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1. GIRIS VE AMAC

Vitamin ve enerji gereksiniminin yiikselmesine neden olan stres giliniimiiziin
onemli konularindan biridir. Iyi beslenme kosullarinda, stresin immun sisteme ¢ok zarar
vermedigi, vitamin ve diger viicut icin gerekli besinsel faktorlerin alinimi yetersiz
oldugunda ise, yogun bir strese maruz kalmanin yan etkiler meydana getirdigi
bilinmektedir (1). Organizmada strese karsi olusan cevap; ya duruma adapte olma ya da
koruyucu olma seklindedir. Bu sekilde stres kaynakli zararli etkiler minimize edilmis

olmaktadir (2).

Ulkemizde yumurta iireticiliginin yapildig1 yoreler de dahil olmak iizere bir ¢ok
bolgede en Onemli cevresel faktorlerden birisi sicaklik stresidir (3, 4). Ortam 1sisinin
yiikselmesi kanatlilarda viicut 1sisin1 diizenleyici mekanizmay1 bozmaktadir (5). Kanatlt
yetistiriciliginde ideal 1smm 20-27°C, nemin ise % 50’den diisiik olmas1 gerektiginden (4,
6), sicakligin 30°C’nin {istiine ¢ikmasi halinde 1s1 stresinin bagsladigi kabul edilir. Is1
stresinin kanatlilarda, yumurta verimi ve kabuk kalitesini olumsuz etkiledigi, yem tiiketimi
ve canli agirlik kazancimi azalttigi ayni zamanda kan asit-baz dengesini bozarak
metabolizmada degisimlere neden oldugu, hiicrelerde oksidatif hasara yol actigi One

stiriilmektedir (3, 7).

Calismada yumurta tavuklarinda, 1s1 stresinin etkisiyle olusan oksidatif hasara bagli
serbest radikal artiglarma karsin antioksidan savunma mekanizmasi incelenmistir. Artan
serbest radikal artigina kars1 antioksidan yanit olusturmak amaciyla diyete farkli iki dozda
vitamin E katilmistir. Bu sekilde diyete ilave edilen vitamin E'nin;

1- Hiicresel diizeyde savunma mekanizmasina ve antioksidan enzim aktivitelerine
etkisi,

2- Yumurta tavuklarinda, yumurta verimi ve kalitesi lizerine etkisi arastirilmistir.



2. VITAMIN E

2.1. Vitamin E’nin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Vitaminler, viicudun metabolizma ve fonksiyonlar1 i¢cin gerekli besinlerle alinan
organik bilesiklerdir. E vitamini; lireme, kas, sinir, dolagim ve immun sistem gibi bir¢ok

sistemin optimal fonksiyonu i¢in esansiyel olan bir vitamindir (8).

Vitamin E ilk olarak 1936’da Evans ve Sure tarafindan birbirinden ayr1 olarak izole
edilmistir. Kanser ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 riskini azaltan Vitamin E’nin ana
diyetsel kaynagi sebze yaglaridir (9). Vitamin E dogal antioksidan olan tokoferol ve
tokotrienoller; alfa, beta, gama, hekza tokoferoller ve alfa, beta, gama, hekza tokotrienoller
olarak bilinen sekiz alkollii bir grup maddeye verilen ortak bir terimdir (9, 10). Sekil 1°de,
alfa, beta, gama, hekza tokoferollerin yapisi gosterilmistir (11). Bunlar tokoliin metil,
dimetil veya trimetil deriveleridir (12). Tokoferoller doymus bir yan zincire, tokotrienoller
ise doymamis bir yan zincire sahiptir. Tokotrienoller ii¢ adet ¢ift bag igeren yan zincir ile
tokoferollerden yapisal olarak ayrilirlar (10). Vitamin E’nin dogal olarak bulunan
formlarinin i¢inde biyolojik olarak en aktif olani a- tokoferol’dur (11, 12, 13). Bununla
beraber a- tokoferol (5,7,8-trimetiltokol) in vivo ortamda, gama-tokoferol (7,8-
dimetiltokol) ise in vitro ortamda en aktifdir (9). E vitamininin ester formlar1 serbest
tokoferollerden daha stabildir. Diyete ilave edilen formu DL- tokoferol asetatdir (13). Alfa

tokoferol asetatin 1 mg’1 1 IU E vitamini aktivitesine denktir (14).

Tokoferoller agik sar1 renkte ve yapiskan kivamda yaglardir, lipidlerde ve birgok
organik eritkenlerde erirler ancak suda erimezler (8). Ergime noktasi 2.5°C - 3.5°C,
kaynama noktasi ise 200-220°C’dir. Molekiiler damitma yoluyla saf olarak elde edilebilir,
294 mp’de maksimum, 267 mu’da ise minimum absorbsiyon gosterirler (15). Tokoferoller
151k ve hava karsisinda kolaylikla oksitlenirler, diger yandan uzun siire alkali kondisyonlara

maruz kalmak a- tokoferol aktivitesini azaltir (9).
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Sekil 1. Alfa, gama, hekza tokoferollerin yapis1 (11)

2.2. Vitamin E’nin Metabolizmasi

Vitamin E’nin emilimi yaglarn sindirimi ile ilgili olup, barsaklardan emilmesi safra
ve pankreatik salgilarin varhigina baglidir. Pankreas ve safra sivilar1 asetat formunu
hidrolize etmede Onemli rol oynarlar. Agizdan alindiktan sonra vitamin, sindirim
kanalindan diger yagda ¢oziinen vitaminlere benzer sekilde emilmektedir, silomikronlarla
taginarak, once lenf dolagimima sonra kan dolasimina girerek hiicrelere taginmaktadir (8,
13, 15). Vitamin E’nin hiicre membranindan membranlara transferi tastyici proteinlerle
gerceklesir. Vitamin E hiicrenin mitokondri ve endoplazmik retikulum membraninda

birikir (8).

Hayvan tiirlerinin ¢ogunda plazmada normal olarak 1-5 pg/ml arasinda alfa-
tokoferol bulunur (8). Vitamin E yag dokuda ve karacigerde diger dokulara gére daha ¢ok
toplanir. Peroksidasyonu engellemesi ve hiicre membran biitlinligiini koruyan
ozelliginden dolay1 genis bir doku dagilimi s6z konusu olup spesifik olarak depolandig: bir

organ bulunmamaktadir (10, 13).



Kanatlilar yagda ¢0zlinen vitaminlerin emilimi ve lenfatik yol ile kana
karigsabilmesi i¢in yaga gereksinim duyar. Civcivlerde lenfatik sistem iyi gelismemistir. Bu
yiizden yagda ¢oziinen vitaminler kan dolasimi yolu ile karacigere ulasir (16). Depolanan

vitamin E ¢oklu doymamis yag asitlerince hizla tiiketilir (13, 17).

2.3. Vitamin E’nin Fonksiyonu

Vitamin E’nin en dnemli fonksiyonu biyolojik bir antioksidan olmasidir (18, 19,

20). Hayvanlarda vitamin E hiicrelerdeki oksidatif hasardan organizmay1 ve hiicreyi korur
(21, 22,23).

Vitamin E hayvansal hiicrelerin fosfolipid yapidaki zarlarinda olusacak peroksitleri
onlemektedir. Doymamis yag asitleri hiicre igerisindeki oksijenle karsilastiginda
oksidasyona ugrayip peroksitleri olusturabilirler ve peroksitlerde, hidroperoksitlere
doniiserek hiicrede yikici etkiler yaratan serbest radikalleri meydana getirirler. Hiicre

zarinda bulunan tokoferoliin yan zincirleri bu radikalleri etkisiz kilar (21, 24).

Hiicre membran1 ¢oklu doymamig fosfolipidleri igerir (Sekil 2) ve okside edici
reaksiyon membranin merkezinde baslar. Serbest radikaller membran boyunca uzanir ve
lipidler ile enzimleri yikima ugratirlar (25). Vitamin E membranlarda bulunan en biiyiik
antioksidan olmasi nedeniyle, lipid peroksidasyonunun erken donemlerinde ortamda

bulunan serbest radikalleri ortamdan uzaklastirir (18, 22).



.Cﬂlu doymamis tostololipidlerin hasarn baglatmas

Sekil 2. Hiicre membranindaki ¢oklu doymamis fosfolipidler (25)

Lipid peroksidasyonlar1 ve oksijen serbest radikallerin olusumlari, hiicre
metabolizmasi, hiicre boliinmesi, hiicre farklilagsmasi ve ayni zamanda hormonlarin ve
prostaglandinlerin biyosentezinde Onemli birer fizyolojik basamaktir. Antioksidan
savunma sistemindeki bozukluktan sekillenen kontrol edilemeyen lipid oksidasyonu
kanatlh hastaliklarinda ve toksikozlarda kritik 6neme sahiptir. Lipid peroksidasyonunun en
onemli nedeni beslenmeyle olan iliskisidir. Okside olmus yaglarla beslenmeye bagli
olarak, okside olmus yag asitleri barsaklardan doymamis keto bilesikler seklinde emilir, bu
durumda dokulardaki lipid peroksidasyonunu gosterir. Peroksidasyonun énemli olan diger
nedeni ise yetersiz antioksidan almmasidir (16). Sekil 3°de zincir reaksiyonu goriilmekte
olup serbest radikaller hiicre membranini hasara ugratmaktadirlar. Diyetde vitamin E eksik
diizeyde ise veya yoksa serbest radikallerin reaksiyonlar1 doymamis yag asitlerince

korunmaktadir (26).



Sekil 3. Zincir reaksiyonu (26)

E vitamininin yeterli diizeyde bulunmasi1 sonucu serbest radikal fonksiyonlarmin
durdurulmas1 miimkiindiir (Sekil 4). E vitamini, C13 olan fital zincir ile zar tabakasmin
yiiksek hidrofobik hidrokarbon boliimiine sikica baglanir. Kromonal c¢ekirdek bir
lipoprotein yiizeyinde yer alir ve bu fenolik hidroksil grup serbest radikalleri bastirir. Bu
pozisyonda kromonal halka ©Onemli derecede hareketlidir ve su-zar ara yiizeyini

pargalayarak serbest radikalleri durdurur (11).

.
[

Sekil 4. Vitamin E ile serbest radikal fonksiyonlarinin durdurulmasi (11)
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Sekil 5°de ise oksidasyon iiriinlerinin Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzimi ile
olumsuz etkilerinin dnlenmesi gosterilmektedir. Enzim tarafindan ¢oklu doymamis yag

asitlerinin toksik etkisi notralize edilir (27).
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Sekil 5. Oksidasyon iiriinlerinin GSH-Px enzimi ile olumsuz etkilerinin dnlenmesi (27)

Gelismekte olan tavuk embriyolarinda, dokularda dnemli miktarda bulunan yaglar
doymamis yaglardir. Bu durum da etkili bir antioksidan savunma sistemine ihtiya¢ duyar.
Vitamin E, karotenler, glutatyon (GSH), askorbik asit gibi dogal antioksidanlar ve
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), GSH-Px gibi enzimleri igeren antioksidan
enzim grubu tavuklarin dokularinda bulunan antioksidan savunma oraninin gostergesidir

(28).

GSH-Px da E vitamini ile benzer etkiye sahiptir fakat hiicrenin ¢oziilebilir
fraksiyonunda gorevlidir (22). Vitamin E ile benzer etkiye sahip bir baska madde de
Selenyum (Se) dur, hem vitamin E hem de Se insan ve hayvan beslenmesi i¢in ¢ok
gereklidir (18). Se, hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri gibi reaktif {irlinlerin seviyesini
diistiren GSH-Px aktivitesi i¢in gecerli bir elementtir. GSH-Px iiretimi Se eksikliginde
azalir (1, 18, 28).



E vitamini tiim hiicre membranlarinda yagda ¢6ziinen antioksidan olmasi yaninda
optimal immun fonksiyon i¢inde dnemli bir besin kaynagidir (29). Bagisiklik cevabi hiicre
membran diizeyinde baslar. E vitamini mitokondriyel ve ¢ekirdek membranlar1 da dahil
olmak iizere hiicrelerin i¢inde bulunan tiim membranlarin 6nemli bir bileseni olmasi
nedeniyle immun cevapta onemlidir (23). Laboratuvar hayvanlarinda, ¢iftlik hayvanlarinda
ve insanlarda E vitamini, diyete ilave edilerek ya da asilarin bir pargasi olarak immuniteyi
ve hastaliklara karsi direnci yiikseltir (19). Son zamanlarda vitamin E’nin antijenik
stimiilasyona kars1 humoral immun yanit1 ve bakteriyel enfeksiyona kars1 direnci artirdigi

rapor edilmektedir (30).

Vitamin E’nin l6kosit, lenfosit, makrofaj gibi bir ¢ok immun sistem hiicresi
iizerinde etkileri vardir. Bu hiicrelerin hepsi interferon (INF) iiretim islevi i¢inde yer alir. E
vitamini 6zellikle T lenfosit ve makrofaj multiplikasyonu stimiilasyonunda T ve B

lenfositleri arasindaki kooperasyonda 6nemlidir (31).

Vitamin E eksikligine bagli olarak immun sistemde; lenfoid organ agirliklarinda
azalma, antijen spesifik antikor {iiretiminde azalma, antikor tiireten hiicre sayilarinda
azalma, mitojen stimiilasyonuna karst T hiicre proliferasyonunda azalma, fagositik

aktivitede diisme ile seyreden bir dizi olaylar gerceklesir .

Diyete ilave edilen vitamin E’nin immun modiilator etkisinin; vitamin E’nin verilis
dozuna, uygulama sekline, tipine, antijene, invitro immun fonksiyon analizlerinde
kullanilan metoda, yasa, hayvanin genetik yapisina ve ¢evreye bagl olarak degistigi one
siiriilmektedir (14). Ornegin vitamin E gibi diyetsel antioksidanlar yasa bagli olarak immun

cevabi gelistirir (13).

Kanatlilarda diyetteki vitamin E ve Se eksikligine bagh olarak, tavuklarda bursa
fabrisius agirhigmin diistiigii, lenfosit sayisinin azaldigi, primer lenfoid organlar ve dalakta
zarar verici boyutlarda histolojik degisimlerin gegeklestigi one siiriilmektedir (32). Nockels
ve ark. (33) yaptiklar1 ¢calismada yumurtaci tavuk diyetlerine ilave edilen E vitamininin,
hastaliklara kars1 direnci ve antikor titrelerini yiikselttigini ve bursal prostaglandin etkisini

deprese ettigini bildirmektedirler.



Son on y1l iginde yapilan ¢aligmalarda vitamin E’nin yangida da 6nemli rolii oldugu
ortaya ¢ikmistir. Kronik yangilarda, kanda ve karacigerde vitamin E seviyesinin biiyiik

Olciide diistiigli One siiriilmektedir (14).

Prostaglandinler T hiicre aktivitesini ve koruyucu immun cevabi1 baskilar. E
vitamini, arahidonik asit metabolizmasinda sirasiyla siklooksijenaz ve lipooksijenaz
katalizorliigiinde meydana gelen prostoglandin ve l6kotrin gibi yangisal lipid kaynakli

medyatorlerin liretimini de azaltarak etkiler (14, 19, 22, 33).

Vitamin E’nin kas dejenerasyonu ve karaciger nekrozunu engelledigi
bildirilmektedir (34). Vitamin E eksikligine bagh karacigerde oksijen tiiketimi durur.
Biyosentez olaylarinda bozulma ve dejeneratif bozukluklarin oraninda artis gozlenir.
Mitokondriyal yapmm sismesi, permabilitenin bozulmasi1 gibi kas distrofisinin
sekillenmesinde meydana gelen olaylar gergeklesir. Kaslarda O, aliniminda artma oksidatif
fosforilizasyonda azalma olur. Mitokondriyadaki ATP sentezi de bozulur ve sonug olarak
proteinlerin biyosentezinde azalma meydana gelir. Kastaki transaminaz aktivitesi diiser. Bu
yiizden vitamin E’nin enerji metabolizmasinda da énemli rol oynadig: ileri siiriilmektedir

(35).

E vitamini antioksidan ozelligi ile eritrosit dayanikliligt ve kilcal damar
biitiinliigiinii de saglar. Kan hiicrelerinin pihtilasmasinda tromboksan reaksiyonunu ve kan
hiicrelerinin ¢dkelmesini engeller (10). Vitamin E, niikleik asit metabolizmasinda,
DNA’nin biyosentezinde de dnemli isleve sahiptir (22). E vitamini, lizozamal, asit fosfataz,
beta glukoronidaz, kathepsin, beta galaktosidaz gibi spesifik enzim sistemlerinin artigina da

yol acar (36).



3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron tasiyan, kimyasal
olarak reaktiviteleri yiiksek molekiillerdir (24). Kimyasal reaksiyonlarin bir ¢ogunda,
molekiilleri meydana getiren atomlarin aralarindaki bagin ¢oziilmesiyle, farkli bir diizende
yeni, kisa omiirlii ara bilesikler olusur. Molekiillerdeki baglarin par¢alanmasi heterolitik ve
homolitik olmak tiizere iki sekilde gerceklesir. Heterolitik par¢alanmada bagin
parcalanmasiyla, bagi olusturan iki elektronda ayni atom {izerinde kalir ve sonugta (+) ve

(-) yuklii iyonlar olusur. Bu pargalanma tipine iyonik par¢alanma da denir (37).
X-Y —>» X"+ Y (1 numarali reaksiyon)

Homolitik parcalanmada ise elektronlardan her biri farkli atom iizerinde kalir. Bu
bag parcalanmasina, eslesmemis elektron tasiyan molekiiller meydana gelmesinden dolay1

radikallik par¢alanma adi verilir (38).

X-Y —» X + Y (2 numarali reaksiyon)

Radikal yapisma sahip atom veya molekiiller eslesmemis elektronlar1 nedeniyle
ileri derecede reaksiyona girme egilimi tasirlar. Radikal reaksiyonlarin en belirgin
ozellikleri ¢abuk gerceklesmeleri ve peroksitler gibi radikalik parcalanmaya ugrayabilen

bilesikler tarafindan kolay bir sekilde baslatilabilmeleridir (38).

Serbest radikaller endojen veya ekzojen kaynakli olarak olugsmaktadir. En biiytik
endojen iiretim kaynagi elektron transport sistemidir. %2 oraninda O, elektron transfer
zincirine girerek siliperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olusumuna neden olmaktadir.
Eksojen serbest radikal iiretim kaynagi ise radyasyon, kirli hava ve organik ¢oziiciilerdir

(39).

3.1. Biyolojik Sistemlerde Olusan Serbest Radikaller

Aerobik organizmalarda yaygin halde bulunan molekiiler oksijen, radikal yapili ara
iirlinlerle elektron aligverisine girerek radikal haline doniisiir ve hiicre i¢cinde serbest radikal
reaksiyonlar1 sayesinde ¢ok miktarda oksijen tiirevi serbest radikaller olusur. Bu nedenle

aerobik organizmalar agisindan en 6nemli radikaller, oksijen tiirevi serbest radikallerdir
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(40). Bunlar arasinda en Onemlileri; siiperoksit (O,") ve hidroksil (OH") radikalleridir.
Hidrojen peroksit (H,O;), eslesmemis elektron icermediginden radikal yapisina sahip
degildir, fakat in vivo ortamda hidroksil radikaline doniisme potansiyeline sahip

oldugundan oksijen tiirevi radikaller ile beraber siniflandirilir (41).

