oksidasyonu azalttigi, biiylime ve biliylime fazina iliskili olarak metabolik aktiviteyi
etkiledigi gozlemlenmistir. Ayrica ar1 siitiiniin sadece reaktif oksijen tiirlerinin
temizleyicisi olarak hareket etmedigi ayn1 zamanda protein ekspresyonunu da etkiledigi
bildirilmistir (Jamnik et al. 2007).

Chen et al. (2010), tarafindan Zebra baliklar1 yumurtadan ¢iktiktan sonra 20.glinden 60.
giine kadar diyetlerinde PBDE-47 ilaveli yem ile besleyerek, 38. ve 60. giinlerde
ornekleyerek CYP1Al, VTG, TTR, ve TSH-B genlerinin mRNA seviyelerini
belirlemislerdir. Diyetlere katilan PBDE-47’nin baliklarin gelisimini ve CYPIA1
ekspresyonunu olumlu etkiledigi, ayrica Zebra baliginin molekiiler, doku ve organizma

caligmalari i¢in ¢ok etkili bir model organizma oldugunu bildirmislerdir.

Farkli oranlardaki ari siitiiniin koyun spermlerine ilave edildigi bir arastirmada; 0, 24,
48, 72, 96 ve 120. saatte alinan sperm 6rneklerinde Kinematik, plazma membrani, NO
ve antioksidan tizerine ar1 siitiiniin etkileri arastirilmistir. RJ ilavesinin sperm
canliliginda 6nemli bir artig gosterdigi (p<0.05) ve en yiiksek artis1 ise 120. saatte %1
RJ konsantrasyonunda verdigi ayrica en belirgin koruyucu etkisinin ise depolamanin 72.
saatinden sonra oldugu belirtilmistir. Antioksidan 6zelliginden dolay: ar1 siitii koyun
spermlerinin aktivitesi, mortalite ve plazma membran fonksiyonlar: {izerine olumlu

etkilerinin oldugu bildirilmistir (Moradi et al. 2013).

Aksakal-Igoglu (2013), Gokkusag: alabaliklar: (Oncorhynchus mykiss) iizerinde yaptig
bir calismada baliklar1 %14 oraninda nar ¢ekirdegi, soya fasulyesi, keten tohumu yagi,

balik yag1 ve %7 soya fasulyesi yagi ilaveli %7 keten tohumu yag igerikli bes farkli



17

diyetle sekiz hafta boyunca beslenmis, kas ve karaciger dokularinda insiilin benzeri
biiyiime faktorii-1 (IGF-1), IGF-II, biiylime hormonu (GH-I), ve doniistiiriicii biiyime
faktorii beta (TGF-f) mRNA seviyeleri ve bunlarin yaninda spesifik biiylime orani,
oransal biiylime ve yasama giiciinii arastirmistir. Nar ¢ekirdegi yag: igerikli diyetle
beslenen gruptaki baliklarin kas ve karaciger dokularinda GH-I gen ifadesini diger
gruplara kiyasla daha yiiksek bulmustur. Kas dokularinda IGF-1I mRNA seviyesi IGF-I
mRNA seviyesine gore, karaciger dokularinda ise IGF-I1 mMRNA seviyesi IGF-11 mRNA
seviyesine gore daha yiiksek oranda ifade edildigini tespit etmistir. Nar ¢ekirdegi
yagindan farkli gruplarda kas ve karaciger dokularinda TGF-f mRNA seviyesi diistik
oranda oldugu belirlenmisken, nar ¢ekirdegi yagi grubunda kontrole kiyasla daha
yiksek oranda MRNA seviyesi belirtilmistir. Nar ¢ekirdegi yagi icerikli diyetlerle
beslenen grubun kas ve karaciger dokularinda TGF-f gen ifadesi ile yasama oram
arasinda pozitif, spesifik biiyiime ve oransal biiyiime orani arasinda ise negatif bir
iligkinin oldugunu tespit etmistir. Ayrica diyet gruplarinin tamaminin kas ve karaciger
dokularinda; GH-I ile IGF-I genleri arasinda ve spesifik biiyiime orani ile IGF-I, GH-I
ve TGF-f arasinda pozitif bir korelasyon belirlerken spesifik biiyiime orani ile IGF-II
arasinda ise herhangi bir iliskinin olmadigin1 gézlemlemistir. Tiim bu sonuglar1 g6z
onlinde bulundurarak istatistiki analizler dogrultusunda Gokkusagi alabaliginda farkli
yag kaynaklarinin TGF-B gen ifadesini, IGF-1, IGF-1I ve GH-I genlerini bunlara ilave
olarak spesifik biiylime, yasama giicii ve oransal biiyiimeyi dnemli derecede etkiledigini

ortaya koymustur (p<0,05).

Gomez-Requeni et al. (2012), Odontesthes bonariensis yavrularinda diyetlerine farkli
oranlarda ilave ettikleri bitkisel yaglarin biiylime ve bazi metabolik degisimlerini
incelemislerdir. PACAP ve PRP mRNA seviyelerini ve bilyiimeden sorumlu IGF ve GH
yoluyla sistemin kontroliini hormanlara ait genlerin ekspreyon derecelerini
aragtirmiglardir. Yag oraninin artis1 ile PRP-PACAP ekspresyonunu onemli oranda
azaltigr fakat GH-I, IGF-I IGF-II transkriptlerinin gruplar arasinda degismedigi

saptanmuistir.
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Rachycentron canadum’da protein metabolizmasinda ve sindirim sisteminde gorev alan
bazi enzimlere ait genlerin mRNA seviyelerinin yasama giicli, biiylime ve
degerlendirme {izerine kolza kiispesinin etkisini arastirmislar ve kolza igeren diyetlere
tabi tutulan gruplarda karaciger dokusunda aspartat aminotransferaz ve IGF-I geninin
ekspresyonu kontrol gruplarina gore onemli oranda azalirken kaslardaki IGF-1 gen

ekspresyonunun ise 6nemli oranda arttig1 belirlenmistir (Luo et al. 2012).

Diisilk su sicakliklarinda (6°C ve 8,5°C) inkiibe edilen Gokkusagi alabaligi
yumurtalarinin erken gelisim sathasinda IGF-I, IGF-Il, GH-1, GH-II hormonlarina ait
genlerin mRNA seviyelerinin belirlendigi ¢alismada ilk 24 saat igerisinde GH-1, GH-1I
genlerinin ekspresyonunun diistiigii ve daha sonraki 17 saat igerisinde Onemli bir
bigimde artirtldigi belirlenmistir. Ancak IGF-I ve IGF-II mRNA seviyeleri dollenmeyi
takip eden ilk 24 saatte degismemis, IGF-11 mMRNA seviyesinin IGF-I"den daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu durum embriyonik gelisim siiresince IGF-II'nin dominant
oldugu ortaya konmustur. GH-1I ve GH-I mRNA seviyelerinde bir farkliligin ortaya
ciktig1, GH-11 mRNA kopyalarinin sayisinin GH-I’e gore ¢ok daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir (Li et al. 2006).

Lankford and Weber (2010), yaptiklar1 calismada memelilerde ovaryum gelismesi
esnasinda TGF-/# ailesi iiyelerine ve onlarin inhibitorlerinin kritik parakrin diizenleyici
fonksiyonlarmi arastirmiglardir. Balifin ovaryum i¢i diizenleyicilerine bir iskelet
olusturmak i¢in steroiogenesis ile iligkili bes enzim, IGF-I ve IGF-II i¢in transkript
degisimler de Olc¢llmiistiir. Erken gelisim doneminde BMP 4, BMP 7 ve GDF 9 gibi
bliylime farklilasma faktorii ekspresyonlarinin yiiksek oranda oldugu, ilerleme evresine
dogru ise yavas bir bicimde azaldig1 belirlenmistir. Erken ve orta gelisim donemlerinde
inhibin beta ekspresyonunda artis, follistatin ekspresyonunda azalig kaydedilmistir. Bu
durum 17p-estradiol plazma seviyesinde artisa ve ovaryum aktivitesi i¢in bir vitellojenik
role atfedilmistir. Olgunlasmay1 tesvik eden hormonun bileseni ve olgunlagma
isleminde rol oynayan folliklerin inhibin beta seviyesini azalttigi, BAMBI
ekspresyonunu arttirdigr tespit edilmistir. Diger taraftan BMP 4, BMP 7 ve GDF 9’un

baslica oositte eksprese edildigi, inhibin alt iinitelerinin, follistatin ve BAMBI nin
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somatik folikiil hiicrelerinde eksprese edildigi ortaya konmustur. Sonug¢ olarak TGF-£
stiper ailesi iiyeleri ve onlarin inhibitorlerinin balik ovaryumunun diizenlenmesinde

farkli rolleri oldugu rapor edilmistir.

Cizelge 2.1. Hayvan ve hiicre kiltiirii deneylerinde ar1 siitiiniin biyolojik ve

farmakolojik etkileri (Bogdanov 2011)

ETKi

|

REFERANS

Antibakteriyal, Fungusidal, Antiviral, Antiparazitik Etkileri

Antibakteriyal

Bilikova et al., (2002), Bachanova
et al. (2002), Stocker (2003)
Furukawa (2008), Simsek et al.
(2012)

Fungusit

Stocker (2003)

Antiviral

Diomede-Fresa et al. (1966)
Takahashi et al. (1983) Stocker
(2003)

Cesitli parazitik Trypanosomidae'ye karsi

Linder (1963)

Biyo sitimiile Etkileri, Yaslanmayi geciktirici

Hiicre ve sicanlarda ostrojenik ve ganadotropik etkileri

Mishima et al. (2005), Suzuki et al.
(2008), Miinstedt et al. (2009)

Tavuk, hindi, tavsan, domuz, dana, kobay, fare ve sicanlarin
biiylimesini ve kilosunu arttirir.

