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1. OZET

Kanathilarda sicaklik stresi yem yliketimi ve besin madde kullanimini
azaltarak biliylime, yumurta verimi, yumurta kalitesi ve ekonomik kayiplara
dolayisiyla performansta diisiislere neden olmaktadir. Ayni zamanda, yliksek
cevre sicaklig kanathlarda oksidatif stres ile iligkili olan oksidatif hasar artigina
ve plazma antioksidan diizeylerinde diisiislere neden olmaktadir. Sicaklik stresine
bagl olarak goriilen bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmak i¢in antioksidanlar
kanath diyetlerine katilmaktadir. Kurkumin, zerdecal olarak da bilinen Hint
safran1 baharatinda (Curcuma longa) bulunan dogal bir polifenol olup antioksidan
ve antiinflamatuar etkilidir. Bu ¢aligmada, ytliksek cevre sicakligina maruz kalan
bildircinlarda kurkuminin ovaryum niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve 1s1 sok
proteinleri (Hsp) Tlzerine etkileri arastirilmistir. Arastrma, 180 adet Japon
bildircin1 (Coturnix coturnix japonica) ile 2 x 3 (sicaklik, kurkumin dozu)
faktoriyel deneme diizeninde yiiriitiilmiistiir. Hayvanlar giin boyunca kontrollii bir
odada 22 °C (Termondétral, TN grup) ve 34 °C’de giinde 8 saat boyunca yiiksek 1s1
kosullarinda (09:00-17:00 arasi; Stres Grubu, SS) tutulmustur. Her iki ortamda da
hayvanlar bazal diyet ve farkl diizeylerde kurkumin igeren (200, 400 mg/kg yem)
diyetlerle beslendiler. Sicaklik stresine bagli olarak bildircinlarm ovaryum NF-
kB, Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 diizeyleri sirasiyla %80.3 61.3, 51.5 ve 55.5 artis
gostermistir. Ancak, diyete kurkumin ilavesi ile TN sartlarda yetistirilen
bildircinlara gore SS altinda yetistirilen bildircinlarda, ovaryum NF-xB, Hsp60,
Hsp70 ve Hsp90 diizeyleri sirasiyla %24.8, 33.2, 18.4 ve 26.5 oraninda azalmistir
(P < 0.0001). Kurkumin artigma bagli olarak NF-xB (%153.1-84.9), Hsp60

(%139.4- 86.4), Hsp70 (%133.8 - 88.3) ve Hsp 90 (%145.6 - 90.2) diizeyleri



lineer bir azalma gostermistir (P<0.0001). Sonu¢ olarak kurkumin ilavesinin
sicaklik stresi altindaki bildircinlarda, ovaryum niikleer transkripsiyon faktorii ve

11 sok protein diizeylerini azaltmigtir.

Anahtar Sozciikler: Bildircin, kurkumin, ovaryum, NF-kB, 1s1 sok proteinler



2. ABSTRACT

The Effect of Curcumin on Ovary Heat Shock Proteins and NFkB
expression in Quail

Heat stress compromises performance through reducing feed intake, while
decreasing nutrient utilization, growth rate, egg production, egg quality and feed
efficiency, lead to economic losses in poultry. High temperatures also lead to
oxidative stress associated with a reduced antioxidant status in the bird in vivo, as
reflected by increased oxidative damage and lowered plasma concentrations of
antioxidants. Reducing the negative effects of environmental stress, antioxidants
are used in the poultry diets. Curcumin, a natural polyphenol in the spice turmeric
(Curcuma longa) exhibits antioxidant and antiinflammatory properties. This study
was conducted to determine the effects of dietary curcumin on the levels of heat
shock proteins (Hsp) and nuclear factor kappa B (NF-xB) of ovarium in heat-
stressed quail. A total of 180 five-week-old female Japanese quails (Coturnix
coturnix japonica) were reared either at 22°C for 24 h/d (thermoneutral, TN
group) or 34°C for 8 h/d (HS) in 2 % 3 (temperature X curcumin levels) factorially
design. Birds in both environments were randomly fed 1 of 3 diets: basal diet and
basal diet added with 200 or 400 mg of curcumin/kg of diet. Exposure to HS
caused increasing in the levels of NF-kB, Hsp60, Hsp70 and Hsp90 in the
ovarium by 80.3, 61.3, 51.5 and 55.4%, respectively. The ovarian NF-xB, Hsp 60,
Hsp70 and Hsp90 levels decreased 24.8, 33.2, 18.4 and 26.5%, respectively for
quails reared under the HS environment than for those reared under the TN
environment with supplemental curcumin (P<0.0001 for all). In response to
increasing supplemental curcumin level, there were linear decreases in the levels
of NF-kB (153.1 to 84.9%), Hsp60 (139.4 to 86.4%), Hsp70 (133.8 to 88.3%) and

Hsp90 (145.6 to 90.2%) (P<0.0001 for all). In conclusion, supplemental curcumin



decreased the hepatic nuclear transcription factors and expressions of ovarial heat

shock proteins in heat-stressed quails.

Key words: Quail, curcumin, ovarium, NF-«xB, heat shock proteins



3. GIRIS

Kanatli hayvanlarin iiretiminde yiiksek ¢evre sicaklig1 sosyal davraniglarin
azalmasi, birbirlerinden uzaklasmasi, kanatlarin1 acarak hava dolasimini
saglamaya c¢alismalary, ylirime ve ayakta durma hareketlerini yeterince
yapamamalar1 gibi bir takim davranigsal degisikliklere neden olmaktadir (1).
Boyle durumlarda hayvanlar viicudun termoregiilasyonunu saglamak i¢in sicaklik
kaybetmeye calisirlarken solunum hizlar1 artarak kan pH’nimn yiikselmesine neden
olurlar. Dolaysiyla alkoloz geliserek 6liim sekillenmektedir (2). Ote yandan, ayni
hayvanlarda yiiksek cevre sicakligina bagh olarak gelisen sicaklik stresinin;
bliylime hizi, yemden yararlanma orami ve canli agirlik artisi gibi performans
ozellikleri ile verim ve {irlin kalitesi lizerine olumsuz etkilerinin oldugu
bildirilmektedir (1,3). Bununla birlikte, sicaklik stresine maruz kalan kanathlarda
antioksidan enzim aktivitesinin azaldigi, immun sistemin baskilandigi, serum
antioksidan, vitamin ve mineral seviyelerinin diistiigii (4,5) ayrica sicaklik stresi
sonucu 1s1 sok protein (Hsp) ekspresyonlarinin arttigi ortaya konmustur (3,6).

Yiiksek cevre sicakligmin, ciddi ekonomik kayiplara neden olmasindan
dolayr son zamanlarda, kanathilarda sicaklik stresine karsi uygulanabilecek
yontemler arastirilmaktadir. Sogutma sistemlerinin gelistirilmesi ve kiimeslerin
havalandirilmasi, kiimeslerde ya da kafeslerde daha az hayvan barindirilmasi,
sicakliga dayanikli irklarin olusturulmasi gibi yiiksek maliyetli uygulamalarin
yanisira hayvanlarin gegici siirelerle a¢ birakilmasi, yemleme saatlerinin
diizenlenmesi ile rasyonun bilesiminin degistirilmesi, antioksidan vitamin,
mineral ve biyoaktif bilesiklerin kullanilmasi gibi uygulamalar yapilmaktadir

(2,7). Deneysel olarak yapilan ¢aligmalarda, farmasotik ve giiclii bir antioksidan



(8,9) oldugu bilinen zerdecal bitkisinin aktif maddesi olan kurkuminin, son
zamanlarda diyete ilavesi basari ile uygulanmaktadir. Ayrica, kurkuminin anti-
kanserojen (10), anti-inflamatuar (11), anti-depresan (12) ve anti-mikrobiyal

ozelliklerinin de (13) oldugu tespit edilmistir.

Bununla birlikte yiiksek cevre sicakligina maruz kalan kanatlilarda en 1y1
belirleyicinin 1s1 sok proteinleri oldugu, 1s1 sok proteinleri ile sicaga dayaniklilik
diizeyi arasinda logaritmik bir iligkinin bulundugu ve hiicrelerin korunmasinda
onemli bir rol oynadig1 da belirtilmektedir (14). Is1 sok proteinleri hiicre igerisinde
yiiksek sicakliga karsi tolerans, sicaklik sokundan sonra hiicre sicakliginin
ayarlanmasi, sicaklik artisindan kaynaklanan protein denatiirasyonunu Onleme,
endotoksinlere karsit hiicreyi koruma ve hidrojen perokside karsi direng
saglamakla gorevlidir. Kanatlilar iizerinde yapilan bir ¢alismada, 25°C° lik
ortamda yetistirilen tavuklardan alinan kan Orneklerinde, 1s1 sok proteinlerine
rastlanmazken, 41°C’ lik ortamda bulunan tavuklarin kan 6rneklerinde, yliksek
diizeyde saptanmistir (15). Yine, Yahav ve ark. (16)’larinin, yapmis olduklar1 bir
calismada, 44.5°C’ye maruz kalan etlik piliclerde, Hsp proteinleri sentezinin
gorildiigli, ancak daha diisiik sicakliklarda ise stres proteinin sentezlenmedigi
belirtilmektedir. Sahin ve ark. (17)’larinin yapmis oldugu bir baska calismada ise,
termo-notral sartlarda yetistirilen bildircin yemlerine, ¢inkopikolinatin 30 ve 60
mg/kg dozlarmin terapdtik olarak ilave edilmesi ile Hsp ekspresyonunun diistiigii
belirlenmistir. Bu ¢alismalar, Hsp proteinlerinin hiicredeki diizeyleri, hiicrenin
sahip oldugu sicaga dayaniklilik giicii acgisindan giiclii bir belirleyici olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.



