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ONSOZ

Yiiksek ¢evre sicakligi, diinyada hizla gelisen kanatli sektorii i¢in, ciddi ekonomik
kayiplara neden olabilen bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sicaklik stresi kiimes
hayvanciliginda ozellikle tretim, hayvan refahi, hayatta kalma, performans ve iiriin
kalitesini olumsuz yonde etkileme gibi bir¢ok konuda negatif etkileri mevcuttur. Bu
calisma yumurta tavuklarinda; organik krom formlarmin (CrHis ve CrPic) ovaryum
oreksin, glukoz tastyicilari, NF-kB ve 1s1 sok proteinleri diizeylerinin degisimlerinin ortaya
konulmasi hedeflenmistir.
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tesekkiirlerimi bildiririm. Tez c¢alismalarim sirasinda gerekli izinleri saglayan personeli
oldugum Siirt Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
Miidiirliigiine tesekkiir ederim. Ayrica tezime katkida bulunan Ars.Gor.Dr. Hasan
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sunarim. Bu calisma KOSGEB Elazig Hizmet Merkezi Midiirliigii (2012/ 846548)
tarafindan desteklenmistir. Ayrica katkilarindan dolayr Tiirkiye Bilimler Akademisine,
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OZET

Kanatlilarda verimliligi diistiren 6nemli ¢evre faktdrlerinden birisi sicaklik stresidir.
Daha once yapilan calismalarda krom pikolinat (CrPic) ve krom histidinat (CrHis)’in
yumurta veriminde artisa yol agtigi bildirilmistir. Bu calismada, yumurtaci tavuklarda
diyete ilave edilen farkli organik krom kaynaklarinin ovaryum oreksin (hipokretin), glukoz
tagtyicilart (GLUTSs), 1s1 soku proteinleri (HSPs) ve niikleer faktor kappaB (NF-kB)
diizeyleri tizerine etkileri arastirilmistir.

16 haftalik 1800 adet yumurta tavugu (Lohmann LSL-Lite), 2 x 3 faktoriyel
deneme diizenine gore 6 gruba ayrildi. Denemede faktorleri iki farkli sicaklik ortami
[termondtral (TN), 22 + 2 °C 24 saat/giin) ve sicaklik stresi (HS); 08:00 ila 17:00 saatleri
arasinda olmak tizere, 8 saat boyunca 34+2°C'ye ve 16 saat boyunca 22 °C’ye sicaklik] ile
bazal diyete ilave edilen krom 3 farkli krom diizeyi olusturdu [elementel Cr 200 pg / diyet
kilogram olacak sekilde; 0, 1.600 mg/kg CrPic (% 12.43 Cr) ve 0.788 mg/kg CrHis (%
25.22 Cr)]. Calisma 12 hafta boyunca siirdiirtildii.

Sicaklik stres gruplarinda termondtral gruplara kiyasla, GLUT1, GLUT4 ve oreksin
protein diizeylerinin azaldigi (P <0.0001) ve NF-kB, HSP60, HSP70 ile HSP90 protein
diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (P <0.0001). Diyetlere yapilan krom takviyesi (CrPic—
CrHis) ile GLUT ve oreksin diizeylerinin arttigi, NF-xB ve HSP seviyelerinin ise
termondtral gruba gore azaldigr gézlenmistir (P <0.0001). Sicaklik stresi altinda bulunan
yumurtaci tavuk diyetine ilave edilen organik krom formlart GLUT ve oreksin diizeylerini
arttirmig, ancak NF-kB ve HSP protein diizeylerini azaltmistir. Sonug olarak, CrPic ve
CrHis’1n, stresin negatif etkilerinin hafifletilmesi ve tedavisinde destekleyici etkilerinin

oldugu, CrHis’in ise CrPic’a gére daha etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sicaklik stresi, Cr-His, Cr-Pic, GLUT, NF-xB, HSP, Oreksin



SUMMARY
The Effects of Dietary Supplementation of Different Organic Chromium forms on
Glucose Transporters and Heat Shock Proteins in the Ovary of Laying Hens

Heat stress is one of the important environmental factors that reduce productivity in
poultry. Earlier studies report that chromium picolinate (CrPic) and chromium histidinate
(CrHis) increase egg Yyield. The effects of various organic chromium sources supplemented
to the diets of laying hens were investigated on ovarian orexin (hypocretin), glucose
transporters (GLUTS), heat shock proteins (HSPs) and nuclear factor kappaB (NF-«xB)
levels in this study.

16-weeks-old; Lohmann LSL-Lite, 1800 laying hens were allocated to 6 random
groups according to a 2 x3 factorial trial scheme with two different environmental
temperatures [Thermoneutral (TN groups; at either 22+2 °C 24 h/d) and Heat Stress (HS
groups; at 34+2 °C for 8 h/d, 08:00 to 17:00 h, followed by 22°C enviromental temperature
for 16 h for a period of 12 weeks)]. The hens that reared under both environments were fed
either a basal diet or the basal diet supplemented with 0, 1.600 mg of CrPic (12.43% Cr)
and 0.788 mg of CrHis (25.22% Cr) per kg of diet (elemental Cr 200 pg / kg).

In the heat stress groups, it was found that GLUT1, GLUT4 and orexin protein
levels decreased (P <0.0001), while NF-kB, HSP60, HSP70 and HSP90 protein levels (P
<0.0001) were increased, compared to the thermoneutral groups. Dietary chromium
supplementation (CrPic-CrHis) increased orexin and GLUT levels whereas NF-xB and
HSP levels were decreased in comparison to thermoneutral groups (P <0.0001). Chromium
supplements treatment on heat stressed laying hens, is able to increase orexin and GLUTS
levels and decrease NF-kB and HSPs. As a result, CrPic and CrHis have been found to
have beneficial effects in alleviation of negative effects and treatment of stress

complications, and CrHis is determined to be more effective than CrPic.

Key words: Heat Stress, Cr-His, Cr-Pic, GLUTs, NF-xB, HSPs, Orexin
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1. GIRIS

Gidalar, bireyin yasam olaylarin1 devam ettirebilmesi, normal gelisme ve biiyiimesi
icin gereksinim duydugu besin maddelerini i¢cermektedir. Gida ve beslenme bilimindeki
son gelismeler, gidalarin bireyin besin madde ihtiyacini karsilamasinin yani sira gesitli
viicut fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ve bazi hastaliklarin 6nlenmesinde de etkili
oldugunu gdstermistir (A¢ikgdéz ve Oneng, 2006). Hayvancilik faaliyetlerinde ana hedef,
insanlarin gereksinim duyduklar1 hayvansal iirtinleri bol miktarda, yiiksek kalitede,
zamaninda ve oldukca uygun fiyata saglamaktir. Insanlarin beslenmesinde, ¢ocuklar ile
genclerin bedensel ve zihinsel gelisimlerinde biiyiikk bir oneme sahip olan, hayvansal
kaynakli gida iriinlerinin, kisi basima diisen tiikketim miktarinin en azindan fizyolojik
gereksinimler dogrultusunda yeterli bir diizeye ¢ikarilmasi gerekmektedir. Ayrica gida
bilesiminin besin degeri de onemlidir. Modern hayvancilik yapilarak tiiketici bilincinin
artmasi ile tiretilen riinlerin kaliteli ve saglikli yonleri giderek daha 6nem kazanmigtir
(Adabi vd., 2011; Atik ve Ceylan, 2009; Cevger vd., 2008).

Diinyada kanatl eti ve yumurta {iretimi ile {irtinlerin ticareti son 40-45 yilda dikkat
cekici bir gelisme gostermistir. 1970 ve 2014 yillar1 arasinda kanatli eti {iretimi; sigir,
domuz ve kiiciikbas hayvan etleri iiretiminden daha hizli artmistir. Kanatl eti iiretiminde
uzun yillar bliylime orani artmig olup, ancak ekonomik gelismeler ve tavuklarin saglig
alaninda ortaya ¢ikan sorunlara ragmen iiretim artis trendi degismemistir. Gelecekte de bu
egilimin devam edecegi tahmin edilmektedir. 2012 yilinda, 2010 ve 2011 yillarina gére %
1.8’1ik iiretim artisi ile diinya kanath eti tiretimi 103.5 milyon tona yiikselmistir. Pazara
ulagan tavuk eti yillara gore farklilik gostererek (toplam kanatli eti tiretiminin % 12-15°1)
yumurtaya gore (toplam yumurta dretiminin % 1.8-2.5’1) daha yiiksek diizeyde
gerceklesmektedir. Diinyada kanatli eti tiretimindeki biiylimenin biiyiik kism1 Asya tilkeleri
kaynaklidir. Ozellikle Cin, Hindistan, Japonya, Giiney Kore ve Tiirkiye’deki iiretim
artiglart 6nemli etki yaratmistir. Tavuk eti liretiminde Kuzey Amerika ve Avrupa, Pazar
paylarinda diislis yasarken Giiney Amerika’da Brezilya {iretiminin 6nemli merkezlerinden
biri haline gelmistir (Cobanoglu vd., 2003; Li vd., 2016; Tiirkoglu ve Sarica, 2014).

Yasam kalitesi ve beslenme adina hayati onem tasiyan ve hayvansal bir gida
kaynag1 olan yumurta, diinyanin her tarafinda gegmisten giiniimiize insan beslenmesinde

kiymetli bir hayvansal protein kaynagi olarak yerini korumakta, gelecekte de bu 6zelligini



korumasi kaginilmaz olan seckin bir gida maddesi gibi goriinmektedir. Yumurta, biiyiime
ve gelisme siireglerinin benzersiz bir destekleyici besini olarak bilinmektedir. Yumurta
proteini biyolojik deger bakimindan diger gida maddeleriyle karsilastirildigi zaman
%95’lik sindirilebilirlik degeri ile ilk siray1r almakta bunu %385 ile siit, %76 ile balik ve
%74 ile s1g1r eti takip etmektedir. Yumurta, 6zel bir lireme hiicresi gibi, tam bir beslenme
ve immiin savunma saglayarak gebelik donemi boyunca yasamini siirdiirebilmesi
gereklidir (Celebi ve Karaca, 2006; Iannotti vd., 2014). Yumurta, gelismekte olan kus
embriyosunu destekleyen yapilardan olugsmaktadir (Adabi vd., 2011).

1.1. Stres

Stres kavramini ilk kez ortaya atan Hans Selye (1976) stresi, organizmanin her tiirlii
degismeye 6zel olmayan (yaygin) tepkisi olarak tanimlamistir. Yine Hans Selye’ye gore
stres, bir algilama olayidir. Selye’nin ¢ok yaygin olarak benimsenen bu tanimina gore
stres, memnuniyet verici olup olmadigima bakilmaksizin, her tiirlii isteme bedenin uyum
saglamak icin gosterdigi yaygin tepkisidir. Herhangi bir zamanda stres iireten bir madde
"stresOr” olarak tanimlanabilir ise de, stres bir etkiye karsi viicudun spesifik olmayan
tepkisidir (Selye, 1976). Bu nedenle, stres normal fizyolojik dengenin veya homeostazi
rahatsizlik uyaranlara kars1 biyolojik bir cevap reaksiyonudur (Lara ve Rostagno, 2013).
Stres insanlarda ve hayvanlarda pek ¢ok kronik hastaliga neden olmaktadir. Stres bu
etkisini organizmada oOzellikle inflamasyonu, immun sistemi ve antioksidan dengeyi

bozarak gdstermektedir (Sahin ve Kucuk, 2003).

1.1.1.Stres Nedenleri

Hastalik etkeni, de8isen yasam kosullari, fiziksel ve i¢sel kosullar stresin baslica
nedenleri arasindadir (Johnson vd., 1992). Stres, embriyonik gelisim ve ¢ogalma oranlari
ile ters orantilidir (Puscheck vd., 2015). Son zamanlarda sicaklik stresi, metabolizmay1
degistiren, bagisiklik sistemini etkileyen ve dolayisiyla biiyime ve katman
performanslarini azalttig1 belirlenmistir (Calefi vd., 2016; Luo vd., 2014).

Sicaklik dengesinin metabolizmada herhangi bir degisme olmaksizin, sicaklik
dilimi “Termik Konfor Bolgesi” olarak adlandirilir. Ergin kanathlar i¢in termik konfor

bolgesinin  sinirlart  18-21  °C’dir.  Viicut sicakligmin  metabolizmadaki  kismi

2



diizenlemelerle dengelendigi sicaklik dilimi ise 16-24°C olarak kabul edilir ve “Termik

Notral Bolge” olarak tanimlanir. Viicut sicakliginin kimi metabolik diizenlemelerin yan

sira, sinirl fizyolojik degisikliklerle dengelenebildigi sicaklik dilimi “Homotermi Bolgesi”

olarak adlandirilir. Homotermi bdlgesinin alt ve ist smirlar1 10-27 °C olarak kabul edilir

ve bu siirlar asildiginda organizmadaki metabolik ve fizyolojik diizenlemelere ragmen

viicut sicakligi korunamaz. Cevre sicakligindaki degisimin yoniine bagli olarak, viicut

sicakliginda azalma (hipotermi) veya artis (hipertemi) gergeklesir (Tiirkoglu ve Sarica,
2014).

Verimlilik Kayiplar

Istah Kaybi

Yemden yararlanma oraninda
dis0s (%10-12 craninda)

Bayome geriligi

Yumurta veriminde azalma(%8-10)

Artan Mortalite Orani Fertilite Azalmasi

« Ani Olom Sendromu « Erkeklerde (% 30'a
kadar) ve digilerde

Metabolik
Bozukluk Artisi

*Kann Sivisinda Artig

Kemik Metabolizmasi
~bozulmas!, Omegin Tibia

Asimetnsi
~Yumurta agdirliginda azaima
kabuk kalitesinde azaima, * Idrann normalden
daha kiriigan kabuk yapis fazla atilimi
Alt karkas bolgesinde * Islak Digki
yaglanma azalmasi
Sindirim sorunlan
Asit / baz balans
kaybi Hastaliklara Karsi

llave Sermaye

Dusik Direnc
. £iia Yatirnmi
Bagisikhk sisteminin (Tornin edilenier)
baskilanmasi nedeniyle « Golgelikler
(dis0k seviyede immOnglobulin) :
* Solunum ve sindirim sistemleri -
sorunlan ile birfikte baska * Sogutucu Pedier
hastalikiann yayiimasini « Su pOskOrticOler
* Besinlerin Emilim Bozukiugu
(Malabsorbsiyon)

Sekil 1.1. Tavuklarda sicaklik stresinin zararlari (URL-1’den modifiye edilerek alinmistir).

Sicaklik stresinin zararlart Sekil 1.1°de verilmistir. Sicaklik stresi sonuclari

arasinda, hayvanin viicudunda bulunan net enerji miktar1 ile ortam ve hayvan tarafindan

tiretilen 1s1-enerji miktar1 arasinda negatif bir denge olusturur. Ayrica gida aliminda



hipertermi kaynakli azalma olabilmektedir (Garriga vd., 2006; Lara ve Rostagno, 2013;
Sahin vd., 2004; Sahin vd., 2013a).

Kanatlilarda sicaklik stresinin; biliylime hizi, yemden yararlanma orani ve canli
agirlik gibi verim 6zelliklerini etkileyerek hayvanin performansi, verimi ve iirlin kalitesi
lizerine olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Sahin ve Kucuk, 2003; Santos vd.,
2014).

