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OZET

Genel olarak, biyoaktif bilesiklerin ¢ogu, belirgin bir antioksidan kapasiteye sahiptir.
Prebiyotikler gidalardaki bakteri ve mantarlar gibi faydali mikroorganizmalarin biiyiimesini
veya aktivitesini indiikleyen bilesiklerdir. Probiyotikler, kalin bagirsagi kolonize etmeyi
amagclayan canli bakterilerdir. Sinbiyotik terimi, prebiyotiklerin ve probiyotiklerin sinerjik
kombinasyonlarini tanimlamak i¢in kullanilir. DNA metilasyonu gibi epigenetik
mekanizmalarin, gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir. Baz1 aday genlerin DNA
metilasyonu dokularda o6lgiildiigi zaman, biyoaktif maddelerin epigenetik etkisi hakkinda
bilgi verici olabilir. Biyoaktif bilesiklerin karacigerdeki DNA metilasyon seviyeleri
tizerindeki rolii giiniimiizde bilinmemektedir. Bu ¢alismada, biyoaktif maddelerin in ovo
stimiilasyondan sonra onemli bir metabolik organ olan karacigerde yol agtig1 epigenetik
degisiklikleri (KLHL6 ve SYK genlerinin metilasyonu tizerine) incelemeyi amagladik.

Bu ¢alismada, 20 Ross ve 20 Green-legged Partridgelike cinsi tavugun karaciger
orneklerinden olmak iizere toplamda 40 numune kullanildi. Fenol / kloroform yontemi
kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Prebiyotik (galaktooligosakarit), probiyotik
(Lactococcus lactis subsp. cremoris), sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu)
SYK ve KLHL6 genlerinin metilasyon seviyeleri iizerinde etkisi incelendi. Metilasyon
profilleri Metilasyon spesifik kantitatif PCR yontemi kullanilarak analiz edildi. Prebiyotik,
probiyotik ve sinbiyotiklerin embriyonik gelisimin 12. giiniinde in ovo uygulamasiyla enjekte
edilmesinin, Ross ve Greenlegged-Partridgelike cinsi tavuklarin karacigerlerinde immiin ile
iliskili genlerin (KLHL6 ve SYK genleri) metilasyon seviyelerinde artisa neden oldugu tespit
edildi. Biyoaktif maddelerin etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlasilmasi,
antibiyotiklere karsi dogal alternatifler bulmak i¢in yararli bir yaklasim olabilir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif maddeler, Epigenetik karakter, In ovo teknolojisi, KLHLS,

SYK



ABSTRACT

In general, most of the bioactive compounds have a marked antioxidant capacity.
Prebiotics are compounds in food that induce the growth or activity of beneficial
microorganisms such as bacteria and fungi. Probiotics are live bacteria which are intended to
colonize the large intestine. The term synbiotic is used to describe synergistic combinations of
prebiotics and probiotics. Epigenetic mechanisms such as DNA methylation have been shown
to regulate gene expression. When DNA methylation of some candidate genes is measured in
tissues, it can be informative about the epigenetic effect of bioactive substances. The role of
bioactive compounds on DNA methylation levels in the liver is currently unknown. In this
study, we aimed to investigate the epigenetic changes caused by bioactive substances in the
liver which is an important metabolic organ after ovo stimulation (on methylation of KLHL6
and SYK genes).

In this study, a total of 40 specimens, liver samples of 20 Ross and 20 Green-legged
Partridgelike chickens, were used. DNA was isolated using phenol / chloroform method. The
effects of prebiotic (galactooligosaccharide), probiotic (Lactococcus lactis subsp. cremoris),
synbiotics (probiotic and prebiotic combination) on the methylation levels of SYK and KLHL6
genes were examined. DNA methylation ratios determined by Methylation Specific
Quantitavie PCR. Increased levels of methylation of immune-related genes in the liver of
Ross and Greenlegged-Partridgelike chickens were observed after in ovo injection of
prebiotics, probiotics and synbiotics on the 12th day of embryonic development.

Understanding the molecular mechanism underlying the effects of bioactive

substances may be a useful approach for finding natural alternatives to antibiotics.

Keywords: Bioactive compounds, Epigenetic character, In ovo technology, KLHL6, SYK
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1.GIRIS VE AMAC

Biyoaktif bilesikler, dogada ortaya ¢ikan, esansiyel ve esansiyel olmayan bilesiklerdir
(6rnegin vitaminler veya polifenoller), besin zincirinin bir parcasidir ve insan sagligi lizerinde
etkisi oldugu gosterilmistir (Biesalski ve ark.,2009). Gidalarda dogal bilesenler olarak
bulunan biyoaktif maddeler, {iriiniin temel besin degerini olusturur ve saglik acisindan da
faydalidir (Biesalski ve ark.,2009). Genel olarak, biyoaktif bilesiklerin ¢ogu, oksijen
radikallerini, azot radikallerini ve organik radikalleri yakalama yetenekleriyle ortaya cikan
belirgin bir antioksidan kapasiteye sahiptir (Barba ve ark.,2013; Wootton-Beard ve
ark.,2011). Biyoaktif bilesik ornekleri arasinda likopen, resveratrol, lignan, tanen ve indoller
bulunur.

Prebiyotikler ve probiyotikler, tek baslarina veya birlikte (sinbiyotikler), bagirsak
mikrobiyotasini etkileyebilen ve immiin tepkisini modiile edebilen biyoaktif bilesiklerdir.
Biyoaktif maddelerin in ovo enjeksiyonu ile mikrobiyotinin modifikasyon ve modiilasyonu
saglanabilir. Yumurtaya kulugkanin 12. giiniinde in ovo enjeksiyon ile sinbiyotiklerin
verilmesi, tavuk konaginin gelecekteki saglhigina fayda saglayan ve fizyolojik islevlerini
gelistiren yararlit bir mikrobiyota olusumunu tesvik eder. Probiyotik olarak siiflandirilan en
bliylik mikroorganizma grubu laktik asit bakterileridir (LAB). Patojenlerin bagirsak
mukozasina baglanmasin1 ve ¢ogalmasini dnler. LAB ayrica, enzimleri bagirsak liimenine
salgilar. Probiyotikler olarak kullanilmak i¢in bu bakterilerin bagirsakta hayatta kalabilmesi
ve zararli bakterilere karsi antagonistik Ozellikleri gosterebilmesi gerekir. Bu nedenle,
probiyotik suslarinin en 6nemli 6zelligi, bagirsak epitel hiicrelerine yapisma yetenekleridir.
Hem prebiyotikler hem de sinbiyotikler, bagirsakla iliskili lenfoid doku (GALT) {izerinde
olumlu bir etkiye sahiptir. Sinbiyotikler, GALT’in T ve B hiicreleri tarafindan kolonilesmesi

iizerinde giicli bir uyarici etki gosterir. Sinbiyotiklerin in ovo yoOntemiyle embriyoya



uygulanmasi, konak¢i canlinin biiylime hizini, yem alimi ve besinlerin sindirilebilirligi gibi
ozelliklerini gelistirdigi tespit edilmistir (Bednarczyk ve ark., 2011). In ovo y&ntemiyle
embriyoya uygulanan sinbiyotikler, et kalitesini arttirdigi (Maiorano ve ark., 2012), bagisiklik
gelisimi (Slawinska ve ark., 2014) sagladigi ve sekal tonsil ve dalakta immiin ile ilgili
genlerin ekspresyonunu degistirdigi tespit edilmistir (Dunislawska ve ark., 2017). Bu gen
modifikasyonlarinin bazilarina DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalar aracilik
edebilir. Metilasyon DNA sekansini degistirmeden bir DNA segmentinin aktivitesini
degistirebilir. DNA metilasyonu, DNA’ya bir metil grubunun eklenmesidir; Ornegin
sitozindeki pirimidin halkasinin 5 numarali karbonuna eklenmesi durumunda gen ifadesi
azalir.

Biyoaktif bilesiklerin karacigerdeki DNA metilasyon seviyeleri lizerindeki rolii
giinlimiizde bilinmemektedir. Bu nedenle, dnemli bir metabolik organ olarak karacigeri
arastirmay1 sectik. Karaciger, besinlerin metabolizmasinda, glukoz ve lipitlerin sentezinde,
dogal bagisiklik ve detoksifikasyonda merkezi bir rol oynamaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda,
biyoaktif maddelerin, in ovo stimiilasyondan sonra karacigerde yol actigi epigenetik
degisiklikerin incelenmesi ve KLHL6 ve SYK genlerinin metilasyon profilinde bir parametre

olarak kullanip kullanilamayacaginin arastirilmast amaglanda.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Mikrobiyota

Bagirsak, simbiyozda konakg1 ile yasayan trilyonlarca komensal bakteriden olusan
karmagik bir mikrobiyal ekosistemi temsil eder. Bu sinbiyotiklerin kollektif genomu,
mikrobiyom olarak bilinir. Konakg¢1 ile tavuklarin mikrobiyomlar1 arasindaki etkilesimler,
konak¢inin fizyolojik gelisiminde, beslenmesinde, sagliginda ve gida giivenliginde 6nemli bir
rol oynar (Sommer ve Backhed, 2013). Kus embriyolar1, yumurta olan kapali ve esasen steril
bir ortamda gelisir. Bu nedenle, kus bagirsaginda kolonilesen ilk dis bakteri, yuvalanma
ortamindan ve daha sonra ebeveyn beslenmesinden kaynaklanir, ancak yumurta donemi
sirasinda bakteri diisey yayilma olasiligi goz ardi edilemez (Ding ve ark., 2017; Grond ve
ark., 2017). Kuslarin bagirsak mikrobiyotasinin, civcivlerin ¢evresel faktorlerden 6zellikle
yetistirildigi ortamdan biiyiik olgiide etkilendigi diistinilmektedir (Hird ve ark., 2014).
Yumurtadan ¢iktiktan sonraki ilk giinde, sindirim sistemi kuslarda en yogun gelisen organdir.
Yeni yumurtadan ¢ikmis civeivin mikrobiyomlart yumurtadan ¢iktiktan 1 ila 3 giin sonra hizla
gelisir (Ballou ve ark., 2016). Bu hizli gelisme, bakteriler dahil, bagirsak igeriginin hizli
hareketi ile kolaylastirilir. Bu nedenle, tavuk mikrobiyomunun hizli gelisimi, bagirsak
bakterilerinin hizli ¢ogalmasi ve mukozaya yapisma yetenekleriyle karakterize edilir. Kor
bagirsakta, mikroorganizmalarin gelisimini ve uygun bagirsak mikrobiyomunun olusumunu
tesvik eden bagirsak icerigi yavaslar (Cisek ve ark., 2014). In Ovo stimiilasyon, perinatal
donemde komensal mikroflorasi ile etkili embriyonik mikrobiyom kolonizasyonu saglar.
Dikkatlice se¢ilmis bir biyoaktif formiilasyon (prebiyotikler, probiyotikler veya sinbiyotikler),
yumurta kulugka giiniiniin 12. gliniinde yumurtanin hava hiicresine iletilir. Prebiyotik dis ve i¢
yumurta zarlaria niifuz eder ve embriyonik bagirsaklardaki dogal mikrofloranin gelisimini

uyarir. Probiyotikler, kabuk =zarlarinin civcivin gagalar1 tarafindan mekanik olarak



kirilmasindan sonra mevcuttur (19. Giin). In Ovo stimiilasyonundan sonra bagirsak
mikroflorasi rekabet digi birakma ve yasam siiresini programlamak icin yeterince giigliidiir

(Siwek ve ark., 2018).

2.1.1 Bagirsak Mikrobiyota Gelisimi

Tavuk gastrointestinal sistemi (GIT) cesitli mikroorganizmalar tarafindan kolonize
edilir. Besinlerin bilesimi, pH ve oksijen igerigi gibi yerel GIT kosullari, her bir mikrobiyal
grubun sayisini etkiler. Tavuk bagirsak mikrobiyotasi, bakterilerin baskin oldugu, archaea ve
mantarlar dahil olmak iizere mikrobiyal topluluklarla doludur. Spesifik bir bakteri tiirii
kiimesi, gastrointestinal sistemin belirli bir boliimiinde bulunur. Lactobacilli, streptokoklar ve
enterobakteriler ince bagirsakta kolonize olurken, kor bagirsak anaeroblar ve sadece birkag
fakiiltatif anaeroblar tarafindan kolonize edilir (Lu ve ark. 2003).