Yiiksek cevre sicakligma bagl olarak olusan stres durumlarinda reaktif
oksijen tiirleri seviyesindeki artis, hiicrede niikleer faktor kappa-B (NF-xB) olarak
bilinen bir transkripsiyon faktoriinii de etkilemektedir. Tiim hiicre tiplerinde
bulunan, inflamasyon genlerinin transkripsiyonu ve immun regiilasyonda onemli
rol oynayan NF-kB, stres, sitokinler ve serbest radikaller ile uyarilan bir

transkripsiyon faktortdiir (18).

3.1. Stresin Tanimi

Stres, bir eylem ya da durum karsisinda canlinin gosterdigi fiziksel veya
psikolojik bir tepkidir. Cevre sicakligmin optimum smirlarin altinda ya da iistiinde
olmasi, kanathlarda strese sebep olmaktadwr. Ayrica kiimeslerdeki
havalandirmanm yetersizligi, 151k dengesizligi, giiriiltii, kafeslerdeki barmdirma
yogunlugu, rasyonda yapilan ani degisiklikler, vitamin ve mineral eksikligi,
dengesiz beslenme, nakil, travma, bakteri, viriis, i¢-dis parazitler, asilama,
yaralanmalar ve yetistiricilik yOntemleri gibi bir c¢ok sebepler neden

olabilmektedir (1).

3.1.1. Stresin Mekanizmasi

Canli organizma, stres faktorlerine maruz kaldiginda strese karsi genel
adaptasyon sendromu (GAS) veya biyolojik stres sendromu adi verien bir
savunma mekanizmast olusturmaktadir (19,20). GAS, alarm donemi, direng
donemi, bitkinlik veya tiikenme donemi olmak iizere {ic asamada incelenebilir

(Sekil 1).



P MNormal direng diizeyi

N

Alarm ddénemi Direng dénemi Tikenme dénemi

Sekil 1. Genel adaptasyon sendromunun (GAS) asamalar1 (19).

3.1.1.2. Alarm Donemi

Organizma herhangi bir stresdre maruz kaldiginda merkezi sinir sistemi ve
adrenal medulladan bir takim hormonlar salgilanir. En basta katekolaminlerin
salgilanmasi s6z konusu olup, akut strese karsi bir denge olusturulmaya g¢alisilir.
Bu denge organizmanin uyum siireci tamamlanincaya kadar devam etmektedir.
Bu uyum olusuncaya kadar belirli bir siire gerekir. Bu siire saglanincaya kadar
organizma karsilastig1 stresorle uyum saglamak yerine miicadele etmesi gerekir ki
bu doneme “savas ya da ka¢” mekanizmasi ad1 verilmektedir (Sekil 1). Bu tepki
adrenal medulladan adrenalin veya noradrenalinin salinimi ile dengelenmekte ve
enerji Uiretimindeki artis ile sonuclanmaktadir. Sonrasinda solunum hizi, nabiz ve

kan basinci artar (20).

3.1.1.3. Diren¢ Donemi

Enerji tiiketiminin hizlandig1 alarm doneminin ardindan, organizma
stresoriin etkisi bitene kadar ya da viicut rezervleri tiikeninceye kadar direng

doneminin devam etmesidir. Bu donemde adrenal korteksten kortikoidlerin



salinimi aktif hale gecer. Glikoneogenez olaymin baslamasi ile viicutta kan glikoz
seviyesinin diizenlenmesi saglanir. Adrenal korteksin siirekli uyarilmasi
kortikosteroidlerin dolasim sisteminde yiiksek diizeyde kalmasi yangisal olaylarin
baskilanmasma neden olur. Ayrica antikor iiretimini engelleyerek savunma
sistemini yavaslatir. Organizma dengeye kavustugunda ise uyum enerjisi biter. Bu

donemi atlatamayan hayvanlar tiilkenme donemine girerler (20).

3.1.1.4. Tiikenme Donemi

Stresor etkisinin devam etmesi hayvanlarin savunma mekanizmalarmnin
yetersiz kalmasma ve tiikenme donemine girmesine neden olur. Bu sathada
goriilen adrenal yetersizlik verim diisiikliigli hastaliklara kars1 direncin azalmasi,
bliylime hizinin durmasi gibi olumsuzluklar ortaya cikarir. Bunun neticesinde
organizma bu duruma kars1 koymak i¢in fizyolojik ve davranigsal mekanizmalarla
koruma siireci baslatir. Stresorlere karst kortizol salinimi ve viicut depolarimi
yikimlayarak dengeyi tekrar kurmaya calisir fakat bu durumun iistesinden

gelemezse hayvan sagligi tehlikeye girebilir (20,21).

3.2. Kanathlarda Sicakhik Stresi

Kanatlhlar, viicut sicakliklarini sabit tutabilen (sicakkanli, homeotermik)
hayvanlardir (17). Bulunduklar1 ortamm sicakligi ne sekilde olursa olsun
kanatlilar viicut sicakliklarint 40.6-41.7°C arasinda koruyabilirler. Ancak,
metabolizma hizlar1 daha yiiksek olan bildircinlar icin bu deger ortalama 42.2°C
diizeyindedir. Hayvanlarin, az enerji ile verim ve fizyolojik fonksiyonlarini
sagladig1 cevre sicakligi "termondtral kusak” (TNK) olarak adlandirilir. Kanatlilar

icin termondtral kusak 18-22°C arasindadir (17). Kanatlilarda sicaklik stresi ¢evre



sicakliginin termondtral smirlar1 asmasiyla, viicut sicakligi ile viicuttan atilan 1s1
arasindaki dengenin bozulmasidir. Kanathlar buna tepki olarak viicut
sicakliklarmi1 c¢esitli metabolizmalarla sabit tutmaya calisirlar (19). Eger
kanatlilarm bulundugu ortamda 1s1 ve nem bir dengede degilse refah seviyeleri
diser. BoOylece metobolik 1s1 tretimleri diiserek, yem tiiketimleri azalir ve
hormonal degisiklikleri kapsayan birtakim fiziksel degisiklikler ortaya c¢ikar
(22,23). Ayrica, sicaklik stresinin kanatlilarda yem tiiketimini, vitamin ve mineral
thtiyacini arttirdig: tespit edilmistir (24,25). El Husseiny ve Creger'in (26) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada yiiksek cevre sicakligina maruz kalan etlik piliglerin Ca,
Fe, K, Na ve Zn oranlarinda azalma tespit etmislerdir. Yine, kanatlilarda olusan
sicaklik stresi kanda pH seviyesinin ylikselmesine ve buna bagli olarak solunum
alkolozunun gelismesine neticesinde Oliimlerin meydana gelmesine neden
olmaktadir (12). Ote yandan, kanatlilarda sicaklik stresinin antioksidan savunma
sistemini zayiflattigi, immun sistemi baskiladigi, 1s1 sok protein ekspresyonlarini
arttirdig1 ve oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir (4,6,25,27). Yapilan
arastrmalar da sicaklik stresine maruz kalan yumurtaci tavuklarm, yumurta
agirhig1 ve kabuk kalitesinde belirli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir (28,29).
Ayrica sicaklik stresinin kanatlilarda istenmeyen et 6zelliklerine sebep oldugu
disiiniilmektedir (30).

Viicutta normal sartlar altinda serbest radikallerin olusma hiz1 ile
ortadan kaldirilma hizi arasinda bir denge vardir. Organizmadaki bu durum
oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif denge, serbest radikallerin
olusumunu antioksidan savunma sisteminin dnleyemedigi durumlarda bozulur ve

oksidatif stres olusur. Oksidatif streste hiicrelerin lipid, protein, DNA,

10



karbohidratlar gibi tiim 6nemli bilesikleri etkilenerek yapilarinin bozulmasia ve
neticesinde doku hasarinin olugsmasina neden olur (1,3,7).

Oksidatif stres kanathlarda, canli agiwrlhk, yem tiketimi, yemden
yararlanma, yumurta veriminde azalmaya, dejeneratif bozukluklara, performans
kaybma, triin kalitesinde diismeye neden olmaktadwr. Bu olumsuz etkilerin
azaltilmasia yonelik kanathi hayvanlarin rasyonlarina ilave edilen dogal veya
sentetik antioksidan maddeler (karotenoid, A, C ve E vitaminleri, metiyonin,
selenyum, c¢inko, omega 3 yag asitleri, likopen, bazi bitkisel ekstraktlar gibi )
mevcut olup bu olumsuzluklarm en az seviyeye disiiriilmesi miimkiin

olabilmektedir (5,26 ).

