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OZET

ETLIK PiLIiC YEMLERINE KAPSULE EDILMIS REZENE
TOHUMU (Foeniculum vulgare Mill.) UCUCU YAGI ILAVESININ
PERFORMANS iLE BAGIRSAK MiKROFLORASI,
MORFOLOJISI VE TRANSKRiPTOMIK PROFILLEMESI
UZERINE ETKILERI

IPCAK, Hasan Hiiseyin

Doktora Tezi, Zootekni Anabilim Dal
Tez Danismani: Prof. Dr. Ahmet ALCICEK
Aralik 2020, 197 sayfa

Bu ¢alisma, kapsiile edilmis rezene tohumu (Foeniculum vulgare Mill.) ugucu
yagi’nin (RUY) karma yemlere ilavesinin, etlik piliglerin biiyiime performansi ile
ince bagirsak mikroflorasi ve morfolojisi tizerindeki etkinligini ortaya koymak ve
bu biyolojik siireclerdeki genetik ve molekiiler mekanizmalart nutrigenomik
teknolojileri kullanarak ince bagirsak transkriptomik profillemesi {izerinden
incelemek amaciyla gergeklestirilmistir. Arastirmada toplam 400 adet 1 giinliik
yastaki Ross-308 genotipindeki erkek civcivler her grupta 16 tekerriir olacak
sekilde 5 gruba tesadiifi olarak dagitilmistir. Deneme, higbir yem katki maddesi
icermeyen standart yemle beslenen kontrol grubu ve her 1 kg standart yeme 50 mg
(RUY50), 100 mg (RUY100), 200 mg (RUY200) veya 400 mg (RUY400) kapsiile
edilmis RUY ilavesiyle beslenen etlik pili¢ gruplarindan olusmustur. Calisma

tesadiif parselleri deneme planina gore 6 hafta devam etmistir.

Elde edilen performans parametreleri degerlendirildiginde canli agirliklar
(CA) ve Avrupa iretim etkinlik faktorii (EPEF) degerlerinin RUY50 grubunda
artma egiliminde oldugu, RUY100, RUY200 ve RUY400 gruplarinda ise benzer
ve kontrol grubuna kiyasla dnemli derecede arttig1 saptanmistir (P<0.05). Canlt
agirlik kazanci’nin (CAK) RUY diizey artisina paralel olarak arttig1 ve en yiiksek
RUY400 grubunda gorildiigii tespit edilmistir (P<0.05). Yem tiiketimi’nin (YT)
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ise RUY diizey artisindan etkilenmedigi (P>0.05), yemden yararlanma orani’nin
(YYO) da kontrol grubuna kiyasla tim RUY diizeylerinde iyilestigi (P<0.05),
ancak RUY ilaveli gruplar arasinda fark olmadigi saptanmistir (P>0.05). RUY un
oliim oranini ise rakamsal olarak azalttig1 goriilmiistir. RUY diizey artisinin sicak
karkas randimanini ve gogiis kasi agirhgm artirdigi bulunmustur. Ozellikle de
RUY100, RUY200 ve RUY400 gruplarinda abdominal yag, karaciger, bursa
fabricius ve total ince bagirsak agirliklar1 6nemli derecede artmistir (P<0.05).
RUY’un duodenum, jejunum ve ileum morfolojisini iyilestirdigi, duodenum ve
jejunumdaki mukozal tabaka ile, jejunum ve ileumdaki muskiiler tabaka
kalmhigint artirdigi saptanmistir (P<0.05). Ayrica jejunum ve ileumdaki patojen
mikroorganizmalar1 baskilayarak Lactobacillius spp. popiilasyonunun artmasini
saglamistir (P<0.05).

Ince bagirsak dokularindan alman &rneklerde yapilan mikroarray analizi
sonucu elde edilen transkriptom profilinde ise kontrol grubuna kiyasla, RUY50
grubunda 261 genin (206 upregiile, 55 downregiile), RUY 100 grubunda 302 genin
(218 upregiile 84 downregiile), RUY200 grubunda 292 genin (231 upregiile, 61
downregiile) ve RUY400 grubunda 348 genin (268 upregiile, 80 downregiile)
mRNA ekspresyon seviyelerinin degistigi saptanmustir. Upregiile genlerin biiytik
cogunlugunun katalitik aktivite, baglayici/binding, transkripsiyon regiilator ve
transkripsiyon faktor, anatomik yapi ve hiicresel gelisim ile protein baglanma
aktivite diizenleyicisiyle iligkili oldugu tespit edilmistir. Downregiile genler ise
cogunlukla tasiyici ve protein modifiye edici enzim simiflarinda yer almstir.
Mikroarray analizinin validasyonu ig¢in segilen genlerin qRT-PCR ile analizi
sonucunda da kontrol grubuna kiyasla RUY 100 grubunda anti-inflamatuar 1L-10
geni (4.41 kat) 6nemli derecede artmis, proapoptotik BAK1 geni ise (-1.23 kat)
azaltmistir (P<0.05). Sonug olarak, 6zellikle 100, 200 veya en ¢cok 400 mg/kg
diizeylerindeki rezene tohumu ugucu yagi ilavesinin etlik piligler iizerinde olumlu
etkileri gdzlenmistir. Ancak yem katki maddelerinin kanatli endiistrisi tarafindan
kabulii biiylik dl¢lide yem girdi maliyetlerine bagl oldugundan, maliyet etkinligi

acisindan 100 mg/kg rezene tohumu ugucu yag diizeyi onerilebilir.

Anahtar kelimeler: Etlik pilig, rezene tohumu ugucu yagi, performans,

mikroflora, histomorfoloji, nutrigenomik, mikroarray, qRT-PCR.



ABSTRACT

EFFECTS OF ENCAPSULATED FENNEL SEED (Foeniculum
vulgare Mill.) ESSENTIAL OIL ADDITION TO BROILER DIET ON
PERFORMANCE AND MICROFLORA, MORPHOLOGY AND
TRANSCRIPTOMIC PROFILING OF INTESTINE

IPCAK, Hasan Hiiseyin

PhD thesis Department of Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ALCICEK
December 2020, 197 pages

The aim of this study is to reveal the effect of the addition of the capsulated
fennel seed (Foeniculum vulgare Mill.) essential oil (RUY) into the mixed feeds on
the growth performance of broilers, small intestine microflora and morphology, and
to examine the genetic and molecular mechanisms in these biological processes
over small intestine transcriptomic profiling by using nutrigenomic technologies.
In the study, a total of 400 1-day-old male chicks of the Ross-308 genotype were
randomly distributed into 5 groups, with 16 replications in each group. The
experiment included a control group fed with standard feed containing no feed
additives and broiler groups fed with the addition of 50 mg (RUY50), 100 mg
(RUY100), 200 mg (RUY200) or 400 mg (RUY400) capsulated RUY per 1 kg
standard feed. The research continued for 6 weeks according to the randomized plot
trial design.

When the obtained performance parameters were evaluated, it was
determined that the body weights (BW) and European production efficiency factor
(EPEF) values tended to increase in the RUY50 group, while the RUY100,
RUY?200 and RUY400 groups were similar and significantly increased compared
to the control group (P<0.05). It was found that body weight gains (BWG)
increased in parallel with the RUY levels increase and was highest in the RUY 400

group (P<0.05). It was determined that feed intake (FI) was not affected by the



increase in RUY levels (P>0.05), and that feed conversion rates (FCR) improved
at all RUY levels (P<0.05) compared to the control group, but there was no
difference between the RUY added groups (P>0.05). RUY was observed to
decrease the mortality rate numerically. It was found that hot carcass yield and
breast muscle weights increased parallel to the increase in RUY levels.
Particularly abdominal fat, liver, bursa of fabricius and total small intestine
weights increased significantly in the RUY100, RUY200 and RUY400 groups
(P<0.05). It was found to improve the duodenum, jejunum and ileum morphology,
and to increase mucosal layer thickness in duodenum and jejunum, and muscular
layer thickness in jejunum and ileum (P<0.05). It also provided an increase in the
population of Lactobacillius spp. by suppressing the pathogenic microorganisms

in the jejunum and ileum (P<0.05).

In the transcriptome profile obtained as a result of microarray analysis of
samples taken from small intestine tissues, the mMRNA expression levels of 261
genes in the RUY50 group (206 upregulated, 55 downregulated), 302 genes in the
RUY100 group (218 upregulated, 84 downregulated), 292 genes in the RUY200
group (231 upregulated, 61 downregulated) and 348 genes in the RUY400 group
(268 upregulated, 80 downregulated) were found to have changed compared to the
control group. The majority of the upregulated genes were observed to be associated
with catalytic activity, binding, transcription regulator and transcription factor,
anatomical structure and cellular development, and protein binding activity
modulators. Also, downregulated genes are mostly included in transporter and
protein modifying enzyme classes. As a result of the gRT-PCR analysis of the genes
selected for the validation of the microarray analysis, the anti-inflammatory IL-10
gene (4.41-fold) increased significantly in the RUY100 group, and the pro-
apoptotic BAK1 gene (-1.23-fold) decreased compared to the control group
(P<0.05). Consequently, positive effects of fennel seed essential oil addition at a
level of 100, 200 or max. 400 mg/kg on broilers were observed. However, as the
acceptance of feed additives by the poultry industry largely depends on feed input
costs, 100 mg/kg fennel seed essential oil level could be recommended for cost

efficiency.

Keywords: Broiler, fennel seed essential oil, performance, microflora,

histomorphology, nutrigenomic, microarray, gRT-PCR.



Xi
ONSOZ

Tarimda antibiyotiklerin terapdtik olmayan amaglar i¢in yanlis ve asiri
kullanimi, insan ve hayvan sagligi acgisindan potansiyel bir tehdit olusturan
antimikrobiyal direncin gelismesine yol agmistir. Antibiyotiklerin bu sekilde yem
i¢i kullaniminin yasaklanmasinin ardindan birgok fitojenik yem katki maddesi’nin
(FYK) etlik pili¢lerin beslenmesinde alternatif antibiyotik biiyiitme faktorii (ABF)
olarak etkisi incelenmistir. Ancak ABF yerine kullanilacak FYK’nin tam
uygulanabilirligi igin etlik piligler tizerindeki etkinliklerine ait molekiiler
mekanizmalarinin ~ aydinlatilmast  son derece Onemlidir. Nitekim gelisen
teknolojiyle birlikte Nutrigenomik pratikte bagimsiz olarak veya sistem biyolojisi
yaklagimiyla diger "omik" bilimlerle entegre bir sekilde uygulanarak, cesitli
karma yem bilesenlerine karsi olusan, hiicresel ve molekiiler tepkileri analiz
etmeyi miimkiin kilmaktadir. Bu bakis agisindan yola ¢ikarak doktora tez
konusunu ‘Etlik Pili¢ Yemlerine Kapsiile Edilmis Rezene Tohumu (Foeniculum
vulgare Mill.) Ugucu Yag ilavesinin Performans ile Bagirsak Mikroflorasi,
Morfolojisi ve Transkriptomik Profillemesi Uzerine Etkileri’ olarak belirlenmistir.
Yapilan literatiir incelemelerinde, etlik piliclerde RUY aracili  besin-gen
etkilesimlerinin anlagilmasi i¢in uygulanan mikroarray temelli bir gen ekspresyon
profilleme ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu nedenle RUY aracili elde edilen bu
transkriptom veri setleri, performans, bagirsak sagligi vb. ekonomik agidan 6nemli
ozellikler ilgili gen belirteglerinin kesfinde ve rasyon formiilasyonlarmda
uygulanmasinda, stirdiiriilebilir hayvancilik iiretimine katki saglayabilecektir.
Ayrica hayvan besleme uzmanlariin hayvansal iiretim verimliligini artirmalari
icin beslemenin molekiiler mekanizmalarimi1 kullanmalarina ve etlik piliglerin
biiylimesini, sagligini ve {iretimini tesvik etmek i¢in genotipe 6zgli yemler veya
yem katki maddeleri gelistirmelerinde yeni bir bakis agis1 olusturmalarina

yardimci olabilecektir.

Bu proje, TUBITAK 1002-Hizli Destek Programi kapsaminda 1190982
numarali projeyle ve TUBITAK 2211 Yurt ici Lisansiistii Burs Programi tarafindan

desteklenmistir.

[ZMIR
18/12/2020 Hasan Hiiseyin IPCAK
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1. GIRIS

Antibiyotikler kanath kiimes hayvanlar1 endiistrisinde neredeyse 70 yildir
yaygin olarak kullanmilmaktadir. Onceleri, hayvan sagligin1 ve refahimi iyilestirmek
icin terapotik olarak kullanilsa da, daha sonralari profilaktik amaclar veya
bliylimeyi tesvik etmek amaciyla diyetlere sub-terapotik diizeylerde katilmaya
baslanmistir (Huyghebaert et al., 2011). Birkag yil i¢cinde, bu uygulama tiim diinya
capindaki hayvancilik ve 6zellikle kanatli kiimes hayvanlar1 endiistrileri tarafindan
kolayca benimsenmistir (Li et al., 2000). Biiyiitme faktorii olarak antibiyotiklerin
(ABF) karma yemde kullaniminin, biiylime ve yem doniisiim verimliliginde % 3-5
oraninda bir artig sagladigir gézlenmistir (Choct, 2001; Butaye et al., 2003; Dahiya
et al., 2006; Miles et al., 2006). Bu nedenle ABF, hayvancilik iiretiminin ekonomik
etkinligine onemli katkilarda bulunmustur (Wierup, 2000). Ancak, ABF’lerin
bliylime hizin1 artirmalarinin yani sira yemden yararlanma oranini iyilestirmede,
morbiditeyle mortaliteyi azaltmada ve hastalik sorununa karsi direnci arttirmada
cok kez kanitlanmis faydal etkilerine ragmen, kullanimlarinin bazi dezavantajlara

neden oldugu bildirilmistir (Zeng et al., 2015a; Gadde et al., 2017).

Karma yemlerde ABF kullanimi, insan sagligi i¢in potansiyel bir tehdit
olusturan antibiyotige direncli bakterilerin gelisime yol agan en 6nemli sebeplerden
biri olarak goriilmektedir (Sageman, 2015). Diger yandan antimikrobiyal direncin
(AMD) gelisimi ve yayilmasi hayvan sagligini da tehdit etmektedir. Barton (2000)
tarafindan yayimlanan raporda Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yilda
yaklasik 16 milyon kg antibiyotigin yaklasik % 70'inin terapdtik olmayan amagclar
icin kullanildig1 bildirilmistir. Bir baska raporda ise Gida ve ilag idaresi'ne (Food
and Drug Administration, FDA) gére, ABD'de satilan tiim antibiyotiklerin % 80'i
carpict bir sekilde insanlara degil ¢iftlik hayvanlarina verildigidir (NRDC, 2015).
Nitekim AMD’nin gelisim ve yayilimi, hayvancilik sektoriinde yogun olarak
kullanilan biiylitme faktorii olarak kullanilan antibiyotikler tarafindan dogrudan
veya dolayli olarak etkilenmistir. Ancak antibiyotik diren¢ genlerinin
hayvanlardan insan patojenlerine transferi konusunda heniiz net bir bilgiye

ulasilamamustir.

NRDC (2015) tarafindan ortaya konulan goriislerden biri; karma yemlerde

ABF kullaniminin, zayif olan mikroorganizmalar1 baskiladigr veya oldiirdiigii,



fakat yok edilmesi gii¢ olan mikroorganizmalarin diren¢ kazanmalarina sebep
oldugudur. Suberbug olarak da adlandirilan AMD gelistiren bu mikroorganizmalar
su, toprak, hava ve direkt hayvanlarla temas halinde bulunan insanlarla ¢iftliklerden
yayilabilmektedir. Bununla birlikte hayvansal {iriinlerle market reyonlarina ulasip,
milyonlarca insan1 enfekte edebilmektedirler. Diinya Saglik Orgiitii'ne (World
Health Organization, WHO 2012) gore de, hayvansal kdkenli gida iirtinlerinde artan
kiiresel ticaret ile suberbuglarin bir iilkeden digerine gida yoluyla tasinabilecegi ve
ayrica yetersiz pisirilmis gidalarin tiiketimi, ¢ig gidalarin islenmesi veya diger
gidalarla capraz kontaminasyon yoluyla da suberbuglarin insanlara bulasa-
bilecegidir. Diger yandan WHO (2012), son yillardaki ikinci en 6nemli halk sagligi
tehdidini AMD’nin olusturdugunu ve bugiin diinyada giderek hizli biiyliyen
kiiresel bir halk sagligi sorunu haline geldigini bildirmistir. O’Neill (2014)
tarafindan yayimlanan raporda ise her yil en az 700.000 kisinin ilaca direngli
hastaliklardan 6ldiiglinii, bu durumu diizeltmek icin hicbir sey yapilmazsa,
2050'de ilaca direncli hastaliklardan yaklasik 10 milyon insan dlebilecegini ve bu

sayinin kansere bagli toplam 6liim sayisindan ¢ok fazla olabilecegini bildirmistir.

Bir¢ok tilkede, hayvansal gida zinciri yoluyla direngli bakterilerin yayilmasi
ve ¢ogalmasi konusundaki artan endise, Ocak 2006’dan bu yana Avrupa Birligi'nde
ABF kullaniminin yasaklanmasina yol agmistir (Brenes and Roura, 2010). Ancak
ABF’lerin uzaklastirilmasi, entansif etlik pili¢ yetistiriciliginde hayvanlarin, kirli
ve kalabalik kosullar1 telafi etmek i¢in kendi bagisiklik sistemlerine daha fazla
bagimli kalmalarina neden olmustur (Korver, 2012). Ozellikle de hizl1 gelisenetlik
pili¢ hatlarinda sadece kendi bagisiklik sistemlerinin bu kosullar1 tolere edebilmesi
yeterli olmadigindan, bu uygulama mortalite oraninin artmasiyla sonuglanmistir.
Diger olumsuz etkileri ise performans problemlerine, yem doniisiim artislarina ve
(subklinik) nekrotik enterit gibi bazi hastaliklarin insidansinda 6nemli artiglara ve
buna bagli olarak hayvan refah1 sorunlarina yol agmistir (Wierup, 2001; Cervantes,
2015). Bunun sonucunda da hastaliklarin tedavisi i¢in terapotik antibiyotik
kullanimi1 artmig ve tiretim karlilig1 diigsmiistiir (Casewell et al., 2003). Bu nedenle
ABF kullannominin yasaklanmasiyla olusan kaybi telafi etmek i¢in ¢ok sayida
arastirma, dogal, giivenilir, ekonomik, patojenlerin diren¢ gelisime olanak
saglamayan, hayvan saghgni ve performansim1 koruyan veya iyilestiren

antibiyotik alternatiflerinin gelistirilmesine odaklanmistir.



Kanatli kiimes hayvanlarinin {iretiminde, probiyotikler, prebiyotikler,
sinbiyotikler, organik asitler, enzimler, fitojenikler, bitki ekstraktlari, ugucu yaglar,
bakir ve ¢inko gibi nutrasoétikler ile antimikrobiyal peptitler vb. ¢cok sayida ABF
alternatifi smiflar test edilmistir (Thacker, 2013; Gadde et al., 2017). Bunlar
icerisinde son 20 yildir {izerinde en ¢ok ¢alisma yapilan sinif, fitojenikler olmustur.
Ancak ideal bir ABF alternatifinin gelistirilebilmesi i¢in fitojenik sinifinda yer alan
her bir bilesigin tek tek incelenmesi, kanatli kiimes hayvanlari tizerindeki spesifik
etkinliklerinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Nitekim rezene (Foeniculum
vulgare mill.), sar1 ¢igekleri ve tliylli yapraklar olan, Apiaceae (Umbelliferaceae)
familyasina ait aromatik yenilebilir bir bitkidir (Abd el-Hack et al., 2020; Anka et
al., 2020). Rezene, yenilebilir aksamlar1 ve tohumlari i¢in hemen hemen diinyanin
her yerinde yogun olarak yetistirilmektedir (Badgujar et al., 2014). Tiirkiye’de
dogal olarak yetismesine karsin, Tarim ve Orman Bakanliginin tibbi, aromatik ve
siis bitkisi yetistiriciligine yonelik destekleriyle beraber ozellikle Akdeniz
bolgesinde TUIK (2019) verilerine gore 4.6 bin ton civarinda iiretimi

gerceklesmistir.

Rezene geleneksel ve alternatif tipta uzun yillardir bitkisel ilag (herbal
medicine) olarak kullanilmistir (Ghasemian et al., 2020). Giiniimilizde de en yaygin
kullanilan bitkisel ila¢ olmaya devam ettigi ve yeni ilaglarin gelistirilmesi veya
formiilasyonunda gelecekteki klinik uygulamalar i¢in farmasotik biyolojide dikkate
deger bir temel sagladig bildirilmistir. (Badgujar et al., 2014). Nitekim bilimsel
degerlendirmelere dayanan bulgular rezenenin, antibakteriyel, antioksidan,
galaktojenik, Ostrojenik, antikanser, antitiimor, apoptotik, hepatokoruyucu,
antiviral, antiiilser, anti-infalamatuar ve antikolitik gibi farkli biyolojik ve
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Rather et al., 2012; Badgujar
et al., 2014; Diao et al., 2014; Kooti et al., 2015; Rani and Das, 2016). Ancak
rezenenin sozkonusu etkileri yapisindaki ugucu bilesenler, flavonoidler,
hidrokarbonlar, fenolik bilesenler, yag asitleri ve amino asitler gibi ¢ok sayida
degerli fitokimyasal bilesenin varligina ve ¢esitliligine gore degisebilmektedir. En
fazla fitokimyasal bilesenin ise rezene tohumu ucucu yagi’nda (RUY) oldugu

saptanmistir (Badgujar et al., 2014).

RUY’un ana ugucu bileseni trans-anethole’diir ve bu bilesenin esasen,

organizma iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu oldugu bildirilmistir



(Kubo et al., 2008; Shahat et al., 2011; Ghasemian et al., 2020). Nitekim ge¢miste
RUY’un antimikrobiyal, antimikobakteriyel ve antiviral potansiyelini kanitlayan
bir¢ok in-vitro ¢alisma yapilmistir. RUY, E. coli 0157: H7, Listeria monocytogenes
ve Staphylococcus aureus (Cantore et al., 2004), Bacillus megaterium, E. coli, ve
S. aureus gibi gida kaynakli patojenlere karsi antibakteriyel etki gostermistir
(Mohsenzadeh, 2007). Gulfraz et al. (2008) rezenenin etanolik ve metanolik tohum
ekstraktlarinin yani sira ugucu yaginin, Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Micrococcus luteus, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae ve Candida
albicans'lara kars1 antimikrobiyal etkinligini arastirmiglardir. Elde edilen verilere
gore, RUY ’un, bazi mikroorganizmalara kars1 metanolik ve etanolik ekstraktlarina
kiyasla daha fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica
RUY’un en diisiik minimum inhibisyon (MIK) ve minimum bakterisidal (MBK)
konsantrasyon degerleri C. albicans ve E. Coli’de saptanmistir. Diao et al. (2014)
gida patojenlerine karst RUY un antibakteriyel aktivitesini Ol¢tiigii ¢alismada,
RUY un Streptomyces albus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Shigella
dysenteriae ve E. coli iizerinde antibakteriyel etkiler sergiledigi ve en diisiik MIK
(0.125 mg/ml) ve MBK (0.250 mg/ml) degerleri ise S. dysenteriae’de Olgtiigiinli
bildirmistir. Diger yandan Jazani et al. (2009) ¢oklu antibiyotige direngli bakteri
suslart tlizerinde yaptigi calismada da RUY’un antibakteriyel etkiye sahip

oldugunu saptamaistir.

RUYun etlik pili¢ler lizerindeki etkilerini inceleyen in vivo ¢aligmalarda ise
daha cok, sicaklik ve Eimeria spp. kaynakli stres faktorlerine verilen humoral,
hiicresel immiin yanit ve antioksidan savunma gibi konular tizerine odaklanilmistir.
Mohammed and Abbas (2009) farkh diizeylerde (1, 2 veya 3 g/kg) rezene tohumu
ile besledikleri etlik piliglerde kontrol grubuna kiyasla canli agirlik ve yemden
yararlanmanin 1iyilestigini, kirmizi kan hiicreleri, hemoglobin ve paketlenmis
hiicre hacminin 6nemli dl¢iide daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Ayrica2 ve 3 g
rezene tohumu/kg ilaveli diyetlerle beslenen piliglerde ise hetrofil/lenfosit
oraninda onemli bir diisiis oldugunu saptamistir. Bir baska calismada, sicak yaz
(34 °C) aylarinda etlik pili¢ diyetlerine % 1 veya 2 diizeyindeki rezene tohumu
ilavesinin yem tiiketimi, 10kosit ve gogiis eti (%) degerlerini 6nemli derecede
tyilestirdigi ve rezene tohumunun sicaklik stresi altindaki pili¢lerin viicut 1silarini

diisiirerek, 6liim oranini1 azalttig1 bildirilmistir (Ragab et al., 2013).



Safaei-Cherehh et al. (2018) ise, erkek etlik piliclerde 100 mg/kg rezene
ekstraktinin canli agirlik ve lipoprotein seviyesini artirdigini, iirik asidi ise
distirdiiginiic ve Newcastlle (yalanci veba) ile 35. giinde enfekte edilmis
hayvanlarda deneme sonunda (42. giinde) bakteriye kars1 bagisiklig1 artirdigi fakat

immunoglobulin ve bagirsak mikroflorasi iizerine etkili olmadigini saptanmistir.

Dragan et al. (2014) igme sularina % 7.5 oraninda Artemisia annua, ve
Foeniculum vulgare ugucu yag (1:1) karisiminin ilave edildigi etlik piliglerde,
Eimeria tenella ile enfekte olmus etlik piliclere kiyasla digki oositlerinde, kanl
ishalde ve lezyon skorunda anlamli bir azalma oldugunu ve ozellikle 4. Annua
yaprak tozlarindan sonra bu karisimin da etlik pili¢lerde koksidyozun 6nlenmesinde
kullanilabilecegini bildirmistir. Ayrica Ghasemian et al. (2020) RUY’un
hiicrelerdeki molekiiler hedeflere miidahale eden anason aldehit bakimindan zengin
oldugunu bildirmistir. Nitekim Kim et al. (2013a) mikroarray hibridizasyon ile
yaptiklar1 gen ekspresyon profillemesi sonucunda 15 mg/kg anethole takviyeli
yemlerle beslenen Eimeria acervulina ile enfekte edilmis etlik pili¢ bagirsak
lenfositlerinde, enfenkte edilen kontrol gruplarina kiyasla 1810 transkript (677
upregiile, 1133 downregiile) tespit etmistir. Elde edilen transkriptomdaki genlerin
biyolojik fonksiyonunun inflamatuar yanit ile ilgili oldugunu bildirmistir. Boylece
bu yeni bilgiler ile de anethole’iin yeme ilavesinin ardindan tavuklarda meydana
gelen ve koksidiyoza karst koruyucu bagisiklik yanit ile ilgili olabilecek

immiinolojik ve genomik degisiklikleri belgelemistir.

RUY iizerine yapilan hem in-vitro hem de in-vivo ¢alisma sonuclarinda
tutarsizliklar goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak, kullanilan RUY’ un bileseni,
safligl, dozu, yetistirildigi cografya, hasat donemi, hatta uygulanan hayvan
genotipi, yetistirme kosullar1 gibi daha birgok faktor siralanabilir. Ugucu yaglarin,
yem bilesenlerini emmesiyle antimikrobiyal aktiviteleri azalabilir. Bu nedenle ¢ogu
ucucu yag, yem isleme veya asil etkilerinin gozlemlendigi ince bagirsaklara
ulasamadan gastrointestinal sistemde kaybolabilir (Yang et al., 2015). Ayrica
lipofilik dogalar1 geregi, bu bilesenlerin bagirsaga iletilmesi zordur (Upadhayaand
Kim, 2017). Bu nedenle iyi bir tasiyiciya ihtiya¢ duyarlar (Dhama et al., 2015).
Nanoteknolojinin gelisimiyle birlikte bu problem, mikroenkapsiilasyon teknigiyle
coziilebilmektedir (Yang et al., 2015). Mikroenkapsiilasyon, biyoaktif bir maddenin

bir veya daha fazla kaplama maddesi ile sarilip birkag mikrondan bir milimetreye



kadar degisen boyutlara sahip kapsiillere hapsedilmesi islemidir (Anal and Singh,
2007). Diger bir ifade ile enkapsiilasyon, besin maddelerinin belirli bir ortamla
olan etkilesimlerini kontrol etmek icin uygulanan kaplama islemidir. Nitekim
RUY da, s1vi formdan toz forma donistiiriilerek daha homejen yem karmalarinin
olusturulmas1 ve hedeflenen sindirim kanalinda istenilen sekilde saliniminin

saglanmas1 amaciyla kapsiile edilmistir.

RUY’un antibakteriyel, antifungal, antiviral veya antimikrobiyal aktivi-
telerinin incelendigi in vitro ¢alismalar olsa da immiinomodiilator olarak biiylimeyi
tesvik etme, yem doniisiim verimliligini iyilestirme, genel bagirsak sagligini artirma
ve bagisiklig giiclendirme gibi etki mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az in vivo ¢alisma
bulunmaktadir. RUY un antimikrobiyal o6zelligine dayanan spesifik etkilerinin
ortaya konmasi ve biliylimeyi tesvik edici etkilerinin molekiiler mekanizmalarinin
acikliga kavusturulmasi, siiphesiz diyet antibiyotiklerine ve bunlarin tam
uygulamalarina yeni alternatiflerin gelistirilmesinde kritik 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle bu c¢alismanin amaci, giliglii bir antimikrobiyal olan RUY’un farkl
diizeylerde (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) karma yemlere ilavesinin, etlik pili¢lerin
performansi, bagirsak mikroflorasi ve morfolojisi tizerindeki etkinligini ortaya
koymak ve mikroarray teknolojisinden yararlanarak bagirsak transkriptomik
profillemesi iizerinden RUY aracili besin-gen etkilesimlerini incelemektir.
Boylelikle bu ¢alismadan elde edilecek bulgular, hayvansal {iretim verimliligini
stirdirmek veya artirmak icin gelecekte, rasyon formiilasyon sistemlerine

nutrigenomik veri setlerinin dahil edilmesinde 6nemli bir kaynak olusturabilecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu béliimde biiyiitme faktorii antibiyotikler, antimikrobiyal direng, biiylitme
faktorii antibiyotiklere alternatifler, fitojenik yem katki maddeleri (FYK), ugucu
yaglar, rezene (Foeniculum vulgare Mill) ugucu yagi, monogastrik hayvanlarda ve
ozellikle de etlik piliglerde FYK’larin performans, immiin sistem, bagirsak sagligi
ve gen ekspresyonu iizerine etkileri ile organizma iizerindeki etki mekanizmalari
hakkinda detayli bilgi verilerek, bu alanda yapilan giincel literatiir bildirisleri

Ozetlenmistir.
2.1 Biiyiitme Faktorii Antibiyotikler

Antibiyotik terimi, belirli mantar ve bakteriler tarafindan hem dogal olarak
iiretilen bilesikleri hem de sentetik olarak tretilen benzer maddeleri ifade
etmektedir. (Mahon et al., 2011).Yirminci yiizyilin baglarinda Alexander Fleming
tarafindan ilk antibiyotik olan penisilinin kesfettiginden bu yana, antibiyotikler
sadece insan tibbinda degil, ayn1 zamanda hayvancilikta da kullanilmistir (FAO,
2016). Kanatli kiimes hayvanlari endiistrisinin ilerlemesinde ve refahinda
antibiyotikler, onemli bir rol oynamistir (Gadde et al., 2017). Baslangicta
hastaliklar1 6nlemek ve ciftlik hayvanlarini tedavi etmek amaciyla kullanilmistir.
Ancak kiiresel gida iiretimi, ekonomik genisleme ve niifus artis1 nedeniyle
biliylimeyi tesvik etmek icin antibiyotikler (ABF) hayvancilikta sub-terapotik dozda
yem igerisinde kullanilmaya baslanmistir. Bununla birlikte, antibiyotiklerin bu
sekilde kullanimi 1940'larin sonlar1 ile 1950'lerin baglar1 arasindaki yillara kadar
baslamamistir (Gong et al., 2014). Antibiyotiklerin performansi artirma iizerindeki
etkisi ilk olarak Moore et al., (1946) tarafindan, streptomisin ile beslenen kuslarda
biliylimenin daha fazla oldugunu bildirdikleri ¢alismada rapor edilmistir (Gadde et
al., 2017). Daha sonra c¢iftlik hayvanlarinda ABF’lerin kullanimi ilk olarak
1966'da ABD Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis birkag yil i¢inde
de bu uygulama diinya capindaki hayvancilik ve kanatli kiimes hayvanlari

endiistrileri tarafindan hizlica benimsenmistir (Mao et al., 2005).

Kanatli kiimes hayvanlar1 endiistrisinde ABF kullanimiin biiyiime ve

yemden yararlanma verimliliginde % 3-5 oraninda bir artis sagladigi ileri



stiriilmiistiir (Dahiya et al., 2006). Her ne kadar hayvan biiyiimesini destekleme
tizerinde antibiyotik etki mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamis olsa da
bunun biiyiik 6l¢lide bagirsak mikrobiyotasi ve enterik patojenlerin baskilanmasiyla
iligkili oldugu bildirilmektedir (Gaskins et al., 2002; Mao et al., 2005). Diger
yandan, besinler i¢in konak¢1 mikroorganizma rekabetin azalmasiyla besin madde
emiliminin artmasi, toksik metabolit liretiminin azalmasi ve safrakatabolizmasinin
Onlenmesi Onerilen mekanizmalar arasindadir (Anderson et al., 1999; Verstegen
and Williams, 2002; Gong et al., 2014). Ayrica yem i¢i ABF kullaniminin artan
performans ile iliskisinin anlagilmasi i¢in yapilan birka¢ ¢alismada, bagirsaktaki
safra tuzu hidrolaz (STH) enzim aktivitesini azalttig1r bildirilmistir. Bagirsak
bakterileri tarafindan tiretilen STH'in, safra asitlerinin dekonjugasyonunu katalize
ettigi ve konak lipit metabolizmasini degistirebilmektedir. ABF'lerin ise STH
ireten bakteri sayisini1 azaltarak etki ettikleri 6ne siirlilmiistiir (Guban et al., 2006;
Lin, 2014). Cox et al. (2014) ise fareler ile yaptig1 c¢alismada, diisik doz
antibiyotiklere erken yasta maruz kalmanin, normal yasa bagli mikrobiyota
gelisimini hizlandirarak ve bagisiklikla ilgili genlerin ileal ekspresyonunu

degistirerek uzun siireli konak metabolik etkilere neden oldugunu bildirmistir.

Antibiyotiklerin mikroorganizmalar1 Oldiirebilece8i veya engelleyebilecegi
bircok farkli yol vardir. En yaygin etki mekanizmalarindan biri, prokaryotik
hiicrelerde bulunan ancak oOkaryotik hiicrelerde bulunmayan hiicre duvarim
hedeflemektir. Gram pozitif olarak siniflandirilan bakterilerde, hiicre duvari bir
peptidoglikan tabakasi ve bir i¢ hiicre zarindan olugmaktadir. Gram negatif
bakteriler ise gram pozitif bakterilerinden farkli olarak ek bir dis hiicre zarina
sahiptir. Bu dis hiicre zar1 bazen gram negatif bakterilerin hiicre duvarini olusturan
peptidoglikan1 bozabilecek antibiyotiklerden korunmalarina yardimci olabilmek-
tedir (Young, 2011). Antibiyotikler i¢in Okaryot hiicrelerde bulunmayan bu
peptidoglikan yap1 ideal bir hedef olmaktadir. Baz1 antibiyotikler peptidoglikan
molekiillerinin olusumunu, bazilar1 ise bu molekiillerin hiicre duvarini olugturmak
i¢cin molekiillerin birbirine baglanmalarini 6nleyerek hiicrenin yapisal biitlinliiglini
bozmaktadir. Bu da hiicre duvarinin ¢dkmesine veya patlamasina yol agarak
mikroorganizmanin oliimiine neden olabilmektedir (Mahon et al., 2011; Sageman,
2015). Baz1 antibiyotikler ise gram negatif bakterilerin dis hiicre zarmin yapisal

bir bileseni olan lipopolisakkariti hedef alir ve zarin biitiinliigiinii bozarak



hiicrenin 6liimiinii saglarlar (Falagas and Vardakas, 2010). Bir baska antibiyotik
grubu ise bakteriyel hiicrelerin 30S ve 50S ribozomal alt birimlerine baglanarak
(Mahon et al., 2011) veya DNA replikasyon siirecini bozarak (Sageman, 2015)
bakteriostatik, baktersidal etkili olabilir.

Tarihsel siirece bakildiginda, hayvancilikta antibiyotikler terapotikler (yani,
tedaviler), profilaktikler (yani, onleyiciler) ve biiylitme faktorleri olarak ti¢ farkl
amag i¢in kullanilmistir (Johnson, 2011). Yem i¢i antibiyotik kullanim1 hayvancilik
sektorlerinde yillardir yaygin bir sekilde uygulanmigtir. WHO (2012) yiiksek gelirli
iilkelerde tiretilen kilogram et basina kullanilan antibiyotik miktarlar1 arasinda
bliylik farkliliklar oldugunu ve bununla birlikte kiiresel et iiretiminin % 70'ini
kapsadigin1 bildirmistir. Dolayisiyla tarimda antibiyotiklerin terapotik olmayan
amaglar icin yanlis ve asirt kullanimi, insan ve hayvan saglig1 agisindan potansiyel

bir tehdit olusturan antimikrobiyal direncin gelismesine yol agmustir.

2.2 Antimikrobiyal Direng¢

Kanatli kiimes hayvanlar1 endiistrisinde antibiyotikler uzun yillar boyunca
genellikle hasta hayvanlan iyilestirmek igin degil biiyiimeyi hizlandirmak ve
ciftliklerinde yaygin olan kirli, kalabalik kosullar1 telafi etmek i¢in kullanilmistir
(NRDC, 2015). ABF’lerin yem i¢i kullaniminin 6zellikle etlik piliglerde perfor-
manst iyilestirmede, hastaliklara kars1 direnci artirmada, morbidite ve mortaliteyi
azaltmada faydali etkileri gozlenmesine ragmen, bu sekilde kullanimlarinin ciddi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Brenes and Roura, 2010). Her giin diisiik seviyelerde
yem i¢i antibiyotik kullanimin hayvanlarda yok edilmesi zor olan bakterilerin
antimikrobiyal direng¢ (AMD) gelistirmelerine 6nemli 6l¢iide neden olmustur

(Thacker, 2013).

AMD, antimikrobiyal ilaglara (antibiyotikler, antifungallar, antiviraller,
antimalaryaller ve antihelmintikler gibi.) maruz kalan mikroorganizmalarda
(bakteri, mantarlar, viriisler ve parazitler gibi) zaman iginde dogal olarak ve
genellikle genetik degisikliklerle ortaya ¢ikmistir (Anonim, 2018). Esasen,
antibiyotiklerin terapdtik amagla yaygin olarak kullanilmaya baslandig

1940'ardan beri, antibiyotige direngli suslarin goriilme siklig1 artmistir (Sageman,
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2015). Zhao et al. (2010) ise 1980'lerde diinya ¢apinda patojenik bakterilerde ¢coklu
antibiyotiklere diren¢ ortaya ciktigini ve o zamandan beri istikrarli bir sekilde
yayildigini bildirmistir. Bugiin ise AMD diinya capinda biiyiik bir saglik tehdit
haline gelmistir (WHO, 2012). Bu tehdidin en oOnemli nedenleri ise
mikroorganizmalarin yasadiklar1 ¢evreye uyum saglamak igin siirekli degismeleri
(Gong et al., 2014) ve zaman icinde antibiyotiklere karsi dogal olarak sahip
olduklar veya gelistirdikleri birgok direng mekanizmalarindan kaynaklanmaktadir

(Sageman, 2015).

Bu mekanizmalarin en Onemlilerinden biri, bir hiicreden digerine
aktarilabilen DNA parcalar1 olan diren¢ plazmidlerinin iiretilmesi ve bakteriler
arasinda paylasilmasiyla bakteriler, antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmaktadirlar
(Clewell, 2014). Galdiero et al. (2012) tarafindan bildirilen bir bagka mekanizma
ise antibiyotiklerin hiicre igerisine girmelerinin dnlenmesidir. Ozellikle antibiyotik-
lerin, gram negatif bakterilerini 6ldiirebilmesi veya liremelerinin engelleyebilmesi
icin dig hiicre zarlar1 lizerinde bulunan goézeneklerden ge¢cmesi gerekmektedir.
Ancak olast bir gen mutasyonu, hiicre duvarindaki elektrik yiikii veya fiziksel
yapiy1 etkileyerek porinlerin degismesine neden olabilir. Boylece antibiyotigin
hiicre duvarindan girmesi zorlasir ve antibiyotik fonksiyonel olarak aktif olsa dahi
mikroorganizmalar etkilenmeyerek direng gelistirebilirler. Holcomb et al. (2008)
bir hiicrenin AMD kazanmasinin yolunu ise antibiyotigi inaktif hale getiren veya
islevselligini azaltan bir enzimin mikroorganizma tarafindan sentezlenmesiyle
gergeklesebilecegini bildirmistir. Boylece etkisiz hale gelen antibiyotigin hiicre
duvarinin peptidoglikan onciillerine yapismasi onlenir ve dolayisiyla hiicre duvari-

nin biitlinliigii korunarak, mikroorganizma direng kazanir.

Superbug olarak da adlandirilan AMD gelistiren mikroorganizmalar zamanla
cogalip, yayilmaktadir (NRDC, 2015). AMD’nin kiiresel ¢apta yayilmasina birgok
faktor ve endiistri alan1 etki etmektedir. Tarim endiistrisinin de superbug’larin
gelisimi ve yayilmasi iizerinde etkisi yadsinamaz derecede fazladir (Sageman,
2015). Ogzellikle giftlik hayvanlarinda ABF’lerin yem ici siirekli kullanimi
superbug’larin gelisimi artirmigtir. Superbug’lar ¢iftliklerden hava, toprak, su ve
hayvanlarla direkt temas yoluyla veya hayvansal kokenli gida {irtinleriyle insanlara

yayilabilmektedir (NRDC, 2015). Daha sonrasinda ise insandan insana
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gecebilmekte, tedavisi gii, pahali ve tehlikeli enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler (Anonim, 2018). Diger yandan FAO (2016), AMD nedeniyleher
yil yaklasik 700 bin insanin 6ldiigiinii ve bu engellenemezse, 6nlimiizdeki yillarda
10 milyona ylikselebilecegini bildirmistir. AMD bircok agidan endise verici bir
sorundur ve neden oldugu zarar1 en aza indirmek i¢in bir¢ok kurulus ve arastirmaci
¢oziim yolu bulmaya calismaktadir (Inweregbu et al., 2005). Ozellikle
hayvancilikta ABF kullanimi nedeniyle olusan AMD konusundaki artan endiseler
1s181inda son yillarda ¢ok sayida arastirmanin, kiimes hayvanlarinin sagligini ve
performansin1  korumak veya iyilestirmek icin antibiyotiklere alternatiflerin

gelistirilmesine odaklandig1 gorilmiistiir.

2.3 Biiyiitme Faktorii Antibiyotiklere Alternatifler

Hayvancilikta uzun yillardan beri ABF’lerin kullanimi, hayvansal iirtinlerin
ve g¢evrenin antibiyotik kalintilariyla kontaminasyonuna ve zoonotik bakteriyel
patojenlerde AMD’nin yayilmasina neden olmustur (Gong et al., 2014; Yang et
al., 2015). Ozellikle hayvansal kdkenli gida iiriinlerinde artan kiiresel ticaret ile
birlikte, bir iilkeden digerine gida yoluyla direngli patojenlerin uluslararasi
yayilimi, ciddi endiseler olusturmustur (Brenes and Roura, 2010; WHO, 2012).
Kiiresel insan sagligi icin ciddi bir tehdit olan ABF’lerin hayvan beslemede
kullanim1 1980°li yillardan itibaren baz1 Avrupa iilkelerinde (Isve¢ ve Danimarka)
yasaklanmistir (Gong et al., 2014; Upadhaya and Kim, 2017). Daha sonra Avrupa
Birligi (AB) de 1999 yilinda ¢esitli ABF kaynaklarinin (Avoparsin ve
Virginiamisin vb.) ciftlik hayvanlarinda kullanimini kisitlamis (Wierup, 2000;
Mathew et al., 2001) ve 1 Ocak 2006 tarihi itibariyle de tamamen yasaklamigtir
(Yonetmelik 1831/2003/ Avrupa konseyi).

ABF'lerin uzaklastirilmas1 performans problemlerine, yemden yararlan-
manin kotiilesmesine ve subklinik nekrotik enterit gibi bazi hayvan hastaliklarin
insidansinda artisa yol agmistir (Wierup, 2001). AB broyler endiistrisinde ise,
ABF’lerin yasaklanmasiyla eszamanli olarak islak altlik, malabsorbsiyon, ince
bagirsak bakteriyel popiilasyonunda asir1 artma ve yem gecis sendromuna neden
olan ‘Disbakterioz’ olarak adlandirilan hastalifin ortaya ¢ikmasina neden

olmustur (Huyghebaert et al., 2011). Ayrica bu bagirsak sagligi sorunlari,
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antibiyotik icermeyen iiretim sistemlerinde ele alinmasi gereken hayvan refahi
sorunlarina da yol agmistir. Genel olarak, bu durum iiretim verimliligini ekonomik
olarak olumsuz etkilemis ve daha fazla karbon ayak izine neden olmustur
(Cervantes, 2015). Dolayist ile bu sonuglar, bakteriyel direnci ve hayvanlarda
potansiyel yan etkileri indiiklemeyen, benzer antimikrobiyal ve biiylimeyi tesvik
edici etkilere sahip, antibiyotiklere alternatif arayislarina olan ilginin artmasina yol
acmistir (Verstegen and Williams, 2002). Ancak, Gadde et al. (2017) antibiyotik
alternatiflerinin basarili bir sekilde gelistirilmesi (en azindan bir dereceye kadar)
icin ABF'lerin etki mekanizmalariin anlagilmasi gerektigini bildirmistir. Bu
baglamda antibiyotik aracili biiylime artisinin arkasindaki biyolojik siirecleri

aydinlatmak igin ¢esitli fikirler 6nerilmistir.

Gong et al. (2014) bu konuda, ABF’lerin esas olarak sindirim sisteminde
aktif olarak calistigin1 ve ABF kullaniminin enterik bakteriyel patojenleri kontrol
etmedeki etkinliklerine ek olarak, bagirsak mikrobiyotast ve immiin yanit
modiilasyon islevleri gibi 6nemli avantajlar1 oldugunu bildirmistir. Bu nedenle
antibiyotiklere alternatif bir {irliniin birincil islevinin, hayvan bagirsak sagligini
iyilestirmesi olarak beklemektedir. Onerilen bir baska ABF etki mekanizmasi ise,
ideal bir alternatif ABF'nin biiylime ve yem doniisiimii {izerinde olumlu bir etkiye
sahip olmasinin yani sira mikrobiyom ve bagisiklik modiile edici aktivitelere de
sahip olmasi1 gerektigidir (Huyghebaert et al., 2011). Diger bir ABF etkinligi de,
bagirsak mikrobiyotasinin popiilasyonunda veya cesitliliginde bir azalma ile besin
maddeleri i¢in rekabetin ve biliylimeyi etkileyen mikrobiyal metabolitlerin azalmasi

seklinde agiklanmistir (Knarreborg et al., 2004; Gadde et al., 2017).

Uygulanilabilir alternatif bir {iriiniin, ABF etki mekanizmalarina benzerislev
gosterebilmesi i¢in bagirsak pH degerini diislirmek, bagirsak miisinlerini korumak,
faydali bagirsak mikroorganizmalar1 i¢in se¢im yapmak ve patojenleri elimine
etmek, fermantasyonu, kisa zincirli yag asidi liretimini ve humoral bagisiklik
yanitin1 artirmak, besin alimini iyilestirmek gibi farkli etkileri olabilir (Gong etal.,
2014). Nitekim kanatli hayvan {retiminde probiyotikler, prebiyotikler,
sinbiyotikler, organik asitler, enzimler, fitojenikler, ucucu yaglar, nutrasotikler
(bakir ve ¢inko vb.) gibi cesitli alternatif siniflar test edilmistir (Sekil 2.1). Son

yillarda ise hiperimmiin yumurta saris1 antikorlari, antimikrobiyal peptitler,
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bakteriyofajlar ve kil mineralleri gibi yeni alternatiflerin potansiyeli tartisil-
maktadir (Thacker, 2013; Yang et al., 2015; Gadde et al., 2017; Upadhaya and Kim,
2017).
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Sekil 2.1. Kanath iiretiminde kullanilan biiylitme faktorii antibiyotiklere alternatif
siniflar (Gadde et al., 2017’den uyarlanmistir).

ABF kaybinin telefi edilmesi ve artan tamamen antibiyotik kullanilmayan
iiretim sistemlerine olan tiiketici baskisi gibi sebepler, 6zellikle de dogal fitojenik
yem katki maddelerinin kanatli kiimes hayvanlar1 endiistrisinde kullanilmasina

onciiliik etmistir.