Tavuk bagirsagi mikrobiyotasinin bilesimi hayvanin yasina, 6zellikle yasamin erken
donemlerinde (embriyolardan baslayarak), genotip, tarim kosullarina / ¢cevreye ve en 6nemlisi
diyet ve yem katki maddelerine baghdir (Binek ve ark. 2000, Hume ve ark. 2003, Lu ve ark.
2003, Kizerwetter-Swida ve Binek 2008, Zulkifli ve ark. 2009, Danzeisen ve ark., 2011). In
Ovo teknoloji, perinatal donem olan kusun gelisimindeki en kritik zamana odaklanir.
Perinatal donem, yumurtanin kulugkalanmasinin son giinlerinden ¢ikimdan sonraki ilk
giinlere kadar siirer. Bu siire zarfinda, embriyo, diyetteki (yag bakimindan ve karbonhidrat
acisindan zengin) degisime ve cevresel mikroplara uyum saglamak zorundadir. In ovo
uygulamasi, kulucka déneminden 6nce tavuk embriyosunun manipiilasyonunu kolaylastirmak
icin gelistirilmistir. Prensipte, maddelerin dogrudan inkiibasyon ile yumurtalara mekanik
olarak enjekte edilmesine dayanir. Bu teknoloji temel olarak, Marek hastaliklar1 viriisii ve
bulasic1 hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok bulasici maddeye kars1 18 giinliik embriyolarin

asilanmasi i¢in kurulmustur (Ricks ve ark., 1999). Asilama disinda, prebiyotiklerin,



probiyotiklerin, sinbiyotiklerin, vitaminlerin, hormonlarin, karbonhidratlarin ve peptidlerin
verilmesinde in ovo teknolojisi uygulanmistir (Kadam ve ark., 2013, Roto ve ark., 2016).
Embriyonun bu sekilde hassas olarak manipiile edilmesi, kulugkalik civcivlerin
saglamliklarint ve esnekliklerini arttirir, bu da yumurtadan g¢ikma sonrasi gelisimlerine

katkida bulunur.

2.1.2. Mikrobiyota ve Immun Sistem

Konake¢1 mukozal bagisiklik sisteminin temel bir organi olarak, bagirsak goriiniiste iki
gorevi yerine getirir: besin emilimi ve patojen savunmasi. Bagirsak bagisiklik sistemi, saglam
bir mukozal katman, sikica birbirine baglanmis bagirsak epitel hiicreleri, salgilanan ve
¢oziinen immiinoglobulin A (IgA) ve antimikrobiyal peptitler igerir. Faydali bir mikrobiyota,
konake1 bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde, fizyolojik homeostazi saglamada ve organ
gelisimi ve konak¢1 metabolizmasini etkilemede kilit bir role sahiptir (Sommer ve Backhed,
2013).

Bagirsak mikroorganizmalarinin gastrointestinal sistemin fizyolojisi lizerinde énemli
bir etkisi olduguna ve karaciger, bobrek, beyin, kardiyovaskiiler sistem ve / veya kemik
sistemi dahil olmak {izere ekstra bagirsak organlarinin islevini etkileyebilecegine dair giiclii
kanitlar vardir. Gastrointestinal sistemin disindaki organlarla iletisim (“ekstra barsak
fonksiyonlar1”) dogrudan Toll benzeri reseptorler (TLR) araciligiyla ve dolayli olarak farkli
bakteri metabolitleri ve sinyal molekiilleri araciligiyla gergeklesir. TLR’ler, mikroplar
tarafindan ifade edilen yapisal motifleri taniyarak patojenlere karst dogal immiin yaniti
baglatan, yiliksek oranda korunmus molekiillerden olusan bir gruptur. Patojene bagli molekiiler
paternler (PAMP’ler) olarak adlandirilan mikrobiyal enfeksiy6z antijenleri tanirlar. TLRler,
makrofajlar, monositler, dendritik hiicreler, B ve T hiicreleri, mast hiicreleri, NTK, noétrofiller,

eozinofiller, fibroblastlar, bagirsak epitelleri, damarlarin endotelleri, diiz kas hiicreleri, vb.



gibi ¢ok ¢esitli dokularda ve hiicre tiplerinde eksprese edilir. (Yilmaz ve ark., 2005; Igbal
ark., 2005; Becker ve O’Neill 2007; Kannaki ve ark., 2010). Ozellikle TLR’ler, immiin
tepkilere katilan organlarda ve cilt, solunum yolu, bagirsak ve genitoiiriner yollar, mesane,
bobrek ve dalak dahil patojenlere maruz kalan dokularda bulunur (Becker ve O‘Neill, 2007).
Tavuklarda TLR’lerin ifadesi, organizmalarin fizyolojik durumlarindan giiclii bir sekilde
etkilenir (Abasht ve ark. 2009; Rodriguez-Lecompte ve ark. 2012, St. Paul ve ark. 2013).
Ayrica, genetik olarak uzak tavuk hatlarinin (broiler, tabaka, yerli Hint tavugu), TLR
genlerinin ekspresyonunda farkli desenler gosterdigi tespit edilmistir (Abasht ve ark. 2009;
Ramasamy ve ark. 2010).

Kanatlilarda, bagirsakta mikrobiyota ve immiin yanit arasindaki etkilesimler diger
arastirmalarla bildirilmistir. Forder ve ark. (2007), broiler cinsi civcivlerin, konvansiyonel
olarak yetistirilmis broiler civcivlere gore bagirsaklarinda daha fazla sayida goblet hiicresi
tanimlamis ve farklt miisin (mukus’un yapisinda yer alan, seker ve proteinkarisimi yapiskan
bilesik) profili tespit edilmistir ve bu farkliliklar iki grubun mikrobiyomlarindaki
farkliliklardan kaynaklanmistir. Benzer sekilde, intestinal lenfosit hiicre sayilar1 ve lenfoid
hiicresel alt gruplarinda, geleneksel tavuklara kiyasla germ free (mikropsuz) tavuklarda
farkliliklar bildirilmistir (Honjo ve ark., 1993). Ayrica, kus bagirsagi mikrobiyotasinin
cesitliliginin  hem bagirsaktaki hem de dalaktaki T hiicresi reseptor repertuarinin

karmagikligini etkiledigi gosterilmistir (Mwangi ve ark. 2010).

2.1.3 Bagirsak Saghg ve Beslenmede Gastrointestinal Mikrobiyomun Onemi
Gastrointestinal mikroorganizmalar, bagisiklik sisteminin asir1 uyarilmasi, intestinal

mukusun enzimatik sindirimi, safranin parcalanmasi veya zararli amino asit katabolitlerinin

iretilmesi gibi konak¢1 tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir (Gaskins ve ark., 2002),

ancak ‘saglikl’’ bir mikrobiyotanin, tavuga net bir fayda sagladigi kabul edilir. Ornegin,



gastrointestinal mikrobiyal organizmalarin, patojenik taksonlar1 disladigi (Nurmi ve ark.,
1992), bagirsak mukus tabakasinin gelisimini sagladigi (McCracen ve Gaskins, 1999;
Shakouri ve ark., 2009), polisakaritleri pargaladigi (Beckmann ve ark., 2006; Qu ve ark.,
2008), amino asit ve SCFA olarak enerji sagladigi gosterilmistir (van der Wielen ve ark.,
2000; Dunkley ve ark., 2007). SCFA, konak¢i igin 6nemli besinlerdir ve emici yiizey
alanindaki artiglar tesvik ettigi bilinmektedir (Dibner ve Richard, 2005). SCFA ayrica safra
katabolizmasin1 ve daha sonra ikincil safra asitlerine donlisiimiinii inhibe edebilen kolonik
pH’y1 azaltir (Christl ve ark. 1997).

Bagirsak mikrobiyota iiyeleri, K vitaminin yani sira, biotin, kobalamin, folatlar,
nikotinik asit, pantotenik asit, piridoksin, riboflavin ve tiamin gibi suda ¢oziinir B

vitaminlerinin ¢cogunu sentezleyebilirler (Ichihashi ve ark., 1992).

2.2. Biyoaktif bilesikler

Biyoaktif bilesikler, dogada ortaya ¢ikan, esansiyel ve esansiyel olmayan bilesiklerdir
(6rnegin vitaminler veya polifenoller), besin zincirinin bir pargasidir ve insan saglig1 iizerinde
etkisi oldugu gosterilmistir. Biyoaktif bilesikler ayrica insan diyetindeki varligini ve biyolojik
aktivitelerini belirleyen bir terim olan nutraceuticals (1979’da Stephan DeFelice tarafindan
yazilan) olarak da adlandirilir. Gidalarda dogal bilesenler olarak bulunan biyoaktif maddeler,
iriiniin temel besin degerinin yani sira saglik ig¢in de faydalidir. Genel olarak, biyoaktif
bilesiklerin ¢ogu, oksijen radikallerini, azot radikallerini ve organik radikalleri yakalama
yetenekleriyle ortaya ¢ikan belirgin bir antioksidan kapasiteye sahiptirler. Biyoaktif bilesik
ornekleri arasinda likopen, resvera trol, lignan, tanen ve indoller vardir. Bu gruplar Sekil 1’de

gosterilmistir.
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Sekil 1. Yaygin olarak bulunan biyoaktif bilesikler (Barba ve ark.,2014).

2.2.1. Probiyotikler

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasinin dogal dengesini gelistirerek konak tizerinde
olumlu bir etkisi oldugu bilinen canli, patojenik olmayan mikroorganizmalardir. Yunanca’da
“yasam i¢in” anlamina gelen probiyotik “bagirsak dengesini gelistirerek konak¢i hayvam
olumlu yonde etkileyen canli bir mikrobiyal yem takviyesi” olarak tanimlanmistir (Fuller,
1989). Probiyotikler bagisiklik sistemini diizenler ve kanatlilarda enterik enfeksiyonlarin
oranini ve siddetini azaltir (Pan ve Yu, 2014; Getachew, 2016).

Bir mikroorganizma probiyotik olarak kabul edilirse, bir dizi gereksinimi yerine
getirmelidir, yani: patojenik degildir; epitel hiicrelerine yapisma yetenegi vardir; kendisini
konakta kolonilestirme ve ¢ogaltma yetenegi vardir; gastrointestinal sistemden geciste hayatta
kalabilir, mide asiditesine ve safra icerigine dayaniklidir; patojenik bakterileri inhibe eden

veya Oldiiren metabolitler {iretir; in vitro olarak karakterize edilmistir ve faydalarin1 ortaya



koyan in vitro ve in vivo deneylere tabi tutulmustur. Son olarak, bir probiyotik, proses, iiretim
ve depolama kosullart altinda canli kalmalidir (Kabir, 2009).

Probiyotiklerin uygulanmasindan belli faydalar beklenmektedir (Syngai ve ark., 2016):
yararli mikrobiyota gelisiminin uyarilmasi; enterik patojenlerle kolonizasyonun azaltilmasi ve
onlenmesi; immiinolojik aktivitenin modiilasyonu; epitel sagliginin uyarilmasi; sindirim
kapasitesinin artmasi; ve bagirsak dokusunun olgunlagmasina yardimci olur.

Probiyotikler, mikrobiyotanin ilk gelisiminde veya herhangi bir diyet degisikligi veya
stres sonrasinda ve antibiyotik tedavisini takiben etkili olmaktadir. Bazi ¢alismalar,
Lactobacillus kiiltiirlerini igeren probiyotiklerle beslemenin, viicut agirligi kazancini ve yem
verimliligini artirabildigini ve piliclerde 6liim oranini azaltabildigini gostermistir (Zulkifli ve
ark, 2000; Kalavathy ve ark, 2003; Timmerman ve ark, 2006). Ornegin, 12 Lactobacillus
susunun bir karisimi, abdominal yag birikmesini, serum toplam kolesteroliinii, diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesteroliinii ve piliglerde trigliseritleri azaltmistir (Jin ve ark., 1998).
Probiyotikler bagisiklik sistemini hem dogrudan hem de dolayli olarak etkileyebilir.
Dogrudan etki sitokin ve antikor seviyelerini artiran farkli Lactobacillus tiirleri tarafindan
uygulanir (Haghighi ve ark. 2006; Brisbin ve ark. 2011). Benzer sekilde, cesitli ¢alismalar
probiyotiklerle tedavi edilen tavuklarin verilen bir antijene yanit olarak daha fazla sayida
antikor {rettigini gostermistir (Brisbin ve ark. 2010). Probiyotiklerin, diger bakterilerin
biiyiimesini tesvik eden dolayli etkileri de olabilir. Ornegin, Lactobacillus agilis ve
Lactobacillus salivarus, biitirat iireten mikrobiyotayr uyarma ve mikrobiyota dengesini
yeniden kurma yetenegine sahiptir (Meimandipour ve ark., 2009).