3.2.1. Sicaklik Stresinin Olumsuz Etkilerinin Azaltilmasi

Sicaklik stresinin kanathlarda Onemli ekonomik kayiplara neden
olmasindan dolay1 birtakim yontemlerin arastirilmasina gereksinim duyulmustur.
Bunlar arasinda, kiimeslerdeki havalandirma sistemlerinin gelistirilmesi, hayvan
sayllarinin azaltilmasi, sicakliga dayanikli irklarm olusturulmas: gibi yiiksek
maliyetli uygulamalarin yanisira, yemleme saatlerinin diizenlenmesi ve rasyonlara
antioksidan etkili vitamin ve mineral katkilarmin ilavesi gibi yontemler giderek
artmaktadir (12,17). Ancak, kanath tlretiminde uygulamalarin pratik ve diisiik
maliyetli olmas1 6n planda tutuldugu i¢cin daha ¢ok beslenmedeki degisiklikler
esas almarak rasyonda besin maddesinin yogunlugunun arttirilmasi tavsiye
edilmistir (28,31,32).

Rasyonlara ilave edilen vitamin ve mineraller sicaklik stresinin olumsuz
etkilerini azaltmaktadwr (1,4,17,18,33,34). Sicaklik stresine maruz kalan

kanatlilarda antioksidan etkili vitaminler ve minerallerle ile 1ilgili detayh
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calismalar mevcuttur (1,33,35). Ornegin, ¢inkonun antioksidan etkili olmasmdan
dolay1, yiiksek c¢evre sicaklignin etkisini azaltmak amaciyla rasyonlara
katilmaktadir (18,34). Ayrica, mineral agisindan zenginlestirilmis su yumurtaci

tavuklarda kabuk kalitesini artirmak icin kullanilabilir (1).

3.3. Kurkumin

Zencefil ailesine ait olan kurkumin (Curcuma longa L.), lifli, sar1 ¢icekli,
otsu bir bitki olup, Curcuma longa bitkisinin kdkiinden elde edilir. Bitkinin toprak
altindaki ana kokleri yumurta ve armut seklinde, yan kokleri ise parmak (rizom)
seklindedir. Rizomlarin st ylizii sarimsi, i¢ yiizii ise sar1 renklidir (Sekil 2).
Hindistan, Cin, Endonezya, Jamaika, Peru ve Pakistan olmak iizere Asyanin
bir¢ok tropik bolgelerinde yetistirilmektedir. Zencefile benzer acimsi bir tat ve

hafif bir aromaya sahiptir (36,37).

Sekil 2. Kurkumin
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3.3.1.Tarihgesi

Kurkuminin gegmisi 5000 yil oncesine dayanmaktadir. Sar1 renkli olan
kurkumunin, M.O. 600'lii yillardan beri boya, ilag ve baharat olarak kullanildig
bilinmektedir. Kurkumin, ilk kez 1815 de tespit edilmis ve 1870 de kristal formu
elde edilmistir ve sonrasinda 1910 yilinda kimyasal yapisinin keto-enol formunda
oldugu agiklanmistir (38). Payton ve ark. (39)'lar1, tarafindan detayli yapilan bir
calismada, enol formu bulunmus ve kurkumin enol formundan elde edilmistir.
Ayrica, kurkumininin ¢ok fazla biyolojik aktivitelere sahip oldugu, bunlar
arasinda antioksidan ve anti-karsinojenik etkilerinin 6nemli oldugu bildirilmistir
(40). Curcuma longa bitkisi sadece gida bileseni olarak degil, ayni zamanda
cesitli hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla, yan etkileri olmadan yiizyillar boyunca
Hindistan halki tarafindan kullanilmis ayni etkiye sahip diger ilaglardan daha
ekonomik ve etkili oldugu tespit edilmis, giiniimiizde halen giivenli olarak

kullanilmaktadir (37,41).

3.3.2. Kullamim Alanlan ve Ozellikleri

Halk arasinda baharat olarak bilinen kurkumin aslinda bir¢ok hastaligin
onlenmesinde ve hatta tedavisinde onemli rollere sahiptir. Asyalilar zerdecali
iilkelerinde yaralarin ve iilserlerin tedavisinde kullanmaktadirlar. Hindistan
tibbinda biliyiikk bir 6neme sahip olan zerdegalin; nezle, oksiiriik, karaciger
rahatsizliklari, romatizma, siniizit, safra ile ilgili rahatsizliklarda ve anoreksia
tedavisinde kullanildig: bildirilmektedir. Ayrica, kan temzileyicisi, tonik ve deri
hastaliklar1 tedavisinde de kullanilmaktadir (42,43).

Bununla birlikte epidemiyolojik, klinik ve hayvan deneyleri ile yapilan

calismalarda kurkumin’in bir¢gok biyolojik etkisinin molekiiler mekanizmalari
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aciklanmaya calisilmistir. Antimikrobial (13), antioksidan (7), antiinflamatuar
(11), yara iyilestirici (44), antimutajenik (45), antikarsinojenik (10), antimetaztatik
(19,46), noro koruyucu (12), angiogenezisi diizenleyici (47,48) gibi bircok
ozelligi ispatlanmig olup doz asiminda toksik 6zellik gostermeyen (49) dogal bir
maddedir (Sekil 3). Nitekim, yapilan bir ¢alismada, 200 mg/giin’lik dozlarda

kurkuminin antikarsinojen, antiinflamatuar etkilerine sahip oldugu ve higbir yan

etkisinin olmadigi belirtilmistir (10,41).

Antiviral
Antifungal
Antibakteriyel

Sekil 3. Kurkumin’in etkileri (48 )
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3.3.3. Kurkuminin Kimyasal Ozellikleri

Genellikle zerdecalin igerisinde ortalama olarak %3-5 oraninda bulunan
kurkumin, Curcuma longa bitkisinin koklerinden elde edilen kiiciik molekiil
agirhikli sar1 pigmentli polifenolik bitkisel bir bilesiktir. Keto ve enol formu
bulunmaktadir (51). Curcuma longa bitkisinin 3 o6nemli ana bileseni
bulunmaktadir; Curcumin, demethoksicurcumin ve bisdemethoksicurcumin’dir

(Sekil 4) (51).

Bisdemethoksicurcumin Demethoksicurcumin Curcumin
Sekil 4. Kurkuminoidlerin kimyasal yapis1 (51)

Antioksidan bir bilesik olan tetrahidrokurkuminden olusan zerdecal
kokusuz, 1stya dayanikli bir bilesiktir. 184 °C’de eriyebilen kurkumin aseton ve
etanolde de c¢oziinebilir fakat suda c¢oOzlinemezler. Kurkuminoidlerin sahip
olduklar1 kimyasal yap1 6zellikleri gidalardaki peroksit olusumunu engellemesi

sebebi ile muhafaza siirelerini arttirdig1 bilinmektedir (52).

3.3.3.1. Kurkuminin Antioksidan Etkileri

Kurkumin bilindigi gibi antioksidan 6zelligi olan bir bitkidir (7). Yapilan
bir ¢alismada, kurkuminin antioksidan 6zelligi arastirilmis ve bunun i¢in tavuk
kiymasma 400 ppm oranimnda kurkumin ekstrakti ilave edilmistir. Sonrasinda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda kurkumin eksraktinin antioksidan etkili

oldugu tespit edilmistir. Bu durumun kurkuminin antioksidan 6zelligine sahip
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fenolik bilesenlerden kaynaklandigini belirtmistir (53). Buna benzer yapilmis olan
baska bir caligmada ise kurkuminoidlerin ayni sekilde antioksidan Ozellikleri
arastirilmis ve bu ekstraklarin antioksidan kapasitesinin askorbik asite esdeger
oldugu belirlenmistir. BHT (Butillenmis hidroksiyanozil, 100 ppm) ile
karsilastirildiginda ise kurkuminin antioksidan ve antiseptik aktivitesinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (54).

Antioksidan 6zelliginden dolay1 C ve E vitaminlerine de benzerlik gdsterir.
Oksidatif stres sonucu glikoz konsantrasyonundaki artis lipid peroksidasyonu ve
proteinlerin glikozilasyonunu arttirmakta, kurkumin ise lipid peroksidasyonunun
(yaglarin bozulmasi) olusmasmi baskilamaktadir (7,55,56). Buna ragmen
kurkuminin hiicresel oksidatif stres baskilamasmin mekanizmas1 halen net olarak

bilinmemektedir.

3.3.3.2. Kurkuminin Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkisi

Yara iyilesmesinde uzun yillardir Hindistan’da cilt hastaliklarinda, bocek
isirmalarinda ve su ¢iceginde alternatif tibba destek olarak kullanildigi
bilinmektedir (57). Kurkumin yaralarin tedavisinde kullanilmasinin sebebi
yaradaki miyofibroblastlarda kasilmalar1 hizlandirmakta ve sonucunda fibronektin
ve kollagen ekspresyonu arttirmaktadir (58). Kurkumin yara iyilesmesinin erken
donemlerinde nitrik oksit iiretimini arttirarak trombus olusumunu engelleyerek

yara iyilesme siiresini kisaltmaktadir (11).