2.3.1 Fitojenik yem katki maddeleri

Hayvancilik sektorleri arasinda yetistiriciligi en yogun yapilan kanath kiimes
hayvanlar1 endiistrisindeki 6zellikle besleme, hastalik kontrolii, genetik iyilestirme,
diyet gereksinimlerinin yonetim ve organizasyonu gibi alanlarin gelismesiyle
birlikte, kanatli {irtinlerine artan talebin baskisi ve ortaya cikan patojenlerin
tehdidine ragmen tiim diinyada yillardir 1srarla bliylimektedir (Mirzaei-Aghsaghali,
2012). Dolayistyla bu sektoriin  diisiik maliyetli, kolay bulunabilir, kalinti
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birakmayan, antibiyotik direng tehdidi icermeyen vb. avantajlar1 bulunan 6zellikle
fitojeniklere dayali stirdiiriilebilir terap6tik ve iiretimi destekleyici katkilara ihtiyaci
vardir (Dhama et al., 2015). Fitobiyotikler olarak da adlandirilan fitojenikler hayvan
beslemede ABF’lere alternatif olarak kullanilan ve hayvanlardaki performansi
artirmak i¢in yemlere katilan botanik kokenli dogal biyoaktif bilesiklerdir
(Windisch et al., 2008; Kiczorowska et al., 2017). Fitojenikler biyolojik koken,
formiilasyon, kimyasal tanimlama ve saflik agisindan ¢ok c¢esitli maddeleri
icermelerine ragmen, dort grupta siniflandirilabilirler (Windisch and Kroismayr,
2006): 1) Otlar (¢igekli, odunsu ve kalict olmayan bitkilerden elde edilen iiriinler);
2) botanikler (kokler, yapraklar, aga¢c kabugu, baharatlar vb. gibi bir bitkinin
tamami veya islenmis kisimlari); 3) ugucu yaglar (ugucu bitki bilesiklerinin hidro-
damitilmig ekstraktlari); ve 4) oleoresinler (susuz ¢oziicii bazli ekstraktlar). Bu bitki
tiirevi Uriinler, sentetik antibiyotikler veya inorganik kimyasallardan farkli olarak
kalint1 igermez, dogal ve daha az toksiktirler (Diaz-Sanchez et al., 2015). Birgogu,
FDA tarafindan genel olarak giivenli kabul edilirler (Generally Recognized As
Safe, GRAS) ve bu nedenle yem katki maddesi olarak hayvan beslemede
kullanilabilirler (Hashemi et al., 2008a; Upadhaya and Kim, 2017). Bu yem katk1
maddeleri sinifi, 6zellikle domuz ve kanath kiimes hayvanlarindaki kullanim1 son
zamanlarda artan bir ilgi gérmiistiir. Bu ilginin artmasindaki en 6nemli sebeplerden
biri ise, 2000’11 y1illardan itibaren bu alandaki bilimsel yayimnlarin sayisindaki ciddi

bir artistan kaynaklanmaktadir (Windisch et al., 2008).

Fitojenik yem katki maddelerinin (FYK) antimikrobiyal, antiviral,
antioksidatif, antihelmintik, anti-inflamasyon, antistres, ve nutrigenomik etkileri ile
yem lezzetinde ve bagirsak gelisimi veya saglifinda iyilesme dahil olmak iizere
cesitli islevlere sahip oldugu bir¢ok ¢alismada goriilmiistiir (Hashemi and Davoodi,
2010; Yang et al., 2015). Bu ozelliklerin yanmi sira biiylimeyi uyarici, immiin
modiilatorii, yem alimmi ve endojen enzim sekresyonunu uyardigi ve iiretimi
artirdigr bildirilmektedir (Upadhaya and Kim, 2017. Genel olarak, FYK'lerin
faydali etkileri, antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklerine atfedilir (Gadde et al.,
2017). Ancak, FYK’lerin islevleri altinda yatan mekanizmalar hala biiyiik 6l¢iide
belirsiz olmasina ragmen Onerilen bazi teoriler sunlardir: 1) Gliglii antimikrobiyal
etki araciligiyla patojen bakteri hiicrelerinin glikolipid duvarlarina zarar vererek

patojenlerin inhibisyonu (enfeksiyonu azaltma), bagirsaktaki toplam bakteri
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yiikiiniin azaltilmas1 (hayvanlar i¢in daha fazla enerji ve besin saglamak)
(Iranparast et al., 2014; Yang et al., 2015; Kiczorowska et al., 2017); 2) oksidatif
stresi azaltilmasi ve ¢esitli dokularda antioksidan aktivitesini artirmasi ve bdoylece
hayvan saghigini iyilestirilmesi (Wang et al., 2008; Zhang et al., 2013); 3) immiin
sistemi uyarici etkisiyle ozellikle lenfositlerin, makrofajlarin ve dogal Sldiiriicti
(Natural killer, NK) hiicrelerin aktivitesini gelistirmesi, fagositozu artirmasi veya
interferon sentezini uyarmasi (Frankic et al., 2009; Diaz-Sanchez et al., 2015); 4)
toll benzeri reseptorlerin aktivasyonu, dendritik hiicreler tarafindan luminal
yakalama veya epitel hiicrelerinin uyarilmasit ve mukozada proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmas1 (Kumar et al., 2014); 5) villuslarin uzamasi ve bagirsak
kriptlerinin derinlesmesiyle bagirsagin emici yiizeyinin genislemesi (Kiczorowska
et al., 2017); 6) bagirsak ve pankreatik enzim iiretim ve aktivitesi ile safra akigini
artirmasi ve boylece besin madde sindirilebilirligini iyilestirmesi (Hashemipour et
al., 2013b); 7) mikrobiyal toksinleri (amonyak ve biyojen aminler vb.) azaltan
mikrobiyomu stabilize etmesi (Windisch et al., 2008); 8) Lactobacilli ve
Bifidobacteria gibi yararli bakterilerin ¢ogalimini desteklemesi (Diaz-Sanchez et

al., 2015) gibi etkiler FYK’ler i¢in 6nerilen mekanizmalar arasindadir.

FYK’lerin bahsedilen biyolojik veya terapdtik aktiviteleri, fitojeniklerin
yapisinda bulunan bitki kimyasallar1 (primer ve sekonder bilesikler) ile yakindan
iligkilidir (Hashemi and Davoodi, 2010). Birincil bilesikler, ana besin maddeleri
(protein, yag ve karbonhidratlar) olarak kabul edilirken, ikincil bilesikler ise
alkaloidler (alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, eterler, laktonlar vb.), bitterler,
flavonoidler, glikozitler, miisilaj, saponinler, tanenler, fenolikler, polifenoller,
terpenoidler (monoand seskiterpenler, steroidler), polipeptit, timol, sineol,linalool,
anethole, allisin, kapsaisin, alillisotiyosiyanat ve piperin gibi bir¢ok farkli biyoaktif
bilesenlerdir (Diaz-Sanchez et al., 2015; Kiczorowska et al., 2017; Upadhaya and
Kim, 2017). FYK'lerin biyoaktif bilesimlerinde, biyolojik faktorler (bitki tiirleri,
kisimlari, yas1 yetisme yeri ve hasat kosullar), isleme teknikleri (ekstraksiyon,
damitma ve stabilizasyon), saklama kosullart (1s1k, sicaklik, oksijen gerilimi ve
zaman) iklim ve cografi kosullar nedeniyle bir¢ok varyasyon vardir (Huyghebaert
etal., 2011). Bu nedenle, bitki ve bitki ekstraktlarindan beklenen etkiler de ¢esitlilik
goriilmektedir. Dolayisiyla fitojenik bilesiklerin  diyetlere uygulanmalarini

kolaylagtirmak i¢in hayvanlar iizerindeki spesifik etkilerinin tek tek incelenmesi
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kritik O6nem tagimaktadir (Yang et al, 2015).Diger yandan ugucu yaglar
antimikrobiyal ve biliylime destekleyici 6zellikleri nedeniyle fitojenikler arasinda

en fazla ilgi géren ana gruptur.

2.3.2 Bitki sekonder metabolitleri

2.3.2.1 Ucucu yaglar

Hayvanciligin esasi, ¢iftlik hayvanlarinin performans verimlerini artirmak ve
kaliteli hayvansal {iriinleri elde etmektir. Ancak bu sadece, ¢iftlik hayvanlarini
saglikli tutma cabasiyla elde edilebilir (Franki€ et al., 2009). Bu agidan ugucu yaglar
ekstrakte edildikleri ham maddeye kiyasla ¢cok daha fazla biyolojik aktiviteye sahip
olduklari i¢in son yirmi yildir hayvan beslenmede biiyiik bir ilgi gérmiistiir. Eterik
yaglar olarak da adlandirilan ugucu yaglar cicekler, tomurcuklar, tohumlar,
yapraklar, dallar, aga¢ kabugu, otlar, meyveler ve kokler gibi tiim bitki organlari
tarafindan sentezlenebilirler. Ayrica salgi hiicrelerinde, bosluklarda, kanallarda,
epidermik hiicrelerde veya glandiiler trikomlarda depolanan sekonder bitki
metabolitleridirler (Bakkali et al., 2008). Ucucu yaglar ekstraksiyon gibi cesitli
yontemlerle aromatik bitkilerden ekstrakte edilebilmelerine ragmen o6zellikle su
buhar1 damitma (distilasyon) teknigi en yaygin kullanilan yontemdir (Gopi et al.,
2014). Siv1, ugucu, berrak ve nadiren renklidirler. Genellikle sudan daha diisiik

yogunluktaki organik ¢oziiciilerde veya yagda ¢oziiniirler (Bakkali et al., 2008).

Ugucu yaglar ayn1 zamanda fenoller (anethol, timol, 6jenol, karvakrol,
chavicol, vb.), terpenler (monoterpenler ve seskiterpenler vb.), alkoller (borneol,
izopulegol, lavanduol, a-terpineol, nerolidol, santalol, a-santalol, vb.), aldehitler
(sitral, myrtenal, cuminaldehyde, sitronellal, sinnamaldehyde, benzaldehyde, vb.),
ketonlar (carvone, menthone, pulegone, fenchone, camphor, thujone, verbenone,
vb.); esterler (bomil asetat, linalil asetat, sitronelil asetat, geranil asetat, vb.);
oksitler: (1,8-sineol, bisabolon oksit, linalol oksit, sklareol oksit, vb.), lektinler,
polipeptitler veya poliasetilenler gibi bir ¢ok sekonder metabolitin karigimidirlar
(Bakkali et al., 2008; Thacker, 2013; Adaszynska-Skwirzynska and Szczerbinska,

2017). Bu aktif ikincil bitki metabolitlerinin gogunun izopren tiirevleri, flavonoidler
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ve glukosinolat siniflarina ait oldugu ve bu bilesiklerin biiyiik bir kisminin

antibiyotik benzeri islev gordiigi ileri stiriilmiistiir (Kumar et al., 2014).

Ugucu yaglar, nispeten yeni bir yem katki maddesi sinifidir ve etki bigimleri
ile uygulama yonleri hakkindaki bilgiler hala olduk¢a yetersizdir (Zeng et al.,
2015a). Birgok ugucu yag birden fazla aktif bilesen igerir ve bu bilesenler
oncelikle bitkileri, boceklerin ve bakterilerin neden oldugu hasarlardan korumak
icin kullanilir (Diaz- Sanchez et al., 2015). Literatiirlerde ugucu yaglarin
antimikrobiyal 6zellikleri yaygin olarak bildirilmistir (Dorman and Deans, 2000;
Cristani et al., 2007; Yitbarek, 2015). Biiylik ¢cogunlugunun antibakteriyel etki
gosterme mekanizmasi, bakteriyel hiicre duvari yapisinda hareket ederek,
proteinleri denatiire etme ve pihtilastirma seklindedir. Ugucu yaglar, sitoplazmik
zarin hidrojen (H") ve potasyum (K") iyon gegirgenligini degistirir. Bu degisiklik,
elektron taginmasi, protein translokasyonu, oksidatif fosforilasyon ve diger enzime
bagli reaksiyonlar gibi temel hiicresel slireglerin bozulmasina yol acarak,
kemiozmotik kontroliin kaybina ve sonu¢ olarak bakteri Oliimiine yol agar
(Dorman and Deans, 2000). Ozellikle gram pozitif bakterilerin sitoplazmik zarmin
bozulmasi, zarlarda biriken ugucu yaglarin lipofilik yapisindan kaynaklanmaktadir.
Ugucu yaglarin gram negatif bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkileri ise
nispeten daha azdir. Ancak ugucu yaglar gram negatif bakterilerinin dis
membranlarindaki gdzeneklerden gecerek hiicrenin 6liimiine neden olabilirler

(Dorman and Deans, 2000; Burt 2004).

Kumar et al. (2014) de bir baska antibakteriyel etkinin, patojen bakterilerin
besin madde emiliminin inhibisyonu, enzimatik inhibisyon, bakteriyel hiicreler
tarafindan DNA, RNA ve protein sentezlerinin baskilanmasi ile ilgili olabilecegini
bildirmistir. Bunun yani sira ugucu yaglarin yem tiiketim aktivasyonu, sindirim
sekresyonlarinin salgilanmasi, bagisiklik uyarimi, antioksidan, koksidiyostatik,
antihelmintik, antiviral, anti-inflamatuar aktivite gastrointestinal sistemin
morfolojik ve histolojik modifikasyonlar1 gibi 6zellikleri de vardir (Kumar et al.,
2014). Ugucu yaglarin etki mekanizmalar1 bircok faktérden (ekstraksiyon
yontemi, cografi koken, bitki genotipi, hasat mevsimi ve saklama kosullari)
etkilendigi gibi temelde ugucu yagin kimyasal bilesenlerine dayanmaktadir (Diaz-

Sanchez et al., 2015). Bu nedenle ug¢ucu yaglarin hayvanlar {izerindeki etkinlikleri
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farklilik gostermektedir. Asagida ise Ozellikle ¢alismanin ana faktorii olan rezene

(Foeniculum vulgare Mill.) ugucu yag1 hakkinda detayli bilgiler verilecektir.

2.3.2.2 Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) ucucu yagi

Glinlimiizde ¢ok sayidaki modern ilag bilesiminin biiyiik bir kismi, bitkisel
kokenli kaynaklardan olusmaktadir (Kaur and Arora, 2009). Nitekim Kooti et al.
(2015) diinya ¢apinda 422.000 cicekli bitkinin 5000’den fazlasinin tibbi amaglar
icin kullanildigin1 bildirmistir. Geleneksel tibba ve bitkisel ilaglara artan ilgiyle
beraber bir¢ok tibbi ve aromatik bitkinin tamamlayic1 veya alternatif tipta direkt
essssseeseeeeeeesssssssssn  Olarak  kullanimi  son  20-25  yilda
dramatik bir sekilde artmistir (Jamshidi
et al.,, 2012). Bu bitkiler arasinda ilag,

Rezenenin Siiflandirilmasi

Alem: Plantae,

Sube: Tracheophyta, gida, kozmetik ve eczacilik alaninda

Alt Sube: Spermatophytina, kullanmilan ve en eski  baharat

Smif: Magnoliopsida, bitkilerinden olan rezene (Foeniculum

Takim: Apiales, vulgare Mill), ekonomik 6nemi ve ilag

Aile: Apiaceae, endiistrisinde genis kullanimi1 nedeniyle

Cins: Foeniculum, diinyanin en biiyiik ¢apli  sifali

Tiir: vulgare bitkilerinden biridir (Ruberto et al.,

Botanik adu: Fl\o/[‘{ﬁiculum vulgare 2000). Diger yandan Badgujar et al.
ill.

(2014), geleneksel kullanimlara ve
-

Sekil 2.2. Foeniculum vulgare Mill. bilimsel degerlendirmelere dayanan

taksonomisi. bulgulara gore Foeniculum vulgare’nin
en yaygin kullanilan aromatik bitki olmaya devam ettigini bildirmistir. Rezene
Avrupa, Akdeniz ve Asya’nin bir¢cok yerinde yogun olarak yetistirilen Apiaceae
(Umbelliferae) familyasina (Sekil 2.2) ait tek, iki veya ¢ok yillik aromatik,
yenilebilir bir bitki tiirlidiir (Diao et al., 2014; Abd el-Hack et al., 2020). Sekil 2.3’te
goriildiigli gibi rezene i¢i bos govdelerle 2-2.5 m ylikseklige kadar biiyiiye-
bilmektedir. Dik ve silindirik, parlak yesil ve cilali gériinecek kadar piirtizsiiz, cok
sayida dalli yapraklar 40 cm’e kadar uzayabilmektedir. Bunlar yaklasik 0.5 mm
genisliginde, lif seklinde (iplik benzeri) nihai segmentler ile ince bir sekilde
kesilirler. Cigekler kiigiik parlak altin saris1 rengindedir ve 13-20 1s1n ¢izgisi (1-6

cm uzunlugunda) arasinda, diiz u¢lu genis semsiye seklinde tiretilirler. Meyveler 4-
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10 mm uzunlugunda ve 1.5-2.0 mm genisliginde dikdortgen, oval ve uzun olup,
kaburgalar1 kuvvetlidir. Rezene tohumlar1 ise yesilimsi sar1 renkli, dar, uzun,
silindirik, hafif kavisli gértintimliidiir ve boyutlar bitki bliylimesine gore degisiklik
gostermektedir (Rather et al., 2012; Kooti et al., 2015; Rani and Das, 2016; Anka
et al., 2020).

Sekil 2.3. Foeniculum vulgare Mill. dogal habitatinda (a); kok (b); cicek salkimi ve
cicekler (c); yapraklar (d); meyveler (e); tohum (f) (Badgujar et al.,
2014’ten revize edilmistir).

Rezenenin kok, yaprak, meyve ve tohum gibi tiim kisimlar1 aromatiktir ve
diinyanin bir¢ok mutfak geleneklerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Rani and
Das, 2016). Ozellikle rezene tohumu &nemli bir ticaret kalemidir (Badgujar et al.,
2014). Nitekim rezene tohumu % 6.3 nem, % 9.5 protein, % 10 yag, % 13.4 mineral,
% 18.5 lif ve % 42.3 karbonhidrat icermektedir (Rather et al., 2012). Rezene
tohumu anason aromali bir baharattir ve unlu mamullerde, et ve balik yemeklerinde,
dondurmada, alkollii i¢eceklerde, bitki karisimlarinda, garnitiirlerde, salatalarda,

makarnalarda, sebze yemeklerinde hem ¢ig hem de pismis olarak Akdeniz, Hint
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Yarimmadasi ve Orta Dogu’daki bir¢ok mutfak kiiltiiriinde miikemmel bir tatlandirici
olarak yer alir (Anka et al., 2020). Rezene 0ziine ait bu karakteristik anason kokusu
ise rezenenin ugucu yagindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte rezene kisimlari
lizerinde yapilan fitokimyasal arastirmalarda; ugucu bilesenler, flavonoidler,
fenolik bilesenler, yag asitleri ve hidrokarbonlar gibi ¢ok sayida diger degerli ikincil
metabolitin biiylik ¢ogunlugunun, rezene tohumu ugucu yagi’nda (RUY) oldugu
bildirilmistir (Badgujar et al., 2014). RUY un en 6nemli ana biyoaktif bileseni ise,
tath otsu bir kokuya (anason) ve tatli bir tada sahip olan trans-anethole’diir
(Acimovic et al.,, 2015). Trans-anethole’in nispi konsantrasyonu rezene
kisimlarina, cografi kokenine ve yag ekstraksiyon yontemine gore degismekle
birlikte genellikle % 35-82 araligindadir (Raal et al., 2012). Trans-anethole’lin
ardindan diger 6nemli ana biyoaktif bilesenler ise limonen, fenchone, estragol ve

p-anisaldehyde olup, bilesenlere ait molekiiler yapilar Sekil 2.4°te gosterilmektedir.

H;CO \— \ / n\

Trans-ancthole P-anisaldehyde

i . f}
—
i
CH,
Fenchone Limonen Estragol

Sekil 2.4. Rezene ugucu yaginin ana biyoaktif bilesenlerinin molekiiler yapisi
(Badgujar et al., 2014’ten uyarlanmistir).
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Cizelge 2.1. Rezene ugucu yaginin farkli biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri ile
organizmadaki olasi etki mekanizmalari

Biyolojik ve
farmakolojik
aktiviteler

Organizmadaki olas1 etki mekanizmalari

RUY hidrofobiklik dogas1 nedeniyle bakteri hiicre zarinda
birikir ve elektrolit sizmtiyr (K" ve Na") artirarak hiicre zari
Antibakteriyel gecirgenligi ve biitiinligiinde degisikliklere yol agar. Boylece

aktivite hiicre igeriginin (protein, niikleik asit ve indirgeyici sekerler vd.)
kaybina neden olarak hiicrenin éliimiine sebep olur (Diao et al.,
2014).

Antioksidan Flayono@ ve feno.hk bilesen u;erigl nedeniyle §erbest
aktivite radikallerin  detoksifikasyonunu saglayarak organizmay1
v oksidatif stres hasarindan korumaktadir (Shahat et al., 2011).

Dopamin, siit lireten hormon olan prolaktinin salgilanmasini
inhibe eder. RUY un ana ugucu bileseni trans-anethole’iin
Galaktojenik d?pamir%e olan yaphlsall benzerligi nedeniyle u¥g1.1n resepté.Sr
Aktivite bolgelerinde dopamin ile rekabet ederek, dopaminin prolaktin
tizerindeki antisekretuar etkisini inhibe edebilir ve boylece siit
salgilanmasini artirabilir (Albert-Puleo, 1980; Badgujar et al.,
2014).
= . Trans-anethole aktif Ostrojenik ajan olarak, menstriiasyonu
Ostrojenik . -
aktivite tesvik etmekte ve dogumu kolaylastirmaktadir (Albert-Puleo,
1980; Badgujar et al., 2014).
. Trans-anethole’iin, tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-)
Antikanser . .. C .. .. R
.. aktivasyonu tizerindeki inhibe edici etkisi, anti-anjiojenik,
aktivite . e . .
apoptotik ve antitiimor etkiler (Kooti et al., 2015).
Hepato Serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
p (ALT), alkalin fosfataz (ALP) ve bilirubin seviyelerinin ve
koruyucu i o . o
aktivite fibroziste TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin azalmasini
A%

saglar (Kooti et al., 2015).

Anti-kolitik Bagirsak diiz kaslarinin hareketliligini diizenleyerek, bagirsak
aktivite gazini azaltmaktadir (Badgujar et al., 2014).

Rezenenin mutfak baharati olarak kullaniminin yani sira tamamlayict ve
alternatif tip alaninda da bitkisel ila¢ olarak degerlendirilmesi uzun bir ge¢mise

sahiptir. Ozellikle RUY un antimikrobiyal aktivitesi bircok bilim adami tarafindan
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trans-anethole dayandirilmaktadir (Kubo et al., 2008; Shahat et al., 2011;
Ghasemian et al., 2020). Bunun disinda yapisindaki fitokimyasallarin bilesimine
bagli olarak antibakteriyel, antioksidan, galaktojenik, Ostrojenik, antikanser,
antitiimor, apoptotik, hepatokoruyucu ve antikolitik gibi farkli biyolojik ve
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

RUY’un ayrica antiviral, antililser, anti-infalamatuar, antidiyabetik,
analjezik kardiyovaskiiler, diiiretik, sitoprotektif, hipoglisemik ve antialerjik gibi
etkileri bulunmaktadir (Rather et al., 2012; Badgujar et al., 2014; Diao et al.,2014;
Rani and Das, 2016) Fakat en onemlisi ¢oklu antibiyotige direncli bakterileri
kontrol etmek i¢in kullanilabilecegidir (Jazani et al., 2009). Ayrica hiicrelerdeki
molekiiler hedeflere miidahale eden anason aldehit bakimindan zengin oldugu
bildirilmistir (Ghasemian et al., 2020). Fakat RUY un antimikrobiyal 6zellikleri
incelenmis olsa da etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler hala smirhdir.
Dolayisiyla bu calismada, literatiirlerden farkli olarak RUY’un antibakteriyel
0zelligi baz alinarak kanatli hayvanlarin beslenmesinde énemli bir, alternatif ABF
olabilecegi ve geleneksel beslemenin disina ¢ikarak beslemenin genom bazl

performans ve saglik lizerine etkinliginin incelenmesi hedeflenmistir.
2.4 Fitojenik Yem Katki Maddelerinin Performans Uzerine Etkileri

Fitojenik (bitki ekstraktlari, ugucu yaglar, biyoaktif maddeler ve oleoresinler
vd.) yem katki maddeleri (FYK), cok yonlii biyolojik aktiviteleri gdz Oniine
alindiginda kanatli kiimes hayvanlarimin beslenmesinde biiylimeyi tesvik edici
olarak kullanilabilirler. FYK’ler kanathi kiimes hayvanlarinin diyetlerine dahil
edildiklerinde stres ve mikrobiyal aktivite ile miicadele ederek metabolizmay1
etkilemektir (Dhama et al., 2015). Bir¢ok ¢alisma FYK’lerin etlik pili¢lerin canli
agirlik kazanglar1 (CAK) tizerindeki olumlu ektilerini bildirmistir (Jamroz et al.,
2003; Algigek et al., 2004; Hernandez et al., 2004; Cabuk et al., 2006; Aji et al.,
2011; Hashemipour et al., 2013b, Khattack et al., 2014; Kim et al., 2016). Nitekim
kanath kiimes hayvanlarinin CAK’lar1 iizerindeki bu olumlu etkiyi anlamak icin
cesitli stratejiler 6ne siiriilmiistiir. Windisch et al. (2008) FYK’lerin etki seklini
Eckel et al. (1992) ile Roth and Kirchgessner (1998) tarafindan yapilan

incelemeye dayandirarak, yem hijyenini stabilize etmelerinin yani sira, potansiyel
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patojenleri  kontrol ederek gastrointestinal mikrobiyota ekosistemini ve
bagirsaklarindaki 6biyozisi olumlu yonde etkilediklerini bildirmistir. Dolayisiyla
daha stabil bir bagirsak sagligi sayesinde hayvanlar, mikrobiyal toksinlere,
amonyak ile biyojen aminler gibi diger istenmeyen mikrobiyal metabolitlere ve
besin madde rekabetine daha az maruz kalmaktadir. Boylece FYK’ler, konake1
bagisiklik sistemini gliclendirerek ve besinlerin emilimi i¢in gerekli bagirsak
kullanilabilirligini artirarak hayvanlarin daha fazla canli agirlik kazanmalarina

yardimet olurlar.

Platel and Srinivasan (2004) ise bagirsak fonksiyonundaki iyilesmeyi esas
olarak FYK’lerin sindirim enzimleri, safra ve mukus gibi sindirim sekresyonlar1
iizerindeki olas1 uyarici etkisine dayandirmaktadir. Benzer sekilde Khan et al.
(2012) de iyilesen performansi, lipaz, amilaz, tripsin ve kimotripsin gibi sindirim
enzimlerinin artan salgilar1 sonucu, besin maddelerinin karacigerde daha fazla
degerlendirilmesiyle iliskilendirmistir. Ayrica 6zellikle ugucu yaglar hidroklorik
asit ve pepsin sekresyonunu artirarak protein sindirimini (Gopi et al., 2014), safra
tuzlari, pankreatik ve bagirsak lipazi iiretimini artirarak ise yaglarin sindire-
bilirligini modiile ederek performasi iyilestirebilirler (Karaskova et al., 2015).
Diger yandan wugucu yaglarin yem tiiketimi {izerindeki wuyarict etkileri,
muhtemelen artan tat ve kokudan kaynaklanan diyet lezzetliliginin iyilesmesi veya
diger yem hammaddelerinin hos olmayan tatlarinin  bastirilmasindan
kaynaklanmaktadir (Frankic et al., 2009). Ancak etlik pili¢ler kokuya kars1 hassas
olmadiklart i¢in bu etki tiikiiriiglin ve mide sivilarinin salgilanmasini uyaran
yemin istah acicit Ozelliklerinden kaynaklanabilir. Sonu¢ olarak da artan yem

tilketime bagli olarak canli agirlik artisini iyilestirebilirler (Yitbarek et al., 2015).

Gastrointestinal sistem sadece besin maddelerinin emiliminin ana bolgesi
degil, ayn1 zamanda bir¢ok sinir ve reseptdrii olan kemosensor sistemin anayeridir
(Furness et al., 2013). Son zamanlarda yapilan bir¢ok caligma tat, kalsiyum
algilama ve lipid reseptdrleri gibi reseptorlerin bagirsakta da belirgin oldugunu
gostermistir (Murphy et al., 2006). Bagirsak epitelyumu, besin tasiyici proteinler ile
emici epitel hiicrelerinin yaklasik % 90'ma ve enteroendokrin hiicrelerine sahiptir.
Besin tasiyicilar, hem besin maddelerinin bagirsak liimeninden hiicreye taginmasi
icin firca kenar membraninda, hem de besinlerin kan dolagimina veya disina

taginmasi i¢in bazolateral membranda yer alirlar (Weintraut et al., 2016). Hundal
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and Taylor (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada besin tasiyicilarinin ayni
zamanda liimen i¢indeki besin maddelerinin alicilar olarak tespit edilmesinde
katkida bulundugunu bildirmislerdir. Dolayis1 ile amino asitler, peptitler, sekerler,
yag asitleri, mineraller ve vitaminler gibi besin maddeleri bagirsak kemosensorleri
tarafindan saptanabilirler (Yang et al., 2015). Nitekim FYK’lerin ileal mukozanin
gen ekspresyon profilini diizenleyebildikleri bildirilmistir. (Kim et al., 2013a;
2013b). Bu baglamda FYK’ler, besin tasiyic1 genlerin eskpresyonlarini artirarak
daha fazla besin maddesinin emilimi saglayabilirler ve bdylece performans

verimini artirabilirler.
2.5 Fitojenik Yem Katki Maddelerinin Immiin Sistem Uzerine Etkileri

Immiinomodiilasyon, bagisiklik sisteminin farmakolojik yollarla manipiilas-
yonudur (Dalloul and Lillehoj, 2005). Beslenme immiinomodiilasyonu ise,
amaclanan bir hedefe ulasmak ve bagisiklik fonksiyonunun bir yoniinii degistirmek
icin spesifik diyet besinlerinin kullanimi olarak tanimlanabilir. Bir¢ok besin
maddesi bagisiklik sistemini modiile edebilir. Kanatli kiimes hayvanlarinin
bagisiklik sistemi son derece karmasiktir ve ¢ok faktorlii yapidadir. Bu nedenle,
beslenme immiinomodiilasyonundan tam olarak yararlanabilmek igin kanatl
kiimes hayvanlarin bagisiklik sisteminin nasil ¢alistiginin anlagilmasi gerekmek-
tedir (Korver, 2012). Bagisiklik sisteminin temel islevi, viicuda giren yabanci
maddeleri tanimak ve yabanci maddeleri nétralize etmek veya ortadan kaldirmak
i¢in uygun fizyolojik tepkileri baglatmak ve yonetmektir (Hashemi and Davoodi
2012). Bunu yapabilmesi i¢in kanatli hayvanlarin bagisiklik sisteminin dogustan
gelen ve edinilmis bagisiklik olmak iizere iki ana bileseni vardir (Korver, 2012).
Dogustan gelen bagisiklik sistemi patojen mikroorganizmalara karsi olusturulan
antijene spesifik olmayan ilk savunma mekanizmasidir. Patojen istilasina karsi
dogustan gelen makrofajlar gibi lokositler sitokinleri agiga ¢ikararak patojenleri
taninmalarin1 saglarlar. Boylece immun yanit1 baslatir ve inflamatuar reaksiyona
yol agar (Akira et al., 2006). Kanatl hayvanlarda deri ve mukoz membranlar gibi
viicudu patojenlere karsi koruyan bariyerler mevcuttur. Eger patojenler, bu epitel
bariyerden geg¢meyi basarirlarsa toll benzeri reseptorler (Toll-Like Reseptorler,
TLR) ve patern tanima reseptorleri araciligiyla dogustan gelen bagisiklik sisteminin
hiicreleri (notrofil ve makrofajlar) tarafindan taninir, igerilerine alinir (fagositoz) ve

parcalanirlar (Kogut and Klasing, 2009).
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Dogustan gelen bagisiklik sistemi, patojeni ortadan kaldiramiyor ise ve
patojen sayilar1 bir antijen esigine ulasirsa, edinilen bagisiklik yaniti aktive olur
(Murphy et al., 2007). Edinilmis bagisiklik, antijenlerin ortaya ¢ikmasiyla baslatilan
spesifik bir bagisiklik sistemi siirecidir. Patojenler ve eksojen uyaranlar antikor
iireten B hiicreleri ve spesifik istilact patojenleri aktif olarak 6ldiiren sitotoksik T
hiicreleri tarafindan tanimlanir ve ortadan kaldirilirlar (Korver, 2012; Huang and
Lee, 2018). Ayrica bu hiicreler, patojenlerle karsilastiklarinda lenfokinler ve
sitokinler (interlokinler ve interferon) gibi bir dizi iletisim molekiilii salgilar ve bu
faktorler daha sonra bagisiklik yanitin1 detaylandirarak hiicreleri belirli patojene
yonlendirirler (Abbas et al., 2007). immiin yanitlart modiile eden iki ana yol bulun-
maktadir. Bunlardan birincisi gen ekspresyonlarinin diizenlenmesinde (Yang etal.,
2003) hiicre i¢i iletisim ve hiicre dis1 uyarilarin artirilmasinda (Liu et al., 2014a)
ve sonuc¢ta uygun biyokimyasal ve fizyolojik hiicresel cevabin olusturulmasinda
aracilik yapan aktive edilen protein kinaz’dir (Mitogen Activated Protein Kinase,
MAPK). Bir digeri de niikleer faktor kappa B’dir (Nuclear Factor kappa B, NF-«xB).
NF-«B inflamatuar siire¢ sirasinda transkripsiyon faktorii olarak ¢ok énemli birrol
oynar. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve bakteriyel lipopolisakkaritler (LPS) dahil
cesitli indiikleyiciler tarafindan aktivasyonundan sonra, NF-«kB sitoplazmadan
cekirdege tasinir ve inflamasyon, apoptoz ve hiicre proliferasyonunda rol oynayan
sitokinler, kemokinler, adezyon molekiilleri veya enzimler dahil ¢ok cesitli
proinflamatuar proteinlerin sentezini gerceklestirir (Yang et al., 2015). Bu MAPK
ve NF-«kB sinyal yolaklar ile FYK’ler 6zellikle de ugucu yaglar arasinda ¢esitli

iligkiler mevcuttur.

Herhangi bir stres durumunda tiretilen ROT’lar, LPS’ler, mitojenler veya
toksinler bagirsak hiicrelerinde biiyiik hasara neden olabilirler. Daha sonra
inflamasyonu ve immiin yaniti indiikleyerek NF-xB sinyallenmesinin aktivas-
yonunu ve ardindan da daha fazla proinflamatuar sitokinlerin interlokin-1 (IL-1),
IL-6, IL-8, IL-15, IL-18, interferon-gamma (IFN-y), timdr nekrozis faktor-alfa
(TNF-a), ve kemokinlerin ekspresyonuna neden olabilirler. Dolayisiyla iiretim
verimliliginin diismesine neden olurlar. Nitekim Eimeria spp. ile enfekte olmus ve
14.4 mg/kg sinnamaldehid ilave edilmis diyetle beslenen etlik piliclerde pro-
inflamatuar sitokinlerin IL-1pB, IL-6, IL-15 ve IFN-y'nin mRNA ekspresyonunu
arttirdigr  bildirilmistir (Lee et al., 2011). Sitokinler, hiicrenin birbirleriyle
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iletisimini saglayan bir bagka degisle hiicreler arasinda mediator olarak davranan
antikor olmayan proteinlerin veya peptidlerin olusturdugu bir gruptur (Yula,
2016). Genellikle immiin yanitta ihtiya¢ duyuldugunda ve 6zellikle enfeksiyon ve
inflamasyon hastaliklarinda salinirlar, depo edilmezler. Hem dogal hem de
edinilmis bagisiklik yanita dahil olan sitokinler, patojen varliginda T hiicreleri veya
makrofaj gibi bagisiklik sistemi hiicrelerine sinyal ileterek enfeksiyon bdlgesine
gitmelerini saglarlar. Hiicreler arasindaki sinyalizasyonlar1 olduk¢a degiskendir.
Kimi zaman koruyucu kimi zamanda hasar verici tepkilere neden olabilirler (Yula,
2016). Diger yandan FYK’lerin 6zellikle ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerine
bagli olarak patojen bakterilere veya toksik metabolitlerine daha az maruz
kalinmasi, bagirsakta bagisiklik savunma aktivitesine daha az ihtiya¢ duyulmasina
neden olabilir (Zeng et al., 2015a). Benzer sekilde FYK’lerin antinmikrobiyal
etkileri, inflamatuar yanit aktivasyonunu ve dolayistyla bununla iligkili bilylimeyi
baskilayan etkileri azaltabilir (Korver, 2012). Domuz yavrularinin diyetlerine
narenciye kabugu, kekik ve anason (40 mg/kg) ucucu yag karisimi ilavesinin NF-
kB ve TNF-a gen ekspresyonunu azaltarak anti-inflamatuar etki gelistirdigi
saptanmustir (Kroismayr et al., 2008). n vitro yapilan bir baska calismada ise
targindaki baslica biyoaktif bilesen olan sinnamaldehidin ve Cinnamomum cassia
yaginin LPS ile aktive olan J774A.1 hiicrelerinde IL-1p, IL-6 ve TNF-a dahil olmak
tizere proinflamatuar sitokinlerin mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi, anti-
inflamatuar sitokin IL-10’nun ise ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Pannee et

al., 2014).

Dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik sistemlerinin karsilikli yanitlar
arasida bir denge s6z konusudur (Huang and Lee, 2018). Monogastrikhayvanlarda
E. coli veya Salmonella spp. gibi hiicre i¢i patojenlerle karsilasildiginda dogustan
gelen immiin yanitlar gerekirken, edinilmis immiin yanitlar Staphyloccus aureus,
Listeria monocytogenes veya helmintler gibi hiicre dis1 patojenlerle savagsmak i¢in
gerekmektedir. (Anderson and Fritsche, 2002). Bu nedenle, edinilmis bagisiklik
sisteminin islevini artirmak, hayvanlar1 dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan
en 1yi sekilde taninan ve yok edilen patojenlere yatkin hale getirebilir ve bunun tersi
de gerceklesebilir (Korver, 2012). Bu iki sistem siirekli dengede tutulmalidir.
Dolayisiyla kanatli hayvanlarin beslenmesinde immiinomodiilatér olarak kulla-

nilacak FYK’lerin performans iizerindeki etkilerinin arastirilmast ve immiino-
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modiilasyon iglevlerinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla in vivo ¢alisma yapilmasina

ihtiyac vardir.
2.6 Fitojenik Yem Katki Maddelerinin Bagirsak Saghgi Uzerine Etkileri

Bagirsak sagligi, kiimes hayvanlarinin iiretiminde optimum performans ve
karlilik i¢in bir 6n kosuldur (Yitbarek et al., 2015). Bagirsaklar besin, elektrolit ve
suyun emilimi, miisin ve immiinobulinlerin salgilanmasi, zararli antijenlere ve
patojenlere karsi secici bariyer korumasi gibi ¢esitli islevler sergiler (Lalles et al.,
2004; Yang et al., 2015). Bunun yani sira son yillarda organ (bagirsak) biitiinliigii
ve viicut savunmasinda da aktif bir rol oynadiklar1 ortaya ¢ikmistir (Pitman and
Blumberg, 2000) Genis bir emilim ylizey alanina sahip olan bagirsaklarin mukoza
tabakas1 viriisler, bakteriler, mantarlar, toksinler veya ROT’lar gibi faktorler
araciligiyla tahrip edilerek bagirsak sagligi bozulabilir. Inflamasyon meydana
geldiginde ise viicut reaksiyonu, proinflamatuar sitokin ve kemokinleri
salgilayarak hasarli dokularin hizlandirilmis yenilenmesi seklinde gerceklesir
(Huang and Lee, 2018). Bu siire¢ karmasiktir ve enfeksiyon bolgesine uzak
bagisiklik hiicrelerinin toplanmasi icin ek enerji gerektirir. Boylelikle viicut
metabolik hizi (ates) artirarak, yem alimini azaltir (Korver, 2012). Bu nedenleasiri
inflamasyonunun hafifletilmesi veya Onlenmesiyle bagirsak sagligi korunarak
kanatli hayvan iiretimine fayda saglanabilir. Inflamasyonun azalmasiyla da protein
iiretimi, bagisiklik modiilatrlerinin aksine biiyliimeye tahsis edilebilir (Steiner,
2006). Bir baska deyisle kanatli hayvanlarin beslenmesinde FYK’lerin kullanimi,
bagirsak bozukluklarini 6nlemede katkida bulunabilir. Nitekim FYK’lerin
mikrobiyal basinci azaltarak, bagirsak sagligini stabilize edebildikleri bildirilmistir

(Windisch et al., 2008; Peric et al., 2010).

Bakteriyel hastaliklar kanatli kiimes hayvani liretiminde hala ciddi bir sorun
teskil etmektedir (Adaszynska-Skwirzynska and Szczerbinska, 2017). Clostridium
perfringens, Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Eimeria
spp. vb. mikrobiyal kaynakli hastaliklar uzun yillardan beri endise olustur-
maktadirlar. Nitekim ABF’lerin kullanilmadig1 bir besleme programinda kanatl
hayvanlar bakteri enfeksiyonlarin1 6nlemek i¢in kendi bagisiklik sistemlerine daha

fazla bagimli kalmaktadirlar (Korver, 2012). Ancak yogun yetistiricilik altinda
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sinirli alanda daha fazla hayvan birbiriyle temas etmesi ve hayvanlarin birgok
spesifik hastalik yapici etkenlere maruz kalmalari s6z konusu oldugunda bu
etkenlere karst savasmada hayvanlarin sadece kendi bagisiklik sistemlerini
kullanmalar1 yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle verim kaybi1 ve oliim oranlari
artabilmektedir. Ozellikle Avrupa Birligi'nde ABF’lerin etlik pili¢ diyetlerinden
cikarilmasi nekrotik enterit (NE) insidansinda 6nemli bir artisa sebep olmustur.
Bunun sonucunda da bu hastaligin tedavisi i¢in terapdtik antibiyotik kullanimina
yogun bir talep artis1 olmustur (Casewell et al., 2003). Gram pozitif, anaerobik
Clostridium perfringens’in neden oldugu NE, kiimes hayvanlarinda yiiksek
ekonomik maliyetlere neden olan ve hayvan refahimi ciddi sekilde bozan bir
hastaliktir (Wallace et al., 2010). Kiimes hayvanlarinin maruz kaldig diger 6nemli
bagirsak hastaligi da Eimeria spp.'nin neden oldugu parazitik bir hastalik olan
koksidiyozdur (Kennedy, 2001). Esasen her iki hastalik tlirii de diinya ¢apinda,
kanath endiistrisinde bagirsak disfonksiyonuna ve buna bagli olarak ekonomik
kayiplara neden olan biiyiik bir sorundur (Huang and Lee, 2018). Nitekim
FYK’lerin enterik enfeksiyonu ve koksidiyozu kontrol altina alma, hayvan
bagisikligimi  gelistirme, bagirsak fonksiyonunu iyilestirme ve bagirsak
biitiinliiglini koruma iizerine etkilerinin oldugu yapilan bircok c¢alismada
bildirilmistir (Hashemi et al., 2008b; Kroismayr et al., 2008; Wati et al., 2015).
Ayrica gesitli FYK’lerin gastrointestinal sistem tizerinde spazmolitik, yumusatici
(miishil) veya siskinlige karsi faydali etkilerinin de oldugu bilinmektedir
(Chrubasik et al., 2005). Bununla birlikte, FYK’lerin bagirsak saglig1 tizerindeki
etkinligi konusunda mevcut literatiir tutarli bir tablo sunmamaktadir. Bu nedenle
bu biyolojik fonksiyonlarin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlasila-
bilmesi ve FYK etkinliginin net olarak belirlenebilmesi i¢in daha fazla ¢aligma

yapilmasina ihtiyag vardir.

2.7 Fitojenik Yem Katki Maddelerinin Gen Ekspresyonuna Etkileri

Bilindigi gibi hayvanlarin genetik potansiyeli ve besin madde ihtiyaglarinin
karsilanmasi kanatli kiimes hayvanlarinin tiretim karliligimi ve siirdiirebilirligini
belirleyen 2 temel faktordiir. Modern kanathi kiimes hayvanlari iiretimi, biiyiime
hizi, yem tiiketimi, yemden yararlanma, iireme, et kalitesi, saglik veya hastalik
direnci gibi ekonomik agidan 6nemli 6zellikleri iyilestirmek i¢in hem genetigi hem

de besleme yonetimini birlikte ele alir. Onceki calismalarda, hayvan besleme
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arastirmalarinin biiyiik ¢ogunlugu, hayvan biiylime performansi, et kalitesi ve
saglig1 iyilestirme veya fazla atigi azaltmak icin belirli besin maddelerinin
kullanimu ile ilgili parametreler iizerine odaklanmistir (Ganguly et al., 2018). Bir
baska agidan ise yaygin olarak kullanilan klasik besleme ¢aligmalari, diyetlerin
metabolizma tizerindeki roliine iligkin toplanan biyokimyasal ve hiicresel fizyolojik
bilgilere dayanarak, hayvan sagligin1 ve iiretim performansini tehlikeye atabilecek
besin madde eksiklerinin giderilmesi yoniinde olmustur (Go et al., 2005; Joshi and
Herdt, 2006). Ancak giiniimiizde post-genomik cagla birlikte hayvansal {iretim
verimliligini daha da artirmak icin, ileri hayvan besleme c¢alismalarini dikkate
almak gerekmektedir (Naji et al., 2014; Hasan et al., 2019). Nitekim bir besin
maddesinin yalnizca belirli bir metabolik fonksiyon i¢in gerekli olan kimyasal bir
bilesen olmadig1, ayn1 zamanda hiicrede bir bilgi veya sinyal verme rolii oynadig:
ve boylece genotip-fenotip siirekliligine dahil olan siirecleri etkileyebildikleri
bildirilmistir (Go et al., 2005; Anonymous, 2020). Dolayisiyla besin maddeleri gen
ekspresyonunu  hem dogrudan hem de dolayli mekanizmalarla regiile

edebilmektedir (De Caterinaa and Madonna, 2004; Romero-Cortes et al., 2018).

Hayvan genomu, biiyiime, gelisme, lireme ve hatta hiicre 6liimii dahil olmak
iizere tlim yasam siirecleri i¢in gerekli bilgileri kodlayan deoksiribo niikleik asitten
(DNA) olusur (Anonymous, 2020). Genom i¢inde RNA (Ribo niikleik asit) ve
proteine doniisen kiiciik kalitsal DNA bdliimlerine gen denir. DNA, her hayvan
hiicresinde ¢ekirdek i¢erisinde bulunur ve tiim hiicreler kokeni ne olursa olsun ayni
DNA’y1 igerir (Carlberg and Molnér, 2016). Bununla birlikte, genetik kod her
hiicre tipinde farkli zamanlarda ve miktarlarda eksprese edilir veya okunabilir.
Ancak organizmanin hayatta kalmasi i¢cin her zaman gerekli olan proteinleri
kodlayan kurucu (housekeeping) genler tiim kosullarda nispeten sabit ekspresyon
seviyelerine sahiptir (Khuram, 2013). Diger genler ise 6zellikle besin depolama,
isleme ve metabolizma ile ilgili olanlar, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢evresel uyaranlarla
(besin maddeleri vb.) indiiklenebilir ve bu nedenle bazi durumlarda gen
ekspresyonu kontrol edilebilir (Khuram, 2013; Anonymous, 2020). Gen
ekspresyon/transkripsiyon regiilasyonu, RNA {iretiminin koordine edildigi temel
bir mekanizmadir ve gelisim, homeostaz ve ¢evresel uyaranlara yanitlar gibi onemli
olaylar1 kontrol eder (Duran et al., 2016). Hasan et al. (2019) yasamin temelde bir

dizi gen ekspresyon iglemlerinden ibaret oldugunu ve bu iglemlerin genetik olarak
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onceden programlanmis olmasina ragmen, besin maddelerinin bu iglemler igin "itici

gli¢" olabilecegini bildirmistir.

Sekil 2.5. Hiicresel gen-besin etkilesim mekanizmalar1 (Reen et al., 2015’ten
uyarlanmigtir).

Yem bilesenleri transkripsiyon siireglerini up (yukari) veya down (asagi)
regiile ederek gen ekspresyonunu degistirebilir (Moul, 2012). Sekil 2.5’te hiicresel
besin-gen etkilesim mekanizmalariin bir 6rnegi  gosterilmektedir. Gen
ekspresyonunun regiilasyonu, transkripsiyon faktorleri (TF) tarafindan yonetilir
(Duran et al., 2016). Genlerin promotor bolgesindeki spesifik bir DNA sekansina
baglanan bir protein olan TF’ler, RNA polimerazin dogru baglanmasina kilavuzluk
ederek ya transkripsiyonu etkinlestirir (aktivator olarak) ya da baskilayabilirler
(represor olarak) (Dalmile et al., 2012). Nitekim yapilan son ¢aligmalarda bazi besin

maddelerinin TF olarak hareket ettikleri veya TF’ler ile ligand olarak etkilesime
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girdikleri (A), primer/sekonder metabolik yollarla metabolize edilerek gen
regiilasyonunda veya hiicre sinyalizasyonunda substratlarin/ara maddelerin
konsantrasyonlarini degistirebildikleri (B), direkt olarak sinyal iletim yollarin1 ve
sinyallemeyi degistirerek (C) gen transkripsiyonunu regiile ettikleri kanitlanmistir
(Sales et al., 2014; Reen et al., 2015; Nunes et al., 2018; Asmera and Negewo,
2019). Bununla birlikte bazi arastiricilar, D vitamini, A vitamini, hormon, aminoasit
ve belirli yag asitleri dahil olmak iizere besinlerin, niikleer reseptore baglanarak
genin transkripsiyonunu tetikleyebilecegini bildirmistir (De Caterinaa and
Madonna, 2004). Dolayisiyla gen ekspresyonundaki degisiklikler, hiicrede
fizyolojik veya biyokimyasal fonksiyonlardan sorumlu proteinlerin stabilite ve
aktivitelerini etkileyebilir. Diger yandan, diyet bilesenlerinin hiicresel gen
ekspresyonu, metabolik yanitlar ve nihayetinde canli organizmalarin fenotipik
degisiklikleri iizerindeki etkilerini inceleyen molekiiler hayvan beslenme dali

nutrigenomik olarak adlandirilmaktadir (Fenech et al., 2011).