Probiyotikler, bakteriyostatik ve bakterisidal maddelerin tiretimini kullanarak enterik
patojenlerin kolonilesmesini azaltir ve onler (Wei ve ark, 2013; Pan ve Yu, 2014). Kanath
hayvan zincirinde probiyotik kullaniminin 1973’ten bu yana uygulandigi bildirilmistir; Nurmi

ve Rantala, broiler tavuklarinda Salmonella’nin kontrolii i¢in kullanilmalarina Onciiliik
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etmiglerdir (Nurmi ve Rantala, 1973) ve bu Kkiiltiirlerin istthdamimin azalmaya yol actig
bildirilmistir. Bu patojen ile kolonizasyon, kilo artis1 ve yemin viicut kiitlesine daha iyi
doniisiimii ile de iligkili olan bir etkidir.

Probiyotikler, hidrojen peroksit (H20,), diasetil, bakteriyosinler ve organik asitler gibi

farkli metabolitlerin iiretilmesini saglayarak istenmeyen mikroorganizmalarin inhibisyonunu
saglarlar. Stern ve ark. (2006), L. Salivarius tarafindan tiretilen bir bakteriyosini saflastirmis
ve bu bakteriyle inkiibe edilen tavuklarin bagirsaklarinda C. jejuni miktarinda belirgin bir
azalma oldugu tespit etmistir (Stern ve ark. 2006). Insan patojenik mikroorganizmalarinin
dislanmasina yardimer olan diger bilesikler, bagirsakta pH seviyelerini azaltan ve patojen

cogalmasinin hizini azaltan laktik, asetik veya propiyonik asit gibi organik asitlerdir (Blajman

ve ark., 2015).

2.2.2. Prebiyotikler

Prebiyotikler, konake1 tizerinde yararli etkileri olan, bagirsak mikrobiyotasi iiyelerinin
biliylime ve aktivitesinin segici olarak uyarilmasini saglayan sindirilmeyen gida bilesenleridir.
Konak¢1 hayvanlarin mikrofloras: iizerinde dogrudan etki yoluyla tavuk performansim
gelistirmek ve bu yolla zararli maddelere karsti bagirsak mukozal bariyerinin
giiclendirilmesini saglamak ic¢in prebiyotikler kullanilmigtir (Fioramonti ve ark., 2003).
Prebiyotikler (cogunlukla fruktanlar, 6rnegin, inulin ve fruktooligosakaritler, fakat aym
zamanda raffinoz familyas1 oligosakaritler ve galaktooligosakaritler de) secici bagirsak
mikrobiyotasinin, 6zellikle bifidobakterilerin ve laktobakterilerin biiylimesini secici olarak
uyarirlar (Roberfroid, 2001; Villaluenga ve ark). Prebiyotikler, konagin sagligini gelistirmek
icin sindirim sisteminde artan faydali mikrobiyal aktiviteyi uyaran icerik maddeleri olarak
tanimlanmaktadir. Prebiyotikler icin tarif edilen fonksiyonlar, patojenlere baglanmalarini,

fermantasyon i¢in substrat olarak islev gormelerini, bagirsak liimenindeki osmozu
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arttirmalarin1 ve ayrica makrofajlarin tepkisini ve SCFA’larin iiretimini dolayli olarak
uyarabilmeleri ve bagisiklik sistemini modiile edebilmeleridir (Patel ve Goyal, 2012).

Kus besleme i¢in iki ¢esit prebiyotik tanimlanmistir. Halihazirda kullanilanlarin gogu,
bir veya daha fazla seker molekiilii igeren sindirilmeyen sentetik oligosakaritler veya glukoz,
ksiloz, galaktoz ve mannoz gibi basit sekerlerin bir kombinasyonudur. Mayalarin hiicre
duvarlarinda bulunan mannoz oligosakaritler, icerdikleri protein ve glukan bilesiklerinden
dolay1 iclerinden en 6nemlisi oldugu kanitlanmistir (Rehman ve ark., 2009). Literatiirde tarif
edilen diger tiir prebiyotikler, laktuloz ve laktosiikroz gibi laktoz ve laktoz tiirevlerine karsilik
gelir (van Immerseel ve ark., 2002). Onceki calismalarda, mannoz veya fruktoz oligosakarit
ilaveli yemlerle beslenmis tavuklarda Salmonella ve E. Coli gibi patojenik
mikroorganizmalarin kolonizasyonunun azaldigi gosterilmistir (Chambers ve Gong, 2011,
Stanley ve ark, 2014).

Cesitli ¢alismalar, pili¢ tavuklarinda biiylime performansi, yem verimliligi ve bagirsak
saghiginin, yararli bakterilerin biliylimesini secici olarak uyaran diyet prebiyotikleri,
sindirilmeyen karbonhidratlar ile gelistirilebilecegini gostermistir (Xu ve ark., 2003; Yusrizal
ve Chen, 2003; Yang ve ark., 2008). Ornegin, broiler tavuklarmda % 0.4 frukto-
oligosakaritlerle (FOS) yem takviyesi, viicut agirligini, yem verimliligini, proteaz ve amilaz
aktivitesini ve Bifidobacterium ve Lactobacillus’un biiyiimesini arttirdigi gézlemlenmistir
(Xu et al.,, 2003). Benzer sekilde, broiler diyetlerinde mannan-oligosakaritlerin (MOS)
takviyesinin enerji, protein, lif ve karbonhidrat sindirilebilirligi ve kullanimini1 6nemli 6l¢iide
arttirdig1 gosterilmistir (Kumprecht ve Zobac, 1997; Samarasinghe ve ark., 2003; Yang ve

ark., 2008).



12

2.2.3 Sinbiyotikler

Sinbiyotik terimi 1995’te Gibson ve Roberfroid tarafindan “kolondaki bir veya sinirli
sayidaki bakterinin aktivitesini ve/veya biiyiimesini uyararak konagi faydali olarak etkileyen
ve sonug¢ olarak konagmn sagligin1 gelistiren, prebiyotik ve probiyotik karigimi” olarak
tanimlamiglardir (Gibson & Roberfroid 1995).

Sinbiyotikler, fermantasyon icin bir substrat saglayarak kuslarin bagirsagindaki sagligi
tesvik eden organizmalarin direncini ve stabilitesini gelistirmek i¢in kullanilir. Dolayisiyla,
sinbiyotikler, gastrointestinal kanallarinin bakteri florasina etki ederek kuslarin bagisiklik
sistemini diizenleyen faktorlerdir. Elde edilen sonuglara dayanarak, sinbiyotiklerin
kullanilmast, bir broiler tavugunun bagirsak yapisini, bagirsak tarafindan besin emiliminde ve
lyilesmeye katkida bulunacak sekilde 6nemli 6lgiide etkiler.

Ozetle, arastirmacilar, sinbiyotik fiiriinlerin, probiyotik ve prebiyotiklerin ayr
uygulanmasina kiyasla daha iyi bir etkinlik sagladigina katilmaktadir. Bu iki biyoaktif
maddenin (prebiyotikler ve probiyotikler) tek bir iiriinde (sinbiyotik) bir araya getirilmesi,
bagimsiz olarak verilen prebiyotik ve probiyotiklere kiyasla sinerjistik etkilerin uygulanmasi

yaygin bir uygulamadir (Yang ve ark., 2009).

2.3. Biyoaktif Maddelerin Uygulanmasi

Hayvanlar ilk mikrobiyota asilamay1 anneden alir ve bdylelikle mikrobiyom dogada
baska bir kusaga gecirilebilir. Yumurtadan ¢ikma ve dogrudan yumurtadan ¢ikma sirasinda
civcivler, yumurta kabugunda bulunan annenin mikrobiyotasina maruz kalirlar ve bu da ilk
mikrobiyal asilama kaynagidir (Pedroso ve ark., 2016). Mevcut 1slah ve iiretim sistemleri,
civcivler ve anneleri arasindaki temasi ortadan kaldiran otomatik kuluckahaneleri

icermektedir (Van der Wielen ve ark. 2002). Kuluckadan sonra, kulugkahaneden ciftlige
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teslim edilen tavuklarin taginmasi sirasinda bakteri ile ilk asilama elde edilir (Siwek ve dig.,
2018).

Gastrointestinal mikrobiyotasinin etkin modiilasyonu, biyoaktif bilesik dagitiminin
yontemine ve zamanlamasina baglidir. Rutin olarak, prebiyotikler, probiyotikler veya
sinbiyotikler kulugkadan hemen sonra Yyiyeceklerden veya sudan temin edilir. Iniilin,
galaktooligosakaritler (GOS), fruktooligosakaritler (FOS) ve rafinoz ailesi oligosakaritler
(RFO) gibi prebiyotikler, yararli mikrobiyotalarin proliferasyonunu ve biyolojik ¢esitliligini
artirarak ve optimal mikrobiyotanin proliferasyonunu artirarak, optimal bagirsak
fonksiyonelligini iyilestirmek ve korumak i¢in kullanilir (Dunislawska ve ark, 2017).
Omegin, oligosakaritler (GOS dahil), bagirsak sisteminin alt kismindaki pH degisikligini
tetikleyen laktik asit konsantrasyonlarini artirarak patojenik bagirsak bakterilerinin bazilarini
dogrudan inhibe edebilir (Zhang ve ark., 2015). Broiler cinsi tavuk i¢in diyetin fruktan
takviyesi, viicutta yag birikmesinde (Ammerman ve ark, 1989) ve serum Kkolesterol
konsantrasyonunda bir diisiise neden olur (Velasco ve ark., 2010). Diyetteki inulin takviyesi,
trigliserit konsantrasyonlarini azaltarak kan serum lipidleri iizerinde faydali bir etkiye sahiptir
ve uzun zincirli trigliseritlere (LCT) kiyasla, orta zincirli trigliseritlerin (MCT) doygunluk
tizerinde daha etkili oldugu gosterilmistir. (Velasco ve ark., 2010). Yumurtadan erken ¢ikim
sonrast biyoaktif bilesiklerle takviye destegi mikrobiyotanin etkinligini yiikseltir, ¢linkii bu
gastrointestinal sistemin mikrobiyota tarafindan ilk kez kolonilestirildigi dénemdir
(kuluckadan ikinci haftaya kadar). Alternatif olarak, prebiyotikler, probiyotikler veya
sinbiyotikler, yumurta i¢inde tavuk embriyosuna verilebilir ve bu da etkili etkileme siiresini

kulugka 6ncesi doneme kadar uzatir.
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2.4. In Ovo Stimiilasyon

In ovo Latince yumurta icinde anlamma gelir. Tibbi kullanimda, insan kullanimina
yonelik as1 gelisimi i¢in tavuk yumurtasi embriyolarinda canli virlis bllylimesinin yani sira,
cesitli Avian influenza ve koronaviriislere karst kiimes hayvanlarinin asilanmasinda etkili bir

yontemdir. In ovo tekniginin uygulanmasi Sekil 2’de gosterilmektedir.