Bonomi et al. (2002), Burimistrova
et al. (2008)

Anti-yorgunluk, strese dayanikliligi gelistirme

Krylov et al. (2000), Kamaukura et
al. (2001)

Sicanlarda ve koyunlarda {ireme kapasitesinin arttirtlmasi

Husein et al. (2002), Kridli et al.
(2003), Husein et al. (2006), Kridli
et al. (2006)

In vitro dokularda oksijen tiiketimini arttirmak, anti-hipoksia

Krylov et al. Prohoda

(2009)

(2000),

Disi tavsanlarda kisirliga karsi, hamster ve sicanlarda seksiial
verimliligi arttirmak

Kohguchi et al. (2004), Hassan
(2009) Elnagar (2010)

Farelerde ve diger organizmalarda yasam omriiniin uzatilmasi

Inoue et al. (2003), Honda et al.
(2011)

Immuno-modiile edici etkileri: Anti-kanser, Anti-alerji ve Anti-inflamantor

Havyanlarda ve hiicre kiiltiirindeki immiino-modiile edici
etkileri, 16kosit sayisini arttirmasi

Okamoto et al. (2003), Erem et al.
(2006) Gasic et al. (2007) Vucevic
et al. (2007) Mannoor et al. (2008)
Simsek et al. (2009)

Hayvan denemelerinde ve hiicre kiiltlirlerindeki anti timor
etkisi

Bincoletto et al. (2005), Nakaya et
al. (2007), Orsolic et al. (2007)

Farelerde otoimmiin inhibisyonu

Mannoor et al. (2009)

Hiicre kiiltiir testlerinde anti-inflamatuar

Kohno et al. (2004)

Hepatositlerin ve tiibiiler epitelin antiapoptipik artis

Karadeniz et al. (2011)

Kardiovaskiiler Etkileri

Hayvanlarda anti-hipertansiyon, tansiyon diizenleyici etkisi

Tokunaga et al. (2003), Tokunaga et
al. (2004), Maruyama et al. (2005)

Anti atherosiikleroz, serum kolesterol ve trigliserit seviyesini
azaltici, HDL seviyesiini arttirici, kan fibrinojen seviyesini ve
trombositleri diigiiriicii

Ragab et al. (1999), Krylov et al.
(2000)
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Cizelge 2.1. (devam)

Hayvan deneylerinde kardio koruyucu, myokarditeyi 6nler

Krylov et al. (2000)

Tiroksin, kortison alblimin/globiilin oranlarinin  kandaki
seviyesi artar ve farelerde oral yolla alinmasi ile serum
proteinlerini azaltict

Chauvin (1968), Chauvin (1987)

Kan hiicrelerinin sayisini arttirici

Krylov et al. (2000)

Merkezi ve Vejetatif Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Merkezi sinir aktivitesi tizerinde rol oynama, aktive etmek ve
koruma

Hattori et al. (2007a), Hattori et al.
(2007b)

Sicanlarda beyin kolesterol aktivitesinin arttirmak i¢in CNS'nin
fosforilizasyonunun arttirilmasi

Krylov et al. (2000)

Bagirsakta Asetil-kolin benzeri etki gostermesi

Krylov et al. (2000)

Sicanlarin sakinlegmesi

Chauvin 1987, Chauvin (1968)

Anti-oksidasyon Karaciger-koruyucu radyasyon koruyucu

(Nagai et al. (2001); Inoue et al.
(2003), Nagai et al. (2006), Jamnik
et al. (2007)

Antioksidatif

Krylov et al. (2000)

Hayvan deneylerinde karaciger koruyucu

El nekeety et al. (2007)

Mikotoksinlerle intoksikasyondan dolay: siganlardaki hepatik
ve bobrek hasarini azaltici,stres azaltict

Okavd et al. (2001), Kamakura et
al. (2001a,2002b)

Hepatosit DNA sentezinin uyarilmasini aktive eder ve hiicreleri
apaptozisten korur, hiicre ¢ogalmasini arttirici

Wagner et al. (1970)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri ve siiresi

Deneme, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii’nde
Model Organizma Unitesi ve Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda 15 Kasim 2014-15
Kasim 2015 tarihleri arasinda yiiriitiilmiistiir.

3.1.2. Balik materyali

Caligmada 2 aylik, 0,35+0,15 gr agirhgindaki toplam 250 adet (13:19) Zebra baligi
(Danio rerio) kullanmilmistir (Sekil 3.1). Deneyde kullanilan Zebra baliklar

Erzurum’daki Yasar Akvaryumculuktan temin edilmistir.

Sekil 3.1. Disi (a) ve erkek (b) Zebra Baligi (Danio rerio)

3.1.3. Su materyali

Aragtirmada kullanilan su materyali Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
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Biyoteknoloji Béliimii’ne ait Model Organizma Unitesindeki sebeke suyu kullanilmistir.
Su sisteme verilmeden once 8 farkli filtreden gecirilmis ve dinlendirme tanklarinda 2
giin boyunca havalandirildiktan sonra sisteme verilmistir. Yapilan Ol¢timlerden elde

edilen su paremetreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan suyun kimyasal 6zellikleri

Parametre Deger
Coziinmiis O, (mg/lt) 9+0,5
pH 7,30
Saturasyon (%) 70-80
Sicaklik (°C) 26+1,0

3.1.4. Model organizma iinitesi

Deneme ¢alismalar1 kapali devre arastirma sistemi olan model organizma {initesinde
yuriitiilmiistir. Sistemin avantajlar1 balik materyali i¢in gerekli olan sicaklik degerinin
sabit tutulmasi, suyun siirekli sirkiile olmasi ve istenilen optimum kosullarin
saglanabilmesidir. Arastirmanin yiiriitiildiigli model organizma iinitesi Sekil 3.2’de

gosterilmistir.

m—
—_—
———
P
e
e

Sekil 3.2. Arastirmada kullanilan model organizma iinitesi

Model Organizma Unitesinde bulunan ekipmanlar ve gorevleri asagida sirasi ile

belirtilmistir.
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3.1.4.a. Sediment filtre

Suyun berrak hale gelmesi i¢in ¢amur, tortu, pas, kum, toz vs. gibi kaba partikiilleri

tutmaktadir.

3.1.4.b. Karbon filtre

Suda bulunan serbest kloru tutmaktadir.

3.1.4.c. Graniil aktif karbon filtre

Suda bulunan serbest kloru, organik maddeleri tutmaktadir ve istenmeyen kokulari

gidermektedir.

3.1.4.d. Blok karbon filtre

Graniil aktif karbon filtreye ilave ikinci bir karbon filtredir. Gelen suyu membrana

girecek hale getirmektedir. En ince partikiilleri tutmaktadir.

3.1.4.e. Membran filtre

Ters osmos olaymnin gergeklestigi yerdir. Su basinci ile ¢alismaktadir. Suda ¢6ziinmiis
tim maddeleri %90-95 oraninda tutmaktadir. Zararli iyonlarin ve mikroorganizmalarin

gecisine izin vermemektedir. Kirli suyu atmaktadir.

3.1.4.f. Mineralli karbon filtre

Tankta toplanan veya direkt membrandan gelen temiz suya musluktan akmadan 6nce

mineral takviyesi yaparak suyu zenginlestirmekte ve pH’y1 diizenlemektedir.
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3.1.4.9. Dinlendirme tanklar

Suyun dinlendirildigi 25 1t ve 100It kapasiteli su tanklaridir. 4 adet 251t ve 2 adet 100lt

hacimli dinlendirme tanki bulunmaktadir.

3.1.4.h. Arastirma tanklar:

Akumaks markal1 tanklar korozyona dayanikli olup, akrilik malzemeden imal edilmistir.
Onii su sirkiilasyonunu saglamak amaci ile egimli olarak dizayn edilmistir. Tanklarin
yerlestirildigi standlar kompozit malzemeden iiretilmistir ve korozyona dayaniklidir.
410x30x250 cm boyutlarindadir. 28 adet 10 It lik (25x30x18,5cm boyutlarinda), 15 adet
6 It lik (15,5x30x25cm boyutlarinda) ve 13 adet 3 It lik (8,2x30x18,5cm boyutlarinda)
toplam 56 adet tank bulunmaktadir.

3.1.4.1. Isitma-sogutma iinitesi

Sistemde bulunan suyun istenilen derecede olmasini saglayan {initedir. Suyun

sicakligina bagli olarak otomatik devreye girmektedir.

3.1.4.i. Denge tanklan

Isitma ve sogutma islemleri, ana oksijenlendirme, suyun tazelenmesi, suyun g¢ekilip

sisteme verilmesi, denge tanklarinda yapilmaktadir.

3.1.4.). Pompalar

Sistemde 1 adet aktif 1 adet yedek olmak iizere 2 adet pompa bulunmaktadir.

Kendinden emisli olup suyu filtrelere géndermektedir.
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3.1.4.k. Oksijen jeneratorii

%93  saflikta oksijen iretmektedir. Denge tankina veya akvaryumlara
koyulabilmektedir. Cihaz ¢ikis basinct 0,4 bardir. Oksijen jeneratorii kapasitesi
maksimum 5 1t/dk’dr.

3.1.4.1. Akill oksijenmetre (Smartoxy)

Cihaz oksijen, saturasyon, sicaklik ve pH parametrelerini 6lgmektedir. Android isletim
sistemine sahip bir cihazdir. Bluetooth araciligi ile ekrandan 6l¢tim degerlerini okuma,

internet lizerinden verileri transfer etme ve kaydetme 6zelligine sahiptir.

3.1.4.m. Ortam sogutma iinitesi

Sistemdeki cihazlar yaklasik 50.000 BTU’luk bir 1s1 yaydigi i¢in ortamdaki 1s1

dengesinin siirekli ayarlanmasini ve kontrol edilmesini saglamaktadir.

3.1.4.n. Torba Filtreler

Sistemde 1 adet aktif 1 adet yedek olmak iizere 2 adet torba filtre bulunmaktadir. Torba
filtreler; 200 mikrondan 1 mikrona kadar filtrasyon derecelerinde, govde igine

yerlestirilen filtre torbalar1 vasitasi ile hassas filtrasyonda kullanilmaktadir.

3.1.4.0. UV reaktoru

Ultraviyole (UV-C) 1sinlartyla sularin dezenfeksiyonu, ekolojik ve teknik avantajlar
sayesinde giiniimiizde en ¢ok tercih edilen dezenfeksiyon metotlarindan biridir. UV

sudaki organizmalari (bakteri, viriis, mantar vs.) dldiirmektedir.
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3.1.4.6. Biyolojik filtre

Her bir biyolojik filtre tanki kapali olarak caligmaktadir ve igerisine yerlestirilen
biyolojik elementler ve bioballlar uygun bakteri kolonisinin artisina olanak saglayacak

tipte ve yiizey 6zelligindedir.

3.1.4.p. Bioball

Biyolojik filtrede faydali bakterilerin ekimi yapilirken bioballar kullanilarak yiizey alani
artirllmaktadir. Boylece bakteriye tutunacak yiizey alani saglanmaktadir.1 bioball 550
m? yiizey alan1 saglamaktadir. Bakteri ekimi yapildiginda bakteriler bioball ylizeyine
tutunmaktadir. Bioball yilizeyine tutunamayan bakteriler ise su ile tiim sistemi dolagarak

yine sisteme yayilmaktadir.