Artmis ortam sicakligi kanatlilarda o6zellikle viicut sicaklik mekanizmasinda
bozukluklara neden olmaktadir. Genel olarak ¢evre sicakliginin asir1 yiikselmesi su
tiketimini, solunum hizin1 ve viicut sicakligini arttirabilir. Etlik piliclerde 4. haftadan
itibaren tavsiye edilen termonétral ¢evre sicakligi 20-24 °C arasindadir. Sicaklik 30 °C'yi
astiginda, sicaklik stresi belirtileri goriinmesi muhtemeldir. Sicaklik stresine maruz kalan
tavuklarda yem tiikketimi diismekte ve bunun bir sonucu olarak tavuklar optimum
performansi saglayacak kadar besin maddesi tilketemediginden yumurta verimi ve yumurta
kabuk kalitesi diismektedir. Boylece stres; oksidatif hasar olusan hiicreler ve
metabolizmada baz1 degisikliklere neden olur (Karsl ve Dénmez, 2007; Konca ve Yazgan,
2002; Tiirkoglu ve Sarica, 2014; Yardibi ve Tiirkay, 2008).

Sicak c¢evre sartlarindaki yasama payr enerji gereksinim diizeyi ideal c¢evre
sicakligindakinden oldukca diisiiktiir. Buna paralel olarak sicak yaz aylarinda enerji alimi
kis aylarindakine gore %10-15 daha az olabilir. Yem tiiketimindeki azalmaya paralel
olarak protein, esansiyel amino asit, mineral ve vitaminlerin aliminda da azalma olup
bununla beraber; artan su tiiketimi, kiimes hayvanlar1 azalmis yumurta kalitesi gibi
fizyolojik degisikliklere yol agar (Akdemir vd., 2015; Onol vd., 2012; Sahin vd., 2002a).
Sicaklik stresi ayni zamanda mineral atilimimi artirdigi gosterilmistir (Sahin ve Kucuk,
2001; Sahin vd., 2002b; Sahin vd., 2012). Sicaklik stresi, artmis oksidatif strese neden olan
reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ile baglantili bulunmaktadir (Orhan vd., 2013).

Sicaklik stresi disilerde; oogenez, oosit olgunlagmasi, fertilizasyon, embriyolarin
gelisimi ve implantasyon oranin1 olumsuz yonde etkiler. Yiiksek c¢evre sicakliklari
endokrin sistemini bozdugu ve daha sonra yumurtaci tavuklarda yumurta iiretimi gibi
ireme faaliyetlerini bozdugu gosterilmistir. Kanatlhilarda yiiksek sicakligin sperm
hareketliligini etkilemedigi, ancak dogurganlik ve sperm-yumurta penetrasyonunda

gerileme gostermesine neden oldugu bildirilmistir. Bu nedenle yiiksek sicaklik ve yiiksek



nem ile yaz aylarinda siddetli sicaklik stresine maruz kalan kanatl tiretimi ciddi sekilde
etkilenmektedir (Choi vd., 2015; Shanmugam vd., 2015; Tu vd., 2016).

Yiiksek ortam sicakligi antioksidan enzimlerin kofaktorleri (Zn, Cr vb.) olan
minerallerin kullanilabilirligini olumsuz yonde etkilemektedir. Ayrica, sicaklik stresi;
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile artan oksidatif strese, antioksidan savunma sisteminde
rol oynayan serum vitamin ve mineral konsantrasyonlarinin azalmasina neden olur (Orhan
vd., 2012; Sahin vd., 2008; Sahin vd., 2010). Sicaklik stresine maruz kalan kanatlilarda
O0lim oraninin arttig1, antioksidan enzim aktivitesinin azaldigi, immiin sistemin
baskilandig1 ve stres sonucu 1s1 sok protein (HSP) diizeylerinin arttigi rapor edilmistir
(Sahin vd., 2013b).

1.1.2.Stresin Negatif Etkilerini Azaltma Yontemleri

Glinimiizde, kanath {retiminde sicaklik stresinin etkilerini hafifletmek i¢in
havalandirma ile sogutma ve diyet takviyesi gibi yontemler kullanilmaktadir (Luo vd.,
2014).

Sicaklik stresinin sebep oldugu ekonomik kayiplart fizyolojik ve metabolik
degisimler nedeniyle tamamen ortadan kaldirmak miimkiin olmadigi i¢in kiimeslerde
yapisal ve kiimes i¢i yetistirme teknikleri ve/veya beslenme konusunda alinacak énlemler
ile bu ekonomik kayiplart minimuma indirmek miimkiin olabilecektir (Konca ve Yazgan,
2002). Ani sicaklik degisimlerinden kaynaklanan birgok hasari engellemek, hiicrenin
yapist ve enzimatik biitlinliglinli muhafaza edebilmek i¢in organizmalar tarafindan bazi
molekiiler mekanizmalar gelistirmistir (Bernabo vd. 2011; Chen vd., 2013). Bu enzimsel
ve molekiiler mekanizmalarin aktif hale gelmesi i¢in rasyondaki kritik besin maddelerinin
miktarlarinin artirilmasi ve bazi katki maddelerinin ilavesi, beslemeciler tarafindan sik¢a
kullanilan bir yontemdir (Konca ve Yazgan, 2002).

Kiimes hayvanlarinda kan asit baz dengesinde olusan dengesizliklere baglh
bozukluklarin giderilmesi amaciyla karma yemlere CaCO3;, CaHPO4 ve NaHCOs ilavesi
yayginlagsmaya baslamistir. Yilda 300 civarinda yumurta veren ve bu nedenle de her giin
asidozis ile kars1 karsiya kalan ya da yiiksek cevre sicakligi nedeniyle 6zellikle sicak yaz
aylarinda kanathilarin viicutlarini serinletmek amaciyla hizli teneffiis etme mecburiyetleri

bulunmaktadir. Bunun sonucunda CO; kayb1 ve alkalozis sekillenmesi, kanathilarin ve



Ozelikle de yumurta tavuklarimin kan tampon diizeyinin korunmasinin 6nemini ortaya

koymaktadir (Kaplan vd., 2006).

1.2. Krom (Cr)

Genelde rasyonlar hazirlanirken protein, metabolik enerji ve makro elementler
dogru sekilde degerlendirilirken mikro besin elementleri gézden kagmaktadir. Ancak;
organik iz minerallerin hayvan beslemede kullanilmasi son donemde {izerinde durulan
alanlardan biridir. Ayrica iirlinlerin hayvan beslemede saglayacagi yararlar hakkinda pek
cok aragtirma yapilmistir. Organik minerallerin biyolojik yararliliklarinin daha yiiksek
olmasi, biiyiimeye olumlu etkisi, bagisiklik fonksiyonlarini gelistirmesi, metabolizmanin
iyilestirilmesi, karkas kalitesinin iyilestirilmesi, mineral premikslerinde vitamin
kayiplarinin azaltilmasinda etkili olduklar1 belirtilmektedir. Ayn1 zamanda organik
minerallerin kullaniminin {ireme iizerine etkisinin oldugu, somatik hiicre miktarini
azalttigl, hayvanlarin performanslarini artirdigi hayvan saghgin iyilestirdigi ve 6liim
oranini azalttigi, ayak hastaliklarini iyilestirdigi bildirilmistir (Boga ve Filik, 2011;
Yesilbag, 2008).

Sekil 1.2. Kromun periyodik cetveldeki yeri (URL-2’den modifiye edilerek alinmistir).

Metalik bir element olan Krom’un atom numaras1 24, atom agirlhigi 51,996 dur.
Krom dogada +3 yiikliidiir, indirgenme reaksiyonuyla +6 degerlik almaktadir. Kromun

periyodik cetveldeki yeri Sekil 1.2°de verilmistir. Krom biyolojik olarak, glukoz tolerans
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faktor olarak bilinir ve kromodulin gibi biyomolekiillerin yapisina girer. Protein ve niikleik
asit stabilizasyonu i¢in gerekli olan enzimlerin kofaktoriidiir (Dogukan vd., 2010). Krom
ve karbohidrat metabolizmasi arasindaki baglanti, yaklagik 50 yil 6nce 6ne siiriilmistiir
(Albarracin vd., 2008). Laboratuvar ve klinik kanitlar, krom takviyesinin hiicre igi
sinyalizasyonu artirarak insiilin duyarliligini  diizenleyebilecegini gostermektedir.
Diyabetik ratlarda krom komplekslerinin oksidatif stresi azalttig1 tespit edilmistir (Tuzcu
vd., 2011). Kisacas1 krom; (a) glikojen sentezini artirir, (b) glikojen yikimini azaltir, (c)

glikolizi artirir, (d) glukoneogenezi azaltir (Volek vd., 2006).

Kromodulin (zayif molekiil kiitleli krom-baglayic1 oligopeptitler), insiilin etkisini
giiclendirir ve hiicresel sinyal iletimini ve glukoz tasiyicilar1 (GLUT) araciligiyla glukoz
kullanimini gelistirir (Sahin vd., 2013c; Torki vd., 2014). Molekiiler diizeyde kromun etki
mekanizmalarinin  arastirtlmas1 ile benzersiz krom baglamasi ile kromodulinin
karakterizasyonu bildirilmistir. Oligopeptid formunda 1500 Da molekiil agirligi olan, ve
amino asit kalintilar1 arasinda, sadece glisin, sistein, glutamat ve aspartattan meydana
gelmistir. Kiiciik molekiil agirhigina ragmen, dort ¢ekirdekli yapi, krom iyonlarini dort
esdegerli olarak baglar. Kromodulin insiiline duyarl hiicrelerin sitosol ve ¢ekirdek i¢inde
apo-formunda depolanir (Vincent, 2000).

Insiilinin reaksiyonunu gelistirmek icin kromun asetat, klorit, glisinat, histidinat,
laktat ve propiyonat gibi organik ve inorganik selatlari tiretilmistir (Anderson, 1998; Sahin
vd., 2005). Yapilan caligmalar, organik krom bilesiklerinin biyoyararlanim, sindirilebilirlik
ve emilimlerinin inorganik krom bilesiklerine gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Nitekim, son yillarda kromun kimyasal olarak amino asitten olusan bir ligant ile
reaksiyona girmesiyle sekillenen organik krom bilesikleri, hayvan beslemede
yayginlagarak kullanilmaya baglanmistir (Volek vd., 2006). Krom ayrica, giiclii ve etkili
bir antioksidan olarak sicaklik stresine maruz kalan kanathilarda verimlilik ve metabolizma
disiisiinii azaltmaktadir. Bu etkiler kismen viicut krom rezervlerinin ikmal edilmesi ile
ilgili olabilir (Akdemir vd., 2015).

Krom, bilinen baz1 gidalarda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Krom bira
mayasinda bol miktarda bulunmasina ragmen, siskinlik meydana getirdiginden insanlar

tilkketmekten kaginmaktadir. Tahillar: tam tahilli {irtinleri, 6zellikle bugday tohumu,



sebzeler: yesilbiber, 1spanak, patates, brokoli, meyveler: elma, muz, iiziim, siit iiriinleri:
genellikle tereyagi, karabiber ve pekmez vb. olarak bilinmektedir (Mason, 2011; URL-1).

Cr-pikolinat, Cr-histidinat, Cr-nikotinat, Cr-fenilalanin, ve Cr-metionin gibi
kromun cesitli ti¢ degerlikli formlar1 patentli olarak tretilir. Bu formlarin bazilar1 diinya
capinda diyet takviyeleri olarak pazarlanmaktadir. Bununla birlikte, hayvan ve insanlarda
da biyoyararlilik ve biyojik etkileri hakkinda tam olarak bilgi mevcut degildir (Sahin vd.,
2011).

Yogun egzersiz, stres, yiiksek oranda karbohidrat alimi ve asir1 canli agirlik gibi
durumlarda; kanda glukoz diizeyinin artigina, viicutta krom depolarinin mobilize olmasina
ve idrarla atilimimin artisina neden olarak krom yetersizligine yol agmaktadir (Sahin vd.,
2013c; Torki vd., 2014). Krom suplementinin organik formlarin kullanimi, artan diyet
konsantrasyonlar1 ile sicaklik stresi altindaki kuslarda kromun roliinii aydinlatmak i¢in

yardimci olabilir (Akdemir vd., 2015).

1.2.1. Krom Pikolinat

Krom pikolinat, krom mineralinin organik bir molekiil olan pikolinik asitle
bilesimidir. Viicut tarafindan en iyi emilen krom formu olup, lizerinde en ¢ok c¢alisilan
kromun organik formudur (Jiajun vd., 2011).

Krom pikolinat, li¢ degerlikli krom ile diyet takviyesi insiilin direnci ve tip 2
diyabet tedavisinde giivenli ve etkili bir tamamlayici tedavi yontemlerinden biridir. Deney
hayvanlart modellerinde, depresyon belirtilerinin gelisimi ve indirgeyici Kkortizol
seviyelerini azalttig1 rapor edilmistir (Albarracin vd., 2008; Komorowski vd., 2012). Krom
pikolinatin sicaklik stresini kortikosteron diizeyini diisiirerek azalttigi tespit edilmistir
(Dubey vd., 2015). Insanlarda ve hayvanlarda krom pikolinatin saglik ile ilgili yonlerini
inceleyen ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Dogukan vd., 2009). Krom pikolinat sicaklik
stresi altinda kanathilar {izerinde olumlu etkilere sahip olabilir. Sicaklik stresinde yem

tilketimi diismesine ragmen, kanatlilar krom pikolinat ile daha ¢ok krom temin etmis

olurlar (Sahin vd., 2005).



1.2.2. Krom Histidinat

Krom histidinat (CrHis), kromun organik bir formu, inorganik formundan 20-30 kat
daha verimli bir sekilde absorbe edildigi belirtilmistir (Akdemir vd., 2015). Krom
histidinat krom mineralinin histidin aminoasitiyle olusturulmus organik bir kompleksidir.
Histidin esansiyel bir aminoasit olup protein i¢eren besinlerin muhteviyatinda yer alir. Bu
aminoasit metabolizmada deaminasyonla ve hidroliz olarak n-formiminoglutamati (FIGIu)
olusturur. Bu bilesik formimino grubunu tetra hidrofolata aktararak glutamati serbest
birakir (Mackowiak vd., 2010). Aciga ¢ikan glutamat ise transaminasyonla veya glutamat
dehidrogenaz enziminin katalizledigi oksidatif deaminasyonla a-ketoglutarata doniistiirtiliir
(Anderson vd., 2004). Diyet organik krom formu olan krom histidinatin diger organik
krom formlarindan daha fazla absorbe edilebildigi deney hayvanlariyla yapilan
arastirmalarla dogrulanmistir (Moeini vd., 2011; Tuzcu vd., 2011).

Krom histidinat ABD Tarim Bakanligi tarafindan (patent numarasi 6689383)
patentlidir ve Nutrition 21 sirketi (Nutrition 21, Inc. 4, Manhattanville Purchase, NY,
ABD) bilesiginin ila¢ kullanimi i¢in lisans almistir. kromun bu formu, insan deneklerde
test edilmis krom bilesiklerinin diger formlarin daha iyi emilmesi ile daha kararli bir

bilesik olarak rapor edilmistir (Dogukan vd., 2009).