Late Stage

Sekil 2. In ovo tekniginin uygulanmasi (Roto ve ark., 2016)

Son raporlar, erken yasam mikrobiyal uyariminin, bagisiklik sisteminin olgunlasmasini
ve oral tolerans gelisimini tesvik ederek bagirsak gelisimi ve saglig1 ilizerinde uzun vadeli
etkileri oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica, mikrofloranin yasamin erken donemlerinde
antimikrobiyaller tarafindan bozuldugu, hayvan iizerinde uzun siire kalici olumsuz etkileri
oldugu gosterilmistir (Martin ve ark. 2010). Bu nedenle, in ovo teknolojisinde embriyonik
gelisim sirasinda prebiyotik, probiyotik veya sinbiyotik gibi biyoaktif bir bilesik uygulanacak
sekilde adapte edilmistir. In ovo teknolojilerinde, bu yontemler Roto ve ark., tarafindan in ovo
stimiilasyonda (erken asama embriyolar) veya in ovo beslemede (ge¢ asama embriyolar)

belirtilir (Roto ve ark., 2016). in ovo stimiilasyonunun tavuk mikroflorasina etKileri
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bildirilmistir. Bu yontem, yumurtanin 12. giiniinde, yumurtalarin prebiyotik veya sinbiyotikler
tarafindan inkiibasyonuna dayanir. Bu zaman noktasinda, korioallantoik membran yiiksek
derecede vaskiilarizedir, bu da kiicik agirliktaki oligosakkaritlerin hava hiicresinden
embriyoyu c¢evreleyen kan damarlarina pasif bir sekilde transfer edilmesini saglar.
Prebiyotiklerin erken verilmesinin amaci, yumurtada bulunan yerli mikrofloranin biiyiimesini
artirmaktir, boylece mikrobiyom embriyo ile birlikte geliselebilir.

Diyete prebiyotik dahil edilmesiyle, in ovo enjeksiyon, yumurtadan ¢ikma giiniinde
faydal1 mikroflora popiilasyonunu arttirir ve broiler tavuklarinin yetistirme déoneminde yiiksek
ve stabil bir Biffidobacteria seviyesine yol agar (Villaluenga ve ark., 2004). Ayrica,
prebiyotiklerin erken uygulanmasi, diyetteki antibiyotiklerin uygulanmasina kiyasla,
yumurtadan ¢iktiktan sonra antibiyotik takviyesinin ortadan kaldirilmasina izin vermektedir

(Bednarczyk ve ark., 2011).

2.5. In Ovo stimiilasyonun etkileri

Prebiyotiklerin tek bir in ovo enjeksiyonu veya belirli olarak secilmis ve karakterize
edilen probiyotik bakterilerle kombinasyon halinde yapilan in ovo enjeksiyonunun
(Bardowski ve Kozak, 1981; Boguslawska ve ark., 2009), biiyiime 6zelliklerine (Bednarczyk
ve ark., 2011), et kalitesine (Bednarczyk ve ark., 2011) ve broiler tavuklarinin pektoral
kasindaki histopatolojik degisikliklere (Bogucka ve ark., 2016; Sobolewska ve ark., 2017),
sekal tonsillerde ve dalakta molekiiler degisikliklere sebebiyet verdigi tespit edilmistir

(Dunislawska ve ark., 2017; Ptowiec ve ark., 2015; Slawinska ve ark., 2016, 2014).

2.6. Biyoaktif maddelerin gen ekspresyonu iizerindeki etkisi
In ovo sinbiyotiklerin uyarilmasi, konak¢t mikrobiyomunu etkiler ve broiler

tavuklarinda gen ekspresyonundaki degisiklikleri dolayli olarak etkiler. Biyoaktif bilesiklerin
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tek bir ovo enjeksiyonu, konak¢it mikrobiyomun dogrudan uyarilmasi yoluyla bakterilerle
erken bagirsak temasina ve konakgr transkriptomunun modiilasyonu iizerinde dolayli bir
etkiye izin verir. Ornegin, Lactococcus lactis probiyotik bakterilerin, RFO (Rafinoz ailesi
oligosakkaritleri) prebiyotikleri ile birlikte uygulanmasi, Greenlegged Partridgelike cinsi
tavuklarmin sekal tonsillerinde ve dalaginda yer alan sitokinlerin ve kemokinlerin gen
ekspresyonu tizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Dalakta yer alan kemokin
ve sitokin genlerin yukari-regiilasyonunu saglarken, sekal tonsillerde yer alan kemokin ve
sitokin genlerin asagi-regiilasyonuna sebep oldugu analiz edilmistir (Stawinska ve ark., 2014).

Slawinska ve ark., GOS prebiyotikli tavuk embriyolarinin in ovo stimiilasyonunun,
gastrointestinal sistem boyunca mikrobiyal popiilasyonlarin gelisimine ve mukozal gen
ekspresyonunda modiilator roliine etkisi oldugunu gostermistir. GOS’un gen ekspresyonu
tizerindeki belirgin etkileri kor barsakda ortaya c¢ikmistir. GOS ile tedavi edilen grubun
cekumunda, sitokin genleri (IL-1, IL-10 ve 1L-12p40), konak savunma peptidleri (AvBD1 ve
CATHL2) ekspresyonu artmistir. Serbest yag asidi reseptorlerinin (FFAR2 ve FFARA4),
bagirsagin her ii¢ boliimiinde (duodenum harig) artis gosterdigi tespit edilmistir. Glikoz
tastyicilarinin (GLUT2 ve GLUTS5) oniki parmak bagirsaginda ekspresyonun azaldigi, ancak
arkagutta (GLUT1 ve GLUTZ2) arttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak, yumurtalikta verilen
GOS eriskin tavuklarda bifidojenik etkiye sahiptir. Ayrica bagirsak immiin yanitlari, bagirsak
bariyer fonksiyonu ve besin emilimi ile ilgili gen ekspresyonunu da modiile ettigi
gbzlenmistir (Slawinska ve ark. 2019).

Dunislawska ve ark., iki yeni Lactobacilllus sinbiyotiklerini (S1 ve S2) in vitro olarak
tasarlamis ve in vivo olarak test etmistir. Sinbiyotik 1 (S1), GOS ve Lactobacillus salivarius
ve Sinbiyotik 2 (S2), RFO ve Lactobacillus plantarum igerir. Sinbiyotiklerin sekal tonsillerde,
dalakta immiin ile iliskili gen ekspresyonu flizerinde farkli bir etkisi oldugu gdsterilmistir

(Dunislawska ve ark., 2017). Dahasi, Dunislawska ve ark. tarafindan elde edilen Onceki
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sonuglar, in ovo teknigiyle Lactobacillus sinbiyotiklerin uygulandigi tavuklarin dokularinin
transkriptomik profilini 6nemli Ol¢lide degistirdigini gostermistir. Elde edilen sonuglara
dayanarak tavuklarda iki ilging molekiiler etki vardir: gen ekspresyonunun sekal tonsillerde
S1 ile modiilasyonu (farkli sekilde eksprese edilmis 160 gen), karacigerde S2 ile metabolik
yolaklarda yer alan genlerin yukar regiile edilmis ekspresyonu (farkli olarak ifade edilen 159
gen).

Elde edilen sonuglara dayanarak, in ovoda verilen sinbiyotiklerin tavuk transkriptomu
iizerinde onemli bir etkiye sahip oldugu ve etkilerinin biyoaktif bilesigin bilesimine bagl

oldugu sonucuna varilabilir.

2.7. Epigenetik

Epigenetik, baz1 genlerin ekspresyonunu agar ve bazilarini kapatir ve yasamin ¢esitli
asamalarinda genotipler ile ¢evre arasindaki mekanizmalar1 ve baglantilar1 agiklar (Barros ve
ark., 2009). Gen aktivitesinin epigenetik modiilasyonu, genetik olmayan faktérlere cevap
olarak olusur, viicut agirhigi durumu, fiziksel aktivite, diyet faktorleri ve ¢evresel toksinler
gibi. Ek olarak, bu faktorlerin her birinin bagirsak mikrobiyomunu etkiledigi
distiniilmektedir. Genel ekspresyon kontroliine aracilik etmede bu ¢esitli faktorleri birbirine
baglayan birincil mekanizma kritik kofaktdrler ve epigenetik islemlerin allosterik
diizenleyicileri olarak gorev yapan metabolitlerin iiretimidir (Paul ve ark., 2015). DNA
metilasyonu, gen ekspresyonunu diizenleyen, hastalik direnci, siit iiretimi gibi hayvancilik
fenotipleri ile sonuglanan 6nemli bir epigenetik modifikasyondur.

Vihdmiko ve arkadaglar1 (2018), hamilelik sirasinda probiyotik takviyesinin, annelerde
ve cocuklarinda obezite ile iligkili genlerin DNA metilasyonu iizerindeki etkisini
incelemiglerdir. Probiyotik takviyenin, 37 gen promotdriinde DNA metilasyon seviyelerini

onemli Gl¢iide azalttigim1 ve kadinlarda bir gen promotdriinde DNA metilasyon seviyelerini
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arttirdigin1 goéstermistir. Cocuklarinda, 68 gen promotorii, probiyotik grubunda daha diisiik
seviyedeki DNA metilasyonu ile etkilendigi tespit edilmistir.

Hariri ve ark. (2015), tip 2 diyabet hastalarinda L. Plantarum A7 igeren probiyotik soya
stitii veya tek basina soya siitli tiiketmenin etkisini arastirmistir. Her giin deneklere normal
diyetlerini tamamlamak icin probiyotik soya siitii veya normal soya siitii verilmistir.
Probiyotik soya siitiiniin, proksimal ve distal MLH1 promotér bdlgesindeki promoter
metilasyon seviyelerini bazal degerlere kiyasla onemli Olglide azalttigi, 8-hidroksi-20-
deoksiguanozinin plazma konsantrasyonunun soya siitii alanlara gore anlamli sekilde azaldigi

gosterilmistir.

2.8 DNA Metilasyonu

Prensip olarak epigenetik modifikasyon, molekiiler seviyedeki epigenetik isaretlerin
dogrudan degisiklik ve modifikasyonlarindan kaynaklanabilir; 6rnegin, en sik baskilanmig
gen regililasyonu tlizerinde ciddi etkileri olan DNA metilasyon modellerinde degisiklikler veya
epigenetik icindeki genetik mutasyonlar gibi dolayli mekanizmalar yoluyla diizenlenirler
(Brookes ve Shi, 2014). Genetik mutasyonlar siklikla islevsiz proteinlere veya tam islev
kaybina neden olurken, epigenetik modifikasyonlar gen ekspresyonunda diizenlemelere neden
olur, her iki fenomen de sonugta benzer fenotiplere yol agmaktadir. Kalitsal veya de novo,
genetik, epigenetik veya cevresel olsun, fenotip lizerinde etkisi olan her faktor hiicreye
mekanik bir bakis agis1 saglayabilir.

DNA metilasyonu, bugiine kadarki en 1yi ¢alisilmis ve iyi karakterize edilmis epigenetik
modifikasyondur ve DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan gergeklestirilir ve stirdiiriiliir
(Uysal ve ark.., 2015). Sitozinin DNMT ile 5-metilsitozine doniistiiriilmesi Sekil 3’te

gosterilmistir.
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NH NH
SAM-CH, SAM
\j "
DNMT
Sitozin 5-Metilsitozin

Sekil 3. Sitozinin DNMT ile 5-metilsitozine doniistiiriilmesi (Gibney ve Nolan,2010). Burada

metil vericisi olarak yine S-Adenozil Metiyonin (SAM) gorev yapar.

