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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

E VITAMININ ZEBRA BALIGI (Danio rerio) DIYETLERINDE ALFA
TOKOFEROL (a-TTP) TRANSFER PROTEINI GEN
EKSPRESYONLARI UZERINE OLAN ETKIiSI

Elif BASTEM
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Fen Bilimleri Enstitiisii
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Danisman: Prof. Dr. Abdulkadir Ciltas

Bu calismada farkli oranlarda (E1=125, E2=250, E3=500 ve E4=750 mg/kg), Zebra balig1
(Danio rerio) diyetlerine eklenen, E vitaminin, alfa tokoferol Transfer Proteini (a-TTP)
gen ekspresyon seviyelerine etkileri arastirilmistir. Sekiz hafta siiresince bu diyet ile
beslenen baliklardan deneme sonunda kas ve karaciger dokulart alinmistir. Bu dokulardan
a-TTP gen ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Hem kas hem de karaciger dokusundan
alinan 6rneklerde kontrol grubuyla kiyaslandiginda E1 ve E2 gruplarinda 6nemsiz, E3 ve
E4 gruplarinda ise istatistiki olarak 6nemli seviyede artis oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, Zebra baliklarmin diyetlerine artan oranda vitamin E ilavesinin o-TTP
geninin ekspresyon seviyesini olumlu yonde etkiledigi kanaatine varilmistir.

2018, 54 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

E VITAMININ ZEBRA FISH (Danio rerio) ALPHA TOCOPHEROL (a-TTP)
TRANSFER PROTEIN GENE EFFECTIVENESS ON EXPRESSIONS

ELIF BASTEM

Atatlirk University
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In this study, effects of vitamin E, added to Zebrafish (Danio rerio) diets in different
levels (E1=125, E2=250, E3=500 ve E4=750 mg/kg), to alpha tocopherol Transfer
Protein (a-TTP) gene expression levels were investigated. Muscle and liver tissues were
taken from the fish fed with this diet for eight weeks at the end of the experiment. o -TTP
gene expression levels were determined from these tissues. When compared with the
control group in both muscular and liver tissues, it was found that there was no significant
difference in E1 and E2 groups and statistically significant increase in E3 and E4 groups.

As a result, it has been concluded that the addition of vitamin E to the diet of zebrafish
positively affects the expression level of the a-TTP gene.
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1. GIRIS

Molekiiler genetik alanindaki gelismeler dogrultusunda genlerin genom iizerindeki
kompozisyonlar1 ile ilgili artan bilgi birikimi ile nutrigenomik alaninda yenilikler
uygulamaya konulmustur. Bunun 1s1ginda beslenmenin gen ekpresyonunu degisime
ugrattigl, metabolizmadaki degisimde etkili oldugunu anlagilmistir. “Nutrigenomik™
terimi ilk kez Della Penna (1999) tarafindan kullanilmis ve diyetlerin gen ekspresyonunu
degistirdikleri ve bu konuda 6nemli bir rol iistlendikleri belirtilmistir. (Afman and Miiller
2006).

Canlilarin yagamlarini siirdiirebilmesi i¢in en uygun ¢evre sartlar1 saglanmali ve diyetleri
dengeli olmalidir. Karma yem fikrinin olusmasi ile balik diyetlerindeki birgok asilamaz
goriinen sorun ¢oziilmeye baslanmistir (Sar1 ve Cakmak 1996). Yem rasyonlari diyete
tabi tutulacak baligin yasama dongiisiinde siirekli degisime ugrayan miktarlarda protein,
karbonhidrat, yag, vitaminler, mineraller, antioksidanlar ve c¢esitli yem katki

maddelerinden olugmaktadir (Kop ve Korkut 2002).

Ulkemizde son yillarda yapilan galigmalara bakildiginda balik yemlerine ikame olarak
baz1 kimyasal igeriklerin yerlerini bitki orjinli katki elementlerine birakmaya bagladig:
goriilmektedir. Bu maddelerin en elzemlerinden biri, hem yemi koruma amaci giiden hem
de baligin immiin sistemini destekleyip koruyan antioksidan bilesenlerdir (Aydin 2003;
Benzie 2003; Moraes 2004).

Antioksidanlar, serbest radikallerin notralize edilmesini saglayarak organizmayi koruyan
maddeler olarak kesfedilmislerdir. (Ibrahim, 2000; Diizgiiner, 2005; Gok ve dig., 2006).
Son yillardaki nutrigenomik calismalar incelendiginde diyetlere katilan antioksidanlarin
organizmanin gelisiminde oldukca fazla parametre iizerinde olumlu etki gosterdigi
goriilmektedir. Ticari olarak iiretilen ve dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlarin
su Uriinleri alaninda 6nemli bir adim oldugu goriilmektedir (Baser ve Hiisnii 2002;

Aydilek ve Aksakal 2003).



Vitaminler, organizmalarin fizyolojik ve metabolik islevlerinin gerceklesebilmesi igin
elzem olan, bazi1 organizmalarda ise viicut tarafindan sentezlenemeyen ve disaridan
alimmas1 gereken biyo-katalizér maddelerdir (Giir, 1996; Kopriicii ve Ozdemir, 2002).
Bazi vitaminlerin antioksidan ozelliginin olmasi bunlar1 olduk¢a 6nemli kildiginm
gormiiglerdir (Toker, 2004). Vitaminler, yagda eriyenler (A, D, E, K) ve suda eriyenler
(B ve C grubu) olarak iki gruba ayrilmaktadir. A, E ve C vitamini antioksidan grubu
vitaminlerdendirler. Ozellikle E vitamini biyolojik sistemlerin en énemli serbest radikal
gidericisi oldugu goriilmiistiir (Ersoy ve Baysu 1996; Emate et al. 2000; Naziroglu vd
2000; Kashif et al. 2003).

1.1. Zebra Bahgi (Danio rerio) Hakkinda Genel Bilgiler

Zebra Balig1 (Danio rerio) Hindistan orjinli bir tiir olup Cyprinidae familyasinin bir
tiyesidir ve tropikal bir tiirdiir. Zebra baliklar1 karma akvaryum sistemlerine kolayca
uyum saglayabilmektedirler. Suyun s1g oldugu yerlerde ¢okga bulunurlar. Oksijenin fazla
oldugu, sik bitki ortlisii barindiran alanlarda ve 26+2°C civarindaki sularda yasarlar.
Zebra baliklarinin disilerini erkek bireylerden ayiran temel 6zelliklerin basinda, gogiis
ylizgeclerinin disilerde beyaz-mavi, erkeklerde ise sarimsi renkte olmasidir. Ayrica

disilerin karin bolgeleri daha bombeli, erkeklerin Ki ise diizdiir. (Langenau et al. 2003).

Zebra baligr omurgalilar i¢in ideal bir model organizmadir. Bunun nedeni; embriyonik
gelisimi kolay izlenebilir, literatiir zenginligine sahip bir organizma, insanlar ile genetik
benzerligi %71,bakimi olduk¢a kolay, jenerasyon aralig1 kisa, genetik yonliiliigii oldukca

fazladir (Gerlai et al. 2000; Haffter 2003).



Sekil 1.1. Arastirmada kullanilan Zebra balig1 (Danio rerio)

1.2. Vitamin E (a- tokoferol)’nin Genel Ozellikleri

Vitamin E 1922 yilinla ABD’nin Kaliforniya eyaletinde Katherine Scott BISHOP
tarafindan kesfedilmistir. Yaklasik 15 yil sonra Evans ve ekibi tarafindan bugday
tohumunun yagindan ekstrakte edilmis, 1936 yilinda tokoferol olarak litare edilmistir
(Karatepe 1997; Tekkes 2006). Tokoferol Bitkisel kokenli olup dogal bir antioksidandir.
Vitamin E’nin dogada dért formu oldugu bulunmustur. Bunlar sirasi ile alfa, beta, gama,
tetra (o, B, y, 6) tokoferolleridir. Antioksidan aktiviteyi en etkin tasiyan formu ise a-
tokoferoldiir (Naziroglu ve Giinay 1999; Huang and Huang 2004). En ¢ok bitkilerin depo
kisimlart olan tohumlarinda ve yesil bolgelerinde lipid tabakada rastlanilmaktadir
(Akkan, 1999). Bitki hiicrelerinde sentezlendiklerinden hayvan hiicrelerinde ve
dolayisiyla dokularinda diyetleri ile beraber aldiklar1 kadari ile bulunur ve sonucunda
bunu yansittigi gozlemlenmistir. Vitamin E’nin dért formu , ultraviyole 1sinlarina maruz
kaldiginda bozulabilen ag¢ik sar1 renkli, yapiskan formda, kokusuz yaglar oldugu
tamimlanmustir (Konyalioglu 2001; Yamamato et al. 2001; Oz 2005).



a-Tokoferol

Sekil 1.2. Arastirmada yemlere ilave edilen vitamin E’nin kimyasal yapisi

Tim canllarda indirgenme-yiikseltgenme sistemi dogrultusunda viicutta etki
mekanizmalarini gésterdigi belirlenmistir (Shiau and Hsu 2002). Hiicrenin geperi ve
enerji ihtiyacinin saglandigi organel olan mitokondride daha fazla bulundugu
kesfedilmistir. Intraseliiler ve interseliiler lipitlerin peroksidazlarina etki ederek hiicrenin
yapisint korurlar ve anabolik-katabolik olaylarin saglikli bir sekilde devam etmesini
sagladig1 bulunmustur (Giindiiz vd 2002; Muglali vd 2002; Johansson 2003; Lukaski
2004).