Molekiiler oksijen, dis orbitalinde iki elektron bulundurmaktadir. Elektronlarin
spinleri ayn1 yonde oldugundan reaktivitesi digiiktiir. Biyolojik sistemlerde oksijen
atomunun uyarilmasiyla singlet oksijen meydana gelmektedir ve ekstra enerji iceren
oksijen olarak tanimlanmaktadir. Bu molekiil ¢ok sayida molekiilii okside etme 6zelligine
sahiptir . Singlet oksijenin, Glukoz 6 di fosfat’a bagh eritrosit disfonksiyonu, membran
hasarlari, fagositozis, metabolik hidroksilasyon, karsinojenesiz gibi bir¢ok biyolojik alanda

etkisi oldugu bildirilmektedir (42).

Superoksit radikali, oksijenin bir elektronla indirgenmesi sonucunda olusur. O;”
seklinde gosterilir ve anyon olarak ifade edilir. O,", ortamin pH’mna bagli olarak protonlanir
ve katyon olur ve perhidroksi radikali (HOy) seklini alir. Superoksit anyonunun
eslesmemis elektronu vererek tekrar molekiiler oksijene doniisebildigi gibi bir elektron
daha alarak hidrojen peroksite doniistiigli ve biyolojik ortamlarda organik ve inorganik

substratlarla reaksiyona girebildigi one siiriilmektedir (43).

Hidrojen peroksit, oksijen molekiiliine iki elektron katilmasiyla olusur (44). Kendisi
bir radikal degildir fakat radikal olusumunda 6nciil bir maddedir. H,O> nin hiicresel hasar
olusumunda 6nemli rol oynadigi, protein, lipid, niikleik asit gibi makromolekiiller iizerinde
zararh etkiler meydana getirdigi bildirilmektedir. H>O, olusumu daha ¢ok siiperoksit
radikali lizerinden olmaktadir. Enzimatik olarak iki yol ile detoksifiye edildigi, bunlardan
birinin glutatyon redoks dongiisii digerinin ise CAT oldugu ifade edilmektedir (45). H,O»,
gecis metalleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturmaktadir. Biyolojik
sistemlerde hidroksil radikallerinin 6zellikle demirin katalizor olarak gorev yaptigi bir
reaksiyon araciligi ile meydana geldigi diisiiniilmektedir (46). Hidroksil radikallerinin en

fazla DNA ve membranlara hasar verdigi bildirilmektedir (39).

Serbest radikallerin, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleotidlerdeki

koruyucu sistemlerin iistesinden gelebildiklerinde kimyasal degisimler veya ciddi hasarlar
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meydana getirdikleri ifade edilmektedir (36, 47, 48, 49). Serbest radikaller, hiicrenin
NAD'/ NADH ve NADP' / NADPH redoks dengesini, niikleotidlere eklenip niikleotidlerin
biyolojik ozelliklerini degistirebilirler, protein ve nonprotein tiyol gruplarini okside
edebilirler, buna bagli olarak da enzim aktivitelerinde dnemli degisikliklere yol agabilirler.
Serbest radikaller ayn1 zamanda hiicrelere membran hasar1 yolu ile de zarar verebilirler

(49).

Son yillarda bazi arastirmacilar; serbest radikallerin bazi hastaliklara ve doku
hasarlarina neden oldugunu 6ne siirerlerken, bagka arastirmacilar ise, serbest radikallerin
hastaligin etyolojisinde degil patolojisinin siddetini artirmada 6nemli rol oynadigmi ileri

stiirmektedirler (36, 49).

3.2. Serbest Radikallere Kars1 Savunma Sistemleri

Antioksidan savunma sistemleri serbest oksijen radikallerine karsi ii¢ yolla

etkilerini gosterirler (50),

1- Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi
2- Radikal olusumunun simirlandirilmasi

3- Meydana gelen radikallerin detoksifikasyonu

1- Radikal reaksiyonlarin sona erdirilmesi

Zincir reaksiyonlarinda reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunun sona
erdirilmesini saglayan maddeler peroksil (RCOO. ve RO) radikallerdir. E ve C vitaminleri,
irik asit, karotenoidler gibi antioksidanlar, peroksil radikallerini ortadan kaldirarak zincir

reaksiyonlarinin ilerlemesini 6nlerler (51).

2- Radikal olusumunun sinirlandirilmasi

Bu gruptaki antioksidanlar, serbest radikal iiretimini, serbest radikallerin olusumuna
neden olan maddeleri durdurarak engellerler ve zincir reaksiyon baglama hizini diistirtirler.
Hiicre dis1 antioksidanlar olarak adlandirilan bu maddeler, Haber-Weiss reaksiyonlarmi

katalize eden metalleri baglayan molekiilerdir.
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Radikal olusumunun sinirlandirilmasinda gorev alan antioksidanlar metal iyonlar1
ile selat olustururlar. Reaksiyon 1 ve 2’nin hizint azaltirlar. Transferrin, albumin,
seruloplazmin, haptoglobulin, hemopeksin bu grupta yer alan bilesiklerdir (51).

ROOH + M ™™ » RO + OH™ + Mu (1)

ROOH + M®™) ——&% RO + H + Muy (2

3- Meydana gelen radikallerin detoksifikasyonu

Hiicreleri serbest radikallerin hasarindan koruyan ii¢ enzim bulunur (50),

a- Siiperoksit Dismutaz (SOD)
b- Katalaz (CAT)
c- Glutatyon Peroksidaz (GSH - Px)

a- Siiperoksit Dismutaz

SOD’un ilk olarak McCord ve Fridovic tarafindan eritrositlerden izole edildigi
bildirilmektedir. Enzimin bir¢ok dokuda ve organizmada bulundugu, yiiksek oranda reaktif
stiperoksit serbest radikallerin zararl etkilerinden hiicreleri korudugu ve oksihemoglobinin
methemoglobine okside oldugu durumlarda eritrositlerde olustugu belirtilmektedir (52).
Enzim, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizler. Yapilan
calismalarda, SOD’un, yaslanma, kanser ve arteriyoskleroz, katarakt, amiloidozis, retinal
hasar ve isemi gibi hastaliklar iizerine etkisi oldugu gosterilmektedir (53). SOD’un,
hiicrelerin sitozoliinde, mitokondrilerinde ve plazmada bulundugu ve prostetik grup olarak;
bakir-¢inko (Cu,Zn-SOD), mangan (Mn-SOD) veya demir (Fe-SOD) igerdigi ifade
edilmektedir (52, 53, 54).
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Bakar, Cinko Siiperoksit Dismutaz

Bakir, Cinko Siiperoksit Dismutaz, hayvansal hiicrelerin sitozoliinde yer alir (55).
Enzimin eritrositlerdeki aktivitesinin karaciger bozukluklari, bobrek yetmezlikleri, tiremi
gibi hastaliklarda yiikseldigi, muskuler distrofi, idiyopatik pulmoner hemosiderosis gibi
hastaliklarda ise diistiigii saptanmistir (56). Cesitli metallarin sigir SOD’un aktivitesi
{izerine etkilerini inceleyen bir ¢alismada, tek basma Cu "*’nin enzim aktivitesinin yeniden

- - +
kazanilmasmi sagladigi, Zn

ile birlikte enzim stabilitesinin saglanmasmna katkida
bulundugu, Cu “*’nin etkilerinin baska bir element tarafindan saglanamadig: fakat Zn ** nin

enzim iizerindeki etkisinin Co"* ve Hg'? tarafindan da saglanabildigi bildirilmektedir (57).

Mangan Siiperoksit Dismutaz

Beckman ve ark. (58 )’nin yaptiklar1 ¢caligmada, enzimin tavuk mitokondrilerinden
izole edildigi tespit edilmektedir. Mn-SOD aktivitesinin, alkole bagli karaciger
bozukluklarinda yiikseldigi, romatoid artritli hastalarda diistiigii belirtilmektedir (56).

Mn-SOD’un etki mekanizmast Cu, Zn-SOD ile benzer olmakla beraber yapilan
calismalarda, Cu, Zn-SOD’in aktivitesinin 5.5-10 arasindaki pH degisimlerinden
etkilenmedigi halde, Mn-SOD’1n aktivitesinin pH 7’den sonra diistiigii ifade edilmektedir
(59).

Demir Siiperoksit Dismutaz

Fe-SOD’un sadece, Escherichia coli, algler ve Euglena gracilis gibi prokaryotik

organizmalarda bulundugu bildirilmektedir (53).

b- Katalaz

CAT’m ilk olarak Sumner (60) tarafindan sigir karacigerinden kristalize edildigi
ifade edilmektedir. 240.000 molekiil agirhiginda, her biri protoporfirin halkasi ve Fe atomu

iceren dort adet benzer alt {initeden olusmaktadir. CAT in hidrojen peroksiti detoksifiye

ederek, hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonlarda etanol veya fenoller gibi elektron
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vericilerini oksitledigi de bildirilmektedir. Hidrojen peroksitin tiretiminin farkli dokularda
farkli diizeyde gerceklestigi ve buna bagl olarakta CAT’in gorevinin dokudan dokuya
hiicre tistii boliimlerde farkliliklar gosterdigi One siiriilmektedir (61). CAT aktivitesi
karaciger, bobrek ve eritrositlerde yiiksektir (54). Olgun eritrositlerde CAT’in

sitoplazmada ve eritrosit membraninda bulundugu 6ne siiriilmektedir (62).
¢- Glutatyon Peroksidaz

Memeli eritrositlerinde GSH-Px varliginmn ilk olarak Mills tarafindan bulundugu
ifade edilmektedir (63). Enzim rediiklenmis GSH oksidasyonu ile hidrojen peroksidi
detoksifiye eder. Hidrojen peroksidin rediiklenmesi esnasinda rediiklenmis glutatyon,
oksitlenmis hale gecer. GSH-Px’mn antioksidan etkisinin devamui i¢in, okside glutatyonun
tekrar rediikte olmasi gereklidir. NADPH bagimli bir enzim olan glutatyon rediiktaz
tarafindan bu reaksiyon gerceklesir. NADPH’in rejenere olmasi igin glikoz-6-fosfat

dehidrojenaz’a ihtiyac vardir (45, 64, 65).

GSH-Px
2GSH + H,0, —p» GSSG + 2H,0 ) 2 GSH
NADPH NADP

Yapilan bir ¢aligmada, koyun eritrositlerinden izole edilen GSH-Px; her enzim i¢in
4 g Se igerdigi ve molekiil agirhiginin 88.000 oldugu bildirilmektedir (64 ). Tavuk ve ratlar
iizerinde yapilan bir bagka calismada, kan plazmasindaki GSH-Px aktivitesinin Se

alinimiyla yakindan iligkisi oldugu 6ne siiriilmektedir (66).
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4. LiPiD PEROKSIDASYONU

Doymamis yag asitleri, serbest radikal reaksiyonlar1 ile kanser, yaslanma, seker
hastaligi, arteriyoskleroz gibi hastaliklarin olusumunda rol oynayan lipid peroksidasyonuna
neden olurlar (67). Lipid peroksidayonu (LPO) da, doymamis yag asitlerinin serbest
radikaller ve oksijen kaynakli hasar1 seklinde tanimlanir (68). Lipid peroksidasyonu bitki

ve hayvanlarm hiicrelerinde normal olarak meydana gelen bir olaydir.

Lipid peroksidasyonuna baglh olarak, doymamis lipidlerde bulunan ¢ift baglar
yeniden diizenlenir ve sonucunda membran lipidlerinden alkoller, ketonlar, aldehidler ve
eterler gibi ¢ok sayida yikilim {riinleri meydana gelir. Sadece linoleik asidin

peroksidasyonu sonucu en az 20 adet yikilim {iriinii olugmaktadir (69).

Hiicre membranlarinin yapisinda bulunan poliansatiire yag asitleri yapilarinda fazla
sayida c¢ift bag bulundurmalar1 ve oksijenden zengin metal igeren bir sivi i¢inde olmalar1

nedeniyle serbest radikal hasarma en duyarlt yapilardir (69).

Lipid peroksidasyonu membran yapisindaki poliansatiire yag asidi zincirindeki
metilen gruplarimdan bir hidrojen atomunun g¢ikarilmasiyla baglar. Bu durum, metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunu kopartabilme yetenegine sahip herhangi bir kimyasal
madde ile bagslatilabildigi gibi 1s1, 151k, radyasyon gibi dis kaynaklarin etkisi ile de
olusabilmektedir (68, 69). Kopartilan hidrojen atomu geride eslesmemis elektron tasiyan
bir lipid radikali (R’) birakir. Doymamis yag asitlerinden olusan karbon merkezli radikaller,
konjuge dien yapisini olustururlar ve konjuge dien yapisina oksijen eklenmesiyle peroksil
radikali (R”) meydana gelir. Meydana gelen radikaller komsu poliansature yag asitleri ile
reaksiyona girerek zincirleme olarak devam eden peroksidasyon reaksiyonlarmma yol
acarlar. Reaksiyon zincirinin ancak, radikal yapili iki iiriiniin etkileserek radikal yapisinda
olmayan bir iirlin olusturmasiyla veya serbest radikal yok edici maddelerin etkisiyle

sonlanabilecegi ileri siiriilmektedir (68).
Lipid peroksidasyonunun enzimatik islemler (lipooksijenaz, siklooksijenaz)

tarafindan da baglatilabildigi ve lipooksijenaz enziminin trombositler ve plasenta gibi

dokularda bulundugu bildirilmektedir (48). Slater (48), diisik diizeylerde lipid
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peroksidasyonunun bir¢ok normal hiicresel islem i¢in gerekli oldugunu ve lipid peroksitleri
ile yar1 stabil yikim tirlinlerinin diisiik seviyelerinin, intraseliiler ve ekstraseliiler el¢i olarak

gorev yaptigini one siirmektedir .

Lipid peroksidasyonuyla ilgili caligmalarda (67, 69, 70) gecis metallerinin 6nemi
vurgulanmaktadir. Biitiin gecis elementleri metaldir ve radikal olarak kabul edilmektedir.
Fe, Cu™® iyonlar1 ya da basit selatlar1 lipozomlara ya da izole edilmis biyolojik
membranlara eklendiginde peroksidasyon sekillenmektedir. Membran yapisindaki
proteinlerdeki siilfhidril gruplarmmn Cu>’yi Cu"’ya indirgeyebileceginden bazi durumlarda
indirgen giiciin membranin kendisinden de saglanabilecegi ve mikrozomal elektron tagmnim
zincirinin de NADPH varliginda Fe i, Fe"*’ye indirgeyebildigi bildirilmektedir. Bu tiir
reaksiyon ortamlarinda genellikle hidroksil radikalinin saptandigi belirtilmektedir (68).
Enzimatik olarak indirgenen demirin NADPH-bagimli lipid peroksidasyonunun baslamasi
ve yayillmasinda 6nemli rol oynadigi ifade edilmektedir (71). Mikrozomal membran
lipidleri 6zellikle poliansature yag asitleri NADPH-bagimli lipid peroksidasyonu sirasinda
yikilima maruz kalirlar. Bu durumu hizlandiran sartlar; radyasyon, fotosensitizorlerin
varliginda 151k, hiperbarik basing, hiperoksi, ozon, nitrojen oksitler ve dialurik asitdir.
Mikrozomal lipid peroksidasyonuna bagli malondialdehit, lipid peroksitler ve konjuge
dienler iiretilir (69). Malondialdehit, dokularda, serumda, plazmada ve eritrositlerde lipid

peroksidasyonunun gostergesi olarak kullanilan ikincil peroksidasyon tiriiniidiir (71).

Lipid peroksidasyonu, hiperoksi, hipoksi, bakir veya demir toksisitesi ve
antioksidan yetersizliklere bagli olarak uyarilir. Antioksidan mekanizmalar lipid
peroksidasyonunu kontrol ederler ancak koruyucu mekanizmalarin yetersiz kaldigi
durumlarda peroksidasyon firiinlerinin dokulardaki diizeyi yiikselir ve membran hasar1

meydana gelir (70).

Lipid peroksidasyonunun arteriyoskleroz gelismesinde de ©nemli oldugu
bildirilmektedir. Peroksidasyon iirlinlerine karsi olusturulan antikorlar arteriyoskleroz ve
seker hastalarmnin serumunda saptanmustir. E vitamini gibi antioksidanlarin da
arteriyosklerozun ilerlemesini engelledigi ve kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi

azalttig1 bildirilmektedir (72).
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5. STRES

Stres, anormal kosullar veya siradisi talepler ile karsilagildiginda spesifik olmayan
yanitlar ve viicudun savunma mekanizmasmin toplamimni tanimlayan genel bir terimdir.
Cevre ve beslenme kosullar1 ile patolojik rahatsizliklarin dahil oldugu bir¢cok faktor strese

sebep olabilir (73).

Dobson ve ark. (74)’na gore stres; hayvanlarin ¢evrelerindeki olumsuzluklarla bag
etmelerindeki bagarisizlig1 ifade eden bir olgu olup, ticari yetistiricilikte lizerinde durulan
biiyiime orant veya diger verim parametreleri gibi genetik potansiyeldeki gelismelerin,

ekonomik zarar seklindeki yansimasidir.

Stres glinlimiiziin 6nemli konularindan biridir. Vitamin ve enerji gereksiniminin
artigina sebep olur (1). Iyi beslenme kosullarinda, yogun olmayan stresin immun sisteme
cok zarar vermedigi, vitamin ve viicut i¢in gerekli diger besinsel faktorlerin alinimi
yetersiz oldugunda ise, yogun bir strese maruz kalmanm yan etkiler meydana getirdigi
vurgulanmaktadir. Karotenler, askorbik asit ve vitamin E’nin stres giderici 0zellikleri

oldugu ileri siiriilmektedir (1).

Stres yapan faktorlere "stresor" denir. Stresor’lerin ¢ok degisik kokenli olup

hayvanlar ve insanlarda farklilik gdsterdigi ifade edilmektedir (75).

Hayvanlardaki stres faktorlerinin;

1. Cevresel faktorler: Iklim, ani hava ve yem degisiklikleri,

2. Toplumsal faktorler: Havalandirma bozuklugu, nakil, asilama, gaga kesimi,

hayvanlar arasinda saldirganlik v.s.,

3. Beslenme ile ilgili faktorler: Dengesiz beslenme, yemlerin vitamin ve

minerallerden noksan olusu,

4. Fizyolojik faktorler: Sifat, gebelik, dogum, emzirme ve gelisme gibi durumlara

bagli olarak organizmanin yasam ihtiyag¢larinin artmasi,
5. Patolojik faktorler: Patojen bakteri, viriis, i¢ ve dis parazitler.

6. Endiistri tipi yetistiricilik
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oldugu bildirilmektedir (75).

Organizmanin tehdit edilmesi ve bu yilizden dengenin bozulmasi canliligi korumaya
yonelik alarm reaksiyonunun olusmasina neden olur. Alarm reaksiyonu olarak adlandirilan
donem, organizmanin dig uyarani stres olarak algilandigi durumdur. Alarm safhasinda

klasik tepki zinciri olusur (Sekil 6).

N\
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| ACTH
k Stres hormonu
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Sekil 6. Alarm sathasindaki klasik tepki zinciri (75).

Stres sonuglari, stresin dogasma baghdir. Bununla beraber, stresin tiim formlarinda
hormonal degisimler gézlemlenmektedir (1). Organizmada hipotalamus, hipofiz ve adrenal
eksen (HPA); olumsuz sartlara adaptasyon mekanizmasi seklinde ifade edilmektedir. Kisa
donemde, zararl uyarana karsi artan kortizol salinimi stresin etkisiyle basa ¢ikabilmek i¢in

viicut depolarm1 yikimladigi ve yaralanmalara karst yangisal cevabi diizenledigi
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bildirilmektedir (76). Uzun donemde artan kortizol diizeylerinin immun sistem ve biiylime

iizerine olumsuz etkileri oldugu ifade edilmektedir (76).