Bilinen tiim DNA metiltransferazlar, bir metil donor olarak S-adenosilmetiyonin (SAM)
kullanir. DNMT ailesinin bes iiyesi vardir ve simdiye kadar memelilerde ii¢ aktif DNMT
tanimlanmistir; DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b. DNA metilasyonu, her bir hiicre
boliinmesinde, DNMT1’in, yan hiicrelerin hemi-metillenmis DNA’s1 iizerindeki aktivitesi ile
korunur (Landgraf ve arkadaslari, 2016). Metile edilmemis ve metile edilmis promotdrler
transkripsiyon tizerinde etkilidir. Metillenmis promotor genellikle gen susturma iglemine yol
acar. Bu gen diizenleyici mekanizma, metil gruplarmi sitozin grubunun 5. karbonuna
aktararak, onlar1 5-metilsitozine (5-mC) doniistiren DNMT’lere dayanir. Metil gruplari,
hidrojen bagi olusumuna olanak verir ve DNA’nin biiyliik oluguna yerleserek DNA’nin
biyofiziksel 6zelligini degistirir. Dort niikleotidin (A, T, G, C) DNA’da 16 farkli dintikleotit
cifti olusturma ihtimali vardir. CpG ciftleri tiim genomda beklenenden daha az siklikla
meydana gelmesine ragmen genomda yogun olarak bulunduklari bolgelerde CpG adalari
olarak isimlendirilir. CpG adalar1 ortalama 200 baz ¢iftinden olusmaktadir ve CpG adalar1
genlerin yaklasik %50’sinin promotor bdlgelerinde bulunmaktadirlar. CpG adalarinin

evrimsel olarak korundugu ve evrim boyunca metile sitozinlerin bircok deaminasyon olay1
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nedeniyle ortaya ¢iktigi diisliniilmektedir. Sitozinin deaminasyonu, okuma mekanizmalariyla
tersine ¢evrilebilen urasil iiretirken; 5-mC’nin deaminasyonu timin olusumuna yol acar.
Dolayisiyla, sitozinin metilasyonu, CG metilasyon bolgelerinin ¢ogu C’den T’ye ve G’den
A’ya gecis mutasyonlart i¢in sicak noktalar oldugu icin kendiliginden mutasyonlara neden
olabilir. Bu fenomen, bazi promotorler gibi 6nemli diizenleyici bdlgelerde genom boyunca
CpG adalarinin olusumuna yol agmistir. DNA metilasyonu, endojen retroviral genlerin ve
diger zararli DNA uzantilariin baskilanmasi igin oOzellikle Onemlidir. Ayrica, DNA
metilasyonu, transkripsiyonel baskiya neden olmak icin histon deasetilasyonu yoluyla
kromatin modifikasyonlari ile sinerjistik olarak etki edebilir. Metil-CpG baglanma domain
protein ailesi, metillenmis CpG’lere yeniden baglanabilir ve histon modifikasyonlari ve
niikleozom yeniden sekillenmesi yoluyla transkripsiyonel baskiya neden olabilir. Aktif ve
inaktif promotorlarin Kromatin Yapisi Sekil 4’te gosterilmektedir. (Nan ve arkadaslari, 1998;

H. H. Ng ve arkadaslari, 1999; Wade ve arkadaslari, 1999).

A) Agik Kromatin B) Kapali Kromatin

: : Histon 3 Lizin 4
¢ Histon Deasetilaz
O mCpG 0 trimetilasyonu
O Cp6 (MBED) Metil CpG baglayici bélge &@ Histon 3 Lizin 9
. proteini trimetilasyonu
nHiston asetil transferazlar A SSSon Reatimya

Sekil 4. Aktif ve inaktif promotorlarin kromatin yapisi. A) Transkripsiyonel olarak aktif

kromatin, metillenmemis sitozinler ve asetillenmis histon kuyruklari ile karakterize edilir. B)
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Transkripsiyonel olarak inaktif kromatin, metillenmis sitozinler ve deasetillenmis histon
kuyruklari ile karakterize edilir (Gronbaek ve ark.,2007).
2.9. Gallus gallus KLHL6 Geni (Gene ID: 424762)

Kelch benzeri protein 6 (KLHL6), B lenfosit antijen reseptorii sinyallesmesinde ve
germinal-merkez B-hiicresi olgunlagsmasinda rol oynar (Kroll ve ark., 2005).

KLHL proteinleri genellikle bir BTB / POZ domaini, bir BACK domaini ve bes ila alti
Kelch motifine sahiptir. BTB / POZ domani ile Kelch domaini siiper gruplari arasindaki
kesisme noktasinda bir alt grup olustururlar. BTB / POZ domaini, protein baglanmasini
kolaylastirr (Dhanoa ve ark., 2013), Kelch alani (tekrarlar) beta-pervaneleri olusturur.
Proteinlerin Kelch st ailesi, bes gruba ayrilabilir: (1) N-pervane, C-dimer proteinleri, (2) N-
pervane proteinleri, (3) pervane proteinleri, (4) N-dimer, C-pervane proteinleri, ve (5) C-
pervane proteinleri. KLHL ailesi {iyeleri, Kelch tekrar proteinlerinin N-dimer, C-pervane alt
smifina aittir (Adams ve ark., 2000). BTB / POZ ve Kelch domainlerine ek olarak, KLHL
ailesi tiyeleri, 6nce BTB-Kelch proteinleri arasinda gozlenen 130-kalint1 koruma alani olarak
tanimlanan bir BACK domain igerir (Stogios, 2004). Kelch benzeri proteinlerin g¢ogu,
substratlarin Cul3 bazli E3 ubiquitin ligazlarina alimi i¢in adaptorler olarak tanimlanmistir
(Oberg ve ark., 2012). Sekil 5’te Gallus gallus KLHL6 protein domainleri sirasiyla BTB,

BACK ve Kelch domainleri gosterilmektedir.

BACK | Kelch * Kel¢h» Kelch  [Kelch* Kelch

‘o '100 200 '300 400 '500 '600
Sekil 5. Gallus gallus KLHLG6 protein domainleri
https://smart.embl.de/smart/show_motifs.pl?GENOMIC=1&DO_PFAM=DO_PFAM&INCL

UDE_SIGNALP=INCLUDE_SIGNALP&ID=9031.ENSGALP00000003540
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Tavuk (Gallus gallus) KLHL6 geni 9. kromozom {izerinde yerlesiktir. 2 transkripte
(splays varyant) sahiptir. Ik transkript KLHL6-202 (Transkript
ID:ENSGALTO00000003546.6), 6 ekzon bolgesi icermekte olup bunlardan 4 i protein
kodlamaktadir. Transkriptin uzunlugu (mRNA) 4,014 bp, translasyon (protein) uzunlugu 316
amino asittir. Ikinci transkript KLHL6-201 (Transkript 1D: ENSGALT00000003547.5), 7
ekzon bolgesine sahiptir ve hepsi protein kodlamaktadir. Transkriptin uzunlugu (mRNA)
2,593 bp, translasyon (protein) uzunlugu 610 amino asittir (https://www.ensembl.org/
/Gallus_gallus /Transcript/Summary)

Insan KLHL6 geni kromozom 3q27.1°de yerlesiktir. KLHL6 protein domainleri Sekil
5’te gosterilmektedir. Insanda KLHL6 geni 7 ekzon bolgesi icermekte olup, 6816 kb
uzunluktadir. KLHL6 geni, 4 transkripte (splays varyant) sahiptir. Bunlardan biri
(TranskriptID: ENST00000341319.8) protein kodlamaktadir. Transkriptin uzunlugu (mRNA)
6,295 bps, translasyon (protein) uzunlugu 621 amino asittir
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG000001725
78;r=3:183487551-183555706;t=ENST00000341319)

Insan KLHL6 geni, sempanze, Rhesus maymunu, kdpek, inek, fare, si¢an, zebra balig
ve kurbagada korunmustur. Gallus gallus KLHL6 (610 aa) ve Homo sapiens KLHL6 (621 aa)
arasinda yapilan dizileme sonucu benzerlik 1097.4 bit bulunmustur

(https://string-db.org/cgi/protein_homology.pl?protein=3986459&taskld=L1VPiQkIGp2M)

2.10. Gallus gallus SYK Geni (Gene ID: 427272)
SYK (dalak tirozin kinaz) proteininin, hiicresel yapisma, dogustan immiin tanima,

trombosit aktivasyonu ve vaskiiler gelisme de dahil olmak iizere diger ¢esitli biyolojik


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000172578;r=3:183487551-183555706;t=ENST00000341319
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000172578;r=3:183487551-183555706;t=ENST00000341319
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fonksiyonlara aracilik ettigini belirten son raporlarla uyarlamali immiin reseptor
sinyallesmesinde onemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Mdcsai, 2010).

Tavuk (Gallus gallus) SYK geni kromozom Z: 44, ,075,509-44,125,480 {izerinde
yerlesiktir ve 69,97 kb uzunlugundadir. 2 transkripte (splays varyant) sahiptir. ilk transkript
SYK-201 (TranskriptiD:ENSGALTO00000032807.5), 13 ekzon bdlgesi igermekte olup
bunlardan 12’si protein kodlamaktadir. Transkriptin uzunlugu (mRNA) 2,459 bps, translasyon
(protein) uzunlugu 613 amino asittir. Ikinci transkript SYK-202 (ENSGALT00000024555.5),
7 ekzon bolgesine sahiptir ve hepsi protein kodlamaktadir. Transkriptin uzunlugu (mRNA)
1,951 bps, translasyon (protein) uzunlugu 636 amino asittir.

Insan SYK geni kromozom 9q22.2°de yerlesiktir ve 116,76 kb uzunlugundadir.
Insanda SYK geni 14 ekzon bolgesi igermekte olup, 4990 bp uzunluktadir. SYK geni, 5
transkripte (splays varyant) sahiptir. Bunlardan doérdii protein kodlamaktadir. SYK-
201(ENST00000375746.1) transkriptin uzunlugu (mRNA) 4,990 bps, translasyon (protein)
uzunlugu 635 amino asittir. SYK geni insan, sempanze, Rhesus maymunu, kopek, inek, fare,
sigan, zebra balig1 ve kurbagada korunmustur. Gallus gallus SYK (636 aa) ve Homo sapiens
SYK (635 aa) arasinda yapilan dizileme sonucu benzerlik 1063.5 bit bulunmustur.

SYK, pro-B hiicrelerinin B-0ncesi hiicrelere gegisinde kritik bir rol oynar (Turner
1995). SYK, BCR'ler, Fc reseptorleri ve aktiflestirici dogal dldiiriicii reseptorleri iceren klasik
immiinoreseptdrler tarafindan baglatilan sinyal iletimi ile biiylik 6lciide ilgilidir (Tohyama
2009; Berton 2005; Crowley 1997). SYK, temel olarak ITAM'a bagh yolaklarla iligkilidir ve
B hiicreleri, mast hiicre degraniilasyonu, notrofil ve makrofaj fagositoz ve ayrica trombosit
aktivasyonunu igeren cesitli hiicrelerin erken gelisimini ve aktivasyonunu etkiler (Zhou 2006;
Tohyama 2009; Mocsai 2010). SYK'nin, yiiksek afiniteli IgE reseptorii (FCERI1A)
toplanmasindan (Wong 2004; Matsubara 2006), mast hiicre aktivasyonundan,

degraniilasyondan ve sitokin {iretiminden sonra baglatilan sinyal iletimi olaylarinin
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gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Matsubara 2006; Masuda 2008). SYK'nin,
T hiicresi 6n reseptorii (TCR) sinyallemesinde 6nemli bir roli oldugu bulunmustur. Bunun,
cift negatif 3'ten (DN3) erken timosit gelisiminin DN4 asamasina ge¢mesi sirasinda meydana
geldigi bilinmektedir (Palacios 2007). Dogal bagisiklik sistemi, PAMP'leri saptamak ve
bagisiklik tepkilerini aktive etmek i¢in oriintli tanima reseptorleri (PRR'ler) kullanir. SYK, bu
yollarin kilit bir bileseni olarak bulunmustur ve artan kanitlar, hepsi de mikobakteriyel
PAMP'lerin algilanmasinda CLEC7A, CLEC6A ve CLECA4E ile birlikte, SYK-bagh
PRR'lerin bakterilerin dogal olarak taninmasina dahil edildigine isaret etmektedir
(Geijtenbeek 2009). SYK, muhtemelen bazi viriislerin PRR aracili tanimlanmasinin
sinyallesmesinde de rol oynar.

KLHL6 ve SYK genleri immun ile iligkili genlerdir. Bu iki gen, Dunislawska ve ark.
tarafindan  gerceklestirilen oOnceki c¢alismanin  mikroarray verilerine dayanarak ve
biyoinformatik araglar (Geneontology, KEGG, NCBI) kullanilarak secildi (Dunislawska ve
ark, 2019). Onceki yapilan arastirmadaki mikroarray verilerine gore, in ovo situmulasyon ile
uygulanan biyoaktif maddelerin tavuk karaciger dokusunda KLHL6 ve SYK genlerinin asagi
reglilasyonuna sebep oldugu tespit edildi. KLHL6 ve SYK genleri, bu genlerin

regiilasyonunun epigenetik karakterini ortaya ¢ikarmak amaciyla segildiler.
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3. MATERYAL VE YONTEM
Bu calisma, Polonya’da bulunan UTP (University of Science and Technology)’de
Hayvan Biyoteknolojisi ve Genetigi Boliimii labarotuvarinda gergeklestirildi. 20 Green legged
Partridgelike ve 20 ROSS cinsi tavuk karaciger 6rneklerinden fenol / kloroform ydntemi
kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA’lardan SYK ve KLHL6 genlerinin
metilasyon seviyeleri incelendi. Metilasyon profilleri metilasyon spesifik kantitatif PCR
yontemi kullanilarak analiz edildi.