Nutrigenomik veya besleme genomigi, genlerin ve gen iiriinlerinin, fenotipi
degistirmek icin diyet kimyasallar1 ile nasil etkilesime girdigini arastirmaktadir
(Ganguly et al., 2018). Nutrigenomikte besin maddeleri, viicuttaki belirli hiicrelere
gonderilen sinyallerdir. Boyle bir besin maddesinin bilgilerini yorumlarken hiicre,
DNA'dan veya genlerden (genom bilimi) biyokimyasal bilgiyi RNA'ya
(transkriptom bilimi) gondererek tepki verir. Bu da spesifik proteinlere g¢evrilir
(proteomik bilimi) ve nihayetinde metabolik yollaklar1 belirler (metabolomik
bilimi) (Moody, 2001). Tiim biyolojik siire¢ler, bu siradaki bilgi akisina baghdir
ve temelde genetik yapi tarafindan kontrol edilmesine ragmen, yemler (diyet) gibi
dis faktorler bu yollar tizerinde etkili olabilir (Ganguly et al., 2018). Nutrigenomik
pratikte bagimsiz olarak veya sistem biyolojisi yaklagimiyla diger genomik,
epigenomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi "omik" bilimlerle
entegre bir sekilde uygulanarak, g¢esitli yem bilesenlerine, hiicresel ve molekiiler

tepkileri analiz etmek i¢in kullanilirlar (Fenech et al., 2011; Hasan et al., 2019).

Transkriptomik, belirli bir zamanda belirli hiicre veya dokudaki aktive
edilmis RNA (kodlanmayan RNA, mRNA, rRNA ve tRNA) transkriptlerinin
tamamini inceler (Loor et al., 2015). Burada sadece mRNA, tek tek genlerin

bilgilerini tasir ve genotipik mesaji bir fenotip’e iletmek igin koprii gorevi
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gormektedir (Hasan et al., 2019). Bir hiicrenin veya dokunun tiim transkribe edilmis
haberci RNA (mRNA) molekiillerinin tam seti ise transkriptom olarak
adlandirilmakta ve hiicresel metabolizmanin anlik goriintiisiinii ifade etmektedir
(Loor et al., 2015; Nunes et al., 2018). Besinlerin, genlerin mRNA ekspresyon
seviyeleri iizerindeki etkilerini tek tek olgen teknikler olmakla birlikte, binlerce
genin ayni anda incelenmesini saglayan mikroarray (Gengip) veya RNA
sekanslama (RNA-seq) gibi molekiiler araglar gelistirilmistir. Bu yiiksek verimli
teknolojiler muazzam veri setleri sunmaktadir. Elde edilen bu veri setleri
biyoinformatik araglar ile islenerek karmasik besin-gen etkilesim mekanizma-
larinin anlasilmasina katki saglamaktadir. Dolayisiyla hayvan besleme uzmanlari
bu verileri diyet formiilasyonlarina entegre ederek hayvansal {iretim verimliligini
artirmak i¢in genotipe 6zgli yeni besleme yoOntemleri olusturabilirler. Ancak
giinimiizde diyetin genom iizerindeki etkilerinin arastirilmasinda daha c¢ok
laboratuvar hayvanlar (fare, rat vb.) model alinmustir. Ciftlik hayvanlarinda
benzer yaklagimlar heniiz ¢ok daha yenidir. Bununla birlikte, kanatli kiimes
hayvanlarmin diyetindeki 6zellikle fitojenik yem katki maddelerinin aracilik ettigi
immiinomodiilasyon etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda
neredeyse higbir bilgi yoktur. Bu ¢alismada da rezene ugucu yaginin performans
ve bagirsak sagligi ilizerindeki etkinliginin anlagilmasi i¢in spesifik genlerin veya
spesifik metabolik yollaklarin ekspresyonu {iizerindeki etkileri derinlemesine

incelenecektir.

2.8 Fitojenik Yem Katki Maddelerinin Monogastrik Hayvanlarda

Kullanima Yonelik Yapilan Cahismalar

Fitojenik yem katki maddelerinin monogastrik hayvanlarda ve 6zellikle etlik
piliclerdeki biiyiime performansi, karkas paremetreleri, bagirsak mikroflarasi,
histomorfolojisi, bagirsak sagligi, immun yanit ile kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (qPCR) ve yiiksek verimli mikroarray analizleri kullanilarak immii-
noloji, fizyoloji ve metabolizma ile iliskili genlerin translasyonel regiilasyonu

tizerindeki etkinligi ile ilgili yapilan dnceki ¢aligmalar asagida 6zetlenmistir.

El-Deek et al. (2002), % 0.05 veya % 0.1 zencefil, anason ve rezene baharati
ya da % 0.1 bu yaglarin farkli kombinasyonlariyla elde ettikleri karigimlarin

karma yeme ilavesinin, etlik piliglerde performans ile karkas kalitesi {izerine
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etkisini aragtirmiglardir. Bu amagla deneme 1ii¢ asamada yiiriitiilmiistiir.
Calismadan elde ettikleri bulgulara gore, sadece denemenin 1. asamasinda anason
ile beslenen grupta canli agirlik ve canhi agirlik artisinin iyilestigini, diger
asamalarda ise gruplar arasinda performans ve organ agirliklar1 bakimindan fark

goriilmedigini bildirmislerdir.

Algicek et al. (2004), 2.5 g/kg organik asit (formik + laktik + sitrik asit), 1g/kg
probiyotik (Lactobacillus + Bifidobacterium + Enterococcus) ya da 36 veya 48
mg/kg ticari bir esansiyel yag karisiminin (kekik + defne yaprag: + adagay1 yapragi
+ mersin yapragr + rezene tohumu + narenciye kabugu-EYK) karma yeme
ilavesinin, etlik pili¢lerde performans ile karkas kalitesi iizerine etkilerini
incelemiglerdir. Elde edilen verilere gore, 42. giinde en iyi yemden yararlanma
orani, en yiiksek yem tiiketimi ve canli agirlik artis1 ile en diisiik bagirsak orani
EYK ilaveli gruplarda oldugu saptanmistir. Caligsmalarinin sonunda, EYK’nin
canli agirlik artis1 ve yemden yararlanma oranini iyilestirmesinden dolay1 ¢evreci
yetistirme sistemlerinde biiylime promotorii olarak kullanilabilece§i, bununla

birlikte EYK ile ilgili daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu bildirilmistir.

Aksu ve Bozkurt (2009), yaz aylarinda teknik destek bakimindan yetersiz
olan ciftliklerde, etlik piliglerin karma yemine 250 ppm antibiyotik (flavomycine),
1000 ppm i¢inde rezenenin de bulundugu esansiyel yag karisimi (EYK), 1500 ppm
organik asit (humik asit) veya sirastyla 1000 ppm + 1500 ppm dozda EYK + humik
asit karisimi1 (EYK + H) ilavesinin, performans ve bagirsak sagligi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Calismadan elde edilen bulgulara gore, 42. giinde en yiiksek ve en
diistik canl1 agirligin sirasiyla antibiyotik ve EYK + H muamele gruplarinda oldugu,
yem tiiketimi ve karkas oOzellikleri bakimindan ise, gruplar arasinda fark
bulunmadig1 saptanmistir. Gruplar ileo-sekal mikroorganizma sayis1 bakimindan
karsilagtirildiginda kontrole gore en diisiik E.coli sayisinin antibiyotik muamele
grubunda ve ardindan tiim katki ilaveli gruplarda oldugu saptanmigtir. Denemede
en yiiksek ve en diisiikk Lactobacilli sayisinin ise, sirasiyla EYK ve antibiyotik
ilaveli gruplarda oldugu ve diger gruplar arasinda fark goriilmedigi bildirilmistir.
Calismanin sonunda, EYK ve/veya humik asit ilavesinin kontrole gore performans

izerine olumlu bir etkisinin olmadig bildirilmistir.
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Mohammed and Abbas (2009), karma yeme 0, 1, 2 veya 3 g/kg diizeyinde
rezene tohumu ilavesinin etlik piliglerde performans {izerine etkisini inceledikleri
calismada, 0-22. giinlerde canli agirlik, canli agirlik artis1 ve yemden yararlanma
orani bakimindan gruplar arasinda fark olmadigini, 23-42. giinlerde ise diizey fark
etmeksizin kontrole gore tiim rezene ilaveli gruplarda canli agirlik ve canli agirlik
artisinin iyilestigini bildirmislerdir. Buna karsin, yem tiiketimi bakimindan gruplar
arasinda fark goriilmemistir. Diger yandan, relatif bezel mide ve pankreas agirligi

disinda, karkas 6zellikleri bakimindan tiim gruplarin benzer oldugu rapor edilmistir.

Lillehoj et al. (2011) caligmasinda yiiksek verimli mikroarray teknolojisini
kullanarak, bitkisel kokenli karvakrol, sinnamaldehit ve kapsikum oleoresinin
koksidiyoz hastalik modeli olusturulmus etlik piliglerin immiinoloji, fizyoloji ve
metabolizma ile ilgili genlerinin ekspresyonu iizerine etkilerini aragtirmislardir.
Koksidiyoz hastalik modelini olusturmak igin civcivler yumurtadan ¢iktiktan bir
giin sonra oral yoldan E. acervulina ile enfekte edilmistir. Koksidiyozu
degerlendirmek i¢in canli agirhk artisi, oosit iiretimi gibi parametrelere
bakmislardir. Bagirsak dokularindan alinan 6rneklerde yapilan mikroarray analizi
sonucu elde edilen gen ekspresyon profilinde, kontrol grubuna kiyasla en ¢ok
transkriptin kapsikum oleoresin grubunda gézlemledigini ve bu genlerin ¢ogunun
metabolizma ve bagisiklik ile iliskili oldugunu saptanmiglardir. Sinnamaldehit ile
indiiklenen genlerin ise daha c¢ok antijen fonksiyonu, humoral immiin yanit ve
inflamatuar ile iligkili oldugu bildirilmistir. Ayrica bu fitokimyasallarin karma
yeme ilavesinin canli koksidiyoz enfeksiyonuna karsi canli agirhigi korudugunu

tespit etmislerdir.

Kigiikyilmaz vd. (2012), ticari bir esansiyel yag karisiminin
(kekik+defnetrezenetadacayi+mersin  yapragi+portakal kabugu-EYK) etlik
piliclerde performans, karkas randimani1 ve organ i¢ agirliklar1 iizerine etkisini
arastirmiglardir. Bu amacla, Ekim-Kasim ve Nisan-Mayis olmak tizere iki donemde
kurduklar1 denemelerinde, karma yeme 1g/kg diizeyde EYK karigimini ilave
etmislerdir. Buna gore yiiriitiilen birinci ¢alismada, EYK ilavesinin canli agirlik,
yem tiiketimi, yemden yararlanma orani ve 6liim orani iizerine etkisinin olmadigini
fakat karkas randimanini arttigini, ikincisinde ise canli agirlik ve pankreas

agirhgin arttifini, yemden yararlanma oraninin ise iyilestigini saptamislardir.
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Karkas randimanindaki artisin viicutta kas kitlesinin artmasina, pankreas
agirhigindaki artisi ise, EYK nin safra asidi salgisin1 ¢gogaltmak suretiyle bagirsak
mukoza ve pankreas enzim salgisini artirmasma dayandirmiglardir. Bununla
beraber, her iki denemeden elde edilen bulgular arasindaki farkin, baz1 manejman
faktorleriyle (civciv performanslarini  etkileyebilecek ydnde ebeveylerin
beslenmesi, damizlik yasi, yumurta depolama siiresi ve kulucka sartlar1 gibi)
iligkili olabilecegi rapor edilmistir. Diger yandan, elde edilen bulgulara gore,

EYK’nin performans gelistirici olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Gharaghani et al. (2013), farkli zaman ve kosullarda depo edilen broiler
etlerinde oksidatif stres iizerine etkisini arastirdiklar1 calismada, misir ya da
bugday agirhikli etlik pilic diyetlerine 15 g/kg diizeyinde antibiyotik
(virginiamycin), 100 g/kg diizeyinde probiyotik (protexin) ve % 1 diizeyinde
rezene tohumu ilave etmislerdir. Kesim sonrasi gogiis etlerinden (Pektoralis
major) alinan drneklerde 0., 7. ve 30. giinlerde malondialdehit (MDA) oranlar1 ile
karbonil seviyelerine bakmislar; en diisik MDA oranimmin misir bazli kontrol
grubundan sonra rezene tohumu ilaveli grupta, en diisiik karbonil seviyesinin ise,
yalnizca rezene tohumu ilaveli grupta oldugunu saptamislardir. Buna gore,
caligmada gruplara ait MDA oranlar1 arasindaki farkin, misir ve bugdayin yag
asidi profili arasindaki farktan kaynaklanabilecegi ve rezenenin oksidatif
bozulmay1 engelledigi bildirilmistir. Bundan dolayi, rezenin yiiksek antioksidan
kapasiteli yem katki maddesi olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir. Calismada
ayrica gruplar arasinda canli agirlik ve yem tiiketimi bakimindan fark olmadig

saptanmistir.

Hashemipour et al. (2013a), misir agirlikli, karboksil metil seliiloz (CMC: %
0 veya 2 ) icerikli karma yemlere thymol + carvacrol (1:1) (0, 100 veya 200
mg/kg) ilavesinin etlik pili¢lerdeki bagirsak gelisimi {izerine etkisini
incelemislerdir. Buna gore, ileal Lactobacillus ve Bifidobacteria popiilasyonu en
yilksek CMC icermeyen ve 200 mg/kg thymol+carvacrol ilaveli grupta
goriilmiistiir. E.coli sayist ise, 100 ve 200 mg/kg ilaveli gruplarda kontrole gore
azaldig1 ve CMC igerikli diyetlerde ise arttig1 bildirilmistir. Diger yandan, CMC
ilavesinin 42. giinde jejunum ve ileumda villus genisligi ile kript derinligini
diistirdiigii, villus genisligi ile kript derinligini artirdigi goriilmistiir. 200 mg/kg
bitkisel katkinin ise jejunum ve ileumda villus yiiksekligi, villus yiiksekligi:kript
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derinligini artirdig1 saptanmistir. Bununla beraber, bitkisel katkilarin kript derinligi
tizerine etkisi bulunmamistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore, incelenen
parametrelerde esansiyel yaglarin bioaktif komponentleri ile CMC arasinda
interaksiyon bulunmadigi, bu nedenle yiiksek diizeyde esansiyel yaglarin daha
etkili performans gostermedigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, thymol +
carvacrol’lin patojen olmayan bakterileri artirip, patojen bakterileri azaltarak
bagirsak saghigini modifiye ettigi ve bagirsak histomorfolojisini gelistirdigi

bildirilmistir.

Kim et al. (2013a) Eimeria acervulina ile enfekte edilmis etlik piliclerde
anethole ilavesinin in vitro ve in vivo bagisiklik parametrelerine etkisini
degerlendirmislerdir. /n vitro denemeleri sonucunda, invaziv E. Acervulina
sporozitlerinin, anethole ile 2 veya 4 saatlik muamelesi sonucunda sirastyla % 45
ve % 42 oraninda canliliklarin1 azalttig1 ve kontrol grubuna kiyasla dalak hiicre
poliferasyonunu 6 kat daha fazla uyardigmi saptamuslardir. /n vivo denemelerinin
sonucunda ise yumurtanda c¢ikistan itibaren oral yolla canli E. Acervulina
bulastirilmis civeivlerde, karma yeme 15 mg/kg anethole ilavesinin, enfekte kontrol
grubuna (pozitif kontrol) kiyasla canli agirlik kazancinmi artirdigini, fekal oosit
atthmimi azaltigin1 ve antikor yanitlarinin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, bagirsak lenfositlerindeki bagisiklik mediatorleri interlokin-6, 8 ve 10 ile
timor nekroz faktor ligand siiper aile liyesi 15'1 (TNFSF15) kodlayan genlerin
transkripsiyon seviyelerini, anethole iceren diyetlerle beslenen enfekte etlik pilic
gruplarinda negatif veya pozitif kontrol gruplarina gére daha fazla artirmistir. Ek
olarak, mikrodizi hibridizasyon sonucunda anethole ile beslenen enfekte etlik pili¢
bagirsak lenfositlerinde, negatif ve pozitif kontrol gruplarma kiyasla 1810
transkript (677 up, 1133 down regiile) dlciilmiistiir. Elde ettikleri transkriptom veri
setindeki genlerin biliyiik ¢cogunlugunun biyolojik fonksiyonunun ise inflamatuar

yanit ile ilgili oldugu saptanmistir.

Drdgon et al. (2014), entansif iiretim sistemlerinde yetistirilen etlik pili¢lerin
icme suyuna % 1.5 diizeyde pelin otu (Artemisia annua) yaprag ya da % 7.5
diizeyde 1:1 oraninda karistirilmis pelin otu + rezene yagi ilavesinin antikoksidiyal
etkilerini aragtirmiglardir. Buna gore, hayvanlar 8. giinde Newcastle, 12. giinde

Marek ve Eimeria tenella ile enfekte edilmislerdir. Elde edilen bulgulara gore,
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bitkisel katki ilaveli gruplarda kanli ishal goriinlimii ve mortalite orani azalmais,
ayrica glibrede oosit miktar1 pozitif kontrole gére % 71 oraninda diiserek diski
skoru iyilesmistir. Bu parametreler bakimindan en iyi iyilesmenin ise pelin otu
yaprag ilaveli grupta oldugu saptanmistir. Buna gore, ¢alismanin sonunda % 1.5
dozda pelin otu yapraginin etlik pili¢clerde koksidiyoza kars1 antibiyotik alternatifi

olabilecegi bildirilmistir.

Fiesel et al. (2014) siitten kesilmis domuz diyetlerine polifenol bakimindan
zengin iizim veya serbet¢i otu ilavesinin bagirsaktaki pro-inflamatuar gen
ekspresyonu, besin madde sindirebilirligi ve diski mikrobiyotasi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Uziim ¢ekirdegi ve {iziim posasi ekstrakti (GSGME) veya
serbetciotu (SH) ile beslenen domuzlarda kontrol grubuna kiyasla yemden
yararlanma oraninin iyilestigi saptanmistir. Ayrica, duodenum ve jejunumdaki
villus yiiksekligi/kript derinligi orani ile total sindirim kanali besin madde
sindirilebilirligi bakimindan gruplar arasinda fark olmadigi bildirilmistir. Diger
yandan, diski mikrobiyotasinda kontrole géore GSGME ve SH ile beslenen
domuzlarda daha diisiik ph ve ugucu yag asitleri ile daha diisiik sayida
Streptococcus spp. and Clostridium Cluster XIVa oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte kontrole kiyasla GSGME ve SH ile beslenen domuzlarin
duodenum, ileum ve kolonlarinda pro-inflamatuar genlerin ekspresyonunun daha

diisiik oldugu bildirilmistir.

Liu et al. (2014b) siitten kesilmis domuzlarda (21. giin) kapsikum oleoresin,
sarimsak ve zerdecal oleoresinin ileal mukoza gen ekspresyon profili tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Deneme de toplam 32 hayvan kullanilmis ve kontrol ile
10 mg/kg kapsikum oleoresin, sarimsak ve zerdecal oleoresinden olusan 4 gruba
rastgele dagitilmistir. Denemenin 9. giinlinde her gruptan 4 hayvan secilerek total
RNA izolasyonu i¢in ileal mukoza oOrnekleri alimmistir. Beslemenin gen
ekspresyonu {izerindeki etkilerini incelemek icinde mikroarray analizi
yapmiglardir. Denmenin sonunda kontrol grubuna kiyasla kapsikum oleresin ile
beslenen gruplarda 490 genin (280 up, 210 down), sarimsak ile beslenen gruplarda
64 genin (33 up, 31 down) ve zerdegal ile beslenen gruplarda 327 genin (232 up,
95 down) ekspresyonunun degistigi saptanmistir. Ayrica kontrol grubuna kiyasla

kapsikum oleoresin ve zerdecal oleoresin beslemesinin tight junction ve membran

biitiinliigh ile ilgili genlerin ekspresyonunu artirarak bagirsak mukoza sagligin
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tyilestirdigi ancak hiicre dongiisii yolaklarin1 kodlayan genlerin ekspresyonunu ise
azalttigi bulunmustur. Sonug¢ olarak beslemenin bagisiklik sistemini uyarabi-
lecegini ve bu bitki 6zlerinin domuzlarin ileal mukozasindaki genlerin ekspres-
yonunu diizenleyerek, bagisiklik sistemini giiclendirici, bagirsak mukoza sagligini

tyilestirici faydalar saglamis olabilecegini bildirmislerdir.

Scherer et al. (2014), biiylime promotdrii olarak kullanilan avilamycin yerine,
farkli diizeylerde (500-1000 mg/kg) kapsiillenmis formda oOkaliptol (Okaliptus
ucucu yaginin ana bileseni), euganoliin (karanfil yaginin ana bileseni) veya 1000
mg/kg diizeyde (500 mg/kg okaliptol+500 mg/kg eugenol) karisimlarinin yeme
ilavesinin etlik piliclerde performans iizerine etkilerini arastirmislar ve calisma
sonunda elde ettikleri bulgulari hem kontrol hem de negatif kontrol (yeme 10
mg/kg avilamiycin ilaveli grup) ile karsilastirmislardir. Calismanin hayvan
materyalini 392 adet erkek civciv (Ross) olusturmus olup, deneme siiresi 21 giin
olarak belirlenmistir. Ayrica okaliptol ve eugenoliin mikroenkapsiilasyonu i¢in
kaplama materyali olarak malt dekstrin (20 DE) kullanilmis ve kapsiilleme islemi
sprey kurutmali yontem ile gerceklesmistir. 21. giin sonunda gruplar performans
bakimindan karsilagtiril- diginda karistm grubu hari¢ gruplarin benzer 6zellik
gosterdigi, bununla beraber 1000 mg/kg Okaliptol+eugenol ilavesinin yem
tikketimi ile canli agirlik ve kesim agirhigim diisiirdiigli goriilmiistiir. Denemenin
sonunda etlik piliclerde 500 mg/kg diizeyde kapsiile edilmis oOkaliptol ya da
eugenoliin biliylime promotorii olarak 10 mg/kg avilamycine alternatif olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Alhajj et al. (2015), farkli diizeylerde (1, 2, 4, 6 veya 8 g/kg) yildiz
anasonunun (/llicium verum Hook. f) karma yeme ilavesinin etlik piliclerde
performans ve immun sistem iizerine etkilerini arastirmislardir. Bu amagla,
denemede pozitif kontrol ve yem katkisi ilaveli gruplar newcastle hastalig viriisii
(NBV), infeksiyoz bursal hastaligi viriisii (IBDV) ve infeksiyoz bronchitis viriisti
(IBV) ile enfekte edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, 1 ve 2 g/kg
yildiz anasonu ilavesi canli agirlik ve canli agirlik artisin1 diger gruplara gore
onemli dlgiide artirmis ve yemden yararlanma oranini iyilestirmistir. Yem tiiketimi
bakimindan ise gruplar arasinda fark gozlenmemistir. Buna karsilik, IBDV’ye
kars1 antikor titresi en yiliksek 1 g/kg ilaveli grupta, NBV ve IBV’ye kars1 antikor

titresi ise en yiiksek 6 g/kg ilaveli grupta goriilmiistiir. Diger yandan, gruplarin
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timiis ve dalak agirliklar1 benzer olmus, bursa fabricus agirliklari ise negatif
kontrole gore pozitif kontrol ve tiim yildiz anason ilaveli gruplarda artmistir. Elde
edilen bulgulara gore, etlik piliclerde immun sistem gelistirme ve performans
iyilestirme amaciyla yildiz anasonun dogal katki maddesi olarak kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Akyildiz et al. (2016), etlik piliglerin karma yemine 50 veya 100 mg/kg
diizeyde tar¢in agirlikli ticari bir esansiyel yag karisimi (Emerald) ilavesinin,
performans, bazi kan parametreleri ve bagirsak mikroflorasi {izerine etkisini
arastirmiglardir. Caligmalarimin sonunda, 50 mg/kg ilaveli grupta canli agirlik
artiginin arttid1 ve yemden yararlanma oraninin iyilestigi, yem tiiketimi lizerine ise
etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Kan parametreleri bakimindan serum iirik asit
konsantrsayonu disinda, yem katkisinin serum biyokimyas1 Tlzerine etkisi
bulunmamistir. Diger yandan, ileumun son kismindan alinan bagirsak 6rneklerinde,
Emerald ilavesinin artan diizeyle birlikte E.coli sayisin1 6nemli dlciide diisiirdiigt,

laktik asit sayisi tizerinde ise onemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Balasubramanian et al. (2016), icerisinde sitrik asit (% 25), sorbik asit (%
16.7), thymol (% 1.7) ve vanillin (% 1.0) bulunan enkapsiile ticari bir organik
asittesansiyel yag karisiminin (Aviplus-SV R, VetAgroSpATM, 42100 Reggio
Emilia, Italya) farkli diizeylerde ( % 0, 0.05 ve 0.10) yeme ilavesinin domuzlarda
gebeligin son ve laktasyonun ilk doneminde performans ile kan parametreleri
izerine etkisini arastirmiglardir. Denemede ayrica dogan yavrularda ishal vakalar
da incelenmistir. Denemenin sonunda performans bakimindan gruplar arasinda fark
goriilmemis, bununla beraber yavrularda ishal vakalarinin kontrol grubuna gore
muamele gruplarinda oldukga azaldig1 saptanmistir. Bu nedenle, enkapsiile edilmis
organik asit+esansiyel yag karisiminin domuzlarda biiyiimeyi iyilestirebilecegi

bildirilmistir.

Cengiz et al. (2016), katkisiz (negatif kontrol), karma yeme 200 mg/kg
diizeyde a-takoferol asetat (pozitif kontrol), 100 mg/kg diizeyde kekik, rezene,
biberiye yag1 veya esit oranda karigimlari ile olusturulmug 100, 200 veya 400
mg/kg diizeydeki kombinasyonlarinin ilavesinin, etlik piliclerde performans ile

serum ve kemik mineral karakteristigi (Ca ve P konsantrasyonu) {izerine etkisini
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arastirmiglardir. Elde edilen bulgulara gore, 42. giinde yem tiiketimi bakimindan
kontrol ve muamele gruplar1 arasinda fark bulunmamis, canli agirlik artis1 ve
yemden yararlanma orani bakimindan ise 400 mg/kg karisim ilaveli grupta
iyilesme oldugu goriilmiistiir. Diger yandan, tibia Ca ve P oranlart en yiiksek
rezene ile 200 ve 400 mg/kg ilaveli karisim gruplarinda, serum Ca ve Ostrojen ise,
rezene ve 400 mg/kg ilaveli karisim grubunda goriilmiistiir. Buna gore, calismada
kullanilan ugucu yaglar performans bakimindan onceki literatiirlerin bazilariyla
uyumsuz bulunmus ve bu durum, yaglarin tek ya da kombine halinde kullanimlari,
cesit, yogunluk ve diyet gibi faktorlerin etkisine baglanmis olup, ayrica saglikli
kiimes kosullarinda ve ideal sartlar altinda, performans artiricilarin etkisinin tam
olarak goriilmedigi bildirilmistir. Diger yandan, 400 mg/kg ilaveli karisim
grubunun performanst iyilestirmesi ve tibia Ca oranlarini artirmasi ile kekik,
biberiye ve rezene ucucu yaglarinin sinerjik etki gosterdigi, ancak yag
karigimlariin -~ kemik  kalitesi iizerine gosterdigi etki mekanizmasinin

aciklanmasina ihtiya¢ oldugu bildirilmistir.

Cetin et al. (2016), 100 mg/kg diizeyde kekik, biberiye, rezene yaglar ile
100, 200 veya 400 mg/kg diizeyde karisimlarinin karma yeme ilavesinin, etlik
piliclerde bagirsak bakteri florasi iizerine etkilerini incelemislerdir. Calismalarinin
sonunda, en yiiksek antibakteriyel aktivitenin 400 mg/kg ilaveli grupta
goriildiigiinii ve bu karisimin, hayvanlarda Lactobacillus spp. sayisini artirip,
koliform bakteri sayisin1 azaltarak bagirsak mikrobiyotasini gelistirmek amacl

yem katk1 maddesi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Soycan Oneng et al. (2016), yem ve gida sektoriinde yaygin olarak kullanilan
baz1 6nemli ugucu yaglarin kimyasal kompozisyon ve antioksidan aktivitelerini
incelemisglerdir. Bu amagla, farkli bolgelerden topladiklar targin, kimyon, defne,
nane, kekik, biberiye ve adagayina ait ugucu yaglarin ana komponentlerini sirasiyla
cinnamaldehyde propilene glycol acetat (% 41.50), cuminaldehyde (% 44.01),
1,8 cineole (% 39.55), (+) pullegon (% 67.80), carvacrol (% 59.03), 1,8 cineole (%
30.12) ve (+) camphor (% 17.15) olarak saptamislardir. DPPH yoOntemiyle
belirledikleri antioksidan aktivite ise en yiiksek % 79 ile defne ugucu yagi
goriilmis, bu siray1 % 75.98 ile kimyon ve % 75.81 ile kekik ugucu yaglar takip

etmistir. En diislik aktivite ise % 63.88 ile biberiye ugucu yaginda bulunmustur.
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Buna gore, arastirmada kullanilan yaglarin antioksidan aktivitelerinin vitamin E ve

Trolox’tan yiiksek oldugu bildirilmistir.

Rafeeq et al. (2016), kimyon tohumu (Cuminum cyminum), civanpercemi
(Achillea wilhelmali) veya rezene tohumundan (Foeniculum vulgare) elde edilen
alkali ekstraktlarin 0, 20 veya 40 ml/L diizeyde i¢gme suyuna ilavesinin, etlik
pili¢lerde performans ve bagirsak mikroflorasi iizerine etkilerini arastirmislardir.
Buna gore, 0-42. giinde bitkisel katki ilaveli gruplarda performansin arttigini ve
karkas ozelliklerinin iyilestigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, en yiiksek canli
agirlik ile en iyi canli agirlik artis1 ve yem tiiketiminin kimyon tohumu, en yiiksek
karkas, karaciger ve kalp agirliklarinin ise rezene tohumu ekstrakti ilaveli
gruplarda oldugunu saptamislardir. Tiim gruplarin dalak, bursa fabricus ve bagirsak
agirliklar1 ise benzer bulunmustur. Gruplar ince bagirsak bakteri popiilasyonu
bakimindan incelendiginde ise, kontrole gore 20 ml/L rezene tohumu disindaki
tiim gruplarda koliform bakterilerinin azaldig1 saptanmistir. Buna gore, bagirsakta
biyoaktif bilesiklerin bagirsak miroflorasin1 iyilestirmek suretiyle yemden

yararlanmayi iyilestirmis olabilecegi bildirilmistir.

Cakmak vd. (2017), karma yeme sumak (Rhus coriaria) ilavesinin, etlik
piliclerde performans, serum biyokimyasi ve bagirsak mikrobiotas1 {izerine
etkilerini farkli yerlesim sikliginda incelemislerdir. Buna gore gruplar, yerlesim
sikhig1 olarak normal (10 hayvan/m?) ve yogun (20 hayvan/m?) alanda
yetistirilmisler ve 0, 0.75 ile 1.5 g/kg sumak ilaveli karma yemle beslenmislerdir.
Calismadan elde edilen bulgulara gore, canli agirlik artis1 bakimindan yerlesim
sikligr ve yerlesim sikligiXyem katki interaksiyonu 6nemli bulunurken, yem
tikketimi bakimindan yalnizca yerlesim sikligi 6nemli olmustur. Gruplar arasinda
yemden yararlanma orani bakimindan ise fark bulunmamistir. Gruplar organ
agirliklar1 bakimindan incelendiginde, karaciger, dalak ve bezel mide agirliklart
benzer bulunmus, tashk ve bagirsak agirligi iizerine ise, yalnizca yerlesim
sikligimin etkisi 6nemli bulunmustur. Gruplar bagirsak mikrobiotasi bakimindan
incelendiginde de FE.coli sayis1 lizerine yerlesim sikligimin, yem katkisinin ve
bunlarin interaksiyonlarinin dnemli olarak etkiledigi, buna gore artan diizeyle
birlikte her iki yerlesim sikliginda E.coli sayisinin azaldig1 saptanmistir. Bununla

beraber, laktik asit bakterileri iizerine yerlesim sikligi 6nemsiz fakat yerlesim
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sikligiXyem katki interaksiyonun 6nemli oldugu ve sumak ilavesinin laktik asit

bakterilerini artirdig1 gériilmiistiir.

Fascina et al. (2017), fitojenik katkilarin, organik asitlerin ve bunlarin
kombinasyonlarinin etlik piliclerde performans, bagirsak histomorfolojisi, lipit
peroksidasyonu ve bagisiklik sistemi iizerine etkilerini arastirmislardir. Bu amagla
arastirmada ticari bir fitojenik katki (PA) (Imunostart® + Enterocox® -
Phytosynthese) zerdecal 6zii (Curcuma longa), narenciye 0z, iiziim ¢ekirdegi 6zii
(Vitis sp.), Cin tarcin esansiyel yagi (Cinnamomum zeylanicum), Sili boldo yapragi
(Peumus boldus) ve ¢emen otu tohumu (7rigonella foenum-graecum) ve organik
asit karisimindan (OA, Premium Sal-Acido 8® - Nutriacid; % 30 laktik asit, % 25
of benzoik asit, % 7 formik asit, % 8 sitrik asit ve % 6.5 asetik asit) yararlanilmistir.
Yem katkilarin karma yeme ilavesi PA i¢in Imunostart®, 700 g/t (1-10. giin), 500
g/t (11-21. giin); Enterocox®, 300 g/t (1-10. giin), 1000 g/t (11-35. giin) ve 500 g/t
(36-42. giin), OA ise 3.5 kg/t (1-21. giin), 2.5 kg/t (22-35. giin), 1.5 kg/t (35-42.
giin) seklinde olmustur. Denemenin pozitif kontroliinii de karma yeme avilamycin
(10 g/t) + monensin sodyum tuzlar1 (100 g/t) ilaveli grup olusturmustur. Calismadan
elde edilen bulgulara gore, 1-42. giinlerde en yiiksek canli agirlik artis1 pozitif
kontrolde goriiliirken, bunu PA ilaveli grup izlemistir. Yem tiiketimi, yemden
yararlanma ve yasama orani iizerine ise katkilarin etkisi dnemsiz olmus ve gruplara
ait degerler benzer bulunmustur. Bununla birlikte, 42. giinde her iki yem katkisinin
da relatif immun organ agirliklar ve intestinal villus gelisimi lizerine etkisi onemsiz
gorilmistir. Diger yandan, 42. ginde PA ve PA+OA ilavesi lipid
peroksidasyonunu pozitif ve negatif kontrole gore diisiirmiis ve PAxOA
interaksiyon etkisi onemli bulunmustur. Calismanin sonunda fitojenik katkilarin
tek basina veya OA ile kombinasyonlarinin bagisiklik sistemini gili¢lendirici ve

bagirsak kalitesini iyilestirici olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Meimandipour et al. (2017), baslangig, gelisme ve bitis donemlerinde
strastyla % 0.02, 0.025 ve 0.05 oraninda nanoenkapsule aloevera, dereotu ve 1sirgan
kokii ekstraksiyon ilavesinin, ayni diizeylerde kapsiile edilmemis, negatif veya
pozitif (500 g/ton antibiyotik iceren grup) kontrol gruplarina gore etlik piliglerde
performans, karkas oOzellikleri ve serum immiinglobiilin (IgM ve IgY) iizerine

etkisini arastirmiglardir. Denemede 1 giinliikk yastaki 240 adet Ross-308 etlik
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civcivler her muamele grubunda 10 hayvan iceren 3 adet tekerriir olacak sekilde
toplamda 8 muamele grubuna rastgele dagitilmistir. Calismalarinin sonunda,
kapsiile edilmis dereotu ekstraksiyon grubunun diger gruplara goére 1-42. giinler
arast1 canli agirlhig artirdigr gorilmiistiir. Ayrica tim enkapsiile muamele
gruplarinda diger gruplara gore yemden yararlanmanin iyilestigi ve 35. giinde
alman kanlarda IgM ve IgY seviyelerinin yiikseldigi saptanmistir. Sonug olarak,
nanokapsiile edilmis bitkisel ekstraktlarin bagisiklik sistemini daha fazla

gelistirdigi ve performansi artirdigr bildirilmistir.

Al-Zuhairi et al. (2018), % 5 diizeyde kisnis, rezene tohumu ya da 1:1
oraninda karigimlarinin karma yeme ilavesinin etlik pili¢lerde performans iizerine
etkisini arastirmiglardir. Caligmanin sonucunda bitkisel katkilarin kontrole gore
canli agirhg artirdigini, yem tiikketimini digiirdiiglinii ve yemden yararlanma
oranini iyilestirdigini bildirmislerdir. Diger yandan, bitkisel ekstraktlarin karkas,
karaciger ve taslik oransal agirliklarin1 da artirdigi ancak kalp agirligr iizerine
etkisinin olmadig1 saptanmistir. Elde edilen bulgulara gore sonug olarak, kisnis ve

rezenenin etlik pili¢lerde performans artirict olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Fathalla et al. (2018), bitkisel ekstraktlarin (moringa veya ekinezya) veya
esansiyel yaglarin (ketene tohumu veya rezene) etlik piliglerde antibiyotik
alternatifi biiyiime faktorii olarak kullanim potansiyelini arastirmiglardir. Bu
amagla, bitkisel ekstraktlar1 1ml/L/12 saat olacak sekilde hayvanlarin igme suyuna,
etanolde ¢ozdiiriilmiis esansiyel yaglari ise, sirastyla 0.2 ve 0.3 ml/kg olacak sekilde
karma yemlere ilave etmislerdir. Elde edilen verilere gore, en yiiksek canli agirlik,
en iyi yemden yararlanma orami ile yem tliketiminin moringa ekstrakti ilaveli
grupta goriildiigli, bununla birlikte, tiim esansiyel yag ve esktrakt ilaveli gruplarda
kontrole gére MDA oranlarinin azalttigi bildirilmistir. Calismanin sonunda, yem
katkilarinin hayvanlar iizerindeki bu antioksidan aktivitelerinden dolayz,

antibiyotik benzeri biiylime faktorii olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Sabino et al. (2018a) ¢alismalarinda RNAseq analizini kullanarak sulu kekik
(Origanum vulgare L.) ekstraktinin karma yeme ilavesinin etlik pili¢lerin karaciger
transkriptom profili lizerine etkilerini incelemislerdir. Arastirmalarinin sonucuda,

kontrol grubuna kiyasla kekik ekstrakti ile beslenen etlik piliclerde 129 genin farkli



44

olarak ifade edildigini (Log kat degisimi >1), bu genlerin yag asidi metabolizmasi
ile insiilin sinyal yollarina dahil olan genler oldugunu ve biiyiik bir kisminin asagi
regiile oldugunu saptamislardir. Ayrica asag regiile olmus genlerin yagsiz tavuk
hatt1 ile iligkilendirilebilecegi ve kekik takviyesinin hem abdominal hem de viseral
yag birikimini azaltmada potansiyel yararli etkisinin oldugu saptanmustir. Insiilin
sinyal yolu ile ilgili genlerin agagi regiilasyonu, diyete kekik ilavesinin obezite ve

diyabet kosullarinda bir segcenek olabilecegini bildirmislerdir.

Sabino et al. (2018b) yemle alinan zeytin degirmeni atik sular’nin (OMWW)
etlik piliclerin bagirsak fonksiyonu {izerindeki etkilerini arastirmislardir.
Jejunumda yapilan morfolojik dl¢iimler sonucunda, OMW W nin kript derinligini
(KD) azalttigi, villus yiiksekligi (VY) ve VY/KD orani ise degistirmedigini
saptamislardir. Bagirsak epitel hiicrelerinde yaptiklar1 RNA sekanslama analizi
sonucunda da 280 genin farkli sekilde eksprese edildigi bildirilmistir.
Biyoinformatik analizlerle de OMWW grubundaki yukar1 regiile genlerin
cogunun, viral genom replikasyonuyla iligkili GO-terimlerinin regiilasyonu
trafindan asir1 temsil edildigi, asagi regiile genlerin ise esas olarak kolestrol ve
lipid metabolizmasina dahil oldugu saptanmistir. Sonu¢ olarak, OMWW diyet
takviyesinin, etlik pilic performansini ve sagligini iyilestirmek, bagirsak hasarini
onlemek, dogustan gelen bagisiklig1 artirmak ve kolesterol metabolizmasini ve
yag birikimini diizenlemek i¢in bir beslenme stratejisi olabilecegini

bildirmislerdir.

Safaei-Cherehh et al. (2018), erkek piliglerin karma yemine 0, 100, 200, 300
veya 400 ppm diizeyde rezene ekstrakti ilavesinin performans, karkas kalitesi ve
hayvan saglig: iizerine etkilerini arastirmiglardir. Buna gore, rezene ekstraktinin
yem tiiketimi, yemden yararlanma orani, kan glikoz, trigliserit ve diisiik yogunluklu
lipoproteinler lizerine etkisi bulunmazken, canli agirlik ve lipoprotein seviyesini
artirdigini, {irik asidi ise dusiirdiiglini bildirmislerdir. Newcastle ile 35.glinde
enfekte edilmis hayvanlarda 42. giinde bakteriye karst bagisiklig1 artirdigr fakat
immunoglobulin ve bagirsak mikroflorasi {lizerine etkili olmadig1 saptanmustir.
Calismanin sonunda, 100 ppm diizeyde rezene ekstraktinin performans ve karkas
kalitesi artirict ve hayvan sagligini iyilesirici olarak karma yeme ilave edilebi-

lecegi bildirilmistir.
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Mohiti-Asli (2019), aralarinda rezene yaginin da bulundugu tibbi bitkilerden
elde edilen esansiyel yaglarin (geyik otu, kekik, rezene ve biberiye) farklh
kombinasyonlarinin 300 mg/kg diizeyde karma yeme ilavesinin, etlik piliglerde
performans, kan metabolitleri, bagirsak mikroflorasi ve et kalitesi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Caligsmada ayrica negatif (katkisiz) kontroliin yaninda, karma yeme
300 mg/kg diizeyde ticari kekik yagi ilaveli pozitif kontrol grubu da olustu-
rulmustur. Elde edilen bulgulara gore, canli agirlik artisi, yem tiikketimi ve yemden
yararlanma orani bakimindan gruplar arasinda fark goriilmemis, kan serumu
kolesterol seviyesinin ise, kontrol gruplarina gore esansiyel yag ilaveli gruplarda
distigli saptanmistir. Gruplar bagirsak mikroflorasi bakimindan incelendiginde
E.coli bakimindan gruplar arasinda fark olmadigi, Lactobacillus spp. sayisinin ise
en diisiik pozitif kontrol ile geyik otutkekik, en yiksek de geyik
otutbiberiyetkekik ilaveli gruplarda goriildiigl, diger gruplar arasinda ise fark
olmadig bildirilmistir. Buna karsin, 30 ve 60. giinlerde gdgiis etlerinden alinan
numunelerde, esansiyel yag ilaveli gruplarda pozitif ve negatif kontrole gore nem,

pH ve lipid peroksidasyonu bakimindan fark olmamustir.

Amiri et al. (2020) nanokapsiile kimyon ugucu yagmmin (KUY) etlik
pili¢lerin biiylime performansi, miisin 2 gen ekspresyonu, kan parametreleri ve
fitohemaglutinin (PHA) ve 2,4-dinitroklorobenzene (DNCB) karsi bagisiklik
yanitina etkilerini incelemislerdir. Denemede toplam 1050 erkek giinliik yastaki
Ross-308 etlik civcivler 5 tekrarl, kontrol (negatif), pozitif kontrol (650 mg/kg
flavofosfolipol), 150 mg/kg KUY ’suz kitosan nanopartikiil, 100 veya 200 mg/kg
nanokapsiile edilmis KUY veya 100 veya 200 mg/kg nanokapsiilsiiz KUY ilaveli
olmak tizere toplam 7 gruba rastgele dagitilmistir. Denemenin sonunda 200 mg/kg
nanokapsiile edilmis KUY ile beslenen gruplarda diger gruplara kiyasla canli
agirhik artisi, miisin 2 gen ekspresyonu Onemli derecede arttigi ve yemden
yararlanma oranin da iyilestigi bildirilmistir. Sonu¢ olarak, nanoenkapsiilasyon
KUY’ un biiyiime performansini, broyler immiin yanitlarini gelistirdigi ve bu

nedenle antibiyotiklere ikame olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg¢

3.1.1 Hayvan materyali

Arastirmada hayvan materyali olarak 400 adet Ross 308 genotipi giinliik yasta
erkek etlik civciv, 33 haftalik yastaki damizlik siiriiden ve Adana’da faaliyet
gosteren ticari bir kulugckahaneden temin edilmistir. Deneme, her biri 80 adet civciv
iceren 1’1 kontrol ve 4’ii muamele olmak {iizere toplam 5 grup halinde
yiirlitiilmisttir. Her bir grup, 16 alt gruba ayrilmis ve her alt grupta 5 hayvan
barmdirilmistir. Calisma, Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saglik
Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun (DUHADEK) 05/07/2019 tarihli, 73439 sayili ve 2018/24 protokol
numarali karar1 ile onaylanmistir. Ayrica bu proje, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu (TUBITAK) Bagkanligi tarafindan "1002-Hizli Destek
Programi1" kapsaminda 27/11/2019 tarihli yazis1 ve 1190982 numarali proje karar1

ile desteklenmistir.
3.1.2 Yem materyali

3.1.2.1 Etlik civciv ve piliclerin standart karma yemlerinin olusturulmasi

Aragtirmada standart karma yemlerinin olusturulmasinda kullanilan maisir,
soya fasulyesi kiispesi, tam yagl soya, kemik unu, kalsit (CaCQOs), dikalsiyum
fosfat (DCP), aygicek yagi, DL-Metiyonin, L-Lizin, sofra tuzu (NaCI) ve vitamin-
mineral premiksi ticari firmalardan temin edilmistir. Denemeye ait karma yemler
Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii yem iiretim tesisinde (Sekil
3.1) olusturulmustur. Ayrica deneme gruplarina ait yem karmalari, ilgili yem
hammaddelerinin besin madde kompozisyonlari analiz edilerek, {iiretici firma
katalogu (Aviagen, 2014) ve NRC’de (1994) bildirilen erkek etlik civciv ve
piliclerin besin madde gereksinimleri gozetilerek hazirlanmistir. Hazirlanan karma
yemler ana karistiricidan (Kapasitesi 800 kg/sa) alinarak 50°ser kg’lik ¢uvallara

aktarilmistir.
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Sekil 3.1. Deneme karma yemlerinin hazirlandig1 yem {iretim tesisine ait fotograflar
(Orijinal); A) Disaridan goriinlim, B) Mini yem tesisi (igeriden
gorliiniim).

In vivo deneme siiresince hayvanlara 1. giinden 21. giine kadar etlik civciv
baslatma yemi, 22. giinden kesim giintine (42. giin) kadar ise etlik pili¢ bitirme yemi
verilmistir. Arastirmada kullanilan karma yemlerin bilesimi (g/kg), besin madde
icerikleri (%) ve Metabolik Enerji (kcal ME/kg) diizeyleri Cizelge 3.1 ve 3.2°de

verilmistir.
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3.1.2.2 Rezene Ucucu Yaginin (RUY) standart karma yemlere ilavesi

Sulu distilasyon yontemiyle % 100 saf olarak iiretilmis RUY, ticari bir
firmadan satin alinmustir. /n vivo deneme 6ncesi diizeylerinin olusturulmas: ve
saflik derecesi en yiikksek RUY’un temin edilebilmesi icin in vitro ortamda
RUY’un ugucu bilesen, fenolik ve yag asidi metil ester icerikleriyle antimikrobiyal
aktivitesi belirlenmistir. RUY da saptanan bu analiz sonuglar1 (Bkz. Cizelge 4.4
ve 4.5) muamele gruplarina ait diizeylerin belirlenmesinde kullanilmistir. Cizelge
4.4 ve 4.5’e gore, en digik RUY diizeyi 50 mg/kg olarak belirlenmistir. Diizey-
Yanit anlayisi gercevesinde ortogonal karsilastirma (lineer ve kuadratik etki)
yapabilmek icin diger muamele gruplarina ait diizeyler sirasiyla 100, 200 ve 400

mg/kg olarak saptanmustir.