5.1 Kanathlarda Stres ve Is1 Stresi

Kanatlilarda, stres yaratan bircok faktdriin neticesinde biyokimyasal ve fizyolojik
uyumdan olusan bir kombinasyon harekete gecer ve sonucgta kanatli performansi azalir
(77). Strese karst olusan cevap, ya duruma adapte olma ya da koruyucu olma seklindedir.
Bu sekilde stres kaynakli zararli etkiler en diisiik diizeye indirgenmis olur. Bazi biiyiik
fizyolojik sistemler bu cevaplara arabuluculuk ederler. Kagma veya savagsma seklinde
sempatoadrenal sistem tarafindan uyarilan savunma mekanizmas: ya da hipotalamo
adenohipofizyel-adrenokortikal eksenin arabuluculuk yaptigi1 adapte olma mekanizmasi
devreye girer. Stres faktorlerinin bu sistemler iizerindeki olas1 darbesi fizyolojik ve
davranigsal degisimlere neden olur. Fizyolojik olarak, hormonlar, enzimler ve organ

fonksiyonlarmi i¢ine alan degisimler gerceklesir (78).

Kanath yetistiriciliginde en dnemli ¢evresel faktorlerden birisi sicaklik stresidir (2,
3, 4). Ortam 1sismin yiikselmesi kanathilarda viicut 1sisii diizenleyici mekanizmay1
bozmaktadir (5). Kanatli yetistiriciliginde ideal 1sinin 20-27 °C, nemin ise %50 den diigiik
olmasi gerektigi bilinmektedir (4, 6). Sicakligin 30 °C Ustiine ¢ikmasi halinde 1s1 stresinin
basladig1 kabul edilir. Kanatlilarda, ter bezleri olmadigindan , viicutlarinin % 95’1 tiiylerle
kapli oldugundan ve derileri genis oranda yag tabakasi icerdiginden viicut 1sis1
diistirilememektedir (6). Kanatlilarin bu durumda, viicutlarinda olusan 1siy1 gevreye
dagitmalarindaki zorluklara bagli olarak, yem tiiketimi, canli agirlik kazanci, yumurta
verimi ve kabuk kalitesinin diistiigli (6, 78), kan asit —baz dengesi ile besin maddelerinin

sindirilme derecelerinde azalma goriildiigii bildirilmektedir (3, 5, 7).

Yaz aylar1 boyunca 30°C iizerindeki, her 1°C lik artigta yem tiiketiminin % 4-5
oraninda azaldig1 ifade edilmektedir (6). Kiimeslerde kullanilan sogutma ve izolasyon
sistemlerinin pahali olmasindan dolay1 gilinimiizde, meydana gelen olumsuz etkileri
ortadan kaldirmak i¢in yetistiriciler farkli yontemler denemektedirler. Yetistiricilerin;
hayvanlarin gecici bir siire a¢ birakilmasi, farkli yemleme metotlarmin uygulanmasi, sicak

saatlerde hayvanlarin dinlendirilmesi, vitamin veya benzeri maddelerin rasyona fazladan
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ilavesi gibi besin madde bilesiminde degisiklikler yapilmasi ve sicaklik stresine dayanikli

rklar gelistirilmesi gibi farkli yontemleri kullandig1 bildirilmektedir (3, 6, 79).

Broylerler {izerinde yapilan bir ¢alismada, hayvanlar 8 saat 24 °C’de birakildiktan
sonra 1s1 2 saatte bir artirilarak sicaklik 35 °C’ye cikarilmistir. Sicaklik artisinin yem
tiikketimini ve agirlik artisin1 onemli derecede azalttig1 bildirilmistir (78). Filizciler ve ark
(7)’nin sicaklik stresinin olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla yumurtaci tavuklarina gece
yemlemesi uyguladiklar1 caligmada kontrol grubunda 05.00-21.00 saatleri arasinda,
deneme grubunda ise 17.00-09.00 saatleri arasinda yemleme yapilmistir. Kirik-catlak
yumurta oraninin kontrol grubunda denemeye kiyasla daha yiliksek bulundugu, yumurta

veriminin ise deneme grubunda daha yiiksek oldugu belirtilmistir (7).

Ertas ve Sahin (3) calismalarinda; sicaklik stresine maruz kalan yumurta
tavuklarinda, farkli yogunlukta rasyonlar ve farkli yemleme yontemlerinin yumurta kalitesi
ve verimine etkisini incelemislerdir. Kontrol grubu, giiniin en sicak oldugu 14.00-18.00
saatleri arasinda yemliklerin ¢ekilip karartmanin uygulanmadigi grup, giiniin en sicak
oldugu saatlerde yemliklerin ¢ekilmeyip karartmanin uygulandigi grup seklinde 3 grup
olusturulmus ve en yiiksek ortalama canli agirliginin, yumurta veriminin, yumurta kabuk
kalinliginm ve yumurta 6zgiil agrliginin karartma grubunda bulundugunu ve bunu sirasiyla

yem ¢ekme ve kontrol gruplarinin izledigi bildirilmistir (3)

Kanathlarda sicaklik artiginda, zor nefes almak ve nefes nefese kalmak, gaga ve
ibiklerin suya batirilmasi, kanatlarm diismesi ve yar1 yartya uzamasi, susuzluk artisi ve

istah azalmasi, konviilzyonlar ile seyreden semptomlar goriilmektedir (6).

Organizmada ise, plazma, kortikosteroid, protein, glukoz, sodyum
konsantrasyonlarinda ve heterofil/lenfosit (H/L) oranlarinda yiikselme, potasyum
konsantrasyonunda ve adrenal bez, bursa fabrisius, dalak, tiroid gibi organ agirliklarinda
diisme ile seyreden degisimler gerceklesir (2). Sicaklik artisinda hizli solumaya bagl
olarak biiyiik oranda karbondioksit kayb1 olur. Kan pH seviyesi diiser ve metabolik asidoz
meydana gelir (6). Hizli soluma sonunda karbondioksit ve su kaybi yeterli seviyede
bikarbonat olusumunu engeller. Bikarbonat, kalsiyum ile birlikte kabuk olusumunda

onemli bir faktordiir. Sicak ortamda yeterli bikarbonat olusmamasi ve yem tiiketimininde
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azalmasma bagli olarak kalsiyum seviyesinin diismesiyle yumurta kabuk kalitesinin

bozuldugu ifade edilmistir (4).

Arastirmacilar (73, 77) tarafindan kanathilarda 1s1 stresinin; savunma
mekanizmasinda azalma veya immun sistem tizerinde baskilayict etki olusturma ve oksijen
serbest radikallerinin (OH ve O%) iiretimine neden olma gibi olumsuz etkilere sebep

oldugu bildirilmektedir .

Serbest radikaller metabolik rahatsizliklara ve hiicresel zarara neden olurlar.
DNA’ya yakin sekillenen reaktif serbest radikallerin hiicrede mutasyon veya sitotoksisite
meydana getirerek, enzim aktivitesinde de degisikliklere sebep oldugu ileri siiriilmektedir.
Reaktif serbest radikaller, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) lipid peroksidasyonu ile
hiicrelerde hasar olustururlar. PUFA’lardan zengin yemle beslenen civcivlerde oksidatif
stres ve karaciger lipid peroksidasyonu gdzlendigi ve vitamin E yOniinden eksik yemlerle
beslenen hayvanlarda kondiisyonun daha kétii oldugu bildirilmistir (73). E vitamininin
membran i¢i antioksidan Ozellikleri ile doku zarlarini serbest radikal saldirilarindan
kaynaklanan lipid peroksidasyonundan korudugu, hiicre zar1 fonksiyonlarinin entegrasyonu
ile ilgili kayiplar1 azalttii, hiicresel gecirgenligi artirdigi ve sonug¢ olarak yumurta

tavuklarini sicak stresinin etkisinden korudugu ifade edilmektedir (73, 77 ).

Kanatlilarda stres kosullar1 altinda salman ana hormon steroid yapida olan
kortikosterondur. Kortikosteron konsantrasyonundaki degisimler ikincil olarak diger
hormon sistemlerini etkiler; noradrenalinin adrenaline doniisiimi, tiroid hormonlarin
iretimi gibi. H/L orani; hipotalamo-adenohipofizyel-adrenokortikal eksen aktivitesinin
gostergesidir ve strese bagli artar. Kanatlilarda H/L orani fizyolojik stresin en hassas ve en
kuvvetli gostergesidir (2). Kortikosteron ve katesolaminlerin saliniminin uyarilmasi, hiicre
membraninda T ve B lenfosit memranlarin1 da i¢ine alarak lipid peroksidasyonuna neden
olur (31). T ve B lenfosit aktivitesindeki azalma yaninda bursa fabrisius, dalak gibi immun

sistem organ agirliklar1 da diiser (2).
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5.2. Stres ve Vitamin E

E vitamini, yumurtaci tavuklarda 1s1 stresi esnasinda 2 biiyiik fonksiyona sahiptir;
biri antioksidan olarak, ikincisi ise immun sistem modulatorii olarak. Is1 stresi sirasinda
fonksiyonunun zincir kiran antioksidan oldugu diistiniilmektedir (25). Vitamin E oksidatif
strese kars1 hiicreyi korur ve 1s1 stresi esnasinda hiicrelerdeki metabolik degisikliklere karst
savasta kullanilir. E vitamininin antioksidan rolii ise tavuklarda immun cevabin
gelismesinde 6nemlidir. E vitamininin immun yanittaki 6nemi, lenfosit, makrofaj, plazma
hiicrelerinin fonksiyon ve proliferasyonunu artirarak koruyucu gorev iistlenmesidir (30).
Diyetlere eklenen E vitamininin tarla ve laboratuar hayvanlarinda enfeksiyonlara karsi
direnci ylikselttigi One siiriilmektedir (25). 1989 yilinda Tengerdy (13), Vitamin E
ilavesinin hayvanlar i¢in c¢ok etkili oldugunu, ¢iinkii E vitamininin stres kaynakli

kortikosteronun negatif etkilerini azaltabilecegini ifade etmektedir.

Saglikli bir kanatli, aktif oksijenleri uzaklastiracak yeterli antioksidan kapasiteye
sahiptir, fakat cevresel stresle karsilagildiginda kapasitesi baskilanabilir. E vitamini
membranlardaki antioksidan o6zelligiyle stres sirasinda artan serbest radikallerden
kaynaklanan lipid peroksidasyonundan dokular1 korur, bu da gevresel stresin etkisini azaltir
(77). Woodall ve ark. (80) yaptiklar1 calismada oksidatif strese karsi antioksidanlarin
koruyucu etkisini arastirmislardir. Calismada antioksidan olarak alfa-tokoferol, beta-
karoten ve kantaksantin kullanildigi, diyete ilave edilen alfa-tokoferoliin incelenen tiim
dokulardaki alfa-tokoferol seviyelerini yiikselttigi bildirilmekte ve ayrica diyete ilave
edilen antioksidanlarin karacigerdeki oksidan strese kars1 direnci artirdigi ifade

edilmektedir (80).

Yapilan bagka bir ¢aligmada diyete ilave edilen E vitamininin 1s1 stresi sirasinda
yumurtaci tavuklarda, performansa, lenfosit proliferasyonuna ve antioksidan aktiviteye
etkisi incelenmistir. Hayvanlara 3 farkli (25 IU, 45 TU, 65 IU) dozda E vitamini verilmis ve
hayvanlar 3 hafta siiresince 1s1 stresine maruz (35°C) brakilmislardir. Vitamin E nin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla lipid peroksidasyon gostergesi olan
tiyobarbitiirikasit (TBA) degerlerine bakilmig ve 65 IU E vitamini alan grupta yumurta
sarisinda ve plazmadaki TBA degerleri diger gruplara oranla diisiik bulunmustur (81).

Surai ve ark. (28)’da yaptiklar1 bir ¢alismada diyete ilave edilen E vitamininin, gelismekte
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olan tavuklarin dokularindaki E vitamini konsantrasyonunu artirdigit ve lipid

peroksidasyonuna kars1 duyarlilig1 azalttig1 ifade edilmektedir (28).

Oztiirk ve ark. (82) yaptiklar1 bir calismada diyetlerinde antioksidan vitamin (E ve
C) ve element (Cu, Se) bulunan tavuklarda dokulardaki SOD, CAT ve GSH_Px ve LPO
seviyeleri incelenmistir. Calismada kontrol, Cu , Se , vitamin E , vitamin C ve vitamin A
gruplar1 olmak iizere 6 grubun olusturuldugu bildirilmis, vitamin E , vitamin C ve Se alan
gruplarda GSH-Px aktivitesinin belirgin dl¢iide yiikseldigi ve LPO seviyesinin diistiigii
ifade edilmistir. Calisma sonucunda ise ortalama % 60 nem ve 45°C sicaklikta E ve C
vitaminlerinin antioksidan enzim aktivitesini yiikselttigi ve LPO seviyelerini diigiirdiigii

belirtilmektedir.

Avanzo ve ark. (83)’nin yaptiklar1 ¢aligmada; tavuk kasinda E vitamini ve Se’un
oksidatif strese karst diren¢ olusumunda etkisinin arastirildigi ve E vitamini almayan
hayvanlarda; GSH seviyesinin ve GSH-Px aktivitesinin azaldig1 bildirilmektedir.
Diyetlerine E vitamini ve Se ilave edilen hayvanlarda, GSH-Px / Cu, Zn SOD oranmin 2,8
iken diyetlerine E vitamini ve Se ilave edilmeyenlerde oranin 0,13’e¢ diistiigii

belirtilmektedir.

Whitehead ve ark. (84)’nin yaptiklar1 calismada, diyetlere 5 farkli dozda (10, 125,
250, 375, 500 mg /kg) E vitamini ilave edilmis ve hayvanlar 4 hafta boyunca 1s1 stresine
(32°C) maruz birakilmislardir. Deneme boyunca hayvanlarin, yumurta iiretimi, yem
tilketimi ve canli agirlik artig1 incelenmistir. Diyetlerine 500 mg /kg E vitamini ilave edilen
grupta sicaklik stresinden kaynaklanan yumurta verim disiisiiniin en az oldugu
belirtilmistir. Denemede en ideal sonuglarin 125 mg/kg E vitamini alan grupta oldugu ifade

edilmistir.

Kirunda ve ark’nin (85) yaptiklar1 ¢aligmada yumurtaci tavuk diyetlerine 3 farkl
dozda (20, 60, 120 IU /kg) E vitamini ilave edilmistir. Deneme grubundaki hayvanlar 2
hafta boyunca 1s1 stresine (34°C) maruz birakilmislardir. Sicaklik artisinin etkisiyle, yem
tilkketiminde azalma, yumurta veriminde azalma, yumurta agirliginda azalma oldugu ifade

edilmistir. Yem tiiketiminin en ¢ok 120 mg /kg E vitamini alan grupta oldugu belirtilmistir.
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Yumurta veriminin 20 IU E vitamini alan ve 1siya maruz kalanlarda en diisiik, diger

gruplarda ise yiiksek oldugu vurgulanmastir.

Bollengier ve ark. (86)’nin yaptig1 calismada da, farkli dozlarda (125, 250, 375, 500
mg/kg) E vitamini alan yumurtaci tavuklarin 4 hafta siireyle 1s1 stresine (32°C) maruz
birakildiklar1 ve hayvanlarm yumurta verimi, yem tiiketimi ve viicut agwrligi yoniinden
incelendikleri bildirilmistir. Calismada; diyetlerine uzun dénem E vitamini ilave edilenler
ve kisa donem E vitamini ilave edilenler olmak {izere 2 deneme grubunun kullanildig: ifade
edilmistir Is1 stresinin hayvanlarda yumurta verimini diislirdiigii ve stres swrasinda en
yiksek yumurta veriminin kisa donemli olan grupta 500 mg /kg E vitamini alanlarda
oldugu bildirilmistir. Uzun doénem E vitamini ile beslenenlerde ise en yliksek verim 250
mg/kg E vitamini alanlarda oldugu vurgulanmistir. Yumurtalarin ortalama agirliklarinin her
iki uygulamada da benzer sonuclar gosterdigi ve yem tiiketiminin 1siyla beraber azaldigi

belirtilmistir.

Yapilan bir bagka calismada yine farkli E vitamini (10, 500 mg/kg,)
konsantrasyonlarinin 1s1 stresi sirasinda etkisini incelemek amaciyla, yumurta veriminin,
plazma kalsiyum konsantrasyonunun, yumurta sarist prokiirsorlerinin stres dncesi, stres
siras1 ve sonrasinda incelendigi bildirilmistir. Yumurta verimi ve yumurta agirhginin 1s1
stresi ve sonrasinda 500 mg /kg E vitamini alanlarda en yiliksek bulundugu ifade edilmistir

(73).

Morillo ve ark. (87)nin yaptigi bir ¢alismada, 1s1 stresine (32-34°C) maruz kalan
broylerlere 2 farkli dozda (50, 150 IU/kg) E vitamini uygulamasinm yapildig1 ve
hayvanlarin canli agirlik ve yem tiiketimleri yoniinden incelendikleri bildirilmistir. 150

IU/kg E vitamini alan grupta yem tiiketiminin daha iyi oldugu belirtilmistir.
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6. GEREC ve YONTEM

6.1. Hayvan Gereci

Arastirma, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
deneme kiimeslerinde, toplam 150 adet 26 haftalik Leghorn hatti yumurta tavugu
kullanilarak, Temmuz 2003 ile Eylil 2003 arasinda tek asamada gerceklestirilmistir.
Calismada; ayn1 ortam kosullarina sahip klimali 2 kiimes kullanilmistir. Her kiimesde 75

adet tavuk bulunmustur.

6.2. Arastirma Dizaym ve Uygulamalar:

Arastirma Dizayni

Calismaya alman hayvanlar kontrol ve deneme olarak 2 gruba ayrilmistir. Kontrol
ve deneme gruplarindaki bulunan 75’er adet hayvan kendi iclerinde 3 alt gruba ayrilarak
25’erli gruplar halinde yumurta tavugu kafeslerine yerlestirilmistir. Gruplar, 1s1 stresi
uygulanmayan (Kontrol grubu) ve 1s1 stresi uygulanan (Deneme grubu) seklinde

ayrimustir. Alt gruplar ise su sekilde diizenlenmistir.

Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi (30 mg /kg E vitamini) ile beslenen

grup. Is1 stresi uygulamas: yapilmamustir (21°C).

Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg /kg E vitamini

ilave edilmis grup. Is1 stresi uygulamasi yapilmamustir (21°C).

Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg /kg E vitamini

ilave edilmis grup. Is1 stresi uygulamasi yapilmamustir (21°C).
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Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi (30 mg /kg E vitamini) ile
beslenen grup. Is1 stresi uygulamasi yapilmustir (3 hafta boyunca 35°C) .

Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg /kg E vitamini
ilave edilmis grup. Is1 stresi uygulamas: yapilmistir (3 hafta boyunca 35°C).

Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg /kg E vitamini

ilave edilmis grup. Is1 stresi uygulamasi yapilmistir (3 hafta boyunca 35°C).

Her bir alt grup, besli replikasyonlu calisilmistir. Arastrma 9 hafta siirmiistiir.
Yumurta tavuklarinda, kiimes ideal 1sisinin 20-24°C olmasi gerektigi icin (88), tiim
hayvanlarin adaptasyonu agisindan, ilk {i¢ hafta siire ile % 45 bagil nem ve 21°C oda
isisinda tutulmuslardir. Dordiincii hafta deneme grubunun 1sis1 35°C’ye, nem de % 65'e
yiikseltilmistir. Takip eden ii¢ hafta boyunca hayvanlar ayni kondiisyona maruz
birakilmislardir. Yedinci hafta 1s1 tekrar ii¢ hafta siireyle 21°C’ye diisiiriilmiistiir. Kontrol
grubunun oda 1s1s1 9 hafta siiresince 21°C, nem de % 45 olarak sabit birakilmustir. Deneme
stiresince havalandirma, kiimeslerdeki havalandirma kapagindan yapilmistir. Aydinlatma,
kontrol ve deneme gruplarinda 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde

uygulanmigtir.

