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OZET

RASYONLARINA NAR KABUGU TOZU VE PROBiYOTIiK iLAVESi
YAPILAN ETLIK PILICLERIN SERUMLARINDA BUYUME
FAKTORLERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
SERKAN YILDIZ
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTIiM ENSTITUSU
KANATLI HAYVAN YETIiSTIiRICILiGi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI HAYRIYE SOYTURK)

BOLU, EKIM - 2024
X1l + 34

Bu calisma rasyonlarina probiyotik, nar kabugu tozu ve karisimlar eklenen etlik
piliglerin serumlarindaki biiyiime faktorlerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Kontrol grubu bazal yemle, diger gruplar ise bazal yeme probiyotik (1,5 g/kg), nar
kabugu tozu (3 g/kg), ve probiyotik (1,5 g/kg) + nar kabugu tozu (3 g/kg) ilave
edilen yemlerle beslenmistir. Deneme 42 giin siirdiiriilmiis ve yemleme ad-libitum
olarak yapilmistir. Caligmadaki hayvanlardan aliman kanlardan serum elde
edilmistir. Elisa yontemi ile serumlardaki Insiilin benzeri bityiime faktorii (IGF-1),
biiyiime hormonu (BH) ve Leptin degerleri tespiti edilmistir. Serum IGF-1 seviyesi
probiyotik (PR) ve Nar kabugu (NK)) grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
daha diisiik bulunmustur (sirasiyla p=0.015; 0,043) (p<0.05). Serum Leptin seviyesi
probiyotik (PR) ve Probiyotik +Nar kabugu (PR+NK) kontrol ve Nar Kabugu (NK)
grubundan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05). PR grubu ve NK+PR
grubunda serum leptin seviyesi Kontrol ve Nar kabugu (NK) grubundan anlamli
olarak daha diisiiktiir (p<0,05). Serum Biiyiime Hormonu seviyesi probiyotik (PR)
ve Nar kabugu (NK) kontrol ve Probiyotik +Nar Kabugu (PR+NK) grubundan
anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05). Nar kabugu tozunun etlik
piliclerde biiyiime faktorleri lizerine etkili olacagi dozlarin tepsiti amaciyla daha
diisiik ve ytiksek dozlarla yeni ¢aligmalar yapilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Nar kabugu tozu, Probiyotik, Etlik pili¢, Biiyiime
faktorleri, Leptin



ABSTRACT

DETERMINATION OF GROWTH FACTORS IN THE SERUM OF
BROILER CHICKENS WHOSE DIETS WERE SUPPLEMENTED WITH
POMEGRANATE PEEL POWDER AND PROBIOTICS
MSC THESIS
SERKAN YILDIZ
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF POULTRY SCIENCE
(SUPERVISOR: ASSIST PROF. DR. HAYRIYE SOYTURK)

BOLU, OCTOBER 2024
X1l +34

This study was conducted to determine the growth factors in the serum of broiler
chickens whose diets were supplemented with probiotics, pomegranate peel powder
and mixtures. The control group was fed with basal feed, while the other groups
were fed ad libitum with feeds containing probiotics (1.5 g/kg), pomegranate peel
powder (3 g/kg), and probiotics (1.5 g/kg) + pomegranate peel powder (3 g/kg)
added to the basal feed. The trial lasted for 42 days. Serum was obtained from blood
taken from the animals in the study. Growth hormone (GH), Insulin-like growth
factor (IGF-1) and Leptin values in serum were determined by the Elisa method.
Serum IGF-1 level was found to be significantly lower in the probiotic (PR) and
Pomegranate peel (NK) groups than in the control group (p=0.015; 0.043,
respectively) (p<0.05). Serum Leptin level was found to be significantly lower in
probiotic (PR) and Probiotic + Pomegranate Peel (PR+NK) groups than in control
and Pomegranate Peel (NK) groups (p<0.05). Serum leptin level in the PR group
and NK+PR group was significantly lower than the Control and Pomegranate peel
(NK) groups (p<0.05). Serum Growth Hormone level was found to be significantly
lower in the probiotic (PR) and Pomegranate Peel (NK) control and Probiotic +
Pomegranate Peel (PR+NK) groups (p<0.05). New studies can be conducted with
lower and higher doses to determine the effective doses of pomegranate peel
powder on growth success in broiler chickens.

KEYWORDS: Pomegranate peel powder, Probiotic, Broiler, Growth factors,
Leptin
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1. GIRIS

Giliniimiizde artan diinya niifusu ve bu artisa bagh gida ihtiyac1 biiytlik bir sorun
teskil etmektedir. Insanlarmn yeterli ve kaliteli gida ihtiyacini karsilamak icin
hayvansal iiriin tiretimi ¢ok dnemlidir. Etlik pili¢ yetistiriciligi yetistirme siiresinin
kisa olusu, birim alanda daha fazla iiretim yapilabilmesi, piligler tarafindan
tiketilen yemin ete donlisiim oraninin yiiksek olmasi, diger hayvansal iiretim
alanlarina gore daha az is giicii gerektirmesi sebebiyle biiyiilk avantajlar
saglamaktadir.

Yiiksek miktarda protein icermesi, yag ve kolesterol oranmin diisiik olmas,
sindiriminin kolay olmasi ve diger etlere gore ucuz olmasi sebebiyle tavuk eti

tiretimi diger hayvancilik sektorlerine gore 6zel bir 6nem arz etmektedir.

Etlik piligler yumurtadan ¢iktig1 andan itibaren biiyiik bir 6zenle standartlara
uygun olarak yaklasik 45 giin boyunca beslenmektedir. 45 giinliik yetistiricilik
stiresinden sonra etlik piligler gerekli kontrollerden gegerek kesime sevk edilir.
Etlik civcivler kiimeslere getirildikleri andan itibaren 1s1, 151k, havalandirma ve nem
etmenlerinin optimum oldugu kosullarda yetistirilmektedir. Civcivler kendi viicut
sicakliklarmi yaklagik 12-14 giinliik oluncaya kadar sabit tutamazlar. Bu siirecte
kiimeste ideal sicaklik saglanarak civcivlerdeki ideal viicut sicakligi korunur. ik
giin kiimesteki sicaklik yaklasik 35°C civarinda tutulur. Sonraki giinlerde her gecen
giin sicaklik bir derece azaltilir. 4. Hafta itibariyle kiimesteki sicaklik 23°C’de sabit
tutulur. Havalandirma etlik pili¢ yetistiriciliginde biiyiikk bir zorunluluktur.
Karbondioksit ve amonyak gibi zararli gazlarin uzaklastirilabilmesi ve kiimesin
temiz ve hijyenik tutulabilmesi i¢in havalandirmanin pay1 olduk¢a 6nemlidir. Isik
etlik piliglerin gelismesinde rol oynayan 6nemli bir diger etmendir. Aydinlatma
islemi ilk giinlerde 24 saat aydinlik olacak sekilde yapilir. Ilerleyen giinlerde 1 saat
karanlik 23 saat aydinlik olacak sekilde program diizenlenir. Etlik pili¢ler, solunum,
hareket, sindirim olaylar1, kan dolasimi, yem maddelerinin pargalanmasi, viicut
sicakliginin c¢evre sarlarina gore ayarlanmasi, degisik metabolizma {iriinlerinin
iretilmesi, biliylimenin siirekliligi yani yasama olaylarinin devami ve verim
verebilmesi i¢in belirli seviyelerde enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Yasama pay1, verim
pay1, biiylime ve tiily olusumu i¢in gerekli proteinler etlik piliglerin toplam protein

ihtiyacin1 olusturmaktadir. Etlik piliglerde hizli gelisim amaciyla erken yaslarda



enerji agisindan diisiik, protein agisindan zengin yemler kullanilirken, ilerleyen

giinlerde protein orani diisiik, enerji oran1 yiiksek yemler kullanilmaktadir.

Etlik pili¢lerde tizerinde durulan performans 6zelliklerinde canlinin agirhigin
siki takibiyle beraber yem tiiketimi, yemden yararlanma orani, yasam giicii, kesim

randimani da bu performans 6zelliklerine girmektedir.

Hayvancilikta giderlerin yaklasik %70’ini yem olusturur. Besleme biiyiime ile
dogrudan iliskilidir. Etlik pili¢ yem ¢esitleri ve yemleme siireleri civciv iireticisi
olan damizlik firmanmn talimati dolayisiyla degisebilmektedir. Beslenme hem
maliyet hem de canli hayvan sagligi ve agirliginda en etkili hususlardan biridir.
Hayvana verilen yem segilirken kalitesi ile besin degerleri dikkatli bir sekilde
incelenir. Besin degerlerindeki farklilik hayvanin istenilen kesim agirligina ulagma
hizin1 da dogru orantida etkilemektedir. Hayvan ne kadar kiimeste kalirsa maliyetin
de 0 kadar artacagi g6z Oniine alindiginda siireyi kisaltmak adina yapilan
caligmalarin da yakindan takip edilmesi gerekmektedir. Bir giinliik yastaki ortalama
40-45 g olan etlik pili¢ civcivleri ¢cok kisa siirede gelisirler ve 6-7 hafta sonuna kadar
1.8-2.2 kg canl agirliga ulasirlar.