RUY ’un standart karma yem igerisindeki homojen karigimini saglayabilmek
icin Ozel bir firma tarafindan kapsiilasyonu saglanmistir. Enkapstilasyon islemi,
Reineccius (1991) ve Gouin’inin (2004) yontemlerinin revize edilmesiyle
yapilmigtir. Bu amagla RUY, oncelikle sodyum aljinat ¢ozeltisi ile karistirilmis
ardindan CaCl, ¢o6zeltisi igerisine damlatilmistir. Son olarak ise RUY un, olusan
Na-aljinat jel boncuklar1 icerisinde hapsedilmesiyle kapsiilasyon islemi
tamamlanmustir. RUY kapsiilasyon islemleri into Biyoteknoloji San. ve Tic. Ltd.
Sti. tarafindan yapilmistir. Daha sonra kontrol grubu yemleri, standart karma
yemlerden olusurken, diger deneme gruplarina ait yemler ise standart karma
yemlere sirastyla 50, 100, 200 ve 400 mg/kg diizeyinde kapsiile edilmig RUY ilave

edilmesiyle hazirlanmistir.

RUY’un standart karma yemlere ilavesi, erkek civciv veya piliglerin yem
tilketimleri dikkate alinarak haftalik olarak yapilmistir. Haftalik yem tiiketimlerine
ve deneme grubu diizeylerine bagl olacak sekilde hesaplanan kapsiile edilmis
RUY miktarlar1 iizerine, 50’ser kg’lik ¢uvallar igerisinde stoklanmis standart
karma yemden sirasiyla 100, 100, 100, 200, 500, 1000, 1000 ve 2000 g tartilarak
her bir muamele grubu i¢in 5’er kg’lik 6n karigimlar elde edilmistir. Bu asamadaki
her bir adimda min. 3’er dk’lik siireler halinde el veya mikser ile karisim
yapilmistir. Daha sonra bu 6n karigimlar, haftalik hesaplanan tiiketilecek yem

miktariyla beraber kiigiik karistiriciya aktarilarak, homojen karigimlar elde



49

edilmistir. Ardindan bu karisimlar hava gecirmez torba veya kovalarda muhafaza
edilmistir. Kapsiile edilmis RUY’un standart karma yeme ilavesine ait gorseller

Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Deneme karma yemlerine RUY ilavesine ait fotograflar (Orijinal); A)
Kapsiile edilmis RUY, B) On karistmin hazirlanisi, C) On karisimm
standart karma yemlere ilavesi, D) Deneme grubu yemlerinin
torba/kovalara alinist.

3.1.3 Arastirmada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

3.1.3.1 Cihazlar

-Hassas terazi (£0.0001 g hassaslikta, -Dijital sicaklik ve nem odlger (VZN)
Shimadzu-ATX224) -Etiiv (Jisico)

-Terazi (£0.01 ve 0.1 g hassaslikta, -Kiil firm1 (Protech)

Dikomsan) -Otomatik Protein/Nitrojen

-Toz yem iiretim makinalari Analizator (Leco FP-528, ABD)
(Starmax, Tiirkiye) -Kjeldahl yakma ve distilasyon

-Ogiitiicii degirmen (Protech) iinitesi (Gerhardt, Almanya)


https://www.baykon.com/hassas-terazi-wlc-c2-2
https://www.baykon.com/hassas-terazi-wlc-c2-2

-Ham seliiloz tayin cihaz1 (Gerhardt,
Almanya)

-Ham yag tayin cihaz1 (Velp, Italya)
-GC-FID (Agilent 7890, ABD)
-Manyetik karistiric1 (Heidolp-MR
Hei-Standart)

-Laminer kabin (Thermo-MSC 1,2
Advantage, ABD)

-Inkiibatér (Niive- EN 055)

-Rotary mikrotom cihazi (Leica,

ABD)

3.1.3.2 Sarf malzemeler

- Siilfiirik asit (H2SO4)

- Bakar(II) Siilfat Pentahidrat
(CuS04.5H20)
-K2SO4NALSO4

-Borik asit (H3:BO3)

-Brown green crousel

-Metil kirmizisi (C15Hi5N302)
- Sodyum hidroksit (NaOH)
-Ekstraktor kartus

-Yag balonu

-Hekzan (CsH14)
-Hidroklorik Asit (HCI)
-Cinko asetat (ZnCsHsOx)
-Asetik asit (CH;COOH)
-Pens

-Diseksiyon makasi

-Sivri uglu makas

-Bistiiri sap1, ucu

-Steril 15 ml falkon tiipleri
-Ependorf tiipler

-Hematoksilen
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-Polarimetre (Kriiss, Almanya)
-GC/MS (Agilent 5977A, ABD)
-LC/Q-TOF/MS (Agilent 6550,
ABD)

-Mikropipet (10-1000 pul, Eppendorf,
Almanya

-Isik mikroskobu (ZEISS Axio
Goriintiileyici A2, ABD)

-Sogutmali Santifriij (Thermo, ABD)
-Nanodrop (Thermo-2000C, ABD)
-Roche LightCycler 480 II (Roche)

-Fenolftalein

- Potasyum Permanganat (KMnO4)
-Eosin Soliisyonu

-Pozitif sarjli lam

-Lamel

-Formaldehit (CH20)
-Parafin boncuk

-Xylene soliisyonu (CsHio)
-Etanol % 96, % 99 (C2HsOH)
-Entellan

-Preparat lam saklama kab1
-Mikrotom bigag1

-Doku takip kasetleri metal
-Plastik kare aparatlar
-Doku gémme kaplari
-DNA izolasyon kiti
-Tripure Isolation Reagent
-cDNA Sentez Kiti

-SYBR Green Mix

-Primer Cifti

-96 well Plate
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Cizelge 3.1. Etlik civciv baglatma yemlerinin bilesimi (g/kg), besin madde igerikleri
(%) ve Metabolik Enerji (kcal/kg) diizeyleri.

Yem Hammadde Etlik Civciv Baslatma Yemi (0-21. Giinler)
ve Katki
Misir 556.00  556.00  556.00  556.00  556.00
SFK (% 46) 283.00  283.00  283.00  283.00  283.00
Tam yagli soya
(% 36) 120.00 12000  120.00  120.00  120.00
Kemik Unu (% 27

Ca. % 18 HP) 2000 2000 2000 2000  20.00

Kalsit (CaCOs3) 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50
DCP 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00
DL-Metiyonin 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
L-Lizin 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamin-Mineral

Premiksi! 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
NaCl 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
Kapsiile edilmis

RUY - 0.05 0.10 0.20 0.40
Kimyasal analiz

Sonuglar (%)

Kuru madde 89.68 89.59 89.61 89.64 89.43
Ham protein 22.52 22.50 22.59 22.51 22.53
Ham yag 7.81 7.75 7.65 7.76 7.69
Ham seliiloz 3.26 3.20 3.22 3.29 3.31
Ham kiil 5.60 5.80 5.65 5.90 5.45
Nisasta 36.24 36.43 36.54 36.28 36.60
Seker 4.76 4.64 4.75 4.76 4.72
Metabolik Enerji

(ME), kcal/kg 3068.88  3067.07 3070.01 3066.01 3072.53
Hesaplanmis

degerler

Lisin, % 1.31 1.31 1.31 1.31 1.31
Metiyonin+sistin, 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90
Ca, % 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Yararlanilabilir P, 0.54 0.54 0.54 0.54 0.54

'Vitamin premiksi: Etlik civciv veya pili¢ yeminin her 2.5 kg’da 12000000 IU Vitamin A; 1500000
IU Vitamin D3, 40000 mg Vitamin E; 5000 mg Vitamin K3, 3000 mg Vitamin B, 7000 mg Vitamin
B>, 5000 mg Vitamin Bs; 30 mg Vitamin By, CAL-D pantotenat 10000 mg; 75 mg Biotin; 1000 mg
Folik asit; 4000 mg Niasin amid ve 400000 mg Kolin kloriir, Mineral karmasi: her 2.5 kg mineral
karmasimda 80000 mg Mn siilfat; 60000 mg Fe (II) siilfat; 5000 mg Cu (II) siilfat; 60000 mg Zn
stilfat; 1000 mg Ca iyodiir; 150 mg Na selenit ve 1135000 mg CaCO3 bulunmaktadir.
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Cizelge 3.2. Etlik pili¢ bitirme yemlerinin bilesimi (g/kg), besin madde icerikleri
(%) ve Metabolik Enerji (kcal/kg) diizeyleri.

Yem Hammadde Etlik Pili¢ Bitirme Yemi (22-42. Giinler)
ve Katki
Maddeleri (zkg) | RUYO ~ RUYS0 RUYI00 RUY200 RUY400
Misir 570.00  570.00  570.00  570.00  570.00
SFK (% 46) 227.00  227.00  227.00  227.00  227.00
Tam yagli soya 120.00  120.00  120.00  120.00  120.00
(% 36)

Kemik Unu (% 27 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Ca, % 18 HP)

Kalsit (CaCOs) 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
Ayeigek yagi 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00
(8800 Kcal)

DL-Metiyonin 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
L-Lizin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Vitamin-Mineral 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Premiksi!

NaCl 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
Kapsiile edilmis ; 0.05 0.10 0.20 0.40
RUY

Kimyasal analiz

Sonuclar1 (%)

Kuru madde 90.05 89.72 89.76 90.10 89.90
Ham protein 20.64 20.58 20.62 20.63 20.60
Ham yag 10.10 10.20 10.14 10.22 10.20
Ham seliiloz 3.80 3.72 3.75 3.72 3.81
Ham kiil 5.71 5.80 5.80 5.64 5.90
Nisasta 38.04 38.06 38.14 38.10 37.90
Seker 4.20 3.98 4.10 3.95 4.18

Metabolik Enerji 324136 324130 324478 324545  3241.88
(ME), kcal/kg

Hesaplanmig

degerler

Lisin, % 1.19 1. 1.19 1.19 1.19
Metiyonin+sistin, 0.82 0.82 0.82 0.82 0.82
Ca, % 1.07 1.07 1.07 1.07 1.07
Yararlanilabilir P, 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53

'Vitamin premiksi: Etlik civciv veya pili¢ yeminin her 2.5 kg’da 12000000 IU Vitamin A; 1500000
IU Vitamin D3, 40000 mg Vitamin E; 5000 mg Vitamin K3, 3000 mg Vitamin B;; 7000 mg Vitamin
B>, 5000 mg Vitamin Be, 30 mg Vitamin B, CAL-D pantotenat 10000 mg; 75 mg Biotin; 1000 mg
Folik asit; 4000 mg Niasin amid ve 400000 mg Kolin kloriir, Mineral karmasi: her 2.5 kg mineral
karmasinda 80000 mg Mn siilfat; 60000 mg Fe (II) siilfat; 5000 mg Cu (II) siilfat; 60000 mg Zn
siilfat; 1000 mg Ca iyodiir; 150 mg Na selenit ve 1135000 mg CaCO3 bulunmaktadir.
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3.2 Yontem

Bu bélimde deneme dizayninin kurulmasi, deneme hayvanlarinin
beslenmesi, denemenin yiiriitiilmesi, deneme siiresi, kiimes i¢i kosullar, RUY un
ucucu bilesen, fenolik icerik ve yag asitleri kompozisyonunun belirlenmesi,
RUY’un antimikrobiyal aktivite tayini, deneme yem hammaddelerinin kimyasal
analizi, deneme grubu karma yemlerinin kimyasal kompozisyonlarinin tayini ve
enerji iceriklerinin hesaplanmasi, performans parametreleri, karkas karakteristigi
ve organ agirliklarinin Olgiilmesi, aliman bagirsak igerigi orneklerinde bazi
mikroorganizmalarin kantitatif tayini, bagirsak doku 6rneklerinde histomorfolojik
Olctimler, bagirsak dokusunun tiim trankriptom profilinin ¢ikarilmasi, mikroarray
analizlerinin validasyonu i¢in secilen 5 genin mRNA ekspresyon seviyelerinin
Real-time PCR (Polymerase Chain Reaction, Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile kontrolii ve verilerin istatistiksel analizlerine ait tiim yOntemler

detayl olarak verilmistir.

3.2.1 Deneme planinin kurulmasi ve yiiriitiilmesi

Arastirma Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii tesislerinde
bulunan, cevre denetimli kapali etlik pilic deneme kiimesinde yliriitiilmistiir.
Deneme baglangicinda 400 adet erkek etlik civeiv once 50’°serli gruplar halinde
tartilip ortalama civciv agirliklart saptanmistir. Daha sonra bu deger her
tekerriirdeki ortalama civciv agirligi icin referans olarak taninmis ve bdylece
muamele gruplarinin baslangic civeiv agirliklarinin esit olmasi hedeflenmistir.
Bunun igin her bir civciv bireysel olarak +0.01 g’a duyarl terazide tartilmis ve
civeivler 16 tekerrtirlii (her tekerriirde 5 etlik civciv) 5 muamele grubuna (80 etlik
civciv/grup) tesadiifi olarak dagitilmistir. Denemede olusturulan muamele gruplari

Cizelge 3.3’de verilmistir.

Denemede altlik olarak her bir bolme i¢in 5-8 cm kalinliginda odun talasi
serilmistir. Her bir bolme/tekeriirdeki (0.4 m x 1 m= 0.4 m?) hayvanlara giinliik
tilkketebilecekleri miktarda yem siirekli onlerinde olacak sekilde, grup yemlemesi
yapilmis ve yem ad libitum olarak sunulmustur. Denemenin ilk haftas1 civciv

yemligi ve sonraki haftalarda ise askili dikdortgen yemlik (10 cm en x 40 cm boy x
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10 cm yiikseklik) kullanilmigtir. Su, her bélmede iki adet damlatici basligi bulunan
nipel suluk sistemiyle ad [libitum olarak saglanmistir. Denemenin yiiritildigi

kiimese ait goriintiiler Sekil 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Denemede olusturulan muamele gruplari ve 6zellikleri.

Grup Ozellikleri
1 [lavesiz, standart karma yemlerle beslenen kontrol grubu, (Kontrol)
2 Karma yemlere 50 mg/kg kapsiile edilmis RUY ilaveli grup, (RUY50)
3 Karma yemlere 100 mg/kg kapsiile edilmis RUY ilaveli grup, (RUY 100)
4  Karma yemlere 200 mg/kg kapsiile edilmig RUY ilaveli grup, (RUY200)
5 Karma yemlere 400 mg/kg kapsiile edilmis RUY ilaveli grup, (RUY400)

Etlik piliclerin bakim ve idare kosullar iiretici firmanin tavsiyeleri ve standart
etlik pili¢ yetistirme usiilleri dogrultusunda yapilmistir (Anonymus, 2018). Bu
amacla; deneme siiresince 23 saat aydinlik 1 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma

programi uygulanmistir. Aydinlatma, gece ampullerle saglanmistir.

Sekil 3.3. Denemenin yiiriitiildiigii kiimese ait goriintiiler (Orijinal).

Kiimesin 1sitilmasi elektrikli 1siticilar araciliiyla, havalandirilmasi ise 1 adet
fan (40 cm capinda) ve 5 adet pencereyle (20 cm en x 40 cm boy) saglanmistir.
Kiimes i¢i sicaklik ilk 5 giin 32-34 °C olacak sekilde ayarlanmis daha sonraki
giinlerinde ise sicaklik kademeli olarak azaltilarak en diisiik 22-24 °C olacak sekilde

sabit tutulmustur. Ayrica kiimes i¢i % 55-60 bagil nem kosullar1 saglanmistir.
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Kiimes i¢i sicaklik ve nem degerleri, dijital sicaklik ve nem 6lger (VZN, Tiirkiye)
ile deneme stiresince giinliik olarak izlenmistir. Calisma tesadiif parselleri deneme

planina gore 42 giin siirdlrilmustiir.

3.2.2 Deneme yemlerinin kimyasal kompozisyonlarinin belirlenmesi ve

ME diizeylerinin hesaplanmasi

Denemede kullanilan yemlerin besin madde igeriklerinin belirlenmesi
Weende analiz yontemi’ne (AOAC, 2000) gore yapilmistir. Bu yontem, yemlerin
yapisindaki ham besin maddeleri’nin (HBM) ortak 6zellikte olanlarini veya ayni
cozeltilerde eriyenlerini tek bir grupta toplanmasi esasina dayanmaktadir (Menke
ve Huss, 1975; Bulgurlu ve Ergiil, 1978). Yem o6rneklerinin kuru madde (KM)
miktari, belli miktarda alinan 6rnegin 105 °C de bir gece kurutulmasi ile, ham kiil
(HK) miktar1 ise 550 °C de bir gece yakilmasi ile tayin edilmistir. Ham protein
(HP) Kjeldahl yontemi esas alinarak, belli miktardaki yem 6rneginin once kuvvetli
asitle yakilarak azotun amonyum siilfata, ardindan baz ile muamele edilerek
amonyak formuna doniistiiriilmesi ve bu amonyagin belli normalitedeki bir asitle
titrasyonu sonucu elde edilen sarfiyattan yararlanilarak bulunmustur. Ayrica
deneme karma yemlerinin HP tayini, otomatik Azot/Protein analizatér (Leco FP-
528, ABD) cihazinda tekrarlanmis ve bu cihazla karmayir olusturan yem
hammaddelerinin HP analizi yapilmistir. Bu cihazda HP tayini, yiiksek sicaklikta
(850950 °C) ve saf oksijenle (% 99.9) yakilan belli bir miktardaki érnekten agiga
¢ikan ve helyum gazi ile tutulan azotun, 1sisal 6z iletkenlik (termal kondiiktivite)
yardimiyla 6lgiilmesine dayanmaktadir. Daha sonra 6lgiilen azot miktarinin uygun
protein faktorii ile carpilmasi sonucunda % HP degeri cihaz iizerinde otomatik

olarak saptanabilmektedir.

Ham yag (HY), belli miktardaki yem 6rneginin, eter/hekzan ile belirli bir siire
ekstraksiyona tabi tutulmasiyla bulunmustur. Ham seliiloz (HS), yemin 6nce belli
konsantrasyonlardaki asit ile daha sonra ise alkali ile kaynatilip, en son asetonla
yikanarak kurutulmasi ve yakilmasi sonucunda saptanmaistir. Nisasta tayini, TS ISO
6493 standardina gore iki asamali olarak gerceklestirilmistir (TSE, 2004). Bu
yontemin ilk asamasinda yem Ornegi, sulandirilmis tuz asidi ile kaynama

sicakliginda muamele edildikten sonra berraklastirilarak siiziilmiis ve polarimetre
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cihazinda (Kriiss, Almanya) siizligiin, polarimetrik optik sapmasi1 ol¢iilmiistiir.
Ikinci asamasinda ise ayn1 yem drneginin % 40°lik etanol ile ekstraktinin, tuz asidi
ile muamelesinden sonra olusan siiziik berraklastirilarak tekrar siiziilmiis ve
ardindan optik sapmasi dl¢iilmiistiir. Iki 6l¢iim arasindaki fark belirli bir katsayile

carpilarak yem orneklerinin nigasta miktar1 hesaplanmstir.

Karma yemlerdeki seker miktarinin belirlenmesinde TS 12232 standardinda
bildirilen Luff-Schoorl yonteminden yararlanilmistir (TSE, 1997). Bu yontemde
yem Ornekleri 6nce Carrez I ve Il ¢ozeltileriyle muamale edilerek, uygun bir seker
icerigine kadar seyreltilmistir. Daha sonra invertlenmis olan ¢6zeltinin siiziigiinden
bir miktar alinip Luff ¢ozeltisi ile kaynatilarak, indirgen sekerlerin okside olmasi
saglanmistir. Son olarak kullanilmamis olan oksidasyon maddesinin miktari, tiyo-
siilfat ¢oOzeltisi ile geri titre edilerek karma yemlerdeki seker miktari
hesaplanmistir. Ayrica kanatli hayvan karma yemlerinin ME igeriklerinin hesap-
lanmasinda Hartel et al. (1977) tarafindan bildirilen ve Resmi gazetede yayimlanan

(Teblig no: 2004/33) asagidaki regresyon esitliginden yararlanilmistir.

ME, Kcal/kg={[(0.1551 x HP, %) + (0.3431 x HY, %) + (0.1669 x Nisasta,

%) + (0.1301 x Toplam Seker, %)] / 4.184} x 1000

3.2.3 RUY’un ucucu bilesenleri, fenolik bilesikleri ve yag asidi

kompozisyonlarinin belirlenmesi

RUY’un ugucu bilesen analizi i¢cin Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GC/MS), fenolik bilesiklerinin tayini i¢in Sivi Kromatografisi-
Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi (LC/Q-TOF/MS) ve yag asidi metil esterlerinin
(Fatty Acid Methyl Esters, FAME) analizi i¢cin de Gaz Kromatografisi Alev
Iyonlasmali Dedektdr (GC/FID) cihazi kullanilmustir. Ilgili tiim analizlerasagidaki
yontemlere gore, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari

Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (EGE-MATAL) gerceklestirilmistir.
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3.2.3.1 RUY’un ucucu bilesenlerinin tayini

RUY’un ugucu bilesenlerinin tanimlanmasi igin GC/MS (Agilent 5977A,
ABD) ile aym sirkete ait bir kiitle dedektorii (Triple-Axis) kullanilmistir.
RUY’dan 1 ml alinarak iizerine 1 ml metanol ilave edilmis ve RUY un organik
coziiciide ¢oziinmesi saglanmistir. Analiz, DB-Wax kapiler kolon (30 m x 0.25 mm
i.d.; film kalinligr 0.25 pum) {izerinde gerceklestirilmistir. GC firin sicakligi,
baslangigta 40 °C de 5 dk tutulmus ardindan dakikada 10 °C artacak bir oranda 250
°C'ye yiikseltme ve 250 °C'de 5 dk izoterm olacak sekilde ayarlanmistir. Enjektor
ve dedektor sicakliklar1 250 °C'de tutulmustur. Kromatogramdaki piklerin her biri,
bir bilesigin GC kolonundan dedektdre ayristirildiginda olusan sinyali temsil
etmistir. X-ekseni alikonma siiresini (Retention time, RT), y-ekseni ise enjekte
edilen ornekteki bilesenin 6l¢iilmesi i¢in sinyal yogunlugunu (Abundance) ifade
etmektedir. RUY’un ugucu bilesen analizlerine ait kromatogram Ek-1’de
verilmistir. Her bir bilesigin tanimlanmasi, bilesenlerin alikonma siirelerinin, ayni
calisma kosullarinda gercek numune degerleriyle karsilastirilmast ve bilgisayar
taramasi yoluyla, kiitle spektral verilerinin Wiley kiitiiphanesinde tutulanlar ile
eslestirilmesiyle yapilmistir (Aprotosoaie et al., 2008; Acimovic et al., 2015;
Ghasemian et al., 2020).

3.2.3.2 RUY’un fenolik bilesiklerlerinin tayini

RUYun fenolik bilesiklerinin karakterizasyonu Quirantes-Piné et al. (2013)
ve Ma et al. (2019) tarafindan bildirilen metotlarin modifiye edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Polifenolik bilesiklerin tanimlanmasi i¢in, QTOF LC/MS
(Agilent 6550, ABD) ile donatilmis Agilent 1260 Binary LC cihazi kullanilmigtir.
Her bir bilesigin ayrilmasi, 250 mm x 4.6 nm'lik bir i¢ ¢apa ve 4 um'lik partikiil
boyutuna sahip Synergi Hydro-RP 80A LC ters fazli kolon kullanilarak
gerceklestirilmistir (Phenomenex, Lane Cove, NSW, Avustralya). Kolon, 4.0 x 2.0
mm i¢ capa sahip Phenomenex C18 ODS muhafaza kolonu ile korunmustur.
Hareketli faz A, asetik asit/su c¢ozeltisi (2:98 v/v) ve hareketli faz B,
asetonitril/su/asetik asittir (100:1:99, v/v/v). Toplamda 6 uL RUY enjekte edilmis
ve ayirma, 85 dakikalik bir ¢alisma i¢in 0.8 mL/dk akis hizina sahip bir gradyan
programini izlemistir. Burada mobil faz B oran1 20 dk’da % 10'dan % 25'e; 10 dk’da
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% 25'ten % 35'e; 10 dk’da % 35'ten % 40'a; 30 dk’da % 40'tan % 55'e; 5 dk’da %
55'ten % 80'e; ve 2 dk’da % 80'den % 100'e degismistir ve ardindan 2 dk muhafaza
edilmistir. Mobil faz B'nin orani, tim ayirma isleminden sonra 3 dakikada %

100'den % 10'a ayarlanmis ve 3 dk izokratik tutulmustur.

Ornekler ve kolon sirastyla 10 °C ve oda sicakliginda tutulmustur. Nitrojen
gaz1 durumunun basinci, 5 L/dk'lik bir akis hiziyla 300 °C'de 45 psi'ye ayarlanirken,
set (kilif, sheath) gazi1 parametresi, 250 °C'de 11 L/dk'lhik bir akis hiziyla
ayarlanmigtir. Kapiler ve nozul voltaj1 sirasiyla 3.5 kV ve 500 V olarak
ayarlanmigtir. Tam kiitle taramast m/z 20-100000 araligindadir. Her bir bilesik
kolondan ayristirilirken, elektron iyonizasyon (kiitle spektroskopisi, MS)
dedektoriine girer ve burada pargaciklara ayrilmalarina neden olan bir elektron akisi
bombardimanina tabi tutulurlar. Elde edilen pargaciklar aslinda belirli bir kiitle ile
yiikli iyonlardir (Imad et al., 2015). Saptanan kiitle/ylik (m/z) oran1 olusturulan
grafikten kalibre edilmistir ki bu grafik bir molekiilin parmak izi olan kiitle
spektrum grafigi olarak adlandirilmaktadir. Pozitif (A) ve negatif (B) iyonizasyon
modlarindaki RUY’dan elde edilen MS toplam iyon kromatogramlar1 Ek-2’de
verilmigtir. Siirecin kontrolii, veri toplama ve fenolik bilesiklerin tanimlanmasi
islemleri Mass Hunter workstation yazilimi1 (Nitel Analiz, siirim B.03.01, Agilent)

tizerinde gerceklestirilmistir.

3.2.3.3 RUY’un yag asidi kompozisyonlarinin tayini

RUY un FAME kompozisyonu, Synowiec et al. (2017) ve Diao et al. (2014)
tarafindan bildirilen metodlarin modifiye edilmesiyle analiz edilmistir. Bu amagla
alev iyonizasyon dedektorii (FID) ve DB-5 kapiler kolon (30 m x 0.25 mm i.d; film
kalinligt, 0.25 0.25 um) ile donatilmig, Agilent 7890 GC/FID cihazi kullanilmugtir.
Firin sicakligl baslangicta 90 °C'de 5 dk tutulduktan sonra, 10 °C/dk’lik hizla 240
°C'ye yiikseltilmis ve bu sicaklikta 20 dk izotermal olarak tutulmustur. Tastyic1 gaz
olarak 60 ml/dk akis hizindaki helyum gazi kullanilmistir. Ayrilma orani ise 50:1
ve enjeksiyon miktart 1pl’dir. FAME!'lerin tanimlanmasi, yag asitlerinin alikonma
sireleri (RT) temelinde Wiley kiitiiphanesindeki referans spektrumlar ile
karsilastirilarak gerceklestirilmistir. FAME analizine ait kromatogram Ek-3’de

verilmigtir.
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3.2.4 RUY un antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

RUY’un antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi Ege Universitesi Mikro-
biyolojik Analiz Laboratuvar’inda (EGE-MIKAL) gergeklestirilmis olup,
80 °C’de stoklanan standart suslardan sirasi ile Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Esherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442),
Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)
gibi bes bakteri ve Candida albicans (ATCC 10231) gibi bir fungus tiiri
kullanilmistir. RUY un antimikrobiyal aktivitesi mikrodiliisyon yontemine gore
saptanmistir. Bunun i¢in RUY un Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK),
Minimum Bakterisidal ve Fungisidal Konsantrasyonlar1 (MBK ve MFK) modifiye
edilen CLSI-M07-A9 yontemine gore belirlenmistir. Yonteme ait bilgiler asagida

detayl1 olarak verilmistir.

3.2.4.1 Mikrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon yonteminin esasi, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
RUY’un belirli konsantrasyondaki mikroorganizmaya karsi  gosterdigi
bakteriostatik veya bakterisidal etkilerin 6l¢iilmesidir. Uremenin engellendigi en
diisiik konsantrasyondaki antimikrobiyal madde ile MIiK degeri saptanmaktadir.
Uremenin inhibe edildigi etkin konsantrasyondan belirli bir miktar, agara inokiile
edildikten sonra iiremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyon ise MBK ve MFK
degerleri olarak tanimlanmaktadir (Burt, 2004). Bu amagla, 96 kuyucuklu
mikroplakanin her bir kuyucuguna, bakteriler i¢cin Mueller Hinton Broth, funguslar
icin Sabouraud Dextrose Broth besiyerlerinden 80 pl aktarilmistir. Daha sonra bu
kuyucuklara 1:1 oraninda % 6’lik Dimetil Siilfoksit (DMSO) ile siispansiyon haline
getirilmis 5000 ile 19.5 ppm konsantrasyon araligindaki RUY’dan 80 pl
aktarilmistir. Uzerlerine son konsantrasyon 10° diizeyinde olacak sekilde
mikroorganizma siispansiyonlarindan 20 pl inokiile edilmis ve steril bir 6ze

yardimiyla karistirilmastir.

Her bir mikroorganizma i¢in 2 paralel ¢alisilmis ve her biri i¢in bir pozitif
ve bir de negatif kontrol gruplari olusturulmustur. Negatif kontrol amaciyla

kuyucuklara besiyeri ve kiiltiir ilavesi yapilmistir. Pozitif kontrol olarak besiyeri ve
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kiltir karigtmina bakteriler i¢in  Gentamisin (10 upg/ml), maya iginse
Cycloheximide (10 pg/ml) ilave edilmistir. Bu sekilde ekim yapilan plakalar
kapaklar1 kapatildiktan sonra bakteriler 37 °C’de 24 saat, maya ise 30 °C’de 48
saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda liremenin belirlenmesi amaciyla her bir
kuyucuga % 0.5°1ik 2,3,5-trifeniltetrazolyum klorid eklenmistir. inkiibasyon siiresi
(30 dk) sonrasinda renk degisimi olan kuyucuklar pozitif olarak degerlendirilmis,
renk degisimi olmayan en diisiik konsantrasyon ise MIK degeri olarak

belirlenmistir.

MIK analizi sonrasinda iiremenin inhibe edildigi, diger bir deyisle
bulaniklik/renklenme gézlenmeyen kuyucuklardan Mueller Hinton veya Sabo-
uraud Dextrose agarlarina 10’ar pl ekim yapilmistir. Uygun sicaklik ve siirede
inkiibasyon sonrasi petrilerdeki iireme durumu degerlendirilerek RUY un MBK ve

MFK degerleri tespit edilmistir.

3.2.5 Performans parametrelerinin ol¢iilmesi

In vivo denemenin baslangici ve denemenin 7., 14., 21., 28., 35. ve 42.
giinlerinde haftada bir olmak iizere, ayn1 gilin ve saatte hayvanlar, bireysel olarak
ilk 2 hafta £0.01 g hassasiyetindeki teraziyle, daha sonraki haftalarda ise +1 g’a
duyarh teraziyle tartilarak canli agirliklar (CA) saptanmistir. Haftalik ve donemsel
(0-21., 22-42. ve 0-42. giinler aras1) canli agirlik kazanci’nin (CAK) hesaplanma-
sinda, iki tartim giinii arasindaki farktan yararlanilmis ve ortalama CAK degerleri

tekerriir bazinda hesaplanmustir.

Yem tiiketimi’nin (YT) belirlenmesi i¢in yine haftalik tartim giinlerinde
yemliklerde kalan yem miktari, o hafta icerisinde her tekerriire verilen toplam yem
miktarindan ¢ikartilarak her alt grubun bir hafta igerisinde tiikettigi yem miktar1
bulunmustur. Yemden yararlanma oran1 (YYO) ise her alt gruba ait 0-7, 7-14, 14-
21, 21-28, 28-35 ve 35-42. giinler ile 0-21., 22-42. ve 0-42. dénemleri arasinda
saptanan yem tiikketimi degerlerinin yine bu donemler arasinda kazanilan canli
agirliklara boliinmesi ile belirlenmistir. Haftalik ve donemsel yem tiiketimi ile
yemden yararlanma orani hesaplanirken, 6len hayvanlarin bélmede kaldiklar1 siire

ile tiikettikleri yem miktarlar1 dikkate alinmustir. ilgili hesaplamalarda gerekli
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diizeltmeler yapilmistir. Calismada 6liim orani, in vivo deneme sliresince Olen
hayvan sayisinin baslangictaki hayvan sayisina oranlanmasiyla, grup bazinda
belirlenmistir. Arastirmanin sonunda her alt gruba ait Avrupa Uretim Etkinlik
Faktorii (European Production Efficiency Factor, EPEF) asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmstir (Majdeddin et al., 2019)

[Yasama giicti, % (0-42. giinler) x canli agirlik, kg (42. giin) x 100] / [yas (giin) x

Yemden yararlanma oran1 (0-42. giinler)].
3.2.6 Karkas ozellikleri ve organ agirhiklarimin belirlenmesi

Denemenin sonunda her muamele grubundan rastgele 10 hayvan secilerek,
hayvanlara ayak numarasi takilmistir. Ardindan + 0.1 g hassasiyetli terazide
bireysel olarak tartilan hayvanlarin kesim 6ncesi canli agirliklar1 kaydedilmistir.
Daha sonra ise hayvanlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edilerek, tiiyleri
yolunmus, bas ve ayaklari ayrilmistir. I¢ organlar ¢ikarilarak sicak karkas
agirhiklart  alinmistir.  Karkaslar swrasiyla  Art.  Sternocostalisten ve  Art.
coxea’larindan ayrilarak gogiis ile but etleri cikartilmistir. Elde edilen karkas
pargalar1 derili olarak tartilmistir. Kloaka ve taslik ¢evresini, bagirsak etrafini ve
alt kismin1 saran yag dokuyu kapsayan abdominal yag da c¢ikarilarak tartilmistir.
Ayrica karkas oOzelliklerine ait bu veriler hayvanlarin kesim Oncesi canlt
agirliklarina oranlanmasiyla, relatif organ agirliklar hesaplanmistir. Sicak karkas
randimani ise sicak karkas agirliginin, kesim oncesi canli agirliga oranlanmasiyla

bulunmustur.

I¢c organ gelisiminin gdzlenebilmesi icin karaciger, kalp, dalak, pankreas,
bursa fabricius, bezel mide, taslik, total ince ve kalin bagirsak ile segmetlerine ait
agirliklar = 0.01 g hassasiyetindeki terazi ile tartilmistir. Ayrica elde edilen organ
agirliklarinin kesim oncesi canli agirliklara oranlanmasiyla relatif organ agirliklar

hesaplanmustir.
3.2.7 Ince bagirsak morfolojisinin belirlenmesi

Denemenin sonunda uygun yontemlerle kesilen her gruptan 10, toplamda 50

hayvanin ince bagirsak dokular1 karkastan hizlica ayrilmistir. Alinan ince bagirsak
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orneklerinin segmentlere (duodenum, jejunum ve ileum) ayrilmasinda Sekil 3.4
referans olarak kullanilmistir (Larbier and Leclercq, 1994; Kutlu, 2015). Her bir
hayvandan alinacak 1 cm boyutundaki doku kesitlerinde, tek bir 6rnekliligin
saglanmasi i¢in bagirsak segmentlerinin belli kisimlarindan 6rnekleme yapilmstir.
Bu amacla duodenum kesitleri ince bagirsagin baslangic noktasinin 8-10 cm
distalinden, jejunum kesitleri Meckel divertikulumun 8-10 cm proksimaliden ve
ileum kesitleri ise ileosekal baglantinin 8-10 cm proksimalinden alinmistir. Herbir
bagirsak segmenti icin alinan kesitlerin bagirsak igerigi dikkatli sekilde bosaltilmig
ve % 10’luk tamponlu formaldehit ¢ozeltisi ile yikanmistir. Kesit hacminin en az
10 kat1 oraninda tespit soliisyonu (% 10’luk formalin) iceren tiiplere alinan
ornekler, Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi

(DUBTAM) Laboratuvarina getirilmistir.
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Sekil 3.4. Kanatli hayvanlarda ince bagirsak boliimleri (Larbier and Leclercq, 1994;
Kutlu, 2015’dan uyarlanmistir).

Histomorfolojik analizlerin yiiriitiilmesinde izlenen islem basamaklar

asagidaki gibidir.
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Tespit (Fiksasyon) ve yikama: Alinan kesitlerin yasamin durdugu andaki

yapisal ve kimyasal durumunun sabitlenmesi (canliligin korunmasi) ig¢in
% 10’luk formalin fiksatifi ile min. 24 saat siire ile tespit edilmistir. Tespit
sonrast fiksatifin dokudan uzaklastirilmasi i¢in kesitler, 1 gece boyunca
akarsu altinda su ile yikanmustir.

Suyu giderme (Dehidratasyon): Yikama sonrasi dokular, fazla miktarda

su icermektedir. Dolayisiyla erimis parafinin doku kesitleri bosluklarina
girebilmesi i¢in bu suyun dokulardan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu
amacla kesitler, diisiik dereceden baslayarak artan konsantrasyonlardaki
[% 35 (20dk) > 50 (20dk) > 70 (20dk) > 90 (20dk) > 96 (20dk) > 100
(10dk) > 100 (10dk)] etil alkole daldirilarak dehidratasyon islemi yapil-
mistir.

Saydamlastirma/Seffaflastirma: Dehidratasyon sonrasi alkoliin dokular-

dan wuzaklastirilmas1 amaciyla kesitler, ksilen igerisine (~1-2 dk)
kontrollii daldirilmistir. Boylece ksilen, yaglarin erimesini ve ayni
zamanda 151tk gecirgenliginin  artmasim1  saglayarak  dokular
saydamlastirmistir. Bu islem kesitleri alkol ve sudan yoksun hale
getirerek, parafinin nufiis etmesine elverisli bir ortam hazirlamistir.

. Parafinizasyon/Parafin infiltrasyonu: Seffaflastiric1 ajanin (ksilen) uzak-

lastirilmas1 amaciyla kesitler, 58-60 °C sicakliktaki parafin banyolari
igerisine 1’er saat arayla 3 kez aktarilmis ve son parafin kabinda 1 gece
bekletilmistir. Boylece dokulardaki ksilen yerine parafin gecerek, dokular
kesilebilecek sertlige ve saydamliga ulagsmistir.

Gomme/Bloklama: Parafinizasyon isleminden sonra sertlesen dokularin

kesilecek yiizleri alt tarafa gelecek sekilde metal kaliplar icerisindeki
parafine gomiilerek bloklar hazirlanmistir.

. Parafin bloklarindan kesit alma: Donmus parafin bloklar trimlendikten

sonra rotary mikrotom cihazi (Leica, ABD) kullanilarak 4-5 pm

kalinliginda kesitler alinmistir.

. Boyama: Lam iizerine alinan kesitlerin boyanabilmesi i¢in parafinin

uzaklagtirllmas1 gerekmektedir. Bu amagla oncelikle kesitler 2 saat
ksilende tutulmus ve ardindan absolu alkolden baslayarak alkol

serilerinden gecirilmistir. Mikroskobik incelemesinin yapilabilmesi i¢in
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ksilen 1ile parafinden kurtarilan kesitler Hematoksilen-Eozin ile

boyanmistir (Gurr, 1972; Sakamoto et al., 2000).

Boyanan kesitler, 151k mikroskobu (ZEISS Axio Goriintiileyici A2, ABD)
altinda incelenmis ve kesitlerin fotograflari, 151k mikroskobuna entegre kamera
(ZEISS Axicom 208 color) ile ¢ekilerek dlgiimler yapilmistir. Daha sonra goriintii
isleme ve analiz programi kullanilarak (ZEN 3.0 lite fotograflama yazilimi, Zeiss
Mikroskopi, ABD) Sekil 3.5’te goriildiigii gibi mukus (Tunica mucosa ve

muscularis mucosa) kalinligt 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.5. Ince bagirsak segmetlerinde mukoza kalinliginin 6l¢iimii (Barrett et al.
(2013)’ten uyarlanmastir).

Villus yiiksekligi (VY, villus tepe noktasindan kript agzina kadar), kript
derinligi (KD, kriptin bazalinden kript agzina kadar) ve villus genisligi (VG, villus
bazalinden) ise Sekil 3.6’teki gibi dl¢iilmiistiir (Murugesan et al., 2015).
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Sekil 3.6. Ince bagirsak segmetlerine ait histomorfolojik dl¢iimler; A) Villus
yiiksekligi, B) Kript derinligi, C) Villus genisligi, D) Villus alani, 100
um (Boumphrey (2009)’dan uyarlanmistir).

Muamele grubu basina her bir parametre i¢in 20 adet 6l¢lim degeri dikkate
alinmustir. Olgiim islemleri sonucu elde edilen degerlerden yararlanmilarak, villiis
yiiksekligi/kript derinligi oran1 (VY:KD) ile Sakamoto et al. (2000) tarafindan
bildirilen [(2mxVYx(VG+2)] geometrik model kullamilarak villus alani (mm?)

hesaplanmustir.

3.2.8 Ince bagirsak mikroflorasinmin belirlenmesi

Mikrobiyolojik analizler i¢in deneme sonunda uygun sartlarda kesilen toplam
50 hayvanin jejunum ve ileum ince bagirsak igerikleri hizla cikarilarak +4 °C
kosullarinin saglandigi buz cantasinda laboratuvara getirilmistir. E. coli O-157:H7,
Salmonella spp., Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Lactobacillius
spp. mikroorganizmalarinin Real-time PCR ile deteksiyonu i¢in asagidaki islem

basamaklar1 uygulanmaistir.

3.2.8.1 Bagirsak iceriklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Qiagen, QIAamp DNA Stool Mini Kiti kulanilmistir.
Bunun i¢in her bir 6érnege ait hem jejunum hem de ileum bagirsak igeriklerinden
200 mg alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplere konulur. Uzerlerine 1.4 ml ASL lizis

buffer eklenerek homojenizasyon icin 1 dk vortex yapilir. Ardindan lizis
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asamasi i¢in ornekler 5 dk 70-95 °C sicaklik araliginda bekletilir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra ise, Ornekler 14.000 rpm’de santrifiij edilir ve 1.2 ml
siipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarilir. Uzerlerine 1 adet InhibitEX Tablet
eklenerek &rnekler oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda
3 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilen Orneklerdeki tiim siipernatant yeni bir
ependorf tiipe aktarilir ve tekrardan 3 dk 14.000 rpm’de santrifiij edillir. Yeni
ependorf tiiplere 15 pl proteinaz K konulduktan sonra iizerlerine santrifiij sonrasi
elde edilen siipernatantlardan 200 pl eklenir. Hazirlanan bu karisim tizerine 200 pl
AL buffer eklendikten sonra 70 °C’ de oOrnekler 10 dk inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyonun ardindan tiiplere 200 pul % 100 etanol eklenerek vortex yapulir.

Her bir karisim, 2 ml collection tiip igerisine yerlestirilen QIAamp spin
kolonlara aktarilir ve 1 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda
collection tiipe toplanan karisim atilarak kolonlar tekrardan collection tiiplere
yerlestirilir. Kolonlara 500 ul AW1 buffer eklenir ve 14.000 rpm’de 1 dk santrifijj
edilir. Santrifiij sonrasinda kolonlar yeni collection tiiplere yerlestirilerek {izerlerine
500 pl AW2 buffer eklenir ve 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasinda kolonlar yeni collection tiiplere yerlestirilir ve 14.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda kolonlar yeni 1.5 ml ependorf tiiplere
yerlestirilir ve tizerine 200 pul AE buffer eklenerek 1 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyonun ardindan 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir
ve santrifiij sonrasinda DNA’lar 1.5 ml ependorf tiiplere toplanir. izolasyon sonrasi
ise elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklarit Nanodrop (Thermo-
2000C) cihazi ile dlgiilerek belirlenmistir. A260/A280 absorbans oranlar1 kontrol

edildikten sonra DNA’lar bir sonraki basamak i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.8.2 Mikroorganizmalara ait ileri ve geri primerlerin dizaym

Mikroorganizmalara ait ileri (Forward, F) ve geri (Reverse, R) primerler
NCBI (National Center for Biotechnology Information) ve ENSEMBL gen
bankalar1 kullanilarak dizayn edilmistir. Elde edilen primerlerin spesifikligi,
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi ile kontrol edilmistir.

Mikroorganizmalara ait ileri ve geri primerler Cizelge 3.4’te verilmistir.



Cizelge 3.4. Mikroorganizmalara ait ileri ve geri primerler

Primer

Organizma Erisim No Primer Dizisi (5°-3°) Primer Uriin Referans
Adi pozisyonu uzunlugu (bp)
Clostridium F ATGATTGGGATTATGCAGCAA 644-664
. JQO71556.1 212 Fu et al., 2006
perfringens R TCCATCCTTTGTTTTGATTCCA 855-834
. 1543710-
E.coli F GTCACAGTAACAAACCGTAACA .
CP038425.1 1543689 95 Jothikumar and
O-157:H7 R TCGTTGACTACTTCTTATCTGGA 11551336613%' Griffiths., 2002
2718115-
Salmonella F CTCACCAGGAGATTACAACAT
CP051218.1 2718135
3718200 95 Bozkurt, 2018
SPp- R AGCTCAGACCAAAAGTGACCA -
2718189
1663950-
Staphylococcus F AATTAACGAAATGGGCAGAAACA
1663972 Chowdhury et
r CP050690.1 1664043- 94 al., 2019
aureus R TGCGCAACACCCTGAACTT K
1664025
Lactobacillus GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 363-384 :
Murri et al.,
MG827407.2 126
spp. GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC 488-462 2013

L9
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3.2.8.3 Real-Time PCR analizi

DNA’lar, Roche LightCycler 480 II cihazinda yukarida belirtilen
mikroorganizmalar i¢in dizayn edilen primerler ile LightCycler® 480 SYBR Green
I Master kullanilarak ¢alisilmistir. Tek 6rnek igin reaksiyon karisimi Cizelge 3.5°te

bildirilen sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Tek orneklik reaksiyon karisim bilesenleri ve hacimleri.

Bilesenler Hacim
Su, PCR-grade 1.9 pul
fleri Primer(F) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Geri Primer(R) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Enzim Karigimi (LightCycler® 480 SYBR 51
Green I Master)
T

DNA 2.5 ul
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pnl

Her bir reaksiyon i¢in 96’11k plate kuyucuklarina son reaksiyon hacmi 10 pl
olacak sekilde 7.5 pl total reaksiyon karistimindan ve 2.5 pul DNA o6rneginden
transfer edilmistir. Daha sonra hazirlanan platelerin iizeri kapatilarak Cizelge 3.6°da

belirtilen cihaz protokolii uygulanmaistir.

Cizelge 3.6. Real-Time PCR protokolii.

Program Pre- . . Sogut-
Ad inkiibasyon Amplifikasyon Melting Curve ma
ﬁls(lllj Yok Kualll\i/:[lf)"l(li(:syon Erime Egrisi Modu Yok
Dongu 1 45 1 1
Sayisi
Hedef
Stcaklik [°C] 95 95 55 72 95 60 97 40
Siire 5dk 10sn 15sn 10sn  S5sn  1dk - 30 sn
Sicaklik
Artis Hiz1 4.8 4.8 2.5 4.8 4.8 2.5 0.11 2.5
[°C/s]
Okuma - - - tek - - devam -

Modu
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3.2.8.4 Veri analizi

LightCycler® 480 II yaziliminda, mikroorganizma var-yok tespiti ve
kantifikasyon i¢in; Amplification Curves kullanilarak Ct degerleri ile standart egri
yardimiyla (plasmid kopya sayisi bilinen drnekler ile olusturulmus olan) pozitif
ornekler saptanmistir. Sonuglarin dogrulugu, Tm (Erime egrisi analizi) ile kontrol

edilerek datalarin analizi yapilmistir.

3.2.9 Total ince bagirsak transkriptom profilleme analizi

Bagirsak trankriptomik analizleri icin deneme sonunda uygun sartlarda
kesilen her muamele grubundan 10 ve toplamda 50 hayvanin total ince bagirsaklari
ayrilmistir. Alinan ince bagirsak drnekleri segmentlere (duodenum, jejunum ve
ileum) ayrilarak (Bkz. Sekil 3.4) her bir hayvana ait doku pargalarindan havuz
olusturulmustur. Olusturulan doku havuzlari, 15 ml’lik steril falkon tiiplerine ayr1
ayr1 konulup, etiketlenmistir. Her bir hayvandan alinacak 2-3 cm boyutundaki doku
kesitlerinde, tek bir 6rnekliligin saglanmasi i¢in duodenum kesitleri ince bagirsagin
baslangi¢ noktasinin 5 cm distalinden, jejunum kesitleri Meckel divertikulumun 5
cm proksimaliden ve ileum kesitleri ise ileosekal baglantinin 5 cm proksimalinden
alinmugtir. Ornekler yaklasik -80 °C’lik kuru buz igerisine gémiilerek DUBTAM

laboratuvarlarina getirilmistir.

3.2.9.1 RNA izolasyonu

Bagirsak oOrneklerinden RNA izolasyonu, TriPure Isolation Reagent ile

asagida belirtilen sekilde yapilmistir.

1. Doku o6rnekleri homojenizatér yardimiyla parcalanip ependorf tiiplere
aktarilir. Ardindan tiiplerin iizerlerine 1 ml tripure izolasyon soliisyonu
eklenerek, yaklasik 45 sn kadar vortekslenir.

2. Vorteksten sonra tiipler buza alinarak 2 dk, sonrasinda ise oda sicak-
liginda 5 dk bekletilir.

3. Siire sonunda tiiplerin {izerlerine 200 ul kloroform eklenerek, 5 dk daha

bekletilir.
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4. Siire bitiminde 6rnekler, 12.000 rpm ve 4 °C’de 20 dk santrifiij edilir.

