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Tavşanlarda Vitamin Eksiklikleri 

 Vitamin Deficiencies in Rabbits 

ÖZ 
Tavşanların kısa gebelik süresine sahip olmaları ve bir batında çok sayıda yavru dünyaya getirmeleri ve 
ayrıca yavru bakımı sürelerinin yedi gün gibi kısa bir süre olması nedeniyle laboratuvar hayvanı olarak 
kullanımları önem taşımaktadır. Ayrıca tavşanlar ekonomik, ekolojik ve halk sağlığı açısından da önem 
arz etmektedir. Tavşanlarda birçok faktör patolojik bozukluklara neden olabilmektedir. Bu nedenle 
farklı risk faktörleri, ölüm ya da hastalık nedenleri ve yaygınlık oranları hakkındaki bilgiler; sağlık, 
ekonomi ve refah açısından öneme sahiptir. Tavşanlarda bu patolojik bozukluklara neden olan 
durumlardan biri de vitamin eksikliklerinden (hipovitaminozis) kaynaklanmaktadır. Tavşanlar bakım, 
besleme ve barınma koşullarına göre çeşitli vitamin eksikliklerinden muzdarip olabilirler. Kalabalık 
barınaklarda yaşama, yetersiz ve kalitesiz besleme, güneş ışığından yoksun ortamda barınma gibi 
koşullar ya da sindirim sistemi problemleri hipovitaminoz durumlarına yol açabilir. Tavşanlarda vitamin 
eksiklikleri verim ve üreme performansında düşüklük, abortus, zayıf yavru doğumu, konjenital 
hidrosefali, anemi, oküler bozukluklar, osteolojik hastalıklar ve kaslarda distrofi gibi birçok farklı 
probleme yol açabilir. Bu derlemede tavşanların diyetle alması gereken vitamin miktarları ve 
eksikliklerinde görülebilecek patolojik durum ve hastalıkların bir araya getirilmesi amaçlanmıştır.  
 
Anahtar Kelimeler: Tavşan, Vitaminler, Vitamin Eksikliği 

 
 
ABSTRACT 
The use of rabbits as laboratory animals is important because they have a short gestation period 
and give birth to a large number of offspring in one litter, as well as a short period of care for 
offspring, such as seven days. Rabbits are also important in terms of economic, ecological and 
public health. Many factors can cause pathological disorders in rabbits. Therefore, information on 
different risk factors, causes of death or morbidity, and prevalence rates; It is important for health, 
economy and welfare. One of the conditions that cause these pathological disorders in rabbits is 
due to vitamin deficiencies (hypovitaminosis). Rabbits may suffer from various vitamin deficiencies 
depending on their care, feeding and housing conditions. Conditions such as living in crowded 
shelters, inadequate and poor-quality nutrition, sheltering in an environment devoid of sunlight, 
or digestive system problems can lead to hypovitaminosis states. Vitamin deficiencies in rabbits 
can lead to many different problems such as poor yield and reproductive performance, abortion, 
weak offspring, congenital hydrocephalus, anemia, ocular disorders, osteological diseases and 
muscular dystrophy. In this review, it is aimed to bring together the pathological conditions and 
diseases that can be seen in the vitamin amounts and deficiencies that rabbits should take with 

the diet. 
 
Anahtar Kelimeler: Rabbit, Vitamins, Vitamin Deficiency.  
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Giriş 

Vitaminler doku onarımı, kemik ve diş oluşumu ve sağlığı 
dahil olmak üzere çok sayıda fizyolojik göreve sahiptir. 
İnsanlar ve hayvanlar tarafından, sağlığı korumak ve çeşitli 
fizyolojik işlevleri sürdürmek için yaşam boyunca değişen 
miktarlarda vitaminlere ihtiyaç duyulmaktadır (Godswill ve 
ark., 2020). 

Vitaminlerin bir kısmı bazı canlılar tarafından yeterli 
miktarlarda sentezlenemez. Bu sebepten dolayı, vitaminler 
oral beslenme ya da gastrointestinal florada mikrobiyal 
aktivite yolu ile sağlanmalıdır (Watson ve ark., 2019; Lebas, 
2000). 