Gelisme hiz1 oncelik olarak hayvanin genetik 06zelligi, metabolizmas1 ve
fizyolojisi ile ¢cok yakindan ilgilidir. Biiyiimeyi etkileyen en 6nemli ti¢ faktor, BH,
IGF-1 ve Leptindir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Nar
Lythraceae familyasinin (Kinagiller) Punica (Punica granatum) cinsi grubunda

yer alan nar, ¢ok yillik bir bitki olup yiiksek ticari degere sahip bir meyvedir
(Goliikcii vd., 2015). Akdeniz, Bati Asya ve iran anavatani olmakla birlikte
giinimiizde ABD'nin Kaliforniya ve Arizona eyaletleri, Cin, Hindistan, Afganistan,
Kuzey Meksika, Iran, Arabistan, Sili ve Arjantin’de de yetistirilmektedir (Opara
vd., 2009; da Silva vd., 2013; Kurt ve Sahin 2013; Giindogdu vd. 2015, Ozgiiven
vd., 2015).

Fotograf 2.1. Nar.
2.1.1 Nar Uretimi

Nar iiretimi epeyce eskilere uzanmakla birlikte meyve-sebze sektoriindeki
gelisimi 2000°1i yillarla beraber biiyiik 6nem kazanmistir (Kurt ve Sahin 2013).
Ulkemiz 2000 yilinda 59 bin ton, 2010 yilinda 208,5 bin ton, 2020 yilinda 600 bin
ton ve 2023yilinda 638,8 bin ton nar iiretimine ulasmistir (TUIK, 2024).

Nar tiretiminin tabii bir sonucu olarak narin meyve suyu sanayisinde islenen
miktar1 da artmaktadir. 2010 yilinda tiretilen yaklasik 208 bin ton narin yaklasik
78,7 bin tonunun yani yaklasik %36’sinin nar suyu iiretiminde kullanildigi ve 2010
yilinda 7,5 bin ton konsantre nar suyu tiretildigi goriilmektedir (Akdag, 2011). Nar
meyvesinin %26-40’1m1 kabuk kisminin olusturdugu goz oniine alindiginda nar
suyu tiretiminde kullanilan 78,7 bin ton nardan 7,5-11,5 ton kalan kabuk-posanin
atik olarak ayrildig1 hesaplanabilir. (Ismail vd., 2012; Cam vd., 2014).



2.1.2 Narin Kimyasal Bilesimi
Polifenoller ve basit fenolik maddeler fenolik bilesikleri olusturmaktadir.

Polifenoller, flavanoidleri ve tanninleri; basit fenolik maddeler ise kumarinleri ve
fenolik asitleri igermektedir (Topkaya, 2017). Bir kisim fenolik bilesikler sebze ve
meyvelerin lezzetinin olusmasinda etkilidirler. Diger bir kismi ise sebze ve
meyvelerin sari, kirmizi, mavi ve mor tonlarinda renklerinin olugsmasinda rol
oynamaktadirlar. Fenolik bilesiklere beslenme fizyolojisi yoniinde olumlu katkilari
nedeniyle “biyoflavanoid” de denilmektedir. Narin i¢inde bulunan delfinidin,
siyanidin, pelargonidin gibi antosiyaninler ve punikalin, ellagatin ve ellagik asit
gibi fenolik bilesenlerden otiirli oldukca yiiksek antioksidan kapasitesiye sahip
oldugu bilinmektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Nar kabugu fenolik bilesikler acisindan zengindir. Bu bilesiklerin ¢ogunu
flavanoidler (antosiyanin, katesin ve diger kompleks flavanoidler) ve tanenler
(punikalin, punikalagin, gallik asit ve ellagik asit) olusturmaktadir (ismail vd.,
2012). Fenolik bilesenler antioksidan aktivite gosteren dogal bilesenlerdir.
Antioksidan agisindan zengin beslenmenin, serbest radikallerin sebep oldugu
kanser, kalp-damar rahatsizliklari, kan glikoz seviyesini koruma, sitokinlerin
(hiicrelerin birbirleriyle olan iletisimini saglayan protein ve peptidlerin bir grubu)
olusturulmasini normal oranda destekleme, dogal tiiméorleri yok eden hiicre
kapasitelerini arttirma, norolojik hastaliklar, deri hastaliklar1 gibi birgok
rahatsizliga yakalanma ihtimalini azaltma ve buna benzer faydalarinin oldugu
bildirilmektedir (Elmastas ve Gergekcioglu, 2006; Karakaya ve El, 2006; Ozkan ve
Goktiirk Baydar, 2006; Aizawa ve Inakuma, 2007; Sikora vd., 2008; Nizamlioglu
ve Nas, 2010; Yildirim vd., 2016).

2.1.3 Nar Kabugu ve Nar Kabugu Tozu
Nasr vd., (1996)’1 narin antimutajenik 6zelliginin kabugunda da bulunan ellagik

asit, ellagitannin ve gallik asitten kaynaklanabilecegi belirtmistir (Negi vd, 2003).



Fotograf 2.2. Nar kabugu ve nar kabugu tozu.

Okumus vd., (2015) nar meyvesinin igerigindeki antosiyanidinlerin yaklagik
olarak %30’unun kabuk tarafinda yogunlastigini, kabuk renginde de etkili olan bu
bilesiklerin yogunlugu meyvenin tiir ¢esit ve gelisim asamalarina bagl olarak
farklilik gosterebilecegini belirtmislerdir.

Guo vd. (2003), yaptiklar1 ¢alismada 28 farkli meyvenin kabuk, ¢ekirdek ve
piirelerinin antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada nar
piiresinin, nar ¢ekirdeginin ve nar kabugunun antioksidan aktivite degerleri demir
stilfat esdegeri olarak sirasiyla 3.10, 0.72 ve 82.11 mmol/100g olarak tespit
edilmistir. Sonucta nar kabugunun antioksidan aktivite degerinin diger meyve
kabuklari ile kiyaslandiginda oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir. Antioksidan
aktivite bazinda ytiksekten diislige dogru siralandiginda nar kabugunu ali¢ kabugu
(29.25 mmol/100g), hurma kabugu (16.69 mmol/100g), kivi kabugu (11.13
mmol/100g), kirmiz1 {izim kabugu (11.02 mmol/100g), guava kabugu (10.24
mmol/100g) ve mango kabugu (10.13 mmol/100g) izlemektedir. Sonuglarda ayrica
kirmiz1 iziim ¢ekirdeginin antioksidan aktivite degerinin 55.54 mmol/100g iken nar
kabugunun antioksidan aktivite degerinin 82.11 mmol/100g bulunmus olmas1 da
dikkat ¢ekicidir. Nar kabugunun gallik asit, ellagik asit ve punikalagin, antioksidan
aktivitelerine ek olarak basta enterik patojenler Escherischia coli, Salmonella
tirleri, Shigella tiirleri, Vibrio cholerae de dahil olmak iizere bagirsak florasi

tizerinde antibakteriyel etkiye de sahip oldugu bilinmektedir.



Ismail vd., (2012). in vitro (agarda) ve in situ (balikta) kosullarda yaptiklar1 bir
calismada nar kabugunun %80’lik methanoldeki ekstraktinin  Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherischia coli ve Yersinia
enterocolitica tlizerinde antibakteriyel etkiye sahip oldugunu bulmuslardir (Al-
Zoreky, 2009).

Tunustan temin edilen nar kabuklarini ekstrakte ederek yaptiklari calismada nar
kabugunun 216,9+7,3 mg/gr gallik aside denk polifenol, 0,310+0,045 mg/gr ellajik
tanen, 0,1174+0,001 mg/gr ellajik asit, 0,030+£0,001 mg/gr gallik asit barindirdigini
bulmuslardir. Buna ek olarak 47,46+4,11 mg/gr demir (Fe), 4,69+0,27 mg/gr bakir
(Cu) ve 32,33£2,05 mg/gr magnezyum (Mg) icerdigini de tespit etmislerdir.

Nar kabugunun toz haline getirilmis hali yiiksek antioksidan icerigi ve karaciger
gosterge degerlerinde olumlu yonde degisim meydana getirdiginden tibbi ve
aromatik bitkilerden sayilmistir.