3.3.3.3. Kurkuminin Angiogenezis Etkisi
Angiogenez yeni damarlarin yapimi, dokularin biiylimesi ve tamiri

sirasinda viicudun normal bir fonksiyonu olarak gerceklesen fizyolojik bir
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siirectir. Bu siire¢ embriyonik gelisimde, yara iyilesmesinde ve kemik
tyilesmesinde bulunmaktadir (47,48). Ancak angiogenezin kontrol altinda
tutulamadig1 birtakim patolojik durumlar s6z konusu olmaktadir. Bunlar tiiméral
olusumlarin biiyiimesi, artrit, diabetik retinopati ve hemanjiomlar sayilabilir. Son
yillarda yapilan caligmalarda tiimoriin olusumu ve metaztazinda angiogenezin

etkisinin oldugu ve kurkuminin tiimoral dokular1 azalttig1 belirtilmektedir (59).

3.3.3.4. Kurkuminin Antikanser Etkisi

Yapilan son calismalarda kurkuminin doza bagimli olarak hayvanlarda
bircok kanser tiirline (kolon, duodenum, mide, dsefagus, prostat) karsi koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir (10,46,51). Kurkuminin antikanser etkisinin molekiiler
temeli, transkripsiyon faktorleri, apoptotik genler, angiogenez diizenleyicileri ve

hiicresel diizeyde oldugu kabul edilmektedir (46,51).

3.3.3.5. Kurkuminin Antimikrobiyel Etkisi

Kurkuminin E.Coli ve S.Aureus’a kars1i anti-bakteriyel etkinligi
mikrobiyolojik olarak ispatlanilmistir (60). Bunun yanisira antiviral (53,61),
antimalaryal (62), anti-protozoal (Leishmania major) (63) ve immun sistem
yetersizliginde etkilerinin oldugu belirtilmistir. Kurkuminin NF-xB gibi

transkripsiyon faktorlerinde inhibitor etkisinin oldugu tespit edilmistir (64,65).

3.4. Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB)
Niikleer Faktor Kappa B (NF-«B), tiim hiicrelerde sitoplazma igerisinde
inaktif halde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB, Ranjan Sen ve David

Baltimore tarafindan 1986 yilinda B lenfositlerin ¢ekirdeklerinde immiinglobulin
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kappa hafif zinciri geninde enhancer bdlgesine baglanan bir faktor olarak
tanimlanmigtir (65). NF-kB’nin 5 tipi bulunmaktadir. NF-xB1(p105 ve p50), NF-
kB2, RelA (p65), RelB ve c-Rel. Serbest radikallerde oldugu gibi NF-kB
transkripsiyon faktoriine bir uyaran s6z konusu oldugunda aktif hale gecerek
cekirdege tasmir ve boylece ilgili gen bolgesine baglanir. Daha sonra
proinflamatuvar proteinlerin (COX-2, iNOS, TNF-a) ekspresyonlarini saglayarak
burada bagisiklik sistemini, bliylime ve hiicresel yanitin olugsmasini saglamaktadir
(66). Sitoplazmada Ik-B ile kompleks halde bulunan NF-xB stres unsurlar1 ile
aktiflesen IKK enzimi tarafindan ayrilmasina ve NF-xB’nin serbest hale
gecmesine Ik-B'minde parcalanmasma sebep olur. Aktif halde bulunan NF-kB
cekirdege tasinarak ilgili gen bolgesine baglanip, proinflamatuvar proteinlerin
ekspresyonlarini gerceklestirmek i¢in transkripsiyonu baglatir ve hiicresel yanitin
olusmasmna neden olur. Kanathlarda stres durumlarinda NF-kB ekspresyon
diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (7, 67).

NF-kB immiin sistemin normal ¢aligmasi i¢in gereklidir (68). Bununla
birlikte bagisiklik sistemine bagli baz1 hastaliklarda da (6rn. tilseratif kolit, Crohn)
NF-kB’nin etkisi oldugu diistiniilmektedir. NF-xB'nin tiimoér hiicrelerinin
gelisiminde etkili oldugu (69) ve NF-kB inhibisyonunun gergeklesmesi halinde
tiimor hiicrelerini kemoterapiye duyarl hale getirdigi belirtilmektedir (70,71).

NF-kB transkripsiyon faktorii patolojik siireglerde, permeabilite
bozuklugunda ve hiicre hasarinda etkili oldugu bildirilmektedir (72). Sonug
olarak, NF-xB’y1 aktive eden etkenler viral proteinler, karsinojenler, timor
promoterlar1 ve inflamator ajanlar olarak siralanabilir (70). NF-kB aktivasyonu ise

inflamasyona neden olarak termostat gorevi yapmasidir(73). Higbir yan etkisi
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olmayan bazi dogal iiriinler (limon, kurkumin, zencefil vb) NF-kB’yi inhibe
ederek etkilerini gostermektedirler (7,74 ). Ote yandan, NF-kB bir¢ok antioksidan
enzimlerin sentezini tesvik eder.

NF-xB aktivasyonun tiimor olusumunda o6nemli bir rol oynadigi ve
bununla ilgili yapilan deneysel caligmalar da NF-xB’nin sadece kanserin
baslangicinda degil ilerlemesinde de 6nemli bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (75).
NF-«B antikanser tedavisi i¢cin miikemmel bir hedeftir (76). Yapilan bir ¢aligmada
ise kanser, NF-xB ve diger 6nemli transkripsiyon faktorleri lizerindeki etkisinin
bir sonucu olarak kurkuminin 6nemli oldugu agiklanmistir (77). Kurkuminin,
farmakolojik olarak giivenli bir iiriin olup NF-kB aktivasyonunu ve NF-xB genini

baskiladig1 bildirilmistir (51,78).

Oksidatif stres

]

ub ub ub
sitoplazma
p H .- e
e Proinflamatuar proteinler
(COX-2, iNOS, TNF-a)
cekirdek

KB baglanma motifi

0 WA UAALY VIVLVIVL VN

Sekil 5. Oksidatif stres durumlarinda NF-«B yolagi (7 )
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Strese bagli olarak olusan reaktif oksijen tiirleri seviyesindeki artis hiicrede
NF-kB transkripsiyon faktoriinii etkilemektedir (Sekil 5). NF-xB yapisinin ve
etki mekanizmasmin daha iyi anlagilmasi hiicresel stresin azaltilmasi, dolayisiyla
stresin olumsuz etkilerinin giderilmesinde yeni yaklagimlarn ve etki

mekanizmalarin ortaya konmasinda énemli bir yer tutacaktir (7,67).

3.5. Is1 Sok Proteinleri

Molekiil agirliklarina gore adlandirilan bu proteinler, ilk kez yiiksek 1s1ya
maruz kalan hiicrelerde varliklar1 tespit edilmis ve 1974 yilinda “is1 soku
proteinleri (Hsp)” olarak isimlendirilerek kullanilmaya baslanmistir (79,80). Is1
sok proteinleri denilmesinin sebebi Oncelikle bu proteinlerin 1s1ya kars1 koruma
ozelliklerinin kesfedilmesinden kaynaklanmistir (81). Ancak daha sonra yapilan
calismalarda, bu proteinlerin ultaviyole, radyasyon, iskemi gibi ¢esitli olumsuz
etkilere kars1 da koruma sagladig: belirlenmistir. Kisaca, 1s1 sok proteinleri stres
gibi her tiirlii olumsuz durumlarla karsi miktarlar1 artan hiicre ici proteinler olup,
genellikle stres proteinleri olarak adlandirmaktadirlar (82,83). Bu proteinlerin
sentezlendigi bazi durumlar vardir. Ornegin, asir1 sicak ya da soguk ortamlar,
oksijenin yetersiz oldugu durumlarda sentezlenirler. Bunun yani sira,
kemoterapotik ajanlar, ates, yangi, iskemi, hiicresel hasar, malignensi, biiylime
faktorleri 1s1 sok proteinlerinin sentezinin artmasima nedendir (84).

Normal sartlar altinda 1s1 sok proteinlerinin molekiil agirliklar: 15 kDa ile
110 kDa arasinda degismektedir. Fakat sicaklik gibi birtakim stres faktorleri ile
karsilastiklarinda hiicre i¢i seviyelerinin artmasi hiicreyi bu tip olumsuzluklara
kars1 gliclendiren proteinler oldugunu gostermektedir (85,86). Bununla birlikte

yiiksek sicaklik, pH degisiklikleri, oksijen yetersizligi gibi stres faktorlerine
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maruz kaldiklarinda denatiire proteinlerin hiicrede diger proteinlerle karsilasmasi
halinde kiimeler olusturmasi ve protein katlanmalarinda agilmalarin meydana
gelmesi gibi fonksiyonel yapilariin bozulmasi neticesinde islevlerini kaybederler
(87). Ist sok proteinleri, kuvvetli hidrojen baglari, giiclii hidrofobik etkilesimleri
ve ¢ift kutuplu heliks stabilitesinden dolay1 fonksiyonlarmmi kaybeden proteinleri
tutarak toplanmalarin1 engeller (86,88,89). Bu 6zeliklerinden dolayr molekiiler

saperon gibi gorev yaparlar (83,89).

3.5.1. Is1 Sok Proteinlerinin Cesitleri

Is1 sok proteinler molekiil agirliklari, yapilar1 ve fonksiyonlarina gore 5
grupta degerlendirilirler. Bunlar Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 ve kiigiik 1s1 sok

proteinleri olarak adlandirilir (83,86).