1.3. Oreksin (Hipokretin)

Oreksin, ilk defa 1998’de birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu tarafindan
kesfedilmistir (de Lecea vd., 1998; Greene vd., 2016; Sakurai vd., 1998). Birgok fizyolojik
siirecleri regiile eden oreksinler; bobrek, hipofiz (Gonzalez vd., 2016; Nakamura, 2015),
tiroid, testis, ovaryum, jejunum ve akciger gibi bircok dokuda {iretilir. Aslinda, oreksinler,
enerji homeostazini (Elbaz vd., 2016), glukoz ve lipid metabolizmasin1 diizenledigi
belirtilmistir (Goforth ve Martin, 2016). Oreksin A ve oreksin B (ayrica hipokretin 1 ve 2
olarak da adlandirilir), lateral hipotalamik bolgenin (LHA) noéronlart ve bitisik hipotalamik
bolgelerin kisimlari tarafindan iiretilen peptitlerdir. Insan ve hayvan ¢alismalarmin oreksin
noronlarmin uyaniklik ve uyku diizeninde nasil rol aldigin1 gosteren kanitlar vardir (Luna
vd.; 2017). Akut ve kronik stresin oreksin sistemini etkileyebilecegi ve hem agr1 esigi hem

de nosiseptif davramiglarda degisiklige neden oldugu iyi bilinmektedir (Razavia ve



Hosseinzadeh, 2016). Beslenme fizyolojisinde etkin rollerinin oldugu gosterilen oreksinler
de anti-obeziter ilag hedeflerinden biridir. Klasik beslenme merkezi olarak bilinen LHA’da
yogun olarak bulunan oreksinler, son yillarda sigan hipotalamusunda tanimlanmis iki
peptiddir (Giiltekin ve Sahin, 2005). Estabrooke ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir arastirmada
uykusuz birakilan ratlarda stres olustugunu, oreksinin ndronlarimin da bu stres, nabiz
artmasi ve tansiyon yiikselmesinden etkilendigini belirtmislerdir (Estabrooke vd; 2001).
Oreksinlerin ratlarda yiyecek alimini uyardigi, oreksin mRNA’nin aglikla diizenlendigi ve
a¢ brrakilan hayvanlarda pre-pro oreksin mMRNA diizeyinin yiikselmesiyle orantili olarak
yiyecek tiiketiminin arttigt gozlenmistir. Tim bunlar ¢ercevesinde bu peptitlere
Yunanca’da istah anlamina gelen “orexis” kelimesinden dolay1 oreksin ismi verilmistir.
Terminolojide, sekretinle hipotalamik yerle- siminin benzer oldugu diistiniildiigi igin
hipokretin olarak da kullanilabilmektedir (Karadag ve Aksoy, 2009; Mieda, 2017).
Oreksinin en Onemli 6zelliklerinden biri stres modiilatorii oldugudur. Ancak, oreksin
sisteminin stres mekanizmasi1 {izerine etkisi bircok canli tiiriinde net olarak

aciklanamamistir (Greene vd., 2016).

1.4. Glukoz Tasiyici Proteinler (GLUT)

Monosakkaritler, polioller ve diger kii¢iik karbon bilesiklerinin taginimi; dkaryotik
hiicre membranlar1 boyunca, SLC2 siiper familyasinin genleri tarafindan kodlanan ve
baglica liyeleri olan integral membran proteinleri GLUT ailesinin iiyeleri vasitasi ile
gerceklesir (Mueckler ve Thorens, 2013). GLUT proteinleri ¢esitli substrat 6zgiilliiklerine
sahiptir ve miyoinositola ek olarak, iirat, glukozamin ve askorbat gibi bir¢ok heksozlarin
taginmasi ile ilgili gorev alirlar. Tiim GLUT proteinlerinde 12 transmembran segment,
bagimsiz bir N-baglantili glikozilasyon alani, merkezi sitoplazmik baglanti alam1 ve
sitoplazmada ki N ve C terminal bolgesine sahip oldugu bilinmektedir (Mueckler ve
Thorens, 2013).

Glukoz tiim memeli hiicrelerinin enerji ihtiyacinin temel metabolik substratidir.
Glukoz hidrofilik bir molekiildiir ve plazma zarindan ge¢emez. Bu nedenle hiicreye glukoz
alimma GLUT proteinleri aracilik ederler. Ana GLUT izoformlarinin on dort eleman
oldugu tespit edilmistir. GLUT proteinleri yaklagik 500 aminoasitin bir araya gelmesi ile

olusur. Dizi benzerligi temelinde ii¢ ana sinif altinda kategorize edildigi Sekil 1.3’te
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verilmigtir: Simif 1 (GLUT 1-4, 14), Simif 2 (GLUT 5, 7, 9, ve 11), Sinif 3 (GLUT 6, 8, 10,
12 ve HMIT). Smf 1 ve 2 GLUT’lar N-baglantili glikozilasyon, bulunduklar1 bolge farki
ile yapisal olarak 3.Sinif olanlar GLUT proteinlerden ayirt edilebilirler. Bu tasiyicilar
plazma zarlarimin {izerinde glukoz tasinmasimi kolaylastirir. GLUT proteinleri farkli
dokulara ve spesifik monosakkarit taginimina gore degisik fizyolojik diizenleme gostermis
olup, dagilim farkliliklara ve genellikle hiicreye 6zgiidiir (de Montpréville vd., 2015;
Mueckler ve Thorens 2013). Hiicrelerde monosakkaritlerin kolaylastirilmis tasimasi

transmembran protein ailesi ile gergeklestirilir (Cantuaria vd., 2000).

Sekil 1.3. Genisletilmis GLUT / SLC2A ailesinin tyeleri (Mobasheri 2012 modifiye edilerek

almmustir).

Yapilan baz1 bilimsel ¢alismalarda; GLUT-1, GLUT-2, GLUT-3 ve GLUT-4’iin
yiiksek afinite ile glukoz alimma 6nemli katkida bulundugu belirtilmistir. Plazmadaki
glukoz homeostazi, hiicre membranlarindan glukoz hareketine olanak saglayan spesifik
tasiyict  proteinler tarafindan etkilenmektedir. Glukoz tasiyici proteinler ikiye
ayrilmaktadir. Bunlar sodyuma bagl glukoz tasinimina aracilik eden Na/glukoz co-tastyici
ailesi (SGLT) ve pasif kolaylastirllmis tasmima aracilik eden kolaylastirici glukoz
tastyicilart protein ailesi (GLUT) dir (Bell vd., 1990; Carruthers, 1990). Yumurtalik

fizyolojisinde gonadotropinin etkileri uzun yillardir bilinmesine ragmen, sican
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ovaryumunda glukoz alimi konusu tam olarak anlagilamamistir. (Rudlowski vd., 2003;
Zhang vd., 2012).

1.4.1. GLUT-1

SLC2A1 geni tarafindan kodlanan GLUT1 ilk membran tastyicilariin biri olarak
saflastirilip klonlanmistir. Tiim membran tasiyicilart arasinda en yaygin bulunan
proteinlerden biridir (Mueckler ve Thorens 2013).

Glukoz tasiyict protein 1’in ortaya ¢ikan protein dizisi yaklasik olarak 54 kDa
molekiiler agirliginda olup baliklarda 488; tavuklarda 490; insan, sigir, rat ve farelerde ise
492 amino asitten olugsur. GLUT1 eritrosit, hepatosit ve beyin endotelial hiicrelerin plazma
membraninda bulunmaktadir (Zhao ve Keating, 2007). GLUT1 izoformu eritrosit toplam
membran proteininin %3-5’ini kapsar. GLUT1 mRNA’s1 her yere dagilmis bir izoform
olarak oosit ve blastosit evreleri arasindaki fare embriyosunda, cesitli insan ve hayvan
dokularinda belirlenmistir (Hediger ve Rhoads, 1994). Plasentanin, meme bezinin
(6zellikle siit veren donemlerde), ¢evresel sinir sisteminin, goziin ve beyinin endoepitelial
ve epitelial bariyerlerinde yiiksek diizeyde bulundugu gosterilmistir (Jensen vd., 2006;
Takata vd., 1990; Zhao vd., 1993). GLUT-1 beyinde (6zellikle beyin mikrodamarlari),
bobrek ve kolonda yiiksek seviyelerde tespit edilmistir (Cantuaria vd., 2000).

Farkli kokenli insanlarin viicutlarinda gelisen kanser hiicrelerinin 0ziitlerinde,
GLUT-mRNA ekspresyonlart ve GLUT diizeylerinde artis goriilmiistiir (Cantuaria vd.,
2000). Bazi yeni antikanser maddelerinin tasariminda, GLUT1 modiilasyonu yoluyla
hareket edilmektedir. Bu maddeler, histon deasetilaz inhibitorleri gibi GLUT1 proteinlerini
inhibe ederek; bu sayede multipl-miyelom hiicrelerinin iginde glukoz tasinmasini
azaltmay1 hedeflemektedir (Airley vd., 2010). GLUT-1; 6zellikle eritrositlerde, kan-beyin
bariyerinin endotel hiicreleri, trofoblastik plasental hiicreleri veya perinoral hiicreleri gibi
bariyer fonksiyonlu hiicrelerde bulundugundan yaygin olarak tiretilir. GLUT-1’in patolojik
tanida yararli bir marker oldugu bilinmektedir. Kendi kendini smirlandiran infantil
hemanjiomalarda GLUT-1 sentezi vaskiiler lezyonlarmn ayiriminda kullanilmaktadir.
Ayrica perinoral hiicrelerin ve perindral tiimorlerin belirlenmesi i¢in kullanilabilir (de
Montpréville vd., 2015).

GLUT!1 genindeki mutasyonlar GLUT1 eksikligi ya da nadir goriilen ve otozomal

dominant bir hastalik olan de Vivo hastaligin1 meydana getirir. Bu hastalik, diisiik beyin-
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omurilik sivis1 glukoz konsantrasyonu (hypoglycorrhachia) ile karakterize edilir (Seidner
vd., 1998). GLUTI ayn1 zamanda, hedef hiicrelere giris elde etmek icin HTLV viriisii
tarafindan kullanilan bir reseptordiir. GLUTI1 ayrica bebeklik donemi hemanjiyom igin
giiclii bir histokimyasal marker olarak gosterilmistir (Manel vd., 2003).

Sicanda yumurtalik ve rahim ile ilgili GLUTI regiilasyonu bildirilmistir (Asano
vd., 1991; Hagi vd., 2000; Nishimoto vd., 2006). Glukoz, normal yumurtalik fonksiyonunu
ve aktivitesini korumak i¢in gerekli olan ¢ok onemli metabolik substrattir. Glukoz tasiyici
proteinler glukozun hiicre i¢ine alinmasina aracilik etmiglerdir. GLUT larin fizyolojik
fonksiyonlart kendi kinetik ve substrat 6zelliklerine baglidir. Glukoz konsantrasyonlari
nispeten daha yiiksek oldugunda kesinlikle GLUT1, GLUT2 ve GLUT4 ayn1 anda hiicre
i¢i glukoz alimini artirir (da Costa vd., 2004; Zhan vd., 2011).

1.4.2. GLUT-2

Glukoz tasiyict protein 2; bagirsak ve bobrek epitel hiicre bazolateral membranlari
icinde ve pankreatik PB-hiicrelerinde son derece yiiksek oranlarda ifade edilmektedir
(Thorens, 1992). Bu durum, tiim fizyolojik veya diyabetle iligkili glisemik seviyelerde
hiicre sitosolii ile ekstraseliiler alan arasinda hizli bir dengelenme saglamaktadir. Bu
hiicrelerde glukoz metabolizmasinin hizi, glukoz fosforilasyon basamaginda kontrol
edilmektedir. Boylece; B-hiicrelerinde diyabetik kosullarda olabildigi gibi, hekzokinazlara
glukozun girisini smirlamaya yetecek oranda glukoz miktarinin indirgenmis olmasi
disinda, GLUT2 ylizey bolgesinde modiilasyonu genellikle metabolizmay1 regiile
etmemektedir (Thorens vd., 1990). Bagirsakta ise GLUT2; glukoz absorpsiyonunu
artirmak icin yiiksek oranda liimen glukoz konsantrasyonu bulundugunda, apikal yiizeye
kadar ulagsmaktadir (Kellett vd., 2008). Kan glukoz konsantrasyonunun yiikselmesi;
pankreatik B-hiicrelerinde insiilin sekresyonunu tetikler ve hepatositlerde glukoz, glikolitik
ve lipogenik gen ekspresyonunu uyarir. GLUT2 eksikligi, B-hiicrelerince glukoz uyarimli
insiilin ~ sekresyonunu ve hepatositlerde glukoza hassas gen ekspresyonunun
diizenlenmesini Onlemektedir. Transgenik farelerle yapilan ¢aligmalar; GLUT2’nin
karaciger kap1 toplardamar bolgesinde mevcut olan glukoz sensdrlerinin ve merkezi sinir
sisteminin sensorlerinin fonksiyonlart i¢in gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
sensorlerin glukagon sekresyonunu, beslenme davranisini, insiilin sekresyonunu ve

periferal doku glukoz alimini kontrol ettigi diistiniilmektedir (Marty vd., 2007).
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1.4.3. GLUT-3

Glukoz tastyici protein 3; sperm, embriyo, ndronlarin hem dendrit hem de akson ve
pankreas B-hiicrelerinin plazma membraninda yer almaktadir (Mantych vd., 1992; McCall
vd., 1994; Sato vd., 1996; Shepherd vd., 1992). Ayrica lenfositler, trombositler, monositler
ve makrofajlarda bulunmaktadir (Estrada vd., 1994; Maratou vd., 2007). GLUT3, yiiksek
affinite ile glukozu (1.4 mM) ve ayrica galaktozu (8.5 mM), mannozu, maltozu, ksilozu ve

dehidroaskorbik asiti de tasidig1 bildirilmistir (Joost ve Thorens., 2001).

1.4.4. GLUT-4

Glukoz tagima proteini 4 (GLUT4) varhigi ilk defa David James 1988 yilinda
Nature dergisinde yaymladigi makalede bahsetmistir (James vd., 1988). GLUT4 mRNA ve
protein ifadesi in situ hibridizasyon tespit edilmistir. GLUT4 iskelet kasi, kalp, kahverengi
ve beyaz adipoz doku gibi periferik dokularda insiiline cevap veren temel bir tastyicidir.
Bu dokularda, glukoz alimini hizlandirir ve kolaylastirir. GLUT4 plazma zarinda bir hiicre
ici zar bolmesinden translokasyon yolu ile insiilin uyarisina yanit vermektedir (Dwyer vd.,
2002). iskelet kas1 ve adipdsitlerde, intraseliller membran kompartimanlarindan hiicre
yiizeyine insiilin uyarimli GLUT4 translokasyonunun miimkiin oldugu bilgisi 1980’lerin
basinda yapilan ¢esitli 6ncii ¢aligmalarla ortaya konmustur (Cushman ve Wardzala 1980;
Suzuki ve Kono,1980; Wardzala ve Jeanrenaud, 1981). Ayn1 zamanda kemik ve kanser
dokularinda, agirlikli olarak insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii aracilifiyla regiile
edilen GLUT4 bulunmaktadir. Agirlikli olarak insiilin-benzeri biiylime faktorii 1 reseptorii
yoluyla diizenlenir (Karnieli ve Armoni 2008) Bu regiilasyon ile ilgili olarak; GLUT4
depolayici vezikiillerin kesfi ve dahasi gibi detaylarla ilgili ¢ok miktarda bilgiye ise aradan
gecen otuz yilda erisilmistir (Larance vd., 2008). GLUT4 vezikiilleri Sekil 1.4’te
gosterilmistir. GLUT4 proteini; rat ve farelerde yaklasik olarak 55 kDa agirliginda ve 509-
510 amino asitten olusan bir protein molekiilii olup, bu tiirlerde %91-96 dizi 6zdesligiyle
de oldukg¢a korunumlu bir yapi sergilemektedir (Furtado vd., 2002; Mueckler, 1994; Sahin
vd., 2010; Thorens ve Mueckler, 2010). Yakin zamandaki ¢ok sayida koyun, sigir, sigan ve
fare tiirlerindeki, ovaryumlarinda GLUT 1,3 ve 4 diizeyleri rapor edilmistir. Bu raporlar,
ayni zamanda, folikiiler gelisimi sirasinda intraovaryan faktorlerin GLUT seviyeleri ile
diizenlendigini gostermistir. Bu sonuglar, yumurtalik GLUT proteinlerin glukoz alimim

diizenleyen bir diizenleyici mekanizmasi oldugunu gostermektedir (Kodaman vd., 1999;
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Kol vd., 1997; Williams vd., 2001; Zhou vd., 2000). GLUT-4 kas glikojen sentezi ve
iskelet kaslarinda glukoz tasimaya yardim eder (Morato vd., 2013). Insiilin regiilasyonu ile

GLUT4; ozellikle instiline duyarli dokularda iiretilir.

insilin insdlin glukoz

Reseptdri /
e o ®
° o
\ ———GLUT-4 \
)-)\\ a—
vezikil
Plazma
Membrani
insilin varliginda, GLUT4 GLUT4 glukozun hiicre icin
vezikiller plazma membran girmesine IZ1n verir.
ile fizyonu.