Arastirmanin 13. (1s1 stresi Oncesinde), 34. (1s1 stresi swrasinda) ve 55. (1s1 stresi
sonrasinda) giinlerinde olmak iizere 3 kez kan alinmistir. Elde edilen 6rneklerde plazma ve
yumurta sarisi E vitamini, plazma MDA, eritrositlerde MDA, GSH-Px, CAT, SOD ve

yumurta sarisinda MDA spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.

Arastirma siiresince yumurta verimi ve yumurta kalitesine ait parametrelere
(yumurta agirligi, yumurta 6zgil agrligi, yumurta aki yiiksekligi, kabuk agirligi, kabuk

kalinlig1) kan alim giinlerinde toplanan yumurtalarda bakilmistir.
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Yem ve Su Uygulamasi

Rasyonlar, Amerika Ulusal Arastrma Konseyi’nin (NRC) (National Research
Council) (89) belirttigi besin maddeleri degerlerine gére hazirlanmistir. Deneme siiresince
kontrol gruplar1 standart yumurta tavugu yemi ile beslenmislerdir. Deneme gruplarmin
(D2, D3) diyetlerine ekstra E vitamini ilave edilmistir (+50, +75 mg /kg E vitamini).

Kontrol ve deneme grubundaki hayvanlara 9 hafta siiresince her giin 125 g yem verilmistir.

Arastirma siiresince tiim gruplara ad libitum su verilmistir.

Tablo1.Arastirma

suresince kontrol

ve deneme

gruplarina uygulanan yemlerin

kompozisyonlari.
I¢erik % K1 K2 K3 D1 D2 D3
Misir 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Bugday 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
Tam Yagh Soya | 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00
fasiilyesi
Aycicek yag | 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
Kiispesi
Yag 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
Dikalsiyum Fosfat 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
DL-Metiyonin 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Limestone 9.50 9.50 9.50 9.50 9.50 9.50 9.50
Vitamin+mineral 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
premix*
Tuz 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Et ve Kemik unu 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Gluten 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
L-Lizin 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamin E** 30 mkg | 30mg/kg | 80mg/kg | 105mgkg | 30mgkg 80mg/kg 105mg/kg
Antioxdant 10mg/kg | 10mg/kg | 10mg/kg 10mg/kg 10mg/kg 10mg/kg 10mg/kg

Her 1 kg yemde bulunan vitamin miktar1: Vitamin A. 10.000.0001U; vitamin D3. 2.000.000 IU; vitamin K3.
3 mg /kg; vitamin Bl. 3 mg; vitamin B2. 6 mg: vitamin B6. 4 mg; vitamin B1. 2; 15 mg; Ca pantotenat. 10
mg; Niasin 25 mg; Folik asit. 1mg; D Biotin; 25 mg . Her 1 kg yemde bulunan mineral miktar:: Mn. 80 mg;
Fe .60 mg; Zn. 60 mg; Cu. 5 mg: Co 500 mg; Se. 150 mg.
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Tablo2. Arastirma siiresince kontrol ve deneme gruplarina uygulanan yemlerin besin

degerleri.

% K1 K2 K3 D1 D2 D3
Kuru Madde 89.00 | 89.00 | 89.00 | 89.00 | 89.00 | 89.00 | 89.00
Kuru Protein 17.50 | 17.50 | 17.50 | 17.50 | 17.50 | 17.50 | 17.50
Kuru Lif 5.00 | 5.00 | 5.00 | 5.00 | 5.00 | 5.00 | 5.00
Kiil 12.00 | 12.00 | 12.00 | 12.00 | 12.00 | 12.00 | 12.00
HamYag 520 | 520 | 520 | 520 | 520 | 5.20 | 5.20
Ca 390 | 390 | 390 | 390 | 3.90 | 3.90 | 3.90
P 085 | 0.85 | 0.85 | 0.85 | 0.85 | 0.85 | 0.85
Metobolize Edilebilir Enerji | 2750 | 2750 | 2750 | 2750 | 2750 | 2750 | 2750

(ME Kcal/kg)

6.3. Orneklerin Toplanmasi

Kontrol (K1, K2, ve K3) ve deneme (D1, D2 ve D3) gruplarinda bulunan

hayvanlarin kanat alt1 venalarindan (V. Subcutanea ulnaris), arastirmanm 13. (1s1 stresi

oncesinde), 34. (1s1 stresi sirasinda) ve 55. (1s1 stresi sonrasinda) giinlerinde olmak tizere 3

kez kan alinmigtir. Kan alinimma sabah 08.30’da baglanmistir. Kan aliminda her hayvan

icin 2’ser heparinli tiip kullanilmistir. Tiiplerden biri ile plazma, digeriyle eritrosit paketi

hazirlanmistir. Alinan kanlardan 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiije edilerek plazmalar elde

edilmistir. Plazma orneklerinin hepsi numaralandirilarak -25°C’de analizlerin yapildig:

giine kadar saklanmistir.

6.4. Eritrositlerin Analiz icin Hazirlanmasi

Calismanin deneysel bolimiinde kontrol (K1, K2, ve K3) ve deneme (D1, D2 ve

D3) gruplarinda bulunan hayvanlardan alinan heparinli kanlarda plazma ve eritrositler

arasinda kalan lokosit ve trombosit tabakasi otomatik pipetle alinip atildiktan sonra dibe
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cokmiis olan eritrositler , Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ¢ozeltisi ile yikanarak
santrifiij edilmistir. Bu yikama islemi {i¢ kez tekrarlanmistir. Son santrifiij sonrasi tiipiin
dibinde kalan eritrosit sedimentinden, distile su ilave edilerek 0.4 ml alinarak 0.4 ml PBS
ile kiigiik plastik tiipe aktarilmis, enzim tayinleri i¢in analizler yapilincaya kadar derin
dondurucuda saklanmistir. Eritrositler, analizler yapilmadan once saklanan karigimin
iizerine 3.2 ml buz soguklugunda tridistile su eklenerek hemoliz edilmistir. Daha sonra 1
ml hemolizat iizerine 1ml 3/5 oraninda hazirlanmis kloroform /etanol karisimi ilave
edilerek, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Enzim tayini i¢in iistte kalan berrak
kisim kullanilmigtir (90).

Ayiraclar

PBS : 8.06g NaCl (138 mM), 0,201g KCL (2.7 mM), 1.15 g Na,HPO, (8.1 mM) ve
0.2 g KH,PO4 (1.47mM) bir beherde ¢oziildiikten sonra litrelik balon jojeye aktarilarak

hacim tridistile su ile 1 litreye tamamlanmistir (90).

6.5. Canh Agirhik Tartimlan

Kontrol (K1, K2, ve K3) ve deneme (D1, D2 ve D3) gruplarinda ; arastirmanin 7.,
14., 21., 28., 35., 42., 49., 56., 63. giinlerinde hayvanlar tartilarak ortalama canli agirliklar

saptanmistir.

6.6. Yumurtalarin Toplanmasi

Arastirma siiresince Kontrol (K1, K2, ve K3) ve Deneme (D1, D2 ve D3)
gruplarinda bulunan hayvanlarin giinliik yumurta verimlerini kontrol etmek amaciyla her
giin yumurtalar toplanmis ve sayimmi yapimistir. Kan alim giinii toplanan yumurtalarda,
yumurta kalitesine ait parametrelere (yumurta agirligi, yumurta 6zgiil agirlhigi, yumurta aki
yiiksekligi, kabuk agirligi, kabuk kalinligr) giinliik olarak bakilmistir. Yumurta sarisinda E
vitamini ve Malondialdehit miktarlarin1 saptamak i¢in ayrilan yumurtalar analiz giiniine

kadar -25 °C’de saklanmustir.
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6.7 Yem Tiiketimi

Kontrol (K1, K2, ve K3) ve deneme (D1, D2 ve D3) gruplarinda bulunan
hayvanlara giinliik her hayvan i¢in 125 gr yem verilmistir. Yem tiiketimleri haftalik olarak
takip edilmistir. Arastirmanin 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49., 56., 63. giinlerinde kafeslerin

yemlik bolmelerinde kalan yemler tartilmig ve kaydedilmistir.

6.8. Biyokimyasal Analizler

6.8.1. Plazmada E Vitamini Diizeyi Ol¢iimii:

Prensip

E vitamininin plazma igindeki oranlarmi belirlemede kullanilan ydntem, belirli

dalga boyunda UV-visible absorbanslar1 saptayan HPLC esasina dayanir (91).

Kromatografik Sartlar

Akis Hizt : 1ml /dak. (izoakratik akis)

Mobil Faz : Metanol-Butanol- Su (89.5:5:5.5, v/v)
Sicaklik : Ortam Sicaklig1

Kolon : Hyberbond C 18 (150 mm x 3.9 mm i¢ ¢apli)

Dalga Boyu :292 nm
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Ayiraclar

1- Asetonitril (%99.9)

2- Vitamin E Standart1 (%98)

3- Etanol (%98)

4- Butanol-Etil Asetat Karisimi1 1:1 v/v oraninda hazirlanmastir.
5- Sodyum Siilfat

6- Metanol (%99.8)

Yontem

Standart Hazirlama

I- Stok Standart: Vitamin E standartindan 84.2 mg alnip 25 ml asetonitril’de

¢Oziilmiistiir. Hazirlanan stok standart 1 ay boyunca sogukta saklanabilir (4°C) .
2- Standart: Stok standart dan 5 ml alinmis ve metanol ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

Numune Hazirlama

1- 500 pl etanol, 500 pl plazmaya katilmig ve ¢alkalanmstir.

2- Bu karisima 1 ml butanol-etil asetat karisimi ilave edilmistir ve 50 mg sodyum
stilfat eklenmistir.

3- -20°C’de 20 dakika bekletilmistir ve 4000 rpm’de santrifiij yapilmustr.

4- Hazirlanan numuneler viallere alinmistir ve HPLC’de enjeksiyon edilmistir.
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Hesaplama

Vitamin E Miktar1 (Ug / ml) = (Npik x Stw x St % x 3) / (St pik x M vit E) x 500

Npik : Numunenin pik alani
Stw : Standartin tartimi (mg)
St % : Standartin ylizde saflig1

St pik : Standartin pik alani
Mvit E  : Vitamin E mol kiitlesi

3,500 : Seyreltme Faktorii

6.8.2. Plazmada Malondialdehit (tiyobarbitiirik asit reaktif substans) (TBARS)

Diizeyi Ol¢iimii

Prensip

Iki molekiil tiyobarbitiirik asidin, bir molekiil MDA ile asit ortamda reaksiyona
girmesiyle pembe renk olusturmasi esasina dayanmaktadir. Meydana gelen bilesik 532-535

nm’de maksimum absorbans vermektedir (92).

Ayiraclar

1- Triklorasetik asit (%20) : 200 g triklorasetik asit (TCAA) tridistile suda
coziilerek hacim 1 litreye tamamlanmistir.

2- Tiyobarbitiirik asit (%0.67) : 1.675 g tiyobarbitiirik asit tridistile suda ¢oziilerek
hacim 250 litreye tamamlanmis ve +4°C’de saklanmustir.

3- n- Butanol
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4- 1.1.3.3. Tetractoksipropan standart1 (C;1H2404) : 1.1.3.3. tetraetoksipropandan

0.494 ml alinarak etanol ile 100 ml’ye tamamlanmistir . Hazirlanan karigimdan 0.1

ml alinarak triditile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir (= 20 pmol /1).

Yontem

Tablo 3. TBARS aktivitesinin dl¢iimii i¢in ¢aligma ¢izelgesi.

Kullanilan Maddeler Kor Tiipii Ornek Tiipii
Plazma - 0.5 ml
TCAA ¢ozeltisi 3.0ml 2.5 ml
TBA ¢ozeltisi 1.0 ml 1.0 ml

30 dakika kaynar su banyosunda inkubasyon ve sogutma

n-Butanol

4.0 ml

4.0 ml

3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra butanol tabakasi bagka bir tiipe aktarilmis

ve 535 nm’de absorbanslar okunmustur.

Hesaplama

N mol/ml = Testin Absorbanst x Standartin Konsantrasyonu

Standartin Absorbansi
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6.8.3. Eritrositlerde Malondialdehit (TBARS) Diizeyi Ol¢iimii :

Prensip

Lipid peroksitinin ikincil yikim {iriinii olan malondialdehidin oksidatif stres altinda

iiretilmesine dayanir (93)

Ayiraclar

Tamponlanmis tuzlu su : 1.76 ml 0.5 M KH,PO; ile 6.08 ml 0.5 M K,HPO4’den
karigim hazirlanarak hacim 100 ml’ye tamamlanmistir ve pH : 7.4’e ayarlanmistir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 100 ml alinmig ve iizerine 1 litre 0.15 m NaCl ilave

edilmigtir. Tekrar pH kontrolii yapilmustir.

2- Azid tampon (taze olarak hazirlanir) : 1 litre tamponlanmis tuzlu su, 10 ml 0.4 M
sodyum azid ile karistirilmastir.

3- TCA-Arsenit : 3.25 g NaAsO, 125 ml suda ¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine %100’liik
TCA’dan 70 ml ilave edilmistir ve 250 ml’ye tamamlanmastir.

4- H,0; (%35) : 0.425 ml H,O,’den alinip 10 ml’ye tridistile su ile tamamlanmistur.
Bu ¢ozeltiden 2 ml alip tamponlanmis tuzlu su ile 100 ml’ye tamamlanmistur.

5- TBA ¢ozeltisi : 100 mg TBA, 4 ml su ve 0.5 ml IN NaOH icinde isitilarak
cozdiiriilmiistiir ve tridistile su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.

Yontem

1- Kanlar heparinli tiiplere alinmistir ve satrifiijlenmistir.

2- Eritrositler %0.9 NaCl ile yikanarak satrifiijlenmistir.

3- Hemoglobin tayini : Eritrosit siispansiyonuna esit hacimde azidli tampon konmusg
ve karistirilmistir ve her numunenin hemoglobin tayini yapilmistir. 20 pl
suspansiyon, 5 ml Drabkin aywracina konmustur ve 540 nm’de suya karsi
absorbans1 okunmustur (93).

4- Hb g/100 ml = Absorbans x 36.8 seklinde hesaplanmistir.
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5- Bu siispansiyon tam olarak 3 g/100 ml Hb icerecek sekilde tamponlanmig tuzla
dilue edilmistir.

6- Bu siispansiyonun 5 ml’si 10 dakika 37°C’de calkalayici su banyosunda
tutulmustur.

7- 0. zamanda 5 ml H,O, tiipilin kenarindan sizdirilarak tiipe eklenmistir.

8- Karisim 37°C’de tiiplerin agizlar1 agik olacak sekilde 2 saat inkiibe edilmistir ve
inkbasyon sonunda tiipler sogutulmustur.

9- Eritrositlerde TBARS tayini i¢in hazirlanan hiicre siispansiyonundan 3 ml almip,
tizerine 2 ml TCA-Arsenit solusyonu ilave edilmistir ve santrifiije edilmistir.

10- 3 ml siipernatant alinip iizerine 1ml TBA eklenmistir.

11- Karisim tiiplerin agz1 kapali olacak sekilde 15 dakikada kaynar suda tutulmustur.

12- Tipler daha sonra sogutulmustur.

13- Numuneler 532 nm’de okunmustur.

Hesaplama

N mol/gHb = Absorbans x 950 seklinde hesaplama yapilmigtir.

6.8.4. Eritrositlerde Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) Diizeyi Olciimii

Ticari test kiti (Ransel- Randox) kullanilarak tayin edilmistir (63).

Prensip

Peroksidaz kullanilarak GSH, okside form olan GSSG’ye doniistiiriiliir.
Reaksiyonun geriye c¢evrilmesi Glutatyon Rediiktaz (GR) enzimi tarafindan
katalizlenebilen ve NADPH H'" kullanan bir reaksiyonla gergeklestirilir ve bu reaksiyonda
GSH miktar1 sabit kalmaktadir (63).

36



Ayiraclar

1- Glutatyon

2- Glutatyon Rediiktaz
3- NADPH

4- Fosfat tamponu

5- EDTA

6- Kiimen Hidroperoksit

7- Dilusyon Ayiract

Yontem

Tablo 4. GSH-Px aktivitesinin 6l¢limii i¢in caligma ¢izelgesi.

4mmol/L

> 0.5 U/L

0.28 mmol/L

0.05 mol/L ; pH 7.2

4.3 mmol/L

0.18 mmol/L

Kullanilan Maddeler Sulandirilmis 6rnek Reaktif Korii
Dilue Ornek 0.05 ml -
Distile Su - 0.05 ml
Ayirag 2.50 ml 2.50 ml
Kiimen 0.10 ml 0.10 ml

Numuneler 340 nm dalga boyunda havaya kars1 okunmustur. Her numune ve kor ayiraci

icin swasiyla 1., 2. ve 3., dakikalarda okumalar yapilmistir. Kor ayiract i¢in bulunan

absorbans, 6rnegin absorbansindan ¢ikarilmastir.
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Hesaplama

U/L Hemolizat = 8412 x AA 340 nm seklinde hesaplanmustir.
dakika

6.8.5. Eritrositlerde Katalaz (CAT) Diizeyi Ol¢iimii

Prensip

240 nm’de H,O, absorbansindaki diisme esas almmustir (94).

Ayiraclar

1-Tampon I : Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POj4) : KH,PO4’den 1.7011 g alinmig

ve hacim tridistile su ile 250 ml’ye tamamlanmustir.

2- Tampon II : Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) : KoHPOs’den 4.3545 ¢

alinmis ve hacim tridistile su ile 500 ml’ye tamamlanmigtir.

3- pH 7 Tampon : Tampon I’den 39.2 ml alinmis ve hacim Tampon II ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Bu karisimdan 2 adet hazirlanmistir. Bu karisim buzdolabinda

saklanabilir, tamponun her kullaniminda pH kontrol edilmistir.

4- H,0O;, (38 mmol /1) : 0.3267 ml H,0O, alinmig ve hacim pH 7 tampon ile 100

ml’ye tamamlanmistir. Taze olarak hazirlanmagtir.
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Yontem

Tablo 5. CAT aktivitesinin 6l¢iimii i¢in ¢alisma ¢izelgesi.

Kullanilan Maddeler Ornek Tiipii
Ornek 10 ul
PH 7 Tampon 790 pl
H,0; 400 pl

Analize baslamadan tampon ve H,0, ¢ozeltisi, 30°C’de bekletilip 1sitilmus ve daha

sonra yukaridaki islemler yapilmistir.

Ornek tiipiine tim ayraglar konduktan sonra érnek 30°C’de 5 dakika bekletilmis,
240 nm’de ilk okuma yapilmistir. Ornek tekrar 30°C’de 5 dakika bekletilmis ve ikinci

okumalar yapilmistir. Okumalarda quartz kiivetler kullanilmistir.

Hesaplama

= AA/min x 600 x 1 seklinde hesaplanmustir.

5 X0.04
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6.8.6. Eritrositlerde Superoksit Dismutaz (SOD) Diizeyi Olgiimii

Prensip

Metot, ksantin-ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile olusan siiperoksit
radikallerinin, ortamda bulunan Nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesinin numunede
bulunan SOD enzimi tarafindan engellenmesi esasmna dayanir. Renksiz NBT iyonu,
stiperoksit radikali ile indirgendiginde maksimum absorbansini 560 nm’de veren mavi
renkli formazona doniisiir. Bu reaksiyon esnasinda, numunedeki SOD aktivitesi ile orantilt

olan bir absorbans diismesi gézlenir (56).