1.Hsp100: Molekiil agirligr yaklasik 100kDa'dir. Normal olarak bu
protein, molekiiler saperonlar gibi gdrev yaparlar. Hspl00 protein kiimelerini
eriterek ayrilmalarni ve yenden dilizenlenmesini saglar. Ayrica, Hspl100

mayalarda sicaklik toleransimin kazanilmasinda da gorev alir (87,90).

2.Hsp90: Sitoplazma ve 6zellikle endoplazmik retikulumda bulunan ve
hiicredeki en ¢ok fonksiyonlu protein grubudur. Hsp90, kiimelesen proteinleri
engeller ve en 6nemli 6zelligi proteinlerin katlanmalarini diizenler. Ayrica, HSF1

(Is1 sok faktor-1)’in normal olarak iglevini yapmasinda gorev alir (83,87).

3.Hsp70:Hsp70 stres swasinda ortaya c¢ikabilecek denatiirasyon ve
agregasyonlar1 onleyerek hiicreyi 1s1 ve oksidatif stresten korumaktadir. Hsp70

sitoplazma, c¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondride proteinlerin
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tasinmasinda gorev alir (83,88). Hsp90 da oldugu gibi proteinlerin kiimelesmesini
onler, katlanmalarini diizenler ve HSF’ nin aktivitelerini diizenler Ayrica. ATP-az
aktivitesi gosterir (90).

4. Hsp60: Hsp60, proteinlerin sitoplazmadan mitokondriye taginmasinda
ve proteinlerin diizglin bir sekilde katlanmasinda gorev yapar. Ayrica Hsp60
apaptosizi (programli hiicre Olimii) Onlemede Onemli rol oynar. Stresten
korunmak i¢in gereklidir. Hatali katlanan polipeptidlere baglanarak dogru
katlanmalarina yardim eder (79,83).

5. Kiigiik Is1 Sok Proteinler (sHsp): Molekiil agirliklar1 yaklasik 20-
30kDa arasinda degismektedir. Sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunur. Organizmadaki
dagilimlar1 degiskendir. Sicaklik stresine maruz kalan hiicrelerde belirgin olarak
artis gosterir. Kii¢lik 1s1 sok proteinlerinin Hsp60 ve Hsp70 den farki proteinlerin
diizglin katlanmasinda degil stres esnasinda kismen katlanmig proteinleri stabilize
ederek cokmelerini engellediklerini belirtmislerdir (91). Antioksidan 6zelligi ile
birlikte hiicresel fonksiyonlarda (apoptozis ve farklilasma gibi) gorev aldigi

bilinmektedir (80,90).

3.5.2. Is1 Sok Proteinlerin Gorevleri

Is1 sok proteinlerinin gorevleri arasinda proteinlerin hiicre iginde
taginmasi, proteinlerin katlanmasi, kararsiz proteinlerin yikimi, proteinlerin
¢Oziilmesi sirasinda kiimelesmesini, regiilator proteinlerin kontrolii ve bozuk katl
proteinlerin yeniden katlanmasi gibi 6nemli gorevleri bulunmaktadir (92,93). Is1
sok proteinleri hem hiicre igerisinde hem de hiicre diginda bir takim fonksiyonlara

sahiptirler.
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3.5.2.1. Is1 Sok Proteinlerin Hiicre Dis1 Gorevleri

Is1 sok proteinleri hiicre igerisinde normal olarak bulunmaktadir.
Hiicrelerin 61diigii ve icerigin disar1 atildigi durumlarda hatali eylemlerin
meydana gelmesi halinde hiicre disinda da bulunur. Ayrica, hiicre disindaki
Hsp’lerin hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemi iizerine etkili oldugu
bilinmektedir (90).

Is1 sok proteinleri stres faktorlerinin etkili olmadigi durumlarda hiicre
icerisinde bulunurlar. Polipeptid zincirlerin diizgiin katlanmasinda, tasinmasinda,
birlesme ve ayrilmalarinda molekiiler saperon gibi gorev yaparlar (83). Sicaklik
stresi esnasinda DNA sentezi, transkripsiyon ve proteinlerin denatiirasyonu gibi
cok sayida enzim ve yapisal proteinlerde zararli fonksiyonel degisimler meydana
gelmektedir. Bu sebeple stres altinda bulunan hiicrelerin hayatta kalmasinda,
proteinlerin  fonksiyonlarini siirdiirmesinde, normal olmayan proteinlerin
toplanmasinin 6nlenmesinde, denatiire proteinlerin yeniden yapilanmasi ile tekrar
fonksiyonel yapilarina donmelerinde ve zararli olabilecek peptidlerin ortadan
kaldirilmasinda 6nemlidir. Béylece, Hsp’ler hiicresel korunmada tamamlayici rol
oynamakta ve bazen de bir arada c¢alismak suretiyle proteinleri stresten

korumaktadir (80,83).

3.5.3. Is1 Sok Proteinlerinin Hastalhiklardaki Rolii

Normal sartlarda Hsp proteinleri hiicre disinda bulunmazlar. Sicaklik,
enfeksiyon gibi strese neden olan durumlarda immun cevabin olusmasi i¢in ¢ok
giiclii tehlike sinyalleri gonderirler (89). Stres proteinlerine karsi gelisen immun

cevaplar ¢apraz reaksiyonlar araciliiyla hiicrenin kendisine karsit bir reaksiyon
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olusmasina neden olabilmektedir. Is1 sok proteinleri, bagisiklik sistemini uyarmasi

ve antijenin olusmasinda 6nemli rol oynarlar (83,94).

3.5.4. Is1 Sok Proteinleri ve Stres

Is1 sok proteinleri hiicre metabolizmasinin tiim evrelerinde gorev alan bir
protein grubudur. Hsp’lerin aktivasyonu, proteinlerin denatiirasyonu, ¢Okmesi,
fonksiyonlarmin bozulmasi, sicaklik stresi, oksidatif stres ya da proteinlere zarar
veren sebeplerle yapilarinin bozulmasi sonucunda cevap olarak organizmalarin
hiicreleri tarafindan {iretilen bir grup proteindir (94-96). Stres durumlarinda hiicre
icerisinde yanlis katlanmis proteinler meydana gelir ve bu durum 1s1 sok
proteinlerinin artmasina neden olur (97). Yapilar1 bozulmus ve yanhs katlanmig
polipeptidler Hsp'lere hizla baglanarak polipeptidlerin tekrar katlanmasi saglanir
veya yikimi Onlenir (98,99). Bu sekilde Hsp'ler uyumlu protein olusmasina
yardimc1 olurlar ve proteinlerin ¢okmesine engel olarak proteinlerin kendi i¢
etkilesimlerinde dengeyi saglayarak hiicreyi koruyucu fonksiyon goriirler (100).
Strese karsi cevabin olusmasina neden olan Hsp’lerin bulunmasi, denatiire

proteinlerin birikimi ile olmaktadir (15,89).

3.6. Amag

Sicaklik stresinin yukarida anlatilan olumsuz etkilerini azaltmaya yonelik
metotlardan birisi de rasyonda yapilan degisikliklerdir. Bunun icin rasyonlara
antioksidan 6zellikleri olan fitokimyasallar ile ¢inko, krom C ve E vitaminleri gibi
mineral madde ve vitamin ilaveleri yapilarak stresin olumsuz etkileri azaltilmaya
calisiimaktadir (1,7,101). Tarafimizdan yapilan bir ¢calismada (102), antioksidan

etkili olan kurkuminin (55) et¢i bildircinlarda, oksidatif stresi dnleyerek sicaklik
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stresinin olumsuz etkilerini azalttig1 tespit edilmistir. Ayn1 calismada, diyete ilave
edilen kurkumin 6zellikle sicaklik stresine maruz kalan hayvanlarda canli agirlik
artisgina neden olmustur. Ancak, strese maruz kalan yumurtaci bildircinlarda,
kurkuminin ovarium 1s1 sok proteinleri ve strese cevapta ve benzeri diger
fizyolojik olaylarda 6nemli rol oynayan NF-kB diizeyleri lizerine etkileri ile ilgili
herhangi bir caligmaya rastlanilmamistir. Bu bilgilerin 15181 altinda, bu ¢alismada,
iki farkli ortamda (termondtral ve yiiksek cevre sicakligl) yetistirilen yumurtaci
bildircinlarda kurkuminin ovaryum 1s1 sok proteinleri (Hsp60, Hsp70, Hsp90) ve

NF-kB ekspresyonu iizerine olan etkisi arastirilmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec

4.1.1. Hayvan Materyali

Bu calismada Elazig’daki ticari bir firmadan (Deva Kanath Uriin. ve Tic.
A.S.) temin edilen 5 haftalik 180 adet, disi Japon bildircint (Coturnix coturnix
japonica) kullanildi. Arastirma Elazig Veteriner Kontrol Enstitlisii Midiirligii

Kanatli Arastirma Unitesinde yiiriitiildii.