Sekil 1.4. GLUT4 vezikiilleri (URL-1’den modifiye edilerek alinmistir).

1.5. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

Niikleer faktor kappa B (NF-kB), hiicre adezyonu, inflamasyon, farklilasma ve
biiyiime genleri, her dokuda, hiicrenin hayatta kalmasi, proliferasyon, apoptozis ve hiicre
gocii gibi inflamatuar ve dogustan gelen bagisiklik yanitlarinda rol oynayan her hiicrede
bulunan bir transkripsiyon faktoridiir (Aggarwal vd., 1992; Collins v.d., 1995; Chen vd.,
2001; Gilmore vd., 2004; Prasad vd., 2010; Tuzcu vd., 2012).

NF-kB; 1986 yilinda Sen ve Baltimore tarafindan B hiicrelerinde immiino
globiilinlerin kappa zayif zincirinde kesfedilen p50 ailesinin bir iiyesi olan Retikiilo
endoteliyozis (REL) protein ailesine bagli bir transkripsiyon faktoriidiir (Bharti ve
Aggarwal, 2002; Sen ve Baltimore, 1986). Cesitli genlerin promotor bolgelerinin mevcut
kB siteleri olarak bilinen ve 6zel DNA dizilerine baglanan, NF-xB ailesi birkag
transkripsiyon faktoriinii igermektedir (Kopitar-Jerala, 2015).

NF-kB, stres, beslenme, kemoterapotik maddeler, serbest radikaller, inflamatuar
uyaranlara, sitokinler, karsinojen ile aktive edilir. Aktif NF-xB’nin niikleus igine

translokasyonundan 6nce, NF-kB1 ve NF-kB2 sirasiyla aktif pS0 ve p52 alt birimlerine
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ayrilmaktadir. Klasik yolak IKKa, IKKf, IKKy ve inhibitdr alt-birimi IkBs’den olusan kB
kompleksine bagli iken, alternatif yol IKKo homodimerler ve NF-kB uyaric1 kinaza
baglhdir. Klasik aktivasyon sirasinda, E-2 ve E-3 ligazin poliubikiitin aracili hedeflemesi ve
daha sonrasinda 26S proteozom bozulmasina aracilik eden IkB kinaz kompleksi, 6zellikle
iki korunmug N-terminal ve serin kalintilar {izerinde IxBleri fosforile eder. Bu siire¢ ve
daha sonra niikleusa dogru yer degistiren NF-«B'yi aktive eder (Sahin, 2015).

NF-kB; transkripsiyonel aktivator (Rel proteinleri) ya da represor (p50, p52)
fonksiyonlarina sahiptir (Engelmann ve Haenold, 2016). NF-kB DNA'dan mRNA’ya,
genetik bir bilgi aktarimini diizenleyip ayrica DNA transkripsiyonunu kontrol etmekten
sorumludur. NF-kB, normalde aktif olmayan bir formda hiicrelerinin sitozoliinde bulunur
ve uyaranlara yanit olarak belirli genleri aktive etmek i¢in niikleusa girer (Akdemir vd.,
2015).

NF-kB dogal Rel-benzeri proteinlerin dimerizasyonu ile olusturulan bir homo ya da
heterodimer kompleks olarak bulunur. NF-xB ailesinin bilesenleri RelA / p65, RelB, NF-
kBl / p 105, NF-kB1 / p50, c-rel, NF-kB2 / p100 ve NF-kB2 / p52 vardir. Bunlarin
disinda, sadece NF-kB1 ve NF-kB2 transkripsiyonu yapmak miimkiindiir. Ancak RelA,
RelB ve Relc; aktivasyon ve transkripsiyon boyunca aktivasyon sitelerini ortaya ¢ikarmak
icin dimerin uygun yapisal konfiglirasyon olusturmasinda yardimci olurlar. Denge
durumunda NF-xB, p105/RelA veya p100/RelB iki formda bulunur. NF-kB1’in ¢ekirdegin
ve sitoplazmanin ic¢inde farkli gorevleri vardir. Sitoplazmasi icinde, pl105 ile baglanmis
NF-kB proteinlerinin sitoplazmada tutunmasi i¢in yardim eder, ¢ekirdegin i¢inde ise, GRR
(glukoz represyon-rezistant) prosesi yoluyla bir ko-translasyonel islemi ile p50 {iretimine
yardimc1 olur (Ghosh ve Dass, 2016; Ghosh and Karin, 2002; Loaiza vd., 2016; Miklowitz
vd., 2016).

1.6. Is1 Sok Proteinleri (HSP)

Is1 Sok Proteinleri (HSP’ler) omurgasiz ve omurgali hem dahil olmak iizere tiim
canli organizmalarda yaygm olarak mevcuttur. ilk Ritossa tarafindan 1962 yilinda
Drosophila melanogaster’de yaptigi calismalarda kesfedilen HSPler yiiksek derecede
korunmus proteinlerin kiimesidir. Fizyolojik kosullar altinda hareket eden ve ayn1 zamanda

sicaklik dahil olmak tizere, bir¢ok sitotoksik stres tarafindan indiiklenen molekiiler

16



saperonlardir. Proteinler ve polipeptidlerin bircok durumda kiimelenmesini onleme
yetenegi en Onemli islevidir. Bu saperon islevi ilk olarak gz mercegi proteini igin
gosterilmistir (Bakthisaran vd., 2015; Pei-ming vd., 2007; Ritossa; 1962; Shanmugam vd.,
2015).

HSPler ve stresli hiicrelerin hayatta kalmasi ve i¢ ortam stabilizasyonunda 6nemli
bir rol oynamaktadir. HSP genleri; sicakligin yiikseltilmesi, desikasyon, toksik
kimyasallar, enfeksiyon ve hipoksiye maruz kalma gibi faktérlerden kaynaklanan ¢evresel
ve fizyolojik stresler ile indiiklenir. Sitokin ve kas gerilmesi, glukoz yoksunlugu, asidoz,
enerji tikenmesi, iskemi reperfiizyon ve reaktif oksijen veya nitrojen tiirleri dahil olmak
tizere sicaklik stresi de HSP gen ekspresyonunu arttirir (Akdemir vd., 2015; Kero vd.,
2015; Shanmugam vd., 2015). Bu proteinler, proteomik hasara yanit olarak sentezlenir ve
bir protein tamir setinin bilesenleri olarak diisiiniilebilir (Akdemir vd., 2015; Calderwood
ve Gong, 2016; Chaurasia vd., 2016; Driedonks vd., 2015). HSPler ilk olarak 1s1 soku ile
iligkili olarak tarif edilmistir, ama simdi stres faktorlerinin soguk stresi, UV 15181, yara
iyilesmesi, dokunun yeniden modellenmesi ya da biyotik stresler gibi bircok nedenli
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, sicaklik stresinden baska bircok stres sebepli 1s1 sok
protein genlerinin ekspresyonunu sagladigindan, "

adlandirma olarak kabul edilir (Park ve Seo, 2015).

1s1 sok proteini" ifadesi yanlig

HSPler hiicresel homeostazinin 6nemli diizenleyicisidirler. HSPler basit
prokaryotlardan, insanlar gibi kompleks Okaryotlara kadar degisen tiirlerde yaygin olarak
bulunur ve yiiksek oranda muhafaza edilirler. Genel olarak HSPler 27 ila 110 kDa arasinda
degisen bir molekiiler agirligi bulunmaktadir Her bir HSP proteini kendi molekiiler
agirligina gore simiflandirilir, ve 6 aileye ayrilirlar (Chaurasia vd., 2016; Preuss vd., 2007).
Bunlar: Kiigtik HSPler (sHSPs), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP100 aileleridirler.
HSPler iginde farkl: aileler arasinda en yaygin arastirilanlar HSP60 ve HSP70 ve HSP90
olmustur. HSP60, HSP70 ve HSP90 ailesinin iiyeleri stresle uyarilabilir. Bunlardan bazilar
organizmada yapisal olarak iiretilir, bir kismi ise stres durumunda iiretilir. Yiiksek molekiil
agirhikli HSPler ATP ile aktif olan saperonlardir. Buna karsilik, kiigiik molekiil agirlikli
HSPler (6rnegin HSP27 gibi) ATP bagimsiz saperonlardir. Yaklasik 40 yil 6ncesinden “1s1
cevap genleri” olarak tanimlanan HSPlerin olusmakta olan ve yeni olusan proteinlerin
paketlenmesinde ve yanlis paketlenmis veya kismen denatiire olan proteinlere de renatiire

olmalart yolunda kilavuzluk ederek bir bakima mevcut proteinlerle hiicresel bilangoya
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yardimer oldugu bildirilmistir (Chaurasia vd., 2016, Ciocca ve Calderwood, 2005;
Haslbeck vd., 2005; Kappe vd., 2003; Park ve Seo, 2015; Preuss vd., 2007; Sevin vd.,
2015; Wegele vd., 2004). Kiigiik 1s1 sok protein (SHSP)’ler, yaygin olarak ¢esitli dokularda
bulunabilir. Agirlikli olarak sicaklik ile uyarilabilir stres kosullar1 altinda, hiicrenin hayatta
kalmas1 6nemli bir rol oynar (Bakthisaran vd., 2015).

HSP’ler hiicre yapis1 ve doku homeostazinin muhafazasini saglar. Onlar da giiclii
anti-apoptotik ajanlar olarak gorev yapabilir. HSP diizeylerinin asir1 artmasi, apoptozisi
Onleyebilirken, onlarin yoklugu hiicreleri pro-apoptotik uyaranlara karsi daha duyarli
yapmaktadir. Benzer bi¢cimde, HSP diizeylerinin azalma veya artmast ile hiicre
farklilagsmasi baglayabilir. Bu nedenle HSP diizeylerinin kesin bir bigimde diizenlenmesi
gerekmektedir (Kero vd., 2015). HSPler bazi hayvanlarda antijen sunumu, lenfositlerin ve
makrofajlarin aktivasyonu, dendritik hiicrelerin aktivasyonu ve olgunlagsmasi da dahil
olmak tizere bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Park ve Seo,
2015).

Is1 sok proteinleri (HSP'ler), hiicresel hasar1 takiben hiicre korunmasi ve hiicresel
hasarin onarimima katilan stres proteinlerdir (An vd., 2014). Bu saperonlar protein
katlanmasini kolaylastirarak yanlis katlanma, karmasik derleme ve proteinin dagilmasi gibi
tehlikelerden proteini korumaktadir (Kennedy vd., 2014). HSPler bir¢ok temel hiicresel
mekanizma i¢inde yer alirlar. HSPler, sitokrom c, kaspaz veya Apaf-1 (apoptotik proteaz
aktiflestirici faktor 1) olarak, programlanmis hiicre 6liimiine katilan proteinlerle etkileserek
apoptozu inhibe edebilir (Bellaye vd., 2014).

Is1 soku proteinlerinin iki islevi Sekil 1.5’te verilmistir. HSP, stresin ¢esitli formlarina
cevap olarak hiicresel onarim ve koruyucu mekanizmalarinda énemli rol oynamak igin
indiiklenmektedir. Aslinda, saperonlar hiicrede;

e (Cesitli hiicresel boliimler arasinda protein lokasyonunu,

e Protein aktivitesini diizenleme yoluna bagli olarak stabilizasyon ve / veya
olgunlastirma fonksiyonel yetenegi, konformasyonel seviyede hafif mutasyon gizleyici,

e  Multi protein kompleklerini montaj/demontaj gorevi,

e Yanlis katlanmis proteinlerin tekrar katlanmasi,

e Hasar gdrmiis proteinlerin geri doniilmez bigimde degradasyonu i¢in hedeflenmesi,

e Hasar goren proteinlerin ayrilmasi, gibi ¢esitli aktiviteler gosterirler (Dattilo vd., 2015).
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Sekil 1.5. Is1 gsoku proteinlerinin iki islevi @)Yeni polipeptid zinciri (proteinler) hiicre i¢indeki ribozom
tarafindan iretilir, HSP’ler, fonksiyonel proteinin polipeptid zincirinin dogru katlanmasina yardim eder.
HSP’nin (mor) varligi, yeni bir proteinin fonksiyonel ii¢ boyutlu bir konfigiirasyona sahip olmasini saglar. b)
Stres olayindan sonra, 1s1 soku proteinleri de hasarli veya denatiire proteinlerin ii¢ boyutlu olarak

katlanmasina veya yikimina yardimct olur (Whitley vd., 1999).

1.6.1. HSP 60, 70 ve 90

HSP’ler molekiiler agirliklarma  gore  smflandirilirlar.  HSP60  yerli
makromolekiillerin yapisini, islevini ve oOzellikle membranlar arasi molekiiler trafigi
korudugu bilinmektedir (Al-Zghoul vd., 2015). HSP60 protein katlanmasi, mitokondri
taginmast vb. gibi bir¢ok fizyolojik islevi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Okamoto vd., 2015).

Stres proteinlerinin 70 kDa ailesi (HSP70) en yogun arastirilan HSP cesitidir
(Dattilo vd., 2015). HSP70, erken donemde embriyo gelisimi sirasinda iiretilen, ayrica
apoptozis ve embriyonik dokularin farklilagsmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Kero vd.,
2015). Hiicrenin heryerinde yaygin olarak iiretilen HSP 70 ailesi, ¢ok sayida proteinlerin

saperonlart olarak bilinmektedir. Bunlar protein uygun bir sekilde katlanmasi, stres
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kaynakli hasarlarin proteinlerin korunmasi, hasarli / kiimelenmis proteinleri kurtarma /
renatiirasyon, protein parcalanmasi, protein translokasyonu ve DNA replikasyonu makinesi
gibi protein komplekslerini pargalara ayirmada onemli rol oynarlar (Khachatoorian ve
French, 2016).

HSP hiicre ve doku homeostazinda bilissel agidan hareket eder. Stres etkisi arttikga
onlar uyarilabilir bir formda hiicre icinde ve hiicre disinda serbest birakilirlar. HSP70
transkripsiyon gibi oksidatif stres, iskemi, inflamasyon ya da yaslanma gibi 1s1 soku gibi
ayrica diger stres diirtiileri ile artar ve stresin bir gostergesi olabilir (Sheikh vd., 2016).
Tavuklarda farkli dokularda HSP70 ve HSP27 gen ekspresyonu veya protein seviyeleri
sicaklik stres ayirici bir yanit olarak bildirilmistir (Shanmugam vd., 2015).

Hayvan modellerinde ve insan yumurtalik dokularinda HSP70, HSP90, HSP27
proteinlerinin yumurtalik fonksiyonlarin kontroliinii diger bir ifadeyle, folikiilogenez ve
hormon homeostasisinin diizenledigi bulunmustur. Bunun yani sira, HSP70 steroidal
etkilerin inhibitorii olarak hareket gosterilmistir. HSP70 seviyelerinin artmasi, Ostrojen
reseptorlii ve progesteron reseptdr liretiminin azalmasi ile iligkili bulunmustur. HSP70
proteininin yiiksek konsantrasyonlarda dogrudan ya da dolayli olarak, steroid
biyosentezinin inhibe ettigi gosterildi. Ozellikle HSP70 ve HSP90 ¢esitli dokularda niikleer
steroid reseptor islevlerini, kontrol ettigi gosterilmistir. Hormon yanit sistemi yani sira
HSP’ler, apoptotik mekanizmalarin diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Stope
vd., 2016).