Vitaminler en yaygın olarak çözünürlüklerine göre; suda 
çözünen (B kompleks vitaminler ve C vitamini) ve yağda 
çözünebilen (A, D, E ve K vitamini) vitaminler olmak üzere 
iki grupta sınıflandırılmaktadır (Tablo 1). Vücutta A, B12 ve 
folik asit karaciğerde, D ve E vitaminleri adipoz dokuda ve 
kaslarda, E vitamini ayrıca karaciğerde depolanmaktadır 
(Stevens, 2021; Godswill ve ark., 2020). 

Tavşanlarda suda çözünen vitaminler önemli 
miktarlarda sindirim sistemi florasında (esas olarak 
sekumda) sentezlenmektedir. Bu vitaminlerin bir kısmı ince 
bağırsakların distalinden direk olarak emilmektedir ve 
büyük bir kısmı bakteriler tarafından kullanılmaktadır. 
Yumuşak dışkının yenilmesi ile alınan bakterilerin tahrip 
edilmesinden sonra açığa çıkan bu vitaminler tavşanların 
ince bağırsağından geri emilmektedir. Bu kaprofajinin ana 
faydalarından biridir. Bu yolla tavşanlar gerekli olan tüm B 
kompleks ve C vitaminini elde edebilirler (Mateos ve ark., 
2020; Lebas, 2000). 

Yağda çözünen vitaminler diyette fazla bulunduğunda 

yağ hücrelerinde depolanır ve bu vitaminlerin alınması 

sonucu toksikasyon bulguları şekillenebilir. A, D ve E 

vitaminleri tavşanların pelet yemlerinde de bulunur fakat 

bu vitaminler hızlı bir şekilde denatüre olabilirler 

(McWilliams, 2001). 

Tavşanlar için tavsiye edilen vitamin miktarları 

değişkendir. Bu miktar yaş ve üreme dönemlerine göre 

değişkenlik gösterir (Tablo 2) (McWilliams, 2001). 

 
 
 

Tablo 1. Vitaminler ve özellikleri (McDowell, 2012). 

Table 1. Vitamins and properties (McDowell, 2012). 

 

Vitamin Sinonim Çözünürlük 

A  Retinol Yağda çözünür. 

D2  Ergokalsiferol Yağda çözünür. 

D3  Kolekalsiferol Yağda çözünür. 

E  Tokoferol Yağda çözünür. 

K  Naftokinon Yağda çözünür. 

B1 Tiamin Suda çözünür. 

B2 Riboflavin Suda çözünür. 

B3 Niasin Suda çözünür. 

B5 Pantotenik asit Suda çözünür. 

B6 Pridoksal Suda çözünür. 

B12 Kobalamin Suda çözünür. 

C Askorbik asit Suda çözünür. 

Tavşanlarda A Vitamini Eksikliği 

Tavşanlarda A vitamini ihtiyacı beta karoten ile verimli 

bir şekilde karşılanabilir. Tavşanların bağırsak mukozası 

beta karoteni retinole dönüştürebilir. Her bir beta karoten 

molekülü 2 parçaya bölünür ve sonunda bir retinol 

molekülü meydana gelir. Fakat bu dönüşümün 

şekillenebilmesi için bağırsak mukozası sağlıklı olmalıdır. 

Rasyonda beta karoten yüksek konsantrasyonlarında olsa 

bile (40-100 mg/kg) tavşanlarda kanda, karaciğerde ya da 

ovaryumlarda beta karoten varlığı saptanmamıştır. 

Dolayısıyla beta karotenin etkili bir şekilde A vitaminine 

dönüştüğü tek yerin bağırsak mukozası olduğu 

bildirilmektedir (Lebas, 2000). 
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Tablo 2. Tavşanlar için önerilen diyet vitamin konsantrasyonlarının dönemsel değişimi (McWilliams, 2001). 
 
Table 2. Periodic variation of recommended dietary vitamin concentrations for rabbits (McWilliams, 2001). 
 