4.1.2. Yem Materyali

Aragtirmada kullanilan yem ham maddeleri 6zel bir yem fabrikasindan
(Elazig Yem Sanayi A.S.) temin edildi. Caligmada, kurkumin olarak % 70 saflikta
kurkumin (Curcuma longa, Turmeric, powder, Sigma-Aldrich Co. Saint Louis,
USA) kullanildi. Bazal rasyonun igerigi ve besin madde degerleri Tablo 1’de

verilmistir.
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Tablo 1. Bazal rasyonun bilesimi ve besin madde degerleri

Hammadde %
Misir 53.76
Soya Kiispesi 29.27
Soya Yag1 4.85
Tuz 0.31
DL-Metiyonin 0.20
Limestone 9.5
Dikalsiyum Fosfat 1.76
Vitamin ve Mineral Premix 0.35
Analizler

ME, (kcal/kg) 2830
Ham Protein(g/kg) 179.5
Ca (g/kg) 39.6
P (g/kg) 6.3
Metiyonin (g/kg) 4.2
Lizin(g/kg) 10.5

4.2. Yontem

4.2.1. Deneme Diizeni

Hayvanlar her grupta 30 adet olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Her grup da 5
hayvan igeren alt1 alt gruptan olusturuldu. Deneme diizeni Tablo 2’de
gosterilmistir. Arastirma 2 x 3 (cevre sicakligi x kurkumin dozu) faktoriyel
deneme diizeninde vyiiriitiildii. 11k faktdr sicaklik olup hayvanlar giin boyunca
kontrollii bir odada 22 °C (Termondétral, TN grup) veya 34 °C’de giinde 8 saat
boyunca yiiksek 1s1 kosullarinda (09:00-17:00 arasi; Stres Grubu, SS) tutuldu.

Ikinci faktorii rasyona katilan {ic ayr1 kurkumin [1,7-bis(4-hidroksi-3-
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metoksifenil)-1,6-heptadiena-3,5-dion] dozu (0, 200, 400 mg/kg yem) olusturdu.
Kurkumin dozlar1 daha 6nce yapilan calisma esasa alinarak belirlendi (103).
Arastirma 90 giin siirdii.

Tablo 2. Deneme diizeni

Grup No Cevre Sicakhg * Kurkumin** n
1 TN 0 30
2 TN 200 30
3 TN 400 30
4 SS 0 30
5 SS 200 30
6 SS 400 30

* TN: Termo nétral, SS: Stres Grubu (giinde 8 saat 34°C, geriye kalan zamanda 22°C)
** 0, 200, 400 mg Kurkumin /kg yem

4.2.2. Ornek Ahnmasi
Arastirma sonunda ovaryum Ornekleri i¢in her gruptan 12 (her alt gruptan
2 adet) hayvan rastgele alindi. Is1 sok proteinleri ve NF-xB diizeyleri kanatlilara

spesifik antikor kitleri kullanilarak Western Blotting yontemi ile yapildi (6,102).

4.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Ovaryum 6rneklerinin hazirlanmasinda, Tuzcu ve ark (103)’lary, tarafindan
uygulanan homojenizasyon yontemi kullanildi. Taze veya dondurulmus ovaryum
dokusu, 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon soliisyonunda [10mM Tris- HCI
(pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid (PMSF), SuM soybean
(bir tripsin inhibitorii olarak)] homojenizator yardimiyla soguk ortamda

homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4°C’de 60 dakika stireyle
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40.000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen slipernatantlar mikrosantrifiij tiiplere

alimarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in —80 °C’ de saklandu.

4.2.3. Laboratuar Analizleri

Laboratuvar analizleri Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali  Molekiiler Analiz
laboratuarinda, SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blot

metodu ile yapilmastir.

4.2.3.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden
yararlanilir. Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi
stabilizatorii saglayici ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak
sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal
baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-PAGE analizinde jelin
yapisinda yer alan sodyum dodesilsiilfat (SDS) deterjanin bulunmasi ile proteinler
kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece protein
agregasyonu Onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler
negatif yiik kazanrrlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil
agirliklarina bagli olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklari; ayni jel iizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir.
Mutasyon gec¢irmis veya cesitli olumsuz c¢evre faktorleri sonucunda canli
organizmanin bir kisim proteinlerinden normale gore parga kopmasi veya parga
ilavesi ya da bazi proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi ozellikler bu jel

sisteminde tespit edilmeye calisilir. Protein molekiillerinin hareketi giic
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kaynagindan gelen elektrik akimma gore negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba

dogru olur (103).

Kullanilan cozeltiler

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi

%10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)
N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
Gliserin

2-B-merkaptoethanol

%0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
» %0.1 Coomassie blue R-250

> %45 Metanol
» %10 Glasiyal asetik asit
» %45 Distile su

Boya ¢ikarma ¢6zeltisi (Destain solusyon/100ml):
> %45 Metanol

» %10 Glasiyal asetik asit
» %45 Distile su

Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
» Tris base 9.0 gr

> Glisin 43.0 gr

> Distile su 600 ml
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SDS-PAGE i¢in jellerin hazirlanmas;

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12)
Distile su

1,5 M Tris-HCI (pH 8.8)

% 10 SDS

Akrilamid /Bis (%30)

Amonyum persiilfat (%10)

TEMED

Toplam

Stacking jelin hazirlanmasi (%4)
Distile su

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

SDS (%10)

Akrilamid-Bis (%30)

Amonyum persiifat (%10)
TEMED

Toplam

Ornek solusyonlarin hazirlanmasi
1 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 10 SDS

%0.05 bromofenol blue

Gliserol

2-B-merkaptoethanol

Distile su

Toplam
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Miktar
1.25 ml
1.6 ml
0.2 ml
0.8 ml
0.4 ml
3.75 ml
8.0 ml

Miktar
3.35ml
2.5ml
100 pl
4.0 ml
50 ul
Sul
10.0 ml

Miktar
6.1 ml
2.5ml
100 pl
1.3 ml
50 ul
10 ul
10.0 ml

Son konsantrasyon
0.125M
%4
%0.002
% 20
%10



4.2.3.2. Western Blot

Western blot yontemiyle ovaryumlarda Hsp ve NF-xB diizeyleri
kanatlilara spesifik antikor kitleri kullanilarak Western blotting yontemi ile
yapildi. Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen
proteinlerin, nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin
immiinolojik metotlarla belirlenmesidir. Blotlama yapilmadan 6nce c¢alisilan
orneklerdeki proteinler elektriksel ortamda poliakrilamid jel iizerinde go¢
ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE’de ger¢eklestirilmektedir.
Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada yapilmaktadir.
Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik
olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in nitroseliloz membranda protein
baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 06zgiil
antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin goriintiilenme
asamalaridir. Nitroseliiloz membrana transfer swrasinda jel ile nitroseliiloz
membran karst karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasina
yerlestirilmektedir. Jelin biiylikliigii ile orantili olarak belirli bir siire elektrik
akimi uygulanip proteinlerin transferi saglanir. Nitroseliloz membranin 6zgiil
olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih edilir. Spesifik antikorlar
olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir. Ozgiil antikorlarda
raportdor madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler
kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih
edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen maddeleri birbirinden
farklidir. Son yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligmi arttirmak amaciyla

peroksidazla isaretli avidin biyotin sisteminin kullanimi yaygmlasmistir.
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Kullanilan kromojenlerin en o©nemli 0Ozelligi c¢oziinmeyen renkli iriinler

olusturmalaridir (103).

4.2.3.3. Orneklerin Western Blot ile Analizi

Ovaryum oOrneklerinin Western blot analizleri Tuzcu (101,103), tarafindan
uygulanan metoda gore yapildi. Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana
aktarimi (blotlama) icin SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel
blotlanmak tiizere alindi. Nitroseliiloz membrana transferin gergeklestirilmesi i¢in
poliakrilamid jel ile nitroseliiloz membran (Schleicher and Schuell, Inc., USA)
ylizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bi¢cimde karsi karsiya getirildi ve bunlar
filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon
soliisyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon soliisyonuyla doldurulmus tanka
yerlestirilen diizenek i¢cin 60 dakika boyunca 150 mA elektrik akimi uygulandi.

Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz membranda
protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama) icin,
blotlama islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliilloz membranlar
tampon soliisyonla [NaH,PO4.2H,0 (0.025 M), Na,HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl
(1.45 M)] calkalayici tizerinde 3 kez 5’er dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik
olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO4 (pH:
7.2) tamponunda % 1°lik taze si§ir serum albumini ile 37 °C’ de 90 dakikalik
inkiibasyonla blokland1. Ozgiil antikorlarla tepkime islemi igin, primer antikor
olarak poliklonal NF-kB (ab16502), Hsp60 (ab109660), Hsp70 (ab115880) ve

Hsp90 (ab13494) antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar % 0.05 oraninda Tween-
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20 bulanan tamponda belirtilen oranlarda hazirlandi. Nitroseliilloz membranlar
primer antikorlar ile +4 °C’ de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki
safhada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5’er dakika tampon soliisyonuyla yikandi.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliloz membranlar % 0.05 oraninda
Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge
edilmis sekonder antikor ile 37 °C’ de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildu.
Sonraki agamada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla
yikandi. Bantlarin goriintiillenmesi igin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-
0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar {izerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice
yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklar1 Image
analyses system (Image J National Institute of Health Bethesda, USA) programi

kullanilarak analiz edildi.