3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar
1. PCR Cihaz1 (Eppendorf) (Mastercycler Pro S)

2. Q-PCR Cihaz1 (Roche) (LightCycler® 480 Instrument 1)

[\9)

. Elektroforez Tanki (ENDURO™ 7.7 Horizontal Gel Box)

[99)

. Elektroforez Gii¢ Kaynagi (ENDURO™ 250V power supply)

4. Jel Goriintiileme Sistemi (SYNGENE, G:BOX F3)

(62}

. Bilgisayar (Monitor AOC i2369Vm, Take Me ARAMAR (TAKOBU42540))

\l

. Mikrodalga Firin (PANASONIC, NN-E20JWMEPG)

8. Hassas Terazi (RADWAG AS, 220.R2)

9. Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)

10. Vorteks (VELP Scientifica , CLASSIC Vortex Mixer )

11. Mikropipet Seti (Eppendorf (Research® plus), Axygen)

14. Buzdolab1 (Mastercook LCE-818NFXW Fridge-Freezer)

15. 96-kuyucuklu PCR plaka (Axygen PCR Microplate, PCR-96-LP-FLT-C)
16. Spektrofotometre (Thermo Scientific, NanoDrop 2000)

17. Santrifiij Cihaz1 (Eppendorf, Centrifuge 5430 R)
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18. Homojenlestirici alet (Qiagen, TissueRuptor)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Primerler (Sigma-Aldrich)

2. Agaroz (Biomax)

3. SYBR™ Green PCR Master Mix (ThermoFisher)
4. Loading dye (sigma aldrich)

5. Ethidium Bromide (Sigma aldrich)

6. EDTA (Applichem A2937)

7. NaOH (Sigma-Aldrich 06203)

3.1.3. Kullanmilan Kitler

1. EpiJET Bisulfite Conversion Kit (Thermo Scientific)

3.1.4. DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Malzemeler
1. Lizis soliisyonu (1M Tris-HC1,0.5M EDTA)

2. SDS (Amresco, ABD)

w

. Proteinaz K (Sigma-Aldrich)

I

. Fenol kloroform izoamil alkol (Bioshop,Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol: 25:24:1)

(621

. 70% Etanol (Poch 396420113)

3.1.5. Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR I¢in Kullanilan Malzemeler
1. Modifikasyon reaktifleri (Soliisyonl ve SoliisyonII) (Thermo Scientific)
2. Baglanma Tamponu (Thermo Scientific)

3. Yikama Tamponu (Thermo Scientific)
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4. Desiilfanasyon Tamponu (Thermo Scientific)

5. Eliisyon tamponu (Thermo Scientific)

6. Primerler (Thermo Scientific)

7. SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Scientific)

8. Distile su (Thermo Scientific)

3.1.6. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Lizis Soliisyonu
1. Tris-HCI 1M pHS8 (NaOH soliisyonu ile hazirlandi) (Gibco, ABD)
2. EDTA 0.5M pHS8 (NaOH soliisyonu ile hazirlandi) (Sigma,ABD)
1.1 gr Tris ve 3.5 gr EDTA distile su ile 1 1t’ye tamamlandi. 100 pl 10M NaOH kullanilarak

pH’17.4° e getirildi.

Modifikasyon reaktifleri
Her bir modifikasyon reaftif tiipii 0.9 ml distile su, 200 ul Soliisyon I ve 60 pl] Soliisyon II
eklenerek hazirlandi. Modifikasyon reaktif tiipleri, Soliisyon I ve Soliisyon II tiipleri kitte

hazir olarak bulunmaktadir.

Yikama Tamponu

Kitte hazir olarak gelen 9 ml yikama tamponu tiipiine 25 ml 96% etanol eklenerek hazirland.

Desiilfanasyon Tamponu
Kitte hazir olarak gelen 9 ml yikama tamponu tiipiine 10 ml 96% etanol eklenerek hazirland.

10x TBE Tamponu (1 litre)
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1. Tris (54,0 9)
2. Borik Asit (27,5 )
3. Na2EDTA(7,44 q)
Tartilan kimyasallar distile suda ¢oziildii, pH 8,3’e ayarlandi ve 1 litreye tamanlandi. Oda

sicakliginda saklandi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

10XTBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1XTBE hazirlandu.

%?2’liik Agaroz Jel (100ml)

2 g agaroz, 100 ml 1XTBE erlenmayer igerisine eklendi ve mikrodalga firinda 3 dakika
homojen olana kadar 1sitild1. Sicakligin diismesi beklenildikten sonra 2 pl etidyum bromid
(10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice karistirlldi ve yiikleme yapilacak taraklar

hazirlanmis olan kasete dokiildii.

3.2. Biyoaktif Maddelerin in ovo Enjeksiyonu

Ticari bir kulugkahanedeki 43 haftalik Green-legged Partridgelike ve ROSS
stirisiinden temin edilen dolli yumurtalar kuluckaya yerlestirildi. Agirliklart yaklagik 65
gram olan 40 adet dollii yumurta, 37.8 C'de % 61 ila % 63 bagil nemde otomatik bir kulucka
makinesinde inkiibe edildi. D6lli yumurtalar kulugkaya yerlestirilmeden once her biri 20

yumurtadan olusan 4 gruba ayrildi. Negatif kontrol (NK) grubuna herhangi bir enjeksiyon

yapilmazken, pozitif kontrol (PK) grubuna % 0.9 NaCl, prebiyotik grubuna 2 mg'l oraninda
galaktooligosakkarit ve probiyotik grubuna 10° cfu™ oraninda Lactococcus lactis subsp.

cremoris ve sinbiyotik grubuna 2 mg'1 galaktooligosakkarit ve 10° cfu oraninda

Lactococcus lactis subsp. cremoris birlikte enjekte edildi. Inkubasyon periyodunun 12.
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gliniinde dollii yumurtalarda embriyonun ve amniyonun yeri belirlendikten sonra hazirlanan
sollisyonlarin enjeksiyonu i¢in hava kesesinin bulundugu taraf %75’lik etanol yardimi ile
dezenfekte edildi. Taze olarak hazirlanan soliisyonlar yumurta i¢i besleme prosediiriine uygun
olarak steril otomatik enjektdr yardimi ile yumurtanin hava kesesi boslugu tarafindan
amniyon sivisina enjekte edildi. Hava kesesi tarafinda kabukta agilan delik kapatildiktan

sonra, yumurtalar kulucka makinelerine oldugu gibi gruplandirilarak yerlestirildi.

3.3. DNA izolasyonu

20 Ross ve 20 Green-legged Partridge cinsi tavuklarin karaciger 6rneklerinden olmak
iizere toplamda 40 numune kullanildi. Fenol / kloroform ydntemi kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi. Toplam DNA izolasyonundan 6nce, dokular lizis tamponu ve proteinaz K
icinde TissueRuptor homojenlestirici alet ile homojenlestirildi. Liziz tamamlandiktan sonra
dokular santrifiijlendi (12°000xg, 10 dakika) ve silipernatant lizis olmamis doku
fragmanlarindan ayrilmasi i¢in yeni bir tiipe aktarildi. Daha sonra, bir emiilsiyon elde etmek
icin fenol-kloroform-izoamil ilave edildi ve karistirildi ve santrifiijlendi (13.000 x 10, 10
dakika). Ve son izolasyon basamaginda DNA peleti elde edildi. DNA stoklart -20 ° C’de

saklandi.

3.4. DNA Miktar ve Saflik Tayini

DNA miktar ve saflik tayini i¢in gerekli él¢iimler UTP (University of Science and
Technology)’de Hayvan Biyoteknolojisi ve Genetigi Béliimiinde yapildi. Olgiimler igin
numunelerin A230, A260 ve A280 dalga boylarinda NanoDrop 2000°de absorbans 6l¢timleri
yapildi, A260/A280 oran1 hesaplanarak DNA’nin safligi belirlendi. DNA konsantrasyonunun
hesaplanmasi i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen (seyreltme katsayisi) ile ¢arpildi. Ekstre edilen

DNA’lar %2’lik agaroz jelde goriintiilendi.
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3.5. Primer Secimi

Calismada kullanilan primerler optimizasyonu yapilarak literatiirde benzer amagclarla
kullanilan primerlerden secildi ve gerektiginde modifikasyonu yapildi. Bu arastirmada
calisilmasi1 planlanan SYK ve KLHLG6 genlerinin metilasyon spesifik gPCR analizi icin
primer dizaynlart MethPrimer 2.0 primer dizileme programi ile gergeklestirildi. Calisilan
genlerin metilasyon spesifik kantitatif PCR igin tasarlanan primer dizileri Tablo 1°de

gosterilmektedir.

Tablo 1. Calisilan genlerin metilasyon spesifik kantitatif PCR icin tasarlanan primer dizileri

Primer | Baslangic | Biyiiklik | Tm | %GC | ‘C’ | Sekans
210 20 59.08 | 70.00 5 | Sol M: TATTAGGCGTTTTCGGGAAC
324 24 59.52 | 54.17 5 | Sag M: AAATTAATACATTTACTCGCCGCT
oYK 207 25 59.59 | 68.00 6 | SolU: GTTTATTAGGTGTTTTTGGGAATGA
326 26 56.98 | 57.69 5 | Sag U: CCAAATTAATACATTTACTCACCACT
138 25 58.65 | 52.00 6 | Sol M: TCGAGGTATTAATAGAATGAGACGG
237 22 59.64 | 63.64 7 | Sag M: AAACACCAAAAAAAATCCCGTA
ke 139 25 57.00 | 48.00 5 | SolU: TTGAGGTATTAATAGAATGAGATGG
240 25 59.60 | 64.00 8 Sag U: CTAAAACACCAAAAAAAATCCCATA

Tm: Erime Sicakligi, GC%:Yiizdelik GC orani, C: Sitozinler

3.6. Bisiilfit Modifikasyon Protokolii

Izole edilen DNA’larmn  modifikasyonu Thermo Scientific EpiJET Bisiilfit
Modifikasyon Kiti kullanilarak iiretici firmanin Onerdigi yontemle modifiye edilerek
gerceklestirildi. Bisiilfit reaksiyonunda, metillenmis sitozinler degismeden kalirken,

metillenmemis sitozinler demaninasyon sonucu urasile doniistii ve PCR sonucunda urasiller
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timin olarak replike oldu (Herman ve ark.,1996; Momparler ve Bovenzi,2000). Bisiilfit

muamelesi sonucunda olusan deaminasyon tepkimesi Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. Bisiilfit muamelesi sonucunda olusan deaminasyon tepkimesi

DNA dizisi N-MC-G-N-C-G-N

Bisulfit Muamelesi Sonrasi N-MC-G-N-U-G-N

PCR Sonrasi N- C-G-N-T-G-N

Termal DNA denatiirasyonunu ve bisiilfit donilisiim reaksiyonlar1 bir asamada
birlestirildi. Bu asama uzun protokolii takiben gergeklestirildi, 25 ng / pl saflastirilmisg
genomik 20 pL DNA 6rnegi bir PCR tiiptine eklendi. 120 pL hazirlanmig modifikasyon
reaktif ¢ozeltisi 20 pL DNA 6rnegi bulunan PCR tiipiine eklendi. Ornekler pipetaj yontemi ile
karigtirldi, PCR tiipleri bir termal dongiileyiciye yerlestirildi ve DNA’nin denatiirasyonunu

ve bisiilfat doniistimiinii gergeklestirmek i¢in uygulanan protokol Tablo 3’de gosterilmektedir.

Tablo 3. Bisiilfat doniisiim protokolii

Protokol:

1)98 ° C /10 dak.