Serbest radikal adi verilen oksidant birimleri inhibe eden tokoferollerin viicutta azalmasi
sonucu bu molekiil yapilari hiicre birimlerine saldirarak proteinlerin, lipidlerin,
karbonhidratlarin, niikleik asitlerin, DNA ve enzimlerin geri doniisiimii olmayan
hasarlara sebeb oldugu bulunmustur (Catigmani and Bieri 1983; Bai and Gatlin 1992;
Arslan vd 1997). Serbest radikal adi verilen molekiiller diger canlilarda oldugu gibi
baliklarinda hiicre, doku ve organlarinda hasarlara sebebiyet vermektedir. Dolayisiyla
balik yetistiriciliginde bu durum ekonomik olarak da istenmemektedir (Zhang and Omley
2001a; Chang et al. 2004; Banudevi et al. 2006).

Tokoferollerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi hiicre zarini ve diyetlerle alinan besinleri
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna karsi korumak oldugu bilinmektedir (Akkan

1999; Harlioglu ve Kopriicii 2000; Aksoy vd 2005; Trenzato et al. 2006).



Baliklarda E vitamini en ¢ok karaciger ve bobreklerde biriktigi gdézlemlenmistir. E
vitaminin fazlasi ise idrar yoluyla viicuttan disar1 atilmaktadir. Beslenme ile viicuda
aliman E vitamininin %20-30 kadar1 emildigi bulunmustur. Organizma vitamin E’nin
yaklasik %1-5 kadarini metabolizmasinda degerlendirebilmektedir (Emate et al. 2000;
Kashif et al. 2003).

Vitamin E immun sistemin korunmasinda, kanin pihtilasmasinda, kirmizi kan
hiicrelerinde, deride, karacigerde ve testislerde, oksidasyonu oldukga hassas organ ve
dokularin hasarinin engellenmesinde gorev alan énemli 6nemli bir antioksidan oldugu
bulunmustur (Miller et al. 1988; Saccheck and Blumberg 2001; Simsek ve Aksakal
2005). Bunun yaninda olduk¢a hizli bozulan A vitamininin biyolojik aktivitesinin
muhafazasinda da gorev tistlenmektedir (Miller et al. 1988; Sacheck and Blumberg 2001;
Lin and Shiau 2005; Chang et al. 2004).



2. KAYNAK OZETLERI

E vitamini, a-tokoferol, tokoferol ve tokotrienoller ailesi i¢in kullanilan genel bir terimdir
(Brigelius et al. 1999). Dogada bulunan sekiz maddenin E vitamini etkinligine sahip
oldugu tespit edilmistir. Bunlar a-, B-, y- ve d-tokoferoller ve a-, B-, y- ve 6 tocotrienol
olan alt formlaridir. Alfa tokoferol transfer proteini (a-TTP) yaklasik 32 kilo dalton
agirh@inda sitozolik bir protein olup iiremeyle yiiksek iligkili bir faktor olarak
tamimlanmustir (Zhang et al. 2014).

E vitamini lireme ic¢in gerekli bir besin elementi olarak bilinmesine ragmen, bir¢ok
fizyolojik fonksiyonunun da oldugu da kesfedilmistir (Brigelius et al 1999). Alfa
tokoferol immiin sistem iizerinde etkili ve iireme ile dogrudan iligkili elzem bir
antioksidandir. Insan viicudunda o-tokoferollerin bircok etkisi vardir, fakat
mekanizmalar1 ve sinyal yollar1 heniiz tam olarak agiklanamamistir. Alfa tokoferoliin
Bilinen en 6nemli 6zelligi antioksidan etkinligine sahip olmalaridir. E vitamini formlari
tiim canlilar i¢in elzemdir. Son zamanlarda tokotrienollerin giiclii bir néro-koruyucu, anti-
kanser ve kolesterol diigiiriicii 6zellige sahip olduklar1 ve a- tokoferol, a-tocotrienol, y-
tokoferol, & tocotrienol’iin birbirinden farkli biyolojik etkileri oldugu goriilmiistiir.
Nanomolar konsantrasyonda, a-tokotrienol ve o-tokoferollerin nérodejenerasyonu
onledigi tespit edilmistir. Elde edilen yeni bulgular da E vitamini ailesinin fonksiyonel

olarak benzersiz oldugunu destekler niteliktedir. (Chandan et al. 2006).

E Vitamini (o-tokoferol) insanlarda lipoproteinleri, ¢oklu doymamis yag asitlerini
(PUFA), hiicresel ve hiicre i¢i mebranlari hasardan koruyan onemli bir lipofilik
antioksidan olarak kesfedilmistir. Bu makalenin amaci, vitamin E ihtiyacinin diyetlerle
alinan PUFA ile iliskisi hakkinda daha dnce yayilanmis olan verileri degerlendirmektir.
Insanlar ve hayvanlarla ilgili yapilan calismalar, diyetteki PUFA miktarinin ¢ok az oldugu
durumlarda RRR-a-tokoferoliin minimal bazal ihtiyacinin giinliik 4-5 mg oldugunu
gosterilmistir. E vitamini ihtiyaci, PUFA tiiketimindeki artisa paralel olarak diyetteki
PUFA'nin doymamighigina gore arttigi gdzlemlenmistir. Insanlarda diyetteki linoleik asit

ile baglantili E vitamini gereksiniminin 6nemli oldugu ve bu miktarin 0,4-0,6 mg RRR-



a-tokoferol/g linoleik asit olarak hesaplandig: belirtilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda, doymamislik derecesi yliksek olan yag asitleri i¢in E vitamini gereksinimi,
PUFA'nin doymamislik derecesi ile monokarboksilik asidin 0, 3, 2, 3, 4, 5 ve 6 nispi
oranlarinda neredeyse dogrusal olarak arttigin1 gosterilmistir. Normal bir diyet ile PUFA
aliminda, E vitamini ihtiyactnin 12-20 mg/d RRR-a-tokoferol araliginda oldugu
hesaplanmistir. Caligmalar sonucunda elde edilen veriler, sagliga olduk¢a faydali
olduklar1 i¢in ¢oklu doymamis yag asitlerinin alimini arttirmayr onermektedir. Artan
PUFA alimi ile uygun olmasi i¢in yeterli bir vitamin E aliminin da saglanmasi gerektigi

belirtilmistir (Raederstorff et al. 2015).

Kaliimsal E vitamini eksikligi (AVED) Friedreich ataksisine benzer bir ataksi ve
periferal noropatiye neden oldugu gozlemlenmistir. AVED’in aTTP’nin bir fonksiyonu
olan Vitamin E’nin karaciger hiicrelerine tasinmasinda aksakliga sebep oldugu
diistiniilmektedir. cDNA ve ¢esitli genomik tiim insan aTTP genlerini kapsayan ve insan
aTTP genleriniden olusan bes exon ve dort intron arasindaki baglantilar1 determine eden
fajlar klonlanmistir. AVED’li olan birbirinden bagimsiz Kuzey Amerika ailelerinde Ug
farkli mutasyon tespit edilmistir. 485delT and 513insTT olan Iki mutasyon cerceve
kaymasma ve prematiire stop kodonu ve aTTP’deki Histidinde bulunan Argl92
subtitisyonuna yol agan {igiincii bir 574G— A mutasyonuna sebep oldugu bulunmustur.
Bu bulgular AVED’in altinda yatan genetik bozukluklar1 tanimladig1 gézlemlenmistir ve
aTTP’nin AVED’deki roliinii teyit etmistir (Hentati et al. 1996).