4.2.4. istatistiksel Analizler
Tiim veriler SAS (SAS Institute, Cary, NC) paket programinda General
Linear Model (GLM) prosediirii kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar i¢i farklilik

da Fisher's post hoc testi ile yapild1.
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5. BULGULAR

5.1. NF-xB Diizeyleri

Termondtral ortamda yetistirilen bildircinlarda diyete 0, 200 ve 400 mg
kurkumin katkis1 yapilan gruplar i¢cin ovaryum NF-kB diizeyleri sirasiyla %100.0,
82.69 ve 72,1 bulunurken bu degerler sicaklik stresi (SS) gruplarinda %174.6,
150.3 ve 134.3 olarak bulunmustur (Sekil 6, P< 0.001). Termondétral ortamda
yetistirilen bildircinlarda ovaryumlarda NF-xB diizeyi %84.9 iken sicaklik
stresine maruz birakilanlarda %153.1 olarak tespit edilmistir (P< 0.001). Sicaklik
stresi ile NF-kB diizeyi % 80.3 oraninda bir artis gostermistir. Bildircinlarda
rasyona yapilan kurkumin katkisiyla 0, 200 ve 400 mg gruplarinda NF-«xB
diizeyleri swrasiyla % 137.3, 116.5 ve 103.2 diizeyinde belirlenmistir. Artan
kurkumin dozuna bagl olarak ovaryum NF-kB diizeylerinde % 24.8 oraninda bir
azalma gozlenmistir. Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda ovaryum NF-
kB diizeyleri ¢cevre sicakligi ve rasyona ilave edilen kurkumin katkisi ile istatistiki
olarak etkilenirken (P < 0.001), g¢evre sicakligi-kurkumin katkis1 arasindaki

interaksiyon ile etkilenmemistir (P>0.05).
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Sekil 6. Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda rasyona ilave edilen
kurkuminin ovaryum NF-kB diizeyleri iizerine etkisi. Veriler relatif deger olan %
kontrol olarak sunulmustur. Western blot analizleri her grup i¢in ii¢ tekerriirlii
olarak yapilmistir. Protein yiiklemelerinin esitligini gostermek igin aktin

kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

5.2. Is1 Sok Proteinleri

Normal kosullarda yetistirilen bildircinlarda 0, 200 ve 400 mg kurkumin
katkist yapilan gruplar i¢in ovaryum Hsp60 diizeyleri sirasiyla % 100.0, 85.14 ve
74.0 bulunurken, bu degerler sicaklik stresi gruplarinda % 171.37, 139.52 ve
107.21 olarak bulunmustur (Sekil 7). Termonétral ortamda yetistirilen
bildircinlarda ovaryumlarda Hsp60 diizeyi % 86.4 iken sicaklik stresine maruz
birakilanlarda %139.4 olarak tespit edilmistir. Sicaklik stresi ile Hsp60 diizey1 %
61.3 oraninda bir artis gostermistir. Bildircinlarda rasyona yapilan kurkumin

katkistyla 0, 200 ve 400 mg gruplarinda Hsp60 diizeyleri sirasiyla % 135.69,
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112.33 ve 90.61 diizeyinde belirlenmistir ( P < 0.001). Artan kurkumin dozuna
bagli olarak ovaryum Hsp60 diizeylerinde % 33.2 oraninda bir azalma
gozlenmistir (Sekil 7). Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda ovaryum
Hsp60 ekspresyonlar1 ¢evre sicakligi, rasyona ilave edilen kurkumin katkisi ve

cevre sicakligi-kurkumin katkis1 arasindaki interaksiyon ile istatistiki olarak

etkilenmistir (P<0.001).

Sekil 7. Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda rasyona ilave edilen
kurkuminin ovaryum Hsp60 diizeyleri iizerine etkisi. Veriler relatif deger olan %
kontrol olarak sunulmustur. Western blot analizleri her grup i¢in ii¢ tekerriirlii
olarak yapilmistir. Protein yiiklemelerinin esitligini gostermek i¢in aktin

kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

Normal kosullarda yetistirilen bildircilarda 0, 200 ve 400 mg kurkumin
katkis1 yapilan gruplar i¢in ovaryum Hsp70 diizeyleri sirasiyla % 100.0, 84.65 ve
80,34 bulunurken bu degerler sicaklik stresi gruplarinda % 148.97, 129.43 ve

122.93 olarak bulunmustur (Sekil 8). Termo-nétral ortamda yetistirilen
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bildircinlarda ovaryumlarda Hsp70 ekspresyonu % 88.3 iken sicaklik stresine
maruz birakilanlarda %133.8 olarak tespit edilmistir. Sicaklik stresi ile Hsp70
degeri % 51.5 oraninda bir artis gostermistir. Bildircinlarda rasyona yapilan
kurkumin katkisiyla 0, 200 ve 400 mg gruplarinda Hsp70 diizeyleri sirasiyla %
124.49, 107.04 ve 101.64 diizeyinde belirlenmistir. Artan kurkumin dozuna baglh
olarak ovaryum Hsp70 ekspresyonunda % 18.4 oraninda bir azalma gézlenmistir
(Sekil 8). Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda ovaryum Hsp70
diizeyleri ¢evre sicakligi ve rasyona ilave edilen kurkumin katkis ile istatistiki

olarak etkilenirken (P<0.001), ¢evre sicakligi-kurkumin katkis1 arasindaki

interaksiyon ile etkilenmemistir (P> 0.05).

Sekil 8. Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda rasyona ilave edilen
kurkuminin ovaryum Hsp70 diizeyleri iizerine etkisi. Veriler relatif deger olan %

kontrol olarak sunulmustur. Western blot analizleri her grup i¢in li¢ tekerriirlii
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olarak yapilmistir. Protein yiiklemelerinin esitligini gostermek i¢in aktin

kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

Normal kosullarda yetistirilen bildircinlarda 0, 200 ve 400 mg kurkumin
katkist yapilan gruplar i¢in ovaryum Hsp90 diizeyleri sirastyla % 100.0, 85.77 ve
84.87 bulunurken bu degerler sicaklik stresi (SS) gruplarinda % 176.35, 142.42
ve 118.17 olarak bulunmustur (Sekil 9). TN ortamda yetistirilen bildircinlarda
ovaryumlarda Hsp90 ekspresyonu % 90.2 iken sicaklik stresine maruz
birakilanlarda % 145.6 olarak tespit edilmistir. Sicaklik stresi ile Hsp90 diizeyi
%55.4 oraninda bir artis gostermistir. Bildircinlarda rasyona yapilan kurkumin
katkistyla 0, 200 ve 400 mg gruplarinda Hsp90 diizeyleri sirasiyla % 138.18,
114.10 ve 101.52 diizeyinde belirlenmistir. Artan kurkumin dozuna bagli olarak
ovaryum Hsp90 ekspresyonunda % 26.5 oraninda bir azalma gozlenmistir (Sekil
9). Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda ovaryum Hsp90 ekspresyonlari
cevre sicakligi, rasyona ilave edilen kurkumin katkis1 ve ¢evre sicakligi-kurkumin
katkis1 arasindaki interaksiyon ile istatistiki olarak anlamli etkisi bulunmaktadir

(P <0.001).
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Sekil 9. Sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarda rasyona ilave edilen
kurkuminin ovaryum Hsp90 diizeyleri iizerine etkisi. Veriler relatif deger olan %
kontrol olarak sunulmustur. Western blot analizleri her grup i¢in ii¢ tekerriirlii
olarak yapilmistir. Protein yiliklemelerinin esitligini gostermek i¢in aktin

kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
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6. TARTISMA

Zerdegal olarak bilinen baharatin igerisinde fazla miktarda degisik
maddeler bulunur. Ancak, en aktif olan1 “’kurkumin’’dir (50). Kurkuminin birgok
biyolojik aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur
(10,40,44). Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar ile kurkuminin doza bagimli olarak
bircok hayvan tiiriinde kolon, duodenum, mide, Osefagus, prostat ve oral
kanserlerde, tiimore karsi kimyasal koruyucu bir rolii oldugu gosterilmistir
(10,46,51). Kurkuminin, C ve E vitaminleri gibi antioksidan 6zellik gosteren
aktivitelere sahip olmasi (55) ile bir¢ok reaktif oksijen radikallerini 6zellikle de
siiperoksid anyon, nitrojen dioksid ve hidroksil radikallerinin atilimini
kolaylastirmakta ve lipid peroksidasyonunu baskilamaktadir (56). Ahmedi ve ark.
(104)’lar1, kanath rasyonlarma 0,3 ve 0,6 g/ kg zerdecal tozu takviye ederek, CAT
ve SOD aktivitelerinin arttigini bildirmislerdir.

Sicaklik stresinin olumsuz etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in
antioksidan etkili pek cok madde rasyona ilave edilmis ve olumlu sonuglar
almmuastir (1, 44,101). Bu calismada, kanath hayvanlarda stresin olusumu, gelistigi
durumlar ve sicaklik stresinin olumsuz etkilerinin azaltilmasi ya da ortadan
kaldirilmasinda beslenme ile alinabilecek dnlemlerin ortaya konulmasi amaciyla
yapilmistir.