2)60°C/150dk

Doniistiiriilen DNA, ardindan DNA saflastirma asamalar1 i¢in bir mikro kolon
membranina baglandi: toplama tiipiine yerlestirilen DNA saflagtirma mikro Kolonuna 400 pL
baglama tamponu ilave edildi. Donistiiriilen DNA 6rnegi kolondaki baglama tamponuna
yiklendi ve pipetleme yontemi ile tamamen karistirildi. Toplama tiipline yerlestirilen mikro

kolon 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi. Mikro siitun ayni toplama tiipiine yerlestirildi.
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200 pL etanol ile hazirlanmis yikama tamponu, mikro siituna eklendi ve 12.000 rpm’de 30
saniye santrifiijlendi. Mikro siituna 200 uL desiilfonasyon tampon eklendi ve bu kolon 20
dakika oda sicakliginda bekletildi. Toplama tiipiine yerlestirilen mikro siitun 12.000 rpm’de
30 saniye santrifiijlendi. Mikro siituna 200 pL yikama tamponu eklendi ve 12.000 rpm’de 30
saniye santrifiijlendi. Mikro kolon ayni toplama tiipiine yerlestirilirdi. Doniistiiriilen DNA, 20
ul eliisyon tamponu kullanilarak elde edildi ve Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR i¢in

kullanildi.

3.7. Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR

Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR, DNA metilasyonunun gen / sekansa spesifik
tespiti i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu tahlil, DNA’nin sodyum bisiilfit
tarafindan baslangigta modifiye edilmesini gerektirir, metillenmemis sitozinleri urasil’e
doniistiiriir ve ardindan metillenmis diziler, metilasyon i¢in spesifik primerlerle secici bir
sekilde ¢ogaltilir.

Gen ekspresyon analizleri igin, SYBR Green | master mix ile LightCycler 480
programi kullanildi ve Roche LightCycler 480 Instrument cihazinda qPCR yapildi. Kisaca, 96
kuyucuklu bir plaka icerisinde qPCR reaksiyonu ig¢in kullanilan SYBR Green | master

karigimi Tablo 4°de gosterilmektedir.

Tablo 4. SYBR Green | Master Karigimi

1 pl primer

1 pl sterilize edilmis su

2 ul DNA

5 ul SYBR® Green I
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Cogaltilmis PCR irlinliniin ~ 6zgiilligli, bir erime egrisi analizi yapilarak
degerlendirildi. Elde edilen erime egrileri, primer dimerler ve spesifik iiriin arasinda ayrim
yapilmasina izin verir. CpG adalarinin DNA metilasyon durumunun profili, genlerin
epigenetik diizenini anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. Metillenmis sitozinler Sitozin olarak
kalirken, metillenmemis sitozinler bisiilfit islemi ile timine dondstiirildi. Sitozin ve timin
sayis1 bir pozisyonda sayildi ve metilasyon seviyesi igin hesaplanan formiil Tablo 5’de

gosterilmektedir.

Tablo 5. Metilasyon seviyesi i¢in hesaplanan formiil

% Metilasyon =100 (M / M + U)

M = metillenmis U = metillenmemis

3.8. Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR Data Analizi

Doéniistim icin, genomik DNA, metillenmis sitozinler degismeden kalirken,
metillenmemis sitozinleri urasile doniistiiren bisiilfit ile muamele edildi. Metillenmis spesifik
(M) primerleri, sadece metillenmis diziyi c¢ogaltabilir. Metile edilmemis spesifik (U)
primerleri, yalnizca metillenmemis diziyi ¢ogaltabilir. M primer, metillenmemis diziye
eklenirse, dizi farkliligindan dolay1 amplifikasyon gozlenmez ve bunun tersi de gegerlidir.

Metilasyon spesifik kantitatif PCR prensibi Sekil 6°da gosterilmektedir.

3.9. Istatistiksel Analiz

Calismanin sonuglart istatistiksel yontemlerle degerlendirilerek hipoteze uygunluk
bakimindan test edildi. Istatistiksel analizler igin, Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS, Version 20.0) kullanildi. Parametreler arasindaki iliski Fisher’s exact ve t-testleriyle

degerlendirildi. P degeri 0.05 den kiigiik olan degerler anlamli kabul edildi. MSP’nin
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sensitivitesi ve spesifisitesi sirasiyla pozitif testlerin toplam katilimci sayisina boliinmesi ve

negative testlerin toplam katilimei sayisina boliinmesiyle elde edildi.

3’...GC...GC..3’ (1)

ra

Floresans Emisyonu

Metile olmayan PCR iiriinii Metile PCR tirtint. (1)

4

Data Analizi

(i

Sekil 6. Metilasyon spesifik kantitatif PCR prensibi. (I) Bisiilfit doniisiimii: sitozin deamine
olurken, metillenmis sitosinler etkilenmez. (II) Normalizasyon domaini igeren ters primerlerle

PCR yapilir. (IIT) Veri analiz edilir.
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyonu

20 tane Green-legged Partridgelike ve 20 tane ROSS cinsi tavuk karacigeri
orneklerinden fenol / kloroform yontemi kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen
DNA’lar %2’lik agaroz jelde 100 wvoltta 45 dakika ylritiilerek goriintilendi ve
spektrofotometrik olarak miktar tayini yapildi. Green-legged Partridgelike ve ROSS tavuk
karacigeri drneklerinden ekstrakte edilen DNA’larin %2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 7
ve Sekil 8 de gosterilmektedir. Her numunenin DNA konsantrasyonu, bir NanoDrop 2000

spektrofotometresi kullanilarak 260 nm’de UV absorpsiyonu 0l¢iildii. DNA konsantrasyonu

sonuglart Tablo 3 ve Tablo 4 de gosterilmistir.

Sekil 7. Green-legged Partridgelike cinsi tavuklarin karacigerinden izole edilen DNA’larin

%?2’lik agaroz jeldeki goriintiileri.

Sekil 8. ROSS tavuk cinsi tavuklarin karacigerinden izole edilen DNA’larin %2’lik

agaroz jeldeki goriintiileri.
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Tablo 6. 20 adet Green-legged Partridgelike cinsi tavuk karacigerinden izole edilen

DNA’larin spektrofotometrik olarak miktar tayini

Ornek | Miktar | 260/280 | 260/230

(DNA) | (ng/ul)

1-10w | 388,1 | 1,8 1,87

1-14W | 484 19 1,99

1-22W | 577,7 | 1,93 1,91

1-28W | 620,2 | 1,91 1,9

1-64W | 254,1 | 1,7 1,87

2-60W | 159,5 | 1,72 1,93

2-38W | 3355 | 1,76 1,85

2-49W | 612,7 | 191 1,82

2-34W | 639,8 | 1,88 1,71

2-42W | 10119 | 1,74 1,64

3-05W | 226,2 |17 1,87

3-11W | 296,6 | 1,71 1,86

3-28W | 2922 |17 1,89

3-02W | 665,7 | 1,72 1,22

3-29W | 633,6 | 1,78 1,35

4-05W | 289,6 | 1,69 1,51

4-22W | 3334 |17 1,75

4-41W | 127 1,58 1,85

4-51W | 486,2 | 1,84 1,81

4-53W | 3029 | 1,69 1,77
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Tablo 7. 20 adet ROSS cinsi tavuk karacigerinden izole edilen DNA’larin spektrofotometrik

olarak miktar tayini

Ornek | Miktar | 260/280 | 260/230

(DNA) | (ng/ul)

1-60W | 356,9 | 1,74 1,73

1-31W | 2988 | 1,7 1,76

1-12W | 256,5 | 1,67 1,76

1-62W | 453,1 | 1,83 1,81

1-51W | 379 1,8 1,79

2-37W | 11596 | 1,84 1,78

2-57TW | 1978,2 | 1,85 1,77

2-55W | 222,1 | 1,58 1,74

2-19W | 430,8 | 1,79 1,68

2-35W | 9723 | 1,64 1,84

3-32W | 353,1 | 1,73 1,69

3-36W | 386,8 | 1,77 1,66

3-42W | 3924 | 1,76 1,7

3-47TW | 539,7 |19 1,84

3-53W | 3115 |1,65 1,65

4-02W | 3435 | 1,72 1,75

4-20W | 4805 |18 1,64

4-32W | 137 1,53 1,64

4-43W | 790,5 | 1,83 1,62

4-55W | 378,6 | 1,73 1,75
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4.2. CpG Bolgelerinin Tespiti
MSP gPCR i¢in CpG adalar1 bolgeleri MethPrimer 2.0 programu ile tespit edildi. SYK

ve KLHL6 genlerinin CpG adas1 tahmininin sonucu Sekil 9 ve 10°da gosterilmektedir.

GC Percentage
0 20 40 60 50

o 5ot b 1000 bp 1500 bp 2000 bp 2500 bp 3000 bp
MFLI MRL

3etl

Ul uRt

shib F 2l MRz
[~
uFzHlurz

shih MF 3 MR3
[~
uFallurz

shbh MF i mMRd
1=
UF4—IuRg

L MFSI MRS
UFsIHIuRs

o
=
[y

et

Ihput Sequence EBisulfite PCR primer M3F Primer Set CpG Island
] [ —— Methylated-Specific B—m

Unmethylated-Specific O— /1

Sekil 9. SYK geninin CpG adasi tahmininin sonucu. Sekans adi: NC_006127.5:44075480-

44127404 Gallus gallus breed Red Jungle Fowl isolate RJF #256 chromosome Z, GRCg6a.

Sekans uzunlugu 3290.

CpG ada bolgeleri:

1 tane CpG ada bolgesi tespit edildi.

Buvyukligia (Baslangic-Bitis)

Adal 305bp (47 —351)
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GC Percentage
0 20 40 60 50

0 200 bp
Cpis
)| HFLE————— 1R
UFiC———ur1

MFzB—————l MRz
Setz
uFzC——urz

et

Ihput Sequence

BO0 b

400 bp

EBisulfite PCR primer
=B

500 bp

1000 bp

1200 bp

M3F Primer Set

Methylated-Specific
Unmethylated-Specific

[ I
O

1400 bp

CpG Island

Sekil 10. KLHL6

geninin  CpG

adasi

tahmininin

sonucu.

Sekansin

adi:

NC_006096.5:c2746826-2728412 Gallus gallus breed Red Jungle Fowl isolate RIJF #256

chromosome 9, GRCg6a. Sekansin uzunlugu: 1470.

CpG ada bolgeleri:

1 tane CpG ada bolgesi tespit edildi.

Biiyiikligii

(Baslangic-Bitis)

Ada 1 162 bp

(50 — 211)

4.4. Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR Analizleri

20 ROSS karaciger drneginden ve 20 Green-legged Partridgelike drneginden izole

edilen DNA’lar, KLHL6 ve SYK genlerin metilasyon durumunu belirlemek i¢in Metilasyon

Spesifik Q-PCR ile analiz edildi. Her numune i¢in analiz 96 kuyucuklu plakalarda yapildi ve
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istatistiki analizlerde plakalarin ROSS / Green-legged Partridgelike oraninin medyan degeri

kullanild. Istatistik analizleri Tablo 5’te gosterilmektedir.

Tablo 8. DNA metilasyon oranlari. Prebiyotik (galaktooligosakarit), probiyotik (Lactococcus
lactis subsp. Cremoris), sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu) SYK ve

KLHL6 genlerinin metilasyon seviyeleri lizerinde etkisi

Biyoaktif
Cins Grup Madde KLHLG6 | t-test | SYK | t-test
kontrol NaCl 59,06 1,06
Grup 2 probiyotik 50,85 (0,022 | 3,67 | 0,096
Grup 3 prebiyotik 58,01 | 0,381 | 14,11 | 0,013
ROSS Grup 4 sinbiyotik 63,36 | 0,322 | 0,79 | 0,200
kontrol NaCl 50,53 9,32
Green- Grup 2 probiyotik 53,710,110 | 2,02 | 0,033
legged Grup 3 prebiyotik 54,85 | 0,092 | 15,72 | 0,117
Partridgelike | Grup 4 sinbiyotik 53,89 | 0,157 | 3,71 0,092

KLHLG6 Geninin Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR Sonuclar:

Prebiyotik (galaktooligosakarit), probiyotik (Lactococcus lactis subsp. cremoris),
sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu) KLHL6 nin metilasyon seviyeleri
lizerine etkisi incelendi. ROSS cinsi tavuk karaciger orneklerinden, 2. Grup Lactococcus
lactis subsp. cremoris (probiyotik) ile muamele edilen karaciger numunelerinden
olusmaktadir ve bu grupta KLHL6 metilasyonu anlamli sekilde artmistir. KLHL6 geninin

ekspresyon profili, Sekil 11°de sunulmaktadir.
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KLHL6
70,00
60,00 °9,06 5053 5:;5 53,71 801 o) o5 >8,01 53,89
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
salt probiotic prebiotic synbiotic
control Gr2 Gr3 Grd

B ROSS W Green-legged Partridgelike

Sekil 11. ROSS / Green-legged Partridgelike cinsi tavuklarin karaciger dokularinda KLHL6
geni i¢in metilasyon spesifik kantitatif PCR ile belirlenen metilasyon oranlari. Grup2,
Lactococcus lactis subsp. cremoris (probiyotik) ile muamele edilen karaciger numuneleri;
Grup3, galaktooligosakarit (prebiyotik) ile muamele edilen karaciger numuneleri; Grup 4,
sinbiyotik (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu) ile muamele edilen karaciger numuneleri.