VİTAMİN MİKTAR BÜYÜMEKTE 
OLAN 
TAVŞANLAR 
(4-12 Hafta) 

EMZİREN 
TAVŞANLAR 

GEBE 
TAVŞANLAR 

ERKEK 
TAVŞANLAR 

BESİDEKİ 
TAVŞANLAR 

A UI/kg** 6,000 12,000 12,000 6,000 10,000 

D UI/kg 800-1,000 800-1,000 800-1,000 800-1,000 800-1,000 

E ppm*** 50 50 50 50 50 

K ppm*** 0 2 2 0 2 

C ppm*** 0 0 0 0 0 

B1 ppm*** 2 * 0 0 2 

B2 ppm*** 6 * 0 0 4 

B6 ppm*** 2 * 0 0 2 

B12 ppm*** 0.01 0 0 0 0.01 

Folik asit ppm*** 5 * 0 0 5 

B5 ppm*** 20 * 0 0 20 

B3 ppm*** 50 * * * 50 

B7 ya da H ppm*** 0.2 * * * 0.2 
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A vitamini tavşanlarda üreme performansı ve tüy kalitesi 
için oldukça önemlidir. A vitamini eksikliğinde fertilitede 
azalma, konjenital anomaliler, fetal rezorbsiyon, abort, 
zayıf yavru doğumları, kornea ve konjuktivada lezyonlar 
şekillendiği ifade edilmiştir (McWilliams, 2001). Genç 
tavşanlarda A vitamini eksikliği kulak kıkırdağında 
defektlere neden olarak kulak sarkmalarına yol 
açabilmektedir (Claire ve ark., 2004). Deneysel olarak 
hipovitaminozis A oluşturulmuş tavşanlarda yapılan 
çalışmalarda fertilite bozuklukları, halsizlik, tüy dökülmesi 
ve kilo kaybı şekillendiği rapor edilmiştir. Ayrıca ana 
belirtiler olarak kseroftalmi ve körlük saptanmıştır. Vitamin 
A eksikliği semptomu fark edilen 68-80 günlük yaştaki genç 
tavşanlarda ve 80-110 günlük yaştaki yetişkin tavşanlarda 
yapılan hematolojik analizlerde anemi ve lökopeni 
belirlenmiş, lenfosit miktarı artarken, nötrofil miktarının 
azaldığı bildirilmiştir (Sravanthi ve ark., 2013). 

A vitamini eksikliğinden kaynaklanan deneysel 
konjenital hidrosefalinin araştırıldığı bir diğer çalışmada dişi 
tavşanlara çiftleşmeden önce 38 hafta kadar ve gebelik 
sırasında A vitamininden yoksun bir diyet verilmiştir. 
Annelerden doğan 51 yavrunun 47’sinde hidrosefali tespit 
edildiği bildirilmiştir. Hidrosefalinin nedenin tam olarak 
belirlenemediği ancak beyin omurilik sıvısının aşırı üretimi 
ve muhtemelen serebral sıvı kanalının daralmasından 
dolayı oluşabileceği bildirilmiştir (Millen ve ark., 1954; 
Claus, 2012). 

Şiddetli eksiklik veya toksisite durumları dışında, 
tavşanlar homeostaz ile kan serumundaki A vitamini 
seviyelerini oldukça sabit tutmaktadırlar. Bu nedenle serum 
seviyeleri tavşanların gerçek A vitamini durumunu tam 
olarak yansıtmayabilir. Bundan dolayı karaciğer, A vitamini 
düzeyi açısından daha güvenilir değerler sağlamakta ve 
altın standart olarak kabul edilmektedir (Claire ve ark., 
2004). A vitamininin toksik seviyeleri abort, yavru ölümleri, 
hidrosefali, zayıf ve küçük yavru ve fötal rezorpsiyon gibi 
sorunlara neden olabilmektedir. A vitamini eksikliğinde de 
benzer belirtiler meydana gelebildiğinden toksik A 
vitaminozisle ayrımının dikkatli bir şekilde yapılması 
gerekmektedir. Tavşanlarda A vitamini gereksinimleri 
üzerine az sayıda araştırma yapılmıştır ve besinlerle 
alınması gereken miktarın 6.000-10000 IU/kg düzeyinde 
olması tavsiye edilmektedir (Halls, 2010). 