HSP 90 okaryot canlilar icin gereklidir. HSP90’1n yapisal biitiinliigii, sitosolik bir
protein alt grubun uygun bir sekilde diizenlenmesini ve molekiiler katlanmay1 korudugu
gosterilmistir. Ayrica yiiksek sicakliklarda, hiicre ici HSP90 konsantrasyonunda meydana
gelen bir azalma nedeni ile canlilarda hiicre 6limiinin arttirdigi bildirilmistir (Al-Zghoul
vd., 2015). En iyi bilinen etkilesimi, dstrojen, PRG ve glukokortikoid reseptorelerini igeren
streoid hormon reseptorleri ile olmaktadir. Bu reseptdrlerin hormon-baglayict domainlerine
baglanmakta, onlar1 kismi katlanmamis bir konfligrasyonda tutarak hormonal ligandlar1 en
yiiksek affinitede baglanmasini saglar (URL-3).

Onemli bir eritroid transkripsiyon faktorii olan GATA-1, geg eritroid farklilasmas1
sirasinda gecici olarak aktif kaspazlar tarafindan parcalanir. Bu protein, ¢ekirdege dogru
yer degistirir ve kaspaz aracili proteolizinden GATA-1"1 korur. Ancak, B-talasemi GATA-

1’1 korumak i¢in ¢ekirdege translokasyonu engelleyen HSP70, sitoplazmada serbest-globin
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zincirleri ile etkilesir. Bu olgunlagma yakalama ve apoptozis ile sonuglanir. Boyle nukleusa
hedeflenen ayrica boliinmeyen GATA-1 veya HSP70’in transfekte edilmesi gibi genetik
manipiilasyonlar, talasemi eritroblastlarinin normal olgunlagsmasini yeniden diizenlemistir.
Bu bulgular serbest globin zincirleri veya HSP70 yonelik yeni tedavilerin gelistirilmesi

i¢in gegerli olabilir (Arlet vd., 2014; Rund, 2016).
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Calismanin Amaci

Krom; Kkarbohidrat, lipid, protein, niikleik asitlerin ve kromodulin gibi
biyomolekiillerin yapisina girerek insiilin metabolizmasinda onemli rol oynamaktadir.
Arastirma grubumuz tarafindan yiiriitilen bazi ¢alismalarda, diyabetik ratlarda kromun
glukoz tastyicilarini aktive ettigini belirledik (Sahin vd., 2011; Tuzcu vd., 2011). Ancak,
sicaklik stresi ve diyet krom ilavesinin ovaryum oreksin glukoz tasiyicilari, ile ilgili
caligmalara rastlanilmamistir. Bu ¢alismada, yumurta tavuklarinda diyete ilave edilen farkli
organik krom kaynaklarinin ovaryum oreksin, GLUT, NF-kB ve HSP protein diizeyleri

tizerine etkileri arastirilmistir.
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2.MATERYAL ve METOT

2.1. Hayvan Temini ve Yem Hazirlama

Arastirmada, 6zel bir ticari firmadan temin edilen 1800 adet yumurta tavuguna ait
(16 haftalik; Lohmann LSL-Lite) ovaryum dokusu kullanilmistir. Arastirmada kullanilan
yem ham maddeleri 6zel bir yem fabrikasindan temin edilmistir. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 Elazig Veteriner Kontrol Enstitlisti Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan, onay
alindiktan sonra (Tarih: 28.05.2014, Toplanti Sayis1 2014/5 Karar No: 5-01), arastirma
standart deneysel hayvan g¢alismalar1 etik kurallarina uygun olarak diizenlendi. Arastirma
premiksleri Farmavet International Yem Katki Maddeleri A.S.’de hazirlatilmistir.
Calismada, krom pikolinat ve krom histidinat Amerika Birlesik Devletlerinden
Nutition21’den saglandi. Karma yemin hazirlanma islemi 6zel bir yem fabrikasinin

karistirma tinitesinde gerceklestirildi.

2.2. Deneme Diizeni

16 haftalik 1800 adet yumurta tavugu (Lohmann LSL-Lite), 2 x 3 faktoriyel
deneme diizenine gore 6 gruba ayrildi. Denemede faktorleri iki farkli sicaklik ortami
[termondtral (TN), 22 + 2 °C 24 saat/glin) ve sicaklik stresi (HS); 08:00 ila 17:00 saatleri
arasinda olmak iizere, 8 saat boyunca 34+2°C'ye ve 16 saat boyunca 22 °C’ye sicaklik] ile
bazal diyete ilave edilen krom 3 farkli krom diizeyi olusturdu [elementel Cr 200 pg / diyet
kilogram olacak sekilde; 0, 1.600 mg/kg CrPic (% 12.43 Cr) ve 0.788 mg/kg CrHis (%
25.22 Cr)]. Calisma 12 hafta boyunca stirdiirtildii.

Almnan doku 6rnekleri analiz edilinceye kadar -80 °C’de sakland1. Tavuklarin Bazal
rasyonun bilesimi ve besin madde igerikleri Tablo 2.1.’de verilmistir. Cr-gelatlarin organik
bir porsiyonunun olasi negatif etkilerinden kaginmak i¢in diyet kontrol, CrPic ve CrHis
diyetleri sirasiyla kilogram basina 1.401 mg pikolinik asit + 0.589 mg histidin, 0.589 mg
histidin ve 1.401 mg pikolinik asit ile takviye edilmistir. Toplam 75 kafeste deney
gergeklestirildi. Deney siiresi boyunca yem ve tatli su ad libitum olarak sunulmustur.
Tavuklara, diizenli 151k saglayan bir aydinlatma programi kullanildi (16 saat karanlik

dongii, 8 saat aydinlik dongii).



Tablo 2.1. Bazal Rasyonun Bilesimi ve Besin Madde Igerikleri

Ham Maddeler %

Misir 60.00
Soya Kiispesi 27.15
Misir Yagi 2.00
Mermer Tozu 8.82
Dikalsiyum Fosfat 1.30
Vitamin-Mineral Premiks” 0.25
Tuz 0.35
DL-Metiyonin 0.13

* Gruplarin yemlerine ilave edilen premiks: Vitamin A: 12.500.000 1U; Vitamin D3: 2.500.000 1U; Vitamin
E: 40.000 mg; Vitamin K3: 4.500 mg; Vitamin B1: 2.000 mg; Vitamin B2: 7.000 mg; Vitamin B6: 4.000 mg;
Vitamin B12: 20 mg; Pantotenik asit: 8.000 mg; Niasin: 40.000 mg; Folik asit: 750 mg; Bakir: 5.000 mg;
Iyot: 500 mg; Kobalt: 100 mg; Selenyum: 300 mg; Mangan: 100.000 mg; Demir: 35.000 mg; Cinko: 60.000
mg; Elementel Cr 200 pg / diyet kilogram olacak sekilde; 2. ve 4.gruplar igin 1.600 mg CrPic (%12.43 Cr);
3. ve 6. gruplar i¢in 0.788 mg CrHis (%25.22 Cr) premikslere ilave edilmistir.
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2.3. Laboratuvar Analizleri

2.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

2.3.1.1. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler

Cam homojenizatdr, mikrosantrifiij tlipleri, aliiminyum folyo, soguk zincir aparatlari,
steril bistiiri ucu, bistiiri sap1, sonikator, sogutmali santrifiij, otomatik pipet, pipet ugclari,
mikrotiip rak, sicak su banyosu kullamilmistir. Protein konsantrasyonu UV-
spektrofotometre cihaz1 ile dlgiildii. Homojenizasyon Buffer i¢in: 1M TRIS, EDTA, 2—
merkaptoetanol, Soybean tripsin inhibitér, PMSF (Fenil Metil Siilfonil Florid) kullanilir.
Sample buffer i¢in: Bromophenol blue, SDS, 0.5 M TRIS-HCI, Gliserin, 2-merkaptoetanol,

distile su gereklidir.

2.3.2. Ovaryum Dokularimin Homojenizasyonu

Derin dondurucudan (-80 °C) ¢ikarilan ovaryum dokular1 soguk zincire bagli kalacak
sekilde ve tiim grup tiyelerini temsil edecek sekilde ovaryum parcalari tartildi. Daha sonra
agirlimin  1/6 v/v olacak sekilde homojenizasyon buffer ile kar ig¢inde cam/cam
homojenizator ile parcalandi. Kati doku pargacigi kalmayip, homojen bir hal alincaya
kadar bu islem devam edildi. Daha sonra tiim 6rnekler 120 sn (30sn sonikasyon-15sn
dinlenme—30sn sonikasyon—15sn dinlenme —30sn sonikasyon) olacak sekilde sonikasyon
islemi yapildi. Yapilan tiim sonikasyon islemlerinden sonra 15.000 G’de 60 dakika +4 °C
olacak sekilde tiim ornekler santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra alinan Orneklerde slipernatant kismi alindi. Esit hacimde
sample buffer ilavesi yapildiktan sonra vortekslendi. Daha sonra énceden 1sitilmis 95 °C su
banyosunda 5 dakika bekletilerek Orneklerdeki proteinler denatiire edildi. Lowry’nin
“Folin fenol reaktifi ile Protein Ol¢iimii” metodu ile ovaryum doku &rneklerinin protein

yogunlugu 6l¢iimii yapildi (Lowry vd.,1951).

2.3.3. Lowry Metodu ile Protein Tayini
Yontem, alkali kosullarda meydana gelen iki farkli reaksiyona dayanmaktadir.
1. Reaksiyon: Amid baglar1 ile bakir arasinda meydana gelen ve indirgenmis bakir

olusumu ile sonuglanan biiiret reaksiyonu,
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Reaksiyon: Folin—Ciocalteu ayiracinin (fosfomolibden ve fosfotungsten) tirozin ve
triptofan amino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenmesi:indirgenmis ayirag mavi
renktedir.

Olusan rengin siddeti 660 nm’de UV ile 6lgiilebilir. Ortam pH’1 10-10.5 olmalidir.

Uygulamsi

1 ml % 5 CuSO4.5H,0 ve %1 Na-K tartarat, %2 sodyum karbonat i¢ceren 0.1 M
sodyum hidroksit ¢dzeltisi igerisinde hazirlanir.

0.5 ml protein ¢ozeltisi hazirlanan reaktifin 5 ml’si igine katilir. Sonra 10 dk kadar
beklenir.

Folin-Ciocalteu fenol reaktifinden 0.5 ml eklenip hizli bir sekilde karistirilir. 30 dk
bekletilir.

Absorbansi 660 nm’de olgtiliir.

Serum albumini proteinlerden 20-400 pg/ml konsantrasyon serisi kullanilarak standart
egri hazirlanir.

Sonuglar egriye gore degerlendirilir ve miktar tayini yapilmis olur.

2.3.4. Ovaryum Dokular1 i¢cin SDS-PAGE Uygulanmasi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi

teknige verilen isimdir. Molekiillerin hareketi, molekiillerin yiikiine, boyutuna, bi¢imine,

kimyasal igerige ve uygulanan elektriksel alana baglhdir. Jel elektroforezi en ¢ok kullanilan

elektroforez yontemidir. Jel sentetik bir madde olan akrilamid ile akrilamid tiirevi olan N-

N'-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve ornekler bu jel {izerinde

yurttiliir. Akrilamid miktar1 ve akrilamid/bisakrilamid orani jelin ayristirma kapasitesini

belirler. Akrilamid / bisakrilamid orani yiikseldikge jellerde 1sinma fazlalasir, kirllganlik

artar, daha kolay yikanir.

SDS PAGE icin Kullanilan Kimyasallar

2 jel 6rnegi igin: Akrilamid/Metilen Bisakrilamid, Sodyum dodesilsiilfat, Tris-HCI,
TEMED (N,N,N,N,Tetrametil-Ethilen diamin), (APS) Amonyum peroksidisiilfat
(9010).

Stain ¢ozeltisi:, Metanol, asetik asit(Glasiyel), Distile su, Coomassie blue
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» Destain ¢ozeltisi: Distile su, asetik asit(Glasiyel), Metanol,

= Running buffer:, Tris base, Glisin, Distile su

Tablo 2.2. Stacking ve seperating jel hazirlama protokolii (%12)

Stacking Madde Miktar Seperating Madde Miktar
Su(distile) 6.1 ml Su(distile) 3.35 ml
Tris-HCI 0.5 M Tris-HCI 1.5 M
2.5 ml 2.5 ml
(pH: 6.8) (pH: 8.8)
SDS (%10) 100 pl SDS (%10) 100 pl
Acrylamid/Metilen Acrylamid/Metilen
_ ) 1.3 ml _ ) 4 ml

Bisacrylamid (%30) Bisacrylamid (%30)
TEMED 5ul TEMED 10 pl
Amonyum Amonyum

o 50 pl 50 pl
Peroksidisiilfat Peroksidisiilfat
Toplam 10 mi Toplam 10 ml

SDS (Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir deterjan olup iki amino asitte bir peptit
zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri biribirinden ayirir. Ayrica
(-) yik tasidigindan peptitlerede yiiksek oranda (-) yiik kazandirir. Boylece elektrik yiikii
acisindan karisim igerisindeki Dbiitiin protein molekiilleri esit duruma getirilir. Jel
konsantrasyonu arttirilarak protein molekiillerinin molekiil agirliklarina gore ayrismalari
saglanir. SDS PAGE yontemi proteinlerin safliinin kontrolli, molekiil agirliklarinin
saptanmast ve konsantrasyon ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadir.
Proteinin go¢ orani; Elektriksel alanin giiciine, proteinin net yiikiine ve Elektroforezin
ortam yogunluguna baglidir. Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED
gibi stabilizatérii saglayici ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak
sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar
olusarak jel meydana gelmektedir (Tuzcu, 2004).

SDS-PAGE c¢aligmamiz Laemmli’ye gore diizenlendi (Laemmli,1970). Stacking ve

seperating jel hazirlama protokolii Tablo 2.2°’de verilmistir. Calismada jel karigimi
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platform tizerinde hazirlandi. 0.75 mm kalinliginda jel cam aparatlar arasinda SDS-PAGE
kasetlerine yerlestirildi. Jeller prosediire gore hazirlandiktan sonra taraklar ¢ikarilip protein
¢oOzeltilerinin yiiklenmesi yapildi (15 pl). Daha sonra tankin igine 1x taze hazirlanmis
Runnig buffer ilave edildi. Ilk 30 dk 20 mA’de proteinler kosturulmaya baslandi. Daha
sonra sistemdeki akim 40 mA’e alindi. Boyali protein ¢ozeltisi jelden diiser diismez
elektroforez islemi bitmis oldu. Yapilan stain boyamalar ile total protein goriildi.
Tekrarlanan caligmada kasetlerden ¢ikarilip stacking kismi kesilip atildi. Bantlagsma

gercektesen seperating kismi ise ¢aligma blotlama yapmak tizere hazirlandi.

2.3.5. Ovaryum Dokular i¢in Western Blot Uygulanmasi

Elektrik yiik farki prensibiyle homojenattan jele aktarilan proteinlerin horizontal olarak
nitroseliilloz membrana transferi ve antijen, antikor ve goriintiileme maddeleri ile ortaya
cikarilan spesifik protein bantlarin incelenmesine Western blot islemi denir. Western blot

islemleri Tuzcu’ya (Tuzcu, 2004) gore yapildi ve dort asamada gergeklesti.