Ayiraclar

1- Ksantin Stok Cozeltisi (3 mmmol/L) : 23 mg ksantin, 50 ml’lik balon joje i¢cinde
5 ml 0.1 N NaOH ile hafif¢ce 1sitilip ¢oziilerek, tridistile su ile 50 ml’ye
tamamlanmistir. Stok ¢ozeltisi 10 kat seyreltilerek ¢calisma ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de 1 hafta dayaniklhidir.

2- Disodyum EDTA ¢o6zeltisi (0.6 mmol/l): 0.2233 g EDTA tridistile su ile

¢oziilerek hacim 1 litreye tamamlanmus ve +4 °C’de saklanmustur.

3- NBT ¢ozeltisi (0.15 mmol/L) : 30.75 mg NBT tridistile su ile ¢oziilerek hacim

250 ml’ye tamamlanmus ve +4 °C’de saklanmustir.

4- Na,CO; ¢ozeltisi (400 mmol/l) : 10.599 g Na,COs, tridistile su ile ¢oziilerek

hacim 250 ml’ye tamamlanmus ve +4 °C’de saklanmustir.

5- Sigir Serum Albumini (1.0 g/L) : 100 mg si1gir albumini tridistile suda ¢oziilerek

hacim 100 ml’ye tamamlanmus ve +4 °C’de saklanmustir.

6- Amonyum Siilfat (NH4),SO4) ¢ozeltisi (2 mol/L) : 26.428 g (NH4),SO4 tridistile

suda hacim ¢dziilerek hacim 100ml’ye tamamlanmis ve +4°C’de saklanmustur.

7- Bakir Kloriir (CuCly) ¢ozeltisi (0.8 mmol) : 26.75 mg CuCl, tridistile suda

¢oziilerek hacim 250 mI’ye tamamlanmus ve +4 °C’de saklanmustur.
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8- Ksantin Oksidaz ¢ozeltisi : 16.66 U / ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim
cozeltisinden 20 pl alinarak, daha Once hazirlanmig olan 2M amonyum siilfat

cozeltisinden 2 ml alinarak karistirilmastir.

9- SOD deney reaktifi (20 testlik) : 20 ml ksantin ¢alisma ¢ozeltisi, 10 ml EDTA
cozeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi, 6 ml Na,COs ¢ozeltisi ve 3ml sigir albumini

cozeltisi 100 ml’lik bir erlende karistirilmistir.

Yontem

Tablo 6. SOD aktivitesinin 6l¢iimii i¢in ¢alisma ¢izelgesi.

Kullanilan maddeler Kor Tiipii Ornek Tiipii
Reaktif Karigimi 2.45 ml 2.45 ml
Ornek - 0.50 ml
Tridistile Su 0.50 ml -
Ksantin Oksidaz ¢ozeltisi 50 ul 50 ul

20 dk. 25 °C 2lik su banyosunda inkubasyon
CuCl, Cozeltisi 1.0 ml 1.0 ml

Inkiibasyon siiresi sonunda CuCl, eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Kor ve

numune tiiplerinde olusan rengin absorbansi deney reaktifine karsi 560 nm’de okunmustur.

Hesaplama

% Inhibisyon : Koriin Absorbansi — Ornegin Absorbans1 x 100

Koriin Absorbansi seklinde hesaplanmustir.
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Bir SOD iinitesi, NBT’ nin indirgenmesini % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesi olarak kabul edilmistir. Sonugclar, eritrosit hemolizatindaki gram hemoglobin

basima iinite (U/g-Hb) seklinde verilmistir.

6.8.7. Yumurta Sarisinda Malondialdehit (TBARS) Diizeyi Ol¢iimii :

Prensip

Yumurta sarisimin TBARS degerinin 535 nm dalga boyunda malondialdehit olarak

hesaplanmasi esasia dayanir (95).

Ayiraclar

1- Potasyum Kloriir (KCL) (% 1.15) : 1.15 g KCL alinmig ve distile su ile 100
ml’ye tamamlanmistir. Cozelti su ile 1sitilarak hazirlanmistir.

2- Tris-Malat Tamponu (80 mM) : 9.69 g tris (hyroxymethyl) — aminometan, 1 M
maleik asit i¢ginde ¢ozdiiriilerek hacim bidistile su ile 1 litreye tamamlanmustir.

3- Demir Siilfat (5 mM) (FeSO4-7H,0) : 0.139 g FeSO4-7H,0 alinmis, bidistile su
ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

4- Askorbik asit (2mM) : 0.0352 g askorbik asit alinmais, bidistile su ile hacim 100
ml’ye tamamlanmistir.

5- TBA-TCA c¢ozeltisi : 150g TCAA ve 3.75g TBA alimmig, 1 litre 0.25N
Hidroklorik asit i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve c¢oOzeltinin rengi agilincaya kadar

1sitilmagtr.

Yontem

I- Yumurta saris1 6rnekleri 0.1 mg tartilmig ve 10 ml’lik vidali tiiplere alinmastir.

Yumurta saris1 6rnegi iizerine 9 ml KCL ilave edilmistir.

2- Buz igeren bir kapta, tlipte bulunan 6rnek homojenizatér yardimi ile 900 devirde

45-60 sn. homojenize edilmistir.
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3- Elde edilen homojenattan vidal kapakli cam tiip igerisine 0.1 ml alinarak, {izerine
0.5 ml 80 mM tris-malat-buffer (pH 7.4), 0.2 ml 5 mM demir siilfat ve 0.2 ml 2
mM askorbik asit ¢ozeltileri ilave edilmis ve bu karisim vortekste 3000 devirde 10
sn karistirilmistir.

4- Kor deger i¢inde 0.1 ml % 1.15’lik KCL {izerine 0.5 ml 80 mM tris-malat-buffer
(pH 7.4), 0.2 ml 5 mM demir siilfat ve 0.2 ml 2 mM askorbik asit ¢ozeltileri ilave
edilmis ve benzer iglemler yliriitiilmiistiir.

5- Tiipler igerisindeki karisim 37°C’ye ayarlanmus hareketli su banyosunda 15 rpm’de
ve 0., 30., 60 ile 90 dakikalik farkli zamanlarda inkiibasyona birakilmistir.

6- Inkiibasyon sonras1 rneklere 2ml TBA-TCA-HCI soliisyonu katilmistr.

7- Tiiplerin agz1 kapatilarak 30 sn yavas devirde vorteksde yeniden homojen hale
getirilmistir.

8- Kapakl tiipler 15 dk sicak su banyosunda bekletilmis ve daha sonra sonra buz
icerisinde 10 dk tutularak sogutulmustur.

9- Sogutma isleminden sonra tiipler 4°C ve 2200 rpm’de 20 dk siireyle santrifiije
edilmis ve tistte kalan kisim pipet yardimu ile kristal kiivete yavasca aktarilmistir.

10- Son olarak elde edilen ornekler 535 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
spektrofotometrede kore kargi okunmustur.

Hesaplama

Yumurta sarisinin tiyobarbiturik reaktif substans (TBARS) degeri malondialdehit

olarak hesaplanmustur.

Malondialdehit (MDA, nmol/mg) = 1,92306° ekstinksiyon katsayis1 x okunan

absorbans deger seklinde hesaplanmustir.
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6.8.8. Yumurta Sarisinda E Vitamini Diizeyi Ol¢iimii:

Prensip

E vitamininin yumurta sarist i¢indeki oranlarmi belirlemede kullanilan yontem,

belirli dalga boyunda UV-visible absorbanslar1 saptayan HPLC esasina dayanir (91).

Ayiraclar

1- Asetonitril (%99.9)

2- Vitamin E Standart1 (%98)

3- Etanol (%98)

4- Butanol-Etil Asetat Karigimi 1:1 v/v oraninda hazirlanmistir.
5- Sodyum Siilfat

6- Metanol (%99.8)

Yontem

Kromatografik Sartlar
Akis Hizt : 1ml /dak. (izoakratik akis)
Mobil Faz : Metanol-Butanol- Su (89.5 :5:5.5, v/v)
Sicaklik : Ortam Sicakhig1 (18°C - 21)
Kolon : Hyberbond C 18 (150 mm x 3.9 mm i¢ ¢apli)

Dalga Boyu :292 nm
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Standart Hazirlama

1- Stok Standart: Vitamin E standartindan 84.2 mg almip 25 ml asetonitril’de
¢oziilmiistiir. Hazirlanan stok standart 1 ay boyunca sogukta saklanabilir (4°C) .

2- Standart : Stok standart dan 5 ml alinmis ve metanol ile 100 ml’ye tamamlanmastir.

Numune Hazirlama

1- 500 pl etanol, 500 pl yumurta sarisina katilmig ve ¢alkalanmustir.

2- Bu karigima 1 ml butanol -etil asetat karisimi ilave edilmistir ve 50 mg sodyum
stilfat eklenmistir.

3-20°C’de 20 dakika bekletilmistir ve 4000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

4- Hazirlanan numuneler viallere alinmistir ve HPLC’de enjeksiyon edilmistir.

Hesaplama

Vitamin E Miktar1 (Ug / ml) = (Npik x Stw x St % x 3) / (Stpik x M vit E) x 500

Npik : Numunenin pik alani
Stw : Standartin tartimi (mg)
St % : Standartin ylizde saflig1

St pik : Standartin pik alani
Mvit E  : Vitamin E mol kiitlesi

3,500 : Seyreltme Faktorii
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6.9. Yumurta Kalitesine fliskin Analizler

Yumurta kalitesine iliskin analizlerde, yumurta ak yiiksekligi, yumurta kabuk
kalinligi, yumurta kabuk agirligi, yumurta agirhgi, yumurta 6zgiil agirhigi saptanmistir.
Kan alindig1 gilinlerde numaralandirilip toplanan yumurtalarin analizleri ayn1 giin i¢inde
yapilmistir. Yumurta kabuk tartimlar1 i¢in dijital terazi, kabuk kalinlig1 i¢cin mikrometre

kullanilmistir.

Toplanan yumurtalar yikanip kurulandiktan sonra, tartilarak agirliklar: belirlenmis
ve Ozgil agirliklart hesaplanmigstir (96). Daha sonra yumurtalar diiz bir zeminde kirilip ak
yiikseklikleri ol¢tilmiistiir. Kirilan yumurtalar kabuk zarlarindan arindirilmis ve kabuklar
103°C’de 24 saat kurutulmuslardir. Kabuk agiliklari tartilarak saptanmustir. Kabuk
kalinliklar1 yumurtanin sivri ve kiit uclar ile orta kismin karsilikli iki yiliziinden olmak
tizere alman toplam 4 parcanin kalinliklar1 Olgiilerek ve ortalamalar1 alinarak

degerlendirilmistir (97).

6.10. istatistiksel Analiz

Veriler, istatistiki olarak gruplar arasi ve gruplar i¢i karsilastirmalar yapilarak
degerlendirilmistir. Sonuclar, ortalama ve standart hata (x = SE) olarak verilmistir.

Onemlilik derecesi p< 0.05 ile ifade edilmistir.

Gruplar arasinda verilerin istatistiki analizi two-way ANOVA (SPSS, 11.5)
kullanilarak varyans analizi ile degerlendirilmistir. Gruplara ait veri ortalamalar1 arasindaki

farkliliklar Duncan testi ile karsilastirilmstir.

6.11. Malzeme ve Alet Listesi

1- Ransel-Randox (Glutatyon Peroksidaz Kiti)
2- HPLC

3- Seac Spektrofotometre

4- Beckmann su banyosu

5- Vortex

6- Homojenizator
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7. BULGULAR

7.1. Klinik Bulgular

Kontrol grubu hayvanlarinda arastirma siiresince herhangi bir hastalik
gozlenmemistir. Bu hayvanlarin kafeslerdeki hareketlilikleri, canl agirlik artiglart ve yem

tilketimleri ve yumurta verimleri normal olmustur.

Deneme grubu hayvanlarinda ilk 3 haftalik adaptasyon periyodu boyunca herhangi
bir anormal durumla karsilagiimamistir. Is1 stresinin uygulanmaya basladigi 4. haftayla
beraber bu grupta bulunan hayvanlarda bazi degisiklikler meydana gelmistir. Canli agirlik
artiglari, yumurta verimleri ve yem tiiketimleri azalmistir (Grafik 2, 4, 6). Is1 stresinin 7.
giiniinden (35°C) itibaren hayvanlarm % 70’inin agizlar1 agik durumda oldugu ve hizli
soluma yaptiklart goriilmiistiir. Hayvanlarin ¢ogunda periferik anemiye bagl ibiklerin ¢ok
acik pembe oldugu gozlemlenmistir. Su tiiketimi ¢ok artmistir ve hayvanlarda tity dokiimii
baglamistir. Hayvanlar kafeslerinde yatar vaziyette, kanatlar yanlara ac¢ik halde
bulunmuslardir. Sicaklik stresinin 7. giiniinden itibaren Oliimler baslamis ve deneme
boyunca 5 hayvan 6lii bulunmustur. Olen hayvanlarin ibikleri morarmis ve konjesyon

gozlemlenmistir.

7.2. Arastirma Siiresince Incelenen Biyokimyasal Parametreler

7.2.1. Plazma E Vitamini Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin plazma E vitamini diizeyleri Tablo 7’de
gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; stres Oncesi, stres sirasi ve stres
sonrasinda K2 ve K3 gruplarinin ortalama plazma E vitamini konsantrasyonunun, K1
grubuna gore istatistiki anlamda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p < 0.05). Aym
donemlerde K2 ve K3 gruplar1 arasinda da ortalama plazma E vitamini konsantrasyonu

acisindan, istatistiki olarak anlamli farkililik saptanmistir (p < 0.05).
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Deneme gruplarmna ait plazma E vitamini diizeyleri Tablo 8’de gosterilmistir.
Gruplar arast yapilan karsilastirmada; stres oncesinde D2 ve D3 gruplarinin ortalama
plazma E vitamini konsantrasyonunun, D1 grubundan istatistiki anlamda yiiksek oldugu
tespit edilmigtir. Stres sirasinda ve sonrasinda da D2 ve D3 grublarmin plazma E vitamini
konsantrasyonunun D1 grubuna gore istatistiki anlamda yiiksek oldugu bulunmustur. Grup
ici yapilan karsilagtirmalarda; D1 grubunda , stres sirasinda en diisiik ortalama plazma E
vitamini konsantrasyonu saptanmistir. D1 grubu ile D2 ve D3 gruplar1 arast farkin

istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

7.2.2. Plazma Malondialdehit Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarm plazma malondialdehit diizeyleri Tablo 7’de
gosterilmistir. Gruplar arasi1 yapilan karsilastirmada; stres Oncesi, stres sirast ve stres
sonrasinda K3 grubunun ortalama plazma malondialdehit konsantrasyonunun, diger

gruplardan istatistiki anlamda diisiik oldugu tespit edilmistir (p < 0.05).

Deneme grubunda bulunan hayvanlarm plazma malondialdehit diizeyleri Tablo
8’de gosterilmistir. Gruplar arast farkliblk saptanmamistir. Grup i¢i  yapilan
kargilagtirmalarda; ortalama plazma malondialdehit konsantrasyonu D1, D2 ve D3
gruplarmin i¢inde, en yiiksek degere, stres sirasinda ulagmustir. Her iic gruptada stres

doneminde saptanan farkliligin istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmistiir.

7.2.3. Eritrositlerde Malondialdehit Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarm eritrositlerde malondialdehit diizeyleri

Tablo 7°de gosterilmistir. Gruplar arasinda bir farklilik bulunmamastir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin eritrositlerde malondialdehit diizeyleri
Tablo 8’de gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan karsilagtirmada; stres sirasinda, D3
grubuna ait eritrosit malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda

diisiik oldugu bulunmustur (p < 0.05). Grup i¢i yapilan karsilastirmalarda, D1, D2 ve D3
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gruplar1 i¢inde, en yliksek ortalama eritrosit malondialdehit konsantrasyonu, stres sirasinda
saptanmustir (p < 0.05). Her {li¢ gruptada stres doneminde saptanan farkliligin, istatistiki

olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

7.2.4. Eritrositlerde Glutatyon Peroksidaz Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin eritrositlerde GSH-Px diizeyleri Tablo 7’de
gosterilmistir. Gruplar arast yapilan karsilastirmada; stres Oncesinde, stres sirasinda ve
stres sonrasmnda K2 ve K3 grublarinin eritrositlerde GSH-Px konsantrasyonunun Kl
grubuna gore istatistiki anlamda yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05). Grup ici

karsilagtirmalarda bir farklilik saptanmamustir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarm eritrositlerde GSH-Px diizeyleri Tablo 8’de
gosterilmistir. Gruplar arasit yapilan karsilastirmada; stres Oncesi ve sonrasinda, D3
grubunun eritrositlerde GSH-Px konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda
yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05). Grup i¢i yapilan karsilastirmalarda; D1, D2 ve D3
gruplarida stres sirasinda, ortalama eritrositlerde GSH-Px konsantrasyonu en yiiksek

degere ulasmistir. Farkin istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

7.2.5. Eritrositlerde Katalaz Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin eritrositlerde CAT diizeyleri Tablo 7’de
gosterilmistir. Gruplar arast yapilan karsilastirmada; stres Oncesinde, stres sirasinda ve
stres sonrasinda, K3 grubuna ait eritrositlerde CAT konsantrasyonunun diger gruplardan
istatistiki anlamda yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05). Grup ici karsilastirmalarda bir

farklilik saptanmamustur.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin eritrosit CAT diizeyleri Tablo 8’de
gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; stres oncesinde ve stres sonrasinda,
D3 grubunun eritrositlerde CAT konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda

yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05). Grup i¢i yapilan karsilastirmalarda; D1, D2 ve D3
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gruplarida stres sirasinda, ortalama eritrositlerde CAT konsantrasyonu en yiiksek degere

ulagmistir. Farkin istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

7.2.6. Eritrositlerde Siiperoksit Dismutaz Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin eritrositlerde SOD diizeyleri Tablo 7’de
gosterilmistir. Gruplar arast ve grup i¢i karsilagtrmalarda istatistiki olarak anlamli bir

farklilik saptanmamustur.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin eritrositlerde SOD diizeyleri Tablo 8’de
gosterilmistir. Gruplar aras1 yapilan karsilagtirmada; stres sirasinda, D1, D2 ve D3 gruplari
arasinda istatistiki anlamda farkliliklar saptanmistir (p < 0.05). En yiiksek ortalama eritrosit
SOD konsantrasyonu D3 grubunda bulunmustur. Grup i¢i yapilan karsilastirmalarda, D1,
D2 ve D3 gruplarida stres sirasinda, ortalama eritrositlerde SOD konsantrasyonu en yliksek

degere ulasmistir. Farkin istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

7.2.7. Yumurta Sanisinda E Vitamini Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yumurta sarisinda E vitamini diizeyleri
Tablo 7°de gosterilmistir. Gruplar arasi ve grup i¢i karsilastirmalarda istatistiki olarak

anlamli bir farklilik saptanmamagtir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta sarisinda E vitamini diizeyleri
Tablo 8’de gdsterilmistir. Gruplar aras1 yapilan karsilastirmada; stres oncesi ve sonrasinda
D1 grubunun yumurta sarisinda E vitamini konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki
anlamda diisiik oldugu bulunmustur (p < 0.05). Grup i¢i karsilastirmalarda istatistiki olarak

anlamli bir farklilik saptanmamagtir.
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Tablo 7. Arastirma siiresince kontrol gruplarinda incelenen Biyokimyasal parametrelerin degerleri

Is1 Uygulanmayan Gruplar
Parametre Zaman K1 K2 K3
) 3,71+0,23¢ 6,6740,52° 9,3540,86"
Stres Oncesi
Plazma E 3,55+0,33° 7,65+0,48" 9,41+0,87"
Vitamin Stres Sirasi
(ng/ml) 3,1340,14° 6,66%0,63° 9,30+0,88"
Stres Sonrasi
) 8,60+1,05" 7,40+0,60" 5,100,42"
Stres Oncesi
Plazma 8,86+1,09% 7,57+0,44% 5,17+0,43"
Malondialdehit Stres Sirasi
(nmol/ml) 9,00+0,94" 7,3610,48" 5,04£0,44°
Stres Sonrasi
) 167,24+8,91 164,06+12,94 159,80+14,32
Stres Oncesi
Eritrositlerde 169,59+8,70 168,92+12,31 153,3240,17
Malondialdehit Stres Sirasi
(n-mol/g Hb) 168,79+8,33 166,58+11,72 153,4345,78
Stres Sonrasi
) 393,25+19,10° 548,70+37,99* 644,57+64,32*
Eritrositlerde Stres Oncesi
Glutatyon 394,06+18,73 ° 621,65+53,374 657,45+43,79 %
Peroksidaz Stres Sirasi
(U/IHemolizat) 395,18+17,62° 548,71+37,10* 657,00£66,72*
Stres Sonrasi
) 9,83+0,97" 13,00£1,04 " 17,27+1,66"
Stres Oncesi
Eritrositlerde 9,85+0,94° 12,18+0,97 " 17,111,154
Katalaz Stres Sirasi
(k/g-Hb) 9,77+0,96 12,82+1,10" 20,05+0,92*
Stres Sonrasi
) 49,46+4,64 58,51+4,36 57,24%2,54
Stres Oncesi
Eritrositlerde 51,88+1,87 52,40+2,29 57,83%1,84
Sl'iperokSIt Stres Sirasi
Dismutaz 49,42+4.66 58,51+17,47 54,98+1,98
(U/g-Hb) Stres Sonrasi
] 24,99+1,81 30,82+1,95 40,32+3,47
Stres Oncesi
Yumurta 26,20+2,39 32,81%2,13 36,74+3,14
Sarisinda E Stres Sirasi
Vitamini 24,95+1,83 30,82+1,95 40,32+3,47
(ng/ml) Stres Sonrasi

Her bir parametre igin; % : Aym satirda farkli harf tastyan gruplar arasindaki istatistiki fark nemlidir p< 0,05.
Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).

Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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Tablo 8. Arastirma siiresince deneme gruplarinda incelenen Biyokimyasal parametrelerin degerleri

Is1 Uygulanan Gruplar
Parametre Zaman D1 D2 D3
) 3,3240,12°¢ 4,78+0,19" 7,7340,73*
Stres Oncesi
Plazma E 2,10+0,10° 4,44+0,27* 4,53+0,13*
Vitamini Stres Sirasi
(pg/ml) 3,25+0,02% 4,93+0,53% 6,21+0,76™*
Stres Sonrasi
) 7,0520,97° 6,3520,61" 5,47+0,25°
Stres Oncesi
Plazma 15,40+1,13* 13,58+0,44" 13,77+0,43*
Malondialdehit Stres Sirasi
(nmol/ml) 7,06%0,97° 6,33+0,64° 5,4740,25°
Stres Sonrasi
) 164,07£9,11° 153,85+13,55" 154,48+15,96"
Stres Oncesi
Eritrositlerde 219,87+6,58** 212,28+6,81b™ 189,53+4,95%
Malondialdehit Stres Sirasi
(n-mol/g Hb) 167,83+11,59° 160,17+8,60° 154,39+5,55°
Stres Sonrasi
) 406,05+42,57° 466,78+53,18" 677,86+89,50°*
Eritrositlerde Stres Oncesi
Glutatyon 843,48+108,59° 1096,60+147,53* | 1145,20%156,76
Peroksidaz Stres Sirasi
(U/IHemolizat) 405,79+42,65 466,78+58,13"" 677,8689,50°*
Stres Sonrasi
) 8,94+0,52° 9,38+1,40 " 14,35+0,85"
Stres Oncesi
Eritrositlerde 50,93+5,22° 55,9443,12° 58,58+4,58"
Katalaz Stres Sirasi
(k/g-Hb) 8,00+0,85" 9,38+1,40° 12,110,76"
Stres Sonrasi
) 45,36+5,08" 54,82+5,73" 56,81+5,64°
Stres Oncesi
Eritrositlerde 74,70+4,98* 94,90+2,28" 165,00+6,28**
Sﬁperoksn Stres Sirasi
Dismutaz 45,28+5,11° 54,82+5,73° 56,81£5,63
(U/g-Hb) Stres Sonrasi
) 21,90+3,14° 28,63+3,19" 33,20+2,90"
Stres Oncesi
Yumurta 21,10%2,76 24,57+4,10 30,6442,95
Sarisinda E Stres Sirasi
Vitamini 21,88+3,14° 28,63+4,10"" 33,20+2,90"
(ng/ml) Stres Sonrasi

Her bir parametre igin; “5¢: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki istatistiki fark 6nemlidir p< 0,05.
@be . Ay siitunda farkls harf tastyan gruplar arasindaki istatistiki fark énemlidir p< 0,05.

Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).

Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.

Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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7.2.8. Yumurta Sanisinda Malondialdehit Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yumurta sarisinda malondialdehit diizeyleri
Tablo 9’da gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; yumurta sarisinda
30.dakikadaki malondialdehit degerleri i¢in ; stres Oncesi ve sonrasinda K1 grubunun
yumurta sarisinda malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda
yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05). Stres swrasinda K3 grubunun yumurta sarisinda
malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda diisiik oldugu
gorilmiistir (p < 0.05). Yumurta sarisinda 60. ve 90. dakikalardaki malondialdehit
degerleri i¢in ; stres dncesi, stres sirasi ve stres sonrasinda K3 grubunun yumurta sarisinda
malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda diisik oldugu

bulunmustur (p < 0.05).

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta sarisinda malondialdehit diizeyleri
Tablo 10’da gosterilmistir. Gruplar arasi1 yapilan karsilastrmada; yumurta sarisinda
0. dakikadaki malondialdehit degerleri i¢in; stres Oncesinde D3 grubunun yumurta
sarisinda malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda diisiik
oldugu bulunmustur (p < 0.05). Stres swrasinda, D1 grubunun yumurta sarisinda
malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p < 0.05). Yumurta sarisinda 30.dakikadaki malondialdehit degerleri i¢in;
stres Oncesi, stres sirasi ve stres sonrasinda D3 grubunun yumurta sarisinda malondialdehit
konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki anlamda diisiik oldugu goriilmiistiir (p <
0.05). Yumurta sarismmda 60.dakikadaki malondialdehit degerleri i¢in; stres Ocesi ve
sonrasinda, D1 grubunun yumurta sarisinda malondialdehit konsantrasyonunun diger
gruplardan istatistiki anlamda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p < 0.05). Yumurta sarisinda
90.dakikadaki malondialdehit degerleri i¢in; stres 6ncesi, stres sirasi ve stres sonrasinda D3
grubunun yumurta sarisinda malondialdehit konsantrasyonunun diger gruplardan istatistiki
anlamda disiik oldugu goriilmiistiir (p < 0.05). Gruplar i¢i yapilan karsilastirmada,
yumurta sarisinda malondialdehit diizeyleri 0., 30., 60., 90., dakikalarda stres sirasinda her
iic gruptada stres dncesi ve stres sonrasina gore en yliksek degerlere ulasmistir. Gruplar ici

karsilagtirmada stres sirasinda saptanan bu farklilik istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

53



Tablo 9. Arastirma siiresince kontrol gruplarinda incelenen Yumurt Sarisinda Malondialdehit

degerleri
Is1 Uygulanmayanan Gruplar
Parametre Zaman K1 K2 K3
] 298,04+7,71 292,41+13,46 294,08+10,74
Yumurta Stres Oncesi
Sarisinda
Malondialdehit 286,24+20,19 288,54+12,41 295,40+10,49
0.dak Stres Sirasi
(nmol/mg) 277,26£18,60 | 279.86x11,80 | 286,30%10,14
Stres Sonrasi
) 502,12+8,00" 457,76%7,72° 420,79+5,97°
Yumurta Stres Oncesi
Sarisinda 474,64+11,54" | 457,818,807 420,4146,45°
Malondialdehit Stres Sirasi
30.dak
(nmol/mg) 50033+4.40% | 461,57+8,10° | 421,66%5,99C
Stres Sonrasi
] 544,83+10,11% | 53437+2,71% | 515,3243,70°
Yumurta Stres Oncesi
Sarisinda 549,45+10,78" | 536,04+2,85% | 496,13+12,40"
60.dak
(nmol/mg) 536,70+12,06" 536,66+3,59" 503,18+9,98"
Stres Sonrasi
) 745,60£2,46" 725,5046,26" 692,95+8,85°
Yumurta Stres Oncesi
Sarisinda x B c
Malondialdehit 751,20+4,79 717,5046,55 687,25+7,22
90 dak Stres Sirasi
(nmol/mg)

Stres Sonrast

753,95+4,814

711,00+6,20®

692,95+8,85 €

Her bir parametre igin; “5¢: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki istatistiki fark 6nemlidir p< 0,05.

Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).

Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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Tablo 10. Arastirma siiresince deneme gruplarinda incelenen Yumurt Sarisinda Malondialdehit

degerleri
Is1 Uygulanan Gruplar
Parametre Zaman D1 D2 D3
] 254,216,290 | 263,04%5,14"% | 228,08+5,89"
Yumurta Stres Oncesi
Sarisinda - 5 5
Malondialdehit 399,05+24,54* 312,80+8,49° 318,32+20,43%
0.dak Stres Sirasi
(nmol/mg) 22627427.67° | 272,40+29.81% | 270.24%20,05%
Stres
Sonrast
) 494,45+3,50" | 453,685,444 | 428,94+6,86™
Yumurta Stres Oncesi
Ma?j;ﬁ;:&ihﬁ 583,40+4,38" 550,2243,02° | 531,36+4,50°C
30.dak Stres Sirasi
(nmol/mg) 4944543 500 | 473502273 | 455.75+4.23%C
Stres
Sonrast
] 655,29+38,42°°% | 601,24+20,23**" | 534,60+12,80"
Yumurta Stres Oncesi
Sarisida 725,54439,70° 732,14+14,54° 698,50+38,02°
60.dak
(nmol/mg) 580,36+23,17™ | 557,13%19,14"" | 533,40+13,31"®
Stres
Sonrast
] 730,50£2,63** | 708,50£1,97" | 694,00+2,44™
Yumurta Stres Oncesi
Sarisinda = 5 .
Malondialdehit 839,50+3,1 12 756,50i4,53a 731 ,50i3,73a
90 dak Stres Sirasi
(nmol/mg)

Stres
Sonrast

736,90+3,56°"

703,00+1,44°8

692,27+1,94°¢

Her bir parametre igin; “®° : Ayn1 satirda farkli harf tagtyan gruplar arasindaki istatistiki fark onemlidir p<

0,05.

0,05.

e . Aymi siitunda farkl harf tastyan gruplar arasindaki istatistiki fark énemlidir p<

Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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7.3. Arastirma Siiresince Incelenen Yumurta kalitesine ait Parametreler

7.3.1. Yumurta Ak Yiiksekligi Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarm yumurta ak yiiksekligi diizeyleri Tablo
11°de gosterilmistir. Gruplar arasi ve grup i¢i karsilastirmalarda istatistiki olarak anlamli

bir farklilik saptanmamagtir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta ak yiiksekligi diizeyleri Tablo
12°de gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan karsilagtirmada; stres 6ncesi ve sonrasinda D1
grubunun yumurta ak yliksekligi diger gruplardan istatistiki anlamda yiliksek oldugu
bulunmustur (p < 0.05). Grup i¢i yapilan karsilagtirmalarda; D2 grubunun stres sirasinda,
ortalama yumurta ak yiiksekligi en yiiksek degere ulasmistir. Farkin istatistiki olarak

anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

7.3.2. Yumurta Kabuk Kalnhg: Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yumurta kabuk kalinlhigi diizeyleri Tablo
11°de gosterilmistir. Gruplar arasi ve grup i¢i karsilastirmalarda istatistiki olarak anlamli

bir farklilik saptanmamagtir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta kabuk kalmhigi diizeyleri Tablo
12°de gosterilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda istatistiki olarak anlamli bir farklilik

saptanmamigtir.
Grup ici yapilan karsilastirmalarda, D1, D2 ve D3 gruplarida stres sirasinda,

ortalama yumurta kabuk kalinlig1 diizeyleri en diisiik degere ulagmustir. Farkin istatistiki

olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.
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7.3.3. Yumurta Kabuk Agirhg Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yumurta kabuk agirligi diizeyleri Tablo
11°de gosterilmistir. Grup i¢i yapilan karsilagtirmalarda; K3 grubunun stres sirasinda,
ortalama yumurta kabuk agirlig1 diizeyleri en diisiik degere ulagsmistir. Farkin istatistiki

olarak anlamli (p < 0.05) oldugu goriilmiistiir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta kabuk agirligi diizeyleri Tablo
12°de gosterilmistir. Gruplar arasi ve grup i¢i karsilastirmalarda istatistiki olarak anlamli

bir farklilik saptanmamagtir.

7.3.4. Yumurta Agirh@1 Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yumurta agwrhgi diizeyleri Tablo 11°de
gosterilmistir. Gruplar arast ve grup i¢i karsilagtirmalarda istatistiki olarak anlamli bir

farklilik saptanmamustur.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta agwrhigi diizeyleri Tablo 12’de
gosterilmistir. Gruplar arasi1 yapilan karsilastirmada; stres Oncesi ve sonrasinda, D3
grubunun yumurta agirligi diizeyleri diger gruplardan istatistiki anlamda diisiik oldugu

bulunmustur (p < 0.05).
Grup i¢i yapilan karsilastirmalarda; D1 ve D2 gruplarida stres sirasinda, ortalama

yumurta agirhigi diizeyleri en diisiik degere ulagsmistir. Farkin istatistiki olarak anlamli (p <

0.05) oldugu goriilmiistiir.
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7.3.5. Yumurta Ozgiil Agirhg Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarmm yumurta 6zgiil agirligi diizeyleri Tablo
11°de gosterilmistir. Gruplar arasi ve grup i¢i karsilastirmalarda istatistiki olarak anlamli

bir farklilik saptanmamagtir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta 6zgiil agirhigi diizeyleri Tablo
12°de gosterilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Grup i¢i yapilan karsilastrmalarda; D1 ve D2 gruplarinda stres sirasinda,

ortalama yumurta 6zgiil agirlig1 diizeyleri en diisiik degere ulagmustir.

7.4. Canh Agirhik Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin canli agrrhk diizeyleri grafik 1°de
gosterilmistir. Arastirma siiresince K1, K2 ve K3’e ait ortalama haftalik canli agirlik

diizeyleri sirastyla 1520 g, 1520 g, 1510 g olarak saptanmustir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin canli agwhk diizeyleri grafik 2’de
gosterilmistir. D1’in ilk 3 hafta ortalama canli agirlik diizeyleri 1560 g iken 1s1 stresi
uygulamasi yapilmis olan sonraki 3 hafta, canli agirlik 1360 g’a diismiistiir. Son {i¢ hafta
tekrar 1481 g’a yiikselmistir. D2’nin ilk 3 hafta canli agirlik diizeyleri ortalama 1500 g
iken 1s1 stresi uygulamasi yapilmig olan sonraki 3 hafta, 1320 g’a diismiistiir. Son {i¢ hafta
tekrar 1412 g’a yiikselmistir. D3’iin ilk 3 hafta canli agirlik diizeyleri ortalama 1580 g iken
1s1 stresi uygulamasi yapilmis olan sonraki 3 hafta , 1400 g’a diismiistiir. Son ii¢ hafta

tekrar canli agirlik diizeyleri 1515 g’a ytlikselmistir.

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarm arastrma siiresince ortalama canli agirlik
diizeylerinde degisim gozlenmemistir. D1 grubunda bulunan hayvanlar stres siiresince %9,

D2 grundakiler % 8.8, D3 grubunda bulunan hayvanlar % 8.9 oraninda canli agirlik

58



kaybina ugramiglardir. Stres sonrasinda her ii¢ gruptada canli agirlik artisinin saglandigi

gorilmiistiir.

7.5. Yumurta Verimi Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yumurta verimi diizeyleri grafik 3’de
gosterilmistir. Arastirma siiresince K1, K2 ve K3’e ait ortalama haftalik yamurta verimleri

strastyla 160, 170, 175 olarak saptanmustir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yumurta verimi diizeyleri grafik 4’de
gosterilmistir. D1’in ilk 3 hafta ortalama yumurta verimi 160 iken 1s1 stresi uygulamasi
yapilmig olan sonraki 3 hafta , haftalik yumurta verimi 150’ye diigmiistiir. Son ii¢ hafta
tekrar yumurta verimi 160’a yiikselmistir. D2’nin ilk 3 hafta ortalama yumurta verimi 170
iken 1s1 stresi uygulamasi yapilmis olan sonraki 3 hafta, haftalik yumurta verimi 160’a
diismiistiir. Son {i¢ hafta tekrar yumurta verimi 170’e yiikselmistir. D3’lin ilk 3 hafta
ortalama yumurta verimi 176 iken 1s1 stresi uygulamasi yapilmis olan sonraki 3 hafta ,
haftalik yumurta verimi 166’ya diismiistiir. Son {i¢ hafta tekrar yumurta verimi 178’e
yiikselmistir.

Stres Oncesi yumurta verimi K1 grubunda % 15.80, K2 grubunda % 16.80, K3
grubunda %17.30 olarak saptanmistir. Ayni donemde D1 grubunda yumurta verimi %

15.70, D2 gubunda %16.90, D3 grubunda % 17.50 olarak belirlenmistir.

Stres sirasinda verim K1 grubunda % 16.40, K2 grubunda % 17.40, K3 grubunda
%17.90 olarak saptanmistir. Ayn1 donemde D1 grubunda ise yumurta verimi % 15.10’a,
D2 gubunda %16.20’ye, D3 grubunda % 16.80’e diigmiistiir.

Stres sonrasinda yumurta verimi K1 grubunda % 15.60, K2 grubunda % 16.80, K3
grubunda %17.20 olarak belirlenmistir. Yumurta verimi D1 grubunda % 15.90’a, D2
gubunda %16.80’e, D3 grubunda % 17.60’e ylikselmistir.
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7.6. Yem Tiiketimi Diizeyleri

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin yem tiiketimi diizeyleri grafik 5’de
gosterilmistir. Arastirma siiresince K1, K2 ve K3’e ait ortalama haftalik yem tiiketimi

diizeyleri sirasiyla 19,00 kg, 19,50 kg, 19,50 kg olarak saptanmistir.

Deneme grubunda bulunan hayvanlarin yem tiiketimi diizeyleri grafik 6’da
gosterilmigstir. D1’in ilk 3 hafta ortalama yem tiiketimi 18.50 kg iken 1s1 stresi uygulamasi
yapilmig olan sonraki 3 hafta, haftalik yem tiiketimi 14,00 kg’a diismiistiir. Son ii¢ hafta
tekrar yem tiiketimi 16,00 kg’a ylikselmistir. D2’nin ilk 3 hafta ortalama yem tiiketimi
20,00 kg iken 1s1 stresi uygulamasit yapilmis olan sonraki 3 hafta, haftalik yem tiiketimi
15.70 kg’a diigmiistiir. Son {i¢ hafta tekrar yumurta verimi 17,00 kg’a ytlikselmistir. D3’iin
ilk 3 hafta ortalama yem tiiketimi 20,00 kg iken 1s1 stresi uygulamasi yapilmis olan sonraki
3 hafta, haftalik yem tiiketimi 17,00 kg’a diismiistiir. Son ii¢ hafta tekrar yumurta verimi
18,00 kg’a yiikselmistir.