Fareler iizerinde ve in vivo yapilan bir ¢alismada nar kabugunun tozu ve
ekstraktinin  karaciger c¢alisma diizenini iyi yonde etkiledigi bildirilmistir
(Chidambara Murthy vd., 2002). Nar ¢ekirdegi, posasi ve kabugunun iginde olan
polifenollerden olan kondense tanenlerin veya proantosiyanidinlerin; kolesteroliin
taginmasini ve safra asidi atilimini ¢ogaltarak, bagirsaktan kolesteroliin emilimini
negatif yonde etkiledigi bildirilmektedir.

Erkek fareler iizerinde yapilan ¢aligmada farelerin rasyonlarina yiiksek oranda
yag ilave edilmistir. Bu farelerin diyetlerine nar kabugu ilavesinin viicut hacmini
ve serum toplam kolestrol, trigliserit, diisiik diizey kolestrol (LDL-C), alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) degerlerini diisiirdigiini
buna karsilik yiiksek seviye kolestrol (HDL-C) degerini artirdigi sonucuna
varilmistir (Sadeghipour vd., 2014).

Histopataolojik bulgulara gore ¢ok yagl yemler ile beslenen farelerde karaciger
hasarlarmin azaldig: bildirilmistir (Abarghuei vd., 2014). ineklerle yapilan
calismada nar kabugu ekstrakti ile yapilan beslemede yemdeki azot kullanim
etkinliginin yiikseldigi, kan ve siitte iirede azalma, siitte toplam doymus yag
asitlerinde azalma goriilmiistiir. Omega6/omega3 orani, yine siitte daha fazla PUFA
birikmesini tespit etmislerdir. Nar kabugu ekstrakti ilave edilen yemle beslenen

ineklerden alinan siitiin insanlar i¢in daha yarayisli oldugunu bildirmislerdir.



2.2 Probiyotikler
Probiyotikler, gastrointestinal hastaliklarin azaltilmasin1  patojen olan

mikroorganizmalarin bagirsakta cogalmalarini ve gelismelerini onleyerek, barsak
mikro florasini dengeleyebilmekte boylece canli agirlik kazanci ve yemden
yararlanmay1 arttirmaktadir. Bunca faydasina ragmen probiyotiklerin etki sekilleri
hala karmasikligin1 korumakta ve tam anlamiyla anlagilamamistir. Probiyotiklerin
icerigindeki mikroorganizmaya, hayvana verilme miktarina, hayvanin tiirtine ve
fiziksel kondisyonuna, kotii gevre kosullart gibi hayvanda strese sebep olan bir

durum bulunup bulunmamasina gore farklilik gostermektedir.

Cesitli molekiiller i¢in temel Onciiler olarak gorev yaparlar ve canli
organizmalarin biiylimesi, gelismesi, sagligi ve homeostazisi i¢in hayati énem
tastyan metabolik ve diizenleyici roller sergilerler. Amino asitler, gida katki
maddeleri, bitki ekstraktlari, probiyotikler, protein sentezi, hiicre dongiisii, doku
onarimi, glukoneogenez, yara iyilesmesi ve bagisiklik tepkisi dahil olmak tizere

temel fizyolojik islevlerde yer alan 6nemli besinlerdir (Cai vd., 2020).

2.3 Biiyiime Hormonu
Gilinlimiizde pilicler esas olarak hizli biiyiimeye ve yiiksek yem doniigiim

oranina sahiptir bu da yemleme dongiisiiniin kisalmasina neden olur (Dixon, 2020;
Gliz vd., 2021). Piliglerin baslangic donemlerindeki beslenme ve saglik durumlari,
yasam dongiileri boyunca sagliklari tizerinde giderek daha fazla etkili olmaktadir
(Ravindran, 2021). Embriyonik gelisim doneminden kulugkadan sonraki ilk birkag
giine kadar olan donem, kiimes hayvanlarinda gastrointestinal sistem ve bagisiklik

sisteminin gelisimi i¢in kritik bir donemdir (Wang vd., 2020a).

Noy (2001), civcivlerin zorlu dis ortamla basa ¢ikmak i¢in emilebilir besinlere
daha fazla bagimli olduklarini ve ii¢ ana besin maddesinin (karbonhidratlar, protein
ve lipit) kullanim verimliliginin stirekli olarak arttigini tespit edilmistir. Buna
karsilik Van der Wagt vd. (2020), besin kaynaginin kademeli olarak i¢ yumurta
sarisindan digsal yeme dogru kaydigimi ve bu ayarlamanin dolayli olarak
civcivlerde sindirim sisteminin gelisimini destekledigini bildirmistir. Ayrica,
ekzojen besleme ne kadar geg baglatilirsa, yeni dogan civcivler tarafindan yumurta

sarisinin emilim etkinligi o kadar diisiik olur ve yumurta saris1 emilim déneminde



biiyiime ve gelisme o kadar zayif olur ve sonugta organizmanin biiylime
homeostazisi etkilenir (Proszkowiec-Weglarz vd., 2019; Wang vd., 2020b).
Giliniimiiz pili¢ tavuklar1 hizli bir biiylime orani, artan kas kiitlesi ve yiiksek yem

doniistim oran1 sergilemektedir (Zahoor vd., 2017).

Ayrica bu kuslar yiiksek bir metabolizma hizina sahiptir, diisiik 1s1 dagitma
kabiliyetine sahiptir, zayif 1s1 toleransina sahiptir ve c¢evre sicakligindaki
degisikliklere karsi1 olduk¢a hassastir (Uyanga vd., 2022). Is1 stresi kanatl {iretimini
etkileyen onemli bir ¢evresel stres etkenidir. Kanatlilarin biiyiimesi, iiretkenligi,

saglig1 ve refahi iizerinde ciddi zararl etkilerle iliskilidir (Saeed vd., 2019).

Is1 stresi, glikoz, insiilin, protein, toplam kolesterol ve trigliserit gibi kan
bilesenlerinin konsantrasyonundaki 6nemli degisikliklerle kendini gdsteren besin
metabolizmasin1 degistirir (Wang vd., 2021). Is1 stresinin bu metabolitler

tizerindeki etkileri, termal yiikiin biiyiikliigii ve siiresi ile iligkilidir (Nawaz vd.,

2021).

Bu nedenle kan biyokimyasal profilinin incelenmesi viicudun fizyolojik
durumu hakkinda kisa ve 6z bilgiler saglar (Chand vd., 2018).

Yapilan bir¢ok deneysel calismada, kiimes hayvani liretiminde sicaklik stresini
azaltmak i¢in Onlemler Onerilmistir. Belirli amino asitlerin kullanimini igeren
beslenme  modifikasyonunun = benimsenmesinin, 1s1  stresi  etkilerinin
hafifletilmesinde faydali oldugu kanitlanmistir (Kalvandi vd., 2019; Attia vd.,
2020; Dioninizio vd., 2021).

Gida takviyesi, metabolik bozukluklarin iyilestirilmesinde ve protein sentezi ve
kas biiylimesi i¢in gerekli metabolik doniisiimlerin arttirilmasinda faydalidir (Wu,
2013; Uyanga vd., 2022). Protein sentezi ve protein par¢alanmasi birden fazla yolla
diizenlenir, dyle ki protein sentezi oranindaki net artis iskelet kas1 hipertrofisine
neden olur (Zuo vd., 2015). Biiyiime siireglerinin diizenlenmesi, somatotropik
eksenin 6nemli bir rol oynadigi ¢esitli hormonlarin karmasik etkilesimini igerir (Del

Vesco vd., 2015).



Biiyiime hormonu (BH) dogrudan biiyiime yanitlarin1 diizenler ve dolasimdaki
toplam GH'in 6nemli bir orant (~%50) biiylime hormonu baglayici proteinler

tarafindan bir komplekse baglanir (Baumann, 2002).

Dahasi, bir¢ok c¢alisma 1s1 stresinin etlik piliclerde biiylime performansini,
amino asit metabolizmasini, protein sentezini ve iskelet kast gelisimini olumsuz

etkiledigini ortaya koymustur (Ma vd., 2018; Li vd., 2021; Ma vd., 2021).

24 IGF-1
Hayvanlarda biiyiime ve metabolizma temel olarak biiylime hormonuna (GH)

baglidir (Jiang, 2001). GH'nin etkilerine biiyiime hormonu reseptorleri (GHR)
aracilik eder. Bu reseptorler karacigerde mevcuttur (Herington vd., 1976). Dolasim
sistemine giren GH, IGF-I'in salinmasi ve sentezi i¢in sinyal veren karaciger
tizerinde dogrudan etkiye sahiptir (Switonski, 2002). Ayrica Gasparino vd., (2014),
daha yiiksek biiylime oranlarina sahip kuslarin, diisiikk biiyiime oranlarina sahip
kusglara gore karaciger ve kaslarinda daha yiiksek diizeyde GHR ekspresyonuna

sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 2.1. Karaciger dokusunda IGF-1 geninin ekspresyon seeviyesi.