2.3.5.1. Blotlama

SDS-PAGE ile dikey olarak proteinler agirliklari farki ile jelde birbirlerinden ayrildi.
Proteinlerin jelden nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA) transferi
yapilmas1 saglanmistir. Blotlamada jel ve nitroseliiloz membran arasinda hava boslugu
kalmayacak sekilde birlestirilip, filtre kagitlar1 arasina yerlestirildi. Siinger ve aparatlarla
sikistirildi. Daha sonra immiinoblot tank i¢ine yerlestirilip tampon soliisyon ilave edildi.
Buz akiileri ve manyetik karistiricilarla ortamin soguk olmasi saglandi. 90 dakika boyunca
150 mA elektrik akim1 uygulandi. Boylece proteinlerin membrana transferi saglanmis oldu.

Blotlama bittikten sonra PBS sollisyonu (Sodyum bifosfat dihidrat, sodyum hidrojen
fosfat dodekahidrat, sodyum kloriir) ile membran 5 dakika olacak sekilde 5 kez yikandi.
Yikama yapilarak nitroseliloz membrandaki jel artiklarmmi ve diger partikiilleri

temizlenmis oldu.

2.3.5.2. Bloklama
Bloklama nitroseliiloz iizerinde protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinler ile
kaplanmasidir. Baz1 ¢alismalarda bloklama islemi siit tozu kullanilmistir. Calismada BSA

(Bowing serum albumini) ile 37 °C’de 90 dakika boyunca bloklamasi yapildi.
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Bowing serum albiimini hazirlanmasi: 5 gr Albumin fraction, PBS ile 100 ml ye
tamamlandi ve manyetik karistiricida ¢oziilmesi gergeklestikten sonra + 4 C’de bekletildi.

Daha sonra yikama yapilmadan primer antikor ile muamele islemine gecildi.

2.3.5.3. Spesifik Antikorlarla Reaksiyon

Calismada Primer antikorlar oreksin (Abcam Inc., USA), GLUT1 (Abcam Inc., USA),
GLUT4 (Santa Cruz Biotech. Inc., USA), NF-xB (Abcam Inc., USA), HSP60 (Abcam Inc.,
USA), HSP70 (Abcam Inc., USA), HSP90 (Santa Cruz Biotech. Inc., USA) kullanildi.
Primer antikorlar nitroseliiloz membran iizerine Tween-20 (%0.05) bulunan tampon
¢ozeltisi ile 1/1000 oraninda diliie edilerek uygulandi. +4 °C’da gece boyu inkiibasyonu
saglandi.

Daha sonra membran1 5 x5 dakika PBS ile yikanmasi yapilarak membrandaki
baglanmayan primer antikor atiklart temizlenmis oldu. Yikama iglemi bittikten sonra,
membranlar Tween-20 (%0.05) bulunan ve peroksidaz ile konjuge sekonder antikorlar
(goat-antirabbit immunoglobulin) nitroseliiloz membran {izerine uygulandi. 90 dakika ve
37 °C’de inkiibe edildi. Bu islemden sonra membram baglanmayan sekonder antikordan

kurtarmak i¢in 5 x5 dakika PBS ile yikandi. Bandlarin gériintiileme islemine gegildi.

2.3.5.4.Bantlarin goriintiillenmesi

Bantlarin goriintiileme islemi i¢in Tris tamponu (pH: 7.4, 1 M) ile hazirlanmis olan
DAB soliisyonu % 0.03—0.05 oraninda uygulandi. DAB soliisyonu 1sikla bozundugu icin
karanlik ortamda hazirlandi. DAB muameleden sonra kisa siirede belirgin bir hale geldi. 5—
10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la goriiniir hale gelen bantlar netlestikten

sonra nitroseliiloz membranlar distile su ile iyice yikandi.

2.3.5.5. Densitometrik Analiz
Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif yogunluklar:
analiz edilmek {izere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklar1 Image Analyses System (Image

J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.
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2.3.6. Istatistiksel Analizler

Istatiksel Analiz; Veriler gruplar arasindaki farkliliklari ortaya koymak igin SPSS 22.
paket programinda bulunan Two-way ANOVA prosediirii kullanilarak analiz edidi.
Istatistiksel anlamlilik P <0.05 olarak kabul edilmistir. Grafikler ise GraphPad Prism
(GraphPad 5.0 Software Inc, LaJolla, CA) ile ¢izilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Oreksin Diizeyleri

Ovaryum oreksin protein diizeyleri sicaklik stresine maruz kalan hayvanlarda,
termondtral gruplara kiyasla % 47.82 diizeyinde azalmigtir (P <0.0001; Sekil 3.1’de
gosterilmistir). Oreksin diizeyleri Kontrol gruplarina gore; CrPic gruplarinda % 30.80,
CrHis gruplarinda ise % 49.01 oraninda artis gostermistir. Oreksin diizeyleri, diyetlerine
CrHis takviye edilen grupta CrPic grubuna gore % 13.92 arttigi ve iyilesmenin CrHis
gruplarinda daha fazla oldugu goriilmistiir. Ovaryum oreksin protein seviyelerinde kontrol
ve krom gruplari arasinda interaksiyon tespit edilmistir (P <0.0001).

Sicaklik degisimi ile diyetlere yapilan Cr takviyesi arasinda yapilan
karsilagtiritlmada bir fark tespit edilmemistir (P >0.05). Termondtral gruplar kendi iginde;
CrPic gruplarinda kontrol gruplar ile karsilastirildiginda oreksin diizeyleri %10, CrHis
gruplarinda ise % 18.67 artis gOstermistir. Termonotral kosullarda tavuk ovaryum
dokularinda, CrHis grubu oreksin diizeyleri CrPic grubuna gore % 7.88 artis oldugu tespit
edilmistir. Stres gruplari kendi aralarinda; kontrol gruplarina gore CrPic gruplarinda
oreksin diizeyleri % 97.37, CrHis gruplarinda ise % 145.93 artis gostermistir. Stres
kosullarinda CrHis grubu oreksin diizeyleri CrPic grubuna kiyasla, % 24.60 artis
gostermistir. Boylece CrHis diyet takviyesinin CrPic takviyesine gore daha etkili oldugu
belirlenmistir.

Sicaklik stresi kontrol grubu, termondtral kontrol grubuna gore; oreksin diizeyleri
% 68.43 azalma gostermistir. Sicaklik stresi CrPic grubu termondétral CrPic grubuna gore;
ovaryum dokular1 oreksin diizeyleri % 43.35 azalma gostermistir. Ayrica oreksin diizeyleri
sicaklik stresi CrHis grubunda termondtral CrHis grubuna kiyasla % 34.57 azalma

gostermistir.
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Sekil 3.1. Ovaryum dokusu oreksin diizeyleri

3.2. GLUT-1 Diizeyleri

Sicaklik stresi ile termondtral bolgedeki gruplara oranla GLUT 1 seviyesinde %
36.55 azalma seviyesi Sekil 3.2°de gosterilmistir (P <0.0001). Kontrol gruplara gére CrPic
gruplarinda GLUT1 diizeyleri %23.89, CrHis gruplarinda ise % 34.45 artis gostermistir.
CrHis grubu GLUT1 diizeyleri CrPic grubuna gore % 8.53 arttig1 ve iyilesmenin daha fazla
oldugu goriilmektedir.

Ovaryum GLUT1 protein seviyelerinde bazal diyetle beslenen gruplar ile CrPic ve
CrHis gruplar arasinda interaksiyon anlamli bulunmugtur (P <0.0001). Ancak sicaklik
degisimi ile diyetlere ilave edilen Cr takviyesi arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel
bir fark tespit edilmemistir (P >0.05). Termondtral gruplar kontrol gruplarina gore kendi
aralarinda olmak ftizere; CrPic gruplarinda GLUT1 diizeyleri %15.47, CrHis gruplarinda
ise % 25.38 artis gostermistir. Termonotral kosullarda, CrHis grubu GLUT1 diizeyi CrPic
grubuna gore % 8.58 artis oldugu goriilmektedir.

Stres gruplart kontrol gruplarina gore kendi aralarinda kiyaslandiginda; CrPic
gruplarinda GLUT1 diizeyleri % 39.05, CrHis gruplarinda ise % 50.80 artis gdstermistir.
Stres kosullarinda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis grubu GLUT1 diizeyleri CrPic
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grubuna gore % 8.45 artig gostermistir. Sicaklik stresi kontrol grubu ile termondtral kontrol
grubu karsilastirildiginda; tavuklarin ovaryum dokularit GLUT1 protein diizeyleri % 44.53
azalma goOstermistir. Sicaklik stresi CrPic grubu termonétral CrPic grubu ile
karsilastirildiginda; ovaryum dokulart GLUTI1 protein diizeyleri % 33.20 azalma
gostermistir. Ayrica GLUT1 protein diizeyleri sicaklik stresi CrHis grubunda termondtral

CrHis grubuna oranla % 33.28 azalma gostermistir.

GLUT1
B-Actin (NS SHEE SR SR T S— -
150- GLUT 1 (%kontrol)
Kontrol
= E3 Cr-Pic
100- E3 Cr-His
501
0
Termonotral

Sekil 3.2. Ovaryum dokusu GLUT1 diizeyleri

3.2. GLUT-4 Diizeyleri

Sicaklik stresi olusturulan tavuklarda organik krom formlar1 yem katkilarinin
ovaryum dokularindaki GLUT 4 protein diizeyleri tizerine etkileri Sekil 3.3’te verilmistir.
Sicaklik stres gruplar ile termondtral bolgedeki gruplara gore GLUT 4 seviyelerinde %
29.83 oraninda azalma gostermistir (P <0.0001). Ovaryum GLUT4 protein diizeylerinde
bazal diyetle beslenen gruplar ile CrPic ve CrHis gruplar1 arasindaki interaksiyon anlaml
bulunmustur (P <0.0001). Kontrol gruplarma gore CrPic gruplarinda GLUT4 diizeyleri
%11.04, CrHis gruplarinda ise % 18.50 oraninda artig gostermistir. CrHis grubu GLUT4
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diizeyi CrPic grubuna gore % 6.71 artis goriilmektedir. CrHis gruplarinda CrPic grubuna
gore daha fazla iyilesme gozlendi.

Sicaklik degisimi ile diyetlere ilave edilen Cr takviyesi arasinda yapilan
karsilastirmada GLUT4 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <0.0001).
Termondtral gruplar kendi aralarinda; kontrol gruplarina gore CrPic gruplarinda GLUT4
diizeyleri % 6.72, CrHis gruplarinda ise % 10.43 oraninda azalma gostermistir.
Termondotral kosullarda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis grubu GLUT4 diizeylerinde
CrPic grubuna gore % 3.97 oraninda azalma oldugu goriilmektedir.

Stres gruplar1 kontrol gruplarina gore kendi aralarinda; CrPic gruplarinda GLUT4
diizeyleri % 49.62, CrHis gruplarinda ise % 81.29 artig gostermistir. Stres kosullarinda
CrHis grubu GLUT4 diizeyleri CrPic grubuna gore % 21.17 artig gostermistir. Sicaklik
stresi kontrol grubu, termondtral kontrol grubuna gére; GLUT4 protein diizeyleri % 53.94
oraninda azalma gostermistir. Sicaklik stresi CrPic grubu termondtral CrPic grubuna gore;
GLUT4 protein diizeyleri % 26.12 oraninda azalma gostermistir. Ayrica GLUT4 protein
diizeyleri sicaklik stresi CrHis grubunda termondétral CrHis grubuna oranla % 6.78

oraninda azalma gostermistir.
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Sekil 3.3. Ovaryum dokusu GLUT4 diizeyleri
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3.3. NF-kB Diizeyleri

NF-kB protein diizeyleri tizerine etkileri Sekil 3.4’te verilmistir. Sicaklik stres
gruplar1 termondtral bolgedeki gruplara kiyasla, NF-xB seviyesinde % 80.55 oraninda artis
gostermistir. Kontrol gruplan ile kiyasla CrPic gruplarinda NF-xB diizeyleri %20.53,
CrHis gruplarinda ise % 32.87 oraninda azalma gostermistir. CrHis grubu NF-«B diizeyleri
CrPic grubuna gore % 15.52 oraninda azalmaya bagli olarak iyilesme tespit edilmistir.
Ovaryum NF-kB protein seviyelerinde bazal diyetle beslenen gruplar ile CrPic ve CrHis
gruplar arasindaki interaksiyon anlamli bulunmustur (P <0.0001).

Termonotral gruplar kendi aralarinda kontrol gruplarina goére; NF-xB diizeyleri
CrPic gruplarinda %12.36, CrHis gruplarinda ise % 20.22 oraninda azalma gostermistir (P
<0.001). CrHis grubu CrPic grubuna gore % 8.97 oraninda azalma gosterdigi tespit
edilmistir. Stres gruplar1 kontrol gruplarmma gore kendi aralarinda yapilan kiyaslamaya
gore; NF-xB diizeyleri CrPic gruplarinda 24.53, CrHis gruplarinda ise % 39.06 azalma
gostermistir.

Stres kosullarinda CrHis grubu NF-xB diizeyleri CrPic grubuna goére % 19.25
oraninda azalma gostermistir. Sicaklik stresi kontrol grubu ile termonétral kontrol grubun
karsilastirildigr durumda; NF-«kB protein diizeyleri % 104. 23 oraninda artis gostermistir.
Sicaklik stresi CrPic grubu termonétral CrPic grubuna gore; NF-kB protein diizeyleri %
75.87 artig gostermistir. Ayrica NF-xB protein diizeyleri sicaklik stresi CrHis grubunda

termonotral CrHis grubuna oranla % 56.01 artis géstermistir.
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Sekil 3.4. Ovaryum dokusu NF-xB diizeyleri

3.4. HSP-60 Diizeyleri

Ovaryum HSP60 protein diizeyleri Sekil 3.5’te belirtilmistir. HSP60 diizeylerinin
sicakliga bagli degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <0.0001). Sicaklik
stresi gruplar ile termondtral bolgedeki gruplara gore HSP60 diizeylerinde % 154.51
oraninda artig gostermistir. Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda; CrPic gruplarinda HSP60
diizeyleri % 30.65, CrHis gruplarinda ise % 34.31 oraninda azalma gostermistir. CrHis
grubu HSP60 diizeyleri CrPic grubuna gore % 5.28 oraninda azalma goriilmektedir.
Sicaklik degisimi ile diyetlere ilave edilen Cr takviyesi arasinda yapilan karsilagtirmada
HSP60 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <0.0001). Ovaryum HSP60
protein seviyelerinde bazal diyetle beslenen gruplar ile CrPic ve CrHis gruplar1 arasindaki
fark interaksiyon bulunmustur (P <0.0001).

Termondtral gruplar kendi aralarinda; kontrol gruplarina gére CrPic gruplarinda
HSP60 diizeyleri % 43.29, CrHis gruplarinda ise % 19.18 oraninda azalma gostermistir.
Termondtral kosullarda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis grubu HSP60 diizeyleri CrPic
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grubuna gore % 42.53 oraninda artis oldugu goriilmektedir. Stres gruplar1 kendi aralarinda;
kontrol gruplarina gore CrPic gruplarinda HSP60 diizeyleri 25.76, CrHis gruplarinda ise
% 40.17 azalma gostermistir. Stres kosullarinda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis grubu
HSP60 diizeyleri CrPic grubuna gore % 19.42 oraninda azalma gostermistir.