Stres Oncesinde yem tiiketimi K1 grubunda % 16.20, K2 grubunda % 16.60, K3
grubunda %16.60 olarak saptanmistir. D1 grubunda % 15.80, D2 gubunda %17.00, D3
grubunda % 17.00 olarak tespit edilmistir.

Stres sirasinda yem tiiketimi K1 grubunda % 18.20, K2 grubunda % 18.70, K3
grubunda %18.60 olarak saptanmistir. Ayni1 donemde yem tiiketimi D1 grubunda %
13.40’a, D2 gubunda %15.20’ye, D3 grubunda % 16.20’ye diismiistiir.

Yem tiiketimi stres sonrasinda K1 grubunda % 17.40, K2 grubunda % 17.80’e, K3
grubunda %17.70 olarak saptanmistir. Ayni donemde yem tiiketimi D1 grubunda %
14.70’e, D2 gubunda %15.60’a, D3 grubunda % 16.50’ye yiikselmistir.
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Tablo 11. Arastirma siiresince kontrol gruplarinda incelenen Yumurta kalitesine iliskin
parametrelerin degerleri

Is1 Uygulanmayan Gruplar

Parametre Zaman K1 K2 K3
] 4,00+0,23 3,8610,14 3,83+0,24
Yumurta Ak | Stres Oncesi
Yiiksekligi 3,70+0,09 3,50+0,12 3,55+0,09
(mm) Stres Sirasi
3,91+0,22 3,79+0,13 3,83+0,24
Stres Sonrasi
] 36,8610,51 40,70+0,59 40,52+0,72
Yumurta Stres Oncesi
Kabuk 40,09+0,38 39,80+0,40 39,43+0,39
Kalmlhig1 Stres Sirasi
(mm) 39,75+0,53 40,64+0,61 40,52+0,71
Stres Sonrasi
) 5,85+0,18" 6,95+0,15% 7,030,114
Yumurta Stres Oncesi
Kabuk 5,61+0,16° 6,600,124 6,600,124
Agirhg Stres Sirast
(8) 5.84+0,17 5 6,94+0,16" 7,120,127
Stres Sonrasi
] 62,65+1,18 63,27+1,01 62,87+0,89
Yumurta Stres Oncesi
Agirhig 60,66+1,06 61,10+0,75 60,89+0,77
() Stres Sirasi
62,64+1,17 63,25+1,02 62,87+0,89
Stres Sonrasi
] 58,47+1,20 58,79+0,95 57,210,72
) Yumurta Stres Oncesi
Ozgiil Agirlhig: 57,50+1,04 57,91+0,73 55,90+0,39
() Stres Sirasi
58,92+1,17 57,6110,70 57,210,72

Stres Sonrast

Her bir parametre igin; “5¢: Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki istatistiki fark 6nemlidir p< 0,05.
@e . Ay siitunda farkls harf tastyan gruplar arasindaki istatistiki fark nemlidir p< 0,05.
Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).

Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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Tablo 12. Arastirma siiresince deneme gruplarinda incelenen Yumurta kalitesine Iliskin
parametrelerin degerleri

Is1 Uygulanan Gruplar
Parametre Zaman D1 D2 D3
) 4,25+0,26" 3,4240,15" 3,84+0,22"°
Yumurta Ak | Stres Oncesi
Yiiksekligi 4,20+0,17 4,14+0,18" 4,22+0,18
(mm) Stres Sirasi
4.25+0,26" 3,4240,15% 3,84+0,23"B
Stres Sonrasi
] 40,94+0,66° 40,32+0,84* 40,13+0,60
Yumurta Stres Oncesi
Kabuk 32,5240,96° 34,28+0,84° 34,70+0,63°
Kalinhgi Stres Sirasi
(mm) 40,91+0,69 40,35+0,82° 40,13+0,60°
Stres Sonrasi
] 5,77+0,26 5,95+0,19 6,04+0,19
Yumurta Stres Oncesi
Kabuk 5,24+0,27 5,6140,14 5,0940,25
Agirhg Stres Sirast
(8) 6,35+0,15 6,32+0,008 6,17+0,13
Stres Sonrasi
) 61,41+1,02*° 63,99+1,28"" 59,11%1,70°
Yumurta Stres Oncesi
Agirhg: 55,00+1,46° 52,12+1,96° 54,7240,99
() Stres Sirasi
61,46+0,99*8 60,31+1,31** 59,11+1,708
Stres Sonrasi
] 58,77+0,96 56,8610,85° 56,03+1,54
) Yumurta Stres Oncesi
Ozgiil Agirlhig: 52,62+1,32° 52,43+1,16° 52,48+0,99
() Stres Sirasi
58,63+0,99° 56,830,86° 56,03+1,54

Stres Sonrast

Her bir parametre igin; “5¢: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki istatistiki fark 6nemlidir p< 0,05.
@e . Ay siitunda farkls harf tastyan gruplar arasindaki istatistiki fark énemlidir p< 0,05.
Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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Grafik 1. Arastirma siiresince kontrol gruplarinda canlt agirlik degisimi
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Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Grafik 2. Arastirma siiresince deneme gruplarinda canli agirlik degisimi
\
1600 -
B 1500 -
4
£ 1400 - ——D1
o)
< 1300 - D2
€ 1200 - ~— D3
(&]
1100
1000
1 2| 3| 4|5 | 6| 7| 8] 9
Stres Oncesi Stres Stres Sonrasi
Hafta
/

Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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Grafik 3. Arastirma siiresince kontrol gruplarinda yumurta verimi
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Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Grafik 4. Arastirma siiresince deneme gruplarinda yumurta verimi
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Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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Grafik 5. Arastirma siiresince kontrol gruplarinda yem tiiketimi
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Kontrol 1 (K1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Kontrol 2 (K2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Kontrol 3 (K3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Grafik 6. Arastirma siiresince deneme gruplarinda yem tiiketimi
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Deneme 1 (D1) : Standart yumurta tavugu yemi ile beslenen grup (30 mg / kg).
Deneme 2 (D2) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 50 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
Deneme 3 (D3) : Standart yumurta tavugu yemine ekstra 75 mg/kg E vitamini ilave edilmis grup.
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8. TARTISMA

Is1 stresinin kanathilarda, savunma mekanizmasini azaltmasi, immun sistem
tizerinde baskilayici etki olusturmasi ve oksijen serbest radikallerinin iiretimine neden
olmasi gibi olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (73, 77). Calismada, 1s1 stresine bagl
azalan savunma mekanizmasini desteklemek amaciyla antioksidan bir ajan olan E
vitaminini farkli dozlarda yumurtaci diyetlerine ilave edilerek, E vitamininin 1s1 stresi

sonucu gelisen olumsuzluklar {izerine etkisi arastirilmistir.

8.1. Is1 Stresi ve Vitamin E’nin Antioksidan Mekanizmaya Etkisi

Yapilan ¢aligmada K1 grubuna ait normal yumurta tavugu yemi (30 IU E Vitamini)
ile beslenen hayvanlarin deneme siiresince (stres Oncesi, stres sirasi ve stres sonrasinda )
plazma E vitamini ortalama diizeyleri 3,46 pg/ml saptanmis olup, bu deger yumurta
tavuklar1 ile yapilan ¢aliyma degerlerine benzerlik gostermektedir (86, 73, 98). Diyetlerine
ekstra 50 IU ve 75 IU E vitamini ilave edilen K2 ve K3 gruplarmin plazma E vitamini
diizeyleri ortalamas1 K1 grubundan farkli olarak (p<0.05) deneme siiresince sirastyla 7.00
pg/ml ve 9,35 pg/ml bulunmustur (Tablo 7). Gruplar arasi farklilik diyete ilave edilen E
vitamini miktaria bagli olarak gelismis olabilir (86). Deneme gruplarinda (D1, D2, D3)
stres sirasinda plazma E vitamini diizeyleri kontrol gruplarma gore (K1, K2, K3) diisme
gostermis ve sirasiyla 2,10 pg/ml, 4,44 pg/ml, 4,53 pg/ml olarak saptanmistir (Tablo 8). Ist
stresi swrasinda yem tiiketiminin azalmasma bagli olarak plazma E vitamini diizeyleri
azalmig (p<0.05) (99, 100, 101) ve elde edilen bulgular Bollengier ve ark. (86) yaptiklari,
plazma Vitamin E konsantrasyonunun 1s1 stresi uygulamasindan dnce diyetteki miktarla
dogru orantili oldugu fakat stres siiresince vitamin E konsantrasyonunun diistiigiinii ifade
ettigi calismayla paralellik gdstermektedir. Bazi arastirmacilar (99, 100, 101) 1s1 stresi
uygulamasi yaptiklar1 arastirmalarda, yapilan calismaya benzer sekilde kanatlilarin stres
stiresince yem tiiketimlerinde ve plazma E vitamini konsantrasyonlarmda dikkat ¢ekici bir

diisiis meydana geldigini ifade etmislerdir. (99, 100, 101, 102).

Calismada K1 grubuna ait normal yumurta tavugu yemi ile beslenen hayvanlarin

ortalama plazma malondialdehit diizeyleri deneme siiresince 8,82 nmol/ml bulunmustur.
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Yiiksek dozda E vitamini verilmesine bagl olarak (81, 82, 98) K3 grubuna ait plazma
malondialdehit diizeyleri deneme siiresince K1 ve K2 gruplarina gore daha diisiik
bulunmustur (Tablo 7) (p<0.05). Deneme gruplarinda stres sirasinda plazma
malondialdehit diizeyleri kontrol gruplarina gore yiikselme gostermis (p<0.05) ve sirasiyla
15.40 nmol/ml, 13,58 nmol/ml, 13,77 nmol/ml olarak saptanmustir (Tablo 8). Diyetlerine
ekstra E vitamini ilave edilen D2 ve D3 gruplarinda MDA seviyesindeki ylikselmenin D1
grubu ile karsilastirildiginda daha az oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismaya benzer olarak,
Puthpongsiriporn ve ark. (81) yaptiklar1 arastirmada, 1s1 stresi (32 °C) uyguladiklari
tavuklarda, plazma MDA degerinin stres siiresince artmis oldugu ve yemlerine en yiliksek
doz (65 IU) vitamin E katilan alan yumurtaci tavuklarda en diisiik plazma MDA degerini
gordiiklerini belirtmislerdir. Yine, Oztiirk ve ark. (82) yaptiklar1 ¢alismada, diyetlerine 70
mg E vitamini ve 500 mg C vitamini ilave edilen gruplarimn MDA seviyelerinin kontrol
gruplarma kiyasla daha diigiik bulduklari ifade etmislerdir. Sahin ve ark. (103) da 1s1
stresi altinda diyetlere ilave edilen vitamin A ve E’nin broylerlerde serum MDA
seviyelerindeki artigin kontrol gruplarina gore diisiik oldugunu 6ne stirmiislerdir. Yapilan
tim bu arastirmalar c¢alismanin sonuglarini destekler niteliktedir. Cevre 1sisinin
yiikselmesine paralel olarak viicut isilarin1 optimal seviyede tutmaya ¢alisan kanatlilarda
solunum ve eveparasyon artmakta, bu da kanatli metabolizmasinit ve enerji tiiketimini
arttirmaktadir (104). Artan enerji ihtiyact yemle karsilanamadigr durumlarda depo
yaglardan lipidlerin mobilizasyonu meydana gelmektedir. Lipid mobilizasyonuna bagli
olarak da lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit seviyesi yiikselmektedir
(105). Bu calismada da 1s1 stresine bagli olarak yem tiiketimi azalmigtir ve hayvanlarin
artan enerji ihtiyaci yemle karsilanamadigindan stres siiresince yaglarin mobilizasyonu
sonucu artan lipid peroksidasyonuna bagli olarak MDA seviyesi yiiksek bulunmustur.
Kontrol gruplarina gore yiiksek dozda E vitamini alan hayvanlarda plazma malondialdehit
seviyelerindeki ylikselmenin daha az olmasi, E vitamininin antioksidan bir ajan olmasina
bagli olarak (20, 28, 106) 1s1 stresiyle olusan lipid peroksidasyonunu azaltmasindan (20)

kaynaklanmis olabilecegini diisiindlirmektedir.

Calismada K1 grubuna ait hayvanlarin ortalama eritrosit malondialdehit diizeyleri
deneme siiresince 168,54 n-mol/g Hb bulunmustur (Tablo 7). Stres sirasinda deneme
gruplarina ait eritrosit malondialdehit diizeyleri kontrol gruplarma gore yiikselme

gostermis (p<0.05) ve sirastyla 219,87 n-mol/g Hb, 212,28 n-mol/g Hb, 189,53 n-mol/g Hb
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olarak saptanmistir (Tablo 8). En yiiksek dozda E vitamini alan D3 grubunda eritrosit
MDA seviyesindeki artis D1 ve D2 gruplarina gore en az olmustur (p<0.05) (Tablo 8).
Yapilan ¢alismanm sonuglarma benzer sekilde Oztiirk ve ark. (82) yaptiklar1 ¢alismada
diyetlerine 0.07 mg Se, 70 mg E vitamini, 500 mg C vitamini ilave edilen gruplarin
eritrosit MDA seviyelerindeki artisin kontrol gruplarma kiyasla bariz miktarda diisiik
oldugunu ifade etmektedirler. Eritrosit MDA seviyelerindeki artisin E vitamini alan
gruplarda D1 grubuna kiyasla diisiik olmasi E vitamininin antioksidan etkisine bagli olarak

eritrosit membranlarinda olusan lipid peroksidasyonunu engellemesinden ileri gelebilir.

Yapilan ¢alismada K1 grubuna ait tavuklarin ortalama eritrosit GSH-Px enzim
diizeyleri deneme siiresince 394,16 U/ 1 Hemolizat olarak saptanmistitr (Tablo 7).
Diyetlerinde ekstra E vitamini alan K2 ve K3 gruplarinin eritrosit GSH-Px aktivitesi K1
grubuna kiyasla yiliksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 7). Deneme gruplarinda stres
sirasinda eritrositlerde GSH-Px diizeyleri kontrol gruplarmma goére yilikselme gdstermis,
(p<0.05) smrastyla D1, D2 ve D3 gruplarinda 843,48 U/l Hemolizat, 1096,60 U/I
Hemolizat, 1145,20 U/I Hemolizat olarak saptanmistir (Tablo 8). Calismada diyetlerine E
vitamini ilave edilen gruplarda GSH-Px aktivitesi stres sirasinda yiiksek bulunmus ve elde
edilen bulgular Oztiirk ve ark. (82) yaptiklari, 0,07mg Se ve 70 mg E vitamini alan
tavuklarin eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yiikseldigini
gosteren caligmayla paralellik gostermektedir. Diger bir arastirmada caligmaya benzer
sekilde vitamin E ve Se oksidatif strese direnci incelenmis GSH-Px / Cu Zn SOD oraninin
vitamin E ve Se ile beslenen hayvanlarda 2,8 iken vitamin E ve Se eksik diyetle

beslenenlerde 0,13 e diistiigli belirtilmektedir (83).

K1 grubuna ait hayvanlarin ortalama eritrosit CAT enzim diizeyleri deneme
stiresince 9,81 k/g-Hb olarak saptanmustir. Yiiksek dozda E vitamini alan K3 grubunun
eritrosit CAT aktivitesi K1 grubuna kiyasla yiiksek (p<0.05) bulunmustur (Tablo 7).
Deneme gruplarinda stres sirasinda eritrosit CAT diizeyleri de kontrol gruplarmna gore
yiikselme gostermistir (p<0.05). D1, D2 ve D3 gruplarinda sirasiyla 50,93 k/g-Hb, 55,94
k/g-Hb, 58,58 k/g-Hb olarak saptanmistir (Tablo 8). Avanzo ve ark. (83) ise vitamin E ve
Se, oksidatif strese karsi etkilerini inceledikleri ¢alismada, E vitamini ve Selenyumdan

eksik diyetle beslenen hayvanlarin kaslarimda CAT aktivitesinin arttigini one siirmiislerdir .
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Normal yumurta tavugu yemi ile beslenen K1 grubu hayvanlarinin ortalama
eritrosit SOD enzim diizeyleri deneme siiresince 50,25 U/g-Hb olarak belirlenmistir (Tablo
7). Deneme gruplarinda stres sirasinda eritrosit SOD diizeyleri kontrol gruplarina gore
yiikselme gostermis (p<0.05) ve sirasiyla D1, D2 ve D3 gruplarinda 74,70 U/g-Hb, 94,90
U/g-Hb, 165,00 U/g-Hb olarak saptanmistir (Tablo 8). Calismada diyetlerine E vitamini
ilave edilen gruplarda SOD aktivitesi stres sirasinda yliksek bulunmus ve elde edilen
bulgular Oztiirk ve ark.(82) yaptiklar1 diyetlerine vitamin E ve C ilave edilen gruplarda
eritrosit SOD aktivitesinde ylikselme oldugunu ifade eden ¢alismayla benzerlik

gostermektedir.

Yapilan calisma savunma mekanizmasi acgisindan degerlendirildiginde, incelenen
antioksidan enzim grubuna ait; GSH-Px, CAT, SOD enzim diizeylerinin stres siliresince
kontrol gruplarina gore yiikselme gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). Kanathlarda 1s1
stresine baglt gelisen serbest radikaller lipid peroksidasyonu ile hiicrelerde hasar
olusturmaktadir (77). Serbest radikaller, membran boyunca uzanarak lipidleri ve enzimleri
yikima ugratmaktadirlar (25). Vitamin E’nin membranlarda bulunan en biiyiik antioksidan
olmas1 nedeniyle, stres swrasinda antiokidan enzim aktivitelerini de artwrarak lipid
peroksidasyonunun erken doneminde gelisen serbest radikalleri ortamdan uzaklastirdigi
belirtilmektedir (73). Yapilan ¢alismada ekstra vitamin E verilen D2 ve D3 gruplarinda
antioksidan enzim aktivitelerinin yiiksek olmast bu durumun bir gostergesi olabilecegini

disiindiirmektedir.

8.2. Is1 Stresi ve Vitamin E’nin Yumurta Sarisinda Malondialdehit Diizeylerine Etkisi

Calismada K1 grubuna ait tavuklarin ortalama yumurta sarist E vitamini diizeyleri
deneme siiresince 25,38 pg/ml bulunmustur (Tablo 7). K1 grubunun bu degeri yumurta
tavuklar1 ile yapilan calisma degerlerine benzerlik gdstermektedir (73, 86). Diyetlerine
ekstra 50 IU ve 75 IU E vitamini ilave edilen K2 ve K3 gruplarinin ortalama yumurta saris1
E vitamini diizeyleri farkli dozlarda E vitamini ilavesine bagli olarak, deneme siiresince
sirastyla 31,48 pg/ml ve 39,12 pg/ml bulunmustur (Tablo 8). Deneme gruplarinda stres
sirasinda yumurta sarist E vitamini diizeyleri kontrol gruplarina gore diisme gdstermis ve

sirastyla 21,10 pg/ml, 24,57 pg/ml, 30,64 pg/ml olarak saptanmistir. Yapilan bir
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aragtirmada 1s1 stresi uygulanan ve diyetlerine farkli dozlarda E vitamini (65 IU, 45IU)
katilan tavuklarda yumurta saris1 E vitamini konsantrasyonunu yiikselttigi fakat stres
periyodunda konsantrasyonu diisiirdiigii bildirilmektedir (81). Is1 stresi sirasinda yumurta
sarist E vitamini diizeylerinin kontrol gruplarina gore diigme gostermesi strese bagli yem

tilketimindeki azalmadan (99, 100, 101) kaynaklandigin1 diisiindlirmektedir.