[ran’da yapilan bir ¢alismada, kuluckahaneden agirlik ortalamas1 44,3+0,4g
olan 300 adet 1 giinliilk Ross 308 civcivi alinmis. Deneme deseni 100 civcivden
olusan 3 muamele seklinde planlanmistir. Her muamele 4 alt gruba ayrilmstir.

Calisma 6 hafta siirdiiriilmiistiir. Muameleler kontrol grubu, dogal LAB grubu ve



ticari LAB grubu olarak belirlenmistir. Escherichia coli popiilasyonlar1 énemli
Olciide azalirken (P<0.04) probiyotik ilave edilen gruplarda karaciger dokusunda
IGF-1 geninin ekspresyonu kontrol grubuna goére Onemli Olgiide artmistir
(Salehizadeh, 2019).

Beyaz ve kahverengi suslardan 240’ar adet 1 gilinlik Japon bildircinlarinin
kullanildig1 bir ¢alismada hayvan materyali 4 muamele ve 6 alt grup seklinde
ayrilmistir. Bildircinlarin rasyonlarina %0, %3, %6 ve %9 oraninda nar kabugu tozu
katilmistir. Calisma 42 giin siirmiistiir. %3 ve %6 nar kabugu tozu ilaveli yemle
beslenen beyaz bildircinlarda hepatik GHR geninin ekspresyon seviyesi daha
yiiksek bulunmustur. Hepatik IGF-1 geninin ekspresyonu, %6 ve %9 nar kabugu
tozu diyetiyle beslenen kahverengi bildircinlarda 6nemli Slgiide (P<0.05) daha
yiiksek bulunmustur. %6 nar kabugu tozu diyetiyle beslenen bildircinlarin deneme
sonunda en yiiksek canli agirliga sahip olmasi nedeniyle ekspresyon seviyesi
fenotip sonuglartyla uyumludur (Kamel, 2021). Sonug olarak besleme diizeyi, besin
kullanimini ve biiyiime performansini artirabilecek onemli bir faktor olarak
diistintilebilir

Ayrica insiiline benzeyen biiyiime faktorii-1 (IGF-1), hiicre biiyiimesini,
hayatta kalmasini, olgunlagmasini, ¢ogalmasini ve protein anabolizmasini tesvik
etmek i¢cin GH'nin asagisinda hareket eden 6nemli bir hormondur (Laron, 2001;
Barclay vd., 2019).

Bununla birlikte, 1s1 stresi gibi kosullar altinda, GH ve IGF-1 tiretimi bozulur
ve artan termal yiike karsi homeoretik bir ayarlama olarak GH-IGF ayrilmasina
neden olur (Rhoads vd., 2010).

Bunun yami sira argininin, insiilin, GH ve IGF gibi temel biiylime
faktorlerinin kana salinmasini uyarma kapasitesi sayesinde hiicre ve doku
biiyiimesini destekleyebildigi de rapor edilmistir (Chromiak, 2002; Oh vd., 2017).

Aragtirilan diger hormonal diizenleyiciler arasinda cAMP, insiiline benzeyen
bliylime faktorii (IGF) I, biiyiime hormonu ve testosteron bulunmaktadir

(Considine, 1997; Murakami, 1995)

2.5 Leptin
Leptin, proteinden olusan bir hormondur ve yem aliminin kontroliinde, enerji

homeostazinin ve yag birikiminin diizenlenmesinde ve ayrica 1994 yilinda

kesfedilen beslenmeye adaptasyonda 6nemli roller oynar. Leptin, hayvanlarin eksik
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beslenme karsisindaki adaptasyonunu saglayarak istahin, enerjinin birikiminin ve
harcanmasinin diizenlenmesinde ve iireme-bagisiklik sistemlerinde dogal bir

Ozellik gosterir. Viicut agirligiin leptin tarafindan dengelendigi bildirilmistir.

Leptinin sentez ve salgilanmasinin diizenlenmesi, yag hiicrelerinin miktariyla
dogru orantili olarak degisir. Leptin seviyesi beslenme, fizyolojik ve endokrin
faktorler lizerinde etkilidir. Son yillarda hayvancilik alaninda yapilan o6zel
calismalar, leptinin etkilerinin dikkat ¢ekici oldugunu ileri stirmiistiir. Ghrelin ve
leptin organizmalarda geri bildirimle etki eder ve viicut agirligi bu sekilde kontrol
edilir. Her iki hormon seviyesi de organizmada birkag faktdre bagli olarak ayarlanir.

Hormon seviyeleri birbirine zit yonlerde degisebilir.

Son yillarda gastrointestinal sistem tarafindan iiretilen ghrelin hormonunun
leptin ile beraber sinir sistemindeki ©zel ndronlart etkileyerek enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol aldigir bildirilmistir. Leptinin aksine

ghrelinin istah agic1 ve yag toplamini yiikseltici 6zellikleri oldugu bildirilmektedir.

Ghrelin ve leptin, “Ying-Yang” prensibi mekanizmasi dahilinde canlida
gorev yapmaktadirlar. Diger bir degisle hipotamusta bulunan Y néronlar1 yardimi
ile grelin/leptin derisimleri “feed back mekanizmasiyla kontrol edilmekte ve viicut
kiitlesi de bu yolla kontrolde tutulmaktadir. Her iki hormonun seviyeleri aglik-
tokluk, glukoz ve diyet, insulin, barsak hormonlari, parasempatik hareket, yas,
gebelik, asir1 kilo, cinsiyet, polikistik over sendromu, enerji seviyesi, insiilin direnci
ve diabetes mellitus, GH eksikligi, akromegali, hipo ve hipertiroidizm, neonatal
donem ve bazi néroendokrin gastrointestinal tiimorler gibi faktorlerle etkili olarak
ayarlanmaktadir. Intraserebroventrikiiler olarak leptin verildiginde, arteriyal
basingta artma, ghrelin verildiginde ise azalma gosterdigi tespit edilmistir
(Kiigiikkurt, 2015).

Polipeptit bir hormon olan leptin memelilerde gida aliminin
diizenlenmesinde, enerji metabolizmasinda ve iliremede 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Leptin, memeli adipositleri tarafindan salgilanir ve yag depolanmasi
i¢cin hormonal bir algilama mekanizmasi olarak iglev goriir (Brunner, 1997; Gura,

1997).
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Adipositler, yag depolamasi arttik¢ca daha fazla leptin iiretip salgilar, beyne
gida alimimi azaltmasi ve enerji harcamasii artirmasi i¢in sinyal gonderir. Bu
mekanizmanin homeostatik dogas1 son birkag yilda bir¢ok c¢alismaya konu
olmustur. Yapilan calismalarda insiilinin leptin ekspresyonunu diizenlemedeki
roliinii arastirmugtir. Insiilinin kemirgenlerde ve insanlarda leptin mRNA'sin1 ve
dolagimdaki leptin seviyelerini arttirdigir gosterilmistir (Cohen, 1996). Ayrica
glukokortikoidlerin kemirgenlerde ve insanlarda leptin mRNA'sin1 ve dolagimdaki
leptin diizeylerini artirdig1 rapor edilmistir (Reul, 1997). Ostrojenin siganlarda ve
insanlarda leptin iiretimini arttirdig1 rapor edilmistir (Shimizu, 1997).

Obez geni tarafindan kodlanan polipeptit hormonu olan leptinin, yag dokusu
tarafindan salgilandigi ve memelilerde toklugu uyardigi ve enerji tliketimini
arttirdign  gosterilmistir. Etlik piliglerin karaciger ve yag dokularinda leptin
homologunun varlig1 gosterilmistir. Leptin ekspresyonu ayrica tavuk embriyonik
doneminde karacigerinde ve yumurta sarisinda da tespit edildi.

Tavuklarda hormon tedavisinin leptin ekspresyonu iizerindeki etkileri de
arastirllmis ve karacigerdeki leptin ekspresyonu insiilin ve deksametazon ile
artarken, glukagon ve Ostrojen ile azalir. Higbir tedavide adipoz dokuda leptin
ekspresyonu indiiklenmezken, yalnizca 6strojen adipoz ekspresyonunu azaltmustir.
Karaciger ve yag dokusu iizerindeki farkli etki, tavuklardaki adipositlerin
maksimum oranda leptin eksprese ettigini veya ekspresyon diizenleme
mekanizmasiin karacigerden farkli oldugunu diisiindiirmektedir. Tavuklarda
gozlenen leptin ekspresyonunun lokalizasyonu ve hormon tedavilerinin leptin
ekspresyonu tizerindeki dokuya 6zgii etkileri, leptin ile kus lipid metabolizmasi
arasinda bir iliskiye isaret edebilir (Ashwell, 1999).