Sicaklik stresi kontrol grubu termondtral kontrol grubuna gore; tavuklarin ovaryum
dokulart HSP60 protein seviyeleri % 158.27 oraninda artis gostermistir. Sicaklik stresi
CrPic grubu termonétral CrPic grubuna gore; ovaryum dokulart HSP60 protein diizeyleri
% 238.13 artis gostermistir. Ayrica HSP60 protein diizeyleri sicaklik stresi CrHis grubunda

termondtral CrHis grubuna oranla % 91.18 artig gostermistir.
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Sekil 3.5. Ovaryum dokusu HSP60 diizeyleri

3.5. HSP-70 Diizeyleri

Sekil 3.6’da verildigi iizere, ovaryum HSP70 protein diizeylerinin, sicakliga bagl
degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <0.0001). Olusturulan sicaklik stresi
ile termondtral bolgedeki gruplara gére HSP70 seviyelerinde % 174.05 artis gostermistir.
Ovaryum HSP70 protein seviyelerinde bazal diyetle beslenen gruplar ile CrPic ve CrHis

gruplar arasindaki interaksiyon anlamli bulunmustur (P <0.05). Kontrol gruplarina gore
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CrPic gruplarinda HSP70 diizeyleri % 4.06 artis gostermistir. CrHis gruplarinda ise %
15.87 oraninda azalma gostermistir. CrHis grubu HSP70 diizeyleri CrPic grubuna gore %
19.15 azalma goriilmektedir. Sicaklik degisimi ile diyetlere ilave edilen Cr takviyesi
arasinda yapilan karsilastirmada HSP70 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P <0.05). Sicaklik stresine maruz kalan tavuklarda ovaryum dokulari, diyetlerine CrPic
takviyesi yapilan gruba gore CrHis takviyesi yapilan grup daha fazla iyilesme
gostermistir.

Termonotral gruplar kendi aralarinda; kontrol gruplarina gére CrPic gruplarinda
HSP70 dizeyleri % 3.54, CrHis gruplarinda ise % 19.75 artis gostermistir. Termondtral
kosullarda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis grubu HSP70 diizeyleri CrPic grubuna gore
% 15.65 artis oldugu goriilmektedir. Stres gruplari kendi aralarinda; kontrol gruplarina
gore CrPic gruplarinda HSP70 diizeyleri % 4.22 artis goriildii. CrHis gruplarinda ise %
27.01 oraninda azalma gostermistir. Stres kosullarinda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis
grubu HSP70 diizeyleri CrPic grubuna gore % 29.97 azalma gdstermistir.

Sicaklik stresi kontrol grubu termonétral kontrol grubuna gore; tavuklarin ovaryum
dokulart HSP70 protein diizeyleri % 219.60 artig gostermistir. Sicaklik stresi CrPic grubu
termondtral CrPic grubuna gore; ovaryum dokular1t HSP70 protein diizeyleri % 221.70 artig
gostermistir. Ayrica HSP70 protein diizeyleri sicaklik stresi CrHis grubunda termondtral

CrHis grubuna oranla % 94.81 artig gostermistir.
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3.6. HSP-90 Diizeyleri

Sekil 3.7°de verilen, sicaklik stresi ile termondtral bolgedeki gruplara gore HSP90
seviyelerinde % 125.36 artig gostermistir. Kontrol gruplarina kiyasla; CrPic gruplarinda
HSP90 diizeyleri %11.73, CrHis gruplarinda ise % 27.77 azalma tespit edilmistir. CrHis
grubu HSP90 diizeyleri CrPic grubuna gore % 18.17 azalma goriilmektedir. Sicaklik
degisimi ile diyetlere ilave edilen Cr takviyesi arasinda yapilan karsilastirmada HSP90
diizeyleri igin istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir (P <0.05). Ovaryum HSP90
protein seviyelerinde bazal diyetle beslenen gruplar ile CrPic ve CrHis gruplar1 arasindaki
interaksiyon anlamli bulunmustur (P <0.05).

Termondtral gruplar kendi aralarinda; kontrol gruplarina gore CrPic gruplarinda
HSP90 diizeyleri % 6.33, CrHis gruplarinda ise % 13.29 oraninda azalma gdstermistir.
Termondtral kosullarda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis grubu HSP90 diizeyleri CrPic
grubuna gore % 7.43 azalma oldugu goriilmektedir. Stres gruplari kendi aralarinda; kontrol
gruplarina gore CrPic gruplarinda HSP90 diizeyleri % 13.89, CrHis gruplarinda ise %
33.56 oraninda azalma gostermistir. Stres kosullarinda tavuk ovaryum dokularinda, CrHis
grubu HSP90 diizeyleri CrPic grubuna gore % 22.84 artis gostermistir.

Sicaklik stresi kontrol grubu termonétral kontrol grubuna gore; tavuklarin ovaryum
dokulart HSP90 protein diizeyleri % 150.20 artis gostermistir. Sicaklik stresi CrPic grubu
termonotral CrPic grubuna gore; ovaryum dokulart HSP90 protein diizeyleri % 130 artis
gostermistir. Ayrica HSP90 protein diizeyleri sicaklik stresi CrHis grubunda termondtral

CrHis grubuna oranla % 91.70 oraninda artis géstermistir.
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Elde edilen western blot analizi interaksiyonlarinin yiizde olarak degisimi Tablo

3.1°de gosterilmistir. lgili tabloda sicaklik formlari, Cr degerleri ve istatistiksel olarak

hesaplanan p degerleri verilmistir.
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Tablo 3.1. Western blot analizi interaksiyonlarinin yiizde olarak degisimi

Sicaklik Faktorii  Cr Form (ug/kg) Oreksin NF-kB GLUT1 GLUT4 HSP60 HSP70  HSP90
Kontrol 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00  100.00
Termondtral CrPic 110.00 87.64 115.48 93.27 56.70 10354  93.67
CrHis 118.67 79.78 125.39 89.57 80.82 119.75  86.71
Kontrol 3157 204.23 55.48 46.06 258.26 319.60  250.20
Sicaklik Stresi CrPic 62.31 154.13 77.14 68.91 191.73 33310 215.44
CrHis 77.64 124.46 83.66 83.50 154.50 233.28  166.23
SEM 7.46 5.41 3.64 1.38 6.14 1432  10.56
ANOVA
..................................... P< ——— e ——————
Sicaklik Faktorii
1caklik Faktorii 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001
Cr Formu 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.05 0.05
Cevre Sicakligr x Cr Form 0.05 0.001 P >0.05 0.0001 0.0001 0.05 0.05
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda; sicaklik stresi olusturulan on iki haftalik yumurta tavuklarinda
organik krom formlarmin yem takviyesi olarak verilmesi siirecinde, ovaryum dokularinda
oreksin, GLUT proteinleri (GLUT1, GLUT4), NF-«xB ve 1s1 sok proteinleri (HSP60,
HSP70 ve HSP90) diizeylerinin {izerine olan etkileri g¢alisgilmistir. Bu ¢alismada;
termonotral gruplardaki kontrol grup parametrelerinin sicaklik stresi olusturulan kontrol
grubu parametrelerine gore anlamli Olgiide degistigi saptanmistir. Calismada; kullanilan
krom pikolinat ve krom histidinat suplementlerinin sicaklik stresindeki tavuklarin ¢alisilan
parametrelerini olumlu yonde etkiledigi ve termondtral sicaklik grup parametrelerine yakin
hale getirdigi ve sicaklik stresinin ortaya ¢ikardigi komplikasyonlar1 indirgedigini ortaya
koymustur. Sicaklik stres gruplarinda termondtral gruplara kiyasla, GLUT1, GLUT4 ve
oreksin protein diizeylerinin azaldigi (P <0.0001) ve NF-xB, HSP60, HSP70 ile HSP90
protein diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (P <0.0001). Diyetlere yapilan krom takviyesi
(CrPic—CrHis) ile GLUT ve oreksin diizeylerinin arttigi, NF-kB ve HSP seviyelerinin ise
termondtral gruba gore azaldigi gozlenmistir (P <0.0001). Sicaklik stresi altinda bulunan
yumurtact tavuk diyetine ilave edilen organik krom formlar1 GLUT ve oreksin diizeylerini
arttirmig, ancak NF-kB ve HSP protein diizeylerini azaltmistir. Sonug olarak, CrPic ve
CrHis’1n, stresin negatif etkilerinin hafifletilmesi ve tedavisinde destekleyici etkilerinin
oldugu, CrHis’1n ise CrPic’a gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

Stresin tavuklar lizerinde biraktig1 zararl etkilerin belirtildigi bir¢ok giincel ¢alisma
mevcuttur (Aljuobori vd., 2016; Hosseini-Vashan vd., 2015; Rafiee vd., 2016; Rimoldi vd.,
2015; Van Goor vd., 2016a; Vinoth vd., 2015; Wu vd., 2016a). Kanath sektorii 6zellikle
diinyanin yiiksek ortam sicakligindaki bazi bolgelerde gelismektedir. (Rafiee vd., 2016;
Sahin vd., 2009; Sahin vd., 2013d; Tuzcu vd., 2013). Sicaklik stresi kiimes hayvanciliginda
ozellikle iiretim ve hayvan refah1 konularinda ortaya ¢ikan negatif etkilerin, sadece ABD
broyler kiimes hayvanlar1 enstitiisiiniin yaklasik 125—-165 milyon dolar arasinda ekonomik
kayb1 oldugu tahmin edilmektedir (Van Goor vd., 2016b). Yiiksek 1stya maruz kalan
hayvanlarda sicaklik stresi ciddi hasarlara yol agmaktadir. Hayvancilik sektoriinde sicaklik
stresinin  yol actigt sorunlar Onceki c¢alismalarda (6zellikle kiimes hayvanlari
yetistiriciliginde) onemli ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir. Disilerde

sicaklik stresi; oogenesis, oosit olgunlagmasi, d6llenme, embriyo gelisimi ve implantasyon



oranini olumsuz yonde etkilemektedir (Cheng vd., 2015; Jahromi vd., 2016; Wu vd.,
2016b; Zeferino vd., 2016). Ornegin, kiimes hayvanlari yiiksek sicakliklara maruz
kaldiginda gida tiiketimi, biiyiime hizi, besleme verimliligi, kabuk kalitesi ve hayatta kalma
yetenegi gibi birgok gostergelerde azalma meydana gelmektedir. Hayvanlarda stres sonucu
kalp, karaciger, bobrek ve diger organlarda biyokimyasal ve yapisal bircok degisiklikler
ortaya ¢ikmaktadir (Ryu vd., 2016; Zhang vd., 2016). Sicaklik stresi ve reaktif oksijen
tirlerinin birlikte ortaya ¢ikardigi negatif etkilerine, ¢esitli mekanizmalar ile etki eden
antioksidanlar araciligiyla korunabilmektedir (Sahin vd., 2011).

Sahin ve arkadaslarinin (2016) broyler tavuklarda yaptigi sicaklik stresi—likopen
caligmasina gore; sicaklik stresi performans parametrelerini olumsuz yonde etkilemis ve
artan lipid peroksidasyonu, kas dokusu Keapl protein seviyeleri arttigi ve Nrf2 diizeylerini
onemli Olgiide inhibe ettigi rapor edilmistir. Calismada—sicaklik stresinin olumsuz
etkilerinin diyete eklenen likopen takviyesi ile azaldigi rapor edilmistir. Sicaklik stres
gruplarinda diyetlerine farkli dozlarda likopen (0, 200 ya da 400 mg likopen / kg diyet)
eklenen tavuklarda, likopen miktar1 400 mg/kg olan grupta kas dokusu Keapl diizeyleri
diger gruplara gore daha fazla azalmis olup, bunun aksine kas dokusu Nrf2 protein diizeyi
onemli Olclide artmustir. Yapilan arastirma sonucunda, yiliksek cevre sicakligina maruz
kalan broyler tavuklarin doza bagimli bir sekilde, kas niikleer transkripsiyon faktorii
diizeylerinin modiilasyonu vasitasiyla oksidatif stresin yan etkilerini ortadan kaldirmistir
(Sahin vd., 2016). Baska bir sicaklik stresi ¢calismasinda resveratroliin diyetteki doz miktar
artmasina bagli olarak bagirsak jejunal villislerinde HSP70, HSP90 ve NF-kB protein
diizeylerinin termondtral gruplara gore onemli Slglide azaldigi rapor edilmistir (Liu vd.,
2016).

Zeferino ve arkadaslar1 (2016) sicaklik stresinin karkas ve et kalitesi 6zelliklerine
etkisi lizerine yaptiklar1 bir arastirmada, yaslar1 28—42 giin arasinda degisen tavuklarin
diyet takviyesi ilave edilen C ve E vitaminleri ile sicaklik stresinin olumsuz etkilerini
azaltabilecegi veya notralize edebilecegini ortaya koymuslardir. Sahin ve arkadaglarinin
(2009) yaptig1 bir arastirmada, sicaklik stres modeli olusturulan ve bazal diyet ile beslenen
tavuklarda yem tiiketimi ve yumurta tiretimi azalmistir. Bildircinlarda yapilan ¢aligmada
yem tiiketimi ve yumurta {iretimi C ve E vitamin takviyesi ile sicaklik stresi gruplarda
anlaml olarak artmistir. Sicaklik stresine maruz kalan bildircinlarda; serum kortikosteron

diizeyleri, beyin ve ovaryum dokularinda HSP70 diizeyleri artmistir. Calismada ovaryum
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ve beyin HSP70 diizeyleri sicaklik stresi gruplarinda vitamin C ve E takviyesi ile anlamli
olarak azalmistir. Ancak termondétral kosullarda bulunan bildircinlar i¢in vitamin C ve
E’nin bir etkisi olmamistir. Yapilan arastirma ¢alismamiz ile paralellik gostermektedir.
2006’da yapilan bir calismada sicaklik stresi altinda bulunan bildircinlarda, performans
parametrelerinin termondtral kosullarda bulunanlara gore daha diisik oldugunu rapor
etmislerdir. Bildircinlarda sicaklik stresinin performans verilerinde azalmaya neden oldugu
yapilan bir¢ok calismada bildirilmektedir (Sahin vd., 2006).

Oreksinler genel olarak, stresle iliskili hastaliklar, besin alimlari, uyarilma, ve
duygusal bellekte etkilenen noroendokrin ve davranigsal tepkilerini diizenlemektedir
(Grafe vd., 2016). Arastirmalar oreksinin stresli kosullara tepki olarak aktive oldugunu ve
strese kars1t fizyolojik ve davranigsal tepkilerde anahtar rol oynadigini gostermektedir
(Wang vd., 2017). Greene ve arkadaslarinin (2016) Bildircinlar iizerinde yapilan bir
aragtirmada, sicaklik stresinin karaciger oreksin mRNA ekspresyonlart ¢alismamiz ile
uyumlu olarak, 6nemli dlgiide azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (Greene vd., 2016).

Broyler tavuklar iizerinde yapilan bir sicaklik stresi calismasinda, sicaklik stresi
uygulanan grupta hipotalamus oreksin mMRNA ekspresyonlari termonétral sicaklik grubuna
gore onemli 6l¢iide azalmistir (Lei vd., 2014).

Lokalizasyonu ve regiilasyonu ile GLUT1, GLUT2, GLUT3 ve GLUT4 doku ve
hiicreye spesifik bir sekilde bulunmaktadir. GLUT1 tiim organlarda bulunmaktadir. Cogu
hiicre tiplerinde glukoz alimi bazal seviye ile son derece iligkilidir. Zhang ve arkadaslarinin
(2012) gonadotropinin rat ovaryumunda glukoz transportlar ve apoptozis etkisi lizerinde
yaptiklar1 bir calismada GLUTI1, GLUT3 ve GLUT4 rat ovaryumlarinda tespit edilmistir.
GLUT 1-4 yiiksek seviyeleri ile uyumlu olarak, gonadotropin serum glukoz artigi igin
giiclii uyarict bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Gonadotropin tedavi grubunda
GLUTI protein igerigi, anti-ECG antiserumu ve kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur (Zhang vd., 2012). Jahromi ve arkadaslarinin (2016) intestinal ve mikrobiyal
dengeyi gelistiren, ayrica cesitli hastaliklara kars1 koruyucu etkiye sahip olan probiyotik
karisimlarinin sicaklik stresinin antioksidatif ve belirli genler iizerine etkisi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada; kontrol grubu ile karsilastirdigimizda yiiksek sicaklikta belirli gen
ekspresyonlar1 azalmistir. Ayni sicaklik kosullarinda kontrol grubu ile probiyotik grubunu
karsilastirdiklarinda, diyetlerine probiyotik karisim eklenen grupta GLUT2, GLUTS ve
SGLT4 genlerinin ekspresyonu artmistir. Ayni sekilde stres grubunda (35 °C) probiyotik
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grubuna gore SGLT4 ve diger tiim genlerin ekspresyonunun anlamli olgiide arttigini
belirtmiglerdir. Yapilan analizler sonucu sicaklik stresinde bulunan kontrol grubunda,
termonotral sicaklik altinda bulunan kontrol grubuna gore antioksidan kapasitesinde
onemli Ol¢iide azalma ortaya ¢ikmistir (Jahromi vd., 2016).