5. Santrifiij sonunda Sekil 3.7°de gdsterildigi gibi 3 faz olusur ve RNA’ nin
bulundugu renksiz faz, yeni bir tiipe aktarilarak {izerine 500 pl
izopropanol eklenir. Daha sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilir.

6. Ardindan Ornekler, 12.000 rpm ve 4 °C’de 10 dk santrifiij edilerek,
siipernatant atilir.

7. Tiplerin tizerine 1 ml % 75 EtOH eklenir. Ardindan tiipler, 7.500 xg ve

4 °C’de 5 dk santrifiij edilir ve siipernatant atilir.

Renksiz, sulu faz (RNA icerir)

Beyaz, orta faz

DNA ve Protein
icerir

Kirmizi renkli, organik faz

Sekil 3.7. Santrifiij islemi ardindan olusan fazlar (ipgak, 2019).

8. Ardindan 57 °C’de EtOH ugurulur. Tiiplerin tizerine 50-100 pul RNAse
free su eklenerek pipetaj yapilir.

9. Elde edilen RNA 06rneklerinin konsantrasyonu ve safliklart i¢in 260/280
ve 260/230 nm dalga boylarindaki absorbanslari, nanofotometre (Implen,

ABD) ile olg¢iiliir. Cizelge 3.7°de de bu degerlere ait bilgiler verilmistir.

Daha sonra Affymetrix mikroarray analizleri i¢in 6rnekler -80 °C’de

muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.7. Chicken Array orneklerinin dlgiilen konsantrasyon ve saflik degerleri.

Ornek Adi Konsantrasyon (ng/nl)  A260/280 A260/230

RUY 0/Kontrol 1618 1.9 2.1
RUYS50 925 1.9 2.0
RUY100 570 1.9 2.1
RUY200 840 1.9 2.1
RUY400 853 1.9 2.2

3.2.9.2 Mikroarray analizi

Mikroarray analizi, binlerce gene ait ekspresyon seviyesini ayni anda ortaya
cikarmak ve yiiksek oranda korunmus genetik yolaklar1 tanimlamak i¢inkullanilan
onemli bir teknolojidir (Li et al., 2008). Karma yemlere RUY ilavesinin etlik
pili¢ler tlizerindeki antimikrobiyal etkinligini arastirmak amaciyla kontrol grubuna
kiyasla 4 farkli diizeydeki (50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY ilaveli gruplarin ince
bagirsak ornekleri kullanilarak mikroarray analizi gergeklestirilmistir. Bunun igin
tim deneme gruplarina ait 6rneklerden izole edilen, saflik ve miktar Slgiimleri
yapilan RNA oOrnekleri Ay-Ka Limited Sirketi’ne gonderilmistir. Firmanin
mikroarray analizi i¢in uygulamis oldugu deney protokolii ve islem basamaklari

asagida ozetlenmistir (Sekil 3.8).

Poly-A RNA Kontrolleri Hazirlama

Tek Zincir cDNA Sentezi

Cift Zincir cDNA Sentezi

In Vitro Transkripsiyon ile cRNA Sentezi
cRNA Piirifikasyonu

Pure aRNA Miktar Tayini

2nd-cycle ss-cDNA Sentezi

RNase H Kullanarak RNA Hidrolizi

= o mm o 0w

2nd-cycle ss-cDNA Piirifikasyonu
Pure ss-cDNA Miktar Tayini
Fragmentasyon ve Etiketleme

Hibridizasyon

Zh?ﬁ‘“’—*

. Yikama - Boyama — Tarama
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Analiz i¢in Gallus gallus (chicken) organizmasina ait 25 baz uzunlugunda
37.703 adet prob seti igeren gen ¢ipi (Affymetrix GeneChip® Chicken Genome
Array) kullanilmistir. Bu gen ¢ipi ile 32.773 adet tavuk ve 684 adet 17 farkli tavuk

viral patojenine ait transkript i¢cin gen ekspresyonu analizi ¢alisilabilmektedir.

Orneklerin hazirlanmasi: Tiim transkriptom ifade analizinin gercekles-
tirilebilmesi i¢cin  GeneChip™ WT PLUS Reagent Kit (Thermofisher)
kullanilmigtir. Bu kit tiim transkriptom ekspresyon analizleri i¢in RNA 6rneklerinin
hazirlanmasini saglamaktadir. Kit, mRNA i¢in bir 6n se¢im veya zenginlestirme
adimina gerek kalmadan total RNA'dan amplifiye ve biyotinlenmis sens iplikli
(mRNA'nin tam niikleotid dizisine karsilik gelen iplik) DNA hedefleri olusturur.
Bu siirecte eksiksiz bir transkriptom analizi i¢in hem poli (A) hem de poli (A)
olmayan mRNA dahil olmak {iizere tiim RNA’y1 kullanan bir ters transkripsiyon

yontemi kullanir.

Arraylerin hibridizasyon yogunluklarini denetleyebilmek i¢in pozitif kontrol
olarak Poly-A RNA kontrolleri hazirlanir. Ardindan izole edilen RNA’lardan ters
transkripsiyon metodu ile 5 'ucunda T7 promotor sekansi iceren tek iplikli cDNA
sentezlenmektedir. Elde edilen tek iplikli ¢cDNA, in vitro transkripsiyonda
kullanilabilmek tizere ¢ift iplikli cDNA’ya doniistiiriilir. Antisens RNA
(tamamlayic1 RNA veya cRNA) sentezi i¢cin T7 RNA polimeraz enzimi yardimiyla
cift iplikli ¢cDNA sablon olarak kullanilarak in vitro transkripsiyon (IVT)
gerceklestirilir. Elde edilen cRNA’lara piirifikasyon islemi uygulanarak enzimler,

tuzlar ve inorganik fosfatlar uzaklastirilir.

2. Dongii Primerleri kullanilarak cRNA'nin ters transkripsiyonu ile sens
iplikli ¢cDNA sentezlenmektedir. Sentez sonrasinda ortamda kalan RNA’lari
uzaklastirmak i¢in RNase H enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim cRNA sablonlarini
hidroliz ederek yalnizca tek sarmalli cDNA’larin elde edilmesini saglar. cDNA'y1
fragmantasyon ve etiketlemeye hazirlamak icin pirifikasyon islemi uygulan-
maktadir.  Saflagtirllmis c¢cDNA’lar urasil-DNA  glikozilaz  (UDG) ve
apiirinik/apirimidinik  endoniikleaz 1 (APEl) tarafindan parcalanmaktadir.
Pargalanan cDNA’lar, biyotine kovalent olarak baglanan terminal deoksiniikleotidil

transferaz (TdT) ile etiketlenmektedir.



~rwrwrse TOTAL RNA

Tek zincir s—————— s
cDNA sentezi “""'""ﬂf’ s
ift zincir DNA = —— —~ =&
| ¥  DNApolimeraz & RNASEH
senfezl 3 -
e T7RNA polimeraz == [© (RNA piirifikasyonu & R
Miktar tayini 3’ ’ =
2nd-cvele ss-cDNA sentezi & "“% =
e T
RNase H kullanarak RNA ' RNASE H
hidrolizi

2nd-cvcle ss-cDNA piirifikasvonu &
Miktar tavini

¥

Fragmentasyon " UDG & APE1
—_—
i i +TOT, DLR
Isaretleme & Etiketleme s —° ®
Analiz

Tarama Yikama & Boyama  Hibridizasyon

Sekil 3.8. Affymetrix Mikroarray analiz agsamalari (Firma protokol’iinden uyarlanmaistir).
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Hibridizasyon ve Tarama: Hibridizasyon asamasinda etiketlenen
orneklerden kit protokoliine uygun olarak hibridizasyon kokteyi (457C)
hazirlandiktan sonra Affymetrix GeneChip® Chicken Genome Array’lerin
icerisine enjekte edilmektedir. Hazirlanan arrayler 45°C 60 rpm’deki firmma 16
saatlik hibridizasyon i¢in GeneChip Hybridization Oven 645, ABD cihazina
yerlestirilir. Hibridizasyon sonrasi array bosaltilarak yikama soliisyonu yiiklenir.
Yikama i¢in GeneChip Fluidics Station 450, ABD cihazi kullanilmistir. Son
olarak array mikroarray tarayicisina (GeneChip Scanner 3000 7G, ABD)

yiiklenerek tarama saglanmaktadir.

Elde edilen mikroarray verilerinin degerlendirilmesi: Affymetrix
Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0 yazilim paketi kullanilarak analiz
sonucunda .CEL formatinda ham veri dosyalar1 elde edilmistir. Mikroarray analizi
sonunda deneme gruplar1 arasinda gen ekspresyon degerleri incelendiginde farkli
seviyede eksprese olan bir¢ok gen elde edilmistir. RUY 50, RUY 100, RUY200 ve
RUY400 gruplarina ait gen ekspresyon degerlerinin log> doniisiimii yapildiktan
sonra kat (fold) degisimlerini gosteren gen listeleri olusturuldu. Daha sonra deney
gruplan arasinda goézlenen farkliliklar i¢in temel bilesenler analizi (Principle
Component Analysis, PCA) yapilarak c¢cok degiskenli istatistiksel analiz
uygulanmistir. Temel bilesenler analizi, veri seti bilesenlerini yiiksek benzerlik
dogrultusunda grafik iizerinde birbirine yakin bir sekilde kiimeleyerek gruplar arasi
ayrimi gorsel olarak ifade edebilen ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontem-
lerinden birisidir. Ayrica genlerin islevleri hakkinda kapsamli bilgi edinebilmek
amactyla PANTHER Version 15.0 kullanilarak “Gallus gallus” referans genomu
ile karsilastirmali analiz gerceklestirilmistir. RUY (50, 100, 200 ve 400 mg/kg)
ilaveli gruplara ait farkli sekilde eksprese edilen gen listeleri PANTHER
siiflandirma sistemine yiiklendikten sonra Fisher’s exact istatistiksel test yontemi
kullanilarak molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve protein sinifi gruplandirilmasi

yapilmaistir.

PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships,
http://pantherdb.org) siniflandirma sistemi, igerisinde bulunan farkli yazilim
araclar1 sayesinde biiyiik olcekli genomik deneylerden elde edilen gen listelerini
analiz etmeye veya proteinlerin siiflandirilmasina olanak saglayan bir kaynaktir

(Mi et al., 2017). PANTHER, genlerin fonksiyonel siniflandirmasi i¢in Gene
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Ontolojisini (GO) ve biyolojik yolaklar1 kullanir (Mi et al., 2019). Sistem ayni1
zamanda genom capinda elde edilen deneysel verilerin gorsellestirilmesine, analiz
edilmesine ve yorumlanmasina olanak taniyan biyoinformatik bir modiile de yer
verdiginden, genom ¢apinda veri analizi i¢in en popiiler ¢evrimici kaynaklardan biri

haline gelmistir (Mi et al., 2013).

Genlerin protein-protein etkilesimleri ortaya ¢ikarilmasi icin de STRING
Version 11.0 kullanilmigtir.  STRING (https://string-db.org/), protein-protein

etkilesimlerinin analiz edilmesi icin sik¢a kullanilan bir veritabanidir. Etkilesimler,
dogrudan (fiziksel) ve dolayl1 (islevsel) iliskileri icermektedir. Proteinler arasindaki
bu etkilesimler, onlar1 kodlayan genler arasindaki genomik iligkilerden elde
edilebilmektedir. STRING veritabaniyla ortaya ¢ikarilan, agirlikli protein etkilesim
aginin grafiksel gosterimi, biyolojik siire¢ analizini kolaylastirarak, fonksiyonel
baglantilarin yiiksek seviyeli bir goériiniimiinii saglamaktadir (Mering et al., 2003).
Veritabanmin giincel versiyonu 5090 organizmaya ait 24.584.628 adet protein
bilgisi igererek 3.123.056.667 adet etkilesime ait bilgiyi kullanicilarina

sunmaktadir.

3.2.10 mRNA transkriptlerinin Real Time PCR ile kontrolii

Mikroarray analiz bulgularinin validasyonu i¢in her muamele grubundan 10
ve toplamda 50 hayvanin ince bagirsaklarindan izole edilen ve -80 °C’ de depolanan
total RNA ornekleri kullanilmistir. Mikroarray bulgularindaki upregiile genler
arasindan aragtirma hipotezine uygun olarak secilen interleukin 10 (IL-10), mucin
2 (MUC2), claudin 5 (CLDNS), BCL2 antagonist/killer 1 (BAKI1) ve caspase 3
(CASP3) genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin Real-time PCR ile dogrula-

masi yapilmistir. Uygulanan islem basamaklar1 asagida sirasiyla verilmistir.

3.2.10.1 ¢cDNA sentez asamalari

cDNA (Complementary DNA) sentezi i¢in BIORAD iScript™ cDNA
Synthesis Kit kullanilarak, sirasiyla Cizelge 3.8 ve 3.9°de belirtilen tek 6rneklik

reaksiyon karigimi ile cihaz protokolii uygulanmaistir.


https://string-db.org/
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Cizelge 3.8. Tek orneklik reaksiyon karigim bilesenleri ve hacimleri.

Bilesenler Hacim
H>O 10 pl
5x 1Script Reaction Mix 4 ul
iScript Reverse Transcriptase 1 ul
RNA 06rnegi Sul
Toplam reaksiyon hacmi 20 pnl

Her bir 6rnek i¢in toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde 0.2 pl’lik PCR
tipleri hazirlanmistir. Ardindan tiipler, Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazina

yerlestirilerek asagidaki protokol uygulanmustir.

Cizelge 3.9. Thermal Cycler protokolii.

Program adi Sicaklik (°C) Siire (dk)
Priming 25 5
Reverse Transcription 46 20
RT Inactivation 95 1
Optional Step 4 Bekleme

Flde edilen ¢cDNA o0Ornekleri Real-Time PCR analizine kadar -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.10.2 Genlere ait ileri ve geri primerlerin dizayn

IL-10, MUC2, CLDNS, BAK1 ve CASP3 hedef gen ve ACTB (Beta-aktin)
referans gen bolgelerine ait primeler NCBI ve ENSEMBL gen bankalar1 kullani-
larak dizayn edilmis (Cizelge 3.10) ve elde edilen primerlerin spesifikligi, BLAST

programu ile kontrol edilmistir.

3.2.10.3 Real-Time PCR analizi

Sentezlenen cDNA’lar, LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanilarak
Roche LightCycler 480 II cihazi ile ¢alisilmistir. Tek 6rneklik reaksiyon karisimi
Cizelge 3.11°da verilmistir.



Cizelge 3.10. Genlere ait ileri ve geri primerler.

Primer

Gen Erisim No Ady Primer Dizisi (5°-3”)* Primer pozisyonu  Uriin uzunlugu (bp)
F AGCTGAGGGTGAAGTTTGAG 116-135

IL-10 NM _001004414.2 97
R AACTCATCCAGCAGTTCAGAG 212-192
F CAGCACCAACTTCTCAGTTCC 3474-3494

MUC2 JX284122.1 102
R TCTGCAGCCACACATTCTTT 3575-3556
F GAGGGACCATCTACATCCTCT 458-478

CLDN5 NM 204201.1 86
R GTCGTAGAAGTCGCTGATGAC 543-523
F CGCTACGTCACCGAATTCAT 671-690

BAKI1 NM_001030920.1 117
R CACCACCAGCATGTACTTCA 787-768
F ACAATGATCTGTCAAGCAGAGATA 457-480

CASP3 NM _204725.1 99
R GGCTTAGCAACACACAAACAA 555-535
F TGGGCCAGAAAGACAGCTAC 208-227

ACTB NM_205518.1 82
R CCGTGTTCAATGGGGTACTT 289-270

*Tiim primerler dizayn edilmistir.

LL
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Cizelge 3.11. Tek orneklik reaksiyon karisim bilesenleri ve hacimleri.

Bilesenler Hacim
Su, PCR-grade 1.9 ul
fleri Primer(F) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Geri Primer(R) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Enzim Karigimi (LightCycler® 480 SYBR 5l
Green I Master)
T

cDNA 2.5 ul
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pl

Tiim bilesenlerin her birinden (¢cDNA harig) reaksiyon tiipiine eklenmis ve
reaksiyon sayisinin bir fazlasi ile ¢arpilarak total reaksiyon karisimihazirlanmistir.
Daha sonra her bir 96’11k plate kuyucuguna 7.5 pl total reaksiyon karisimindan ve
2.5 ul DNA 6rneginden, son hacim 10 pl olacak sekilde ilave yapilmistir. Platelerin
iizeri kapatilarak santrifiij edilmis ve ardindan asagidaki cihaz protokolii (Cizelge

3.12) uygulanmistir.

Cizelge 3.12. Real-time PCR protokolii.

Sogut-
Program Pre- . . g
Ad inkiibasyon Amplifikasyon Melting Curve -
Analiz Kuantifikasyon
Modu Yok Modu Erime Egrisi Modu Yok
Dongii 1 45 1 1
Sayisi
Hedef 95 95 56 72 95 6l 97 40
Sicaklik [°C]
Siire 5dk 10sn 15sn 10sn  S5sn  1dk - 30 sn
Sicaklik
Artis Hizi 4.8 4.8 2.5 4.8 4.8 2.5 0.11 2.5
[°C/s]
Okuma - - - tek - - devam -

Modu
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3.2.10.4 Veri analizi

Elde edilen veriler Absolute Quantification ve Advanced Relative
Quantification yontemleri ile analiz edilmis ve sonuglarda kat degisim (Fold
change) metodu kullanilmistir (Lee et al., 2006). Bu metod ile hedef gen Ct
degerleri referans (housekeeping) Ct degerleri ile normalize edilmis ve normalize
degerler, kontrol gruplar ile oranlanarak kat degisim (Fold change) degerleri

bulunmustur.

3.2.11 istatistik analizler

Yeterli biiytikliikteki 6rneklem genisligini (hayvan sayisi), tahmin etmek i¢in
G*power analizi yapilmistir. Buna gore etki biiyiikliigli orta (0.25) ve % 95 gii¢
istendiginde, gii¢ analizine gore kullanilmasi1 gereken hayvan sayis1 400 adet olarak

belirlenmistir.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 22.0 (SPSS, 2013)
programmda  gerceklestirilmistir.  Onemlilik testlerine gegilmeden &nce,
parametrik test varsayimlarindan ilki olan normallik varsayimi i¢in elde edilen
CA verileri Kolmogorov-Smirnov testi ile, diger tim veriler ise Shapiro Wilk
testi ile kontrol edilmistir. ikinci olarak varyanslarm homojenligi varsayimi igin
de Levene testi uygulanmistir. Normal dagilis gostermeyen verilerin ise
logaritmik doniisiimii yapilarak veriler, normal dagilima uygun hale getirilmistir.
Daha sonra, gruplara ait istatistik hesaplamalar ve gruplarin ortalama degerleri
arasindaki farkliligin tespiti icin tek yonli varyans analizi (ANOVA)
uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkin 6nemlilik kontrolii i¢in de post-hoc
testlerinden Duncan testi kullanilmis ve 6nem seviyeleri P<0.05 veya P<0.01
diizeylerine gore saptanmistir. Bagirsak mikroflorasi verilerinde ise ortalamalar
arasindaki farkliligin kontrolii i¢in parametrik olmayan Kruskal-Wallis Test ve
post-hoc testi olarak Mann-Whitney U Testi, P<0.05 kullanilmistir. Ayrica
gruplar arasinda Oliim orani bakimindan farkliligin kontrolii Ki-kare testiyle

belirlenmistir.
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Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilmis ve deneme

planinin matematik modeli ise agagida verilmistir:

Yij = pu + ai + eij seklindedir. Burada;

Yij= i’inci muameleye ait j’inci tekerriiriiniin X’inci gézlem degerini,

u = Beklenen populasyon ortalamasini,

ai = 1i’inci muamelenin (RUYO0, RUY50, RUY 100, RUY200 ve RUY400)
etkisini,

eij = Yij’nin sansa bagl tesadiifi hatasini,

ifade etmektedir.
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4. BULGULAR

Bu boliimde rezene tohumu (Foeniculum vulgare Mill.) ugucu yaginin
(RUY) wugucu, fenolik ve diger bilesenleri, yag asidi kompoziyonu,
antibakteriyal  aktivitesi [(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1
(MIK) ve Minimum Bakterisidal/Fungisidal Konsantrasyonlar1 (MBK/
MFK)] gibi in vitro analiz sonuglart ile etlik pilic karma yemlerine farkli
diizeylerde RUY ilavesi etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla yiiriitiilen in vivo
calismadan elde edilen, performans [(canli agirlik (CA), canli agirlik kazanci
(CAK), yem tiikketimi (YT), yemden yararlanma orant (YYO)] verileri, Avrupa
Uretim Etkinlik Faktorii (EPEF), oliim orani, karkas randimani, karkas
parametreleri ve organ agirliklari ile kesim oncesi canli agirliklara oranlari,
deneme sonunda alinan bagirsak icerigi Orneklerinde E.coli 0O-157:H7,
Salmonella  spp., Clostridium perfringens,  Staphylococcus aureus ve
Lactobacillius spp.’nin kantitatif degerleri, proksimal ve distal ince bagirsak
orneklerinde  histomorfolojik  Olglim  sonuglari, total ince  bagirsak
trankriptom profili ve IL-10, MUC2, CLDNS, BAK1 ve CASP3 genlerinin mRNA
(messenger RNA) transkripsiyon seviyelerin Real-time PCR ile 6l¢iilmesine ait

bulgular ve bunlarin istatiksel yorumlar1 asagida sunulmustur.

4.1 Rezene Ucucu Yaginin Kimyasal Bilesimleri

4.1.1 Rezene ucucu yaginin ucucu bilesenleri

RUY’un tiim ugucu bilesenleri, her bir bilesenin RT' (Retention time,
alikonma zamani, dk) degeri ve molekiiler yapis1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Buna
gore, RUY’un ucgucu bilesenleri Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
(GC/MS) ile analiz edilmis ve 33 ucucu bileseni tespit edilmistir. RUY un ana
etkicil bileseni trans-anethol (% 75.38) olarak bulunmustur. Diger baslica
bilesenleri ise; limonene (% 9.52), anisole (% 3.28), carvone (% 3.13) ve p-
anisaldehyde (% 2.95) olarak saptanmistir. GC/MS kromotograminda (Bkz. Ek-1)
trans-anethole 34.333’lincii dk’da en yiiksek, digerleri ise sirasiyla 14.582, 29.709,
31.635 ve 39.402 dk’larda pik vermistir. RUY igeriginde, a-thujone, benzen, 4-

! Alikonma zamani: numunenin enjeksiyonu ile dedektérde pik maksimumunun elde ediligi arasinda
gecen zamandir (Retansiyon Zamani).
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methoxyphenylacetone, phenol, a-pinene, dillapiole, dihydrocarvone, B-ocimene,

bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol,

cyclohexanone,

methyleugenol, v-terpinene ve

cuminaldehyde % 1’den daha az, diger bilesenlerinin ise eser diizeyde oldugu

saptanmistir.

Cizelge 4.1. Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) ugucu yaginin ugucu bilesenleri.

Ugucu bilesen RT" (dk) M(l(}/(:)a " Molekiiler formiil
a-Pinene 9.275 0.39 CioHie
Camphene 10.454 0.01 CioHise
B-Pinene 11.642 0.03 CioHise
B-Phellandrene 12.016 0.03 CioHie
B-Myrcene 13.262 0.06 CioHise
a-Phellandrene 13.401 0.06 CioHie
a-Terpinene 13.872 0.03 CioHie
Limonene 14.582 9.52 CioHis
Sabinene 14.845 0.09 CioHie
P-mentha-1,3,8-triene 15.079 0.02 CioHia
B-Ocimene 15.586 0.18 CioHie
Y-Terpinene 16.043 0.10 CioHise
Benzen 16.919 0.41 CeHe
a-Terpinolene 17.305 0.01 CioHie
a-Thujone 21.233 0.52 CioH160
a-Fenchyl acetate 23.463 0.02 C12H2002
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol 24.251 0.18 C7H120
Linalool 25.615 0.05 CioH130
Dihydrocarvone 27.922 0.23 CioH160
Cyclohexanone 28.507 0.16 CeH100
Anisole 29.709 3.28 C7HsO
Carvone 31.635 3.13 Ci1oH140
Cuminaldehyde 32.967 0.10 CioH120
Trans-Anethole 34.333 75.38 Ci1oH120
Neophytadiene 36.350 0.03 CaoHss
Methyleugenol 38.766 0.12 C1H1402
P-Anisaldehyde 39.402 2.95 CsHs02
2-Pentadecanone 41.382 0.03 CisH300
4-Methoxyphenylacetone 42.445 0.40 CioH1202
Phenol 43.628 0.40 CeHesO
Cyclohexane 44.932 0.06 CioHis
Dillapiole 46.574 0.37 Ci12H1404
Propanedioic asit 46.750 0.05 CisH29N2010°

*RT: Retention time/alikonma zamani.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC20H38
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H14O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC8H8O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC15H30O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC10H12O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC6H6O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC10H18
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4.1.2 Rezene ucucu yaginin fenolik ve diger bilesenleri

RUY’un Sivi Kromatografisi-Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresi (LC/Q-
TOF/MS) taramasina gore fenolik ve diger bilesenleri, her bir bilesenin alikonma
zamani (RT), kiitle/yiik oran1 (m/z?), ve benzerlik oram (score®) degerleri ile iyon
yiikii ve molekiiler yapis1 Cizelge 4.2°de verilmistir. LC/Q-TOF/MS sonucunda
RUY igeriginde benzen, fenolik bilesik, pirazin, prostaglandin, steroid, terpenoid
ve yag asidi amid gibi ¢esitli sekoder metabolit siniflarinin yer aldigr bulunmustur.
Ayrica benzen; embelin, fenolik bilesikler; fenilpropanoid (anethole), fenoller (m-
Creyl acetate), furokumarinler (psoralen, bergapten, trioxsalen), flavon (apigenin),
flavonoid (nobiletin), hidroksikumarin (umbelliferone), lignan (nordihidro-
guaiaretik asit), metoksifenol (sinapyl alcohol), pirazin; tetramethylpyrazine,
prostaglandinler; 5-trans prostaglandin D2, PGD3, ent-prostaglandin E2, PGJ2,
steroidler; estradiol valerate, triptophenolide, androsterone sulfate, terponoidler;
carvone ile a-farnesene ve yag asidi amid de stearamide bilesenlerinden olustugu

saptanmistir.

RUY’un ana aktif komponenti ve bir fenilpropanoid olan pozitif yiiklii
anethole’iin RT, m/z ve score degerleri sirasiyla 12.89 dk, 149.10 ve 97.13 olarak
saptanmigstir. Bir benzen olan embelin ve bir yag asidi amidi olan stearamidde bu
degerler sirasiyla 26.67 ile 28.90 dk, 293.18 ile 284.29 ve 87.34 ve 89.50 olarak
bulunmustur. Tetramethylpyrazine de ise RT degeri 5.34 dk, m/z degeri 137.11 ve
score degeri ise 86.78 olarak saptanmistir. Fenolik bilesiklerin RT degerlerinin
12.89 ile 24.15 dk, m/z degerlerinin 149.06 ile 403.14 ve score degerlerinin ise
81.41 ile 99.72 araliginda degistigi gorilmiistiir. Prostaglandinler, steroidler ve
terpenoidler’de ise RT degerleri sirasiyla 15.74 ile 22.90 dk, 26.35 ile 28.54 dk ve
14.77 ile 25.57 dk, m/z degerleri sirasiyla 357.20 ile 375.21, 311.17 ile 369.17 ve
151.11 ile 205.20, score degerleri de sirasiyla 90.73 ile 100.00, 81.06 ile 100.00

ve 83.10 ile 94.87 araliginda degismistir.

2 fyonlarin belirli kiitle/yiik oranlar1: molekiiler kiitleyi 6lgmek yerine, atom veya molekiilleri gaz
fazinda iyonlara (+, -) dOniistiiriilerek iyonlarin bagil miktarlarinin (kiitle/yiik) oranina
ayristirilmasi ve 6lgiilmesidir.

3 Tammlanan bilesenin kiitle spektrumunun, kiitiiphanedeki spektruma benzerlik oranidir.
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Cizelge 4.2. Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) ugucu yagimnin LC/Q-TOF/MS

taramasi.
. RT! ) ; lIyon  Molekiiler
Simif Bilesen (dk) m/z Score viikii formiil
Benzen
Embelin 26.67 293.18 87.34 - C17H2604
Fenolik bilesikler
Fenilpropanoid  Anethole 12.89 149.10 97.13 + CioH120
Fenol m-Cresyl 2086 14906 8847 - CoHyO:
acetate
Furokumarin Psoralen 16.69 187.04  99.72 + CiiHqOs
Furokumarin Bergapten 2023  217.05  99.47 + C12HsO4
Furokumarin Trioxsalen 22.89 229.09 86.91 + CiaH1205
Flavon Apigenin 20.37 269.05 97.92 - CisH100s
Flavonoid Nobiletin 2340 403.14 99.26 + Ca1H220s
E&drok“' Umbelliferone  24.15  161.02  97.79 - CoHy0;
marin
Lignan Nordihidro- = »3 35 30115 8747 . CigHnOs
guaiaretik asit
Metoksifenol ~ Sinapyl 13.52  209.08  81.41 - C11H1404
alcohol
Pirazin
Tetramethyl- 55, 1371 g678 + CsHiuN,
pyrazine
Prostaglandinler
S-trans
Prostaglandin 1574 37521  90.75 + C20H320:5
D2
PGD3 19.13  373.20 100.00 + C20H300s
ent-
Prostaglandin 1996 37521 100.00 + C20H3,0:5
E2
PGJ2 2290 357.20 90.73 + C20H3004
Steroidler
Estradiol 26.35 355.23 81.06 - Ca3H3205
valerate
E;‘ept"pheno' 2679 31117 10000 - C20H240;
Androsterone 28.54 369.17 100.00 - Ci9H300sS
sulfate
Terpenoidler
Monoterpenoid ~ Carvone 14.77 151.11  83.10 + CioH140
Seskiterpenoid  a-Farnesene 25.57 20520  94.87 + CisHos
Yag asidi amid
Stearamide 28.90 28429  89.50 + CisH37NO

IRT: Retention time/alikonma zamani.
2m/z degeri: kiitle/yiik orani.

3Score: benzerlik orani.



85

4.1.3 Rezene ucucu yaginin yag asitleri kompozisyonu

RUY’un yag asidi metil ester (Fatty Acid Methyl Esters, FAME) icerikleri
ve alikonma zamanlar1 (RT) Cizelge 4.3’te verilmistir. Buna gére, RUY un FAME
tayini Gaz Kromatografisi Alev Iyonlasmali Dedektdr (GC/FID) ile analiz edilmis
ve 26 yag asidi metil esteri tespit edilmistir. Linoleik asit (% 54.09) ve oleik asidin
(% 33.44) RUY un yag asitleri kompozisyonunun énemli bir kismini olusturdugu
ve GC kromotograminda en yiiksek iki tepe noktasina (Bkz. EK-3) sahip olduklari
gorilmistiir. Linoleik asit ve oleik asit i¢cin RT degerleri sirasiyla 20.39 ve 18.51

dk olarak saptanmastir.

RUY igerigindeki yag asitlerinin yaklagik % 88’nin doymamais yag asitlerin-
den meydana geldigi bulunmustur. RUY igerigindeki diger baslica yag asitlerinin
de doymus yaglardan palmitik asit (% 6.29), stearik asit (% 2.35) ve miristik asit
(% 1.48) oldugu saptanmistir. RT degerlerinin ise sirasiyla 12.94, 17.18 ve 9.89dk
olarak bulunmustur. Bununla birlikte, % 1’den daha az behenik asit, lignoserik
asit, arasidik asit, kaproik asit, cis-11-eikosenoik asit, heneikosanoik asit ve
heptadekanoik asit ile eser miktarda diger doymus ve doymamis yag asitlerini

icerdigi tespit edilmistir.

4.2 Rezene Ucucu Yagimin Antimikrobiyal Aktivitesi

4.2.1 Rezene ucucu yaginin minimum inhibisyon konsantrasyonu

RUY ’un minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri Cizelge 4.4’te
verilmistir. Uremenin engelledigi en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanan MiK
degerleri gram pozitif bakterileri Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 icin sirasiyla 2500 ve 1250 ppm olarak
bulunmustur. Gram negatif bakterileri Esherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella typhimurium ATCC 13311 MIK degerler ise
sirastyla 78.1, 2500 ve 156.3 ppm olarak tespit edilmistir. Candida albicans ATCC
10231 MIK degeri de 39.1 ppm olarak saptanmistir. Genel olarak min. ve max.
MIK araligi bakteriler igin 78.1-2500 ppm, fungus icin 39.1 ppm, tiim

mikroorganizmalar i¢in ise, 39.1-2500 ppm olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) yag asitleri kompozisyonu.

Yag asidi RT* (dk) Miktar (%)
Biitirik asit (C4:0) 4.78 0.02
Kaproik asit (C6:0) 5.08 0.18
Kaprilik asit (C8:0) 5.88 0.01
Kaprik asit (C10:0) 6.82 0.02
Undekanoik asit (C11:0) 8.01 0.07
Tridekanik asit (C13:0) 9.74 0.01
Miristik asit (C14:0) 9.89 1.48
Miristoleik asit (C14:1) 10.22 0.08
Pentadekanoik asit (C15:0) 11.42 0.02
Palmitik asit (C16:0) 12.94 6.29
Palmitoleik asit (C16:1) 13.80 0.03
Heptadekanoik asit (C17:0) 13.99 0.11
Cis-10-heptadekanoik asit (C17:1) 14.67 0.03
Stearik asit (C18:0) 17.18 2.35
Oleik asit (C18:1 cis) 18.51 33.44
Linoleik asit (C18:2 cis) 20.39 54.09
Arasidik asit (C20:0) 21.27 0.27
Linolenik asit (C18:3 n3) 22.01 0.10
Cis-11-Eikosenoik asit (C20:1) 22.30 0.16
Heneikosanoik asit (C21:0) 23.21 0.06
Cis-11, 14-Eikodadienoik 23.35 0.01
(C20:2)

Behenik asit (C22:0) 24.86 0.73
Arasidonik asit (C20:4) 25.89 0.01
Trikosanoik asit (C23:0) 26.73 0.03
Lignoserik asit (C24:0) 28.89 0.28
Nervonik asit (C24:1) 30.07 0.01

*RT: Retention time/alikonma zamani.



Cizelge 4.4. Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) ugucu yagmim minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degetleri.

Mikroorganizmalar RUY Konsantrasyonlar: (ppm)

5000 2500 1250 625 3125 1563 78.1 39.1 195 Poz! Neg?

Staphylococcus aureus

Gram pozitif ATCC 6538 - - + + + + + + + _ +
Rezene bakteriler Enterobacter aerogenes
(Foeniculum ATCC 13048 ) ) - + + + + + + - +
Vulgare Esherichia coli
Mill.) ugucu ATCC 10536 ) ) - - - - - + + - +
yagl Gram negatif Pseudomonas aeruginosa
bakteriler ~ ATCC 15442 Bl - + + + + + + I ) n
Salmonella typhimurium
ATCC 13311 ) ) ) - - - + + + - +
Fungus Candida albicans _ - - _ - - - - ) - )

ATCC 10231

"Poz: Pozitif kontrol (Mueller Hinton Broth+organizma+ Gentamisin/Cycloheximide)
2Neg':. Negatif kontrol (Mueller Hinton Broth+organizma)
(+): Ureme Var, (-): Ureme Yok

L8



88

4.2.2 Rezene ucucu yaginin minimum mikrobisidal konsantrasyonu

RUY un minimum bakterisidal ve fungisidal konsantrasyon (MBK ve MFK)
degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Bakterilerin tamamen oldiigii en diisiik
konsantrasyon olarak tanimlanan MBK degeri gram pozitif bakterileri
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve Enterobacter aerogenes ATCC 13048 i¢in
sirasityla 2500 ve 1250 ppm olarak bulunmustur. Gram negatif bakterileri
Esherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Salmonella typhimurium ATCC 13311 MIK degerler ise sirastyla 78.1, 2500 ve
312.5 ppm olarak tespit edilmistir. Funguslarin tamamen o6ldiigi en diisiik
konsantrasyon olarak tanimlanan MFK degeri de Candida albicans ATCC 10231

icin 78.1 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5. Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) ugucu yagmin minimum
bakterisidal/fungisidal konsantrasyon (MBK/MFK) degerleri.

Minimum
Mikroorganizmalar Mikrobisidal
konsantrasyon (ppm)
Staphylococcus aureus 2500
Gram pozitif ATCC 6538
bakteriler  Enterobacter aerogenes 1250
ATCC 13048
Rezene Esherichia coli 781
(Foeniculum ATCC 10536 '
Vulgare Gram negatif Pseudomonas aeruginosa 2500
Mill.) ucucu bakteriler ~ ATCC 15442
yagl Salmonella typhimurium 3125
ATCC 13311 )
Candida albicans
Fungus — Atcc 10231 781

4.3 Performans

4.3.1 Canh agirhk

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli diizeylerde (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg)
RUY ilavesinin canli agirliklar (CA) iizerine etkisi Cizelge 4.6’da verilmistir. Tim

gruplara ait ortalama CA’larin 0., 7. ve 14. giinlerde benzerlik gosterdigi ve
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sirasiyla 39.13-39.38 g, 133.26-137.69 g ile 306.63-320.76 g aralifinda degistigi
saptanmistir (P>0.05). Diger yandan, 7. ve 14. giinlerde kontrol grubuna kiyasla,
RUY ilaveli gruplarda CA’lar artmis fakat bu artis istatistiksel agidan 6nemsiz
olmustur (P>0.05). Baslatma doneminin sonunda (21. giin) CA degerleri tiim RUY
ilaveli gruplarda benzer ancak kontrol gruplarina kiyasla daha yiiksek oldugu

saptanmistir (P<0.01).

Bitirme doneminin basinda (28. giin) ise en yiiksek CA RUY400 (1312.56 g),
en diisik ise kontrol (1175.96 g) grubunda goézlenmistir (P<0.01). RUY50,
RUY100 ve RUY200 gruplarinin 28. giindeki CA degerlerinin (sirastyla 1258.84,
1251.30, 1252.80 g) benzer oldugu bulunmustur. Denemenin 35. giiniinde ise en
yiiksek CA RUY400 (2002.71 g) grubunda saptanmis, bunu sirasiyla RUY200
(1947.12 g), RUY100 (1944.61 g), RUYS50 (1940.72 g) ve en diisiik kontrol
(1824.88 g) gruplart izlemistir (P<0.01). Denemenin sonunda (42.giin), RUY diizey
artisina paralel olarak CA degerleri artmis ve en yiiksek RUY400 (2614.85 g), en
diisiik kontrol (2458.28 g) grubunda gozlenmistir (P<0.01). Diger gruplarin CA
degerleri arasindaki farklilik benzer bulunmustur (Sekil 4.1). Bununla birlikte, etlik
pili¢ karma yemlerine artan diizeyde RUY ilavesinin CA’lar iizerine 21., 28., 35.
ve 42. giinlerdeki lineer etkisinin istatistiki olarak onemli oldugu goriilmiistiir
(P<0.01). Elde edilen bulgulara gore, karma yeme 50, 100, 200 veya 400 mg/kg
diizeyde RUY ilavesinin etlik pili¢lerin canli agirliklari tizerine dogrusal ve olumlu

etki yaptig1 saptanmuigtir.

42. giin Canh agirhklar

2614.85

mRUY400

a

a
aRUY100 2556.51

ab
mRUYS0 2542.64

b
mRUYO 2458.28

Sekil 4.1. Deneme sonu gruplara ait canli agirliklar (42. giin).



Cizelge 4.6. Etlik piliglerde yeme rezene ugucu yagi ilavesinin canli agirliklar (CA) iizerine etkisi (g).

RUY' (mg/kg) Onemnlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik
0. glin 39.38 39.32 39.25 39.13 39.30 0.166 0.993 0.774 0.771
7. glin 133.26 136.81 137.69 135.65 134.40 0.940 0.580 0.222 0.113
14. glin 306.63 316.33 314.21 317.58 320.76 2.660 0.569 0.132 0.738
21. glin 594.80° 655.50% 648.60* 656.30° 678.46% 5.086 <0.001** <0.001** 0.128
28. giin 1175.96° 1258.84° 1251.30° 1252.80° 1312.56% 8.730 <0.001%** <0.001%** 0.601
35. giin 1824.88° 1940.72% 1944.61% 1947.12% 2002.71% 11.447 <0.001%** <0.001%** 0.193
42. glin 2458.28° 2542.64% 2556.51% 2579.93% 2614.85% 13.941 0.007** 0.002%** 0.442

Ayni satirda farkl harf (a-c) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak énemlidir.
'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.

2 Havuzlanmus (pooled) standart hata.

06
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4.3.2 Canh agirhk kazanci

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli diizeylerde (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg)
RUY ilavesinin canli agirhik kazanci (CAK) fizerine etkisi Cizelge 4.7’de
verilmistir. Baglatma doneminin 0-7. ve 7-14. giinlerinde gruplara ait ortalama
CAK’m 93.89-98.44 g ve 162.21-186.36 g arasinda degisim gosterdigi fakat bu
farkliligin istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu goriilmiistir (P>0.05). Baslatma
doneminin 14-21. giinlerinde ise kontrol grubuna gore RUY ilaveli gruplarda
CAK’in onemli diizeyde arttigr (P<0.05) ve bu artisin lineer iligkili oldugu
goriilmistiir (P<0.01). En diisiik ve en yiiksek CAK sirasiyla 299.33 g ile kontrol,
357.70 g ile RUY400 grubunda saptanmistir. Bitirme doneminin, 21-28. giinlerinde
de en yiiksek CAK RUY400 (604.12 g) grubunda saptanmis, bunu sirasiyla
RUY100 (608.18 g), RUY200 (604.12 g), RUY50 (603.85 g) ve kontrol (583.00 g)
gruplar1 takip etmistir. Ancak ortamala CAK degerleri arasindaki farklilik onemsiz
bulunmasina (P>0.05) ragmen, RUY diizey artis1 ile CAK arasindaki lineer iligki
anlamli bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte, 28-35. ve 35-42. giinler CAK
sirastyla 603.50-653.99 g ve 646.48-688.04 g araliginda degisim gdstermis olup,

ortalamalar arasi farklar nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Gruplar arasindaki CAK periyodik olarak incelendiginde, 0-21. giinlerde
gruplar arasindaki ortalama CAK’lardaki farkliligin 6nemli olmadig1 goriilmiistiir
(P<0.05). Fakat bu donemde karma yemdeki RUY diizey artisinin CAK {izerindeki
lineer ektisinin istatistiki olarak onemli oldugu saptanmistir (P<0.01). Bitirme
doneminde (22-42. giinler) kontrol ile RUY ilaveli gruplara ait ortalama CAK’lar
1864.68-1935.72 g araliginda degistigi ve farkliligin 6nemsiz oldugu bulunmustur
(P>0.05). Tiim tiretim doneminde (0-42. giinler) ise karma yemelere artan diizeyde

RUY ilavesiyle CAK 1iyilesmis ve gruplar arasindaki farkliliklar 6nemli

bulunmustur (lineer etki, P<0.01).

Elde edilen bulgulara gore, RUY ilavesinin etlik piliglerde canli agirlik

kazancini periyodik olarak artirdigi ve bu iligkinin lineer oldugu goriilmiistiir.



Cizelge 4.7. Etlik piliglerde yeme rezene ugucu yagi ilavesinin canli agirlik kazanci (CAK) tizerine etkisi (g).

RUY' (mg/kg) Onemnlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik

0-7. giin 93.89 97.61 98.44 96.25 95.10 1.067 0.676 0.275 0.161
7-14. giin 162.21 176.59 176.53 181.93 186.36 4.344 0.473 0.097 0.692
14-21. giin 299.33b 333.87% 329.26% 331.10% 357.70° 5.592 0.019* 0.003%* 0.831
21-28. giin 583.00°  603.85®  608.18%°  604.12% 634.10° 7.178 0.274 0.045%* 0.869
28-35. giin 646.48 680.00 676.71 686.21 688.04 8.184 0.509 0.082 0.464
35-42. giin 635.19 603.50 618.54 653.99 613.58 9.655 0.504 0.599 0.971
0-21. giinler 555.43° 616.30° 604.23%®°  609.28% 639.16 9.110 0.054 0.006** 0.544
22-42. giinler 1864.68 1887.36 1898.71 1931.83 1935.72 14.465 0.478 0.070 0.897
0-42. giinler 2420.10°  2503.66®  2507.66®°  2541.11°®  2574.88° 18.885 0.110 0.010%* 0.651

Veriler, ana faktor’in (RUY) her bir dozu basina 16 tekerriiriin ortalamasidir.
Ayni satirda farkli harf (a-b) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar ¥P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemlidir.

'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.
2 Havuzlanmus (pooled) standart hata.
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4.3.3 Yem tiiketimi

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin yem tliketimi (Y T) iizerine etkisi Cizelge 4.8’de verilmistir. Tiim 0-7., 7-
14., 14-21., 21-28., 28-35. ve 35-42. giinlerdeki gruplara ait ortalama YT’lerin
sirastyla 120.43-126.91 g, 270.60-283.39 g, 451.46-476.14 g, 884.21-928.40 g,
1078.36-1104.47 g ve 1237.86-1296.50 g araliginda degistigi goriilmiistiir. Buna
gore, kontrol ve RUY ilaveli gruplara ait YT ler arasindaki farkin 6nemsizoldugu
saptanmistir (P>0.05). Bununla birlikte kontrol grubuna gore, RUY ilaveli karma
yem tiiketen gruplarda YT nin sayisal olarak azaldigi fakat bu etkinin istatistiksel
acidan fark olusturmadigr gézlenmistir. Gruplar arasindaki YT periyodik olarak
incelendiginde, baslatma (0-21. giinler) ve bitirme (22-42.giinler) donemlerindeki
ortalama YT lerin 848.73-883.00 g ve 3228.31-3329.36 g araliginda degistigi ve
gruplar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu saptanmistir (P>0.05). Tiim iiretim
doneminde (0-42.giinler) ise en yiikksek YT kontrol (4178.09 g) grubunda
gbzlenmis ve bunu sirastyla RUY50 (4135.80 g), RUY400 (4130.43 g), RUY 100
(4116.17 g) ve RUY200 (4087.29 g) gruplari izlemistir (Sekil 4.2). Genel olarak
kontrol grubuna kiyasla RUY ilaveli gruplarda YT azalmis fakat bu farklilik

sadece sayisal olarak goriilmiistiir (P>0.05).

0-42. giinler Yem tiiketimi

= RUY400 413043
RUY200 1 4087.29
= RUY100 4116.17
SRUYSO 4135.80
= RUY0 4178.09

Sekil 4.2. Deneme sonu gruplara ait yem tiiketimleri (42. giin).



Cizelge 4.8. Etlik piliglerde yeme rezene ugucu yagi ilavesinin yem tiiketimi (Y T) iizerine etkisi (g).

v6

RUY' (mg/kg) Onemlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik

0-7. gilin 126.66 126.91 122.48 120.43 123.89 1.346 0.504 0.341 0.438
7-14. glin 270.60 274.71 283.39 281.11 278.16 0.301 0.678 0.205 0.321
14-21. giin 451.46 476.14 463.40 457.24 458.29 4.047 0.369 0.223 0.236
21-28. giin 928.40 917.36 917.80 884.91 924.03 6.877 0.288 0.310 0.246
28-35. giin 1104.47 1096.82 1097.50 1078.36 1095.21 8.070 0.892 0.545 0.673
35-42. giin 1296.50 1238.62 1237.86 1265.04 1256.42 14.379 0.702 0.200 0.302
0-21. giinler 848.73 883.00 869.26 858.78 867.95 6.266 0.514 0.186 0.375
22-42. giinler 3329.36 3252.80 3258.29 3228.31 3262.48 20.927 0.627 0.136 0.300
0-42. giinler 4178.09 4135.80 4116.17 4087.29 4130.43 22.790 0.802 0.297 0.406

Veriler, ana faktor’iin (RUY) her bir dozu basina 16 tekerriiriin ortalamasidir.
'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.

2 Havuzlanmus (pooled) standart hata.
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4.3.4 Yemden yararlanma oranlari

Etlik pili¢c karma yemlerine farkli dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin yemden yararlanma orami (YYO) iizerine etkisi Cizelge 4.9’da
verilmistir. Baglatma doneminin 0-7. gilinlerinde ortalama YYO’nun 1.25-1.36
araliginda degistigi gorilmiistiir. Aym1 zamanda RUY ilaveli gruplara ait
YYO’larin kontrol grubuna kiyasla iyilestigi (P<0.05) ve bu iyilesmenin lineer
(P<0.05) ve kuadratik (P<0.01) iliskili oldugu goriilmiistiir. Baglatma déneminin 7-
14. giinlerinde ise, kontrol grubuna kiyasla RUY seviyesindeki artisla birlikte
YYO’nun iyilestigi, fakat bunun rakamsal diizeyde oldugu saptanmistir (P>0.05).
En iyi ve en kotii YYO’lar ise sirasiyla 1.46 ile RUY400, 1.77 ile de kontrol
gruplarinda goriilmiistiir. Diger yandan, 14-21. giinlere ait YYO’lar 1.28-1.55
arasinda degismis ve gruplar arasindaki farklilik énemli bulunmustur (P<0.05).
Ayrica karma yeme artan diizeyde RUY ilavesinin YYO iizerine lineer etkisinin
istatistiki olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Bitirme doneminin baginda
(21-28. giinler) ise, RUY ilaveli yemlerle beslenen etlik piliglere ait YYO’larin
benzer oldugu, kontrol grubuna kiyasla iyilestigi ve gruplar arasindaki bu
farkliligin 6nemli oldugu saptanmustir (lineer etki, P<0.05). Bununla birlikte, 28-
35. ve 35-42. giinlere ait ortalama YYO’larin 1.60-1.73 ile 1.91-1.99 araliginda

PR

degistigi ve gruplar arasindaki farkliligin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (P>0.05).