Tavşanlarda B kompleks Vitaminler ve Eksiklikleri 

Tiamin (B1 vitamini), karbonhidratların ve yağların 

metabolize edilmesi için gerekli olan belirli enzimlerin bir 

kofaktörüdür. Tiamin eksikliğinde iştahsızlık ve kas 

paralizleri meydana gelmektedir (Blas & Wiseman, 2010). 

Riboflavin (B2 vitamini) ve niasin (B3 vitamini) 
vitaminlerinin fonksiyonları benzerdir ve hücrelerde 
glikozun okside edilmesinde rol oynayan çeşitli bileşiklerin 
yapımına katılmaktadırlar. Niasinin, triptofan amino asidi 
tarafından sentezlendiği belirtilmektedir. Riboflavin 
eksikliğinin ise büyüme hızının gecikmesine ve yemden 
yararlanmanın azalmasına yol açtığı bildirilmektedir(Halls, 
2010; Blas & Wiseman, 2010). 

Pantotenik asit (B5 vitamini), enerji metabolizması için 
önemlidir. Tavşanlarda pantotenik asit eksikliğinin 
şekillenmediği belirtilmektedir (Halls, 2010). 

Pridoksin (B6 vitamini) amino asit metabolizmasında 
görev almaktadır. Ticari tavşan yemlerinde bu vitaminin 
bolca bulunması sebebiyle pridoksin eksikliğinin 
tavşanlarda ender olduğu belirtilmektedir. İlaveten hem 
tahıllarda bulunmakta hem de bağırsakta flora bakterileri 
tarafından sentezlenmektedir (Halls, 2010). 

Biotin (B7 vitamini) yağ asidi metabolizmasında rol 
oynamaktadır. Eksikliğinde dermatit ve tüy örtüsünün kaybı 
gibi klinik bulguların görüldüğü belirtilmektedir (Blas & 
Wiseman, 2010). 

B9 vitamini gebelik sırasında anemiyi önlemektedir. 
Ayrıca yağ metabolizmasında, kas gelişiminde ve 
bağışıklıkta kullanılan çeşitli amino asitlerin sentezine 
yardımcı olmaktadır. Folat ve folik asit B9 vitamininin farklı 
formlarıdır. Folat, piridoksal fosfat (B6) enziminin 
metabolik reaksiyonlarını tamamlamaktadır. Folik asit ise, 
hücre bölünmesi, deoksiribo nükleik asit (DNA) ve 
ribonükleik asit (RNA) üretimi için gereklidir ve kansere 
neden olabilecek DNA değişikliklerinin önlenmesine 
yardımcı olmaktadır. B9 eksikliği anemi, depresyon, kalp 
hastalığı ve kanser oranlarında artış, iştah kaybı ve kilo 
kaybına neden olmaktadır (Blas & Wiseman, 2010). 

Kobalamin ve siyanokobalamin (B12 vitamini) 

karbonhidrat, protein ve yağ metabolizmasında önemli 
olan aktif bir koenzimdir. Ayrıca çeşitli bileşiklerin 
oksidasyonuna yardımcı olmaktadır. B12 vitamini ayrıca 

doku sentezi, mitokondriyal enerji metabolizması, hücre 
plazmasının membran bütünlüğünün korunmasına, sinir 
hücreleri ve kırmızı kan hücrelerinin üretimine ve DNA’nın 
onarımına yardımcı olmaktadır. B12 eksikliği; anemi, 
kabızlık, kalp hastalığı, depresyon, halsizlik, nörolojik 
bozukluklar, mide bulantısı, abdominal gerginlik, iştah 
kaybı, ve ağrı gibi klinik bulgulara neden olmaktadır 
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(Habeeb ve ark., 2018). 

Tavşanlarda sindirim sistemi hastalıklarında yumuşak 
dışkı çıkarılması ve bu dışkının daha sonra oral yolla 
alınması aksamaktadır. Dolayısıyla vitaminlerin sindirim 
sistemi florası tarafından sentezi bozulmaktadır. B vitamini 
deposunun ise sadece B12 vitamini için önemli olduğu 
belirtilmektedir. Bu nedenle sindirim bozukluğu olan 
tavşanların suda çözünen vitaminlerin eksikliğine sağlıklı 
olanlara göre daha duyarlı olduğu ifade edilmiştir. Bu 
sebeplerden dolayı sütten kesilme dönemindeki tavşanlar 
gibi sindirim bozuklukları riski taşıyan tavşanların yemlerine 
B kompleks vitaminleri eklemenin faydalı olabileceği 
tavsiye edilmektedir (Lebas, 2000). 