3.1.4.r. Biyolojik elementler

Bioballar gibi yiizey alanini artirarak bakteriye tutunacak yiizey alan1 saglamaktadirlar.
Yiizey alanlarinda bakteri kolonileri olugsmaktadir. 1 m? dolgu hacmindeki yiizey alani

750 m?’dir.

3.1.4.s. Otomasyon panosu

Tiim sistemdeki cihazlarin enerji kontrolii panodan yapilmaktadir.

3.1.4.t. Fotoperiyot

Unitenin kuruldugu ortam 1siktan tamamen izole olacak sekilde ayarlanmistir. Isik

periyodu 10 saat karanlik, 14 saat aydinlik olacak sekilde uygulanmaktadir.
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3.1.5. Yem materyali

Denemede 5 farkli yem D1 (%0,00), D2 (%0,10), D3 (%0,40), D4 (%1,60) ve D5
(%6,40) oranlarinda ar siitii icerecek sekilde kazein ve jelatin tabanli hazirlanmistir.
Arastirmada kullanilacak ar1 siitii Bursa’daki Civan Aricilik Isletmesinden temin
edilmistir. Diyetlerde kullanilan malzemeler; jelatin (G2500-1kg), kazein (C3400-1kg
Sigma), dekstrin (MP-901520), L-arginine (MP-194626), L-methionine (MP-194707),
L-lysine (MP-194696), kolin klorid (MP-101386), CMC, mineral karigimi (Bernhart
Tomarelli, MP-902843) Mp-Bio firmasindan, vitamin karisimi belirlenen oranlarda

Roche firmasindan karisim halinde Mp biomedikal firmasindan tedarik edilmistir
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Farkli oranlarda an siitii ilave edilen arastirma diyetleri ile hazirlanan
diyetlerin bilesimi, besin madde kompozisyonlari

Diyetler D1 D2 D3 D4 D5
Kazein (vitaminsiz) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Jelatin 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
L-Arjinin 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
L-Metiyonin 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
L-Lisin 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Balik unu 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Dekstrin 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10
Bugday Unu 14,98 14,88 14,58 13,38 8,58
Arn Siiti 0,00 0,10 0,40 1,60 6,40
Balik Karaciger yagi 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Soya Lesitini 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Vitamin Mix* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Mineral Mix? 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Karboksil metil seliiloz 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Vitamin C 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Kolin Klortr 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Toplam 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

D1: %0 An siitii (Kontrol grubu), D2:%0,1 An siitii, D3: %0,1 A siitii, D4: %1,6 An siitii,D5:%6,4 Ar
suti.

! Roche Performance Premix (Hoffman-La Roche, INC., Nutley, N.J., USA), her bir graminda; vitamin
A, 2645,50 1U; vitamin D3, 220,46 1U; vitamin E, 44,09 1U; vitamin B,12, 13 mg; riboflavin,13,23 mg;
niacin, 61,73 mg; d-pantothenic asit, 20,05 mg; menadione, 1,32 mg; folik asit, 1,76 mg; tiyamin, 7,95
mg ve d-diyotin, 0,31 mg.

2 Bernhart Tomarelli mineral karigimi (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA), 100g bilesiminde:
2,19 kalsiyum karbonat, 73,59 kalsiyum fosfat dibazik, 0,227¢g sitrik asit, 0,046g bakir sitrat, 0,558g
demir sitrat, 2,5g magnezyum oksit, 0,835g magnezyum sitrat, 0,001g potasyum iyodiir, 8,1g potasyum
fosfat dibazik, 6,8g potasyum oksit, 3,06g sodyum klorid, 2,14g sodyum fosfat ve 0,133g ¢inko sitrak.
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3.2. Metot

3.2.1. Denemede kullanilan yemlerin hazirlanmasi

Yemler Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji Béliimii
Laboratuvarin’da hazirlanmistir. Yemler hazirlanirken Cizelge 3.2°de verilen yem katki
maddeleri hassas terazide tartilip 5 farkli kaplara aktarilmistir. Her grup igin ar1 siitii
kolin kloriir ve karaciger yagi hari¢ tim yem katki maddeleri homojen bir sekilde
karistirtlmistir. Karistiricida 30 dakika karistirildiktan sonra Kolin Kloriir ve art siitii saf
su igerisinde yavas yavas c¢oziindiiriilerek karisim iizerine dikkatli bir sekilde ilave
edilmistir. Daha sonra karaciger yagi istenilen oranlarda ilave edilmis hamur kivamina
gelinceye kadar karistirilmistir. Kiyma makinesinden gegirilen yem pelet haline
getirilerek -20°C’de 2 giin boyunca depolanmistir. Pelet haline gelen yemler petri
kaplarina ve 250 ml’lik balon jojelere koyularak liyofilizatdrde 20 saat ana kurutma ve
3 saat son kurutma olacak sekilde kurutulmustur. Son olarak yemler 1400u, 1000u ve
800p’luk eleklerden gegirilerek 1000 p’luk boyut uygun gorilmiistiir (Sekil 3.3).

Hazirlanan yemler -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Arastirmada kullanilan yemlerin pelet haline getirilmesi, liyofilize edilmesi
ve 1400p, 1000u,800u’luk eleklerden gegirilmesi
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3.2.2. Aklimatizasyon, deneme dizaym ve besleme ¢alismalar:

Model Organizma Unitesindeki 25 arastirma tankinin her birine 10 (59, 5J) adet
olacak seckilde toplam 250 adet balik konulmustur (Sekil 3.4). Deneme siiresince
baliklar, su sicakligi 26+£1°C’de ve 14 saat 151k 10 saat karanlik olacak sekilde
fotoperyotta tabi tutulmustur. Baliklar yaklasik bir haftalik aklimatizasyon peryoduna
tabi tutulmustur. Bu siire zarfinda baliklar bazal diyetle beslenmistir. ilk sekiz haftalik
besleme calismalar1 siiresince 5 farkli deneme gruplarindaki Zebra baliklara giinliik
canlt agirliklarinin %1, %2, %5, %8 ve %10’u kadar yem verilmistir. Balik yasama
oranlarma bakildiginda en iyi sonucun giinliik canli agirliklarinin %35°1 kadar yemin
oldugu gozlemlenmistir. Ikinci sekiz haftalik besleme calismalar1 siiresince Zebra
baliklarinin giinliik agirhik artisinin %5°1 kadar yem verilmistir. Yemlemeler 09:00,

12:00, 15:00 ve 18:00 saatlerinde olmak iizere giinde dort sefer yapilmustir.

Sekil 3.4. Arastirmada kullanilan 10 Lt Lik zebra balik tanklari

3.2.3. Biiyiime performansinin belirlenmesi

Deneme siiresince 0., 15., 30., 45. ve 56. giin baliklarin canli agirlik tartimlari

yapilmistir. 15., 30., 45. glin alinan tartimlar, baliklara giinliik verilen yem oranlarinin
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giivenilirligini artirmak igin yapilmistir. Deneme siiresince biitiin tartimlar hassasiyeti

0,01 gr olan terazi ile yapilmistir.
3.2.3.a. Ortalama canl agirhk artisi

Ortalama canli agirlik degeri, her deneme tankinda ki bireylerin deneme sonu canli
agirliklart alinip, toplam agirligin tanklardaki birey sayisina boliinmesiyle bulunmustur

(Hossu vd 2003). W;: deneme basi balik agirligi (gr) ve Ws: deneme sonu balik agirlig
(gr) dur.

Ws — Wi
Ort. Canli Agirlik Kazanci (%) = —wi X 100
1

3.2.3.b. Spesifik biiyiime orani

Arastirmada kullanilan zebra baliklarin gilinliik biiyiime oranlar1 asagida formiile edilen
spesifik biiylime oran1 yontemi ile hesaplanmistir. SBO: spesifik biiyiime oran1 (%/giin),
Wi: deneme bagt balik agirligi (gr), Ws: deneme sonu balik agirligi (gr) ve t: deneme
stiresi (giin) diir (Hossu vd 2003).

In Ws -InWi
SBO (%)= t—xlOO

3.2.3.c. Yem degerlendirme orani

Yemin ete doniisim orami olarak tarif edilen yem degerlendirme orami (YDO)
nutrigenomik calismalar da bliyiime ve gelisimin Onemli bir parametresi olarak
kullanilmaktadir. Yem degerlendirme orani tiikketilen yem miktar1 ile kazanilan canli
agirlik arasindaki oran ile aciklanmaktadir. Her 6l¢iim doneminde yem degerlendirme
orani asagidaki formiile gore hesaplanmistir. YDO: yem degerlendirme orani (%), > W:
deneme sonu toplam balik agirlig1 (gr) ve Y. Yem: deneme siiresince verilen toplam yem

miktar1 (gr) olarak belirtilmistir (Goddars 1996; Hosssu vd 2003; Korkut vd 2007).
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Y. Yem
>w

3.2.3.d. Yasama orani

Yasama orant (YO) ise yiizde olarak ifade edilmis olup asagidaki formiilden

hesaplanmistir (Keskin ve Erdem 2005).

Deneme sonu balik sayisi

YO (%)=
0C%) Deneme basi balik sayis1

3.2.3.e. Hepatosomatik indeks degeri

Canlilar fazla enerji oldugu zaman viicut tarafindan karacigerde glikojen olarak
depolanmaktadir. Bu sebepten dolay1 karacigerin oransal biiyiikligli beslenme durumu

ile bliylime hizinin bir indeksi olarak goriilmektedir. Hepatosomatik indeks su formiille

ifade edilmistir (Halver and Hardy 2002).

Baligin Karaciger Agirlig: (gr)
X

HSI (%) = 100

Baligin Canli Agirlig: (gr)

3.2.4. Baliklardan doku o6rneklerinin alinmasi

8 haftalik besleme ¢aligmasi sonunda her gruptan 6 balik sansa bagl olarak se¢ilmis ve
hipotermi ile oldirilmistiir. Diseksiyonda kas, karaciger ve bobrekten alinan doku
ornekleri steril 2 ml’lik eppendorf tiiplere konulmus, tizerine RNA Later (QIAGEN,
Katalog No: 76106) soliisyonu ilave edilerek calisilincaya kadar -86°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.5. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Qiagen-Qiacube izolasyon robotunda yapilmistir (Sekil 3.4). Kas
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dokular1 i¢in RNA izolasyonunda QIAGEN RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Cat:74804)
kullanilmistir. Karaciger ve bobrek dokularindan RNA izolasyonu ise QIAGEN RNeasy
Mini Kit (Cat:74034) kullanilarak yapilmuistir.

3.2.5.a. Robotta total RNA izolasyonu

Kas dokularininin RNA izolasyonunda Qiacube izolasyon robotunda yiikleme

asamasindan once asagida belirtilen protokol takip edilmistir.