Bu ¢aligmalar, leptin mRNA ekspresyon seviyeleri ile dolasimdaki leptin
konsantrasyonlar1 arasindaki dogrudan iligkiyi gostermistir. Ayrica bu caligmalar
leptin ekspresyonunun enerji alimina ve hormonal ¢evreye duyarli oldugunu kesin
olarak gostermistir. Hem karacigerde hem de yag dokusunda leptin ekspresyonu,
kuslarin yem alimi ve enerji harcamasinin leptin diizenlenmesi i¢in memelilerden
farkli bir mekanizmaya sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kuslarda leptin ekspresyonunun diizenlenmesini arastirmak icin, etlik
piliclerde leptin ekspresyonunu modiile etmeye yonelik ¢esitli hormon tedavilerinin

etkisini arastirdik.
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Tavuk metabolizmasi, yiiksek kan sekeri seviyesi (2 g/l), eksojen insiilinin
zayif hipoglisemik etkisi ile hiperinsiilinemi agisindan dikkate degerdir (Simon,
1993). Bu ozellikler ob/ob farelerinde agiklananlara benzemektedir. Tavuk ayni
zamanda memelilerle karsilastirildiginda yiiksek karaciger lipogenezi aktivitesi ile
karakterize edilir (Simon vd., 1991). Leptin geni ¢ok sayida memeli tiiriinden
klonlanmis olsa da ger kus kaynagindan izole edilmemistir.

Friedman vd. (Zhang vd., 1994), (P32) etiketli fare leptin probu ile tavuk
genomik DNA's1 kullanildiginda Southern blotta zayif bir pozitif sinyal
gostermistir. Tavuk leptini cDNA's1, karacigerde ve yag dokusunda lokalize bir
ekspresyonla memeli homologuna yiiksek bir homoloji gostermektedir. Hepatik
ekspresyonun biiylik olasilikla bu organin kus tiirlerinde lipojenik aktivitede
oynadigi birincil rol ile iligkili olmasi dikkat ¢ekici olmaktadir. Memelilerde oldugu
gibi tavuk leptini ekspresyonu hormonal ve beslenme durumuna goére diizenlenir.
Bu diizenleme dokuya ozgiidiir ve karacigerde yag dokusuna gore yiiksek
hassasiyete sahiptir.

Kan leptin seviyeleri beslenme durumu tarafindan diizenlenir ve tokluk
durumundaki seviyeler agliga gore daha yiiksek olmaktadir. Rekombinant tavuk
leptini, memelilerde bildirildigi gibi gida alimini belirgin sekilde inhibe eder, bu da
hipotalamik bir leptin reseptoriiniin varhigini diisiindiirmektedir. Tavuk leptin
reseptOrii tanimlanmistir ve tiim fonksiyonel motifler, memeli homologlarina
kiyasla yiiksek oranda korunmustur. Tavuk leptin reseptorii hipotalamusta eksprese
edilir ve ayrica leptinin insiilin sekresyonunu inhibe ettigi pankreas gibi diger
dokularda da eksprese edilir ve dolayisiyla bu tiirde besin kullaniminin
diizenlenmesinde anahtar rol oynayabilir (Dridi, 2001). Kiimes hayvanlarinda,
hayvanin hizli biiylime hizi, toplam viicut metabolizmasinin bozulmasiyla iliskili
asir1 viicut yagina ve lireme fonksiyonlarinda ve kas gelisiminde bozukluklara yol
acarak diisiik performans ve yiiksek Oliim oranlarina yol agmustir. Tavuk
metabolizmasi, yiiksek kan sekeri seviyesi (11 mM) ve heterolog insiilinin zayif
hipoglisemik etkisi ile dikkat ¢ekicidir.

Tavuk ayn1 zamanda memelilere (Richards, 2000; Fried, 2000) ve lipemik
plazmaya kiyasla yiiksek karaciger lipojenik aktivitesiyle de karakterize edilir. Bu
baglamda, bu tiirde viicut enerjisini ve yaglanmay1 kontrol eden mekanizmalarin

anlasilmasi ¢ok onemlidir. Bu nedenle tavukta leptini iceren besin alimi ve enerji
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harcamasini diizenleyici mekanizmalarin anlasilmasi, yonetim ve refah konularinin
iyilestirilmesine katkida bulunabilir.

Akbalik (2019), immunohistokimyasal yontemler ile kekliklerin bagirsak
yilizeyinde peptit hormonlarinin lokalizasyonu, ekspresyonu ve olasi fizyolojik
gorevlerini ortaya koymak amaciyla yiiriittiikleri ¢calismada amaglarinin ghrelin,
leptin ve obestatin ekspresyonunun kanatli bagirsaklarinda bu faktérlerin var
oldugu, dagilimlar1 ve fonksiyonel iliskileri ile ilgili verilerin sinirlt olmasi etkili

olmustur.

Kekliklerin bagirsak bolmelerinde ghrelin, leptin ve obestatinin degisik
konsantrasyonlarda ancak ghrelinin diiz kas hiicrelerinde, obestatinin sadece
luminal ve kript epitel hiicrelerinde, leptinin luminal ve kript epitel hiicrelerinde ve
kan damarlarinda belirli olarak lokalize oldugu tespit edildi. Bu yiizden ¢aligilan
metabolik parametrelerin  kekliklerin metabolizmasi, beslenmesi ve enerji
ihtiyaglarinin diizenlenmesinde bazi gorevler alabilecegi disiiniilmektedir. Ek
olarak yapilan g¢alisma, peptit hormonlarinin bagirsagin tiim bdliimlerinden de
salgilanabilecegini gostermistir. Bununla beraber ghrelin, leptin ve obestatinin
kanathi bagirsagindaki tam gorevini agiklamak icin daha ¢ok calismaya ihtiyac

oldugu disiiniilmektedir (Akbalik, 2019).

Literatiirde leptinin gastrointestinal kanal mukozasinda biiylimeyi uyarici etki
etmedigini gosteren birtakim deliller olmasiyla beraber, birgok ¢alismada leptinin
gastrointestinal kanala besin ile ilgili bir faktor olarak etki ettigini, ekzojen olarak
verildiginde ise bagirsak epitel hiicre ¢ogalmasini uyarabildigini gdstermistir.
Bununla beraber yeni dogan memeli hayvan yavrusunda leptinin, bagirsak mukoza
morfometrisinin  biiyiimesinde, mukoza epitel hiicrelerinin  artmasinda,
enterositlerin firgamsi kenar sinirindaki enzimatik aktivitede tetkleyici bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Son raporlar, memelilerin duodenum, jejunum, ileum
ve colon’undaki enterositlerinde, kanatlilarin da gastrointestinal kanalindaki epitel
katmaninda leptin immiinoreaktivitesini isaret etmistir. yapilan ¢alisma, leptin
ekspresyonunun ozellikle luminal ve kript epitel hiicrelerinde daha kuvvetli
oldugunu gostermistir. Boylece leptinin enerji istegi ve/veya beslenme gibi
aktivitelerin diizenlenmesinde onemli gorevi oldugu ileri siiriilebilir (Akbalik,

2019)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Doku Materyali

Bu calismada kullanilan serum materyali, Bolu Abant Izzet Baysal

Universitesi Hayvan Arastirmalari Yerel Etik Kurulundan 2022/16 saysi ile etik

izin alinmig “Broyler Rasyonlarina Nar Kabugu Tozu ve Probiyotik Ilavesinin

Biiyiime Performansi Uzerine Etkisi” yiiksek lisans tezinde kullanilan etlik

pili¢lerden alinmistir.

Doku 6rnegi alinan etlik piliclerin yetistirilme kosullar1 asagida belirtilmistir.

3.2 Deneme Hayvanlarinin Bakimi ve Beslenmesi

Hayvanlarin Barinma Kosullari

>

Calisma oOncesi etlik pili¢lerin barindirilacagt yer ve kullanilacak
ekipmanlar temizlenerek dezenfekte edilmistir. Calisma siiresince

biyogiivenlik ve hijyen kurallarina azami 6l¢iide uyulmustur.

Kiimes sicakhigi giin icerisinde diizenli araliklarla kontrol edilmistir. ilk
hafta boyunca ortam 1sis1 33-35°C olarak uygulanmis, bu 1s1 son iki haftaya
kadar olan doneminde 22-24°C diizeylerinde, son iki hafta icerisinde ise

20°C’ye kadar diistiriilmiistiir.

Gece ve giindiiz arasinda olusan sicaklik farkinin kiimese yansimamasi

saglanmstir.
Caligma boyunca 24 saat aydinlatma saglanmistir.
Civciv donemi boyunca kafeslerde bulunan nipelli suluklar kullanilmistir.

Kafeslerin {izerinde bulunan su depolar1 diizenli olarak kontrol edilmistir.