Caliymada K1 grubuna ait tavuklarin ortalama yumurta sarist malondialdehit
diizeyleri (30.dak, 60.dak, 90.dak) deneme siiresince yiiksek dozda E vitamini alan K2 ve
K3 gruplarindan yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 9). Bu fark diyetlere ilave edilen E
vitamininden kaynaklanmis olabilir (81). Deneme gruplarinda stres sirasinda yumurta
saris1 malondialdehit diizeyleri (0.dak, 30.dak, 60.dak, 90.dak) kontrol gruplarina gore
yiikkselme gdstermis (p<0.05) ve diyetlerine ekstra E vitamini ilave edilen D2 ve D3
gruplarinda MDA seviyesindeki yilikselmenin D1 grubu ile karsilastirildiginda daha az
oldugu goriilmiistiir (Tablo 10). Yapilan ¢aligmaya paralel olarak, Puthpongsiriporn ve ark.
(81) yaptiklari arastirmada, 1s1 stresi (32 °C) uyguladiklar1 tavuklarda, yumurta sarist MDA
degerinin stres siiresince artmis oldugu ve yemlerine en yiiksek doz (65 IU) vitamin E
katilan alan yumurtaci tavuklarda en diisiik plazma MDA degerini gordiiklerini ileri

stirmiislerdir.

8.3. Is1 Stresi ve Vitamin E’nin Yumurta Kalitesine EtKisi

Deneme gruplarinda 1s1 stresi sirasinda yumurta kalitesini belirleyen parametreler;
yumurta kabuk kalmhigi, yumurta kabuk agirhgi, yumurta agirhgi, yumurta 6zgiil agirhigi
kontrol gruplarina gore diisme gostermistir (p<0.01) ( Tablo 12). Calismada yumurta kabuk
agirhigr diizeyleri yumurta kalitesini belirleyen diger parametrelerden farkli olarak K1
grubuna ait hayvanlarda diyetlerine ekstra E vitamini ilave edilen K2 ve K3 gruplarindan
diisiik (p<0.05) bulunmustur (Tablo 11). Bu farkliligin diyete ilave edilen E vitamininden
kaynaklandigimni ileri stirebilir (85). Ist stresine bagli yem tiiketiminin azalmasi nedeniyle
yumurta kabuk yapisinda yer alan basta kalsiyum olmak iizere mineral maddelerin tavuklar
tarafindan yeterli miktarda alinmamasi yumurta kalitesini digiirmektedir. Kandaki
bikarbonat iyon konsantrasyonunun yiikselmesi ve 1s1 stresinin kanin kalsiyum tagima
kapasitesini azaltmasmnin kalsiyum kaybmma neden oldugu oOne siiriilmektedir (3, 7).

Bununla birlikte 1s1 stresine maruz kalan hayvanlarda hizli solumayla beraber artan
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karbondioksit kaybina bagli olarak da yumurta kabuk kalinligi incelmesi dolayisiyla
yumurta kabuk agirligimin da diismesi so6z konusu olabilir (107, 108). Yumurta
tavuklarinda 1s1 stresinin farkli yemleme yontemleri ile 6nlenmesi konulu bir aragtirmada,
caligmaya benzer sekilde, giiniin en sicak oldugu saatlerde 1siya maruz kalan hayvanlarda,
yumurta kabuk kalinligi, yumurta kabuk agirligi, yumurta agirligi ve yumurta 6zgiil agirhigi
diizeylerinde diisme oldugu ileri siiriilmektedir (3). Calismada yumurta agirliklarina iligkin
elde edilen bulgular, 1s1 stresi (32°C) uygulanan tavuklarda farkli dozlarda E vitamini alan
hayvanlarda yumurta agirliklarinin distiiglinii  ifade eden arastirmayla benzerlik
gostermektedir (73). Buna karsin elde edilen bulgulardan farkli olarak, 1s1 stresinin
uygulandig1 ve farkli dozlarda E Vitamini uygulamasimnimn (20 IU, 60 IU, 120 IU) yapildig1
baska bir ¢alismada; 60 IU ve 120 IU E vitamini alanlarda yumurta agirliklarinin 20 IU E
vitamini alana kiyasla daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (81). Bollengier ve ark.(86)
yaptiklar1 arastirmada ise, 1s1 stresinin uygulandigi ve farkli dozlarda E vitamini (65 1U, 45
IU) uygulamasmin yapildigi ¢alismada 65 IU E vitamini alan gruba ait yumurta
agirhiklarinin E vitamini dozuna bagli olarak daha yiliksek oldugu ifade edilmektedir. Ayn1
aragtirmada 1s1 stresi siiresince yumurta 6zgiil agirliklarmin da calismaya benzer sekilde

diistiigii belirtilmektedir.

8.4. Is1 Stresi ve Vitamin E’nin Canh Agirhga, Yumurta Verimi ve Yem Tiiketimine

Etkisi

Calismada K1, K2 ve K3 gruplarma ait grubuna ait hayvanlarin canli agirliklar
haftalik swrasiyla 1520 g, 1520 g ve 1510 g olarak bulunmustur (Grafik 1). Deneme
gruplarinda stres sirasinda canli agirlik haftalik diizeyleri kontrol gruplarina gore diisme
gostermis ve sirasiyla 1360 g, 1320 g, 1400 g olarak saptanmustir (Grafik 2). Calismadaki
bulgulara paralel sekilde Deaton ve ark.(109) yaptiklar1 ¢alismada 1s1 artismm 35°C’ye
¢iktig1 broylerlerde 21°C 1siya maruz kalanlara kiyasla canli agirlik kaybinin daha fazla
oldugu bildirilmektedir. Yapilan arastirmalarda (110, 111) calismaya benzer sekilde 1s1
stresi uygulanan gruplarda canli agirlik kaybmin arttigini ifade etmislerdir. Caliymanin
sonuglarina benzer sekilde yapilan baska bir arastrmada isiin 35°C’den 29°C’ye
diistirtilmesi sonucunda broylerlerde canli agirliklarin 6 giinliik periyotta %1.2 oraninda

yikseldigi ifade edilmektedir (112). Sekiz saat siireyle 24 °C 1s1 uygulandigi ve 2 saatde bir
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sicakhigin artirilarak 1sinin 35°C’ye yiikseltildigi baska bir ¢alismada, broylerlerde

mortalitenin arttig1 ve bilylime oranmin diistiigli 6ne siiriilmektedir (78).

Yapilan caligmada K1 grubuna ait hayvanlarin yumurta verimleri haftalik 160 tane
olarak saptanmigtir. K2 ve K3 gruplarmin sirasityla haftalik yumurta verimleri 170 ve 175
tane olarak bulunmustur (Grafik 3). Deneme gruplarinda stres sirasinda yumurta verimleri
haftalik diizeyleri kontrol gruplarmma gore diisme gostermis ve sirastyla 150, 160, 166
olarak saptanmistir (Grafik 4). Yiiksek dozda E vitamini alan hayvanlarda yumurta
verimindeki diisme daha az olmustur. Yapilan calismaya benzer sekilde, diyetlerine 10 mg
Vitamin E ilave edilmis olan hayvanlarda 1s1 stresi sliresince yumurta veriminde belirgin
diismeler olurken 500 mg E vitamini alan grupta kontrol grubuna gdre yumurta veriminde
%9.20 oraninda artis bulundugu ifade edilmektedir (73). Buna karsin ismnin etkisiyle
yumurta veriminde diismenin meydana geldigini anlatan baska bir ¢calismada 1stya maruz
birakilan ve en diisiik doz olan 20 IU E vitamini alan hayvanlarda yumurta veriminin en az
oldugu bildirilmektedir (85). Bollengier ve ark.(84) yaptiklar1 ¢alismada ise, 1sinmn 22°C
oldugu ilk 4 hafta yumurta veriminin arastirmadaki tiim gruplarda benzer oldugu ve
yumurta veriminin vitamin E uygulamasindan etkilenmedigi 6ne siiriilmektedir. Ismnin
uygulanmastyla beraber kontrol diyetleriyle beslenenlerde verimin diistiigi ve optimum
verimin 250 mg/kg E vitamini alanlarda oldugu belirtilmektedir. Schedeler ve ark. (106) E
vitamininin yumurta verimi lizerine olan etkisini arastirdiklar1 bir ¢aliymada 50 TU E
vitamini alan hayvanlarda yumurta veriminin 27 IU E vitamini alanlara kiyasla daha
gelistigini bildirmektedir. Yapilan bir bagka aragtirmada, yumurtact siiriilerde rasyonlarina
500 mg/kg a kadar vitamin E ilavesinin siirekli 1s1 stresi altindaki hayvanlarda yumurta
iiretimindeki diismeyi bir miktar azalttigi 6ne siiriilmektedir (84). Is1 stresi altindaki beyaz
yumurtaci tavuklarda gece yemlemesinin etkilerini inceleyen bir arastirmada kontrol
grubunda bulunan ve 1siya maruz kalan hayvanlarda yumurta verimi % 68.46 iken gece

yemlemesi yapilan deneme grubunda ise verimin % 76.79 oldugu ifade edilmektedir (7).

Yapilan arastirmalarda 1s1 stresinin (73, 85) yumurta sarisi proteinlerinin
dolagimdaki sentezini engelledigi ve buna bagli olarak da yumurta verimini olumsuz
etkiledigi ifade edilmektedir. Vitamin E’nin, yumurta saris1 protein sentezinde 6nemli olan

karaciger hiicrelerinin hasarmni engelleyerek yumurta verimini arttirdigi belirtilmektedir.
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Calismada stres stiresince yiiksek dozda E vitamini alan hayvanlarda yumurta verimindeki

diismenin daha az olmasinin bu sebeplerden kaynaklandigi ileri siirebilir.

Yem tiiketimi kontrol gruplarinda (K1, K2, K3) swrasiyla 19,00 kg, 19,50 kg ve
19,50 kg olarak saptanmistir (Grafik 5). Deneme gruplarinda stres sirasinda yem
tilketimleri haftalik diizeyleri kontrol gruplarina gore diisme gostermis ve sirasiyla 14,00
kg, 15,70 kg, 17,00 kg olarak bulunmustur (Grafik 6). Yiiksek dozda E vitamini alan
hayvanlarda yem tiiketimindeki diisme daha az olmustur. Elde edilen bulgulara paralel
olarak, 1s1 stresinin uygulandigi ve farkli dozlarda E Vitamini uygulamasmin (20 IU, 60
IU, 120 IU) yapildig1 bir ¢alismada; ekstra E vitamini alan hayvanlarda yem tiiketiminin 20
IU E vitamini alana kiyasla daha iyi oldugu, 1s1 stresine maruz kalmayanlarda ayni
dozlarda vitamin E almimmin yem tiiketimini etkilemedigi bildirilmektedir (85).
Calismadaki bulgulardan farkli olarak, 1s1 stresinin uygulandigi ve farkli dozlarda E
vitamini uygulamasmin (10 IU,125 U, 250 IU) yapildig1 bir baska ¢alismada yem tiiketimi
acisindan gruplar arasinda c¢ok az fark bulundugu ifade edilmektedir (73). Bir diger
arastirmada da diyete E vitamini ile birlikte ilave edilen Se’un 1s1 uygulamasi sirasinda

yemin sindirilebilirligini arttirdig1 belirtilmektedir (102).

9. SONUC

Sonu¢ olarak, 1s1 stresinin kanathlarda hiicre membranlarinda lipid
peroksidasyonuna bagli oksidatif hasara neden oldugu ve antioksidan savunma sistemini
olumsuz yonde etkiledigi saptanmstir. Diyetlere ilave edilen ekstra E vitamininin (50 [U

ve 75 1U) 1s1 stresinden kaynaklanan olumsuzluklar: azalttig1 gozlemlenmistir.

Kanathlarda 1s1 stresinin, yem tiikketimi ve yumurta verimini distirdigi
belirlenmistir. Yem tiiketimi diismesinin canli agirlik kaybmnin artmasina neden oldugu
saptanmustir. Ozellikle ticari yetistiriciler icin yiiksek cevre 1sismin yumurta verimi ve
kalitesini etkileyen 6nemli bir etken oldugu ve diyetlere ilave edilen E vitamininin yumurta

parametreleri izerinde de olumlu etkileri oldugu gortilmiistiir.
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10. OZET

Is1 stresi olusturulan yumurta tavuklarinda oral Vitamin E’nin antioksidan

aktivite, yumurta verimi ve Kkalitesine etkisi

Ulkemizde kanath yetistiriciliginde en &nemli cevresel faktdrlerden birisi 1s1
stresidir . Ortam 1sisimnin yiikselmesi kanatlilarda viicut 1sisin1 diizenleyici mekanizmay1
bozmaktadir. Calismada 1s1 stresine bagli azalan savunma mekanizmasini desteklemek
amaciyla antioksidan bir ajan olan E vitamini farkli dozlarda yumurtaci diyetlerine ilave

edilerek, 1s1 stresi sonucu gelisen olumsuzluklar iizerine etkisi aragtirilmigtir.

Arastirma, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
deneme kiimeslerinde, toplam 150 adet Leghorn hatti yumurta tavugu kullanilarak,

Temmuz 2003 ile Eyliil 2003 arasinda tek asamada ger¢eklestirilmistir.

Calismada; ayni1 ortam kosullarima sahip 2 kiimes kullanilmigtir. Her
kiimesde 75 adet tavuk bulunmustur. Kiimeslerden birine yiiksek 1s1 uygulanmistir. Gruplar
kendi aralarinda, 1s1 stresi uygulanmayan (Kontrol grubu) ve 1s1 stresi uygulanan (Deneme
grubu) seklinde ayrilmistir. Kontrol ve Deneme grubunda bulunan her bir alt grup, besli
replikasyonlu c¢alisilmistir. Arastirma 9 hafta slirmiistiir. Tiim hayvanlar adaptasyon
acisindan, {i¢ hafta siire ile % 45 bagil nem ve 21°C oda 1sisinda tutulmuslardir. Dérdiincii
hafta deneme grubunun 1s1s1 35°C’ye, nem de % 65’¢ yiikseltilmistir. Takip eden ii¢ hafta
boyunca hayvanlar ayn1 kondiisyona maruz birakilmislardir. Yedinci hafta 1s1 tekrar ii¢
hafta siireyle 21°C’ye diistiriilmiistiir. Kontrol grubunun oda 1s1s1 9 hafta siiresince 21°C,
nem de % 45 olarak sabit birakilmistir. Kontrol (K1, K2, ve K3) ve deneme (D1, D2 ve
D3) gruplarinda bulunan hayvanlarin kanat alt1 venalarindan (V. Subcutanea ulnaris),
arastirmanin 13. (1s1 stresi Oncesinde), 34. (1s1 stresi sirasinda) ve 55. (1s1 stresi sonrasinda)
giinlerinde olmak iizere 3 kez kan alinmistir. Plazma ve yumurta sarist E vitamini HPLC
yontemi ile saptanmistir. Plazma MDA, eritrositlerde MDA, GSH-Px, CAT , SOD ve

yumurta sarisinda MDA spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.
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Deneme gruplarinda stres sirasinda plazma MDA, eritrosit MDA, GSH-Px, CAT ,
SOD ve yumurta sarist MDA konsantrasyonlarindaki artis ve plazma E vitaminindeki

diisiis istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p< 0.05).

Aragtirma siiresince kontrol (K1, K2, ve K3) ve deneme (DI, D2 ve D3)
gruplarinda bulunan hayvanlarin giinliik yumurta verimlerini kontrol etmek amaciyla her
giin yumurtalar toplanmig ve sayimi yapilmistir. Yumurta verimi ve yumurta kalitesine ait
parametrelere de (yumurta agirlii, yumurta 6zgiil agirhigi, yumurta aki yiiksekligi, kabuk
agirhgi, kabuk kalinligl) ve ayrica yumurta sarisinda E vitamini ve Malondialdehit

miktarlarma da kan alim giinlerinde toplanan yumurtalarda bakilmistir.

Yumurta kabuk kalinligi, yumurta agirhigr ve yumurta 6zgiil agirliklar1 deneme
gruplarinda stres periyodunda diismiis ve istatistiki olarak onemli bulunmustur (p< 0.05).
Canli agirhik artiglari, yumurta verimi ve yem tiiketiminde stres periyodunda azalmalar

meydana gelmistir

Sonug olarak, 1s1 stresinin kanatlilarda antioksidan savunma sistemini olumsuz
yonde etkiledigi saptanmistir. Is1 stresinin , yem tiiketimi ve yumurta verimini azalttig1
goriilmiistiir. Yem tiiketimi azalmasmin canli agirhik kaybinm artmasma neden oldugu
belirlenmistir. Diyetlere ilave edilen ekstra E vitamininin 1s1 stresinden kaynaklanan

olumsuzluklar1 azalttig1 gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: E Vitamini, yumurtaci tavuklar, antioksidan savunma sistemi,

sicaklik stresi.
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11. SUMMARY

The Effects of Vitamin E on antioxidant system and egg quality in heat stressed

laying hens

One of the most important environmental factor is heat stress in poultry production
in our country. Increasing the environmental temperature disturbs the body heat regulatory
mechanism in poultry . In this trial, to support the reduced defense mechanism by heat
stress, the efficacy of vitamin E, an antioxidant agent, on negative impacts due to heat

stress examined by adding at different levels into laying hen diets.

Trial has been carried out by using 150 Leghorn laying hen in experimental cages
of Biochemistry Department of Veterinary Faculty in Istanbul University at single phase

between July 2003 and September 2003.

There were two cages have been used which had same environmental conditions.
There were 75 animal in each cage. One cage has been exposured to high temperature.
Groups have been divided into to 2 among them as non heat stressed (control group) and
heat stressed (experimental group). Each group had 5 replications. Trial has taken 9 weeks.
All animals have kept in 45 % relative humidity and 21°C room temperature for first 3
weeks for adaptation. In the 4™ week the temperature has been increased to 35°C and RH
to 65 % in experimental group. Following 3 weeks those animals exposured to the same
condition. At dayl3 (before heat stress), day 34 (during heat stress) and day 55 (after heat
stress) blood samples have been taken from wing vein (V. Subcutanea ulnaris) of animals

in control (K1, K2, and K3) and experimental (D1, D2 and D3) groups.

Vitamin E in plasma and egg yolk were analysed by HPLC. Plasma MDA,
erythrocyte MDA, GSH-Px, CAT, SOD, egg yolk MDA were analyzed by

spectrophotometric method.
The increase of plasma MDA, erytrocyte MDA, GSH-Px, CAT, SOD and egg yolk

MDA concentrations and decrease of plasma vitamin E were found statistically important

in experimental group (p< 0.05).
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To find out the daily egg production, eggs were collected from control (K1, K2, and
K3) and experimental (D1, D2, and D3) groups and results were recorded during the trial.
Parameters indicated the egg production and the egg quality (egg weight, specific gravity,
haugh unit, shell weight, shell thickness) and vitamin E and MDA in egg yolk were

measured at the day when blood samples were taken.

Egg shell thickness, egg weight and egg specific gravity decreased in experimental
group during heat stress and found statistically important (p< 0.05). There were some

decrease on egg production, feed intake and live weight gain during heat stress period.

As consequence, it was determined that heat stress affects the antioxidant defense
mechanism in negative way in poultry. It was observed that heat stress has decreased the
feed intake and egg production. It was determined that feed intake loss caused to live
weight gain loss. It was observed that additional vitamin E into the feed decreased the

negative impacts of heat stress.

Key Words: Vitamine E, laying hens, antioxidant defeanse system, heat stress.
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