1. -80°C’de tutulan doku oOrnekleri alinarak karda ¢oziinmeleri saglanmistir. Coziinen
doku orneklerinden 100 ve 50 mg doku o6rnegi alinarak onceden iglerine ¢elik bilye
atilmis (Qiagen Cat N0:69989) olan steril ependorf tiiplerine konulmustur. Uzerine 500
uL Qiazol Lysis Reagent eklenmistir.

2. Tissuelyser LT’de (Qiagen Cat N0:85600) 40 Hz’de 3+3 dk siireyle parcalanmistir
(Sekil 3.3). lyice pargalanan doku 6rneklerinin icinden celik boncuklar cikartilip tiipe
100 pL kloroform ilave edilmistir. Sonra 15 sn vortekslenmistir. Ardindan 2-3 dk diiz
bir zeminde bekletilmistir.

3. Ornekler 12000xg 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

4. Santrifiijlenen Orneklerde olusan 3 tabakadan ortada kalan fazdan siipernatanttan
yaklasik 300 pL alinarak yeni steril 2 ml’lik ependorf tiipleri igerisine aktarilmistir.

5. Alinan fazlar QTAGEN- QIACUBE DNA-RNA izolasyon robotuna RNA izolasyonu

i¢in konulmustur.

3.2.5.b. Manuel total RNA izolasyonu

Bobrek ve karaciger dokularminin RNA izolasyonu asagida belirtilen protokola gore

uygulanmustir.

1. -80°C’de tutulan doku oOrnekleri alinarak karda ¢oziinmeleri saglanmistir. Coziinen
doku orneklerinden 30 mg ve 20 mg doku alinarak 6nceden iglerine steril ¢elik bilye

(Qiagen Cat N0:69989) atilmus steril ependorf tiiplerine konulmustur. Uzerine 350 uL
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Buffer RLT Lysis eklenmistir.

2. Tissuelyser LT’de (Qiagen Cat No0:85600) 40 Hz’de 343 dakika siireyle
parcalanmustir. Iyice parcalanan doku &rneklerinin iginden gelik boncuklar cikartilip
tizerine 350 pL %70’lik Ethanol ilave edilmistir. Sonra 5 sn vortekslenip 1 dk diiz bir
zeminde bekletilmistir.

3. Her bir 6rnek RNeasy Mini Kit (Cat:74034) igerisindeki pembe kolonlara 700 uL
yiiklenmistir. 8000xg’de 4°C’de 15 sn santrifiij edilmistir. Kolondan gegip altta biriken
kisim atilmustir.

4. Buffer RW1 Wash solusyonundan 700 uL alinarak kolondan yavasca gegirilmistir.
8000xg’de 4°C’de 15 sn santrifiij edilmistir. Kolondan gegip altta biriken kisim
atilmastir.

5. Buffer RPE Wash buffer solusyonundan 500 pL alinarak kolondan yavasga
gecirilmistir ve 8000xg’de 4°C’de 15 sn santrifiij edildikten sonra kolondan gegip altta
biriken kisim atilmastir.

6. ikinci kez Buffer RPE Wash buffer solusyonundan 500 uL alinarak kolondan yavasca
gecirilmigtir. 8000xg’de 4°C’de 3 dk santrifiij edildikten sonra kolondan gegip altta
biriken kisim atilmastir.

7. Son olarak 30 pL. RNase-free-water kolona yiiklenerek yikama iglemi yapilmistir ve
8000xg’de 4°C’de 1 dk santriftij edildikten sonra manuel olarak RNeasy Mini Kit

protokolii tamamlanmaistir.

Sekil 3.5. Arastirmada RNA izolasyonunda kullanilan QIACUBE otomatik izolasyon
robotu. Arastirmada dokularin par¢alanmasinda kullanilan Tissuelyser LT
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3.2.5.c. RNA’nin kantitatif tayini

RNA’nin yapisinda yer alarak hiicrelerdeki genetik bilginin kodlanmasinda 6énemli bir
rol oynayan piirin ve piirimidin bazlar1 (Azso/Azg0) dalga boyunda absorbans verdigi i¢in
bu dalga boylarinda 6lgiim yapilmigtir. Orneklerin konsantrasyon ve saflik dereceleri
uDrop™ Plate (Thermo Scientific, Cat No:12391)’te 2 pL numune yiiklemesi yapilarak
okunmustur (Sekil 3.9).

Sekil 3.6. Aragtirmada kullanilan "Drop™ Plate nanodrop spektrofotometre

3.2.5.d. RNA’min kalitatif tayini

RNA varliginin kontrolii i¢in Agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. RNA’nin kalitatif
tayini i¢in thermo elektroforez cihazina yiikleme yapilmadan once belirtilen protokol

takip edilmistir.

1. 70 mI’lik elektroforez kiiveti i¢in %]1’lik agaroz jel hazirlanma protokoliinde 0,7 gr
agaroz (Cat No: Sigma A 9539) tartilarak bir erlenmayere konulmustur.
2. Uzerine 66,5 ml ddH,0 ve 4,38 ml 20xMOPS soliisyonu eklenmistir.
3. Mikrodalga firinda bilesenler tamamen ¢oziinene kadar yaklagik 3 dakika

tutulmustur.
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4. Ardindan su altinda biraz sogutulmustur ve igine 15,6 pL formamid (Cat No: Simga
F 9037) ve 12,8 uL etidyum bromiir (10ug/ul) (Cat No: Sigma E8751) ilave edilmistir.
5. Steril 0,2 mI’lik ependorf tiip i¢ine 5 pL formamid, 0,5 uL 20xMOPS soliisyonu, 3,5
uL ddH,0 ve 1 uL izole edilen RNA 6rneklerinden konulmustur.

6. 65°C’de 15 dk etiivde inkiibe edilmistir.

7. Jel donduktan sonra iizerine jeli kaplayacak kadar 1 xMOPS soliisyonu dokiilmiistiir.
8. Ardindan o6rnekler jel yiikleme tamponu Brom Fenol Blue (Cat No: Invitrogen
10816-015) ile boyanarak kuyucuklara ylikleme yapilmistir. 90V 90A’da 30 dk

yuritilmistir.

Cizelge 3.3. RNA’nin kalitatif tayini i¢in kullanilan kimyasallar

Malzeme Adi Miktar Katalog Numarasi
Agaroz 0,7 gr Sigma A 9539
Formamid 15,6 uL Simga F 9037
Etidyum Bromiir(10pg/pl) 12,8 uL Sigma E 8751

Brom Fenol Blue 0,5uL Invitrogen 10816-015
DEPC 500 ml Sigma D-5758
MOPS 41,9 gr Sigma D-5758
Sodyum asetat 6,8 gr Sigma S 2889

EDTA 2,6qr Sigma 93283

3.2.5.e. 500 ml DEPC hazirlamsi

500 ml saf su ve 500 uL DEPC (Cat No: Sigma D-5758) 2 saat manyetik karistiricida

karistirtlip ardindan otoklavlanir. +4°C’de bekletilir.

3.2.5.f. 20xMOPS soliisyonunun hazirlamsi (500 ml)

41,9 gr MOPS (Cat No: Sigma M-1254), 6,8 gr Sodyum asetat (Cat No: Sigma S 2889),
2,6 gr EDTA (Cat No: Sigma 93283) tartilir 500 ml’lik erlenmayere konur. Onceden
hazirladigimiz 500 ml DEPC H,O’dan 480 ml konulur pH metre ile NaOH eklenerek
pH 7,0’a ayarlanir. DEPC’li su ile hacim 500 ml’ye tamamlanir.
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24 saat boyunca manyetik karistiricida (1siticist agilmayarak) manyetik bar yardimiyla

karigtirilir.

3.2.5.9. 1xMOPS soliisyonunun hazirlanisi;

%35 oraninda sulandirma yapilarak, 19 birim saf su ve 1 birim 20xMOPS soliisyonu

karistirilarak hazirlanir.

3.2.5.h. RT-PCR ile cDNA sentezi

Total RNA’lardan Super Script” 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen Cat. No: 18080-
044) kiti ile cDNA asagidaki sekilde sentezlenmistir.

1. izole edilen RNA’lar uDrop™ Plate nanodrop spektrofotometre ile dlgiilerek cDNA
sentezinde kullanilacak konsantrasyonlari hesaplanmistir. Konsantrasyonlar 1 pg/uL
olacak sekilde ayarlanmistir.

2. Steril 0,2 ml’lik PCR tiiplerine; 1 pL 50 pM Oligo dTz, 1 pL ANTP Mix (10 uM)
eklenmistir.

3. Toplam hacmi 13 pL’ye tamamlamak i¢in iizerine konsantrasyonu 1ug olan total
RNA’dan hesaplanan miktarda (x) eklenmistir.

4. Uzerine 11-x uL ddH,0 ilave edilmistir.

5. 65 °C’de 15 dk PCR’da inkiibe edilmistir. Ardindan 1 dk buz iistiinde bekletilmistir.
6. Daha sonra kisa stireli (5-10 sn) mikrosantrifiij yapilmistir.

7. Ardindan 4 pL 5x First Strand Buffer, 1 uL 0,1 M DTT, 1 pL RNase OUT™ (40
unit/uL), 1 puL Super Script III RT (200 unit/pL) eklenmistir.

8. Karisim hafif bir pipetaj yapilmistir.

9. Karisim 50°C’de 30-60 dk inkiibe edilmis ve gene spesifik primer i¢in reaksiyon
sicakligr 55°C kadar arttirilmastir.

10.Karisim 70°C’de 15 dk 1sitilarak reaksiyon durdurulmustur.

11. Elde edilen cDNA’lar uDrop™ Plate nanodrop spektrofotometre de Aoeo/Azso

degerleri Ol¢lilmiistiir.
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Sekil 3.7. cDNA sentezi olusturmada kullanilan PCR

3.2.5.1. Genlere spesifik primer ve TagqMan prob dizaym

Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zebra baliginda
GH-I, IGF-1, TGF-BR1A ve Beta Aktin genlerine ait mRNA dizilimleri kullanarak bir
primer dizayn programi olan primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) kullanilarak
genlerin maksimum 60-150 bp lik kismina spesifik primer ve problar dizayn edilmistir.
Dizayn edilen primer ve problarin ilgili gen bolgelerine spesifiklikleri
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/ kullanilarak kontrol edilmistir. Calismada
kullanilan genlere ait primer ve proplarin baz dizilimleri, b¢ ve gen bankasi erisim

numaralar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.