Calisma boyunca hayvanlara temiz ve taze su saglanmistir.
Yemler her kafesin 6niinde bulunan 6zel yemliklerle verilmistir.

Hayvanlarin digkilari, kafes altinda yer alan tavalarda biriktirilmis ve

temizlik islemi tavalarin giinliik temizligi seklinde olmustur.
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» Hayvanlarin bakim ve besleme islemleri ile birimin ve kafeslerin

temizliginin giinliik olarak yapilmustir.

Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Aragtirmada gruplar Tesadif Parselleri Deneme Desenine gore 4 gruba

ayrilmistir. 96 adet 1 giinliik yastaki etlik civcivler, 6 tekerriirden olusan ve her

tekerriir grubunda 4 hayvan bulunacak sekilde diizenlenmistir.

Bu gruplar;

» Grup 1 (Kontrol Grubu) n=24; Normal yem.

» Grup 2 (Probiyotik Grubu) n=24; Normal yem + 1,5 gr/ kg probiyotik mix.

» Grup 3 (Nar Kabugu tozu 3 gr/kg yem Grubu) n=24; Normal yem + 3 gr nar

kabugu tozu / kg yem.

» Grup 4 (Nar Kabugu tozu 3 gr/kg + 1,5 gr/kg probiyotik mix yem Grubu)

n=24; Normal yem + 3 gr nar kabugu tozu / kg yem + 1,5 gr/ kg probiyotik

mix

Yem Materyali: Etlik civciv igin onerilen besin madde ve enerji ihtiyaclarini

karsilayacak sekilde 42 giin siireyle etlik civciv ve etlik pili¢ yemi verilmistir.

Deneme boyunca kullanilan yemler 6zel bir yem fabrikasindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan yemler ve besin madde kompozisyonlar1 Tablo 3.1.°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan etlik pili¢ yemleri ve besin madde

kompozisyonlari.

Kuru Ham Ham Ham Ham Ca P ME,

madde protein seliilloz yag  Kiil kcal/kg
Etlik Civciv 89,90 22,50 3,10 660 6,00 093 0,62 3050

Baslangi¢ Yemi
Etlik civciv 89,38 21,00 3,10 920 502 0,78 062 3124
yemi

Etlik pilic yemi 90,04 20,00 300 99 475 0,73 057 3205
Kesim oncesi 89,93 20,00 300 99 47 0,73 057 3220

etlik pili¢c yemi
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Deneme Hayvanlarin Beslenmesi ve Deneme Siiresi: Deneme Bolu Abant
izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlar: Merkezi Kanatli Arastirma Unitesinde
yiriitillmiistir. Deneme boyunca ad libitum yemleme yapilmistir. Su her kafes

bolmesindeki iki adet nipel sulukla saglanmistir. Deneme 42 giin siirdiirilmiistiir.
Kan Parametreleri

42. giinde kesim sirasinda hayvanlardan kan alinarak jelli tiipe konulmus
4000 rpm de 15 dk santrifiij yapilarak serumlar elde edilmis ve bunlar -80°C’de

calisilincaya kadar saklanmistir.
Elisa Kitleri

Serumlarin analizinde ELK Biotechnology markasi ve Cat: ELK2724,
ELK2035, ELK5559 katolog numarali Leptin, IGF-1 ve Biiyiime Hormonu elisa

kitleri kullanilmistir.

Elisa Testinin Prensibi

Bu kitte Sandvi¢ enzim immiinoassay test prensibi uygulanmaktadir. Bu Kitte
saglanan mikrotitre plakasi, Tavuk LEP', IGFlve BH’a 6zgii bir antikorla daha
oncesinden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler, uygun mikrotitre plakasi
kuyularina eklenir ve ardindan Tavuk LEP, IGFlve BH’a 'ine 6zgii bir biyotin
konjuge antikor eklenir. Daha sonrasinda, her bir mikro plaka kuyusuna
Horseradish Peroxidase (HRP) ile konjuge Avidin eklenir ve inkiibe edilir. TMB
substrat ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, yalnizca Tavuk LEP, biyotin konjuge
antikor ve enzim konjuge Avidin igeren kuyular renk degisikligi gosterecektir.
Siilfiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle enzim-substrat reaksiyonu bitirilir ve renk
degisimi, 450 nm + 10 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢iiliir.
Numunelerdeki Tavuk LEP konsantrasyonu, standart egriyle numunelerin OD'sinin
karsilastirilmas: sonucu belirlenir.

Caligmada kullanilan serumlardaki biiylime faktorlerini tespit etmek amaciyla
Elisa reader olarak; Heales marka Cat.No: MB580 cihazi kullanilmistir.

Reaktif Hazirlama

1. Kullanmadan once tiim kit bilesenleri ve 6rnekleri oda sicakligina (18-
25°C) getirildi. Kiti kullanmadan 6nce tiim bilesenlerin ¢oziildiigiinden ve iyice

karistirildigindan emin olundu.

17



2. 25x Yikama Tamponu ¢ift damitilmis su ile 1% Yikama Tamponuna
seyreltildi.

3. Standart Calisma Soliisyonu - Standardi 1000 x g'de 1 dakika
santrifiijlendi. Standardi 1,0 mL Standart Seyreltici Tamponla yeniden olusturuldu,
oda sicakliginda 10 dakika tutuldu, hafif¢e c¢alkalandi. Stok soliisyonundaki
Standardin konsantrasyonu 2000 pg/mL'dir. 0,5 mL Standart Seyreltici Tampon
igeren 7 tiip hazirland1 ve Seyreltilmis Standardi kullanilarak asagidaki resme gore
cift seyreltme serisi tiretildi. Her tiip bir sonraki transferden 6nce iyice karistirilmasi
icin ¢ozelti birkag kez yukar1 asagi pipetlendi. 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL gibi 7 Seyreltilmis
Standart nokta ayarlandi ve Standart Seyreltici iceren son EP tiipleri 0 pg/mL olarak
bos birakildi. Deneysel sonuglarin gecerliligini garantilemek icin her deney icin
yeni Standart Cozeltiyi kullanildi. Standardi yiiksek konsantrasyondan diisiik
konsantrasyona seyreltirken her seyreltme igin pipet ucunu degistirildi.

500pL 500uL  500uL  500pL  500pL  500pL

/#fxf\/\f\/\

Standart \J l l l | \ ' ’ l

pg-ng/ml 2000 1000 500 250 125 62.5  31.25

Sekil 3.1. Standart hazirlnmasi

5. 1x Biyotinillenmis Antikor ve 1x Streptavidin-HRP - Kullanmadan 6nce
stok Biyotinillenmis Antikor ve Streptavidin-HRP'yi kisaca dondirildi ve
santrifiijlendi. Bunlar1 sirasiyla Biyotinillenmis Antikor Seyreltici ve HRP
Seyreltici ile ¢alisma konsantrasyonunun 100 katina seyreltildi.

Ornek Hazirlama

1. Kullanmadan O©nce tim malzemeler ve hazirlanan reaktifleri oda
sicakligina getirildi. Siselerin i¢inde kopiik olusmamasina dikkat edilerek tim
malzemeler iyice karigtirilda.

2. Tiim testte kullanilan olas1 6rnek miktar1 hesaplandi.
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Analiz Prosediirii

1.

Seyreltilmis Standart, Bos ve Ornek i¢in kuyucuklar belirlendi. Standart
icin 7, Bos icin 1 kuyucuk hazirlandi. Uygun kuyucuklara her birinden
100 puL Standart Calisma Cozeltisi veya 100 p L 6rnek eklendi. Plaka
Kapagi ile kapatildi. 37°C'de 80 dakika inkiibe edildi.

Her bir kuyucugun sivist dokiildii. Soliisyonu aspire edildi ve her bir
kuyucuga 200 uL 1x Yikama Soliisyonu eklendi ve 1-2 dakika bekletildi.
3 kez tamamen yikandi. Son yikamadan sonra kalan yikama tamponu
aspire edilerek veya bosaltilarak ¢ikartildi.

Her kuyuya 100 pL Biyotinillenmis Antikor Calisma Soliisyonu eklendi,
kuyularin iizerini kapatildi ve 37°C'de 50 dakika inkiibe edildi.

2. adimda gerceklestirilen aspirasyon, yikama islemini toplam 3 kez
tekrarlandu.

Her kuyuya 100 pL Streptavidin-HRP Calisma Soliisyonu eklendi,
kuyular1 plaka kapatici ile kapatildi ve 37°C'de 50 dakika inkiibe edildi.
2. adimda gergeklestirilen aspirasyon, yikama islemi toplam 5 kez
tekrarlanda.

Her kuyuya 90 uL. TMB Substrat Soliisyonu eklendi. Karanlikta 37°C'de
20 dakika inkiibe edildi (30 dakika asilmamalidir). Sivi, TMB Substrat
Soliisyonu eklendiginde maviye donmiistiir.