Diger bir ¢alismada ise iz miktarda E vitamini bulunduran diyetlerle beslenen ¢ipura
(Sparus aurata)’larda yumurta veriminin minimum seviyelere diistiigli gozlemlenmistir.
Bunun yani sira E vitamini, erkek baliklarda spermatogenez siiresini ve spermlerin disi
yumurtalarim1 dolleme siiresini etkiledigi bildirmisledir E vitamini eksikliginde bazi
baliklarda yapilan histopatolojik degerlendirmeler sonucunda folikiiler hiicrelerde
dejenerasyon, oositlerin pargalanmasi, vitellin kilifin erimesi, ovaryumda renk
hiicrelerinin birikmesi, spermatozoalarin bozulmasi, nekroz olusumu, sperm hiicrelerinde

azalma ve hipertrofi, gozlemlendigini belirtmistir (Izquierdo et al. 2001).



Yapilan bir ¢alismada sazanlar (Aristichthys nobilis) 120 giin siiresince A, C ve E
vitaminleri igeren diyetlerle beslenmis ve A, C, E vitaminlerinin tireme {izerindeki
etkilerini incelemistir. Arastirmada, 1. grubun yemlerine A, C ve E vitaminleri ilave
edilmis, 2. Grubun diyetlerine sadece A ve E vitamini eklenmis, 3. grupta sadece E
vitamini, 4. grupta sadece A vitamini ve 5. grup ise herhangi bir vitamin ilavesi olmayan
kontrol grubu olarak belirlenmistir. Tim gruplardaki baliklar 20 ay boyunca
beslenmislerdir. Denemenin bitiminde, kontrol diyeti igeren ve vitaminlerin bulundugu
diyet gruplar kiyaslandiginda, A, C ve E vitamini iceren diyetlerle beslenen baliklarda
yumurta verimliliginin arttig1 ve cinsi olgunluga erigsme siiresinin 2-3 aya kadar indigi
gozlemlenmistir. Bununla beraber, kontrol igceren diyete gore istatistiksel olarak énemli
bir oranda yumurta verimliliginde artis oldugu ortaya konmustur (P<0.05) (Santiago et
al. 2000).

Bir baska ¢alismada ise deltamethrine maruz kalan kedi baliklarinda (Clarias gariepinus)
olusan stresin etkisini inhibe edebilmek igin yemlere iz miktarda alfa tokoferol katilmistir.
On iki hafta boyunca bu yemlerle beslenen baliklarda stres genlerinin ifade edilmedigi ve
bunun yaninda fazla miktarda alfa tokoferol ilave edilen yemlerin deltamethrin

toksisitesini azalttigi goriilmiistiir (Datta et al. 2003).

Watanabe et al. (1977) yaptiklar1 bir ¢alismada Sazan (Cyprinus carpio) diyetlerine
kademeli olarak katilan E vitamininin ovaryum gelismesine paralel olarak, iiremede de

olumlu etkiye sahip oldugu anlasilmistir.

Koyunlarda yapilan bir c¢alismada E vitamini eksikliginin, erkekler bireylerde
spermatogenezisi ve sperm hareketliligini olumsuz etkiledigi, disi bireylerde ise, fetiiste
gelisim bozukluguna sebebiyet vererek fetiis 6liimlerine neden oldugu gézlemlenmistir

(Newsholme et al. 1989).

Lipit oksidasyonunun et ve et firiinlerinde bozulmalara sebebiyet veren Onemli
faktorlerden biri oldugu bilinmektedir. Et kalitesindeki bozulmalar damak tadi, doku ve

besleyici ogelerin degisimleri seklinde kendini gosterilirler. Rasyona katilan E



vitamininin et ve et iriinlerinde lipit peroksidasyonu seviyesini minimuma diistirdiigii
gozlemlenmistir. Bu c¢alisma, diyetlerine alfa tokoferol ilave edilmis biiyiikbas ve
kiigiikbas hayvanlarin et kalitesine ve immiin sistem tiizerindeki etkisine bakilmustir.
Ayrica etin rengine, su igerigine, lipit oksidasyonu seviyesine odaklanilmistir. Bu
calismaya ek olarak diyetlerine E vitamini ilave edilmis hayvanlardan elde edilen et
trtinlerinin islenmesi, paketlenmesi ve depo kosullart igerisindeki interaksyonlari
arastiritlmistir. Diyetlerine E vitamini ilave edilmis hayvanlardan elde edilen et
tirlinlerinde uzun siire et kalitesinin korundugu, raf émriiniin daha uzun oldugu tesbit

edilmistir (Konyalioglu 2001).

Amlashi et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada mersin baliginin (Huso huso) alfa tokoferol
ihtiyact ve ayni zamanda bu vitaminin biiyiime performansi tizerine iizerine etkisini
arastirmak igin 0, 25, 50, 100, 200, 400 mg/kg alfa tokoferol asetat igeren 6 farkli yem
hazirlamiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda mersin baliginda alfa tokoferol ihtiyacinin
26,6-29,6 mg/kg diizeyler arasinda oldugunu gozlemlemislerdir. En iyi yem doniisiim
oraninin, yem degerlendirme ve bilylime oranlarmin da 26,6-29,6 mg/kg arasinda oldugu

tespit etmislerdir.

Watanabe (1990) ise yaptigi calismada E vitamininin sazan’da (Cyprinus carpio)
yumurtalarinin olgunlasmasinda ve sazan yavrularinin bliylime oranlarinda énemli bir

faktor oldugu belirtmistir.

Bir bagka ¢alismada ise diyete ilave edilen farkli oranlardaki E vitamininin (0,10, 60, 150
mg/kg) Arjantin karideslerinin (Pleoticus muelleri) biiyiime performansi ve iiremesi

tizerinde herhangi bir etki gostermedigini bildirilmistir (Fenandez et al. 1998).

Hibrit levreklerin (Morone chrysops female x M. saxatilis male) vitamin ihtiyaglarinin
arastirildigr bir calismada baslangicta canli agirliklar1 ortalama 1,8+0,1 gr olan hibrit
levrekler igin 0, 10, 20, 40, 60, 80 mg/kg E vitamini i¢eren diyetler hazirlanmis ve baliklar
bu yemlerle 12 hafta siiresince beslemislerdir. Kontrol grubunda renk kararmasi meydana

gelmis ve agirlik artiginda bir azalma goriilmistiir. Bunun yaninda, 20, 40, 60, 80 mg/kg
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E vitamini iceren diyetler ile beslenen baliklarin agirliklarinda kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiki olarak 6nemli derecede artis oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
Ayrica, E vitamini katkili yemlerle beslenen baliklarin kan ve karaciger dokularinda E

vitamini konsantrasyonunda artis belirlenmistir (Kocabas and 111 Gatlin 1999).

Gatta et al. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada, diyetlere ilave edilen farkli seviyedeki alfa
tokoferoliin, levreklerin (Dicentrarchus labrax) et Kkalitesi Ttzerine etkilerini
incelemislerdir. Baslangigtaki canli agirliklar1 ortalama 208 gr olan levrekler, 4 ayri
dozda E vitamini (sirasiyla 139, 254, 493, 942 mg/kg) ilave edilmis yemlerle 16 hafta
boyunca beslenmislerdir. 3., 6., 9. ve 12. giinlerde her tanktan 21 adet balik 6rnegi alinmis
ve filetodaki E vitamini seviyeleri tespit edilmistir. Sonug olarak, rasyonlarda ki E
vitamini igerigindeki artis ile dogru orantili olarak sirasi ile 98,0, 150,7, 225,2 ve 302,0
ng/g-lipit olarak olgiilmiistiir. Gruplardaki levreklerin spesifik biiyiime oranlari (SBO)
karsilastirildiginda, 0,63, 0,54, 0,57, 0,61 oldugu goriilmiis ve yem degerlendirme
oranlari ise (YDO) sirast ile 1,28, 1,36, 1,35, 1,30 bulunmustur.

Baska bir calismada ise iz seviyedeki E vitamini bulunduran diyetler ile 22 hafta boyunca
beslenen ¢ipuralarda (Sparus aurata) yumurtlama oranlarinda 6énemli bir artis oldugu
gozlenmistir. Bunun yaninda, alfa tokoferoliin disi baliklarda yumurtlama siiresini
uzattifi ve yumurtalarin dollenme miktarina onemli derecede katki yaptigi rapor

edilmistir (Izquierdo et al. 2001).