3.2.5.i. Real time PCR uygulamalari

Elde edilen ¢cDNA’lar iizerinde ilgili genlere ait bolgelerin amplifikasyonu Real-time
PCR’da yapilmigtir. TagMan prob iki primer arasindaki bolgeye baglanacak sekilde
dizayn edilir. Bu yontemde 5° ucunda flouresan isaretli Reporter ve 3’ ucunda da
Quencher boya kullanilmistir. Reaksiyon esnasinda serbest kalan reporter boya 1sinim

yapar. Bu 1s1nim, her déngiide kopan prob sayisiyla orantili olarak artmaktadir. Boylece
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olusan iriiniin miktar1 kantitatif olarak 6l¢iilmektedir. FastStart TagMan® Probe Qiagen
Rotor GeneQ kullanilarak gergeklestirilen Real time PCR karisimi ve protokolii Cizelge

3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Real time PCR karigimi

Bilesenler Konsantrasyon Hacim (uL)
FastStart TagMan® Probe 2X 25

Hydroliz Prob 10 pmol 1

Forward primer 20 pmol 2

Reverse primer 20 pmol 2

cDNA 2

ddH,0 18

Toplam hacim 30 ul

3.2.5.j. Gen ekspresyonu hesaplamalar:

Real-Time PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde, her bir 6rnegin referans ve hedef Ct
degerleri arasindaki farki kiyaslayan Hedef gen oran1 metodu kullanild: (Pfaffl 2001).
Kontrol ve muamele (Ar siitii) gruplarmin ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasi

asagida gosterildigi gibi Hedef gen oran1t metoduna gore yapilmaistir.

E ACP hedef (kontrol-6rnek)
hedef gen

ACP referans (kontrol-6rnek)
referans gen

Hedef Gen Oran1 =




Cizelge 3.5. Zebra baligi’nda kullanilacak primer ve problara ait dizilim bilgileri, iiriin uzunlugu ve genbank erisim numaralari

Genler PFr’irTSIra\I{e Baz Dizilimi (5'-3') Uzulgfligiz (be) El‘gflllllﬁilnl:l(::laﬂ
Forward GCATCAGCGTGCTCATCAAG

GH Reverse TGGTCTCCCCTACGGTCAG 108 AJ937858.1
Prob M TGGATGACAACGACTCCCTGCCGTT TAMRA
Forward AGTACCCACACCCTCTCACT

IGF-I Reverse AAAGCCCCTGTCTCCACAC 132 NM_131825.2
Prob FAM- GCGTTGACTCCCGCGACTCTGGA TAMRA
Forward GACCACCCATTCCTTGCTGA

TGF-8 Reverse GCCCTTCCCAATGCTCTCTT 144 NM_001037683.2
Prob FAM- AGTGCAACGGACCATCGCCAGGA TAMRA
Forward CCTCTCTTGCTCCTTCCACC

B-Aktin  Reverse TACTCCTGCTTGCTGATCCAC 150 AF057040.1

Prob

CYS- GGCCTCCCTGTCCACCTTCCAGCB®?

6€
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3.2.6. Deney sonuclarinin istatiksel degerlendirilmesi

Veriler SPSS 17.0 paket programinda ANOVA yontemi ve varyans analizine tabi
tutularak analizleri yapilmistir. ANOVA testi ve varyans analizleri sonucunda 6nemli
cikan grup ortalamalar1 arasindaki farkliligi tespit etmek icin Duncan c¢oklu

karsilastirma testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bireysel Ortalama Canh Agirhik Degisimi

Farkli oranlarda ar siitii iceren bes diyet ile beslenen Zebra baliklar1 (Danio rerio)’nin
bireysel ortalama canli agirliklar1 deneme basinda ve arastirmanin baslamasini takip
eden her 15 giinde bir dl¢iilmiis olup tiim donemlere ait ortalama canli agirlik degerleri
ile analiz sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Deneme grubu baliklarinin
deneme siiresince ortalama canli agirlik degerleri ile diyet gruplari arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmustur (p<0.05). Deneme sonunda en yiiksek biiyiime orani
D4 diyet grubunda belirlenmis olup D2 grubu ile arasinda istatistiki olarak farklilik
olmadigi p<0,05'e gore belirlenmistir. Ancak D2 disindaki D1, D3, D4, D5 gruplar ile
arasinda farklilik ¢ok 6nemli seviyede hesaplanmistir (p<0,05). Deneme sonu en diisiik
bireysel biiylime 0,8904+0,07 g ile D3 grubunda oldugu tespit edilmis olup diger gruplar
ile olan farkliligin ¢ok 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

1,5
2]
£
g
= 1
=]
2 0,5
>0, - il
i
~ . =

0 . \ Fo . 2 E = g g
Baslangig 2. Hafta 4. Hafta 6. Hafta 8. Hafta
Donem

OD1 mbD2 ©D3 mD4 @D5

Sekil 4.1. Farkli oranlarda ari siitii iceren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio
rerio)'nin deneme siiresince ortalama bireysel canli agirlik artiglari (g)
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Cizelge 4.1. Farkli oranlarda ari siitii igeren yemlerle beslenen Zebra
rerio)'nin deneme siiresince ortalama bireysel canli agirlik artislart (g)

balig1 (Danio

D1 D2 D3 D4 D5
Baglangig Agirligt ~ 0,479+0,07 0,515+0,04 0,489+0,05 0,533+0,02  0,493+0,01
15. Giin Agirhik ~ 0,701£0,02°  0,731+0,03  0,761+0,01®  0,770+0,01* 0,730+0,02"
30. Giin Agirlik  0,832+0,01¢  0,930+0,01° 0,807+0,01°  0,974+0,01° 0,949+0,00"
45. Giin Agirhk  1,060+0,01°  1,088+0,01* 0,831+0,02°  1,157+0,02° 1,104+0,01™
56. Giin Agirhik  1,103+0,05°  1,216+0,03"™ 0,890+0,07%  1,278+0,05° 1,168+0,01

X £S X = Ortalama+Ortalamanmn Standart Sapmasi, n=3. Farkli harfler birbirinden farkl olan gruplar:
gostermektedir, p<0,05.

4.2. RNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Degerleri

[zole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari, Agg/Azgo nm’de Olgiilen
absorbanslarin oraniyla belirlenen saflik dereceleri udrop cihazi ile belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Saf haldeki bir RNA’nin Azgo/Azgo absorbans orani 2,0 civarindadir. Elde
ettigimiz RNA 6rneklerimizin saflik dereceleri yani Ajgo/Azgo oraninin 2,0 olmasi RNA
izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir. Buldugumuz konsantrasyonlar
c¢DNA’larin elde edilebilmesi i¢in gerekli olan konsantrasyon miktarlarinin iizerinde

olup cDNA sentezinde basariyla gergeklestirilmistir.

Kompleks yapili organizmalarda elektroforez sonucunda 18S rRNA ve 28S rRNA
olmak tizere iki bant elde edilmektedir. Bantta goriilen total RNA’dir. Elektroforez
sonuglarinda elde edilen bantlar yogun ve belirgindir. RNA kiriklar1 ve kontaminasyon
gorilmemektedir.  Jelde elde

tekrarlanmistir (Sekil 4.2).

gorlntii edilemeyen Orneklerin  izolasyonlari
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Cizelge 4.2. Total RNA konsantrasyonlar1 (ng/uL) ve 260/280 (nm) oranlar1

KAS KARACIiGER BOBREK
Saflik Saflik
| | o S oy || 2800
1172,5385 2,1840 420,30 2,1739 775,84 2,1578
2 | 156,3846 1,9254 230,20 2,3456 821,46 2,1744
DO | 3| 145,6902 2,2012 221,40 2,3063 113,46 2,1377
4 | 186,3552 2,1920 285,60 2,3260 750,62 2,1466
51 152,3689 2,2122 222,30 2,2552 785,60 2,1515
1| 242,6923 2,0474 2242,23 2,0960 277 2,1851
2|178,7692 2,1740 1068,872 2,2060 102,46 2,1173
D1 |3 136 2,1908 1662,61 2,3333 151,46 2,1944
4 | 186,8696 2,0482 1500,56 2,1923 165,26 2,1725
51| 175,8545 2,3655 1025,52 2,1928 258,10 2,2025
1(172,84 2,1654 1167,92 2,1790 373,84 2,1726
2 | 268,92 2,1760 1652,38 2,1861 366,61 2,1644
D2 | 3| 220,88 2,1707 1311,2 2,1450 370,225 2,1685
4| 225,56 2,1852 1452,3 2,1516 385,228 2,1548
51| 205,78 2,1925 1789,29 2,1325 374,359 2,1485
1| 150,53 2,1525 214,23 2,1639 267,84 2,1245
2 | 420,84 2,1652 386,46 2,3929 241,65 2,1706
D3 | 3| 285,685 2,1588 995,15 2,1717 287,60 2,0955
4 | 359,256 2,1489 759,65 2,1545 245,32 2,1456
5| 285,458 2,1556 456,12 2,1485 258,15 2,1865
1| 315,69 2,2266 2388,61 2,0537 264 2,1777
2| 324,23 2,2505 1127,46 2,1782 539,53 2,1211
D4 | 3| 420,84 2,1648 1181,46 2,1743 208,76 2,1931
4 | 356,26 2,1654 2054,28 2,1654 256,28 2,1548
51| 314,56 2,2365 2289,69 2,1953 247,64 2,1584
1| 158,3846 2,8367 1790,84 2,1609 128,30 2,1775
2 | 175,1538 2,1884 226,76 2,1724 224,76 2,1773
D5 | 3| 197,1538 2,1794 330,84 2,1955 178,53 2,1431
4 | 145,9854 2,1456 548,52 2,1523 148,36 2,1685
51| 174,6598 2,1852 254,65 2,1765 175,25 2,1784

DO:Baslangig 6rnek gruplari, D1: Kontrol grubu %0 Ar siitii, D2:%0,1 Arn siitii, D3: %0,40 An siiti,
D4: %1,6 Ar siitli, D5:%6,4 Ar siitii.
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Sekil 4.2. Izole edilen RNA’larin % 1°lik agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri

4.3. Oransal Biiyiime (OB)

Calismada hesaplanan yem gruplarina yiizde oransal biiylimeleri Cizelge 4.3 ve Sekil
4.3’de verilmistir. Yapilan hesaplamalarda D3 grubu haricinde D1, D2, D4 ve D5
gruplar arasinda farkliligin istatistiki (p>0.05) acidan 6nemli olmadig1 goriilmiistiir. En
yiikksek deger 237,04+11,85 ile D2 yem grubunda belirlenirken en diisiik oransal
biiyiime ise 182,04+8,80 D3 grubunda oldugu belirlenmistir. Yapilan hesaplamalarda
D3 grubu haricinde D1, D2, D4 ve DS gruplar arasinda farkliligin istatistiki (p>0.05)
acidan onemli olmadigi gorilmiistiir. En yiliksek deger 237,04+11,85 ile D2 yem
grubunda belirlenirken en diisiik oransal biliylime ise 182,04+8,80 D3 grubunda oldugu
belirlenmistir. Calismada hesaplanan yem gruplarina yiizde oransal biiyiimeleri Cizelge

4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli oranlarda beslenen ar1 siitiiniin Zebra baligi (Danio rerio) deneme
stiresince oransal biiyiime (OB) degerleri (%)

4.4. Spesifik Biiyiime Oram (SBO)

Tiim gruplarda Zebra baliklarinin spesifik biiyiime orani yiizde oransal biiylime verileri
ile benzerlik gostermis olup sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Arastirma sonunda en
yiiksek SBO D4 diyeti ile beslenen grupta %1,63+0,04 oraninda, en diisiik deger ise D3
diyetleriyle beslenen muamele %1,07+0,09 ile belirlenmistir. Diyetler arasinda SBO
degerleri bakimindan D3 grubu diger dort gruptan istatistiki olarak farkli oldugu
(p<0,05) fakat D1, D2, D4 ve D5 yem gruplar arasinda degerler arasindaki farkliligin

istatistiki olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

4.5. Yem Degerlendirme Orani ve Yasama Orani

An siitiiniin  farkli konsantrasyonlarmin ilave edildigi diyetlerde baliklarin yem
degerlendirme ve yasama oranlari iizerine etkilerinin olmadig1 belirlenmis olup her iki
parametreye ait bulgular Cizelge 4.3’te verilmistir. En disik YDO 2,284+0,26 ile D1
grubunda iken en yiiksek oran D4 grubu yem ile beslenen baliklarda 2,81+0,44 ile

belirlenmistir. Biitiin gruplar arasinda P>0,05'e gore bir farklilik olmadig: goriilmiistiir.
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Yasama oranlar1 bakimindan elde veriler YDO ile ayn1 dogrultuda olup Cizelge 4.3’te
sunulmustur. Gruplar arasinda istatistiki bakimdan bir farklilik belirlenmemistir
(p>0,05). En diisiik yasama oran1 %78,67+10,48 ile D4 grubunda, en yiiksek ise D3

grubunda %88,00+1,15 orani ile belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Ari siitlinlin Zebra baligi (Danio rerio)'nin deneme siiresince oransal biiyliime (OB),
spesifik biiyiime orani (SBO), yem degerlendirme orani (YDO) ve yasama oran1 (YO) degerleri
(%).

D1 D2 D3 D4 D5

OB (%) 230,14+6,90°  237,04+11,85%  182,0448.80°  249.11+545%  237,01+4,12°

SBO(%) 1,49+0,05% 1,54+0,09° 1,07+0,09° 1,63+0,04° 1,54+0,03%
YDO 2,284+0,26 2,61+0,10 2,41+0,29 2,81+0,44 2,4540,01
YO (%) 79,33+6,77 82,67+5,81 88,00+1,15 78,67+10,48 84,00+1,15

X +S X =Ortalama+Ortalamanin Standart Sapmasi, n=3.Her bir parametre i¢in farkli harflerle
isaretlenmis ortalamalar birbirinden farkli olan gruplar1 gostermektedir, p<0,05.

4.6. Hepatosomatik indeks (HSI)

Dort farkli yemle beslenen Zebra baliklarmin 2 aylik deneme sonunda hepatosomatik
indeks degerlerinin analiz sonuglart Cizelge 4.3’te sunulmustur. Bu veriler
dogrultusunda en yiiksek HSI degeri D4 yemiyle beslenen grupta (2,39+0,65), en diisiik
deger ise D2 yemiyle beslenen baliklarda (0,48+0,13) belirlenmistir. D4 grubu ile D3
ve D5 gruplar arasinda, D1 ile D2 grubu arasinda ve D1 ile D3 ve DS diyet gruplari

arasinda istatistiki agidan fark olmadigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.4. An sitii ile beslenen Zebra baligi (Danio rerio)nin deneme sonunda
hepatosomatik indeks degerleri (%).

4.7. Kas, Karaciger ve Bobrek Dokularinda GH-1 mRNA Seviyesi

Arastirmada farkli oranlarda ari siitii iceren diyetlerin Zebra baligi (Danio rerio)'nin
kas, karaciger ve bobrek dokularinda GH-I mRNA seviyelerine ait farkliliklar Sekil 4.5,
4.6 ve 4.7, Cizelge 4.4.°te sunulmustur. Kontrol grubu D1 (%0 ar siitii igeren) diyet
MRNA seviyelerinin belirlenmesinde kalibrator olarak kullanilmis olup bu gruba ait gen

ekspresyon miktari 1 olarak kabul edilmektedir.

Kas dokusunda en yiiksek GH-I gen ekspresyonu D4 diyeti ile beslenen baliklarda
2,22+0,42 ile belirlenirken en diisiik ekspresyon miktar1 1,19 +0,15 ile D3 diyet
grubunda tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Baslangi¢ 6rneklemesi (D0), D1, D2, D3 ve D5
gruplart arasinda GH-I mRNA seviyesi bakimindan istatistiki olarak fark
bulunmamasina (p>0,05) ragmen D4 diyet grubu ile DO, D1 ve D3 gruplar1 arasinda
ilgili hormona ait genin ekspresyon dereceleri arasinda énemli farklilik oldugu p<0,05'e
gore belirlenmistir. Diger taraftan D4 diyet grubu ile D2 ve D5 gruplar1 arasindan GH-I
mRNA seviyesi incelendiginde farkliligin istatistiki olarak Onemli olmadig1
belirlenmistir (p<0,05, Sekil 4.5). Sonug olarak, %1,6 oraninda ari siitii ilave edilen D4

grubu baliklarinin kaslarinda GH-I hormonuna ait genin ekspresyon derecesi kontrol
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grubuna oranla 2,22+0,55 kat daha fazla eksprese olmasma ragmen diger diyet
gruplarinda bu gene ait ekspresyon derecesi kontrol grubundan diisiik oranda

gergeklestigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli oranlarda ari siitii igeren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)'
nin kas dokusu GH-1 mRNA seviyesi

Karaciger dokusunda GH-I mRNA seviyeleri diyet gruplarinda kas dokusuna gore
farklilik gostermistir. Kas dokusunda en yiiksek ekspresyon derecesi D4 diyet grubunda
iken karacigerde D5 diyetleri ile beslenen baliklarda 2,42+0,22 olarak belirlenmistir. Bu
dokuda en diisiikk ekspresyon degeri 1,02+0,13°dir. Sonuglar istatistiki olarak
incelendiginde DO, D1, D2, ve D4 uygulamalar: arasinda farklilik olmadigi (p>0,05),
D5 diyet gruplar1 baliklarinda mRNA seviyelerinin ise diger gruplardan yiiksek olup bu
farklilik p<0,05'e gore onemlidir. Diger taraftan D2, D4 ve DS gruplarn arasinda
karaciger dokusunda ilgili gen ekspresyon derecesi bakimindan farklilik olmadigi
istatistiki olarak analiz edilmistir (p>0,05). Ayrica kontrol grubuna gore D5 diyetleri ile
beslenenler 2,42+0,22, D3 ile beslenenler 1,86+0,36, ve D4 diyet grubunda ise
1,55+0,33 kat daha eksprese olmustur.

Bobrek dokularinda ise en diisiik ekspresyon miktar1 D4 diyeti ile beslenen baliklarda

belirlenmis olup diger gruplardan p<0,05'e gore istatistiki olarak farkli bulunmustur.
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Diger taraftan D5 grubu en yiiksek mRNA seviyesine sahip olmasina ragmen DO, D1,
D2 ve D3 gruplarindan istatistiki olarak farkli olmadig tespit edilmistir (p>0,05). D5
grubundaki ekspresyon miktar1 kontrol grubuna gore 1,22+0,18 kat daha fazla eksprese
olurken D4 grubu bobreklerinde kontrole gore yaklasik %65 daha fazla mRNA seviyesi
belirlenmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. Farkli oranlarda ari siitii igeren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)'
nin karaciger dokusu GH-1 mRNA seviyesi.
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Sekil 4.7. Farkli oranlarda ar siitii iceren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)'
nin bobrek dokusu GH-1 mMRNA seviyesi.
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4.8. Kas, Karaciger ve Bobrek Dokularinda IGF-1 mRNA Seviyesi

Biiylime metabolizmasinda gorevli olan bir diger gen olan IGF-I mRNA seviyesi
bakimindan diyet gruplarina ait balik 6rneklerinin kas, karaciger ve bobrek dokulari
analiz edilmis, elde edilen bulgular Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10, Cizelge 4.4.'te sunulmustur.
Kas dokusundan elde edilen mRNA’lardan yapilan Real-Time PCR analizleri
sonucunda en yiiksek ekspresyon 2,33+0,55 ile %6,4 ar1 siitii ihtiva eden D5 grubu
Zebra baliklarina ait baliklarda, en diisiik deger ise GH-I hormonunda oldugu gibi D3
diyet grubunda 0,92+0,46 oldugu goriilmiistiir. Ayrica D5 grubu ekspresyon derecesinin
baslangi¢ Ornekleri ve diger diyet gruplarina oranla daha yiiksek oldugu ve farkliligin
istatistiki acidan dnemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Diger taraftan DO, D1, D2,
D3 ve D4 gruplar arasinda ilgili gen bakimindan p>0,05'e gére bir farklilik olmadigi
analiz edilmistir. Diger bir bakis agisi ile D5 grubu baliklarinda IGF-1 mRNA seviyesi
kontrol grubuna oranla 2,334+0,55 kat daha fazla eksprese olurken, diger muamele
gruplart kalibrator D1 grubunun mRNA seviyesinin altinda seyrettigi sonucu elde

edilmistir.

Karaciger dokularinda kas dokusunda oldugu gibi en yiiksek IGF-1 ekspresyon derecesi
D5 grubu baliklarinda 1,28+0,33 kaydedilirken en disiik deger D4 grubunda oldugu
analizler sonucu belirlenmistir (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.4). Diger taraftan tiim diyet
gruplar1 arasinda ve diyet gruplarinin baslangic Orneklerine gore bu genin mRNA
seviyesi bakimindan istatistiki bakimdan bir farklilik olmadigi analiz edilmistir

(p>0,05).
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Sekil 4.8. Farkli oranlarda ar siitii iceren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)'
nin kas dokusu IGF-I mRNA seviyesi.
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Sekil 4.9. Farkl: oranlarda ar1 siitii iceren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)'
nin karaciger dokusu IGF-1 mRNA seviyesi.