Tavşanlarda D Vitamini Eksikliği 

D vitamini, kalsiyum homeostazı (kalsiyumun intestinal 
ve renal emilimi) paratiroid hormon konsantrasyonunun 
regülasyonu ve kemiklerde osteoklastların olgunlaşmasının 
uyarımı dahil olmak üzere vücutta birçok farklı süreci 
kapsayan önemli bir vitamindir (Watson ve ark., 2019; 
Sabeeh & AL-Saeed, 2020). Evcil tavşanlarda D vitamini 
metabolizması kalsiyumdan bağımsızdır çünkü tavşanların 
kalsiyumu bağırsaklardan pasif olarak absorbe ettiği 
bilinmektedir ve total serum kalsiyum konsantrasyonlarının 
diğer memeli türleri için bildirilen düzeyden %30-50 kat 
daha yüksek olduğu rapor edilmiştir (Watson ve ark., 2019). 

D vitaminin ergokalsiferol (D2 vitamini) ve kolekalsiferol 
(D3 vitamini) olmak üzere iki formu bulunmaktadır. D2 
vitamini mantar gibi bitkisel kaynaklarda bulunurken D3 
vitamini balık yağı, karaciğer, morina yağı, yumurta sarısı ve 
süt ürünleri gibi gıdalarda bulunmaktadır ya da güneş 
ışınının maruziyeti ile endojen deri sentezi yoluyla 
üretilmektedir (Sabeeh & AL-Saeed, 2020). Dolayısıyla D 
vitamini içeren yem veya bitkilerin yenilmesi ve ultraviolet 
B (UVB) ışına maruz kalma sonucu fotokimyasal sentez yolu 
ile gereksinimi karşılanır (Emerson ve ark., 2014). 

Tavşanlar da dahil olmak üzere birçok omurgalı türü D 

vitaminini UVB ışını yolu ile elde edebilmektedir. Bu durum 

doğal koşullar altında veya açık havada barındırılan 

hayvanlar için güneş ışığına maruz kalması ile 

sağlanmaktadır. Fakat hayvanlar içeride barındırıldığında 

cam ya da akrilik pencereler UVB ışınına karşı etkili bir 

bariyer oluşturmaktadır. Kapalı ortamda bakılan evcil 

tavşanların D vitamini üretmesi UVB maruziyetine bağlıdır 

ve eğer sağlanmaz ise D vitamini eksikliği yaşanabileceği 

belirtilmektedir (Watson ve ark., 2019). Hipovitaminoz D 

durumu eksojen D vitamini öncüllerinin diyetle yetersiz 

alımı, endojen öncülerin dönüşümü için gerekli olan doğal 

güneş ışığına maruz kalmanın olmaması veya yetersiz 

olması ile şekillenmektedir. Güneş ışığı almayan kafeslerde 

tutulan tavşanlar, güneş ışığına erişimi olmayan ev 

tavşanları ve samana erişimi olmayan zayıf bir diyetle seçici 

beslenen tavşanların D vitamini eksikliğine daha predispoze 

olduğu bildirilmektedir (Winnepenninckx, 2020). 

Tavşanlarda uygun olmayan besleme ve kapalı bir arada 
barınmanın olması hipovitaminoz D ve hipokalsemiye bağlı 
metabolik kemik hastalığına yol açmaktadır. Bu durum 
dişlerin dökülmesine yatkın hale getiren kemik 
demineralizasyonuna neden olmakta, maloklüzyona ve 
anormal aşınmaya yol açmakta, premolar çıkıntılara ve 
kesici dişlerin aşırı büyümesine neden olmaktadır. Ayrıca 
diş kökleri maksilla ve/veya mandibulaya doğru uzanarak 
rinit, epifora, dakriosistit ve apselere yol açmaktadır 
(Winnepenninckx, 2020). Erkek tavşanlarda yapılan bir 
çalışmada D vitamininin sperm motilitesi ve spermatozoa 
üzerine direk pozitif etkisi olduğu gösterilmiştir (Sabeeh & 
AL-Saeed, 2020). 