Sealey ve Il Gatlin’in (2002) yaptiklar1 bir caligmada baslangi¢ canli agirlig: 9,21+12,7
g olan geng melez levrekler 0, 30 ve 300 mg E vitamini/kg yem oranlarina sahip diyetlerle
16 hafta siiresince beslemislerdir. Levreklerin canli agirlik artis1 (%) sirayla, 247, 231,
324 ve yem degerlendirme oranlari ise (balik agirligi (kg) / sirastyla, 0,37, 0,35, 0,47,
(%), ve verilen yem miktarlari ise (g) 84,2, 96,7, 100 olarak hesaplanmistir. Bu diyetlerle
beslenen levreklerde yem degerlendirme orani ve canli agirlik artis1 en fazla 300 mg E
vitamini verilen diyette oldugu bulunmustur. Yasama oraninin ise E vitaminin seviyesinin
artis1 ile dogru orantili olarak arttig1 bulunmustur. Bunun yaninda, E vitamini ihtiva eden

diyetlerle 16 hafta siiresince beslenen baliklarin, C vitamininin eksikliginde goriildiigii
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belirtilen biiylime stresinden korundugunu bildirmiglerdir. Gruplar arasindaki yem
degerlendirme ve canli agirlik artis1 farkliliginin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

belirlemislerdir (P<0,05).

Geng melez tilapialarla (O. Niloticus X, O. Aureus Y) yapilan bir ¢alismada, diyete ilave
edilen alfa tokoferoliin, tiim dokulardaki lipid peroksidasyonu {izerine etkileri
incelenmistir. Diyetlere sirasiyla 0, 50, 100, 200, 450 ve 700 mg/kg a- tokoferol asetat
eklenmistir. Bu diyetlerle 12 hafta siiresince yemlenen tilapialar arasinda agirlik artisi,
yem degerlendirme orani ve protein donidsiim oranlarinda istatistiksel olarak fark
bulunamamistir (P>0.05). Diger rasyon gruplari ile kiyaslandiginda, tiim viicuttaki en

diisiik protein miktarinin kontrol grubunda oldugu bulunmustur (Huang et al. 2003).

Baliklarda biiyiime performansi {izerine alfa tokoferoliin etkisinin incelendigi ¢ok sayida
calisgma bulunmaktadir. Sau et al. (2004) giiney Asya sazani yavrulari (Carassius
carassius) ile yaptiklart bir deneyde, en iyi gelisimin 131,91 mg/kg’lik E vitamini
bulunan diyetle beslenen baliklarda oldugunu belirtmislerdir. Bunun yaninda diyetlerine
E vitamini ilavesi yapilan Atlantik salmonunda (Salmo salar) yapilan bir ¢alismada
biiylime ve gelismenin en yiiksek oldugu alfa tokoferol ilavesinin 120 mg/kg, sazanlarda

ise (Cyprinus carpio) 80-100 mg/kg oldugu bildirilmistir (Palace et al. 2006).

Schmolz et al. (2016) yaptiklari bir ¢alismada, E vitamininin biyoyararlaniminin cinsiyet,
yas, genetik yap1 ve yasam sekli gibi bir¢ok faktdrden etkilendigini, vurgulanmiglardir.
Ornegin E vitamini oral yoldan alindiginda, gida matrisi ile rekabet eden faktédrler
icerebildigini bulmuslardir. Bu metabolik siirecler; bagirsak emilimi, vaskiiler tasiyicilik,
onemli baglayici protein olan alfa tokoferol transfer proteinin vasitasi ile hiicre igine
baglanmistir. E vitamininin metabolizmast « hidroksilasyon bagimli bir dongii ile
CYP4F2 / CYP3A4 ve onu takiben bes sikliislii 3-oksidasyon ile baslar ve suda ¢oziiniir
son iirlin olan karboksietilhidroksikromani olusturdugu goézlemlenmistir. Bilinen tiim
karaciger metabolitleri konjuge edilebilir ve yan zincir uzunluguna bagli olarak idrar veya
diski yoluyla atilabildigi bulunmustur. Bunun kinetigi farkli E vitamini formlar1 arasinda

degiskenlik bulunmustur. Yan zincirin saturasyonu ve kromanol halka sisteminin yer
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degistirmesi 6nemli oldugu goriilmiistiir. E vitaminin durumunu degerlendirilmek i¢in E
vitamini ve metabolitlerinin tesbiti ve 6l¢giimii ile ilgili kullanilan analiz metodlar1 6nemli
oldugu bilinmektedir. Reaksiyonlarin ve siire¢lerin ¢ogunun diger yagda eriyen
vitaminler tarafindan da paylasildigi bilinmektedir. Tiim bu islemler E vitamini
metabolitlerinin olusumunu, dokularda ve wviicut sivilarindaki konsantrasyonlarini

modiile edebildigi goriilmistiir.

Ruff et al. (2003), pazarlama boyuna gelinceye kadar farkli seviyelerde E vitamini ihtiva
eden yemlerle beslenen kalkan baliklarinda (S. maximus) alfa tokoferoliin bazi
dokulardaki seviyelerini arastirmislardir. Baslangigta canli agirligi ortalama 350+10 g
olan kalkanlar1 dort farkli gruba ayirmislardir. %12 yag ve %60 protein igeren ticari
kalkan yemlerine, a- tokoferol asetat ve askorbil-2 monofosfat sirasiyla 500 - 100, 1000
- 100, 100 - 1000, 100 - 100 mg/kg olarak eklemislerdir. 120 giiniin sonunda, kalp,
karaciger ve bobrek dokularindaki a- tokoferol seviyelerinin, yiiksek oranda a- tokoferol
asetat igeren diyetlerle beslenen kalkanlarda daha fazla oldugunu bildirmislerdir
(P<0.05).

Geng melez tilapia (O. niloticus X O. aureus) tiirlerinde yapilan bir ¢aligmada alfa
tokoferol miktarinin balik gelisimindeki, kastaki ve karacigerdeki etkisi aragtirilmustir.
Melez tilapialar, kg diyetlerinde oral yolla 0 IU’den -300 IU’ye kadar farkl1 oranlarda alfa
tokoferol igeren ve %14 oraninda lipid bulunduran yemler ile 16 hafta siiresince
beslemislerdir. 0-50 IU E vitamini/kg yem ile beslenen tilapialarda biiyiime oraninin
diisik oldugu, 90 IU E vitamini/kg yem ile beslenen tilapilarda ise yiiksek oldugu
bulunmustur. En diisiik agirlik artisi ve yem degerlendirme oranlar1 ise, kontrol
grubundaki tilapialarda goriilmistiir. Tilapialarin kasindaki ve karacigerindeki alfa
tokoferol miktar1, yemlerindeki alfa tokoferol miktari ile dogru orantili olarak artmuistir.
Agirlik artisi ve yem degerlendirme orani bakimindan gruplar arasindaki farklilik

istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05) (Huang and Huang 2004).

Mehrad ve Sudagar (2010) baslangigta ortalama agirliklart 0,01 g olan lepisteslerde

(Poecilia reticulata), 20 hafta siiresince yaptiklar bir calismada rasyonlarina sirast ile O,



13

100, 300, 500 ve 1000 mg/kg E vitamini eklemislerdir. En iyi biiylime oraninin 1000
mg/kg E vitamini iceren yemler ile beslenen grupta oldugunu bulmuslardir. Gruplar

arasindaki farklilik istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Bir diger ¢alismada ise, levrekler (Perca flavescens) E (160 mg/kg) ve/veya C (250
mg/kg) vitamini iceren diyetler ile 32 hafta siiresince beslenmis, agirlik artisi ve iireme
performanslari iizerine bu 2 vitaminin etkisi incelenmistir. Arastirmada, 1. grup kontrol
grubu, 2. grup diyetine E vitamini ilave edilmis C vitamini ilave edilmemis, 3. grup C
vitamini ilave edilmis E vitamini ilave edilmemis ve 4. grupta ise C ve E vitaminlerinin
her 2si de ilave edilmis diyet gruplar olarak ayrilmistir. Baliklarin oransal biiyiimeleri
gruplara gore Sirasi ile 80+5,0, 93,3+7,6, 97,4+4,5, 100+7,0 olarak tespit edilmistir.
Arastirma bulgularinda C vitamini eklenmis E vitamini eklenmemis ve hem C hem de E
vitamini eklenmis diyetlerle beslenmis baliklarin biiyiime oranlarinin, kontrol grubu
levreklerden onemli derecede yiikksek oldugu bulunmustur (P<0.05) Calismada
diyetlerine C vitamini eklenmis E vitamini eklenmemis, C vitamini eklenmemis E
vitamini eklenmis ve hem C vitamini hem de E vitamini eklenmis rasyonlarla beslenen
baliklarda kontrol grubuna kiyasla agirlik artist ve iireme performanslarinda onemli

derecede yiiksek oldugu belirtilmistir (P<0.05) (Lee and Dabrowski 2004).