Gruplar arasindaki YYO periyodik olarak incelendiginde, baslatma
doneminde (0-21. giinler) RUY diizey artisina baglh olarak YYO’nun 1iyilestigi,
RUY ilaveli gruplar arasindaki farkliligin rakamsal diizeyde ve kontrol grubuna
kiyasla anlamli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica RUY diizey artisinin YYO
tizerindeki lineer ektisinin istatistiki olarak énemli oldugu saptanmistir (P<0.01).
Bitirme doneminde (22-42. giinler) ise en iyi YYO 1.67 ile RUY200, en kétii 1.80
ile kontrol grubunda gdzlenmis olup, gruplar arasindaki farkliliklar Onemli
bulunmustur (lineer etki, P<0.05). Biitiin iiretim doneminde (0-42. giinler) ise tim
RUY ilaveli gruplarla beslenen etlik pili¢lerin YYO’larinin, kontrol grubuna
kiyasla onemli derecede iyilestigi ve bu etkinin lineer iligkili oldugu (Bkz. Sekil
4.3) gorilmiustiir (P<0.05). Dolayist ile karma yeme diizey bagimsiz RUY

ilavesinin etlik piliglerin YYO’larin iyilestirdigi saptanmustir.



Cizelge 4.9. Etlik piliglerde yeme rezene ugucu yagi ilavesinin yemden yararlanma oranlar1 (YYO) iizerine etkisi (g yem tiiketimi/g canli agirlik

artisi).
RUY' (mg/kg) Onemlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik
0-7. giin 1.36° 1.312® 1.25° 1.25° 1.312® 0.013 0.041%* 0.043%* 0.009%*
7-14. giin 1.77 1.59 1.69 1.68 1.46 0.041 0.143 0.099 0.533
14-21. giin 1.55° 1.42@® 1.40% 1.39% 1.28° 0.026 0.029* 0.035* 0.874
21-28. giin 1.60° 1.54% 1.53% 1.46° 1.47° 0.016 0.066 0.025* 0.588
28-35. giin 1.73 1.62 1.61 1.60 1.62 0.019 0.195 0.076 0.114
35-42. giin 1.95 1.96 1.91 1.92 1.99 0.025 0.837 0.907 0.353
0-21. giinler 1.56 1.45% 1.41° 1.40° 1.37° 0.021 0.026* 0.0027%* 0.197
22-42. giinler 1.80° 1.723® 1.74%® 1.67° 1.712® 0.016 0.177 0.034* 0.314
0-42. giinler 1.74° 1.65 1.64° 1.61° 1.62° 0.014 0.026* 0.002%%* 0.111

Veriler, ana faktor’iin (RUY) her bir dozu basina 16 tekerriiriin ortalamasidir.

Ayni satirda farkli harf (a-b) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak dnemlidir.

'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.
2 Havuzlanmus (pooled) standart hata.
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Sekil 4.3. Gruplardaki ortalama yemden yararlanma oranlar1 (42. giin).
4.4 Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii ve Oliim Oranlar:

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin Avrupa iiretim etkinlik faktorii (EPEF) ve oliim orani {izerine etkisi
Cizelge 4.10°da verilmistir. EPEF degerinin kontrol grubuna kiyasla, RUY ilaveli
gruplarda 6nemli diizeyde arttig1 (P<0.05) ve bu artisin lineer iligkili oldugu
bulunmustur (P<0.05). Tim {iretim donemi (0-42.glinler) sonunda gruplar
arasindaki EPEF degerleri Sekil 4.4’de gosterilmistir. Buna gore, en diisiik ve en
yiiksek EPEF degerleri sirasiyla 333.74 ile kontrol ve 378.38 ile RUY200
gruplarinda gézlenmistir. Diger yandan, RUY ilavesinin EPEF {izerine gosterdigi
etkinin 200 mg/kg diizeyden sonra diisme egilimi gosterdigi fakat bu diisiislin
sayisal olarak kaldigr goriilmiistir (P>0.05). RUY ilaveli gruplar karsilas-
tirildiklarinda ise en diisiik EPEF degeri 363.57 ile RUYS50 gurunda gézlenmis
olup, diger RUY100, RUY200 ve RUY400 gruplarmin EPEF degerlerinin
(strastyla 371.09, 378.38 ve 375.98) benzer oldugu saptanmistir (P<0.05).

Tiim iiretim donemi (0-42.giinler) sonunda deneme gruplar arasindaki 6lim
orant bakimindan olusan farklilifin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu saptanmistir
(P>0.05). En diisiik o6liim orant % 1.25 ile RUY50 ve RUY200 gruplarinda
gbzlenmis olup, kontrol grubunda % 2.5, RUY 100 ve RUY400 gruplarinda ise %

3.75 olarak belirlenmistir.



Cizelge 4.10. Etlik pili¢lerde yeme rezene ugucu yagi ilavesinin Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii (EPEF) ve 6liim orani iizerine etkisi.

RUY! (mg/kg) Onemlilik diizeyi
0-42. giinler Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik
EPEF? 333.74° 363.57% 371.09% 378.38% 375.98% 5.08 0.023* 0.028* 0.112
Olen hayvan sayisi (adet) 2 1 3 1 3
Oliim orant*, % 2.5 1.25 3.75 1.25 3.75 0.726

Ayni satirda farkli harf (a-b) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar ¥P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemlidir.

'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.

2 Havuzlanmis (pooled) standart hata. >Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii (European Production Efficiency Factor, EPEF): [Yasama giicii, % (0-42. giinler) x canl agirlik, kg (42.
giin) x 100] / [yas (giin) x Yemden yararlanma oran1 (0-42. giinler)]. “Parametrik olmayan Ki-kare testi kullanildi.

400 - 7 a a
390 | a 378.38 375.98

371.09
380 ab I

| 363.57
370 -+
360 -
B0 33374
340 -
330
320 +
310
300

RUYO0 RUY50  RUYI100 RUY200 RUY400

EPEF

Sekil 4.4. Gruplardaki ortalama EPEF degerleri (42. giin).
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4.5 Karkas Randimani ve Karkas Parametreleri

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin karkas randimani, karkas ve karkas parca agirliklar1 ile bunlarin kesim
oncesi CA yiizdesine olan (% CA) oranlarina iliskin bulgular Cizelge 4.11°de
verilmigtir. Gruplarin kesim 6ncesi ortalama CA’larinin tiim RUY ilaveli gruplarda
benzer, ancak kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu (P<0.05) ve RUY un
diizey artisina paralel lineer etkisinin 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.01). Diger
yandan, ortalama sicak karkas agirligi kontrol grubuna kiyasla, diger tiim RUY
ilaveli gruplarda daha yiiksek bulunmus ve bu etkinin lineer iliskili oldugu
goriilmiistiir (P<0.01). Fakat RUY ilaveli gruplar arasindaki sayisal artisin dnemsiz
oldugu bulunmustur. Sicak karkas randimani ise en diisiikk kontrol (% 70.14)
grubunda gozlenmis olup, daha sonra RUY50, RUY 100 ve RUY200 (sirasiyla %
71.15, 71.28 ve 71.41) gruplarinda benzer, en yliksek de RUY400 (% 72.05)
grubunda saptanmistir (P<0.05). Bununla birlikte, karma yeme artan diizeyde RUY
ilavesinin sicak karkas randimani iizerindeki lineer etkisinin istatistiki olarak

onemli oldugu gozlenmistir (P<0.01).

Gruplar ortalama gogiis kast agirligi bakimindan karsilastirildiklarinda ise
RUY’un diizey artigina paralel olarak artiginin ve kontrol grubuna kiyasla tim
RUY ilaveli gruplardaki artisin istatistiki olarak onemli oldugu saptanmistir
(P<0.01). Ayrica RUY’un gogiis kast agirligr iizerine lineer etkisinin anlaml
oldugu bulunmustur (P<0.01). Diger yandan, tim RUY ilaveli gruplarin relatif
gogiis kasi agirliklarinin benzer ancak kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
olduklart belirlenmistir (P<0.05). Ayrica bu artisin lineer iligkili oldugu
saptanmistir (P<0.01). Gruplarin ortalama but ve relatif but agirliklar1 502.24-
527.50 g ile % 19.91-20.46 araliginda 6nemsiz diizeyde degistigi saptanmistir
(P>0.05). Bununla beraber abdominal yag agirliginin 50 mg/kg sonraki diger
diizeylerde arttig1 ve bu artisin RUY 50 ve kontrol gruplarina kiyasla énemli oldugu
bulunmustur (P<0.05). Relatif abdominal agirliklar1 ise RUY50, RUY100 ve
RUY200 gruplarinda (sirastyla % 1.27, 1.26 ve 1.28) benzer, % 0.96 ile en diisiik
RUYS50 grubunda ve daha sonrasinda % 1.09 ile kontrol grubunda gézlenmisolup,

gruplar arasindaki bu farkliliklar 6nemli bulunmustur (lineer etki, P<0.05).



Cizelge 4.11. Karma yeme rezene Ucucu Yyagi ilavesinin etlik piliglerin mutlak ve relatif karkas parametrelerine etkisi.

RUY? (mg/kg) Onemlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM?2 RUY Lineer Kuadratik

Kesg‘;gce“ 2455500  2540.78%  2502.30°  2608.00°  2642.20° 18.934 0.011* 0.002%* 0.333

S;"g‘llr‘lﬁ;ﬂfg‘s 1723.09®  1824.28°  1850.39°  1887.76°  1904.09% 14.850 <0.001%*  <0.001** 0.120

Sicak karkas 70.14° 71.15% 71.28% 71.41% 72.052 0.204 0.048%  0.008%* 0.652

randimani, %

(;glgrfglfagl 578.05¢ 626.74° 651.03  665.06% 679.19% 8.738 0.001**  <0.001** 0.202

Gogis kasi 2349°  24.46® 2512  2515°  2568° 0.241 0.035%  0006** 0428
(% CA)

But agirhigy, g 502.24 508.34 511.34 521.82 527.50 3.848 0.223 0.116 0.833

But (% CA) 20.46 20.06 19.92 19.98 19.91 0.114 0.484 0.165 0.394

Abdominalyag o7 pgan 24.77° 32.870 33.35" 33.53b 1.161 0.038* 0.208 0.859

agirhigl, g

Abdominal Yag ) gan 0.96° 1.27 1.26° 1.28" 0.043 0.073 0.027* 0.952

(% CA)

Veriler, ana faktor’iin (RUY) her bir dozu bagma 10 hayvanin ortalamasidir.

Ayni satirda farkl harf (a-c) tastyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak dnemlidir.
Rezene Ucucu Yag1 (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg icin 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.
2 Havuzlanmus (pooled) standart hata.
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4.6 Organ Agirhiklar:

4.6.1 I¢ organ agirhiklan ve relatif degerleri

Etlik pili¢c karma yemlerine farkl: dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin i¢ organ agirliklar: ve bunlarin kesim 6ncesi CA ylizdesine olan (% CA)
oranlarina iliskin bulgular Cizelge 4.12°de verilmistir. Tim RUY ilaveli gruplarin
karaciger agirliklarimin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu ve bu
farkliligin istatistiki olarak 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.05) Diger yandan
RUY ilaveli gruplar arasinda artan RUY diizeyine bagh olarak gozlemlenen
karaciger agirligindaki sayisal artig, 6nemsiz bulunmustur (P>0.05). Ancak RUY
artis diizeyinin, karaciger agirligi lizerine lineer ektisinin istatistiki olarak 6nemli
oldugu saptanmistir (P<0.01). Relatif karaciger agirlig: ise kontrol grubuna kiyasla,
RUY diizeyartistyla birlikte artmis ve gruplar arasindaki farkliliklar 6nemli bulun-
mustur (lineer etki, P<0.05). Gruplar, ortalama kalp agirligi bakimindan karsilas-
tirildiginda kontrol, RUY50, RUY 100 ve RUY200 (sirasiyla 14.58, 15.29, 15.89 ve
14.37 g) gruplarinin benzer, 18.17 g ile RUY400 grubunun en yiiksek oldugu
saptanmigtir (P<0.01). Gruplarin mutlak kalp agirliklarina paralel olarak relatif
kalp agirliklarinin da diger gruplara kiyasla en yiliksek RUY400 grubunda oldugu
gbzlenmistir (P<0.05).

Gruplar dalak, bezel mide, tashik ve pankreas agirliklar ile bunlarin relatif
degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda, aralarindaki farkliligin énemsiz oldu-
gu goriilmiistlir (P<0.05). Bununla birlikte, bu i¢ organlara ait ortalama agirliklar
ve relatif degerleri sirasiyla; 2.79-3.77 g ve % 0.11-0.14, 10.07-11.14 g ve % 0.39-
0.43, 56.34-64.29 g ve % 2.25-2.47, 6.42-7.47 g ve % 0.25-0.29 araliginda degisim
gostermistir. Diger yandan, karma yemlere artan diizeyde RUY ilavesinin bursa
fabricus agirliklarin1 6nemli diizeyde artirmis (P<0.01) ve bu artisin lineer iligkili
oldugu goriilmiistiir (P<0.01). Relatif bursa fabricus agirliklarinin ise kontrol (%
0.16) ve RUYS50 (% 0.17) gruplarinda benzer ve diger RUY100, RUY200 ve
RUY400 (swrastyla % 0.19, 0.23 ve 0.21) gruplarina kiyasla daha diisiik olduklar
saptanmistir (P<0.01). Ayrica RUY diizey artisi ile relatif bursa fabricus agirliklari

arasindaki lineer iliski anlamli bulunmustur (P<0.01).



Cizelge 4.12. Karma yeme rezene ugucu yagi ilavesinin etlik pili¢lerin mutlak ve relatif i¢ organ agirliklarina etkisi.

RUY! (mg/kg) Onemnlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik
Karaciger agirig, g 49.11°  5328®  55.13°  5830°  57.49° 0.950 0.012* 0.002%* 0238
Karaciger (% CA) 200>  2.08%  2]3® 2320 2.17% 0.037 0.126 0.026* 0.288
Kalp agirhigi, g 14.58° 15.29° 15.89° 14.37° 18.17° 0.378 0.007%* 0.119 0.157
Kalp (% CA) 0.59°  0.60° 0.62% 0.55 0.69° 0.014 0.034* 0.542 0.105
Dalak agirlig, g 3.05 3.77 2.84 2.79 3.20 0.135 0.164 0.673 0.802
Dalak (% CA) 0.13 0.14 0.11 0.11 0.12 0.005 0.205 0.507 0.571
Bezel mide agithig, g 10.09  10.07 11.14 10.99 11.05 0.212 0.277 0.174 0.547
Bezel mide (% CA) 041 0.39 0.43 0.42 0.42 0.007 0.492 0.781 0.753
Tashk agihg, g 5634 57.71 59.77 64.29 61.78 1.165 0.204 0.118 0.581
Taslik (% CA) 231 2.25 231 247 2.34 0.043 0.582 0.747 0.917
Pankreas agirhig, g 6.49 6.44 6.42 747 7.10 0.185 0.264 0.423 0.786
Pankreas (% CA) 027 0.25 0.25 0.29 0.27 0.008 0.501 0.887 0.570
Bursa Fabricius 3.87° 423 504 5.928 5.65° 0.188  <0.001**  0.001** 0374
Agirhigi (g)
Bursa Fabricius 016"  0.17° 0.19% 0.23 0.21° 0.007 0.002%%  0.004%*  0.406
(% CA)

01

Veriler, ana faktor’tin (RUY) her bir dozu basina 10 hayvanin ortalamasidir.

Ayni satirda farkli harf (a-c) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak onemlidir.

'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.
2 Havuzlanmis (pooled) standart hata.
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4.6.2 Bagirsak agirhiklar ve relatif degerleri

Etlik pili¢c karma yemlerine farkli dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin bagirsak ve bagirsak segmet agirliklart ile bunlarin kesim oncesi CA
yiizdesine olan (% CA) oranlarina iliskin bulgular Cizelge 4.13’te verilmistir.
Karma yemlere artan diizeyde RUY ilavesinin gruplarin total ince bagirsak
agirliklarin1 anlamhi diizeyde artirdigi, buna gore en diisiik ve en yiiksek degerin
sirastyla 70.89 g ile kontrol, 76.44 g ile RUY400 gruplarinda oldugu saptanmistir
(P<0.01). Ayrica artan diizeyde RUY ilavesinin total ince bagirsak agirliklari
lizerine lineer etkisinin istatistiki olarak O6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.01).
Gruplarin relatif total ince bagirsak degerleri ise % 2.86-2.90 araliginda degismis
ve gruplar arasindaki bu farklilik rakamsal diizeyde olmustur (P>0.05). Gruplara ait
duodenum agirliklar karsilastirildiginda ise, bu degerin kontrole gore RUY ilaveli
gruplarda 6nemli derecede arttigi (P<0.01) ve bu artisin lineer iligkili oldugu
goriilmustiir (P<0.01). Gruplarin ortalama duodenum agirliklar: da 13.81-14.89 g
araliginda degismis ve en diisiik ile en yiiksek deger sirasiyla kontrol ve RUY400
gruplarinda saptanmistir. Buna karsin, gruplar arsindaki relatif duodenum degerleri

bakimindan gézlemlenen farklilik 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Gruplar, jejunum ve ileum agirliklar1 bakimindan karsilastirildiklarinda ise
karma yeme artan seviyede RUY ilavesine paralel olarak agirliklarin anlamli
diizeyde arttigt (P<0.01) ve bu artiglarin lineer etkisinin 6nemli oldugu
bulunmustur (P<0.01). Bununla birlikte, her iki parametre i¢in en diisiik ve en
yiiksek degerler sirasiyla kontrol ve RUY400 gruplarinda goriilmistiir. Gruplara ait
ortalama jejunum ve ileum agirliklari ise sirasiyla 29.38-31.68 g ve 27.93-30.12 g
araliginda degismistir. Buna karsin, relatif jejunum ve ileum degerleri de sirasiyla
% 1.18-1.20 ile % 1.13-1.14 araliginda ve Oonemsiz olarak degistigi goriilmiistiir
(P>0.05). Gruplarin toplam kalin bagirsak agirliklar1 ve bunlarin relatif degerleri
ise sirastyla 17.95-19.97 g ve % 0.72-0.75 araliginda bulunmus ve farkliligin
onemli olmadig1 saptanmistir (P>0.05). Ayrica gruplara ait sekum ve kolon agir-
liklarinda rakamsal artis goriilmesine ragmen bu artiglarin istatistiksel agidan fark

olusturmadig gozlenmistir (P>0.05). Sekum ve kolon relatif degerlerinin ise sira-

styla % 0.48-0.52 ile 0.21-0.25 araliginda benzer oldugu goriilmiistiir (P>0.05).



Cizelge 4.13. Karma yeme rezene ucucu yagi ilavesinin etlik pili¢lerin mutlak ve relatif bagirsak agirliklarina etkisi.

RUY' (mg/kg) Onemlilik diizeyi
Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik
Total ince bagirsak 70.89¢ 73.87° 74502 74.912 76.44 0.417 <0.001%*  <0.001%** 0.276
agirhigl, g
Total g;j%‘ji‘f“sak 2.89 2.88 2.86 2.89 2.90 0.012 0.906 0.732 0.384
Duodenum agirlig, g 13.81¢ 14.39b 14.43° 14,592 14.89° 0.081 <0.001%*  <0.001%* 0.422
Duodenum (% CA) 0.56 0.56 0.56 0.57 0.58 0.002 0.922 0.969 0.502
Jejunum agirhigy, g 29.38° 30.62° 30.88%® 31.05%® 31.68% 0.173 <0.001*%*  <0.001** 0.272
Jejunum (% CA) 1.20 1.19 1.18 1.20 1.20 0.011 0.907 0.806 0.404
fleum agirhigi, g 27.93¢ 29.10° 29.35% 29.51% 30.122 0.165 <0.001**  <0.001** 0.277
fleum (% CA) 1.14 1.13 1.13 1.14 1.14 0.005 0.899 0.731 0.360
Total kalin bagirsak 17.95 18.45 18.80 19.37 19.97 0.563 0.826 0.409 0.932
agirhigl, g
Total lzﬁ/illéii‘glrsak 0.73 0.72 0.72 0.74 0.75 0.017 0.977 0.882 0.724
Sekum agirligi, g 12.43 12.59 12.88 13.12 13.55 0.290 0.778 0.422 0.848
Sekum (% CA) 0.50 0.48 0.49 0.51 0.52 0.009 0.950 0.820 0.501
Kolon Agirlig1 (g) 551 5.86 6.13 6.25 6.73 0.338 0.855 0.393 0.969
Kolon (% CA) 0.21 0.22 0.23 0.24 0.25 0.011 0.947 0.555 0.983

Veriler, ana faktor’iin (RUY) her bir dozu bagmna 10 hayvanin ortalamasidir.

Ayni satirda farkli harf (a-c) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak dnemlidir.
'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.

2 Havuzlanmus (pooled) standart hata.

144!
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4.7 Ince Bagirsak Morfolojisi
4.7.1 Proksimal ince bagirsak morfolojisi

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli diizeylerde (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg)
RUY ilavesinin proksimal (duodenum ve jejunum) ince bagirsak morfolojisine
etkileri Cizelge 4.14°te, 151k mikroskobu goriintiileri de Sekil 4.5’te verilmistir.
Duodenum villus yiiksekliginin (VY) kontrol, RUY50, RUY100 ve RUY?200
(swrastyla 1887.71, 1897.44, 1971.38 ve 1963.99 um) gruplar1 arasinda benzer
oldugu ancak RUY400 (2019.20 um) grubuna kiyasla villus yiikseklilerinin daha
az oldugu bulunmustur (P<0.01). Diger yandan, RUY diizey artisina paralel olarak
villus yiiksekligi tizerindeki lineer ektisinin istatistiki olarak O6nemli oldugu
saptanmistir (P<0.01). Gruplarin ortalama duodenum kript derinligi (KD) ise karma
yeme artan diizeyde RUY ilavesine bagli olarak azalmis ve gruplar arasindaki
farkliliklar 6nemli olugsmustur (lineer etki, P<0.05). Duodenum VY/KD orani1 da
RUY diizey artigina paralel olarak artmis ve en yiiksek VY/KD oran1 RUY400
grubunda gozlenmistir (P<0.01). Bununla birlikte kontrol, RUY50, RUY 100 ve
RUY200 gruplarindaki bu oran benzer olmasina ragmen aralarindaki rakamsal

artisin lineer iligkili oldugu goériilmistiir (P<0.01).

Gruplara ait duodenum villus genisligi 258.17-306.65 um araliginda degis-
mis ve ortalamalar arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (P>0.05). Ancak,
RUY diizey artisinin villus genisligi iizerindeki lineer etkisinin 6nemli oldugu
saptanmistir (P<0.05). Duodenum villus alan1 2.02 mm? ile en yiiksek RUY400
grubunda saptanmis olup, bunu sirasiyla 1.75 mm? ile RUY200, 1.67 mm? ile
RUY100, 1.62 mm? ile RUY50 ve 1.54 mm? ile kontrol gruplari takip etmistir
(P<0.05). Nitekim RUY diizey artiginin artan villus alani iizerine lineer etkisinin
anlamli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Tiim RUY ilaveli gruplarda tunika mukoza
kalinliginin ise kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede arttig1 (P<0.01), bu artisin
lineer (P<0.05) ve kuadratik (P<0.01) iliskili oldugu gériilmiistiir. Diger yandan,
RUY ilaveli gruplar arasindaki sayisal artis 6nemsiz bulunmustur. Muskularis
mukoza kalinligini ise RUY diizey artisiyla beraber sayisal olarak artmis ancak bu

artigin onemli olmadig1 saptanmistir (P>0.05).
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Gruplara ait jejunum villus yiikseklikleri (VY) incelendiginde ise RUY 100,
RUY200 ve RUY400 gruplarinda (sirasiyla 1659.47, 1603.08 ve 1731.10 pm)
benzer ve en yiiksek oldugu, bunu sirasiyla RUYS50 (1438.73 pum) ve kontrol
(1228.50 um) gruplarinin takip ettigi goriilmiistiir (P<0.01). Ayrica, etlik pili¢
karma yemlerine artan diizeyde RUY ilavesinin jejunum villus yiikseklikleri
iizerine lineer (P<0.01) ve kuadratik (P<0.05) etkisinin 6énemli oldugu bulunmustur.
Gruplarin ortalama jejunum kript derinliklerinin (KD) de 243.77-279.57 um
araliginda degistigi fakat bu farkliligin rakamsal diizeyde oldugu goriilmiistiir
(P>0.05). Jejunum VY/KD orani ise RUY diizey artisina paralel olarak artmig ancak
bu artisin 6nemsiz oldugu bulunmustur (P>0.05). Gruplar jejunum villus genisligi
ve villus alan1 bakimindan karsilastirildiklarinda, tim RUY ilaveli gruplarda
kontrol grubuna kiyasla her iki parametrenin de Onemli derecede arttigi, bu
artiglarin lineer ve kuadratik iliskili oldugu saptanmistir (P<0.01). Diger yandan,
RUY ilavesinin tunika mukoza kalinlhigin1 artirdigini ancak bu farkliligin anlaml
olmadig goriilmustiir (P>0.05). Bununla birlikte, en yiiksek muskularis mukoza
kalinligr 38.59 pum ile RUY200, en diisiik 21.92 pum ile kontrol gruplarinda
gbzlenmistir (P<0.01). RUY diizey artisinin muskularis mukoza kalinlig: {izerine

lineer ve kuadratik etkisinin istatistiki olarak onemli oldugu saptanmistir (P<0.01).

RUY30 RUY100 RUY200 EUY400

5
2

Duodenum

Jejunum

Sekil 4.5. Isik mikroskobu altinda gekilen gruplara ait proksimal ince bagirsak
gorintiileri.



Cizelge 4.14. Karma yeme rezene ucucu Yagi ilavesinin etlik piliglerin proksimal ince bagirsak morfolojisine etkisi.

RUY?! (mg/kg) Onemlilik diizeyi

Kontrol 50 100 200 400 SEM?2 RUY Lineer Kuadratik
Duodenum
Villus Yiksekligi (VY), pm  1887.71° 1897.44° 1971.38® 1963.99° 2091.207 19.27 0.001**  0.002** 0.292
Kript Derinligi (KD), um 306.05° 291.85% 281.85%  269.20*  235.59° 9.854 0.180 0.018* 0.608
VY/KD, pm 6.37° 7.08P 7.45P 7.92% 9.222 0.256 0.003**  0.010** 0.505
Villus Genisligi, pm 258.17°  264.92%  270.73%  280.68%  306.65% 6.684 0.141 0.016* 0.436
Villus Alani, mm? 1.54° 1.62° 1.672% 1.75% 2.022 0.056 0.044* 0.034* 0.359
Tunika mukoza kalmligi, um ~ 426.48°  487.84®  537.93*  54254%°  505.67° 10.381 0.002**  0.001**  0.003**
Muskularis mukoza 34.53 37.35 3778 37.83 36.88 0.687 0.562 0.065 0.175
kalinligl, pm
Jejunum
Villus Yiiksekligi (VY), um  1228.50° 1438.73° 1659.47% 1603.08%° 1731.10° 33.360  <0.001** <0.001**  0.034*
Kript Derinligi (KD), um 279.57 243.77 268.93 272.03 263.81 9.855 0.837 0.684 0.696
VY/KD, pm 5.95 5.94 6.11 6.05 6.63 0.182 0.757 0.794 0.556
Villus Genisligi, um 201.22  284.048  286.358  310.23%*  283.68? 7.944 <0.001**  0.001**  0.001**
Villus Alani, mm? 0.79° 1.292 1.482 1.582 1.562 0.061 <0.001** <0.001**  0.008**
Tunika mukoza kalmligi, um  398.53 388.43 395.01 495.93 422.88 21.552 0.474 0.721 0.865

Muskularis mukoza

y 21.92¢ 31.97¢ 33.04¢ 38.592 37.46% 1.091 <0.001** <0.001**  0.007**
kalinlig1, pm

Veriler, ana faktor’iin (RUY) her bir dozu bagina 10 hayvanin ortalamasidir.

Ayni satirda farkli harf (a-d) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak énemlidir.

1Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg igin 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridr.
2Havuzlanmis (pooled) standart hata.

L0T
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4.7.2 Distal ince bagirsak morfolojisi

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli dozlarda (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg) RUY
ilavesinin distal (ileum) ince bagirsak morfolojisine etkileri Cizelge 4.15’te, 151k
mikroskobu goriintiileri de Sekil 4.6°te verilmistir. Gruplar ileum villus yiiksekligi
(VY) bakimindan karsilastirildiklarinda en yiiksek 1175.09 um ile RUY400
grubunda, daha sonra RUY200 ile RUY100 gruplarinda (sirasiyla 1103.96 ve
1065.79 um) benzer ve en diisiik RUY50 ile kontrol gruplarinda (sirastyla 1057.10
ve 1049.73 um) gozlenmistir (P<0.01). Ayrica, RUY diizey artisiyla birlikte ileum
villus yiiksekliginde goriilen lineer ve kuadratik etkinin 6nemli oldugu bulunmustur
(P<0.01). Gruplara ait ileum kript derinlikleri (KD) ise 233.75-287.41 um
araliginda degismis ve bu farkliliklar istatistiksel agidan Onemsiz bulunmustur
(P>0.05). VY/KD orani da artan RUY diizeyine paralel olarak sayisal olarak artmig
ancak bu artigin nemli olmadigi goriilmiistiir (P<0.05). Villus genisligi ise 193.65-
230.70 um araliginda degismis ve grup ortalamalarina ait degerler benzer olmustur
(P>0.05). Diger yandan, kontrol grubuna kiyasla tiim RUY ilaveli gruplarda villus
alaninin 6nemli diizeyde arttigi, bu artisin lineer ve kuadratik iligkili oldugu
goriilmiistiir (P<0.01). Gruplarin tunika mukoza ve muskularis mukoza kalinliklari
sirasiyla 332.93-396.18 um ve 28.35-36.38 um arasinda olmustur. Buna goére her
iki parametreye ait degerlerin RUY ilavesiyle birlikte arttigi gozlenmistir. Ancak
ortalamalar arasindaki farklilik tunika mukoza kalinlig1 i¢in dnemsiz (P>0.05),

muskularis mukoza kalinligi i¢in ise 6nemli bulunmustur (P<0.05).

42. gin RUYO RUYS50 RUY100 RUY200 RUY400

[leum

Sekil 4.6. Isik mikroskobu altinda c¢ekilen gruplara ait distal ince bagirsak
goriintiileri.



Cizelge 4.15. Karma yeme rezene ucucu yagi ilavesinin etlik pili¢lerin distal ince bagirsak morfolojisine etkisi.

RUY! (mg/kg) Onemnlilik diizeyi

Kontrol 50 100 200 400 SEM? RUY Lineer Kuadratik

Ileum

Villus Yiiksekligi (VY), um 1049.73¢  1057.10° 1065.79> 1103.96°  1175.09° 8.433 <0.001%** 0.001** 0.004**

Kript Derinligi (KD), pm 287.41 246.10 236.51 235.75 233.75 8.472 0.233 0.056 0.218
VY/KD, um 4.35 4.53 4.92 5.25 522 0.177 0.434 0.217 0.752
Villus Genisligi, pm 193.65 197.79 194.64 230.70 222.17 6.509 0.223 0.362 0.802
Villus Alani, mm? 0.284 0.66¢ 0.67% 0.80% 0.83? 0.033 <0.001**  <0.001** 0.001**
Tunika mukoza kalinlig1, um 332.93 341.37 376.95 387.22 396.18 15.726 0.641 0.289 0.853

Muskularis mukoza b b b b
. 28.35 29.84 30.22 32.09% 36.382 0.906 0.049* 0.121 0.332
kalinligi, pm

Veriler, ana faktor’iin (RUY) her bir dozu bagina 10 hayvanin ortalamasidir.

Ayni satirda farkl harf (a-c) tastyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar *P<0.05 ve/veya **P<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak dnemlidir.

'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.
2Havuzlanms (pooled) standart hata.
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4.8 Bagirsak Mikroflorasi

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli diizeylerde (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg)
RUY ilavesinin jejunum ve ileum ince bagirsak mikroflora kompozisyonuna
etkileri Cizelge 4.16’da verilmistir. Jejunumdaki gram negatif bakterileri sinifinda
yer alan E. coli O-157:H7 ve Salmonella spp. bakimindan deneme gruplar1 arasinda
fark goriilmemistir (P>0.05). Diger yandan RUY ilaveli gruplarda artan diizeye
paralel olarak E. coli O-157:H7 sayis1 azalmis ve RUY100, RUY200 ve RUY400
gruplarinda tespit edilmemistir. Deneme gruplar1 gram pozitif bakterileri sinifindan
Clostridium perfringens ile karsilastirildiginda 0.68 logio kopya sayisi/g ile kontrol
grubunda en yliksek, 0.34 logio kopya sayisi/g ile RUY50, RUY100 ve RUY200
gruplar1 arasinda benzer oldugu, RUY400 grubunda ise saptanamadigi ve bu
azalisin 6nemli olmadigr bulunmustur (P>0.05). Benzer sekilde diger bir, gram
pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus RUY200 ve RUY400 gruplarinda tespit
edilmemis ve deneme gruplar1 arasindaki fark Onemsiz olmustur (P>0.05).
Lactobacillius spp. ise en yiiksek RUY400 (6.21 logio kopya sayisi/g) grubunda
saptanmig, bunu sirastyla RUY 100 (5.84 logio kopya sayisi/g), RUY200 (5.59
log10 kopya sayisi/g), RUY50 (5.40 logio kopya sayisi/g) ve kontrol (4.98 logio
kopya sayisi/g) gruplari takip etmis olup gruplar arasindaki bu farklilik anlaml
bulunmustur (P<0.05).

Deneme gruplar1 ileumdaki E. coli O-157:H7, Salmonella spp. ve
Clostridium perfringens bakimindan karsilastirildiginda, aralarindaki farkliligin
onemli olmadigr saptanmistir (P>0.05). Staphylococcus aureus 0.62 logio kopya
sayis1/g ile kontrol grubunda en yiiksek olup, bunu 0.16 logio kopya sayisi/g ile
RUYS50 grubu izlemis ve RUY100, RUY200 ve RUY400 gruplarinda ise tespit
edilmemistir. Nitekim gruplar arasindaki bu farklilik 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Lactobacillius spp. ise 6.72 logio kopya sayisi/g ile en yiiksek RUY400 grubunda,
RUY50, RUY100 ve RUY200 gruplarinda benzer (sirasiyla 5.78, 6.17 ve 6.20 logzo
kopya sayisi/g) ve 5.26 logio kopya sayisi/g ile en diisiik kontrol gruplarinda
saptanmasi istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (P<0.05). Sonug¢ olarak RUY
diizey artisinin ince bagirsagin hem proksimalinde hem de distalinde yararl

bakterileri aktive ettigi goriilmiistiir.



Cizelge 4.16. Karma yeme rezene ucucu yagi ilavesinin etlik pili¢lerin bagirsak mikroflora kompozisyonuna etkisi (logio kopya sayisi/g).

RUY! (mg/kg)
Kontrol 50 100 200 400 SEM? Onemlilik
diizeyi
Jejunum
*E. coli O-157:H7 0.16 0.16 ND? ND ND 0.045 0.570
*Salmonella spp. 0.73 0.71 0.34 0.85 0.34 0.173 0.805
*Clostridium perfringens 0.68 0.34 0.34 0.34 ND 0.139 0.663
*Staphylococcus aureus 0.16 0.16 0.31 ND ND 0.024 0.663
Lactobacillius spp. 4.98° 5.40% 5.84% 5.59 6.21° 0.138 0.047
[leum
+E. coli O-157:H7 ND 0.16 ND ND ND 0.031 0.406
*Salmonella spp. 1.08 0.38 0.76 ND 0.85 0.179 0.368
*Clostridium perfringens 1.03 1.03 1.03 0.34 0.43 0.178 0.474
«Staphylococcus aureus 0.62° 0.16% ND? ND? ND? 0.066 0.008
Lactobacillius spp. 5.26° 5.78% 6.17% 6.20% 6.72° 0.159 0.046

Veriler, ana faktor’tin (RUY) her bir dozu basina 10 hayvanin ortalamasidir.

Ayni satirda farkli harf (a-b) tastyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemlidir.
'Rezene Ugucu Yagi (RUY) ilavesiz (0 mg/kg) kontrol grubu, her kg i¢in 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplaridir.

2 Havuzlanmus (pooled) standart hata. ND= Tespit edilmedi (Not Detected).
*Parametrik olmayan Kruskal-Wallis Test kullanildi. Farkli harfler (a-b), ayn1 satir icindeki onemli farkliliklar1 gosterir (Mann-Whitney U Testi, P<0.05).

ITI1
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4.9 ince Bagirsak Transkriptom Profili

4.9.1 Veriisleme ve gen ekspresyon verilerinin deney kalitesinin

degerlendirilmesi

Mikroarray analizinde gen ekspresyon verilerinin deney kalitesi kontrolii,
hibridizasyon kontrolleri, internal kontrol genleri, c¢esitli kalite Olgiitleriyle
degerlendirilmektedir. Bu 06l¢iit degerlerinin  degerlendirilmesi i¢in, TAC
yaziliminda, Olgiimleri goriintiilemek ve grafiklendirmek ig¢in bir¢ok arag
saglanmistir. Bunlardan biri olan Robust Multichip Analysis (RMA) algoritmast,
problara 6zgii afinite farkliliklariin etkisini en aza indirmek i¢in muamele ve
kontrol gruplari arasindaki kiiciik degisikliklere duyarlilig1 artiran giiglii bir lineer
model saglar. Analiz edilen O&rneklerde kontrol Olgiitlerine (Pm_Mean,

Pos vs neg auc, Bgrd mean) ait degerler Cizelge 4.17°de gosterilmistir.

Cizelge 4.17. Mikroarray analizi 6rneklerine ait kalite kontrol 6l¢iit degerleri.

Deneme gruplari Pm_Mean Pos_vs_neg_auc Bgrd_mean
Kontrol 130.45 0.67 57.72
RUY50 241.89 0.62 79.26
RUY100 205.83 0.64 70.48
RUY200 256.40 0.63 92.43
RUY400 199.49 0.63 75.57

Pm_Mean, normalizasyon oncesinde ¢ip iizerinde yer alan tiim problar
(perfect match probes) i¢in elde edilen ortalama yogunluk sinyalidir ve alinan
sinyalin olagandis1 sekilde soniik veya parlak olup olmadigimi belirlemek icin
kullanilir. Bgrd mean, arka plandan alinan sinyalleri hesaplamak ic¢in kullanilan
problarin ortalama sinyal degerleridir. Pm_mean ve Bgrd Mean genellikle iligkili
olgiitlerdir; bu nedenle, ytliksek bir Bgrd mean degerine sahip diisiik bir Pm_mean
degeri, analiz i¢in zayif verilerin gostergesi olmaktadir. Pos_vs neg auc degeri,
pozitif kontrollere ait sinyal degerlerini negatif kontrollerle karsilastiran ve dogru
pozitiflerin yanlis pozitiflere olan oranini gosteren bir alict isletim karakteristik
egrisi (ROC-Receiver Operator Curve) i¢in egrinin altinda kalan alandir (AUC- The

Area Under the Curve). ROC egrisi, negatif kontrollerin yanlis pozitiflerin bir
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Olclisti oldugu ve pozitif kontrollerin gercek pozitiflerin bir 6l¢iisii oldugu
varsayimiyla prob seti sinyallerinin pozitif kontrolleri negatif kontrollerden ne
kadar iyi ayirdiginin degerlendirilmesiyle olusturulur. AUC degeri 1’e ne kadar
yakinsa ayrim o kadar iyi yapilmis demektir. TAC 4.0 yazilimi, ¢ip {izerinde yer
alan prob hibridizasyon kontrol degerlerini otomatik olarak okuyarak sonucu tiim
ornekler i¢cin “Basarili (Pass)” veya “Basarisiz (Out)” olarak gostermektedir.
Calismada, mikroarray analizindeki tiim Ornekler, 3' ve 5' hibridizasyon
kontrollerinden gelen sinyal verileri dogrultusunda "bagarili" olarak bulunmustur

(Sekil 4.7 ve 4.8).

Hybridization Controls (3")
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Sekil 4.7. Mikroarray analiz orneklerinde 3’ hibridizasyon kontroliinden gelen
sinyal verileri.
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Hybridization Controls (5")
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Sekil 4.8. Mikroarray analiz 6rneklerinde 5° hibridizasyon kontroliinden gelen
sinyal verileri.

Mikroarray teknolojilerinde, arka plandan alinan sinyaller, slayt
heterojenitesi ve spotlama varyasyonlar1 gibi analiz edilen mRNA ekspresyon
seviyelerini etkileyerek deney gruplari arasindaki karsilastirmay1 zorlastiran farkl
degiskenler bulunmaktadir (Yoltas ve Karaboz, 2010). S6z konusu degiskenlerin
etkisini minimize etmek i¢in normalizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu
amacla ham veri olan .CEL dosyalari, CHP dosyalari olusturmak i¢in yaygin olarak
kullanilan Signal Space Transformation-Robust Multiarray Analysis (SST-RMA)
yontemi yardimiyla normalizasyona tabi tutulmustur. Her bir array igin,
normalizasyondan once (.CEL) ve sonraki (CHP) prob sinyal siddetlerinin

logaritmik dagilimini gosteren kutu grafigi Sekil 4.9°de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Deneme gruplarina ait gen c¢ip iizerindeki prob sinyal siddetlerinin
logaritmik dagilimi sirasiyla; 1) Kontrol, 2) RUYS50, 3) RUY100 4)
RUY200 ve 5) RUY400.

Normallestirme adimindan o6nce ve sonra kutu grafiklerinin ¢izilmesi,
mikroarray analizinde gruplar arasindaki sinyal siddeti farklarimin ortadan
kalktigin1 basarili bir sekilde gosteren, normallestirme adiminin kontrol edilmesini
saglar. Sekil 4.9’da normalizasyondan oOnceki sinyal siddetleri mavi;
normalizasyondan sonraki sinyal siddetleri kirmizi ile gdsterilmistir. Sinyal siddeti
degerleri incelendiginde normalizasyon Oncesine ait degerlerde gruplar arasi
farkliliklar mevcutken; normalizasyon sonrast bu farkliliklarin ortadan kalktigi

goriilmektedir.
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4.9.2 Verilerin karsilastirilmah analiz sonu¢larinin degerlendirilmesi

Mikroarray analizi sonucunda kontrol ve RUY ilaveli gruplara ait veriler elde
edilmistir. Her bir deneme grubu tek tek normalize edildikten sonra kontrol ve RUY
ilaveli gruplar arasinda farkli oranda eksprese edilen gen ekspresyonu profilleri
iceren gen listeleri olusturulmustur. Nitekim > 1.2 fold {izerindeki genler upregiile
< -1.2 fold genler ise down regiile olarak degerlendirilmistir. Buna gore kontrol
grubuna kiyasla, RUY50 grubunda 261 genin (206 up-regiile, 55 down-regiile),
RUY 100 grubunda 302 genin (218 up-regiile 84 down-regiile), RUY200 grubunda
292 genin (231 up-regiile, 61 down-regiile) ve RUY400 grubunda 348 genin (268
up-regiile, 80 down-regiile) mRNA ekspresyon seviyelerinin degistigi saptanmustir.
Temel bilesenler analizi sonucunda ise farkli diizeylerde (50, 100, 200 ve 400
mg/kg) RUY ilavesi yapilan gruplara ait gen ekspresyon profillerinin belirgin bir

sekilde kontrol grubundan ayrildig1 Sekil 4.10°da gosterilmistir.

PCA2 29.8%

kontrol

S50mgRezene
m ezene
@ 200mgR
. 100mgRezene ® PCA1 40.9%

400mgRezene

"

PCA3 18.2%

Sekil 4.10. Uglii temel bilesenler analizi (Principle Component Analysis).
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4.9.3 PANTHER smiflandirma sistemi sonuc¢larinin degerlendirilmesi

RUY (50, 100, 200 ve 400 mg/kg) ilaveli gruplara ait yukart (up) veya
asag1 (down) regiile olan gen listelerinin PANTHER siniflandirma sistemine
yiiklenilmesi sonucunda genlerin dahil oldugu molekiiler fonksiyon, biyolojik
siire¢ ve protein sinifi gruplandirilmasina ait bulgular asagida detayli olarak

verilmistir.

4.9.3.1 RUYS50 grubunun Kkontrol grubuna gore PANTHER

siniflandirma sistemi analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

RUYS50 gruplarma ait mikroarray analizi sonucunda elde edilen gen
listesindeki hem up hem de down regiile olan genler i¢in molekiiler fonksiyon,
biyolojik siire¢ ve protein siniflandirmasi analizleri gergeklestirilmistir. RUY 50
grubundaki upregiile genlerde yapilan molekiiler fonksiyon analizi
incelendiginde genlerin, katalitik aktivite (% 25), organik halkali bilesik
baglayict (% 16), niikleik asit baglayict (% 13), transkripsiyon regiilator
aktivitesi (% 10), DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi (% 9), RNA
polimeraz II'ye 6zgii DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi (% 8), iyon
baglayict (% 8), sitoskeletal protein baglama (% 5) ve yapisal molekiil aktivitesi
(% 4) olarak siniflandig1 goriilmektedir (Sekil 4. 11).

Molekiiler Fonksiyon

m Katalitik aktivite

B Organik halkal bilesik baglayic

m Niikleik asit baglayici
Transkripsiyon regiilator aktivitesi

B DNA baglayici transkripsiyon faktorii
aktivitesi

= RNA polimeraz II'ye 6zgit DNA baglayici
transkripsiyon faktorii aktivitesi

M iyon baglayici

m Sitoskeletal protein baglama

B Yapisal molekiil aktivitesi

Sekil 4.11. RUYS50 grubundaki upregiile genlerin PANTHER ile molekiiler
fonksiyon analizi.
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RUYS50 grubundaki upregiile genlerde yapilan biyolojik siire¢ analizi
incelendiginde genlerin, gelisim siireci (% 16), gen ekspresyonu (immiin yanit)
(% 16), anatomik yap1 gelisimi (% 15), hiicresel metabolik siirecin diizenlenmesi

(% 15), gen ekspresyonunun diizenlenmesi (% 12), ¢ok hiicreli organizma gelisimi

(% 11), immiin sistem gelisimi (%2), hiicre-hiicre adezyonu (%2) ve digerleri (%

3) siiflarinda yer almaktadir (Sekil 4.12).

Biyolojik siire¢

= Anatomik yapi gelisimi

B Gelisim stireci

¥ Hiicresel metabolik siirecin
diizenlenmesi
Gen ekspresyonunun diizenlenmesi

® immiin sistem gelisimi

= Hiicre-hiicre adezyonu

B Cok hiicreli organizima gelisimi

B Gen ekspresyonu (immiin yanit)

® Digerleri

Sekil 4.12. RUY50 grubundaki upregiile genlerin PANTHER ile biyolojik siire¢
analizi.

RUYS50 grubundaki upregiile genlerin protein simiflandirmas: analizinde,
genlerin genel olarak gen spesifik transkripsiyonel regiilator (% 37), DNA baglayici
transkripsiyon faktorii (% 36), ribozomal protein (% 9), Helix-loop-helix transkrip-
siyon faktorii (% 8), peptit hormon ve noropeptit (% 6), ve immiinoglobulin kat
transkripsiyon faktorii (% 3) ve savunma/bagisiklik proteini (% 1) siniflarinda yer

aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.13)
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Protein Smiflandirmasi
= Gen spesifik transkripsiyonel regiilator

= DNA baglayici transkripsiyon faktorii
= Helix-loop-helix transkripsivon faktorii
= Peptit hormon ve noropeptit

m Ribozomal protein

B Savunma/bagisiklik proteini

= Immiinoglobulin kat transkripsiyon
faktorii

Sekil 4.13. RUYS50 grubundaki upregiile genlerin PANTHER ile protein
siniflandirilmasi analizi.

RUYS50 grubundaki downregiile ifade edilen genlerle yapilan molekiiler
fonksiyon analizi incelendiginde genlerin, tasiyici aktivitesi (% 39), anyon
transmembran tastyici aktivitesi (% 24), amid baglayict (% 11), sitokin baglayict
(% 9), RNA polimeraz II diizenleyici bolge DNA baglayict (% 2), sekans spesifik

DNA baglayict (% 2) ve digerleri (% 13) olarak gruplandigi goriilmektedir (Sekil
4.14).

Molekiiler Fonksiyon

¥ Anyon transmembran tasiyici
aktivitesi

® Sekans spesifik DNA baglayici

u RNA polimeraz II diizenleyici
bolge DNA baglayici

= Taswyict aktivitesi

® Amid baglayici

® Sitokin baglayici

® Digerleri

Sekil 4.14. RUYS50 grubundaki downregiile genlerin PANTHER ile molekiiler
fonksiyon analizi.
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Sekil 4.15’te yer alan RUY50 grubundaki downregiile genlerde yapilan
biyolojik siire¢ analizi incelendiginde genlerin, tastyici (% 39), proteoliz (% 18),
organik anyon tasinmasi (% 11), protein lokalizasyonu (% 7), lipid lokalizasyonu
(% 4), peptidaz aktivitesinin negatif diizenlenmesi (% 3), oksidatif strese hiicresel

yanit (% 2) ve digerleri (% 15) siniflarinda yer aldig1 goriilmektedir.