D vitamini eksikliği tavşanlarda raşitizm ve dental 
problemler ile ilişkilendirilmiştir. Yetersiz D vitamini içeren 
diyetle beslenen tavşanlar, iskelet mineralizasyonunda 
aksaklık ve osteomalazi belirtileri göstermektedir. Ortaya 
çıkan osteopeninin özellikle dişleri çevreleyen kemikleri 
zayıflattığı varsayılmaktadır. Yine de, hipovitaminoz D'nin 
diş sağlığı üzerindeki etkisi tavşanlarda tam olarak 
belirlenememiştir (Franklin, 2017). 

Kronik D vitamini eksikliğinin tavşanlarda iskelet sistemi 
üzerine etkilerini belirlemeyi amaçlayan bir çalışmanın 
sonuçlarına göre; D vitamini eksikliği olan bazı tavşanlar 
normal serum fosfor seviyelerini koruyabilse de, diğer 
tavşanlarda serum fosfor seviyeleri önemli ölçüde 
düşmüştür. Bu tavşanlarda ortaya çıkan hipofosfatemi, 
yetersiz iskelet mineralizasyonuna ve klasik osteomalazi 
belirtilerine yol açmıştır (Brommage ve ark., 1988). 

Tavşanlarda D vitamini ihtiyacının karşılanması için 
endojen olarak metabolize edilmesi, güneşte kurutulmuş 
bitkilerin yenilmesi veya bir vitamin takviyesi kullanılması 
gerekmektedir. Tavşanlar, sonbaharda düşen ağaç 
yaprakları gibi kurumuş bitkileri yemekten hoşlanırlar ve 
genellikle o sırada ihtiyaç duydukları D vitaminini almış 
olurlar. Ayrıca ticari tavşan pelet yemleri de D vitamini ile 
desteklenmektedir. Evcil tavşanlar için 800-1200 IU/kg 
düzeyinde D vitamini tavsiye edilmektedir. 2300 IU/kg'ın 
üzerindeki seviyelerinin toksik olduğu bildirilmektedir. 
Diyet uygulamasıyla D vitamini toksisitesine neden olma 
riski göz önüne alındığında, tavşanları güneş ışığına maruz 
bırakmanın daha uygun olduğu ifade edilmektedir. Ayrıca 
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güneş ışığının birçok yararlı fizyolojik ve psikolojik etkiye 
sahip olduğu bildirilmiştir (Smith, 2013). 

Tavşanlarda E Vitamini Eksikliği 

Tavşanlar, E vitamini eksikliğine en duyarlı laboratuvar 
hayvanlarıdır ve bunu azalan duyarlılık sırası ile kobaylar, 
hamsterler, sıçanlar, fareler ve maymunlar takip 
etmektedir. Dolayısıyla tavşanlar, E vitamininin fizyolojik 
rolünü belirlemek için model olarak kullanılmıştır. E 
vitamini, dokularda hasar oluşturan hidrojen peroksidin 
çoğalmasını önleyen bir antioksidandır. Diyetlere selenyum 
eklenmesi, çeşitli türlerde E vitamini gereksinimleri 
üzerinde koruyucu bir etkiye sahip olsa da bu etki 
tavşanlarda görülmemektedir (Claire ve ark., 2004). 

E vitamini, oksitleyici ajanları hücre zarından 
uzaklaştırmak için önemlidir. Bu hücresel işlevi uzun 
ömürlülüğü arttırmaktadır. Hipovitaminoz E, üreme 
yetersizliğine ve kaslara zarar veren miyopatiye (artan kan 
kreatin fosfokinaz düzeyinden dolayı) neden olmaktadır 
(McWilliams, 2001). E vitamini ve selenyum takviyesinin, 
erkek tavşanların büyümesine katkı sağlamanın yanı sıra 
yem ve su alımını da olumlu yönde etkilediği ve dişi 
tavşanların üreme özelliklerini iyileştirdiği belirtilmektedir 
(Oladimeji ve ark., 2022).  