Galaz et al. (2010) Yavru papagan ¢iklit baliklarinda yaptiklari bir ¢alismada, alfa
tokoferoliin biiyiime tizerine olan etkisini arastirmak amaciyla, farkli oranlarda (0, 38, 53,
87, 119 ve 583 mg/kg) E vitamini i¢eren diyetler hazirlamiglardir. Baliklar 16 hafta
stiresince bu rasyonlarla beslenmisglerdir. Arastirmanin sonucunda en yiiksek agirlik
artiginin Ve en iyi yem degerlendirme oraninin 38 mg/kg E vitamini bulunduran diyetlerle

beslenen grupta oldugunu belirlemistir.

Mehrad et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada E vitamininin zebra baliginin (Danio rerio)
yasama orani, biiyiime, fekundite ve yumurta gap1 tizerine etkilerini aragtirmak amaci ile
baliklar1 5 farkli oranda (0, 100, 300, 500 ve 1000 mg/kg) E vitamini igeren diyetler ile
20 hafta siiresince beslemislerdir. Aragtirmanin sonucunda en yiiksek yasama oraninin

1000 mg/kg E vitamini igeren rasyonla beslenen grupta oldugunu tespit etmislerdir.
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Bunun yaninda spesifik biiylime orani, agirlik artisi, fekundite ve yumurta ¢api gibi
parametrelerin rasyondaki E vitamini artis1 ile dogru orantili olarak arttigini

bildirilmiglerdir.

a-tokoferol transfer proteini (a-TTP), wviicut plazmasindaki o-tokoferoliin etkin
dolasiminda rol oynayan, iireme i¢in 6nemli etkiye sahip bir faktordiir. Raederstorff ve
arkadaglar1 E vitamininin koyun karacigerindeki a-TTP gen ekspresyon seviyesi lizerine
etkisini arastirmak i¢in nutrigenomik bir ¢alisma yapmuslardir. Otuz adet disi koyun
rastgele bes gruba ayrilmis ve dort ay siiresince sirasiyla 0, 20, 100, 200 ve 2000 IU E
vitamini ilave edilmis diyetler ile beslenmislerdir. Calismanin sonunda, hayvanlar
diseksyona tabi tutularak kalp, dalak, akciger, bobrek, musculus longissimus ve gluteus
doku 6rnekleri alinmistir. Denek koyunlarin karaciger disindaki tiim doku ve organlarda
a-TTP geninin ifade edildigi tespit edilmis, E vitamini diizeylerinin ekspresyon seviyeleri

tizerinde etkili oldugu anlagilmstir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri ve siiresi

Deneme, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimiine ait
Model Organizma Unitesinde ve Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda 8 hafta siireyle

yuritilmistir.

3.1.2. Balik materyali

Bu ¢alismada 8 haftalik, 0,014+0,17 gr agirhgindaki toplam 250 adet (13:1Q) zebra
balig1 (Danio rerio) kullanilmistr.

3.1.3. Su materyali

Deneme iinitesinde sebeke suyu kullanilmistir. Kullanilan su, 8 farkli por 6zelligine sahip
mekanik filtrelerden gecirilmistir. Elde edilen su sisteme verilmeden dnce 2 giin siireyle
havalandirma ve dinlendirilmeye tabi tutulmustur. Kullanilan suyun fiziksel ve kimyasal

paramatreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan suyun kimyasal ve fiziksel 6zellikler

Parametre Deger
Coziinmiis O2 (mg/It) 9+0,5
pH 7,30
Saturasyon (%) 70-80
Sicaklik (°C) 26+1,0

S04 0,33 mg/l
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Cizelge 3.1. (Devami)
PO4 Eser
NOs 3,45 mg/I
NO: Eser
Iletkenlik 240 ps/cm

3.1.4. Model organizma iinitesi

Bu calisma kapali devre resirkiile model organizma iinitesinde yapilmistir. Unitedeki
malzemeler akrilikten yapilmis olup tanklarin 6n kisimlari hafif egimlidir. Bu sayede
etkin bir sirkiilasyon ve digkinin arka tarafta birikmesi saglanmaktir. Arastirmanin

yiiritiildigli model organizma tinitesi Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan model organizma iinitesi

3.1.4.1. Sediment filtre

Camur, kum, toz vs. gibi partikiillerin tutulup suya karismasini engeller. Sudaki

partikiilleri uzaklastirir.
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3.1.4.2. Karbon filtre

Sudaki kloru tutar ve sisteme karigmasini engeller.

3.1.4.3. Graniil aktif karbon filtre

Sudaki kloru ve organik maddeleri tutmaktadar.

3.1.4.4. Blok karbon filtre

Sisteme ilave edilen suyun membrana girmeden 6nce mikro partikiillerden arindirilmasini

saglar.

3.1.4.5. Membran filtre

Ters osmosun gerceklestigi birimdir. Suyun tazyikli gelmesi ile ¢alisir. Bulanmis suyu

sistemden atar.

3.1.4.6. Dinlendirme tanklar

Suyun depolandig: ve havalandirildigi 25 It ve 100It kapasiteli tanklardir. 2 adet 100It ve
4 adet 25It hacimli dinlendirme tanki bulunmaktadir.

3.1.4.7. Arastirma tanklar

Sistemde 28 adet 13,8 It lik (25x30x18,5cm boyutlarinda), 15 adet 11,6 It lik
(15,5x30x25cm boyutlarinda) ve 13 adet 4,5 1t lik (8,2x30x18,5cm boyutlarinda) toplam
56 adet tank bulunmaktadir.
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3.1.4.8. Isitma-sogutma cihazi

Sistemdeki suyun arzu edilen sicaklik araliginda olmasini saglayan cihazdir.

3.1.4.9. Denge tanklan

Sistemdeki suyun bir araya toplandig1 ve buradan biitiin sisteme paylastirildigi, tiim suyun

alinarak tekrar sisteme verilmesini saglayan birimdir.

3.1.4.10. Pompalar

Sistemde 1’1 yedek olmak {izere 2 adet pompa bulunmaktadir. Bu birimin gérevi suyu

filtrelere iletmektir.

3.1.4.11. Oksijen sensorii

%093 saf oksijen iiretmektedir. Denge tankina oksijen saglamaktadir. Cihazdan oksijenin

¢ikis basinci 0,4 bardir. Oksijen jeneratoriiniin kapasitesi 5 1t/dk’dir.

3.1.4.12. Akill sensorler (Smartoxy)

Sudaki sicaklik, saturasyon ve pH’y1 6l¢mektedir. Android isletim sistemine sahiptir.
Bluetooth ile baglantisi yapilan ekrandan Ol¢iim degerlerini iletme ve kaydetme

ozellikleri vardir.

3.1.4.13. Ortam sogutma iinitesi

45390 BTU’luk sogutma kapasitesine sahip tlinite 1s1 dengesinin stabil kalmasi saglar.

ortam sogutma iinitesi 20 saat siiresince calistirilmaktadir.
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3.1.4.14. Torba Filtreler

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

torbalar1 vasitasi ile suda Ki hassas filtrasyonu saglamada kullanilmaktadir.

3.1.4.15. UV reaktoru

Ultraviyole sistem reaktorii (UV-C) sularin dezenfekte edilmesinde kullanilmaktadir.

3.1.4.16. Biyolojik filtre

Biyolojik filtre tank1 kapali halde ve dis ortamdan izole sekilde ¢alisir. Igerisine konulan
biyomateryelin (bioballar) bakterilerin tutunma alanini artirir. 1 m® dolgu hacmindeki
yiizey alan1 750 m?’dir. bakterilere 550 m? tutunma alan1 saglamaktadir. Nutrifikasyon
Bakteri ekimi yapildiginda bioball yiizeyine tutunmaktadir. Bioball ylizeyine
tutunamayan bakteriler ise su ile tiim sistemi dolasarak yine sisteme yayilmaktadir.
biyoball tizerine tutunan nitriti nitrata doniistiiren yararli bakteri kolonisinin artigini

saglar.