Arastirma bulgularina gore bobrek dokusunda IGF-I mRNA ekspresyon seviyesi en
yiiksek grup 1,30+0,28 ile D5 grubunda, en diisiikk deger ise 0,9540,13 D4 diyetleri ile
beslenen baliklarda bulunmustur. Istatistiki agidan incelendiginde baslangic drnekleri
hari¢ tutuldugunda diyet gruplar1 igerisinde istatistiki bir farklilik olmadigi analiz
edilmistir (p>0,05). Ayrica D5 ve D4 gruplar sonuglarinin disinda diger gruplara ait
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ekspresyon seviyeleri kalibrator olarak kullanilan kontrol grubu derecesinin altinda

Ol¢tilmiistiir (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.4).
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Sekil 4.10. Farkli oranlarda art siitii igeren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)'
nin bobrek dokusu IGF-1 mMRNA seviyesi.

4.9. Kas, Karaciger ve Bobrek Dokularinda TGF-£ mRNA Seviyesi

Immiin sistemde 6nemli bir rol oynayan ayn1 zamanda biiyiime metabolizmasinda gérev
alan GH-I dolayisi ile IGF-I gibi bazi genlerin ekspresyonunu kontrol eden TGF-f
genine ait mRNA seviyesinin gruplara gore dokulardaki dagilimi Sekil 4.11, 4.12 ve
4.13, Cizelge 4.4’te sunulmustur. Ik olarak kas dokusu ele alindiginda yukarida
bahsedilen diger iki gene ragmen gruplar arasinda bir farklilik olmadigi p>0,05'e gore
tespit edilmistir. En diisik mRNA seviyesi D3 grubunda 0,9340,46, en yiiksek ise
1,08+0,10 ile D4 diyet grubu baliklarinin kaslarinda analiz edilmistir. TGF-f mRNA
bakimindan DO, D2, D3 ve D5 uygulama gruplart D1 (kontrol) grubundan daha diisiik

eksprese olmustur.

Diyet gruplar arasinda karaciger dokusunda TGF-3 mRNA seviyesi incelendiginde en
yiiksek ekspresyon miktar1 D3 diyeti ile beslenen baliklarda (0,98+0,09), en diisiik
miktar ise D5 grubu baliklarda (0,39+0,06) tespit edilmistir. Tiim uygulamalarda elde
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edilen mRNA seviye miktarlar1 kontrol grubu seviyesinin yani 1'in altinda oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Farkli oranlarda art siitii igeren yemlerle beslenen Zebra balig: (Danio rerio)'
nin kas dokusu TGF-# mRNA seviyesi
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Sekil 4.12. Farkli oranlarda art siitii igeren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)’
nin karaciger dokusu TGF- mRNA seviyesi.
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Bobrek dokusunda tiim uygulama gruplarinda TGF-f mRNA seviyesi kalibrator olarak

kullanilan kontrol seviyesinin yani 1'in altinda oldugu analizler sonucu elde edilmistir
(Sekil 4.13 ve Cizelge 4.4). En disik deger D4 grubunda 0,21+0,02 miktarinda, en
yiiksek ekspresyon ise 0,25+0,07 D2 diyeti ile beslenen baliklarin bobreklerinde analiz
edilmistir. Fakat diyet gruplar arasinda (D2, D3, D4 ve D5) bobrek dokusunda TGF-

mRNA seviyeleri arasinda istatistiki agidan bir fark olmadigi hesaplanmistir (p>0,05).
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Sekil 4.13. Farkli oranlarda art siitii igeren yemlerle beslenen Zebra baligi (Danio rerio)’

nin bobrek dokusu TGF-f mRNA seviyesi

Cizelge 4.4. Kas, karaciger ve bobrek dokularinda IGF-I, GH-1 ve TGF-f mRNA

seviyesi degerleri

GENLER DOKU DO D1 D2 D3 D4 D5
TGF-p |Bobrek  [0,70£0,09° [1,00+0,00* [0,25+0,07° [0,23£0,04° [0,21+0,02° |0,24+0,04°
Karaciger |0,95+0,29® [1,00£0,00° [0,46+0,10° [0,98+0,09® [0,52+0,14* [0,39+0,06°
Kas 0,68+0,03% | 1,00+0,00° [0,93+0,20° [0,92+0,46° |1,08+0,10* [0,95+0,41°
IGF-1 |Babrek  [0,30+0,04° [1,00+0,00° [0,95+0,36™ [1,10+0,16* [0,95+0,13® |[1,30+0,28?
Karaciger |0,80+0,19° [1,00£0,00° [1,03+£0,22% [1,17+0,19* [0,82+0,10° |[1,28+0,33°
Kas 0,42+0,08°  [1,00+0,00° [0,93+0,05° [0,72+0,14° [0,99+0,48" |2,33+0,55°
GH-1 |Bobrek  |0,82+0,19° |[1,00+0,00* [0,99+0,19% [1,02+0,04* [0,37+0,08° [1,22+0,18°
Karaciger |140+0,27° [1,00£0,00° [1,02+0,13° [1,86+0,36™ |1,55+0,33" [2,42+0,21°
Kas 0,90+0,09° [1,00+0,00° [1,68+0,07® [1,19+0,15° [2.22+0,42% |1,84+0,58%

DO: Baslangi¢ drnek gruplari, D1: Kontrol grubu %0 Ar siitii, D2:%0,1 Arn siitli, D3: %0,40 A siiti,

D4: %1,6 Ar siitii, D5:%6,4 Ar siitii. a, b ve c: Istatistiksel agidan 6nem derecesi (p<0,05)
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Biiyiime ve HSI Degerlerine Iliskin Tartisma

Onemli bir model organizma olan Zebra balig1 (Danio rerio) biiyiime, gelisme, diyet ve
laboratuar ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Zebra balig1 diyetlerinin standardize
edilmesinde ve yem ilave maddelerinin canlilar iizerine metabolik etkilerinin
arastirtlmasinda tercih edilmektedir. Arastirma bulgularinda bahsedildigi ve Cizelge 5.1
ve Sekil 5.1°deki gibi deneme sonunda bireysel canli agirlik artiglar1 arasinda p<0,05'e
gore farklilik goriilmiistiir. Arastirma sonuclarimiz baliklar iizerine yapilan bir ¢ok
besleme c¢alismasi sonuglari ile ortiismekte olup bu caligmalarda tiire bagli olarak
degisim gosterdigi belirlenmis olmasina ragmen (Bromley 1980; Higgs et al. 1985;
Hughes 1989; Ekanem 1996; Lee et al. 1997, Grove et al. 2001) 6zellikle Zebra baligi
lizerine yapilan bir ¢alismada farkli yem katki maddelerinin baliklarin biiyiime verileri
tizerine etkili oldugunu belirtmislerdir (Diogo et al. 2014). Deneme sonu balik
agirliklarina gére D3 grubu hari¢ diger yem gruplar arasinda farklilik olmamasi yapilan
bir ¢ok besleme calismasmin sonuglari ile benzerlik gdstermistir. Ornegin Sirkecioglu
(2011) ve bir ¢ok arastirmaci tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli yag kaynaklarinin
baliklarin oransal biiyiime verileri {izerine etki etmedigi bulgular ile Ortlismektedir
(Jobling et al. 1991; Legendre et al. 1995; Martins et al. 2005; Richard et al. 2006 a,b).
Ancak yemlere ilave edilen ar siitiiniin baliklarin biiyiime oranlarin1 matematiksel
hesaplamalara gore olumsuz etkilemedigi bu sonucun farkli yag kaynaklarmin baliklarin
biiyiime performanslarini etkilemedigi hipotezi ile ortiismektedir (Bell et al. 1991a,b,
1992, 1993, 2002; Lie et al. 1993; Waagbe et al. 1993a,b; Thompson et al. 1996;
Tocher et al. 1997; Torstensen et al. 2000; Rosenlund et al. 2001; Rollin et al. 2003).

Balik besleme c¢aligmalarinda biiyiime performansiin belirlenmesinde onemli bir
parametre olarak kullanilan spesifik biliylime oranlar1 bizim c¢alismamizda
incelendiginde oransal biiylime verileri ile benzerlik gostermektedir. Yani D3 diyetleri
ile beslenen grup hari¢ diger uygulamalar arasinda farklilik olmadigi belirlenmistir

(p>0,05, Cizelge 5.2). Bu arastirma verilerimiz Perez-Sanchez et al (2015)'nin Cipura
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baliklar1 yemlerine ilave edilen bir NEXT ENHANCE® maddesinin farkli oranlarinimn
SBO {izerine gruplar arasi farkliligin p>0,05'e gore olmadigi verileri ile ortiismektedir.
Diger bir calismada ise Zebra baligi diyetlerine farkli oranlarda katilan vitamin E'nin

SGR verileri oransal biiyiime verileri ile ayni diizlemde oldugunu bildirmislerdir

(Mehrad et al. 2012).

Diger biitiin canlilarda oldugu gibi baliklarda da biiylimede gerekli olan enerjinin
saglanmast ve yemlerin degerlendirilme oraninin belirlenmesinde kullanilan
parametrelerden birisi yem degerlendirme oranidir Yem degerlendirme oraninin 1'i
altinda ya da esit olmasi istenilen bir durumdur (Lindhors-Emme 1990; Celikkale 1994;
Aras vd 2000). Farkli oranlarda ar siitii i¢eren diyetlerle beslenen Cipura baliklarinin
yem degerlendirme oranlarinin gruplar p>0,05'e arasinda farklilik gostermedigi tespit
edilmistir. Yem degerlendirme orani bakimindan elde edilen verilerimiz Perez-Sanchez

et al (2015)"in bulgulari ile ortiismektedir.

Deneme siiresince diyet gruplarinda 6lii baliklar belirlemis olup agirliklar: hesaplanarak
giinlik yem miktarindaki degisimler uygulanmistir. Cizelge 4.1'de sunuldugu gibi
yasama oranlari bakimindan diyet uygulamalar1 arasinda bir farklilik olmadig: i¢in bu
veriler zebra baliklari {izerinde yapilan baz1 ¢alisma verileri ile benzerlik arz etmektedir
(Mehrad et al. 2012; Perez-Sanchez et al. 2015).