Her bir kuyuya 50 pl. Durdurma Reaktifi eklendi. Sivi, Durdurma
Reaktifi eklendiginde sartya donmiistiir.

Plakanin altindaki herhangi bir su damlasi ve parmak izi silindi ve sivinin
ylizeyinde kabarcik olmadigi dogrulanarak mikroplaka okuyucuda 450

nm'de 6l¢iim yapildi.

3.3 lstatistik Analizler

Calismadaki muameleler icin istatistiki hesaplamalar ve gruplar arasindaki

ortalama degerlerin farkliliklarin 6nem derecesi i¢in one way anova metodu

yapilmis posdoc olarak ise LSD testi uygulanmistir. p<0.05 degerleri anlamli kabul

edilmistir.
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Rasyonlarina nar kabugu tozu, probiyotik ile nar kabugu tozu ve probiyotik
karigimi ilave edilen etlik pili¢lerden kan dokusu alinarak santrifiij islemi sonrasi
serumlar elde edilmistir. Elisa yontemi kullanilarak serumlardaki biiytime faktorleri
tespit edilmistir. Biiylime faktorii olarak biiylime hormonu (BH), insiilin bezneri
bliylime faktorii (IGF-1) ve leptin lizerinde durulmustur. Elisa yontemiyle analiz

edilen serumlardaki IGF-1 faktériine ait hesaplama sonuglar1 Tablo 4.1°de yer

almaktadir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

Tablo 4.1. IGF1 elisa ¢alismalart sonucu yapilan hesaplamalar

Grup Isimleri SIRA Ornek Isimleri OD | OD-BLNK EXP IGF-1 (ng/mL)

STANDARTLAR 1 STD1 2.49 2.42 10.00 9.87
2 STD2 1.90 1.82 5.00 5.03

3 STD3 1.54 1.46 2.50 2.88

4 STD4 1.17 1.09 1.25 1.30

5 STD5 0.80 0.72 0.63 0.35

6 STD6 0.62 0.54 0.32 0.11

7 STD7 0.35 0.28 0.16 0.03

8 STD8 0.07 0.00 0.00 0.29

K GRUBU 1 K1 0.80 0.72 * 0.35
0.80 0.73 * 0.36

2 K2 0.79 0.71 * 0.33

0.80 0.73 * 0.35

3 K3 0.77 0.70 * 0.31

0.77 0.70 * 0.31

4 K4 0.77 0.69 * 0.30

0.80 0.73 * 0.36

5 K5 0.75 0.68 * 0.28

0.74 0.66 * 0.25

6 K6 0.84 0.77 * 0.43

0.79 0.71 * 0.33

PR GRUBU 7 PR1 0.76 0.68 * 0.28
0.75 0.68 * 0.27

8 PR2 0.76 0.69 * 0.29

0.79 0.71 * 0.33

9 PR3 0.74 0.67 * 0.26

0.74 0.66 * 0.25

10 PR4 0.75 0.68 * 0.28

0.76 0.69 * 0.29

11 PR5 0.76 0.69 * 0.29
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Tablo 4.1."in devama.

0.75 0.67 * 0.26

12 PR6 0.74 0.67 * 0.26
0.76 0.68 * 0.28

NK GRUBU 13 NK1 0.73 0.66 * 0.25
0.73 0.65 * 0.24

14 NK2 0.73 0.66 * 0.24
0.74 0.66 * 0.25

15 NK3 0.77 0.69 * 0.30
0.76 0.69 * 0.29

16 NK4 0.80 0.73 * 0.36
0.83 0.76 * 0.41

17 NK5 0.74 0.67 * 0.26
0.73 0.66 * 0.24

18 NK6 0.77 0.70 * 0.30
0.78 0.70 * 0.31

PR+NK GRUBU 19 PR+NK1 0.75 0.68 * 0.27
0.74 0.67 * 0.26

20 PR+NK2 0.76 0.69 * 0.29
0.80 0.73 * 0.35

21 PR+NK3 0.77 0.69 * 0.29
0.76 0.68 * 0.28

22 PR+NK4 0.77 0.70 * 0.30
0.77 0.69 * 0.30

23 PR+NK5 0.79 0.72 * 0.34
0.80 0.72 * 0.35

24 PR+NK6 0.84 0.77 * 0.42
0.87 0.79 * 0.48

— 2
IGF-1 (ng/mL) Y= 22909 -15777x+0,2899
R?=0,9954

12,00
10,00 o
8,00

6,00

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
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Sekil 4.1. IGF-1 konsantrasyonu

Elisa yontemi kullanilarak analiz edilen serumlardaki Leptin faktoriine ait
sonuglar Tablo 4.2°de goriilmektedir.

Tablo 4.2. Leptinin elisa ¢aligmalari sonucu yapilan hesaplamalar

Grup Isimleri Sira Ornek Isimleri OD | OD-BLNK EXP LEP (pg/mL)
STANDARTLAR 1 STD1 1.56 141 2000.00 2010.51
2 STD2 1.15 1.00 1000.00 930.95
3 STD3 0.94 0.79 500.00 537.49
4 STD4 0.79 0.65 250.00 330.42
5 STD5 0.52 0.37 125.00 79.29
6 STD6 0.43 0.28 62.50 36.66
7 STD7 0.29 0.15 31.25 10.41
8 STD8 0.15 0.00 0.00 3291
K GRUBU 1 K1 0.78 0.63 * 312,01
0.77 0.63 P~ 304.63
2 0.74 0.59 * 261.84
K2
0.74 0.59 * 264.07
3 0.76 0.61 & 289.22
K3
0.74 0.59 ¥ 263.06
4 0.73 0.59 * 257.63
K4
0.73 0.58 * 254.56
5 0.76 0.61 * 288.51
K5
0.74 0.59 * 265.63
6 0.74 0.59 * 265.07
K6
0.74 0.59 * 266.75
PR GRUBU 7 PRI 0.74 0.60 * 272.28
0.74 0.59 * 262.40
8 0.70 0.55 * 222.10
PR2
0.71 0.56 * 234.41
9 0.76 0.61 * 288.28
PR3
0.72 0.58 * 250.31
10 0.71 0.57 * 237.56
PR4
0.71 0.56 * 233.88
11 0.70 0.55 * 225.17
PR5
0.71 0.57 * 237.35
12 0.69 0.54 * 210.34
PR6
0.69 0.54 * 212.82
NK GRUBU 13 NKL 0.81 0.66 * 353.12
0.78 0.64 * 316.65
14 0.73 0.59 * 260.51
NK2
0.73 0.58 * 253.14
15 0.76 0.62 * 294.15
NK3
0.72 0.57 * 240.85
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Tablo 4.2.°nin devami.

16 0.71 0.56 * 235.14
NK4
0.72 0.57 * 246.42
17 0.77 0.62 * 302.35
NK5
0.78 0.63 * 314.82
18 0.72 0.58 * 248.90
NK6
0.75 0.60 * 275.69
PR+NK GRUBU 19 0.74 0.59 * 266.75
PR+NK1
0.71 0.57 * 236.83
20 0.71 0.56 * 231.27
PR+NK2
0.72 0.57 * 241.17
21 0.75 0.60 * 273.98
PR+NK3
0.75 0.60 * 273.87
22 0.71 0.56 * 230.33
PR+NK4
0.70 0.55 * 224.25
23 0.73 0.58 * 251.18
PR+NK5
0.71 0.56 X 233.88
24 0.72 0.57 < 243.84
PR+NK6
0.74 0.60 * 271.15

LEP (pg/mL)  v=1226,9¢-333,59x+ 32,909
R? =0,9949

2500,00
2000,00 X 4
1500,00

1000,00 o

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
Sekil 4.2. Leptin Konsantrasyonu

Biiyime hormonunun Elisa yontemiyle analiz sonuglar1 Tablo 4.3.’te yer

almaktadir.
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Tablo 4.3. BH’ nin elisa ¢aligmalar1 sonucu yapilan hesaplamalar