3.1.4.17. Otomasyon panosu

Tiim sistemdeki birimlerin kontrolii bu elektronik panodan saglanmaktadir.

3.1.4.18. Fotoperiyot diizenegi

Model organizma tinitesi 1s1ktan tamamen izole olacak sekilde kurulmustur. Fotoperiyot
canlinin ihtiyacina gore karanlik ve aydinlik periyodlarin olugmasini saglar. Elektronik

sistem 10 saat karanlik 14 saat aydinlik olacak sekilde ayarlanmistir.
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3.1.5. Yem materyali

Kullanilan yemler ¢izelge 3.2. da belirtilen rasyon igerigine gore ticari bir yem fabrikasina
hazirlatilmistir. Denemede E1 7,5 mg/kg, E2 5 mg/kg, E3 3,75 mg/kg,E4 2,5mg/kg ve ES
0 mg/kg olacak sekilde 5 farkli diizeyde E vitamini kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Denemede kullanilan yem igerigi

Diyet icerigi (g/kg) | KONTROL El E2 E3 E4
Balik Unu 400,0 400,0 400,0 400,0 400,0
Soya Unu 160,0 160,0 160,0 160,0 160,0
Tavuk Unu 135,0 135,0 135,0 135,0 135,0
Aygigek toh. kiis. 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Irmik Alt1 Unu 2715 71,5 28,5 233,625 246,25
Balik Yagi 0,0 75,0 50,0 37,5 25,0
Soya Yagi 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Vitamin mix 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Bugday Gluteni 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Mineral Mix 15 15 15 15 15
Vitamin E 0,0 125 250 500 750
Vitamin C 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

1000 1000 1000 1000 1000

3.2. Metot

3.2.1. Aklimatizasyon, deneme dizaym ve besleme ¢alismalari

25 adet zebra baligi tankindan her birinine 10 (59, 53 adet toplamda ise 250 adet zebra
balig1 yerlestirilmistir. Deneme boyunca su sicakligi 26+1°C’de sabit tutulmustur. 14 saat
151k 10 saat karanlik olacak sekilde fotoperyot uygulanmistir. Zebra baliklari bir hafta
stiresince E vitamini eklenmemis yem ile beslenmistir. 8 haftalik ¢alisma siiresince, zebra
baliklarina giinliik olarak canli agirliklarinin %51 kadar yem verilmistir (Martinez and
Vasquez 2001). Giinliik rasyon 09:00, 12:00, 15:00 ve 18:00 4’¢ boliinerek verilmistir.
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3.2.2. Baliklardan doku o6rneklerinin alinmasi

Iki aylik besleme calismas1 sonucunda her gruptan 7 balik sansa bagh olarak se¢ilmis ve
buzlu suda bayiltilarak kas ve karaciger doku 6rnekleri alinmistir. Diseksiyon sonucunda
kas ve karaciger dokusu Ornekleri, 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine yerlestirilmis,
tizerine ise RNA Later (QIAGEN, Katalog No: 76106) soliisyonu eklenmistir. Bu
ornekler bozulma ihtimaline kars1 1 gece +4°C’de bekletildikten sonra i¢erisindeki RNA

later uzaklastirilarak atilmis ve calisilincaya kadar -86°C’de muhataza edilmistir.

3.2.3. Total RNA izolasyonu

Calismadaki Total RNA izolasyonu Qiagen-Qiacube izolasyon cihazinda yapilmistir. Kas
dokularinin RNA izolasyonu i¢in QIAGEN RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Cat:74804)

kullanilmuastir.

3.2.3.1. Robotta total RNA izolasyonu

Kas dokularinda Qiacube robotuyla RNA izolasyonu asagidaki protokol izlenerek

yapilmistir.

1. Tiim dokular calisilincaya kadar -80°C’de bekletilmistir.

2. Dokular alinarak, ¢éziinmeleri i¢in, buz tizerinde bekletilmistir.

3. 100 mg doku Ornegi alinarak Onceden steril edilmis 2 uL tiiplere (Qiagen Cat
No0:69989) yerlestirilmistir.

4. Akabinde ise iglerine steril edilmis penset yardimu ile ¢elik bilye konulmustur.

5. Uzerine 500 pL Qiazol Lysis Reagent eklenmistir.

6. Tissuelyser LT de (Qiagen Cat No:85600) 40 Hz’de 3+3 dk siireyle pargalanmistir.
7.Dliz bir zemin Ustiinde 30 sn siiresince bekletilmistir. ardindan tizerine 100 pL
kloroform ilave edilmistir.

8. 30 sn siireyle 45 derecelik agt ile tiipler vortekslenmistir. Ardindan 1-2 dk buz iizerinde
bekletilmistir.



22

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

10. Santrifiijden ¢ikan 6rneklerde olusan 3’lii tabakadan st fazdan yaklasik 500 pL
aliarak steril 2 ml’lik kapaksiz collection ependorf tiipleri igerisine konulmustur.

11. Alman fazlar kontaminasyon riskine karsi ivedilikle QIACUBE cihazina

yerlestirilmistir.

3.2.4.2. Manuel total RNA izolasyonu

Karaciger doku orneklerinin az olmasi sebebi ile RNA izolasyonu manuel olarak
gerceklestirilmistir tiim dokularin RNA izolasyonunda RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Cat:74804) kullanilmistir. Tiim asamalar asagida belirtilen protokole gore yapilmistir.

1. -80°C’de saklanan doku Ornekleri alinarak karda ¢oziinmeleri igin bekletilmistir.
2.Doku 6rneklerinden 30 mg tartilarak alinmistir.

3. steril ependorf tliplerine konulmustur.

4.Tiip igerisine steril ¢elik boncuk bir pens yardimi ile konulmustur (Qiagen Cat
N0:69989)

5.Uzerine 350 uL Buffer RLT Lysis eklenmistir.

6. Tissuelyser LT’de 40 Hz’de 3+3 dakika boyunca (Qiagen Cat No0:85600)
parcalanmustir.

7.Pargalanan karaciger dokulari iizerine 350 puL %70’lik Ethanol konulmustur.

8.Daha sonra 10 sn 45 derecelik ag1 ile vortekslenerek 2 dk siiresince diiz bir zeminde
bekletilmistir.

9. RNeasy Mini Kit (Cat:74034) pembe kolonlar1 Her bir 6rnek i¢in kullanilarak her bir
tiipe 700 pL yiiklenmistir.

10.8000xg’de 4°C’de 15 sn santrifiij edilmistir.

11. Tampon RW1 Wash soliisyonu 700 pL alinarak kolondan gegirilmistir.

12. 8000xg’de 4°C’de 15 sn santrifiije konulmustur.

13.Kolonun altinda biriken dikkatle alt kisim atilmistir.

14. Tampon RPE Wash buffer soliisyonundan 500 pL ¢ekilerek kolondan gegirilmistir.
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15. 8000xg’de 4°C’de 15 sn santrifiij edildikten sonra Kolonun altinda biriken kisim
atilmistir

16.Tekrar Tampon RPE Wash buffer soliisyonundan 500 pL alinarak kolondan
gecirilmistir.

17.8000xg’de 4°C’de 3 dk santrifiij edildikten sonra kolondan gecip altta biriken kisim
atilmistir.

18. 30 uL RNase-free-water kolona yiiklenerek yikama islemi tamamlanmustir.

19. Son adimda ise 8000xg’de 4°C’de 1 dk santrifiij yapildiktan manuel olarak RNA

izolasyonu tamamlanmustir.

3.2.4.3. DEPC hazirlanisi

500 uL DEPC (Cat No: Sigma D-5758) tartilarak bir erlenmayer igerisine konulur lizerine
500 ml saf su Olciiliip aktarilir 2 saat siiresince manyetik karistirici yardimiyla ¢oziinmesi

saglanarak otoklavlanmistir ve +4°C’de bekletilmistir.

3.2.4.4. 20xMOPS soliisyonu

41,9 gr MOPS (Cat No: Sigma M-1254), 6,8 gr Sodyum asetat (Cat No: Sigma S 2889),
2,6 gr EDTA (Cat No: Sigma 93283) tartilarak 1000 ml’lik erlenmayer igerisine
aktarilmistir. Onceden hazirlanan 500 ml DEPC H20’dan 480 ml konulur pH metre ile
NaOH eklenerek pH 7,0’a ayarlanmistir. DEPC’li su ile hacim 500 ml’ye
tamamlanmigtir. 1 gilin siiresince manyetik karistirici yardimiyla (1s1 ayar1 agilmadan)

manyetik bar yardimiyla karistirtlmigtir.