(* P degeri 0,05’den kiigiiktiir, istatistiksel olarak anlamlidir)

SYK Geninin Metilasyon Spesifik Kantitatif PCR Sonuclari

Prebiyotik (galaktooligosakarit), probiyotik (Lactococcus lactis subsp. cremoris),
sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu) SYK’nin metilasyon seviyeleri
tizerine etkisi tespit edildi. Green-legged Partridgelike cinsi tavuk karaciger orneklerinden, 2.
Grup Lactococcus lactis subsp. cremoris (probiyotik) ile muamele edilen Kkaraciger
numunelerinden olusmaktadir ve bu grupta SYK metilasyonu anlamli sekilde artmistir.

Bununla birlikte, SYK metilasyonu galaktooligosakarit (prebiyotik) ile muamele edilen ROSS
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cinsi tavuk karaciger numulerinden olugsan 3. Grubunda arttig1 analiz edildi. SYK geninin

ekspresyon profili, Sekil 12°de sunulmaktadir.

SYK

18,00 %k 15,72
16,00 14,11
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00 3,67 %k
4,00 202
2,00 1,06 0,79
0,00 | - _——

salt probiotic prebiotic synbiotic

9,32

3,71

control Gr2 Gr3 Gr4

B ROSS M Green-legged Partridgelike

Sekil 12. ROSS / Green-legged Partridgelike cinsi tavuklarin karaciger dokularinda SYK geni
icin metilasyon spesifik kantitatif PCR ile belirlenen metilasyon oranlari. Grup2, Lactococcus
lactis subsp. cremoris (probiyotik) ile muamele edilen karaciger numunelerinden; Grup3,
galaktooligosakarit (probiyotik) ile muamele edilen karaciger numunelerinden; Grup 4,
sinbiyotik (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu) ile muamele edilen karaciger numuneleri.

(* P degeri 0,05°den kiigiiktiir, istatistiksel olarak anlamlidir)
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5.TARTISMA

Bu c¢aligmada, Ross ve Green-legged Partridgelike cinsi tavuklarindan toplanan
karaciger dokularinda se¢ilmis iki genin yumurta inkiibasyonunun 12. giiniinde enjekte edilen
prebiyotiklerin, probiyotiklerin ve sinbiyotiklerin, DNA metilasyon profili iizerinde molekiiler
etkisinin sonuglar1 sunulmustur.

Bu aragtirmada, transkriptom modiilasyonunun molekiiler analizi karaciger
dokularinda gerceklestirilmistir. Metabolik doku, Ross ve Green-legged Partridgelike
tavuklarinda, prebiyotiklerin, probiyotiklerin ve sinbiyotiklerin in ovoda fenotipik etkilerinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 anlamak icin secildi. Karaciger, dogustan gelen
bagisiklik, enerji metabolizmasi ve detoksifikasyon da dahil olmak tizere birgok fizyolojik
proseste yer alan 6nemli bir metabolik organdir. Sevane ve ark. (2014) kanatli beslenmesinde

prebiyotik uygulamasinin lipidlerin hepatik metabolizmasini etkileyebilecegini belirtmistir.

Prebiyotik / probiyotik / sinbiyotiklerin tavuk mikrobiyotasi iizerindeki epigenetik etkisi

Epigenom ve mikrobiyom, ¢evreye adapte olup diyet gibi faktorlerle degismektedir.
Her ikisi de gen ifadesini de degistirebilir (Majnik ve Lane, 2015).

Mikrobiyomu degistirmenin bir yolu diyet ve probiyotik kullanimidir. Probiyotikler,
tikketilen ve saglik yarari sagladigina inanilan bakterilerdir. Probiyotiklerin etkilerini ve
epigenomu nasil degistirdiklerini arastiran arastirmalar devam etmektedir. Ghadimi ve ark.,
probiyotiklerin iki ortak bileseni olan Bifidobacterium ve Lactobacillus’un iltihaplanma ve
epigenetik tizerindeki etkilerini arastirmistir (Ghadimi et al., 2012). Bu bakterilerin
uygulanmasi ile, enflamatuar barsak hastaliginin patogenezinde rol alan LPS kaynakli
proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu azalmistir. Onemli olarak, DNA metilasyonu artmis

ve sitokin genlerinde histon asetilasyonu azalmistir (Ghadimi et al., 2012). Bu veriler, bazi
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bakterilerin saglik etkilerinin, epigenetikteki degisiklikler ve ardindan gen ekspresyonu
yoluyla baslatilabilecegini gostermektedir (Majnik ve Lane, 2015).

Bu calismanin sonuglari, galakto-oligosakaritin (bir prebiyotik), Lactococcus lactis
subsp. cremoris (probiyotik) veya L. Lactis subsp. Cremoris ile desteklenmis galakto-
oligosakarit (sinbiyotik) embriyonik gelisimin 12. giiniinde in ovo uygulamasiyla enjekte
edilmesinin, Ross ve Greenlegged-Partridgelike cinsi tavuklarin karacigerlerinde immiin ile

iliskili genlerin metilasyon seviyelerinde artisa neden oldugu tespit edildi.

Gruplar arasinda metilasyon paterninde farkhiliklar: prebiyotik / probiyotik veya
sinbiyotik

Onceki deneylerden elde edilen sonuglara dayanarak, in ovo metoduyla yapilan
sinbiyotik enjeksiyonun, c¢ogunlukla bagisiklik sistemi ile baglantili genlerle ilgili gen
ekspresyonunun asagi regiilasyonuna neden oldugu anlasilmistir (Dunislawska ve ark. 2017,
Ptowiec ve ark. 2015). Bu g¢alismada, prebiyotiklerin, probiyotiklerin ve sinbiyotiklerin in
ovoya verilmesinin, farkli gruplarin karacigerinde KLHL6 ve SYK gen ekspresyonunun giiglii
bir negatif modiilasyonuna neden oldugu analiz edildi. Ross karaciger 6rneklerinde, KLHL6
gen metilasyonu, probiyotik grubunda anlamli olarak artarken, SYK, prebiyotikte anlamli
sekilde artmis oldugu analiz edildi. Green legged Partridgelike cinsi tavuk Kkaraciger
numunelerinde, probiyotik grubunda SYK gen metilasyonunun anlamli olarak artmis oldugu

tespit edildi.

Iki genotip arasindaki metilasyon paternindeki farkhliklar: Ross ve Green legged-
Partridge Like
Organizmanin bakteri verilmesine verdigi yanmitin 06zgiilliigii, hiicre duvarlarinin

yapisindan da etkilenebilir. ince, kolay sindirilebilir bir hiicre duvar ile karakterize edilen



45

Lactobacillus bakterileri organizmanin anti-enflamatuar bir tepkisini indiiklerken, kalin ve
sindirilmesi zor bir duvari olan bakteriler bir proinflamatuar tepkimeyi aktive eder (Shida vd.
2009). Onceki calismalarin sonuglarinda, Lactobacillus synbiotics’in bagisiklik ile ilgili
genlerin gen ekspresyon diizeyi ile Olgiilen tavuklarda farkli immiinomodiilator etkiler
gosterdigini dogrulanmistir (Dunislawska ve ark. 2017). Bu calismada Ross karaciger
orneklerinde, KLHL6 gen metilasyonu, probiyotik grubunda anlamli olarak arttig1
gozlenmistir. Asagi regiilasyondaki bu agik desen, Green legged Partridgelike cinsi tavuk
karaciger numunelerinde gozlenmemistir.

Bu etkiler, organizma iizerinde tek baslarina birlikte alindiklarinda tek bagsina
verildiklerinde farkli etkiler gosteren prebiyotik ve probiyotik igceren sinbiyotikler icin daha

karmasiktir.

Karacigerdeki belirli genlerin metilasyonu -gen fonksiyonu ile iligkisi

KLHL6 ve SYK, immiin ile iliskili genlerdir. SYK, B hiicresi reseptorii (BCR) gibi
klasik immiinorekeptorleri iceren ¢esitli transmembran reseptorlerinin akis asagisinda sinyal
iletimine aracilik eder. Dogal ve adaptif bagisiklik, hiicre adezyonu, osteoklast olgunlasmasi,
trombosit aktivasyonu ve damar gelisimi dahil olmak tizere gesitli biyolojik siiregleri
diizenler. KLHL6, B lenfosit antijen reseptorii sinyallemesi ve germinal merkez B-hiicresi
olgunlagsmasinda rol alan KLHL protein ailesinin bir {iyesini kodlar. DNA metilasyonu gibi
epigenetik mekanizmalarin, gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir. Baz1 aday genlerin
DNA metilasyonu, dokularda o6lciildiigi zaman biyoaktif maddelerin epigenetik etkisi
hakkinda bilgi verici olabilir ve biomarker olarak kullanilabilir. KLHL6 ve SYK genleri,
birgok farkli hiicre tipinin proliferasyonunun, hayatta kalmasinin ve farklilasmasinin
diizenlenmesinde ve ayrica dogal ve adaptif bagisiklik, hiicre adezyonu ve B-hiicresi

olgunlagsmasinda rol oynar. SYK ve KLHL6, bagisiklik ile iligkili genler, 6nceki deneydeki
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(Dunislawska 2019) mikroarray verilerine dayanarak, biyoinformatik araclar (Geneontology,
KEGG, NCBI) kullanilarak sec¢ilmistir. Karacigerdeki KLHL6 ve SYK ekpresyonu ve
fonksiyonu, KLHL6 ve SYK geninin metilasyon profilinden etkilenmektedir. Eger
karacigerdeki KLHL6 ve SYK genlerin metilasyon profili biomarker olarak degerlendirilirse,

immun ile ilgili yolaklara etkisi konusunda bilgi verebilecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, UTP Universitesi Fen Fakiiltesi biyoloji labarotuvarinda, Green legged
Partridgelike ve ROSS cinsi tavuk karacigerinden alinan numuler kullanilarak gergeklestirildi.
Toplamda 20 adet Green legged Partridgelike ve 20 adet ROSS cinsi tavuk karacigerinden
DNA izolasyonu yapildi ve Prebiyotik (galaktooligosakarit), probiyotik (Lactococcus lactis
subsp. cremoris), sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu) SYK ve KLHL6
genlerinin metilasyon seviyeleri iizerinde etkisi incelendi. SYK ve KLHL6 genlerinin
metilasyonu istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Bu calismada biyoaktif maddelerin KLHL6 ve SYK genlerin metilasyon profilinde bir
parametre olarak kullanip kullanilamayacaginin arastirilmast amacglandi. Karacigerdeki
KLHL6 ve SYK ekpresyonu ve fonksiyonu, KLHL6 ve SYK geninin metilasyon profilinden
etkilenmektedir. Eger karacigerdeki KLHL6 ve SYK genlerin metilasyon profili biomarker
olarak degerlendirilirse, immiinle ilgili yolaklara etkisi konusunda bilgi verebilecegi
kanaatindeyiz. Sinbiyotiklerin in ovo yontemi ile uygulanmasi, GALT ile faydali bakteriler
arasinda erken temasi saglar ve tolerans mekanizmalarinin gelistirilmesini destekler. Bu
fenomen, bu c¢alismada belirlenen, karacigerde immiin ile iligkili genlerin metilasyon
seviyelerindeki artis1 agiklar.

Bu c¢alismada, galaktooligosakaritlerin, lactococcus lactis subsp. cremoris ve
sinbiyotiklerin (prebiyotik ve probiyotik kombinasyonu) immun ile ilgili genler tizerindeki
metialasyon paternlerin karakterizasyonu yapildi. Ayrica, galaktooligosakaritlerin etkilerinin
altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlasilmasi, antibiyotiklere asir1 bagimliliga dogal

alternatifler bulmak i¢in yararh bir yaklasim olabilir.
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