Biyolojik siire¢

H Proteoliz

= Organik anyon tagimmasi

m Protein lokalizasy onu
Lipid lokalizasy onu

W Peptidaz aktivitesinin negatif
diizenlenmesi

H Oksidatif strese hiicresel yanit

B Tasiyici

W Digerleri

Sekil 4.15. RUY50 grubundaki downregiile genlerin PANTHER ile biyolojik
siire¢ analizi.

Protein siniflandirmasi analizinde, RUY50 grubundaki downregiile genler
protein modifiye edici enzim (% 35), tastyict (% 30), proteaz (% 21), sistein proteaz

(% 8) ve ligand kapil1 iyon kanal1 (% 6) siiflarinda yer almistir (Sekil 4.16).

Protein Siniflandirmasi

m Sistein proteaz

H Proteaz

m Protein modifiye edici enzim
Tastyict

® Ligand kapili iyon kanali

Sekil 4.16. RUYS50 grubundaki downregiile genlerin PANTHER ile protein
siniflandirmasi analizi.
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Mikroarray analiz sonucunda genel olarak, karma yeme 50 mg/kg diizeyinde
RUY ilavesi yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla katalitik aktivite, organik
halkal1 bilesik ve niikleik asit baglayic ile transkripsiyon regiilator aktivitesi gibi
molekiiler fonksiyon; anatomik yap1 ve ¢ok hiicreli organizma gelisimi, gelisim
siireci, ¢ok hiicreli organizma gelisimi ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi
biyolojik siireg; gen spesifik transkripsiyonel regiilator ve DNA baglayici
transkripsiyon faktorii gibi protein simiflarindaki genlerin upregiile oldugu
saptanmigtir. Diger yandan anyon transmembran tagiyici aktivitesi/tagiyici
aktivitesi gibi molekiiler fonksiyon; proteoliz ve tasiyict gibi biyolojik siireg;
proteaz, protein modifiye edici enzim ve tasiyict gibi protein siniflarinda yer alan

genlerin ise down regiile oldugu tespit edilmistir.

4.9.3.2 RUY100 grubunun kontrol grubuna gore PANTHER

siniflandirma sistemi analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Etlik pilic karma yemlerine 100 mg/kg RUY ilavesi yapilan gruplara ait
mikroarray analizi sonucunda elde edilen gen listesindeki hem up hem de down
regiile genler icin molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve protein siniflandirmasi
analizleri gerceklestirilmistir. RUY 100 grubundaki upregiile ifade edilen genlerle
yapilan molekiiler fonksiyon analizi incelendiginde genlerin, heterosiklik bilesik
baglayic1 (% 25), transkripsiyon regiilator aktivitesi (% 14), DNA baglayici (%
13), DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi (% 12), diizenleyici bolge
niikleik asit baglayicit (% 12), RNA polimeraz II diizenleyici bolge DNA baglayici
(% 10) ve bir proteine etki eden katalitik aktivite (%10) olarak gruplandig:
goriilmektedir (Sekil 4.17). Bununla birlikte hiicre adezyon molekiil baglayici (%
2) ve hidroloz aktivitesi (% 1) gibi 6nemli sinyal iletim yolaklarina ait genlerinde

yer aldig1 belirlenmistir.



122

Molekiiler Fonksiyon

B Heterosiklik bilesik baglayici

B Transkripsiyon regiilator aktivitesi

u DNA baglayict

© DNA baglayici transkripsiyon faktorii
aktivitesi

B RNA polimeraz II diizenleyici bolge DNA

| baglayict

- HBir proteine etki eden katalitik aktivite

B Hiicre adezyon molekiil baglayici

H Hidrolaz aktivitesi

m Diizenleyici bolge niikleik asit baglayici

Sekil 4.17. RUY100 grubundaki upregiile genlerin PANTHER molekiiler
fonksiyon analizi.

RUY100 grubundaki upregiile genlerde yapilan biyolojik siire¢ analizi
incelendiginde genlerin, gelisim siireci (% 28), anatomik yapt gelisimi (% 26),
hiicre farklilagsmasi1 (% 19), anatomik yapi1 morfogenezi (% 14), cok hiicreli

organizma gelisimi diizenlenmesi (% 7), kinaz aktivitesinin pozitif diizenlenmesi

(% 4) ve kardiyovaskiiler sistem gelisimi (% 3) siniflarinda yer aldig1 goriilmektedir

(Sekil 4.18).

Biyolojik Siirec

® Gelisim siireci

® Anatomik yapi gelisimi

= Anatomik yapi1 morfogenezi
“ Hiicre farklhilasmasi

B Kinaz aktivitesinin pozitif

diizenlenmesi

B Cok hiicreli organizma gelisimi
diizenlenmesi

m Kardiyovaskiiler sistem gelisimi

Sekil 4.18. RUY100 grubundaki upregiile genlerin PANTHER biyolojik siireg
analizi.
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RUY 100 grubundaki upregiile genlerin protein siniflandirmasi analizinde ise,
genlerin genel olarak gen spesifik transkripsiyonel regiilator (% 31), DNA baglayici
transkripsiyon faktorii (% 29), hidrolaz (% 17) ve hiicreler arasi sinyal molekiilii
(% 12) siflarinda yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.19). Analiz sonucunda ayica
hiicre baglant1 proteini (% 4), niikleik asit fosfotaz (% 3), siki baglant1 (claudin)
(% 2) ve savunma/bagisiklik proteini (% 2) gibi protein siniflart da gézlenmistir.

Protein Smiflandirmasi

m Sik1 baglanti (claudin)

® Hiicre baglanti proteini

= Hidrolaz
Hiicreler arasi sinyal molekiilii

B DNA baglayici transkripsiyon
faktorii

= Niikleotit fosfataz

® Gen spesifik transkripsiyonel

regiilator
m Savunma/bagisiklik proteini

Sekil 4.19. RUYI100 grubundaki upregiile genlerin PANTHER protein
siniflandirmasi analizi.

RUY 100 grubundaki downregiile olan genlerde yapilan molekiiler fonksiyon
analizi incelendiginde de genlerin, tasiyici aktivitesi (% 39), anyon transmembran
tastyict (% 16), amid baglayict (% 14), DNA baglayici transkripsiyon faktori
aktivitesi (% 4), RNA polimeraz II diizenleyici bolge DNA baglayici (% 3) ve
digerleri (% 12) olarak gruplandig1 goriilmektedir (Sekil 4.20).
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Molekiiler Fonksiyon

mDNA baglayici transkripsiyon
faktorii aktivitesi

B RNA polimeraz II diizenleyici
bolge DNA baglayici

= Amid baglayici

“ Anyon transmembran tasiyici
aktivitesi

B Transkripsiyon regiilatér
aktivitesi

B Tasiyici aktivitesi

m Digerleri

Sekil 4.20. RUY100 grubundaki downregiile genlerin PANTHER molekiiler
fonksiyon analizi.

RUY100 grubundaki downregiile genlerde yapilan biyolojik siire¢ analizi
incelendiginde genlerin organonitrojen bilesigi metabolik proses (% 25),
makromolekiil lokalizasyonu (% 13), organik madde taginmasi (% 12), hiicre ici
tasima (% 10), azot bilesigi tasinmast (% 10), hiicresel makromolekiil
lokalizasyonu (% 10), proteoliz (% 9), protein hedefleme (% 3) ve digerleri (% 8)
siniflarinda yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.21).

Biyolojik Siirec

®m Organonifrojen bilesigi metabolik
proses
® Organik madde tasinmasi

= Hiicre i¢i tasuna
%49 “ Makromolekiil lokalizasy onu

%3 e
m Azot bilesigi tasmmasi

%10 .

m Protein hedefleme
m Proteoliz
® Hiicresel makromolekiil

lokalizasyonu
m Digerleri

Sekil 4.21. RUY100 grubundaki downregiile genlerin PANTHER biyolojik siire¢
analizi.
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Protein siniflandirmasi analizinde ise, RUY 100 grubundaki downregiile
genlerin genel olarak protein modifiye edici enzim (% 39), transferaz (% 23),
membran trafik proteini (% 17), DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi
(% 14) ve digerleri (% 8) smiflarinda yer aldigi goriilmektedir (Sekil 4.22).

Protein Siniflandirmasi

B Protein modifiye edici enzim

® Membran trafik proteini

u DNA baglayici transkripsiyon
faktori

Transferaz

W Digerleri

Sekil 4.22. RUY100 grubundaki downregiile genlerin PANTHER protein
siniflandirmasi analizi.

Mikroarray analiz sonucunda genel olarak, karma yeme 100 mg/kg
diizeyinde RUY ilavesi yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla heteosiklik
bilesik baglayici, DNA baglayici, DNA baglayici transkripsiyon faktorii gibi
molekiiler fonksiyon; gelisim silireci, anatomik yap1 gelisimi ve hiicre
farklilasmas1 gibi biyolojik siireg; DNA baglayici transkripsiyon faktorii, gen
spesifik transkripsiyonel regiilator ve hidrolaz gibi protein siniflarindaki genlerin
upregiile oldugu saptanmistir. Diger yandan tasiyicit aktivitesi ve anyon
transmembran tagiyici aktivitesi gibi molekiiler fonksiyon; organonitrojen
bilesigi metabolik proses ve makromolekiil lokalizasyonu gibi biyolojik siirec;
protein modifiye edici enzim ve transferaz gibi protein simiflarinda yer alan

genlerin ise down regiile oldugu tespit edilmistir.
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4.9.3.3 RUY200 grubunun kontrol grubuna gore PANTHER

siiflandirma sistemi analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Etlik pili¢ karma yemlerine 200 mg/kg RUY ilavesi yapilan gruplara ait
mikroarray analizi sonucunda elde edilen gen listesindeki hemup ve down regiile
genler i¢in molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve protein smiflandirmasi
analizleri gerceklestirilmistir. RUY200 grubundaki upregiile ifade edilen genlerle
yapilan molekiiler fonksiyon analizi incelendiginde genlerin, protein baglayict (%
40), hidrolaz aktivitesi (% 27), sitoskeletal protein baglama (% 10), metal iyon
baglayict (% 6), mikrotiibiil baglayici (% 4), kiicik GTPaz baglayict (% 4),
kalsiyum iyon baglayic1 (% 4), lipaz aktivitesi (% 3) ve kadherin baglayici (% 2)

olarak gruplandig1 goriilmektedir (Sekil 4.23).

Molekiiler Fonksiyon

B Hidrolaz aktivitesi

® Protein baglayici

m Sitoskeletal protein baglama
1 Lipaz aktivitesi

. B Mikrotiibiil baglayic1

m Kiicitkk GTPaz baglayici

m Metal iyon baglayici

m Kalsivum ivon baglayici

B Kadherin baglaci

Sekil 4.23. RUY200 grubundaki upregiile genlerin PANTHER molekiiler
fonksiyon analizi.

RUY200 grubundaki upregiile genlerde gerceklestirilen biyolojik siireg
analizi incelendiginde ise genlerin, hiicresel gelisme siireci (% 26), hiicre iskeleti
organizasyonu (% 26), anatomik yapi1 morfogenezi (% 16), hiicresel bilesen
morfogenezi (% 13), hiicre-hiicre adezyonu (% 9), ¢ok hiicreli oraganizma gelisimi
diizenlenmesi (% 7), nérotransmitter salinimi (% 2) ve immiin sistem gelisimi (%

2) smiflarinda yer aldig1 gortilmektedir (Sekil 4.24).
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Biyolojik Siire¢

= Anatomik yap1 morfogenezi
B Hiicresel bilesen morfogenezi
® Hiicre-hiicre adezyonu

= Immiin sistem gelisimi

W Hiicresel gelisme siireci

m Norotransmitter salinmmi

B Cok hiicreli organizma gelisimi
diizenlenmesi
W Hiicre iskeleti organizasy onu

Sekil 4.24. RUY200 grubundaki upregiile genlerin PANTHER biyolojik siire¢
analizi.

Protein smiflandirmas: analizinde, RUY200 grubundaki upregiile genlerin,
gen spesifik transkripsiyonel regiilator (% 46), metaloproteaz (% 13), kinaz (% 11),
hiicre adezyon molekiili (% 8), ribozamal protein (% 8), peptit hormon ve
noropeptit (% 7), savunma/bagisiklik proteini (% 4) ve depolama proteini (% 2)
kodlayan gen siniflariin yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.25).

Protein Siniflandirmasi

= Savunma/bagisiklik proteini

H Hiicre adezy on molekiilit

m Gen spesifik transkripsiyonel
regiilator

w Kinaz

W Peptit hormon ve ndropeptit

H Depolama proteini

W Metaloproteaz

B Ribozomal protein

Sekil 4.25. RUY200 grubundaki upregiile genlerin PANTHER protein
siniflandirmasi analizi.
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RUY200 grubundaki downregiile olan genlerde yapilan molekiiler fonksiyon
analizi incelendiginde de genlerin transmembran tasiyict aktivitesi (% 36), iyon
tansmembran tastyicit aktivitesi (% 18), organik anyon transmembran tasiyici

aktivitesi (% 13), RNA polimeraz II diizenleyici bolge DNA baglayici (% 11),

sekans spesifik DNA baglayici (% 11) ve amid baglayici (% 10) olarak gruplandigi
Sekil 4.26°da goriilmektedir.

Molekiiler Fonksiyon

H Anyon transmembran tasiyici
aktivitesi

B Organik anyon transmembran tasiyict
aktivitesi

M RNA polimeraz II diizenleyici bilge
DNA baglayict

| Sekans spesifik DNA baglayict
m Amid baglayict

= Transmembran tasiyici aktivitesi

Sekil 4.26. RUY200 grubundaki downregiile genlerin PANTHER molekiiler
fonksiyon analizi.

RUY200 grubundaki downregiile genlerde gergeklestirilen biyolojik siire¢
analizi incelendiginde ise genlerin, tasiyict (% 18), makromolekiil lokalizasyonu
(% 13) protein lokalizasyonu (% 11), azot bilesigi tasinmasi (% 10), organik madde
taginmasi (% 10), hiicre makromolekiil lokalizasyonu (% 9), hiicre ici tasima (% 9),
proteoliz (% 7), organik anyon taginmasi (% 5) ve digerleri (% 9) siniflarinda yer

aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.27).
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Biyolojik Siirec

® Hiicresel makromolekiil
lokalizasyonu

m Makromolekiil lokalizasy onu

m Proteoliz

= Azot bilesigi tasinmasi

B Organik madde tasimmasi

m Protein lokalizasy onu

B Organik anyon tagminasi

® Hiicre ici tasuma

® Tasiyict

m Digerleri

Sekil 4.27. RUY200 grubundaki downregiile genlerin PANTHER biyolojik siire¢
analizi.

Protein siniflandirmasi analizinde, RUY200 grubundaki downregiile olarak
ifade edilen genlerin protein modifiye edici enzim (% 28), tasiyici (% 28),
transmembran sinyal reseptorii (% 25), membran trafik proteini (% 9), rediiktaz

(% 6) ve niiklotit kinaz (% 5) siniflarinda yer aldig1 Sekil 4.28”de goriilmektedir.

Protein Smiflandirmasi

H Tasiyict

® Protein modifiye edici enzim

® Transmembran sinyal reseptorii
w Niikleotit kinaz

® Rediiktaz

m Membran trafik proteini

Sekil 4.28. RUY200 grubundaki downregiile genlerin PANTHER protein
siiflandirmasi analizi.
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Mikroarray analiz sonucunda genel olarak, karma yeme 200 mg/kg
diizeyinde RUY ilavesi yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla protein
baglayict ve hidrolaz aktivitesi gibi molekiiler fonksiyon; hiicresel gelisim siireci
ve hiicre iskeleti organizasyonu gibi biyolojik siireg; gen spesifik transkripsiyonel
regiilator gibi protein siniflarindaki genlerin upregiile oldugu saptanmistir. Diger
yandan transmembran tagiyici aktivitesi ve anyon transmembran tastyict aktivitesi
gibi molekiiler fonksiyon; tasiyict ve makromolekiil lokalizasyonu gibi biyolojik
stirec; protein modifiye edici enzim tasiyict ve transmembran sinyal reseptoril gibi

protein siniflarinda yer alan genlerin ise down regiile oldugu tespit edilmistir.

4.9.3.4 RUY400 grubunun kontrol grubuna gére PANTHER

siiflandirma sistemi analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Etlik pili¢ karma yemlerine 400 mg/kg RUY ilavesi yapilan gruplara ait
mikroarray analizi sonucunda elde edilen gen listesindeki hem up ve down regiile
genler i¢in molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve protein smniflandirmasi
analizleri gerceklestirilmistir. RUY400 grubundaki upregiile ifade edilen genlerle
yapilan molekiiler fonksiyon analizi incelendiginde genlerin ¢ogunlukla katalitik
aktivite (% 54), fosfotransferaz aktivitesi (% 11), sitoskeletal protein baglanma (%
9) ve katyon baglayict (% 6) Sekil 4.29°da goriilmektedir. Ek olarak metal iyon
baglayict (% 5), hiicre adezyon molekiil baglayici (% 5), kalsiyum iyon baglayict
(% 4), kadherin baglayict (% 3) ve kiiciik GTPaz baglayict (% 3) sinifinda yer

aldig1 belirlenmistir.

Molekiiler Fonksiyon

m Katalitik aktivite
= Sitoskeletal protein baglama
m Metal iyon baglayict
Hiicre adezy on molekiil baglayici
m Kiicilk GTPaz baglayic
® Katyon baglayici
® Kalsiyum iyon baglayici
B Kadherin baglayici

m Fosfotransferaz aktivitesi

Sekil 4.29. RUY400 grubundaki upregiile genlerin PANTHER molekiiler
fonksiyon analizi.
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RUY400 grubundaki upregiile genlerde gergeklestirilen biyolojik siire¢
analizi incelendiginde ise genlerin, anatomik yap1 gelisimi (% 19), ¢ok hiicreli
organizma gelisimi (% 16), hiicresel gelisme siireci (% 14), hiicresel bilesen
morfogenezi (% 8), kromozom organizasyonu (% 8), hiicre adezyonu (% 8),
mikrotiibiil bazli transport (% 3) ve ndrotransmitter salinimi (% 2) ve digerleri (%

23) smiflarinda yer aldig1 Sekil 4.30°da goriilmektedir.

Bivolojik Siire¢

B Anatomik yap1 gelisimi

B Cok hiicreli organizma gelisimi

® Hiicresel bilesen morfogenezi
 Mikrotiibiil bazh transport

® Hiicresel gelisme stireci

= Hiicre adezy onu

B Norotransmitter salinimi

= Kromozom organizasyonu

m Digerleri

Sekil 4.30. RUY400 grubundaki upregiile genlerin PANTHER biyolojik siire¢
analizi.

Protein simiflandirmast analizinde, RUY400 grubundaki upregiile olarak
ifade edilen genlerin, protein baglama aktivitesi diizenleyici (modiilator) (% 43),
kinaz (% 20), metaloproteaz (% 9), ribozamal protein (% 7), mikrotiibiil iliskili
motor proteinleri (% 7), savunma/bagisiklik proteini (% 3), depolama proteini
(% 3) ve immiinoglobulin reseptdr siiper ailesi (% 1) siniflarinda yer aldigr Sekil

4.31°de goriilmektedir.
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Protein Siniflandirmasi

B Savunma/bagisiklik proteini

® Immiinoglobulin reseptor siiper
ailesi
E Ribozomal protein

Depolama proteini
EKinaz
m Mikrotiibiil iliskili motor

proteinleri
m Metaloproteaz

m Protein baglanma aktivitesi
diizenleyici (modulator)

Sekil 4.31. RUY400 grubundaki upregiile genlerin PANTHER protein
siiflandirma analizi.

RUY400 grubundaki downregiile ifade edilen genlerle yapilan molekiiler
fonksiyon analizinde ise genlerin, tasiyici aktivitesi (% 35), transmembran tastyici
aktivitesi (% 27), anyon transmembran tasiyici aktivitesi (% 16), organik anyon
transmembran tasiyict aktivitesi (% 11), peptit reseptor aktivitesi (% 6), RNA
polimeraz II diizenleyici bolge DNA baglayict (% 2) ve sekans spesifik DNA
baglayici (% 2) olarak gruplandigi Sekil 4.32°de goriilmektedir.

Molekiiler Fonksiyon

® Tasiyici aktivitesi

m Transmembran tastyici
%35 aktivitesi

® Organik anyon transmembran
tasiyici aktivitesi

© Peptit reseptor aktivitesi

= Anyon transmembran tasiyici
aktivitesi

m RNA polimeraz II diizenleyici
bolge DNA baglayici

N Sekans spesifik DNA baglayici

Sekil 4.32. RUY400 grubundaki downregiile genlerin PANTHER molekiiler
fonksiyon analizi.
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RUY400 grubundaki downregiile genlerde gerceklestirilen biyolojik siireg
analizi incelendiginde de genlerin, tastyici (% 36), organik madde tasinmasi (% 20),
oksidatif strese hiicresel yanit (% 9), anyon tasinmasi (% 9), organik anyon

taginmast (% 8), lipid lokalizasyonu (% 4) ve digerleri (% 14) siniflarinda yer aldig1

Sekil 4.33’te goriilmektedir.

Biyolojik Siirec

B Tasiyici

m Oksidatif strese hiicresel yanit
= Anyon tasimmasi

“ Organik anyon tasmmasi

m Lipid lokalizasy onu

m Organik madde tasmmasi

H Digerleri

Sekil 4.33. RUY400 grubundaki downregiile genlerin PANTHER biyolojik siire¢
analizi.

Protein siniflandirmasi analizinde, RUY400 grubundaki dowregiile olarak
ifade edilen genler, tastyici (% 49), transmembran sinyal reseptorii (% 33), rediiktaz

(% 10) ve niikleotit kinaz (% 8) siniflarinda yer almistir (Sekil 4.34)

Protein Siniflandirmasi

B Tasiyici

® Transmembran sinyal reseptorii

B Rediiktaz

= Niikleotit kinaz

Sekil 4.34. RUY400 grubundaki downregiile genlerin PANTHER protein
siiflandirmasi analizi.
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Mikroarray analiz sonucunda genel olarak, karma yeme 400 mg/kg
diizeyinde RUY ilavesi yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla katalitik aktivite
ve sitoskeletal protein baglama gibi molekiiler fonksiyon; anatomik yap1 gelisimi,
cok hiicreli organizma gelisimi ve hiicresel gelisim siireci gibi biyolojik siireg;
protein baglama aktivitesi diizenleyici (modiilatéor) ve kinaz gibi protein
smiflarindaki genlerin upregiile oldugu saptanmistir. Diger yandan tasiyici
aktivitesi ve transmembran tasiyict aktivitesi gibi molekiiler fonksiyon; tastyici,
organik madde tasinmasi ve oksidatif strese hiicresel yanit gibi protein siniflarinda

yer alan genlerin ise down regiile oldugu tespit edilmistir.

4.9.4 STRING analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Protein-protein etkilesimleri, onlar1 kodlayan genler arasindaki genomik
iliskilerden elde edilmektedir. STRING analizi sonucunda RUY ilaveli gruplara ait

agirlikl protein etkilesim aginin grafiksel gosterimleri asagida verilmistir.

Sekil 4.35. RUY 50 grubundaki upregiile olan genlerin STRING analizi.
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Sekil 4.36. RUY50 grubundaki downregiile olan genlerin STRING
analizi.

Sekil 4.37. RUY 100 grubundaki upregiile genlerin STRING analizi.
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Sekil 4.38. RUY 100 grubundaki downregiile genlerin STRING analizi.

Sekil 4.39. RUY200 grubundaki upregiile olan genlerin STRING analizi.
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Sekil 4.40. RUY200 grubundaki downregiile olan genlerin STRING analizi.
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Sekil 4.41. RUY400 grubundaki upregiile genlerin STRING analizi.

o
ﬂwgm =L

LA

Sekil 4.42. RUY 400 grubundaki downregiile genlerin STRING analizi.
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4.10 Validasyon icin Secilen Genlerin mRNA Ekspresyon Seviyeleri

Etlik pili¢ karma yemlerine farkli diizeylerde (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg)
RUY ilavesinin interleukin 10 (IL10), mucin 2 (MUC2), claudin 5 (CLDNY),
BCL2 antagonist/killer 1 (BAK1) ve caspase 3 (CASP3) genelerinin mRNA
ekspresyon seviyelerine etkileri Cizelge 4.18’da verilmistir. Otoimmiin ve
bagirsak sagligi ile iligkili tim bu genler viicutta ideal diizeyde ve dengeli
seviyelerde olmasi gerekmektedir. ilgili genlerin karmasik etki sekillerinin yani
sira artan veya azalan seviyelerine paralel olarak iyi veya koti etkileri
goriilebilmektedir. Nitekim IL-10 anti-inflamatuar bir sitokin genidir ve IL-10 geni
mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla RUY100 grubunda 4.41,
RUY200’de 2.99, RUY50’de 2.56 ve RUY400’de 2.08 kat daha yiiksek oldugu

saptanmis ve bu farklilik 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Oligomerik mukus jel olusturucu olarak da bilinen MUC2 geni mRNA
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore, en yiiksek kat degisimi RUY50 (2.82)
grubunda gozlenmis olup bunu sirastyla RUY 100 (2.57), RUY200 (1.72) ve
RUY400 (1.64) izlemistir. RUY diizey artisina karsin MUC2 mRNA ekspresyon
seviyelerinde rakamsal azalis gozlenmis ancak bu diisiis istatiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur (P>0.05). Epitel hiicreler arasinda kuvvetli baglanti saglayarak
bagirsak biitiinliiglinii koruyan klaudin proteinini kodlayan CLDNS5 geni mRNA
ekspresyon seviyeleri ise kontrol grubuna gore, 50, 100, 200 ve 400 mg/kg RUY
ilaveli gruplarda sirasiyla 2.13, 2.27, 2.02 ve 1.26 kat artmis olup gruplar arasindaki
farklilik 6nemli olmamistir (P>0.05). Benzer sekilde apoptozu inhibe eden Bcl-2
genini baskilayan BAK1 geni mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore,
RUY 100 grubunda 1.23 kat azalmig, RUY50, RUY200 ve RUY400 gruplarinda
sirastyla 1.11, 1.20 ve 1.66 kat artmis ve gruplar arasindaki farklilik anlamli
bulunmustur (P<0.05). Diger yandan bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde aktif
rol oynayan apoptozu aktive eden CASP3 geni mRNA ekspresyon seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla RUY artan diizeyine paralel olarak 2.50, 2.11, 1.87 ve 1.62
kat artmistir (P>0.05). Dolayisiyla gen ekspresyon yanitlarina bakildiginda
RUY’un antimikrobiyal etkisine bagli olarak bagirsakta bagisiklik savunma
aktivitesine daha az ihtiya¢ duyuldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.18. Kontrol grubuna kiyasla rezene ugucu yagi ilaveli gruplardaki validasyon i¢in se¢ilen genlerin kat degisimleri.

RUY! (mg/kg) Kat degisim
Onemlilik
Genler Kontrol 50 100 200 400 spyz  Onemili
diizeyi
Hedef gen (IL10) ort. C8 34.33 33.16 32.83 33.19 33.24
. . Referans gen (ACTBY) ort. Ct 19.04 19.62 20.05 19.93 19.51
Interleukin 10.(IL10) | yoqef gon / Referans gen~ 4.07B-05  938E-05  1.86E-04  131E-04  8.52E-05
Kat degisimi ; 2.56" 4.41° 2.99% 2.08 0.302 0.034
Hedef gen (MUC2) ort. Ct 28.76 26.49 26.51 27.00 27.17
, Referans gen (ACTB) ort. Ct 19.04 19.51 20.05 19.93 19.53
Mucin 2 (MUC2) Hedef gen / Referans gen 6.45E-03 1.80E-02  1.35E-02  1.09B-02  1.05E-02
Kat degisimi ; 2.82 257 1.72 1.64 0.341 0.520
Hedef gen (CLDNS) ort. Ct 19.68 19.48 19.39 19.61 19.74
. Referans gen (ACTB) ort. Ct 19.01 19.62 20.05 19.93 19.51
Claudin 5 (CLDN5) Hedef gen / Referans gen 7.46E-01 1.59E-00  1.64E-00  133E-00  8.79E-01
Kat degisimi ; 2.13 2.27 2.02 1.26 0.161 0.123
Hedef gen (BAK1) ort. Ct 19.91 19.85 21.02 19.79 19.30
BCL2 antagonist/killer 1 | Referans gen (ACTB) ort. Ct 19.04 19.62 20.05 19.93 19.51
(BAK1) Hedef gen / Referans gen 5.83E-01 6.49B-01  4.59E-01  6.86E-01  9.74E-01
Kat degisimi ; L1 123 1.20° 1.66" 0.088 0.004
Hedef gen (CASP3) ort. Ct 3223 29.92 30.14 30.45 30.64
Referans gen (ACTB) ort. Ct 19.04 19.62 20.05 19.93 19.51
Caspase 3 (CASP3) Hedef gen / Referans gen 9.40E-04  235E-03  1.93E-03  1.75E-03  1.51E-03
Kat degisimi ; 2.50 2.11 1.87 1.62 0.368 0.887

Aymi satirda farkli harf (a-b) tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak énemlidir. 'Rezene Ugucu Yag1 (RUY) ilavesiz (0 mg/kg)
kontrol grubu, her kg i¢cin 50, 100, 200 ve 400 mg kapsiile edilmis RUY ilaveli yemlerle beslenen muamele gruplarnidir. > Havuzlanmis (pooled) standart hata. *Ct= cycle
threshold (esik dongiisii). *“ACTB= beta (B)-actin (beta aktin) referans (housekeeping) geni.

4!
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5. TARTISMA

Yapilan literatiir incelemelerinde hayvan beslemede kullanilan fitojenik yem
katk1 maddelerinin (FYK) performans {izerindeki olumlu etkilerinin baz1
arastiricilar tarafindan bagirsak mikrobiyotasinin olumlu yonde modiilasyonundan
veya FYK’lerin bagirsak hiicreleriyle olan etkilesimlerinden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir. Bu boéliimde, hem RUY’ un etlik piliclerin performansi, bagirsak
mikroflorast ve bagirsak morfolojisi {izerindeki saptanan olumlu etkileri hem de
nutrigenomik teknolojiler kullanilarak belirlenen RUY aracili besin-gen
etkilesimleri, monogastrik hayvanlarin ve 6zellikle etlik pili¢lerin beslemesinde

yapilan sinirli sayidaki RUY veya diger FYK caligmalari iizerinden tartisilacaktir.

5.1 Performans

Bugiine kadar kanatli kiimes hayvanlarimin beslenmesinde antibiyotik
bliylitme faktorlerine alternatif birgok FYK kullanilmistir. Bunlar arasinda kekik
(oregano/thyme), rezene tar¢in, nane, adagayi, sarimsak, kimyon, yesil ¢ay, kimizi
ac1 biber, anason, liziim cekirdegi, aga¢ yapraklari, defne ile bunlarin ekstrakt,
ucuyag ve ana biyoaktif bilesenleri vd. siralanabilir. Incelenen literatiirlerde etlik
pili¢ diyetlerine katilan rezene tohumu (Mohammed and Abbas, 2009), nane (Al-
Kassie, 2010), giil agac1 yag1 (Aguilar et al., 2014), timol+karvakrol (Hashemipour
2013b, 2014), ana biyoaktif bilesen karsimi (Hafeez et al., 2016), kisnis ugucu yagi
(Ghazanfari et al., 2015) bitkisel ugucu yag karisimi (Attia et al., 2017) ve kapsikum
oleoresin, sinnamaldehit ve karvakrol karisiminin (ipgak and Algicek, 2019) canl
agirhigr (CA) artirdigi; anason, zencefil, rezene baharatlar1 (El-Deek et al., 2002),
ucucu yag karisimi (Cabuk et al., 2006), kekik (oregano) ugucu yagi (Malayogluet
al., 2010; Alp et al., 2012) ve zencefil tozunun (Mohammed and Yusuf, 2011)
CA’y1 etkilemedigi; kekik (oregano) ve sarimsak ucucu yagi ile karisimlari
(Kirkpmar et al., 2011), kokaiba ugucu yag1 (Aguilar et al., 2013) ve {iztim ¢ekirdegi
ekstraktinin (Chamorro et al., 2013) ise CA’y1 azalttig1 rapor edilmistir. Nitekim
elde edilen verilerine gore, farkli diizeylerdeki (50, 100, 200 ve 400 mg/kg)
RUY’un ilk 2 hafta CA’y1 etkilemedigi ancak 3. haftadan itibaren RUY diizey
artigina paralel olarak CA’y1 6nemli derecede artirdigi saptanmistir (Cizelge 4.6).
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EK olarak kontrol grubuna kiyasla RUY diizey artistyla birlikte CA’lar sirasiyla
% 3.43, 4.0, 4.95 ve 6.37 oraninda artmistir. Benzer sekilde Mohammed and
Abbas (2009) rezene tohumunun (1, 2 veya 3 g/kg) 42. giindeki etlik pili¢
CA’larmi artirdigini bildirmistir.

Attia et al. (2017) ise etlik piliclerde 200 veya 1000 mg/kg bitkisel ekstrakt
karistmimin (kekik+nane+yesil cay ve meyan kokii), CA’yr anlamli olarak
artirdigimi saptamistir. Bagka bir bitkisel kokenli yem katkisinin arastirildigi bir
caligmada 1 veya 2 g/kg anason tohumunun (///icum verum Hook.f.) etlik pili¢
CA’larim1  artirdigr  bildirilmistir. Hafeez et al. (2016) ise 100 mg/kg
karvakrol+timol+limonen ugucu bilesen karistminin 42. giindeki CA’y1 6nemli
derecede artirdigin1 bildirmistir. CA {izerindeki bu olumlu etkiler RUY’un
antimikrobiyal etkinligine dayali potansiyel patojen mikroorganizmalar1 yok
ederek, besin rekabetini azaltmasi ve boylece artan besin ve enerji kullaniminin
bliylime ve gelisim yoniinde kullanilmasina dayandirilabilir. Nitekim Verstegen
and Williams (2002) benzer bir teoriyi Vervaeke et al. (1979) tarafindan yapilan
caligmaya dayandirarak domuz diyetindeki net enerjinin % 6'sinin ince bagirsakta
glikozun bakteriyel kullanimi nedeniyle kaybedilebilecegini ileri silirmiistiir.
Ayrica immiinoregiilatér olarak RUY, etlik pilicleri patojen veya patojen toksik
metabolitler (amonyak, biyojen amin vb.) gibi bagisiklik savunma stresinden
kurtararak, besinlerin emilimi i¢in gerekli bagirsak kullanilabilirligini artirabilir ve

bdylece hayvanlarin daha fazla biiyiimelerine yardimci olabilir.

Etlik pili¢ karma yemlerine RUY ilavesinin canli agirlik kazanci’m1 (CAK)
ise baslatma doneminde (0-21.giinler) ve tiim iiretim donemlerinde (0-42.giinler)
lineer olarak onemli derecede artirmistir (Cizelge 4.7). Nitekim benzer sekilde
Cengiz et al. (2016) etlik piliclerde 100 mg/kg rezene ugucu yaginin 0-21 ve 0-42.
glinler arasi donemlerde CAK’1 artirdigimi bildirdigi ¢alisma ile uyumlu
bulunmustur. Mohammed and Abbas (2009), rezene tohumunun (1, 2 veya 3 g/kg)
22. giinde CAK’1 degistirmedigini ancak 42. giinde anlamli olarak artirdigini
bildirmistir. Bulgulardan farkli olarak ise Safaei-Cherehh et al. (2018) rezene
ekstraktinin (100, 200, 300 ve 400 ppm) tiim donemlerde CAK’1 diisiirdiiglinti
tespit etmistir. Etlik piliclerin CAK’1{izerine yaban mersini ugucu yagi etkinliginin

arastirlldigr  bir baska calismada ise 450 mg/kg diizeyinin tim iiretim
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doneminde CAK’1 artirdigr bildirilmistir (Salehifar et al., 2017). Ge¢gmiste yapilan
diger ¢alismalar ucucu yag karisimi (kekik + defne + adacayr + yabanmersini +
rezene + narenciye) (Algicek et al. 2004), kekik (thyme) ve zencefil ugucu yagi
(Saleh et al., 2014), bir baska bitkisel ekstrakt karigimi (kekik+nane+yesil cay ve
meyan kokii) (Attia et al., 2017), karvakrol+timol+limonen ugucu bilesen
karisiminin (Hafeez et al., 2016) CAK’1 artirdig1; kekik (oregano) ugucu yaginin
(Alp et al., 2012) ve rezene tohumunun (Al-Sagan et al., 2020) degistirmedigi;
kekik veya sarimsak ugucu yag1 (Kirkpinar et al., 2011) ile rezene ekstraktinin ise
diisiirdiigii bildirilmistir. Elde edilen bulgular RUY un CA iizerindeki bahsedilen
etki mekanizmalari CAK icinde sOylenebilir. Ayrica RUY endojen enzimlerin
salinimin1 uyararak, biiyiimenin artmasini saglamis olabilir. Nitekim mikroarray
analiz bulgularinda elde edilen katalitik aktivite ve anatomik gelisimden sorumlu

genlerdeki yukar1 yonlii regiilasyon bu kaniyr destekler niteliktedir.

RUY’un yem tiiketimi’ni (YT) rakamsal olarak diisiirdiigii ancak bunun
onemli olmadig saptanmistir (Cizelge 4.8) Nitekim Safaei-Cherehh et al. (2018)
arastirma bulgularina benzer olarak 0-21. ve 22-42. giinlerde farkli diizeylerdeki
(100, 200, 300 veya 400 ppm) rezene ekstraktinin YT yi diisiirmedigini, ancak
mevcut bulgulardan farkli olarak da 0-42. giinler arasindaki tim donemde rezene
ekstraktinin tiim diizeylerinin kontrole kiyasla YT’yi diisiirdiiglinii bildirmistir.
Benzer sekilde ¢alismada saptanan YT degerleri, Mohammed and Abbas (2009)
ve Cengiz et al. (2016)’un sirasiyla bildirdikleri rezene tohumu (1, 2 veya 3 g/kg)
ve rezene ugucu yaginin (100 mg/kg) tim donemlerde YT’yi degistirmedigi
bulgulariyla uyumludur. Rezene baharati (El-Deek et al., 2002) ve rezene
tohumunun (Al-Sagan et al., 2020) kullanildig1 bir diger etlik pili¢ calismalarinda
da yine YT degerlerinin degismedigi bildirilmistir. Yapilan diger calismalar da
nane (Al-Kassie, 2010), kekik ugucu yagi (Alp et al., 2012), yaban mersini ugucu
yaginin (Salehifar et al., 2017), YT yi diisiirdiigii; feslegen, kimyon, defne, limon,
oregano, adacayi, ¢ay ve thyme’den elde edilen ugucu yag karigimini igeren ticari
bir yem katki maddesi olan Tecnaroma Herbal Mix PL (Khattack et al., 2014) ve
biyoaktif bilesen karisimin (Hafeez et al., 2016) degistirmedigi; ugucu yag veya
bitkisel ekstrakt karisimi (Algigek et al., 2004; Attia et al., 2017), giil agac1 yagi
(Aguilar et al., 2014) ve kekik ugucu yaginin (Saleh et al., 2014) ise artirdig
bildirilmistir. Elde edilen bulgularda da YT’nin geri kalmasi arastirma
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hipotezinin kabul edilebilirligi agisindan 6nemli bir bulgudur. Diger yandan
YT’ nin artmasi yem lezzetlligine, hos olmayan tat ve kokularin baskilanmasina
veya tiikiiriigiin, mide sivilarinin salgilanmasini uyaran istah agici 6zelliklerinden
kaynaklanabilir. Ancak RUY’un muhtemelen kapsiile edilerek hayvanlara
sunulmast ve etkinligini direkt olarak incebagirsakta gostermesinden dolayr yem
lezzetliligini etkilememis ve bdylece YT’yi degistirmemis olabilir. Ayrica etlik
pili¢ler enerji gereksinimlerine gore yem tiikettiklerinden, RUY ilavesiyle olasi
artan sindirim ve emilimin veya patojenlerin yok edilmesi aracilifiyla saglanan
enerji tasarrufu, daha fazla yem tiiketme istegi duymamalarina sebep olmus

olabilir.

Etlik pili¢ karma yemlerine RUY ilavesinin yemden yararlanma orani’ni
(YYO) baslatma, bitirme ve tiim liretim donemlerinde kontrole goére Onemli
derecede 1iyilestirdigi, ancak RUY diizeyleri arasinda fark olusturmadigi
saptanmistir (Cizelge 4.9). Ayrica kontrol grubuna kiyasla RUY diizey artigina
paralel olarak YYO sirasiyla % 5.17, 5.74, 7.47 ve 6.90 oraninda iyilesmistir.
Calisma bulgularina benzer olarak Mohammed and Abbas (2009), 2 veya 3 g/kg
rezene tohumunun 42. giindeki YYO’yu iyilestirdigini tespit etmistir. Ancak farkli
olarak Cengiz et al. (2016) rezene ugucu yaginin (100 mg/kg), Safaei-Cherehh et
al. (2018) ise rezene ekstraktinin (100, 200, 300 veya 400 ppm) tiim donemlerde
YYO’yu degistirmedigini bildirmislerdir. Diger yandan Salehifar et al. (2017),
yaban mersini ugucu yagi ile yaptig1 bir caligmada 150, 300 veya 450 mg/kg tiim
diizeylerinin 0-42. giinler arasindaki donemde YYO’yu iyilestirdigini saptamistir.

Khattack et al. (2014) feslegen, kimyon, defne, limon, oregano, adacay, ¢ay
ve thyme’den olusan ticari (Tecnaroma Herbal Mix PL) bir ugucu yag karisiminin
(300g/t) YYO’yu onemli derecede iyilestirdigini tespit etmistir. Cemen otu
(Trigonella foenum-graecum L.) tohum tozu ile yapilan bir baska ¢alismada etlik
pili¢ diyetlerine % 1, 2 ve 3 diizeylerinde ilavesinin YYO’yu anlamli olarak
iyilestirdigi bildirilmistir (Mamoun et al., 2014). Incelenen diger ¢alismalarda
ucucu yag karisimi (Algigek et al., 2004), nane (Al-Kassie, 2010), kekik ugucu yagi
(Alp et al., 2012), giil agac1 yag1 (Aguilar et al., 2014), zencefil ucucu yag: (Saleh
et al., 2014), bitkisel ekstrakt karistmi (Attia et al., 2017) YYO’yu iyilestirmis;
sarimsak ucucu yagi1 (Kirkpinar et al., 2011) ve rezene tohumu (Al-Sagan et al.,

2020) degistirmemis; kekik ucucu yag1 (Kirkpinar et al., 2011; Saleh et al., 2014)



145

ise geriletmistir. RUY un YYO iizerindeki olumlu etkinligi de muhtemelen
bagirsak mikrobiotasin1 yararli bakteriler lehine doniistiirmesi ve bagirsak
morfolojisini degistirerek daha fazla emilim ylizey alan1 olusturmasinda
kaynaklandig1 soylenebilir. Genel olarak hayvan beslemede FYK’lerin
kullanilmasinda elde edilen sonuglardaki varyasyonlar, kullanilan katkinin tiirt,
kokeni, aksami, hasat zamani, ekstraksiyon yontemi ve ozellikle fitokimyasal
bilesenlerin kompozisyonu ile hayvanlara verilis sekli, caligmalara dahil edilme

diizeyi, hayvan tiirii, ¢evresel kosullardaki farkliliklara baglanabilir.
5.2 Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii ve Oliim Oranlar1

Calismada RUY ilavesinin 100 mg/kg ve sonraki diizeylerde Avrupa Uretim
Etkinlik Faktorii (EPEF) degerini artirdigir ve 6liim orani lizerine de dnemli bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.10). Bilindigi gibi EPEF, yasama giicii,
canli agirlik, yas ve yemden yararlanma orami ile hesaplanan bir performans
kriteridir (Majdeddin et al., 2019). Buna gore calismada EPEF degerinin artmasi,
RUY ilavesinin canli agirligt artirmasi ve yemden yararlanma oranini
iyilestirmesiyle iligkilendirilebilir. Abd El-Ghany and Ismail (2014), igme suyuna
kekik yagi ilavesinin EPEF degerini negatif kontrole gore diisiirdiigiinii, pozitif
kontrole (E.coli enfekte edilmis) gore ise artirdigini bildirmislerdir. Aydin (2017),
kekik veya ¢orek otu ekstraktlarinin veya bunlarin karisimlarinin, Giimiis (2017),
ise iziim ¢ekirdegi ekstrakti veya yesil ¢ay ekstraktinin EPEF degerini degistir-
medigini saptamistir. PetriCevi¢ et al. (2018) da biberiyenin (Rosmarinus
officinalis) karma yeme % 0.2 diizeyinde ilavesinin EPEF degerini
degistirmedigini, % 0.4 veya % 0.6 diizeyinde ilavesinin ise artirdigini
bildirmislerdir. Diger yandan, fitojenik katkilarin 6liim orami iizerine etkisi ile
ilgili; Algigek et al. (2004) ve Kiigiikyllmaz vd. (2012) aralarinda rezenenin de
oldugu esansiyel yag karisimimin, Tunger (2012) mersin yaprag: yaginin ve Ipcak
and Algicek (2019) kapsikum oleoresin, sinnamaldehit, karvakrol veya bunlarin
karigiminin 6liim oranini etkilemedigini bildirmislerdir. Ragab et al. (2013) ise %
1 veya 2 oraninda rezene tohumunun 6liim oranmni diisiirdiiglinti tespit etmistir.
Sonug olarak, ticari kosullarda yetistirilen ve hizli biiyiiyen etlik piliglerin sinirh
alanlarda birbiriyle temas etmesi, yaygin bulasict ve metabolik hastaliklara kars1

duyarli olmalart 6liim oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla RUY
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antimikrobiyel etkinligi araciligiyla patojen mikroorganizmalar1 yok ederek ve
bagisikligin giiglenmesini destekleyerek Oliim oraninin artmasini engellemis,
yemden yararlanma oranmi ve canli agirligi iyilestirerek de EPEF degerini

artirmistir.

5.3 Karkas Randimani, Karkas Parametreleri ve Organ Gelisimi

Calismada karma yeme farkli diizeylerde RUY ilavesinin, kesim oncesi CA,
sicak karkas agirligr ve randimani, gogiis kasi agirligi ve bunun relatif degerini
artirdig1 saptanmistir. Ayrica bu etkinin lineer oldugu bulunmustur. Genel olarak
s0z konusu parametrelere ait en yiiksek artiglar RUY400 grubunda gozlenmistir.
Diger yandan, RUY ilavesi but agirligin1 degistirmemis ancak abdominal yag
agirhigini artirdig goriilmistiir. Bununla beraber, RUY un relatif abdominal yag
agirhigr lizerine etkisi lineer olmustur (Cizelge 4.11). Fitojenik katkilarin etlik
piliclerde karkas parametreleri iizerine etkisiyle ilgili; El-Deek et al. (2002),
rezenenin zencefil veya anason ile kombinasyonunun karkas ve abdominal yag
agirliklar tizerinde etkili olmadigini, Algicek et al. (2004) aralarinda rezenenin de
oldugu esansiyel karigiminin karkas oranimmi artirdigini fakat abdominal yag
oranin1 degistirmedigini, Al-Sagan et al. (2020) da rezene tohumunun karkas,
abdominal yag agirliklarin1 degistirmedigini ancak gogiis kasi oransal agirliklarini
artirdigini  bildirmislerdir. Tunger (2012) ise, mersin ugucu yaginin karkas
randimanini artirdigini, Babaoglan ve Kutlu (2008), kapsiile edilmis sentetik
timol:karvakrol, kekik ekstrakti veya yaginin karkas agirligimi degistirmedigini,
Kahattack et al. (2014) esansiyel yag karisiminin kesim sonu CA ve karkas
agirhgini degistirmedigi fakat gogiis agirhigini artirdigimi, Attia et al. (2017)
bitkisel ekstrakt karigimimin karkas agirhi§i ve abdominal yag oranini
degistirmedigini ve Criste et al. (2017), kusburnunun karkas agirligini diistirdigiini
bildirmislerdir. Cakmak et al. (2017) ise, yeme sumak ilavesinin abdominal yag
orani iizerine etkisiz oldugunu bununla birlikte, bu parametre bakimindan yerlesim
siklig1 sumak ilavesi interaksiyonunun onemli derecede etkili oldugunu tespit
etmislerdir. Meimandipour et al. (2017) da kapsiile edilmis ya da edilmemis
isirgan kokil, dereotu veya aloevera ekstraktlarinin karkas agirliklari {izerine
etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Buna gore, ¢alismadan elde edilen bulgularin
onceki caligmalarla kismen uyumlu oldugu goriilmiis ve fitojenik katkilarin

etkinliginin verildigi form, diizey, karma yem (diyet), cevresel kosullar gibi
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faktorlere bagli degiskenlik gdsterebildigi sonucuna varilmistir. Nitekim calismada,
RUY’un kapsiile formda verilmesinin, yeme daha homojen karigmasi, ucucu
Ozelliginin baskilanmas1 ve hedef bolgeye daha fazla ulasmasi ile etkinliginin

arttig1 diisiniilmektedir.