3.2.4.5. 1xMOPS soliisyonunun hazirlanisi;

19 birim saf su 1 birim 20xMOPS soliisyonu ile %35 oraninda diliisyon yapilarak,

manyetik karistirict yardimiyla 30 dk. siiresince karigtirilarak hazirlanmigtir.
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3.2.4.6. RNA’nin kantitatif tayini

RNA’nin yapisinda yer alan piirin ve piirimidin bazlar1 (A2e0/A2s0) dalga boyunda 1s1ma
verdigi icin bu dalga boylarinda uDrop™ cihazinda 6lciimleri yapilmistir. Orneklerin
konsantrasyonu ve saflik dereceleri uDrop™ Plate’de (Thermo Scientific, Cat N0:12391)

belirlenmistir.

3.2.4.7. RNA’mn Kalitatif tayini

RNA izolasyonunun saglikli bir sekilde yapildiginin teyidi i¢in Agaroz jel elektroforezi
yaptlmistir. RNA’nin kalitatif tayini icin thermo elektroforez cihazina yiikleme

yapilmadan 6nce asagidaki protokol takip edilmistir.

1. 70 ml’lik elektroforez kiiveti i¢in %1’lik agaroz jel hazirlanma protokoliinde 0,7 gr
agaroz (Cat No: Sigma A 9539) tartilarak bir erlenmayere konulmustur.

2. Uzerine 66,5 ml ddH20 ve 4,38 ml 20xMOPS soliisyonu eklenmistir.

3. Mikrodalga firinda bilesenler tamamen ¢6ziinene kadar yaklagik 3 dakika tutulmustur.
4. Ardindan su altinda biraz sogutulmustur ve igine 15,6 pL formamid (Cat No: Simga F
9037) ve 12,8 uL etidyum bromiir (10pg/ul) (Cat No: Sigma E8751) ilave edilmistir.

5. Steril 0,2 mI’lik ependorf tiip i¢ine 5 pL formamid, 0,5 uL 20xMOPS soliisyonu, 3,5
puL ddH20 ve 1 pL izole edilen RNA 6rneklerinden konulmustur.

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

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

3.2.4.8. RT-PCR ile cDNA sentezi

Total RNA’lardan Super Script® 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen Cat. No: 18080-
044) kiti ile cDNA asagidaki protokol izlenerek sentezlenmistir.
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1. izole edilen RNA’lar pDrop™ Plate nanodrop spektrofotometre yardimiyla cDNA
sentezinde kullanilacak konsantrasyonu hesaplanmistir. Konsantrasyonlart 1 pg/pL
olacak bigimde hesaplanmustir.

2. Steril olan 0,2 mI’lik PCR tiiplerine; 1 uL 50 pM Oligo dT20, 1 uL dANTP Mix (10 uM)
konulmustur.

3. Toplam hacim 13 pL’ye tamamlanmasi gerekmektedir bunun igin {izerine
konsantrasyonu 1ug olan total RNA’dan 6nceden hesaplanan miktarda (x) konulmustur.
4. Uzerine 11-x uL ddH20 konulmustur.

5.65°C’de 15 dk PCR programinda inkiibe edilmistir. Daha sonrada 1 dk boyunca strafor
igerisindeki buz iistiinde bekletilmistir.

6. (5-10 sn) boyunca bilesenlerin karigmasi ig¢in mikrosantrifiij yapilmistir.

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

8. Karigim pipetajlanmustir.

9. Bu karigim 50°C’de 60 dKk siiresince inkiibe edilmistir. Calisilacak gene spesifik primer
reaksiyonu igin sicakligi 55°C ‘e ¢ikarilmustir.

10.Bu karisim 70°C’de 15 dk siiresince 1sitilarak reaksiyon tamamlanmistir.

11. Islem sonucunda elde edilen cDNA’lar uDrop™ Plate nanodrop spektrofotometre de

Az60/A2g0 absorbans degerleri 6lglilmiistiir.

3.2.4.9. Genlere spesifik primer ve TagMan prob dizayni

Internet iizerinden erisime agik olan gen bankasindan (http://www.nchi.nlm.nih.gov/)
zebra baliginda Alfa tokoferol transfer protein ve Beta Aktin genlerine ait MRNA dizilim
verilerine erigilerek primer dizayn: yapilabilen primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/)
tizerinden, ¢alisilacak olan genlerin maksimum 60-150 bp lik boliimiine spesifik primer
ve problar dizayn edilmistir. Dizayn edilen primer ve problarin ilgili gen bdlgelerine
spesifiklikleri http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ kullanilarak teyit edilmistir.
Caligmada kullanilan genlere ait primer ve proplarin baz dizilimleri, b¢ ve gen bankasi

erisim numaralar1 Cizelge 3.4.’de verilmistir.
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3.2.4.10. Real time PCR uygulamalari

cDNA’lar iizerinde galisilacak ilgili genlere ait bolgelerin amplifikasyonu Real-time
PCR’da ¢alisilmistir. TagMan prob iki primer arasindaki alana baglanacak sekilde dizayn
edilmistir. Bu yontemde 5’ ucunda flouresan isaretli Reporter ve 3’ ucunda da Quencher
boya kullanilmistir. Reaksiyon esnasinda serbest kalan reporter boya 1sinim yapar. Bu
1s1nim, her dongiide kopan prob sayisiyla orantili olarak artmaktadir. Bdylece olusan
irtiniin miktar1 kantitatif olarak olgiilmektedir. FastStart TagMan® Probe Qiagen Rotor
GeneQ kullanilarak gerceklestirilen Real time PCR karisimi1 ve protokolii Cizelge 3.4’de

verilmigtir.

Cizelge 3.3. Real time PCR karigimi

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

Hydroliz Prob 10 pmol 1

Forward primer 20 pmol 2

Reverse primer 20 pmol 2

cDNA 2

ddH.O 18

Toplam hacim 30 ul

3.2.4.11. Gen ekspresyonu hesaplamalar:

Real-Time PCR sonuglarinin hesaplanmasi igin, alinan her bir 6rnegin referans ve hedef
CT degerleri arasindaki farki kiyaslayan Hedef gen oran1i metodu kullanilmistir (Pfaffl
2001). Kontrol ve muamele (E vitamini) gruplarinin bulundugu ekspresyon seviyelerinin

hesaplanmasi asagida gosterildigi gibi hedef gen orani formiiliine gore hesaplanmuistir.

E ACP hedef (kontrol-6rnek)
hedef gen

ACP referans (kontrol-6rnek)
referans gen

Hedef Gen Orani =




Cizelge 3.4. Zebra baligi’nda kullanilacak primer ve problara ait dizilim bilgileri, iiriin uzunlugu ve genbank erisim numaralari

Primer ve Uriin Gen Bankasi
Genler Baz Dizilimi (5'-3") Uzunlugu Erisim Numarasi
Proplar (be)
Forward GCATCAGCGTGCTCATCAAG
a-TTP Reverse TGGTCTCCCCTACGGTCAG 108 AJ937858.1

Prob FAM- TGGATGACAACGACTCCCTGCCGTT “TAMRA

Forward CCTCTCTTGCTCCTTCCACC
S-Aktin Reverse TACTCCTGCTTGCTGATCCAC 150 AF057040.1
Prob €Y GGCCTCCCTGTCCACCTTCCAGCB®

Le
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3.2.5. Deney sonuclarinin istatiksel degerlendirilmesi

Bu caligmada 5 farkli diyet kullanilmis ve diyet uygulanan gruplarda 3 tekrarli 6l¢iim
yapilmistir. Elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi ile degerlendirmeye alinmistir.
Ortalamalar arasindaki farkliligi ortaya koymak i¢in Duncan ¢oklu karsilagtirma testi
uygulanmistir. Sonuglar P<0,05 6nem seviyesi ile anlamli kabul edilmistir. Calismaya ait

verilerin istatistiki analizleri SPSS 17.0 paket programinda yapilmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. RNA’nin Kalitatif ve Kantitatif tayini