NF-«B; inflamasyon, hiicre dongiisii, apoptozis, gelisme ve regiilasyon gibi bir¢ok
biyolojik siirecleri kontrol eden Okaryotik transkripsiyon faktorleri ailesi olarak
bilinmektedir (Won vd., 2016). NF-xB, 50 ve 65 kDa iki alt birimlerden (p50 ve p65)
olusur. p5S0 DNA’ya baglanir. p65 hiicrede transkripsiyonel aktivasyon yapmaktadir. p65,
IxB olarak sitoplazmik inhibitor protein ailesine aittir. Bu baglanma, Nf-kB’nin ¢ekirdege
translokasyonunu ve dolayisiyla DNA’ya baglanmasini engeller. IkB, proteolizle regiile
edilir ve yikimi1 NF-kB’nin serbest kalarak 6rnegin transkripsiyonel aktivasyon yapar.

NF-xB ve AP1 gibi diger transkripsiyon faktorleri aracili hiicresel cevaplar, kanser
mekanizmasi ile ilgili 6nemli rol oynar (Stimer Turanligil ve Uyanikgil, 2010). Sahin ve
arkadaglarinin (2011) yaptig1 stres ¢aligmasinda diyetlerine yapilan domates tozu ilavesi ile
termondtral ve sicaklik stresinde her iki grupta da karaciger NF-xB seviyelerinin
aktivasyonunu kontrol seviyesine gore azaltmistir. Ancak sicaklik stresi gruplarinda
etkisinin daha belirgin oldugu rapor edilmistir. Yapilan ¢aligmaya gore takviye domates
tozu karacigerde NF-kB’nin azalmasina, Nrf2, Erk1/2 ve Akt seviyelerinin belirgin
diizeyde artmasina neden olmustur. Ayrica yaptiklar: bagka bir sicaklik stresi ¢aligmasinda
(Sahin vd., 2012) stres gruplarinda termondtral gruplara gore karaciger HSP70 ve NF-xB
seviyelerini azalttigini, Nrf2 ve HO-1 seviyelerinin arttirdigini rapor etmislerdir. Strese
maruz kalan bildircinlardaki iyilesmenin domates tozu ve kurkuminin antioksidatif
etkisinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu ¢alismalar yaptigimiz analizler ile benzerlik
gostermektedir.

Koruyucu proteinler olarak da ifade edilen 1s1 soku proteinleri, normal hiicrelerde
tretilmekte olup sitoplazma, niikleus ve mitokondri i¢inde bulunmaktadir. Is1 sok
proteinleri konstitiitif hiicrelerde (toplam protein igeriginin% 5-10 kadar) bulunmasina
ragmen, ultraviyole 1sinlar, hipertermi, iskemi-reperfiizyon hasari, hipertansiyon, beslenme
yetersizlikleri, kimyasallar, viral enfeksiyonlar ve oksidatif stres gibi cesitli stres
kaynaklarinin varligi bu protein seviyelerini etkileyebilir (Hassanpour vd., 2016). Hayvan
modellerinde ve insan ovaryum doku analizinde, ovaryum dokularinda bulunan HSP27,

HSP70 ve HSP90 proteinlerinin folikiilogenez ve hormon homeostasisin diizenlemesini

45



kontrol etme gibi gorevleri oldugu bulunmustur. Yaklasik 20 yildir ovaryum kanserinde 1s1
sok proteinlerinin rol oynadigi bilinmektedir. 1993 yilinda, Kimura ve arkadaslar
mitokondri fonksiyonlar1 ve i¢ apoptozisin takip ettigi yolu kontrol etmek i¢in HSP60
mRNA seviyelerini incelemistir. Yapilan arastirma sonucunda ovaryum kanseri
orneklerinde HSP60 proteinin kanser olmayanlara gore daha yiliksek oldugu ortaya
konmustur. Bu nedenle HSP60 proteini ovaryum kanserinde biyomarkir olarak
kullanilabilecegini sdylemislerdir (Kimura vd., 1993; Stope vd., 2016).

Onemli bir antioksidatif etkiye sahip ve yaygim bir polifenol olan resveratrol ile
bildircinlar {izerinde yapilan bir sicaklik stresi ¢alismasinda (Sahin vd., 2012); karaciger
HSP70, HSP90 ve NF-«kB protein seviyeleri stres grubunda termondtral gruba oranla daha
yiiksek bulunmus olup, Nrf2 seviyeleri daha diisiik bulunmustur. HSP70, HSP90 ve NF-kB
inhibe edilip, Nrf2 protein seviyeleri tam tersi olarak resveratrol takviyesi ile artmustir.
YaptiZimiz arastirma ile benzerlik gosteren bu caligma resveratroliin antioksidatif ve
antisitotoksik 6zelligi ile baglantilidir.

Orhan ve arkadaslar1 (2013) diyetlerine belirli dozlarda EGCG ilave edilen kiimes
hayvanlarinda yaptiklari bir stres ¢alismasinda HSP60, HSP70 ve HSP90 karaciger protein
seviyeleri sicaklik stresine maruz kalan bildircinlarda, termondétral sicaklikta bulunan
bildircinlara gore artmistir. HSP karacigeri destekleyici EGCG inhibitor etkisi sicaklik
stresi kosullar altinda dikkat ¢ekici olmustur. Sahin ve arkadaslarinin (2006) sicaklik stresi
altindaki bildircinlar lizerinde yaptig1 genistein c¢alismasinda, bazal diyet ile beslenen ve
sicakliga maruz kalmasi; sindirilebilirligi ve mineral konsantrasyonlarini azaltmistir.
Genistein ilaveli yem ile beslenen bildircinlarda, genisteinin giiclii antioksidan aktivitesi ile
kemik olusumu ve mineralizasyonun diizelmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Wang ve
Edens (1994) yaptig1 bir in vivo ¢alismada yiiksek sicaklik ortaminda bulunan kuslarin
tamaminda HSP70 mRNA 25 °C sicaklikta bulunan kontrol grubuna gore dnemli dlgiide
arttigin1  bildirmistir. Yapilan bir in vitro stres modelinde, HSP90 sicaklik stresinde
tavuklarda birincil miyokard hiicrelere cevaben aktif bir rol oynadigi goriilmektedir.
Aspirin HSP90'1n koruyucu etkisini arttirilabilir (Zhang vd., 2016).

Protein, karbohidrat ve lipid metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlari olan krom,
Ozellikle memelilerin diyetlerinde tiikettikleri temel minerallerden biridir. Kromun; insiilin
ve insiiline duyarli hiicre zarinda etkileri oldugu bilinen, eksikliginde glukoz toleransinin

bozuldugu, 6zellikle Tip 2 Diyabet gelisim riskinin arttig1 bildirilmistir (Biyiikleblebici ve
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Karagiil, 2012). Krom-selatlart (CrHis ve CrPic) oksidatif stresin negatif etkilerini
hafifletir (Sahin vd., 2013c). Akdemir ve arkadaslarinin (2015) bildircinlarda yaptigi bir
arastirmada, diyetlerine farkli dozlarda CrHis ilave edilen (0, 400, 800 pg/kg) termondtral
gruplar ve sicaklik stresi gruplar ile ¢alisma diizeni olusturulmustur. Calismada sicaklik
stresine maruz kalan bildircinlarda termondétral ortamda bulunan gruba kiyasla, hepatik
NF-kB ve HSP diizeyleri yaklasik 1.5 kat artmistir. Genel olarak termondtral ortamlarinda,
diyete Cr suplementi ilave edilen grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda, bildircinlarda
proteinlerin diizeylerinin degismedigi rapor edilmistir. Ancak sicaklik stresi grubunda
diyetlerine CrHis ilave edilen gruplarda, protein diizeyi termondétral bolgedeki gruplara
yaklasarak hepatik NF-kB, HSP60, HSP70 ve HSP90 protein seviyelerinde belirgin bir
oranda azalma gorilmiistiir. Arastirmada calisilan bu hepatik proteinlerin CrHis doz
artisina bagh olarak inhibisyonunun lineer olarak arttigi belirtilmistir. Bununla beraber
diyet CrHis takviyesi ile stres grubunda serum, kolesterol ve MDA seviyeleri azalmistir.
Yapilan bu arastirma ¢alismamiza paralellik gostermektedir (Akdemir vd., 2015).

Tuzcu ve arkadaglarinin (2011) obezite ile ilgili yaptiklar1 calismada, kontrol
grubunda bulunan ratlar ile yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlara kiyasla, karaciger
GLUT-2, Nrf-2 ve HO-1 seviyelerinde 6nemli dlglide azalma goriildiigii rapor edilmistir.
Ancak yiiksek yagli diyete CrHis suplementi eklenerek beslenen grup, sadece yiiksek yagl
diyet ile beslenen gruba gore; GLUT-2, Nrf-2 ve HO-1 karaciger protein diizeyleri normal
seviyesine ylikselmistir. Bunun tersi olarak NF-xB, HNE diizeyleri yiiksek yagl diyette
kontrol grubuna gore artmis olup, yiiksek yagl diyet + CrHis grubunda onemli Slgiide
azalarak kontrol grubuna yakin bir degere ulasmistir (Tuzcu vd., 2011). Yapilan arastirma
ile calismamiz benzerlik gdstermekte olup, CrHis’in karbonhidrat ve lipit mekanizmalari
tizerine olumlu etkileri belirtilmistir.

Dogukan ve arkadaglarmin yaptiklart (2010) nefropati c¢alismasinda; STZ
uygulanarak deneysel diyabet olusturulan ratlarda, bobrek HSP’ler (HSP60, HSP70), MDA
ve 8—isoprostan diizeyleri 6nemli 6lglide artmistir. Ancak tedavi grubunda (STZ+ CrHis),
bobrek doku HSP60 ve HSP70 proteinlerinde ve lipid peroksidasyonu belirtegleri olan
MDA ve 8-isoprostan diizeylerinde Onemli o6l¢iide azalma meydana gelmistir. Bu
calismada CrHis antioksidatif 6zelligi sayesinde nefropati hasar1 azaltic1 6zelligi (bobrek

koruyucu etkisi) rapor edilmistir (Dogukan vd., 2010).
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Antioksidan vitamin ve mineraller, stresin etkilerini 6nlemek i¢in kullanilir (Akbari
ve Torki, 2014). Krom gibi bazi1 mineraller sicaklik stresinin negatif etkilerini azaltmak
icin diyetlere ilave edilebilir. Torki ve arkadaslarinin (2014) yumurtaet tavuklar: tizerinde
yaptiklar1 bir arastirmada, diyetlerinde CrPic ve C vitamini takviyesinin, yumurtada sari
renk, kabuk kiitlesi ve kabuk kalinligi gibi parametrelerde onemli derecede iyilesme
oldugu rapor edilmistir. Diyetinde CrPic suplementi bulunan tavuklarda stres grubuna
gore, serum glukozu, total kolesterol, trigliserid konsantrasyonlarinin daha diistik oldugu,
bununla birlikte serum albiimin ve total protein konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Torki vd., 2014). Akbari ve Torki’nin broyler tavuklar iizerine yaptiklar
sicaklik stresi caligmasinda (2014), broyler piliglerde CrPic + nane yag diyeti ile beslenen
grup ile sadece nane yag1 ilave edilen grup ile karsilastirildiginda; yalnizca nane yag: ilave
edilen grubun alblimin serum konsantrasyonu daha diisiik seviyede oldugu tespit
edilmistir. CrPic suplementi eklenerek beslenen etlik pili¢lerin, kontrol diyetle beslenen
piliglere gore Cr konsantrasyonu anlamli olarak daha yiiksek seviyede oldugu tespit
edilmistir. CrPic + nane yag ile diyet takviyesi sicaklik stresi kosullar: altinda yetistirilen
disi etlik piliclerde serum trigliserid ve glukozu azalttig1 rapor edilmistir. Boylece CrPic
lipid peroksidasyonunun zararli sonuglarina karsi tavuklar1 korumaya yardimer olmustur
(Akbari ve Torki, 2014).

Bildircinlarda yapilan bir sicaklik stresi modelinde (Sahin vd., 2010), diyetlerinde
yalnizca veya kombine olarak CrPic suplementi alimi, kontrol diyet ya da tek basina
diyetlerine biyotin takviyesi yapilmis olan gruba gore; canli agirlik artisi, yem tiiketimi,
karkas kalitesinin ve yem doniisiim oranlariin arttigi rapor edilmistir. CrPic ve CrPic +
biyotin diyetleri ile beslenen bildircinlarda Slgiilen parametrelerin degerleri arasinda fark
bulunmamustir. Kombine veya yalnizca CrPic diyete ilave edilen suplementler ile beslenen
gruplarda, serum konsantrasyonlarinda C ve E vitaminleri artmis olup; bunun tersi olarak
yiiksek ortam sicakliginda MDA, glukoz ve kolesterol konsantrasyonlar1 azalmistir (Sahin
vd., 2010).

Olgun bir tavuk ovaryumunda yaklasik 12.000 oosit mevcuttur. Bununla birlikte,
sadece birka¢ yiiz oosit yumurtlama ve daha sonra yumurta olusumu i¢in segilir. 1-5
mm'lik bir ¢apa sahip olan fonksiyonel bir tavuk ovaryumunda; yiizlerce beyaz kortikal
folikiil, 6-8 mm ¢apinda kiigiik sar1 folikiil ve 9-40mm ¢apinda biiyiik sar1 folikiilleri

icermektedir. Farkli sekilde iiretilen genler metabolik, hiicresel gelisim siiregleri gibi
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biyolojik siireglere katilmaktadir. IL6 iireme siirecinde, stres ve regiilasyona yanit olarak
bircok molekiiler yolagin baglantisinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismada
sonug olarak ovaryum IL6, HSP25, MMP1 ve MMPL1 genlerinin ekspresyonunda artis ve
ddr2, kIf2, col2al gen ekspresyonunda azalma; yapisal matrisin proteolitik olarak
parcalanmast ve inflamasyon hasar1 goriilmiistiir. Arastirmada ortaya ¢ikan bulgularin

calismamiza benzer olarak sicaklik stresi kaynakli oldugu belirlenmistir (Cheng vd., 2015).
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Sonug olarak; sicaklik stresi olugturulan yumurta tavuklarinda termonétral gruplara
kiyasla; diyetlerine eklenen krom formlarmin (CrHis ve CrPic) ovaryum dokusunda
bulunan oreksin ve GLUT protein miktarlarinin artmasina, bunun tersi olarak NF-xB ve
HSP protein diizeylerinin inhibisyonu ile stres kaynakli doku hasarinda iyilesmeye neden
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, CrHis’in ise CrPic’a gore daha etkili oldugu belirlenmistir.
Tartismada belirtilen bircok akademik arastirma ile ¢alismamiz desteklenmistir.
Arastirmamizin bu konudaki bilgi birikimine katki saglayacagi ve konu ile ilgili daha sonra

yapilacak molekiiler ve genetik calismalara 151k tutacag: diisiiniilmektedir.
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