Beslenme aliskinliklarina ve yem maddesindeki ingredientler sindirilme kapasitesine
bagl olarak degismektedir. Baliklarin biliylimesine, diyetleriyle aldiklar1 yag miktarina
bagl olarak hepatosomatik indeks degeri artmaktadir (Steffens 1997; Torstensen et al.
2000; Rosenlund et al. 2001; Chaiyapechara et al. 2003; Piedecaus et al. 2007). Bizim
calismamizda elde edilen verilere gére hesaplanan HSI degerleri diyetlerden etkilendigi
ve oransal biiylime parametreleri ile benzer egilimde oldugu belirlenmistir. Bu veriler
Perez-Sanchez et al. 2015"n ilave maddenin farkli oranlarmin HSI oranini etkilemedigi

sonuclar ile desteklenmektedir.
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5.2. Biiyiime Hormonlarinin Transkriptomik Seviyede Karsilastirilmasi

5.2.1. Kas, karaciger ve bobrek dokularindan elde edilen GH-1 mRNA seviyesi

Omurgalilarda oldugu gibi baliklarda da endokrin sisteminin diizenlenmesinde biiyiime
hormonu (GH-I) o6nemli bir rol oynamaktadir. Biiyiime metabolizmasinin
diizenlenmesinde hem i¢ faktorler hem de dis faktorler etkilidir. Beslenme, biiyiime
metabolizmasinin diizenlenmesinde etkili olan en 6nemli dis faktorlerden biridir. Yani
besin madde kompozisyonu baliklarin biiytimeleri tizerine baligin ihtiyaglarini igerip
icermemesine gore olumlu yada olumsuz etki etmektedir (Company et al. 2001;
Sirkecioglu 2011; Reindl and Sheridan 2012). Kas dokularinda en yiiksek GH-I mRNA
seviyesi %1,6 oraninda ari siitii igeren diyetler ile beslenen baliklarda goriiliirken D5 ve
D2 diyetlerindeki bu genin ekspresyon dereceleri arasinda p<0,05'e gore farklilik
bulunmamustir. Benedito-Palos et al. (2007) yapilan bir ¢alismada baligin ihtiyag
duydugu yag asidi kompozisyonunu yeteri derecede ihtiva etmeyen yag kaynaklari ile
beslendiginde biiyiime genlerinin mRNA seviyesinin miktarinda azalma oldugu
bildirilmigtir. Bu veriler 1s1ginda biiyiime hormonu GH-I hipofizden salgilanan bir
hormon olmasi sebebiyle bu hormona ait genin ekspresyonunun dokulara goére degistigi

biiylime mekanizmasinin geregidir (Picha et al. 2008).

Diger bir doku olarak ele alinan karaciger dokusunda ise ilgili gene ait ekspresyon
dereceleri kas dokusuna oranla farklilik gosterdigi Sekil 4.5 ve 4.6' da verilmistir. D4
diyeti ile beslenen baliklarin kas dokusunda diger uygulamalara gore GH-I yiiksek
oranda eksprese olurken karaciger dokusunda D4 diyet grubunda diisilk oranda
sentezlendigi belirlenmistir. Kas ve karaciger dokularinda GH-I sentezi hipofiz
dokusuna gore daha diisiik oranda gerceklesmesine ragmen karaciger dokusu kas
dokusuna oranla daha yiiksek olmasi gerektigi Icoglu-Aksakal (2013) gokkusagi
alabaliklar1 iizerine yaptig1 bir ¢aligmada bildirilmis olup bu sonug bizim ¢aligmamizda
net olarak goriilmemistir. Bunun sebebi materyal baligin tiirii olup Zebra balig1 erken
cinsi olgunluga erigen bir tiir oldugu i¢in biiyiime kabiliyetinin diisik olmas1 sebebiyle

ovaryum gelisiminin kas dokusunda ki sentezi baskiladigi diigiiniilmektedir.
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Son yillarda bobrek dokularinda biiylime hormonlarinin miktar1 ayni zaman da bu
hormonlara ait genlerin mRNA seviyeleri lizerine c¢esitli faktorlerin etkileri model
organizmalar kullanilarak arastirilmaktadir. Biiyiime hormonlarinin hem plazmada hem
de dokulardaki miktar1 bobrek gelisimini etkilemekte olup fonksiyonlarinin
diizenlenmesi i¢in 6nem arz etmektedir (Roelfsema and Clark 2001). Calismamizda D4
grubu haricinde diger muameleler arasinda p>0,05'e gore farklilik olmadig
belirlenmistir. Sonuglarimiz kas ve karaciger dokusunda bobrek dokusuna oranla daha
yiikksek GH-1 ekspresyonu gergeklesmistir. Bu durum Zebra baliginin tatli su baligi
olmasi ile agiklanmaktadir. Ciinkii bobrek gelisimi tuzlu su baliklarinda tatli su
baliklarina oranla daha yiiksektir. Diger bir ifade ile biiyiime hormonu ve IGF metabolik
sistemine gore GH hormonlarinin hipotalamustan salgilanmasi ile karacigerde IGF-I’in
sentezi baslamaktadir. Bu mekanizmanin devam eden asamalarinda karacigerde
sentezlenen IGF-I’in miktarina bagli olarak bobrek ve diger dokularda IGF-1l sentezi
baslamakta olup doku gelisimi gergeklesmektedir (Duan 1997; Reinecke 2010; Sheridan
and Hagemeister 2009).

5.2.2. Kas, karaciger ve bobrek dokularindan IGF-1 mRNA seviyesi

Insiilin benzeri bilyiime faktdrii-I karacigerde yiiksek olarak eksprese edilmektedir.
Karacigerde ekspresyon derecesini hipofizden salgilanan GH-I stimiile etmektedir. IGF-
I, bliyiime hormonunun artmasiyla sentezlenmesi gerekirken bu durum besin madde
alimmnin  yetersiz olmast durumunda gereklesmeyebilir. Ciinkii  biiylimenin
tamamlanmasi i¢in metabolizmanin ihtiya¢ duydugu besin madde miktarinin diyetler ile
alinmas1 gerekmektedir (Picha et al. 2008). Kas dokusunda IGF-I miktar
incelendiginde en yiiksek IGF-I mRNA seviyesi %6,4 ar1 siitii ihtiva eden diyetler ile
beslenilen baliklarda goriilirken diger gruplar arasindaki farklilik istatistiki olarak ¢ok
onemli bulunmustur. GH-I bakimindan D4 grubundan mRNA seviyesi yiiksek
cikmigken IGF-I bakimindan diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum baliklar arasinda

bireysel varyasyona veya stres faktoriine baglanmaktadir.
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Biiytimeden sorumlu olan IGF-I hormon genleri karaciger dokusunda fazla eksprese
olmasi beklenmektedir. Ciinkii GH-IGF sisteminin ¢aligma mekanizmasinda
hipotalamustan salgilanan GH miktarina gore karacigerde IGF-1 salinimi baglamaktadir.
Bu hormon en fazla karacigerde salgilanmakla birlikte biiylimenin oldugu tiim
dokularda da belirli oranlarda salgilanmaktadir (Reinecke 2010). Bizim ¢alismamizda
D5 grubu baliklari ile beslenen baliklar haricinde diger tiim gruplarda IGF-1 seviyesi
kas dokusunda karaciger dokusuna oranla daha az ekspresse oldugu ve bu bilgiler bizim
arastirma verilerimiz ile Ortlismektedir. Ayrica karaciger dokusunda diyet gruplari
arasinda IGF-I mRNA seviyesi bakimindan p>0,05'e goére bir farklilik olmadigi
belirlenmistir. Bu sonuglar Gokkusagi alabaliginda Chauvigne et al. (2003) tarafindan
yapilan bir ¢alismada IGF-I mRNA seviyelerini ili¢ farkli 6rnekleme doneminde

belirlemis ve son 6rnekleme dénemlerinde seviyenin diistiigiinii tespit etmistir.

5.2.3. Kas, karaciger ve bobrek dokularinda TGF-# mRNA seviyesi

TGF-B canlilarda hiicre biiylimesini ve hiicrelerin farklilasmasini kontrol eden bir
hormondur. Immun sistemin diizenlenmesinde ve gelismekte olan hiicrelerin
farklilagmasinda morfogen olarak gorev yapmaktadir. Bu gen hemen hemen her hiicrede
sentezlenmekte olup hiicreler arasi sinyal mekanizmasinda gorev almaktadir (Clark and
Coker 1998; Derynck and Miyazono 2008; Nagaraj and Datta 2010; McLean 2012).
Ayrica biiylimeyi diizenleyen GH-1 ve IGF-I1 genlerinin ekspresyonunu kontrol

etmektedir.

Kas dokularinda TGF-B mRNA seviyesine farkli oranlarda ari siitii i¢eren diyetlerin
etkisi incelendiginde p>0,05'e gore bir farklilik olmadigi belirlenmistir. Ekspresyon
dereceleri kalibrator olarak kullanilan kontrol grubunu derecesine yani 1'e yakin
¢ikmasi ar1 siitlinlin baliklar lizerine olumsuz etkisi olmadigi kanaatini olusturmustur.
Xu and Chegini (2003) ve Ding et al. (2004)'un TGF- mRNA seviyesinin dokulardaki
artig1 hipotezleri ile ortiismektedir.
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flgili gen bakimindan karaciger dokularinda diyet gruplari arasinda istatistiki olarak
onemli farklilik goriilmiis olup D5, D4 ve D2 diyetlerinde kontrol (D1, kalibrator) ve
baslangic (D0) gruplarina gore yaklasik %50 oraninda daha diisiik mRNA seviyesi
oldugu belirlenmistir. Karacigerde TGF- mRNA seviyesi diisiik ¢cikan diyet gruplarinin
oransal biiyiime degerleri diger gruplara gore yiiksek oldugu fakat farkliligin p>0,05'e
gore Onemli olmadigi goriilmiistiir. Ayrica dokulardaki biiylimeyi baglatan IGF-I
hormonuna ait genin ekspresyon dereceleri karaciger dokusunda bu gruplarda
digerlerine gore fazla seviyede gozlendigi bulgusu TGF-B'nin biiyiime (GH-1 ve IGF-1)
genlerinin ekspresyonunu kontrol ettigi ve bilgileriyle ortiismektedir (Xu and Chegini
2003; Ding et al. 2004).

Diyet gruplarmin bobrek dokusunda karacigere gore daha fazla oranda diisiik
ekspresyon oraninin oldugu ve bu oranin kontrole gore yaklasik % 80 daha az seviyede
oldugu belirlenmistir. Bu veriler IGF-I'in bobrek dokusu mRNA seviyeleri ile ters bir
iliski i¢indedir. Yani IGF-I'in dokudaki artis1t TGF-B'nin disiistine sebep olmustur.
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