Strese bagl olarak, reaktif oksijen tiirleri diizeyinin artig1 hiicrede NF-kB
olarak  bilinen bir transkripsiyon faktoriinii etkileyerek aktif hale
dontistiirmektedir. NF-kB tiim hiicre tiplerinde bulunan, stres, sitokinler ve serbest
radikaller ile wuyarilan bir transkripsiyon faktoriidir. NF-xB inflamasyon

genlerinin transkripsiyonu ve immun regiilasyonda Onemli rol oynar. Bu
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calismada, normal kosullarda yetistirilen bildircinlarda 0, 200 ve 400 mg
kurkumin katkis1 yapilan gruplar i¢in ovaryum NF-«xB ekspresyon diizeyleri
strastyla % 100.0, 82.69 ve 72,1 bulunurken bu degerler sicaklik stresi gruplarinda
% 174.6, 150.3 ve 134.3 olarak tespit edilmistir (Sekil 6). Bu calismaya benzer
olarak, tarafimizdan sicaklik stresine maruz kalan et¢i bildircinlarda yapilan bir
calismada diyete ilave edilen kurkuminin karaciger NF-xB diizeylerini diistirdiigii
tespit edilmistir (102). Ancak bu calismada ilk kez ovaryum NF-xB diizeyleri
belirlenmistir. Yine, Sahin ve ark. (6)'larinin yiiksek cevre sicakligina maruz kalan
bildircinlarda yaptiklar1 bir calismada, rasyonlarma antioksidan etkili kurkumin
benzeri bir madde olan resveratrol 200-400 mg/kg ilave ederek, hem antioksidan
enzimlerin arttigmi hem de NF-kB ekspresyonunun azaldigini belirlemislerdir.
Yine baska bir calismada da, resveratrol kullanilarak hiper kolestrollii hayvanlarda
artan NF-kB diizeyinin diistiigiinii gézlemlemislerdir (105). Sicaklik stresi altinda
yetistirilen  bildircinlarda, kurkumine benzer antioksidan 6zelligi olan
epigallocatechin-3-gallate, karacigerde Nrf2 ekspresyonunu artirdigi ve NF-kB
ekspresyonunu azalttig1 bilinmektedir (67).

Sicaklik stresinin olumsuz etkilerini ROS {iiretimi ve oksidatif stres gibi
antioksidan savunma sistemini iceren farkli mekanizmalar vardir (7). Yapilan in
vitro ve in vivo caligmalar, kurkuminin serbest radikaller i¢in bir hiicre ig¢i
antioksidan savunma sistemini aktive ettigini gostermistir (106). Cheng ve ark.
(107)'larmnin yaptiklar1 bir ¢aligmada, sicaklik stersine maruz kalan bildircin
rasyonlarina kurkumin ilave edilmesi ile SOD ekspresyonun arttigini ve boylece

antioksidan enzim aktivitelerinin artisinda kurkuminin etkili oldugunu tespit
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etmigler. Yapilan bir calismada kurkuminin ¢esitli transkripsiyon faktorlerini NF-
kB ve aktive edilen protein-1 (AP-1) inhibe ettigi agikca belirtilmistir (51).

Stres proteinlerinin fizyolojik fonksiyonlari, hiicre 1s1 sokuna maruz
kaldiginda daha 6nemli hale gelir. Stres proteinleri, 1s1 soku altinda oligomerik
komplekslerin ayrilmasma ve polipeptidlerin a¢ilmasini onler. Tekrar katlanma
imkansiz hale gelmisse, denature olmus proteinlerin atilmasini hizlandirir (75).
Boylece yiiksek cevre sicakligi, kanatlilarda canli agirlik, yem tiiketimi, yemden
yararlanma, yumurta verimi ve yumurta kalitesini azaltmak suretiyle ekonomik
kayiplara yol a¢maktadwr. Ayni zamanda hayvanlarda hastalik riskini de
arttirmaktadir. Sahin ve ark. (6)'larinin yiiksek cevre sicakligma maruz kalan
bildircinlarda yaptiklar1 bir calismada, hem antioksidan enzimlerin arttigini hem
de karaciger Hsp70 ve Hsp90 azaldigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada, sicaklik
stresine maruz birakilan bildircinlarda termo-ndtral ortamda yetistirilen
bildircinlara goére ovaryumlarinda Hsp60 artis gostermistir. Rasyona 0, 200 ve 400
mg kurkumin katkis1 yapilan gruplar i¢in ovaryum Hsp60 ekspresyon diizeyleri,
artan kurkumin dozuna bagli olarak ovaryum Hsp60 ekspresyonunda %33.2
oraninda bir azalma gdstermistir (Sekil 7).

Kurkumin, zerdegalin énemli bir bilesenidir ve kronik hastaliklar dahil
oksidatif strese karsi anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkisi vardir (9). Nitekim
yaptigimiz c¢alismada da antioksidan 0Ozelligi olan kurkuminin, kanatlilarda
oksidatif strese neden olan sicaklik stresi iizerine koruyucu etkisinin olumlu yonde
oldugu belirlendi. Kurkumin ile ilgili benzer sekilde yapilan bazi ¢alismalarda
etlik pilic rasyonlarma 9%0.5 ile 1 seviyelerinde zerdecal ilave edilmesi canli

agirlik artigi, yem tiiketimi ve yemden yararlanmay: artirdigi rapor edilmistir
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(108-110). Yarru ve ark. (111)'lar1 aflatoksine maruz kalan kanathilarin diyetlerine
% 0.5 zerdecal ilavesi ile canli agirlik artiginda iyilesme tespit etmislerdir. Durrani
ve ark (112)'lariin yaptiklar1 diger bir calismada da kanatlilarin rasyonlarma ilave
ettikleri % 0.5 zerdegalin onemli dlgiide agirlik artismma neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Buna karsilik yapilan baska bir arastrmada ise kanathlarin
rasyonlarina ilave edilen zerdegalin herhangi bir etkisinin olmadigini
belirtmislerdir (113). Sahin ve ark. (101)'larmin yapmis oldugu bir ¢alismada,
sicaklik stresine (34°C) maruz birakilan bildircinlarin rasyonlarina, sicaklik
stresinin olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla, 0, 250, 500 mg/kg dozunda E ve C
vitaminleri ilave edilerek yumurta verimi ile ovaryumlarda ve beyinde Hsp70
diizeyleri arastirilmistir. Sicaklik stresinde beyin ve ovaryumlarda artan Hsp70
ekspresyon diizeyinin, E ve C vitaminlerinin rasyona katilmasi ile lineer bir
azalmanin oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte sicaklik stresi altindaki
bidircinlarda, vitamin C (500 mg) ve E (500 mg) kombinasyonunun ovaryum ve
beyin 1s1 sok proteinlerinin azalmasinda daha etkili oldugunu tespit etmislerdir.
Buna karsilik termonétral kosullardaki bildircinlarda herhangi bir degisiklik tespit
etmemislerdir (101). Sahin ve ark. (102)larmnin yapmis olduklar1 diger bir
calismada ise sicaklik stresine maruz birakilan bildircinlarin rasyonlarma 0, 200,
400mg kurkumin ilavesi yapilmis, kas ve karaciger dokularinda NF-kB ve Hsp70
ekspresyon diizeylerinde bakilmis ve lineer bir azalma tespit etmislerdir. Bu
sonuglar caligmamizin bulgulariyla paralellik gostermektedir. Nitekim bu
calismada, rasyona yapilan kurkumin katkisiyla 0, 200 ve 400 mg gruplarinda
Hsp70 diizeyleri swrasiyla % 124.49, 107.04 ve 101.64 diizeyinde belirlenmistir.

Artan kurkumin dozuna bagl olarak ovaryum Hsp70 ekspresyonunda % 18.4
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oraninda bir azalma gozlenmistir (Sekil 8). Sicaklik stresine maruz birakilan
bildircinlarda ovaryum Hsp70 ekspresyonlar1 ¢evre sicaklii ve rasyona ilave
edilen kurkumin katkist ile istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Yine, sicaklik
stresi ile Hsp90 degeri %55.4 oraninda bir artis gostermistir. Bildircinlarda
rasyona yapilan kurkumin katkisiyla 0, 200 ve 400 mg gruplarinda Hsp90
diizeyleri sirastyla % 138.18, 114.10 ve 101.52 diizeyinde belirlenmistir. Artan
kurkumin dozuna bagli olarak ovaryum Hsp90 ekspresyonunda % 26.5 oraninda
bir azalma gozlenmistir (Sekil 9).

Yapmis oldugumuz bu g¢alismada, sicaklik stresi ortaminda yetistirilen
bildircinlarda, ovaryum NF-«B, hsp60, Hsp70 ve Hsp90 ekspresyon diizeylerinin,
normal kosullarda yetistirilen bildircinlara gore arttigr gozlendi. Bildircinlarin
rasyonlarina ilave edilen kurkumin ile 0, 200 ve 400 mg gruplarinda NF-xB,
Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 ekspresyon diizeylerinde lineer bir azalma tespit
edilmistir.

Sonug olarak, bildircin rasyonlarina ilave edilen kurkuminin, stresin bir
sonucu olarak artan Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve NF-kB ekspresyonlarmi doza baglh
olarak azalttig1 tespit edilmistir. Diger bir deyisle, kurkuminin ovaryumlarda NF-
kB sinyal yolagi inhibe ve 1s1 sok proteinleri regiile ederek sicaklik stresini

azaltabilir.
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