Yavrularda E vitamini eksikliğinin başlıca, arka 
bacaklarda parezisten felce kadar olan kas distrofilerine 
neden olduğu belirtilmiştir. Klinik hastalığın başlamasından 
sonraki bir iki gün içinde genellikle ölüm meydana 
gelmektedir. Yetiştiricilerin kısırlık, abortlar, ölü doğumlar 
ve hemolizler ile ilgili problemler yaşadığı ifade edilmiştir. E 
vitamini eksikliği, in vitro peroksit hemolitik testi, serum 
kreatin fosfokinaz veya E vitamini karaciğer seviyeleri ile 
teşhis edilebilir (Castellini ve ark., 2007; Claire ve ark., 
2004). 

E vitamini eksikliğinde önce kalp kası hasarı meydana 
gelmesi durumunda, daha önce herhangi bir belirti 
olmaksızın ani ölümler şekillenebilir. Yapılan bir 
araştırmada E vitamini açısından düşük bir diyetin 
kullanıldığı tavşanlarda yüksek ölüm oranı gözlemlenmiştir 
(Lebas, 2000). 

Günlük E vitamini ihtiyacı, minimum 25 mg/kg E vitamini 
içeren bir diyetle karşılanabilmektedir. Tavşanlar için 
diyetteki düzeyi günlük 16.8 mg/kg’dan az ise 
hipovitaminoz E meydana geleceği belirtilmiştir (Lebas, 
2000).   

 

Yapılan bir diğer çalışmada ise oral E vitamini 
takviyesinin, immün fonksiyonların uyarılması yoluyla 
hayvanın yaşam kalitesini iyileştirerek kırmızı kan hücreleri, 
hemoglobin (HGB) ve total beyaz kan hücreleri (WBC)’nin 
yanı sıra sodyum ve klor seviyelerini koruduğu belirtilmiştir. 
Bu korumanın ise tavşanlarda hipoterminin kısa süreli 
olarak olumsuz etkilerini hafifletiği, dolayısıyla hipotermiye 
neden olabilecek durumlarda yaşam kalitesini artırmak için 
E vitamininin kullanılabileceği belirtilmiştir (Johnson ve 
Iorliam, 2020). Yapılan bir başka çalışmada ise 35°C'de ısı 
stresine maruz bırakılan tavşanlarda E vitamini ve selenyum 
takviyesinin rektal ısının ve deri ısısının düşmesine katkı 
sağladığı ifade edilmektedir (Oladimeji ve ark., 2022). 

Tavşanlarda K Vitamini Eksikliği 

K vitamini koagülasyon mekanizmasında rol oynar ve 
kanın pıhtılaşmasında aktif rol oynamaktadır. K vitamini 
eksikliğinin belirtileri arasında abort, plasenta kanaması ve 
yaralanmayı takiben uzamış pıhtılaşma süresine sebep 
olduğu belirtilmektedir. Eksikliği tavşanlarda nadiren 
görülmektedir çünkü gereksinimleri bağırsakta mikrobiyal 
flora tarafından üretilmektedir ve yumuşak dışkının 
yutulması yoluyla sağlanmaktadır. Yemdeki 1 ila 2 ppm K 
vitamini düzeyinin eksikliğinin oluşmaması için yeterli 
olduğu ifade edilmektedir. Ancak gebe tavşanlarda ve 
subklinik koksidiyoz vakalarında takviyesinin gerekli 
olduğuna yer verilmiştir (Halls, 2010). 