Grup Isimleri Sira Ornek Isimleri OD | OD-BLNK | EXP BH (ng/mL)
Standartlar 1 STD1 1.57 1.41 10.00 10.00
2 STD2 1.17 1.01 5.00 4.97
3 STD3 0.90 0.74 2.50 2.53
4 STD4 0.70 0.54 1.25 1.27
5 STD5 0.54 0.38 0.63 0.58
6 STD6 0.48 0.33 0.32 0.39
7 STD7 0.33 0.17 0.16 0.08
8 STD8 0.16 0.00 0.00 0.04
K Grubu K1 0.72 0.56 * 1.38
K2 0.69 0.53 * 1.23
K3 0.73 0.57 * 1.46
K4 0.69 0.53 * 1.22
K5 0.69 0.53 * 1.23
K6 0.66 0.50 * 1.07
K7 0.67 0.52 * 1.14
K8 0.69 0.53 * 1.24
K9 0.67 0.52 * 1.15
K10 0.69 0.53 * 1.22
K11 0.69 0.53 * 1.22
K12 0.68 0.52 * 1.17
PR Grubu PR1 0.68 0.52 * 1.19
PR2 0.66 0.51 * 1.10
8 PR3 0.67 0.51 * 113
PR4 0.70 0.54 * 1.28
9 PR5 0.69 0.53 * 1.20
PR6 0.66 0.50 * 1.08
10 PR7 0.67 0.51 * 1.13
PR8 0.68 0.52 * 1.18
11 PR9 0.67 0.51 * 1.11
PR10 0.65 0.50 * 1.05
12 PR11 0.65 0.50 * 1.05
PR12 0.67 0.52 * 1.15
NK Grubu 13 NK1 0.69 0.54 * 1.24
NK2 0.69 0.53 * 1.22
14 NK3 0.70 0.55 * 131
NK4 0.68 0.52 * 1.16
15 NK5 0.68 0.52 * 1.16
NK6 0.65 0.49 * 1.03
16 NK7 0.67 0.51 * 1.11
NK8 0.68 0.52 * 1.17
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Tablo 4.3.%iin devami.

17 NK9 0.67 0.51 * 1.12
NK10 0.64 0.48 * 0.98
18 NK11 0.66 0.51 * 1.09
NK12 0.68 0.53 * 1.20
PR+NK Grubu 19 PR+NK1 0.68 0.52 * 1.15
PR+NK2 0.66 0.50 * 1.08
20 PR+NK3 0.68 0.52 * 1.17
PR+NK4 0.69 0.53 * 1.23
21 PR+NK5 0.70 0.55 * 1.30
PR+NK6 0.67 0.51 * 1.12
22 PR+NK7 0.70 0.55 * 1.30
PR+NK8 0.72 0.56 * 1.39
23 PR+NK9 0.70 0.54 * 1.29
PR+NK10 0.66 0.51 * 1.09
24 PR+NK11 0.69 0.53 * 1.22
PR+NK12 0.72 0.56 = 1.40
BH (ng/m L) y =5,5291x2 - 0,7059x + 0,0367
12,00 R?=0,9998
10,00 o
8,00
6,00
o
4,00 '
200 | e
...... o’
I — 0. ..o

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60

Sekil 4.3. Biiyiime Hormonu (BH) konsantrasyonu

Yapilan ¢aligma sonucunda nar kabugu tozu ve probiyotik ilave edilen

gruplarda biiylime faktorii degerleri kontrol grubuna gére 6nemli bulunmustur.
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Tablo 4.4. Etlik pili¢ serumlarindaki biiyiime hormonu, insulin benzeri bilyiime
faktorii ve leptin seviyeleri. (2 P<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ®
p<0.05; NK grubu ile karsilastirildiginda; © p<0.05; PR + NK grubu ile
karsilastirildiginda)

Kontrol NK PR PR+ NK
BH 1.226+0.03 1.151+0.03% 1.137+0.02%¢ 1.229+0.03
IGF-1  0.329+0.01 0.287+0.02% 0.278+0.02% 0.328+0.02

LEPTIN 274.416+553 278.478+10.78°  240.57+6.86%°  248.208+5.36"

4.1 IGF-1 (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1)
Serum IGF-1 seviyesi probiyotik (PR) ve Nar kabugu (NK) grubunda kontrol

grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05). (p degerleri
sirastyla p=0.015; 0,043).

IGF-1

0,4
0,35
03
0,25
0.2
0,15
0,1
0,05

Serum IGF-1 konsantrasyonu(ng/mL)

Kontrol Nar Kabugu Probiyotik Probiyotik+Nar
Kabugu

Gruplar

Sekil 4.4. Serum IGF-1 seviyesi (2 p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; °
p<0.05; NK grubu ile karsilagtirildiginda;® p<0.05; PR +NK grubu ile
karsilastirildiginda)

4.2 Leptin (LEP)
Serum Leptin seviyesi Probiyotik (Pr) ve Probiyotik +Nar kabugu (PR+NK)
grubunda, kontrol ve Nar Kabugu (NK) grubundan anlamli olarak daha diisiik

bulunmustur (p<0.05).
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LEPTIN (LEP)

350
300
250
200
150
100

50

Serum Leptin (Lep) Konsantrasyonu
(pg/mL)

Kontrol Nar Kabugu Probiyotik Probiyotik+Nar
Kabugu

Gruplar

Sekil 4.5. Serum Leptin(LEP) seviyesi (2 P<0.05 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; ® p<0.05; NK grubu ile karsilastirildiginda; ¢ p<0.05; PR+NK
grubu ile karsilastirildiginda)

4.3 Bilyiime Hormonu (BH)
Serum Biiyiime Hormonu seviyesi Probiyotik (PR) ve Nar kabugu (NK)
grubunda kontrol ve Probiyotik +Nar Kabugu (PR+NK) grubundan anlaml olarak
daha diisiik bulunmustur (p<0.05).

Blylime Hormonu (BH)

135
T
o~ 1,3
SE
]
g > 1,25
)
g2,
g g; 1,15
’Ei-g 1,1
2 © 1,05
c
Se o
g 0,95 ;e : ;
Kontrol Nar Kabugu Probiyotik Probiyotik+Nar
Kabugu
Gruplar

Sekil 4.6. Serum Biiyiime Hormou (BH) seviyesi (2 P<0.05 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; ® p<0.05; NK grubu ile karsilastirildiginda; ¢ p<0.05; PR+NK
grubu ile karsilastirildiginda)

Beyaz ve kahverengi suslardan 240’ar adet 1 giinliik Japon bildircinlarinin

kullanildig1 bir ¢alismada hayvan materyali 4 muamele ve 6 alt grup seklinde
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ayrilmistir. Bildircinlarin rasyonlarina %0, %3, %6 ve %9 oraninda nar kabugu tozu
katilmistir. Calisma 42 giin slirmiistiir. %3 ve %6 nar kabugu tozu ilaveli yemle
beslenen beyaz bildircinlarda hepatik GHR geninin ekspresyon seviyesi daha
yiiksek bulunmustur. Hepatik IGF-1 geninin ekspresyonu, %6 ve %9 nar kabugu
tozu diyetiyle beslenen kahverengi bildircinlarda 6nemli 6lgiide (P<0.05) daha
yiiksek bulunmustur. %6 nar kabugu tozu diyetiyle beslenen bildircinlarin deneme
sonunda en yiiksek canli agirhifa sahip olmasi nedeniyle ekspresyon seviyesi
fenotip sonuglariyla uyumludur (Kamel, 2021). Sonug olarak besleme diizeyi, besin
kullanimimi ve biiyiime performansini artirabilecek 6nemli bir faktdr olarak
disiiniilebilir.

[ran’da yapilan bir calismada, kulugkahaneden agirlik ortalamasi 44,3+0,4g
olan 300 adet 1 giinliilk Ross 308 civcivi alinmig. Deneme deseni 100 civcivden
olusan 3 muamele seklinde planlanmistir. Her muamele 4 alt gruba ayrilmustir.
Calisma 6 hafta siirdiiriilmiistiir. Muameleler kontrol grubu, dogal LAB grubu ve
ticari LAB grubu olarak belirlenmistir. Escherichia coli popiilasyonlar1 énemli
Olciide azalirken (P<0.04) probiyotik ilave edilen gruplarda karaciger dokusunda
IGF-1 geninin ekspresyonu kontrol grubuna gore oOnemli Ol¢iide artmigtir
(Salehizadeh, 2019).
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calismada giinlimiizde antibiyotiklere alternatif olma Ozelligine
sahip yem katki maddesi olarak kullanilan probiyotik ve nar kabugu tozu ile
bunlarin karisimimnin etlik pili¢ yemlerine ilavesinin serumda biiylime hormonu,
insulin benzeri biiyiime faktorii ve leptin iizerine etkisi incelenmistir.

Elisa yontemi ile analiz edilen serumlarda IGF — 1 ve biiylime hormonu
seviyeleri kontrol grubuna gore nar kabugu ve probiyotik ilaveli gruplarda daha
diisiik bulunmustur. Leptin seviyesi ise probiyotik ve probiyotik + nar kabugu
grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak bu ¢aligmada yemlere katilan nar kabugu ve probiyotik
ilavesinin biiyiime faktdrlerini yeterli diizeyde artirmadig: tespit edilmistir. ileride
yapilacak caligmalarda farkli dozlarda nar kabugu ve probiyotik kullanilmasi ideal

dozun tespiti i¢in yararli olacaktir.
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