Caligmada farkli diizeylerde RUY ilavesinin i¢ organ agirliklari iizerine etkili
oldugu goriilmiistiir. Buna gore, karaciger, kalp ve bursa fabricius agirliklarini
artirdig1; ayrica karaciger ve bursa fabricius agirliklarindaki artisin lineer oldugu
saptanmistir. Ancak dalak, bezel mide, taslik ve pankreas agirliklari tizerine etkisi
Oonemsiz bulunmustur. (Cizelge 4.12). Rezene ile ilgili; El-Deek et al. (2002),
zencefil ya da anason ile farkli kombinasyonlarinin kalp, karaciger, dalak ve
pankreas, Mohammed and Abbas (2009), kalp, dalak, bursa fabricius, taslik ve
karaciger, Al-Sagan et al. (2020) taslik ve karaciger agirliklarinin {izerine etkisinin
olmadigini bildirmiglerdir. Fitojenik katkilarin i¢ organ agirliklar tizerine etkisiile
ilgili; Babaoglan ve Kutlu (2008), kaplanmis sentetik timol:karvakrol, kekik
ekstrakti veya yaginin abdominal yag, bezel mide, taslik, Soltan et al. (2008),
anason tohumunun kalp, taslik, karaciger ve Cakmak et al. (2017), sumagin
karaciger, dalak ve bezel mide iizerine etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Buna
gore, calismadan elde edilen bulgulardan karaciger, kalp ve bursa fabricus
agirliklarinin  6nceki ¢alismalarla uyumsuz oldugu goriilmiistiir. Caligmalar
arasindaki bu fark, arastirmada kullanilan RUY un kapsiile edilmis formu ile
etkinliginin artmasina baglanmistir. Balasubramanian et al. (2016), fitojenik veya
organik asit gibi katkilarin, hedeflenen bdlgede (incebagirsak) saliniminin
arttirilmas1 amaciyla yapilan enkapsiilasyon isleminin hayvanlarda performansi
artirabilecegini bildirilmiglerdir. Calismada da kapsiile edilmis RUY un etkinligi
artarak, bazi enzimlerin salinimini stimiile ettigi ve karaciger artigin1 destekledigi
diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, bursa fabricius agirligindaki artig ise RUY un

immiinoregiilator etkisiyle iligkilendirilebilir.

Calismada RUY ilavesinin total ince bagirsak, duodenum, jejunum ile ileum
agirliklarin artirdigy ve bu artigin lineer oldugu goriilmiistiir. Total kalin bagirsak,
sekum ve kolon agirliklarini ise sadece rakamsal diizeyde artirdigi saptanmustir.
Diger yandan, bagirsak oransal agirliklar1 {izerine RUY un herhangi bir etkisi
olmamistir (Cizelge 4.13). Algicek et al. (2004), aralarinda rezenenin de oldugu

esansiyel yag karisiminin ince bagirsak oransal agirligini diisiirdiiglinii, Babaoglan
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ve Kutlu (2008), kekik yagmin duodenum agirligimi artirdigini ancak bunun
istatistiksel olarak ©Onemli olmadigimi, Kiiclikyilmaz vd. (2012), aralarinda
rezenenin de oldugu esansiyel yag karisiminin ince, kalin ve kor bagirsak
agirliklarin1 degistirmedigini ve Criste et al. (2017) da kekigin ince bagirsak
agirhigm artirdigim bildirmislerdir. Ipcak and Algicek (2019) ise, Kapsikum
oleoresin (CAP) ve kapsikum oleoresintkarvakrol+sinnamaldehit’in (CAP+CAR
+CIN) toplam ince bagirsak, CAP ve CAP+CAR+CIN, karvakrol (CAR) ve
sinnamaldehit’in (CIN) duodenum, CAP ve CAR’1n ileum, CAP+CAR+CIN’in de
jejnum ve kalin bagirsak agirliklarimi diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Sonug olarak
RUY ilavesiyle artan ince bagirsak agirliklarinin besinlerin sindirim sisteminde
daha uzun kalarak daha c¢ok degerlendirilmelerine olanak saglayabilecegi ve

bagirsak agirlik artisinin canli agirlik artisi ile iligkili olabilecegi sdylenebilir.
5.4 ince Bagirsak Morfolojisi

Bagirsak sagligi altinda esasen konakcinin bagisiklik sistemi, bagirsak
mukozal bariyeri, mikrobiyal popiilasyon ve beslenme gibi ¢esitli bilesenler
bulunmaktadir (Ducatelle et al., 2018). Bu bilesenlerin herhangi birindeki
dengesizlik etkili sindirim ve besin madde emilimini ve dolayisiyla hayvansal
iiretim verim ve saghigini 6nemli derecede etkileyebilir. Bu nedenle beslenme ile
her bir bilesenler arasindaki etkilesimin aydinlatilmas1 gerekmektedir. Bu
baglamda etlik pili¢ karma yemlerine farkli diizeylerde RUY ilavesinin (0, 50, 100,
200 ve 400 mg/kg) proksimal (Duodenum ve Jejunum) ince bagirsak lizerindeki
etkilerine ati bulgular Cizelge 4.14’de verilmistir. Ozellikle 400 mg/kg RUY
(RUY400) ilavesinin duodenum villus yiiksekligini (VY), kript derinligini (KD),
VY/KD oranini, villus genisligini (VG) ve villus alanin1 (VA) 6nemli derecede
artirmistir. Nitekim mevcut literatiirler incelendiginde, bir¢cok FYK’nin etlik
piliclerin bagirsak histomorfolojisi {izerinde farkli sonuglara yol actig1
goriilmiistiir. Etlik pilic yemlerine ilave edilen sarimsak tozunun VY ve KD’yi
artirdigi, KD/VY oranini ise azalttifi (Abidmoradi et al., 2006), kurutulmus ve
fermente edilmis zencefilin VY ve VA’y1 degistirmedigi (Incharoen et al., 2010),
200 veya 400 mg/kg nane (Mentha piperita) ugucu yaginin VY’yi degistirmedigi,
400 ppm dozda KD’yi artirdigi ve VY/KD oranimi ise azalttigi (Emami et al.,
2012), fitojenik yem katki maddesi karisiminin, Boswellia serrata reginesinin ve

bir baska calismadaki farkli bir fitojenik karisimmin VY, KD ve VY/KD



149

oranlarin1 degistirmedigi (Tsirtsikos et al., 2012; Kiczorowska et al., 2016), 7.5
g/kg Euphorbia hirta’nin VY, VY/KD ve VA’y1 artirdigi, KD’yi ise azaltigi
(Hashemi et al., 2014) ve bir baska fitojenik yem karisimin VY ve KD’yi
degistirmedigi bildirilmistir. Ancak bu farkli sonucglara nazaran antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilabilecek bir FYK’nin VY, VY/KD oranimm1 ve VA’y1
artirmasi, KD’yi ise azaltmasi beklenir. Ciinkii Paiva et al. (2014) bagirsak
villuslarinin kisa olmasinin daha zayif emilim ve sindirime neden oldugunu,
bunun emilim alaninin azligina ve daha az olgun eritrositlerin varligina
baglamigtir. Daha derin kript derinligi ise, daha hizli hiicre kaybin1 belirtmektedir.
VY’nin artmasi, KD’nin azalmasi 6nemli Ol¢lide artan VY/KD orani ile
sonuglanir ki, bu da olgun eritrosit varligini ve besin madde emiliminin etkinligini
ifade eder (Paiva et al., 2014; Zeng et al., 2015b). Diger yandan besinler villuslar
araciligiyla emilir. VA’ nin artmasi emilim ylizeyinin genislemesini saglamakta ve
daha fazla besin maddesinin kemosensorler tarafindan tutuklanma olasiligini
artirmaktadir. Bu kaniya dayanarak 6zellikle yeme 400 mg/kg RUY takviyesinin
bagirsak morfolojisini olumlu yonde etkiledigi sdylenebilir. Ek olarak RUY un
villus uzunlugunu artirmasi mikroarray analizi sonucunda saptanan anatomik

gelisim tizerine etkili genlerin ekspresyonunu artirmasina dayandirilabilir.

RUY’un duodenum tunika mukoza kalinligin1 (mukozal tabaka, TMK)
artirdig1, Muskularis mukoza kalinligin1 (muskiiler tabaka, MMK) ise etkilemedigi
saptanmistir (Cizelge 4.14). Benzer sekilde Hashemi et al. (2014) Euphorbia
hirta’nin (7.5 g’lkg) MMK ’yi etkilemedigini bildirmistir. Akbarian et al. (2013) 25-
28. giinler arasinda etlik piliclere giinliik 5 saat sicaklik stresi uyguladigi calisma
sonucunda 200 veya 400 mg/kg limon kabugu, portakal kabugu ekstrakti veya
Curcuma xanthorrhiza ugucu yagmin TMK’yi degistirmedigini saptamistir.
Murugesan et al. (2015) ise 30’un {izerinde ucucu yag ve fitojenik bilesen igeren bir
yem katki maddesinin mukoza kalinligini diisiirdiigiinii bildirmistir. Mukozal
tabakanin patojen mikroorganizmalarin yapismasimi azalttigt ve bdylece
bagirsaklardaki mikrobiyal 6biyozisi stabilize ettigi ileri siirilmiistiir (Jamroz et al.,
2006). Diger yandan bagirsak epitel hiicrelerin ¢evresini sararak hem yiizey
alaninin genislemesini saglarlar hem de olasi patojen metobolit veya kimyasallarin
iritasyonuna kars1 koruyucu gorevi tagirlar. Bu nedenle etlik pili¢ yemlerine RUY

ilavesinin bagirsak mukus sekresyonunu uyararak olumlu etki gosterdigi
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sOylenebilir. Nitekim mukus tabakasi kalinliginin artmasi, mukozanin ana
bilesenini olusturan miisini kodlayan genlerden biri olan miisin 2 (MUC2) geninin

ekspresyonunun artmasiyla iligkilendirilebilir.

Etlik pili¢c karma yemlerine RUY ilavesinin jejunum VY, VG ve VA’sini
onemli derecede artirdigi, diizey artisina paralel VY/KD oranini sayisal olarak
artirmasina ragmen anlaml etkilemedigi ve TMK’yi degistirmedigi ancak MMK’yi
artirdigr goriilmiistiir (Cizelge 4.14). Benzer sekilde Hashemipour et al. (2013a)
etlik pili¢ diyetlerine 100 veya 200 mg/kg timol+karvakrol (1:1) ilavesinin VY,
VY/KD, VA ve muskiiler kalinlig1 artirdigi, VG, KD ve mukoza kalinligini ise
degistirmedigini saptamistir. Ayrica FYK’lerin jejunum morfolojisi {izerine
etkinliginin incelendigi diger ¢alismalarda ise sarimsak tozunun VY, KD ve
KD/VY oranimi artirdigi (Abidmoradi et al., 2006), ucucu yag karisiminin VY ve
KD’yi azaltigi, hidroalkolik ekstrakt karigiminin ise etkilemedigi (Garcia et al.,
2007), kurutulmus ve fermente edilmis zencefilin VY ve VA’y1 degistirmedigi
(Incharoen et al., 2010), nane (Mentha piperita) ugucu yaginin VY, KD ve
VY/KD oranini degistirmedigi (Emami et al., 2012), ve fitojenik yem katki madde
karistmimin VY ve KD’yi degistirmedigi bildirilmistir. Kiczorowska et al. (2016)
ise Boswellia serrata reginesinin (% 1.5, 2 ve 2.5), VY ve mukoza kalinligini
degistirmedigi, KD’yi azalttigi ve VY/KD oranini ise artirdigini saptamaistir.
Nitekim  besin madde emiliminin bliyiilk ¢ogunlugunun jejunumda
gerceklesmesinden dolayr RUY un VY, VG ve VA’y1 artirmasi daha fazla besin
emiliminin saglanmasina ve bdylece biiylimenin artmasina destek saglamis
olabilir. Ayrica kalin bir muskularis mukoza tabakasi villuslarin hareketliligini
saglayarak bir yandan besin maddelerinin ilerleyisini artirarak diger yandan ise
sindirim igerigini (digesta) altiist ederek, daha fazla besin madde emilimini
saglayabilir. Bu nedenle RUY’un MMK’yi artirmasi, pozitif etki olarak

degerlendirilmistir.

Etlik pili¢ karma yemlerine RUY ilavesinin distal (Ileum) ince bagirsak
morfolojisine etkileri degerlendirildiginde ise VY, VA ve MMKyi artirdigi, KD,
VY/KD, VG, VA ve TMK yi etkilemedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Benzer
sekilde 100 veya 200 mg/kg timol + karvakrol (1:1) kariggminin VY, VY/KD ve
muskiiler kalinlig artirdigi, VG, VA, KD ve mukoza kalinligini ise degistirmedigi

saptanmistir (Hashemipour et al., 2013a). Mevcut ¢alismalarda ileum morfolojik
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Olciimlerine ait diger bulgular ise sarimsak tozunun VY, KD ve KD/VY oranini
artirdig1 (Abidmoradi et al., 2006), kurutulmus ve fermente edilmis zencefilin VY
ve VA’y1 etkilemedigi (Incharoen et 1., 2010), fitojenik yem katki madde
karigiminin, VY’yi artirdigi, KD, VY/KD oran1 ve mukus tabakasini
degistirmedigi (Tsirtsikos et al., 2012) ve bir bagka fitojenik karigimin ise VY, KD
ve VY/KD oranlarim1 degistirmedigi (Fascina et al., 2017) bildirilmistir. Nitekim
mikrobiyal popiilasyonun biiylik cogunlugu ileal ve sekal bolgede bulunmaktadir.
Dolayistyla mikrobiyal kompozisyon ileum morfolojisini etkileyebilir. Bu
baglamda, RUY un antimikrobiyal etkinli§ine bagli olarak patojen mikroorga-

nizmalarin azlig1 ileum morfolojisini iyilestirmis olabilir.
5.5 ince Bagirsak Mikroflorasi

Etlik pili¢lerin normal bagirsak mikrobiyotasi bagirsak sagligi, bagisiklik
gelisimi, metabolizma ve fizyolojik faaliyetlerin regiilasyonu {izerinde etkileri
nedeniyle hayvan beslenmede 6nemli bir rol oynar (Gong et al., 2014). Bunedenle
bagirsak mikrobiyatasinin herhangi bir modiilasyonu hayvan performasin
etkileyebilir. Ozellikle de Salmonella spp., Clostridium perfiringens, E. coli, ve
Staphylococcus aureus gibi bakteriyel kokenli hastaliklar kanatli kiimes hayvani
tiretiminde hala ciddi bir sorun teskil etmektedir (Adaszynska-Skwirzynska and
Szczerbinska, 2017). Bu baglamda RUY’un jejunum mikroflora kompozisyonu
tizerine etkinligine ait bulgular Cizelge 4.16’da verilmistir. Buna gore jejunumda
ozellikle 100, 200 ve 400 ppm RUY diizeyinde E. coli O-157:H7 ve 200 ve 400
ppm RUY diizeyinde ise Staphylococcus aureus tespit edilmedigi, diger gruplarda
ise her iki bakteri tiirii de iz miktarda 6nemsiz olarak goriildiigli saptanmigtir. Diger
yandan Salmonella spp. tim gruplarda iz miktarda; Clostridium perfringens ise 400
ppm RUY diizeyinde tespit edilememis diger tiim gruplarda her iki bakteri de iz
miktarda anlamsiz diizeyde tespit edilmistir. Lactobacillius spp. sayisi ise RUY
diizey artigina paralel olarak artmis ve en yliksek 400 ppm RUY (RUY400) ilaveli
grupta saptanmistir. Bu durumda RUY un patojen gelisimini baskiladigi, yararl
bakterilerin gelisimini ise uyardigi sdylenebilir. Erhan et al. (2012) ise % 0.25 veya
0.50 pennyroyal’in (Menta pulegium L.) etlik pili¢lerin jejunumundaki E. coli
sayisin1 diizey artisina paralel azalttigi, laktik asit bakterileri sayisin1 da diizey

artisina paralel Onemli derecede artirdigini bildirmistir. Jejunum mikrobiyal
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kompozisyonu iizerinde kekik (oregano) ugucu yagi, atapulgit, benzoik asit’in ve
bunlarin karigimlariin etkisinin incelendigi bir bagka ¢alismada ise tiim gruplarin
total bakteri, Lactobacillius spp. ve Clostridium perfringens sayilarimi
etkilemedigini, karistm grubunun ise Enterobakter sayisini artirdiini tespit
etmistir. Nitekim Burt (2004) birgok FYK’nin antimikrobiyal etki tarzinin, bu
fenolik bilesenlerin hidrofobikligine ve bilesenlerin hiicre zarin1 par¢calanmasina,
iyonlarin sizmasina ve bunun sonunda hiicre 6liimiine yol agan bakteriyel hiicre
zarina girebilmelerine dayandirmistir. Di Pasqua et al. (2006) ise antimikrobiyal
etkiyi bakteriyel hiicre zarlarinin yag asidi bilesimindeki degisiklikler ile
iliskilendirmistir. Yag asidi bilesimindeki degisiklikler mikroorganizmalarin
hayatta kalma kabiliyetini  etkileyebilir.  Dolayisiyla ~RUY  patojen
mikroorganizmalarin yag asidi bilesimini degistirerek, yararli bakterilerin artigini

saglamis olabilir.

Mikrobiyal popiilasyonun yogun oldugu ileumda RUY’un etkinligi
incelendiginde ise elde edilen sonuclarda E. coli O-157:H7, Salmonella spp. ve
Clostridium perfringens sayilart bakimindan gruplar arasi fark olmadigi, ancak
RUY ilavesinin Staphylococcus aureus sayismi onemli derecede azalttigi tespit
edilmistir. Lactobacillius spp. sayisi ise diizey artigina paralel artmis ve en yiiksek
RUY400 ilaveli gruplarda saptanmistir (Cizelge 4.16). Nitekim mevcut literatiirler
incelendiginde, bircok FYK’nin etlik pili¢lerin ileum mikroorganizma sayilari
iizerinde farkliliklar olusturdugu gozlemlenmistir. Safaei-Cherehh et al. (2018)
mevcut arastirma bulgularindan farkli olarak rezene ekstraktinin (100, 200, 300
veya 400 ppm) E. coli sayisim azalttigl, Lactobacillius spp. sayisini ise
etkilemedigini bildirmistir. Bir bagka calismada, Cakmak et al. (2017) farkh
yerlesim sikliklarinda barindirilan etlik piliglerde 0.75 ve 1.5 g/kg sumak (Rhus
Coriaria L.) tozunun E. coli sayisimni diisiirdiigii, laktik asit bakterileri sayisini ise
artirdigim saptamistir. ipgak and Algigek, (2019)’in yaptiklar1 ¢alismada ise 150
mg/kg kapsikum oleoresin, sinnamaldehit, karvakrol veya bunlarin karisimlarinin
(1:1:1) Staphylococcus aureus ve Clostridium perfringens sayilarini degistirmedigi,
tiim gruplarda Salmonella spp. tespit edilmedigi, Lactobacillius spp. sayisini ise
onemli derecede artirdig1 bildirilmistir. Son yillarda yapilan bir bagka ¢alismada da
% 0.1, 0.2 ve 0.4 kisnis tohum tozu ilavesinin total bakteri, E.coli ve Clostridium

perfringens sayilarini diizey artisina paralel azaltmistir (Taha et al., 2019). fleum
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mikrobiyal kompozisyonunun tespiti {izerine yapilan diger ¢aligmalar da ise 300
mg/kg kekik (oregano), sarimsak ucucu yagi ve karisimlarinin Clostridium spp.
sayisini azalttig1 (Kirkpinar, et. al., 2011), 100 mg/kg Forsythia suspensa ekstrati,
berberin veya karisimlarinin E.coli, Lactobacillus spp. ve Bifidobakter sayilarini
degistirmedigi (Zhang et al., 2013) ve 200 mg/kg timol+karvakrol karigiminin
Laktobacillus spp. ve Bifidobakter sayilarini artirdifi, E.coli sayisini ise
diisirmedigini (Hashemipour et al., 2013a) bildirmislerdir. Calismalar arasinda
elde edilen bu farkliliklarin, kullanilan bitkinin tiiriine, aksamina, uygulanan
diizeye ve icerdigi fitokimyasal bilesene bagli olmakla birlikte mikroorganizma tiir
ve suslarinin duyarliligina da dayandirilabilir. RUY un ise muhtemelen, patojen
mikroorganizmalarin dis zarlarinin par¢alanmasina ve hiicre igeriginin sizintisina
yol acarak, bakteriyostatik veya bakterisidal etki gosterdigi sdylenebilir. Bu da
bagirsak mikroflorasinda yararli olan laktik asit iireten bakterilerin sayisindaki
artist saglamustir. Lactobacillus suslart da pH’yr diislirerek, hem ugucu yag
etkinligini hem de enzim aktivitesinin artigini ve patojen gelisiminin engellemesini
saglayarak biiylimeyi desteklemis olabilir. Genel olarak ise RUY un bagirsak

mikrobiyata ekosistemini olumlu yonde etkiledigi sdylenebilir.
5.6 ince Bagirsak Transkriptom Profili

Etlik piliclerdeki tiim biyolojik stirecler, santral dogmadaki genetik bilgi
akigina (DNA-RNA-Protein) baghdir. Bu bilgi akis1 genetik yapi tarafindan kontrol
edilse de, diyetteki besinler gen ekspresyonunu (transkripsiyon) regiile edebil-
mektedir. Dolayisiyla genlerin yukar1 (up) veya asagi (down) regiilasyonu yasam
icin birincil 6neme sahip, hiicrede yapisal, mekanik, biyokimyasal, hiicre sinyal
iletimi ve depolama gibi ¢esitli fizyolojik islevleri olan proteinlerin yapi, aktivite
ve miktarlarin1 degistirebilmektedirler (Siddique et al., 2009; Sales et al., 2014).
Nitekim, RUY ile beslenen etlik piliclerden alinan ince bagirsak dokularinda
global gen ekspresyon profillerinin analizi sonucunda (Bkz. Boliim 4.9) kontrol
grubuna kiyasla, RUY50 gruplarinda 261 genin [206 up-regiile (> 1.2 fold), 55
down-regiile (< -1.2 fold)], RUY100 gruplarinda 302 genin [218 up-regiile (>
1.2 fold), 84 down-regiile (< -1.2 fold)], RUY200 gruplarinda 292 genin [231
up-regiile (> 1.2 fold), 61 down-regile (< -1.2 fold)] ve RUY400
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gruplarinda 348 genin [268 up-regiile (> 1.2 fold), 80 down-regiile (< -1.2 fold)]

mRNA ekspresyon seviyelerinin degistigi saptanmustir.

Upregiile genleri biiyiik c¢ogunlugunun molekiiler fonksiyon analizleri
sonucunda RUY50 grubunda katalitik aktivite ve organik halkali bilesik baglayici,
RUY100 grubunda heterosiklik bilesik baglayici ve transkripsiyon regiilator
aktivitesi, RUY200 grubunda protein baglayici ve hidrolaz aktivite, RUY400
grubunda ise katalitik aktivite olarak simiflanmistir. Ayrica upregiile genlerin ¢ogu
RUY50 i¢cin anatomik yap1 gelisimi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve gelisim
stireci, RUY100 i¢in gelisim siireci, anatomik yap1 gelisimi ve hiicre farklilagsmasi,
RUY200 i¢in hiicresel gelisme siireci ve hiicre iskeleti organizasyonu, RUY400 i¢in
ise anatomik yap1 gelisimi ve cok hiicreli organizma gelisimi gibi biyolojik
stireclere dahil olmustur. Upregiile genlerin c¢ogunlugunun kodladigi protein
siiflar1 ise RUY S50 ve RUY 100 gruplarinda gen spesifik transkripsiyonel regiilator
ve DNA baglayic1 transkripsiyon faktorii, RUY200 grubunda gen spesifik
transkripsiyonel regiilator, metaloproteaz ve kinaz, RUY400 grubunda ise protein
baglanma aktivitesi diizenleyici (modiilator), kinaz ve metaloproteaz olarak
belirlenmistir. Downregiile genlerin ¢ogunlugunun ise tiim RUY ilaveli gruplarda
molekiiler fonksiyon analizlerinde tasiyici aktivitesi ve anyon transmembran
tasiyici, biyolojik siire¢ analizlerinde tasiyici, organonitrojen bilesigi metabolik
proses veya makromolekiil lokalizasyonu ve protein siniflandirilmasi analizlerinde
ise protein modifiye edici enzim veya tastyict proteinleri olarak gruplandigi
belirlenmistir. Bu bulgular RUY ’un, hayvansal iiretim verimliligi artirmada farkl
yolardan, etlik piliglerin bagirsak transkriptom profilini modiile edebildigini
gostermistir. Nitekim Ghasemian et al. (2020) RUY un hiicrelerdeki molekiiler

hedeflere miidahale eden anason aldehit bakimindan zengin oldugunu bildirmistir.

Transkriptom veri analizleri, genomun fonksiyonel unsurlarini yorumlamak
ve hiicrelerin veya dokularin molekiiler bilesenlerini anlamak i¢in gerekmektedir
(Duran et al., 2016). Onceki calismalarda yapilan transkriptomik profilleme
analizleri sonucunda, transkribe edilen birgok genin farkli molekiiler fonksiyonlara,
protein smiflarina ve biyolojik siireclere dahil siniflarda yer aldiklar1 goriilmiustiir.
Bir ¢alismada, 5 mg/kg karvakrol, 3 mg/kg sinnamaldehit ve 2 mg/kg kapsikum

oleoresinin ile beslenen etlik piliclerde, yliksek verimli mikroarray analizi
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kullanilarak bagirsak intraepitelyal lenfositlerin transkriptomu incelenmistir (Kim
et al., 2010). Kontrol grubuna kiyasla karvakrol ile beslenen gruplarda 74 genin (26
up, 48 down), sinnamaldehit ile beslenen gruplarda 62 genin (31 up, 31 down), en
fazla ise kapsikum oleoresin ile beslenen gruplarda 254 genin ( 98 up, 156 down)
mRNA ekspresyonunun degistigi bildirilmistir. Kat degisimi (fold change) >2
olan genlerin ¢ogunun metabolik yollarla iligkili oldugu, kapsikum oleoresin
ilaveli gruplarda degisen gen ekspresyonlarinin ¢ogunun lipid metabolizmasi,
kiiciik molekiil biyokimyas1 ve kanser ile iliskili oldugu ortaya konulmustur.
Eimeria acervulina ile oral yoldan 1 giinliik etlik civcivleri enfekte ederek
olusturduklar1 koksidiyoz hastalik modelinde ayni deneme desenini ve ayni
fitokimyasallar1 kullandiklar1 bir bagka calismada ise en ¢ok transkriptin kapsikum
oleoresin grubunda godzlemlendigi ve bu genlerin ¢ogunun metabolizma ve
bagisiklikla iligkili oldugu saptanmistir. Sinnamaldehit ile indiiklenen genlerin ise
daha ¢ok antijen sunumu, humoral immiin yanit ve inflamatuar ile iligkili oldugu

bildirilmistir (Lillehoj et al., 2011).

Eimeria spp.’nin neden oldugu koksidiyoza kars: etkili olabilecek dogal bitki
kaynakli katkilarin arastirildigi bir baska calismada RUY ana biyoaktif
komponenti olan anethole’iin (15 mg/kg), Eimeria acervulina ile enfekte edilmis
etlik piligler lizerindeki etkileri mikroarray hibridizasyon analizi ile arastirilmigtir
(Kim et al., 2013a). Anethole ile beslenmis etlik piliglerin bagirsak intraepitelyal
lenfositlerinde pozitif ve negatif kontrol gruplarina kiyasla 1810 transkript (677 up,
1133 down) Olgiilmiistiir. Transkribe edilen genlerin ¢ogunun biyolojik fonksiyonu
ise inflamatuar yanitla ilgili oldugu bildirilmistir. Siitten kesilmis domuzlarda
fitojenikler aracili gen etkilesimlerinin arastirildigi bir baska caligmada da
kapsikum oleoresin, sarimsak ve zerdegal oleoresinin her birinin 10 mg/kg diizeyde
diyetlere ilavesinin ileal mukoza transkriptomik profillemesi iizerine etkileri
incelemistir (Liu et al., 2014b). Mikroarray analizi sonucunda, kapsikum oleresin
ile beslenen gruplarda 490 genin (280 up, 210 down), sarimsak ile beslenen
gruplarda 64 genin (33 up, 31 down) ve zerdegal ile beslenen gruplarda 327 genin
(232 up, 95 down) mRNA ekspresyonunun degistigi saptanmistir. Ayrica kontrol
grubuna kiyasla kapsikum oleoresin ve zerdegal oleoresin beslemesinin tight
junction (siki1 baglant1) ve membran biitlinliigi ile ilgili genlerin ekspresyonunu
artirarak bagirsak mukoza sagligin iyilestirdigi ancak hiicre dongiisii yolaklarini

kodlayan genlerin ekspresyonunu ise azalttigi bildirilmistir.
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RNA-Seq tekonolojisi kullanilarak son yillarda yapilan bir ¢alismada, sulu
kekik (Origanum vulgare L.) ekstraktinin karma yeme ilavesinin etlik piliglerin
karaciger transkriptom profili lizerine etkileri arastirilmistir (Sabino et al., 2018a).
Kekik ilaveli gruplarda 129 genin farkli eksprese edildigi ve bu genlerin biiyiik
kisminin down regiile oldugu ve bunlarin yag asidi metabolizmast ile insiilin sinyal
yollarina dahil olan genlerden olustugu ortaya konulmustur. Ayni arastirma
grubuna ait bir bagka calismada ise yemle alinan zeytin degirmeni atik sulari’nin
(OMWW) etlik piliglerin bagirsak fonksiyonu iizerindeki etkileri arastirilmistir
(Sabino et al., 2018b). Jejunum epitel hiicrelerinde yaptiklart RNA-Seq analizi
sonucunda, OMWW ile beslenen etlik piliglerde 280 genin farkli sekilde eksprese
edildigi bulunmustur. Upregiile olan genlerinin ¢ogunun viral siireclerin
diizenlenmesinde, downregiile genlerin ise ¢ogunlukla peroksizom proliferator
aktivator reseptorii (PPAR, yag asidi baglayici) sinyal yolu, lipid metabolizmasi,
kolestrol ve steroid biyosentezi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ek olarak, bagirsak
intraepitelyal lenfositlerinde sarimsak sekonder metabolitleri, propil tiyosiilfinat ve
propil tiyosiilfinat oksit igeren bir bilesigin (Kim et al., 2013b) ve karaciger
dokusunda iniilin’nin (Sevane et al., 2014) gen ekspresyon profilini degistirdigi

bildirilmistir.

Genel olarak, besinlerin transkriptomik profillenmesi iizerine etkinliginin
arastirilldigi birgok caligmada 2 temel amag¢ goze carpmaktadir. Bunlardan ilki,
direkt besin-gen etkilesim mekanizmalarinin inceledigi ve iyilesen perfomans,
bagirsak sagligi ile giiglenen bagisiklik gibi iiretim verimliligin artmasindaki
onemli parametrelerin altinda yatan genetik ve molekiiler mekanizmalarin
incelenmesidir. Bir digeri ise Eimeria cinsi bakterilerin neden oldugu ¢ok yaygin
bir hastalik olan koksidiyoza kars1 koruyabilecek dogal bilesenlerin arayisi ve bu
bilesenlerin spesifik 6zelliklerinden sorumlu oldugu genetik ve molekiiler
mekanizmalarin tanimlanmasidir. Dolayisiyla Eimeria spp. gibi bir stres faktorii
kullanilarak olusturulan denemelerde elde edilen transkriptom verilerindeki 6nemli
derecede upregiile olan genlerin, immun ve inflamatuar yanit ile ilgili oldugu
saptanmistir. Bu durumda dogal bilesen araciligiyla artan proinflamatuar sitokin
interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-15, IL-18, interferon-gamma (IFN- y), tiimor
nekrozis faktor-alfa (TNF-a), ve kemokin genleri, bagisiklik yanitin1 ve hastalik

direncini artiran metabolik degisikliklere aracilik eder ve performansin
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korunmasini veya iyilesmesini saglar. Ancak ilave edilen dogal bilesenin
yetersizligi veya yoklugu durumunda hiicreler daha fazla inflamatuar sitokin ve
kemokin salgilayarak diger hiicreleri lokal bolgelere toplamak zorundadir (Hung
and Lee, 2018). Bu organizmanin enfeksiyonla savasmasi ve dokuyu onarmasi i¢in
gerekli bir islem olup, uzun siireli bir inflamasyon enerji tiikketimini ve viicut
sicakligini artirabilir ve boylece performans diisiikliigiine neden olabilmektedir
(Korver, 2012; Hung and Lee, 2018). Diger yandan sitokinlerin fazla salinimi istah
kaybina ve kas doku katabolizmasina da yol acabilecegi bildirilmistir (Niewold,

2007; Huyghebaert et al., 2011).

Bu ¢aligmada ise insan ve veteriner tibbinda antimikrobiyal ve antibakteriyel
etkileriyle iyi bilinen RUY’un bu o6zelliklerinden sorumlu hiicresel molekiiler
mekanizmalar1 incelediginde, upregiile olan genlerin ¢ogunlukla katalitik aktivite,
baglayici/binding, transkripsiyon regiilatdr ve transkripsiyon faktdr, anatomik yap1
ve hiicresel gelisim ile protein baglanma aktivitesi diizenleyicisiyle iliskili oldugu
tespit edilmistir. Bu farkliligin sebebi RUY un antimikrobiyal etkinligine baglh
olarak, organizmanin patojen bakterilere veya toksik metabolitlerine daha az maruz
kalmas1 bagirsakta bagisiklik savunma aktivitesine daha az ihtiya¢ duyulmasim
saglamakta ve boylece protein liretiminin, bagisiklik modiilatorleriyle inflamatuar
yanit aksine biliyiime veya hiicresel gelisim gibi farkli biyolojik fonksiyonlara tahsis
edilmesine dayandirilabilir (Steiner, 2006; Zeng et al., 2015a). Ozellikle diisiik
dozlardaki (50 veya 100 mg/kg) RUY ilaveli gruplarlarda upregiile olan genlerin
biiyiik cogunlugunun gen spesifik transkripsiyonel regiilator veya DNA baglayici
transkripsiyon faktorii (TF) protein simifina ait oldugu saptanmistir. Gen
ekspresyonunun regiilasyonu TF’ler tarafindan yonetilir (Duran et al., 2016).
Bagka bir deyisle TF’ler gen ekspresyonunun kontroloriidiirler. TF’ler hiicrenin
nasil calisacagini ve karaciger, bagirsak ve yag dokusu gibi metabolik olarak aktif
organlarda besin degisikligine nasil yanit vereceklerini belirler (Siddique et al.,
2009). Dolayisiyla TF’ler 6zellikle biiyiime ve gelisme ile bagirsak sagligindan
sorumlu diziye 6zgili genlere baglanarak biiylimeyi tesvik etmis olabilirler. Diger
yandan yiiksek diizeylerdeki (200 veya 400 mg/kg) RUY ilaveli gruplarda ise
upregiile olan genlerin bliylik cogunlugu enzim aktivitesi molekiiler fonksiyon
sinifina aittir. Dolayistyla RUY ilaveli gruplardaki yemden yararlanma oraninin
iyilesmesi, katalitik/enzim aktivitesinden sorumlu genlerde goriilen artis ile

aciklanabilir.
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Mikroarray analizinin validasyonu i¢in segilen 5 genin kantitatif gergek
zamanli PCR (Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi
sonucunda kontrol grubuna kiyasla RUY ilaveli gruplarda interlokin-10 (2.08-4.41
fold), Miisin 2 (1.64-2.82 fold), klaudin 5 (1.26-2.27), BCL2 antagonisti/0ldiiriicii
1 (-1.23-1.66 fold) ve Kaspaz 3 (1.62-2.50 fold) genlerinin ekspresyonu degismistir.
Interlokin-10 (IL-10), immiin yanitlar1 modiile eden niikleer faktor kappa B (NF«B,
Nuclear Factor kappa B) ile diger proinflamatuar sitokinlerin (IFNy, IL-2, TNF)
asirt ekspresyonunu ve notrofiller, makrofajlar ile dogal 6ldiirlicii hiicreler gibi
cesitli bagisiklik hiicrelerinin abartili ¢ogalmalarini inhibe ederek immiin sistemin
hayati hiicrelere zarar vermesini engelleyen ve homeostazi saglayan bir anti-
inflamatuar sitokindir. Ayrica bu sitokin sinifi herhangi bir patojen bakteri, parazit
veya viral saldir durumunda organizmanin sadece bagisiklik sisteminin bu etkenler
ile savagmasini baskilayarak, antibiyotik veya RUY gibi antibiyotik benzeri
katkilarin spesifik etkinliklerinden organizmanin daha fazla yararlanmasini sagla-
yabilirler. Aksi durumda sitokin salinim firtinasi1 olusabilmekte ve bu da saglikli
doku ve organlarda hasar olugsmasina neden olabilmektedir. Diger yandan herhangi
bir stres faktorii olmayan kosullarda RUY aracili IL-10 geninin ekspresyonundaki
artig, pro-inflamatuar genlerini inhibe ederek hiicrenin enerji tasarrufu saglamis
olurlar. Bu da organizmadaki biiylime ve gelismenin artist ile sonuglana-
bilmektedir. Dolayisiyla ¢alismada elde edilen canli agirlik kazancinin, artan bu
enerjinin bliylimede kullanimiyla iliskilendirilebilir. Nitekim ¢alisma bulgularina
paralel olarak etlik pili¢ diyetlerine probiyotik (Bacillus subtilis) (Lee et al.,
2010), anethole (Kim et al., 2013a) ilavesinin kontrol grubuna kiyasla IL-10

geninin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir.

In vitro yapilan bir ¢alismada ise hem Cinnamomum cassia ugucu yag1 hem
de sinnamaldehitin, lipopolisakkarit (LPS) ile aktive edilen J774A1 hiicrelerinde
IL-1B, IL-6 ve TNF-a dahil proinflamatuar sitokinlerin mRNA ekspresyonunu
inhibe ettigi ve anti-inflamatuar sitokin IL-10 iiretimini arttirdigt saptanmigtir
(Pannee et al., 2014). Mevcut bulgulara benzer besin-gen etki mekanizmasinin
gozlemlendigi bir baska calismada % 81.92 diizeyinde karvakrol igeren kekik ugucu
yaginin siitten kesilmis domuzlarda anti-inflamatuar etkilerini kanitlayan, mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) ve NF-kB immiin yaniti modiile eden

yolaklarin, proinflamatuar sitokinler IL-1f, IL-6, IFN-y, TNF-a ile monosit
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kemotaktik protein-1’in (MCP-1) ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir (Zou et al.,
2016). Ayrica, Fiesel et al. (2014) liziim cekirdegi ve liziim posasi ekstrakti veya
serbetciotu ile beslenen domuzlarda duodenum, ileum ve kolondaki pro-
inflamatuar genlerin ekspresyonunun kontrole gore daha diisiik oldugunu

bildirmistir.

Bagirsak mukozasi, epitelyum yiizeyini mekanik etiklerden, mide asiditesi,
liimen i¢i proteolitik enzimlerden, bakteri ve patojenlerden koruma gibi cesitli
fonksiyonlart vardir (Neutra and Forstner 1987; Kim and Khan, 2013). Esasen bu
islevleri, bilesiminde bulunan glikoprotein ve mukoprotein karisimindan olusan ve
goblet hiicreleri tarafindan sentezlenen miisin (MUC2) adi verilen proteinler
araciligr ile saglanir (Neutra and Forstner 1987; Kim and Khan, 2013).
Kayganlastiric1 isleve sahip miisinler patojen mikroorganizmalar1 yakalayarak,
doku icine niifus etmelerini ve sindirim sistemindeki kolonizasyonu 6nleyip disar1
atilmalarinda etkilidirler (Forstner and Forstner, 1994; Faure et al., 2013). Nitekim
elde edilen bulgularda RUY aracili MUC2 genin ekspresyon artisi, bagirsak
mikroforasinda saptanmayan patojen mikroorganizmalar ile ve artan bagirsak
mukoza kalinlig1 bulgulartyla iligkilendirilebilir. Calisma bulgularina benzer olarak
stitten kesilmis domuzlarda kapsikum oleoresin (10 mg/kg) yeme ilavesinin MUC2
(1.33) gen ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir. Son zamanlarda Amiri et al.
(2020) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada 200 mg/kg nanokapsiile edilmis
kimyon ugucu yagimin MUC2 (1.87) gen ekspresyonunu 6nemli derecede artirdigi

sonucu, mevcut bulgu ile uyumlu bulunmustur.

Bagirsak mukozal bagisiklik sisteminin bir bilesini olan birbirine siki sikiya
bagli bagirsak epitel hiicreleri zonula okludens (Tight juction, siki baglanti), stirekli
bir liimen ylizeyinin olusturulmasina ve dis ortamdan apikal yiizeye yakin hiicre ici
boslugun kapatilmasina yardimci olurlar (Kogut et al., 2016). Epitel hiicreleri
arasindaki bu siki baglanti okludin ve klaudin ad1 verilen sik1 baglant1 proteinleri
aracilifiyla gergeklesir. Bu proteinleri kodlayan genlerin olas1 diisiik
ekspresyonlari, hiicre gegirgenligini artirmakta ve patojen gibi biiyiik molekiilerin
hiicre i¢ine girisi kolaylasarak bagisiklik sistemi zayiflayabilmektedir. Ancak elde
edilen RUY aracili klaudin 5 (CLDNS) geni ekspresyonundaki artis ile hiicre
bariyer biitiinliigli korunabilmekte ve patojen ile toksik metabolilerinin hiicre igine

girisi engellenebilmektedir. Boylece giiclii bir bagisiklik sistemine bagli olarak
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performans iyilesebilir. Nitekim Liu et al. (2014b), siitten kesilmis domuzlarda 10
mg/kg kapsikum oleoresin veya zerdegal oleoresin ilavesinin tight juction (sirasiyla
CLDN3 1.80 veya 1.77 kat) ve membran biitiinliigii ile ilgili genlerin
ekspresyonunu artirarak bagirsak mukoza sagligini iyilestirdigini bildirmistir. Elde
edilen bulguya paralel olarak siitten kesilmis domuzlarda yapilan bir baska
caligmada ise 25 mg/kg kekik ucgucu yagmmin tight junction genlerinin
ekspresyonunu artirarak, bagirsak biitiinliigiinii destekledigi saptanmistir (Zou et

al., 2016).

Bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde aktif rol oynayan bir diger biyolojik
fonksiyon ise apoptozis’dir. Canliligin devamlilig1 i¢in bir takim hiicreler oliir
(apoptoz, programli hiicre 6liimii) bir takim hiicreler ise mitoz ile yeniden tretilir
bdylece bir homeostaz saglanir. Nitekim Oktem vd. (2001), baz1 hiicrelerin yillarca
bazilarinin ise birkag saat yasadigini, deri, gastrointestinal sistem ve immiinsistem
gibi dokularda devamliligin apoptozis ve hiicre yenilenmesine bagli oldugunu
bildirmistir. Elde edilen bulgularda da pro-apoptotik BCL2 antagonisti/6ldiiriicii
(BAKT1) gen ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla RUY 100 grubunda azalmis diger
tim RUY gruplarinda artmistir. Bir diger pro-apoptotik gen kaspaz 3’tin (CASP3)
ekspresyonu ise tiim RUY ilaveli gruplarda artmistir. Ayrica elde edilen bu
bulgular, kript derinligindeki sayisal azalis ile iliskilendirilebilir. Ciinkii Paiva et
al. (2014) daha derin kript derinligini olas1 epitel hiicre yikimi, inflamasyon ve
asinmaya neden olabilecek daha hizli hiicre kaybi ile iliskilendirmistir. Bu
bulgulara destek olarak kekik, anason ve turunggil kabuklarindan elde edilen ugucu
yag karigimimin domuz yavrularinda CASP3 genin ekspresyonunu artirdigi ve
bunun kolonik kript derinligindeki azalis ile baglantili olabilecegini bildirmistir
(Kroismayr et al., 2008). Sonu¢ olarak, ugucu yag karisiminin antimikrobiyal
etkisine bagl olarak bagirsaktaki bagigiklik savunma aktivitesi ihtiyacini azalttig
ve boylece besin maddelerinin bagisiklik savunmasindan ziyade biiyiimeye dogru

tahsis edildigi bildirilmistir.
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6. SONUC

ABF yerine kullanilacak alternatiflerin diisiik maliyetli, kolay bulunabilir,
direng gelistirmeyen ve siirdiiriilebilir olmalarinin yani sira, bunlarin hayvanlar
tizerindeki etkinlikleri tiim yoniliyle ve molekiiler olarak da incelenmesi
gerekmektedir. Diger yandan, sinirli dogal kaynaklar (arazi alani ve temiz su
rezervleri, yem hammadde kaynagi), hayvansal iiretimin 6l¢egini ve verimliligini
olumsuz yonde etkileyerek, hayvansal {iretim verimliligi iyilestirmek igin
molekiiler tabanli hayvan besleme gibi yeni besleme stratejileri gelistirmeye acil bir
ihtiya¢ dogurmaktadir. Bu baglamda kontrol grubuna kiyasla, kapsiile edilmis
rezene (Foeniculum vulgare mill.) tohumu ugucu yaginin etlik pilic karma
yemelerine ilavesinin; 1) patojen mikroorganizmalar1 baskilayarak, canli agilik ve
canli agirhik artiglarint 6nemli derecede iyilestirdigi; 2) yem tiiketimini
etkilemedigi; 3) daha fazla bagirsak emilim ylizey alani olusturarak yemden
yararlanma oranimi iyilestirdigi; 4) onemli bir performans kriteri olan EPEF
degerini artirdig1 ve 6lim oranini rakamsal olarak azalttig1; 5) yem degerlendirme
etkinligine paralel karkas randimanini artirdigi; 6) karaciger, bursa fabricius ve
ince bagirsak gibi bagisiklik ve metabolik fonksiyonlarla iliskili organlarin
kullanilabilirligini iyilestirdigi; 7) antimikrobiyal 6zelligine bagli olarak bagirsak
morfolojik yapisinin iyilesmesini ve bagirsak bariyerinin giiclenmesini sagladigi;
ve 8) bagirsak mikroflorasini yararli bakteriler lehine dontistiirerek mikrobiyal

Obiyozisi stabile ettigi sonucuna varilmistir.

Tim bu olumlu etkilerinin altinda yatan genetik ve molekiiler
mekanizmalarin DNA mikroarray teknolojisi kullanilarak, elde edilen bagirsak
transkriptom profillemesi {izerinden agiklanmaya calisilmistir. Genel olarak
upregiile genlerin katalitik aktivite, binding/baglayici, transkripsiyon regiilator,
transkripsiyon faktor, anatomik yapi ve hiicresel gelisim ile protein baglanma
aktivite diizenleyicisiyle iliskili oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar,
antimikrobiyal ozelligine dayanilarak RUY’un, etlik pili¢lerin beslenmesinde
alternatif bliylitme faktorii olarak kullanilmasi konusunda Onemli veriler

saglamaktadir.
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7. ONERILER

Elde edilen veriler sonucunda 6zellikle 100, 200 veya en ¢ok 400 mg/kg
dozdaki RUY ilavesinin olumlu etkileri gézlenmis ancak yem katki maddelerinin
kanatl endiistrisi tarafindan kabulii biiyiik 6l¢iide yem girdi maliyetlerine bagh
oldugundan, maliyet etkinligi agisindan 100 mg/kg RUY ilavesi onerilmektedir.
Diger yandan yapilan literatiir incelemelerinde, etlik piliclerde RUY aracili besin-
gen etkilesimlerinin anlasilmast i¢in uygulanan mikroarray temelli bir gen
ekspresyon profilleme ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu nedenle hayvan besleme
uzmanlar1 bu transkriptomik verileri, etlik pili¢lerin biiyiimesini, sagligini ve
iiretimini tesvik etmek icin genotipe 6zgli yemler veya yem katki maddeleri
gelistirmek amaciyla yeni bir bakis agis1 olusturmak i¢in kullanabilir. Ayrica elde
edilen bu veri setleri ekonomik dneme sahip 6zellikler ile ilgili gen belirteclerinin
kesfine ve gelecekte rasyon formiilasyon sistemlerine dahil edilmesiyle hayvancilik
iiretim verimliliginin artirilmasina katki saglayabilir. Ancak ¢iftlik hayvanlarinin
beslenmesinde uygulanan nutrigenomik teknolojiler ¢cok daha yenidir. Bu nedenle
hem elde edilen muazzam biiyilik veri setlerinin karmasikligi, hem deneysel ve
hesaplama yoniindeki zorluklarin giderilmesi icin arastiricilarin teknik bilgilerini

gelistirmesine ve daha fazla ¢alismanin yapilmasina ihtiyag vardir.
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Ek 1. RUY un Ugucu Bilesen Analizlerine Ait Kromatogram

Abundance

& 5etl7 Rezene Ugucu Yag:

34.P33

6e+07

5.5e+07

5e+07

4.5e+07

4e+07

3.5e+07

3e+07

2.5e+07

2e+07

14.582

1.5e+07

1e+07

29.709

5000000

Time-->




Ek 2. Pozitif (A) ve Negatif (B) Iyonizasyon Modlarindaki RUY dan Elde Edilen MS Toplam Iyon Kromatogramlari
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Ek 3. RUY un FAME Analizine Ait Kromatogram
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EK 4. Tubitak Proje Kabul Yazis1
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