Izole edilen RNAlarin konsantrasyonlar1 pDrop™ cihazinda Azeo/Azso dalga boylarinda
Ol¢tilmiistiir. Saf haldeki RNA’nin absorbans degerinin 2.0’ civarinda olmasi sonuglarin

saglikli oldugunu teyit etmektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Total RNA konsantrasyonlart (ng/uL) VE 260/280 (nm) oranlari

KAS KARACIGER
Konsantrasyon 223/1;80 Konsantrasyon 222/1;80

(ng/pl) (nm) (ng/pl) (nm)
1| 327,3077 2,3586 1606,6154 | 2,1827
2 | 280,6923 2,1033 1112 2,1033
E1l | 3| 224,6923 2,4608 | 449,3846 2,2829
4 | 293,4615 2,3889 1132,9231 | 2,2018
5 | 152,3689 2,2122 222,30 2,2552
1| 372,1538 2,3406 | 86,6154 2,9867
2 | 249,4615 2,4329 102,3846 2,8319
E2 | 3 79,9231 2,2128 | 997,2308 2,2089
4 | 237 2,4241 12,9231 2,1923
5 | 175,8545 2,3655 1025,52 2,1928
1| 563,6923 2,2836 1250 2,1921
2 | 187,7692 2,5374 767 2,2417
E3 | 3 |110,3846 2,7810 | 926,6154 2,2058
4 | 146,2308 2,5246 | 367 2,2762
5| 205,78 2,1925 1789,29 2,1325
1233 2,4368 1572,9231 | 2,1712
2 | 243,5385 2,4429 1626,3077 | 2,1651
E4 | 3 |199,6154 2,5420 2385,5385 | 2,0341
4 | 156,1538 2,8860 2428,6923 | 2,1794
5 | 285,458 2,1556 | 456,12 2,1485
1| 250,8462 2,4013 1728,7692 | 2,0926
2 | 336,5385 2,3136 | 159,2308 2,5182
E5 | 3 |219,6923 2,4269 | 364,4615 2,3022
4 | 465,3077 2,2749 634,4615 2,2603
5 | 314,56 2,2365 2289,69 2,1953
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Total RNA 6rneklerinin elektroforez de yiirtitiilmesi sonucunda 18s rRNA ve 28s rRNA
bantlar1 elde edilmistir. 185 rRNA ve 28s rRNA elektroforez goriintiisii Sekil 4.1.’de

verilmistir.

e — - - r—— <——:SSFRN“’\
S e s e sam — |8 STRNA

——
——

Sekil 4.1. izole edilen RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.2. Kas ve Karaciger Dokularinda a-TTP’nin mRNA Seviyesi

Yapilan aragtirmada farkli miktarlarda E vitamini igeren diyetlerin Zebra baliginin (Danio
rerio) kas ve karaciger dokularinda o-TTP mRNA seviyelerine ait farkliliklar Sekil 4.2.
ve Sekil 4.3.’te sunulmustur. Elde edilen degerlere ait istatistiki sonuglar Cizelge 4.2.’de

verilmigtir.

Cizelge 4.2. Kas ve karaciger dokularinda a-TTP mRNA seviyesi degerleri

Kontrol El E2 E3 E4

ATTP-Kas  32,58+0,37% 33,06+1,04% 33,49+0,32% 34,43+0,43" 34,57+0,11°
ATTP-Kc 32,85+1,19% 33,19+0,16% 34,42+1,57% 35,67+2,02° 37,18+0,42°
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Ort.
T Ort+SD

Kontrol

Diyet gruplar

Sekil 4.2. Farkli oranlarda E vitamini iceren yemlerle beslenen zebra baligi (Danio

rerio)’nin deneme sonunda kas dokusu o-TTP mRNA seviyesi

[o0] N~ (o] Lo < ™ AN —
(ap] [ep] (gp] [sp] ™ (gp] ™ (gp]
ISOATAIS VAW d LL-P 1Ie[nyop Jdgeied]

Ort.

T ort+SD

El

Kontrol

Diyet gruplar

Sekil 4.3. Farkli oranlarda E vitamini iceren yemlerle beslenen zebra baligi (Danio

rerio)’nin deneme sonunda karaciger dokusu o-TTP mMRNA seviyesi
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Kas dokusunda en yiiksek a-TTP gen ekspresyonu E4 diyeti ile beslenen baliklarda
belirlenirken en diisiik ekspresyon oraninin kontrol grubunda oldugu tespit edilmistir.
Karaciger dokusunda ise kastakine benzer bir sekilde en yiiksek ekspresyon seviyesi E4

grubunda, en diisiik deger ise kontrol grubunda bulunmustur (Sekil 4.2., Sekil 4.3.)

Diyetlere ilave edilen E vitamini miktarina bagl olarak kas dokusunda a-TTP mRNA
seviyelerinin de arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2.). Elde edilen istatistiki sonuglara gore;
kontrol grubuyla karsilastirildiginda E1 ve E2 gruplarindaki artislar istatistiki olarak
onemli bulunmamistir. E3 ve E4 gruplarindaki atiglar ise kontrol grubuna goére 6nemli

bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.2.).

Yine benzer sekilde, diyet iceriklerindeki E vitamini seviyelerine bagl olarak, karaciger
dokusunda da a-TTP mRNA seviyelerinde artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3.). Gruplar
arasindaki istatistiki karsilastirmalar sonucunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda E1
ve E2 gruplarindaki artigin istatistiki olarak énemli olmadigi, E3 ve E4 gruplarindaki

atislarin ise kontrol grubuna gore 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Cizelge 4.2.).

Miller et al. (2012), gelismekte olan embriyolarda, ihtiya¢ duyulan kritik bolgelere E
vitamininin taginmasinda, o-TTP’in 6nemli rol oynadigini bildirmistir. Yine ayn1 sekilde
yetigkin karacigerinden plazmaya o-tokoferol tasinmasinda da ayni sistemin etkin rol
oynadigimi belirtmistir. Bir baska arastirmada ise Mustacich et al. (2007) insanlarda
diyetteki E vitamini gereksiniminin sadece o-tokoferol ile sinirli olduguna, bunun
sebebinin ise diger E vitamini formlarinin hepatik o-TTP tarafindan zayif bir sekilde
tanindigin1 ve bu yilizden a-tokoferole doniistiiriilemediklerine, a-tokoferoliin plazmaya
taginmasinda o-TTP'nin roliine vurgu yapmustir. Fechner et al., (1998) ise yaptig1 bir
caligmada farelerin diyetlerine katilan a-tokoferoliin a-TTP mRNA seviyesini artirdigini
belirtmistir. Yaptigimiz calismadan elde edilen verile de literatiirle paralellik arz
etmektedir. Sonuglardan da goriilecegi tizere (Cizelge 4.2.), diyetlere katilan E vitamini
seviyesine bagl olarak hem kas dokusunda, hem de karacigerde a-TTP ekspresyon

seviyesi siirekli bir artig gostermistir (Sekil 4.2., Sekil 4.3.).
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Verilen E vitamini miktarina bagli olarak o-TTP mRNA seviyesinin artiginin, bu
proteinin E vitamininin viicuttaki tasiniminda temel rol oynamasindan kaynaklandig:
distiniilmektedir (Fechner et al., 1998, Mustacich et al., 2007, Miller et al., 2012). Gerek
karaciger ve gerekse kas dokudaki a-TTP mMRNA seviyelerindeki artisinin benzer olmasi

bu birbirini teyit eder niteliktedir.

Sonu¢ olarak diyetlere E vitamini katilmasinin o-TTP sentezini olumlu ydnde

etkileyecegi kanaatine varilmistir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada diyetlere E vitamini katilmasinin a-TTP sentezi {izerindeki etkisi
transkriptomik seviyede arastirilmistir. E vitamini tireme sisteminin diizenlenmesinde
etkili olan 6nemli faktorler arasindadir. Yem rasyonunun kompozisyonu, baliklarin
tireme sistemleri iizerinde pozitif ya da negatif etki etmektedir. Ayrica baliklarin 6zellikle
Embriyonik donemlerindeki gelisimlerine E vitamini aliminin 6nemli katkilarda

bulunacagi da asikardir. Bu sebeple yapilacak yeni ¢alismalarla,

1. Farkli miktar araliklar1 denenerek baliklardaki optimum E vitamini ihtiyaglarinin
belirlenmesi,

2. Gerek anag baliklar ve gerekse larvalara verilecek E vitamini destegi ile yavru
baliklarin gelisiminde E vitamininin nasil etki edeceginin arastirilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.
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