SONUÇ 

Sonuç olarak tavşanlarda özellikle A, D ve E 

vitaminlerinin yetersizliğinden kaynaklanan çeşitli 

problemlerle karşılaşılabilir. Bunların önüne geçebilmek 

için uygun bakım ve besleme koşullarının sağlanması ve 

hayvanların yeterli güneş ışığına maruz bırakılmaları 

önerilmektedir. Evcil tavşanlar için önerilen vitamin 

seviyelerinin kurutulmuş temel diyetlerde bulunmasına 

özen gösterilmelidir. Çünkü meyve, yapraksız sebze ve tahıl 

ürünleri gibi taze yemlerin sürekli tedarik durumu ve 

muhafazası kurutulmuş yemlere kıyasla daha zordur. Ayrıca 

taze gıdaların hastalık etkenleri ile kontaminasyon ihtimali 

düşünüldüğünde işletmeler için kurutulmuş yemlemenin 

daha elverişli olduğu düşünülmüştür. Kurutulmuş yemlerle 

besleme sayesinde hipovitaminoz nedenli birçok sağlık 

probleminin elemine edileceği de düşünülmektedir. 
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Sıçanlarda ve Farelerde Yaşam Alanı Kriterleri 

 Habitat Criteria in Rats and Mice 

ÖZ 
Sıçan ve fareler bilimsel çalışmalarda yaygın olarak kullanılan laboratuvar hayvanlarıdır. Sıçan ve 
farelerin bulundurulduğu ortam hayvanların yaşam alanı kriterlerine uygun olmalıdır. Hayvan sağlığı ve 
refahının sağlanamaması durumunda bilimsel çalışmalar etkilenir ve yanlış sonuçlar elde edilir. Yaşam 
alanı kriterlerinin ilk basamağı tesis tasarımıdır. Tesis sıçan ve fareler için uygun olacak şekilde 
tasarlanmalıdır. Sıçan ve farelerin bulundurulduğu odalar Laboratuvar Hayvanlarının Bakımı ve 
Kullanımı Kılavuzu'nun yönergelerine uygun olacak şekilde düzenlenmelidir. Oda içine yerleştirilecek 
kafesler çalışma amacına göre belirlenmekle birlikte kolay temizlenebilir, kaçmaya karşı korumalı 
olmalıdır. Çalışma için gerekli olmadığı sürece tel kafesler yerine katı tabanlı olan kafesler tercih 
edilmelidir. Kafes boyutları hayvan popülasyonuna göre belirlenmelidir. Sıcaklık, nem, hava hareketi, 
aydınlatma, sanitasyon ve gürültü, yem, su ve altlık araştırma sonuçlarını etkileyen çevresel 
faktörlerdir. Sıçan ve farelerin bulunduğu ortam fizyolojilerine uygun sıcaklık ve nem derecesinde 
olmalı, etkili bir havalandırma ve uygun bir fotoperiyod döngüsü sağlanmalı ve gürültüden uzak 
olmalıdır. Ayrıca sağlığa elverişli koşulların sürdürülmesi ve dezenfeksiyon için etkili bir sanitasyon 
belirlenmelidir. Yem, su ve altlık materyali de hayvan refahını etkileyen önemli çevresel faktörlerdir. 
Yem, fare ve sıçan ihtiyacına göre belirlenmeli, temiz su sağlanmalı ve en uygun altlık malzemesi 
kullanılmalıdır. Laboratuvar hayvanlarıyla ilgili yapılan çalışmalarda, çalışma sonucunu etkileyebilecek 
bütün faktörler göz önünde bulundurulmalıdır. Yaşam alanı kriterleri de bu faktörler arasındadır. 
Yapılan çalışmalardan doğru sonuç alınabilmesi için laboratuvar hayvanlarının yaşam alanı kriterlerine 
dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu derlemenin amacı fare ve sıçanlarda olması gereken yaşam alanı 
kriterlerinden bahsetmektir. 
 
Anahtar Kelimeler: Fare, Refah, Sıçan, Yem. 

  
ABSTRACT 
Rats and mice are laboratory animals commonly used in scientific studies. The environment in which 
rats and mice are kept must comply with the criteria for the habitat of the animals. If animal health 
and welfare are not ensured, scientific studies are affected and false results are obtained. The first 
step of the living space criteria is facility design. The facility should be designed to be suitable for rats 
and mice. The rooms where rats and mice are kept should be arranged in accordance with the 
guidelines of the Laboratory Animal Care and Use Guide. Although the cages to be placed in the room 
are determined according to the working purpose, they should be easy to clean and protected against 
escape. Unless necessary for the study, cages with solid bases should be preferred instead of wire 
cages. Cage sizes should be determined according to the animal population. Temperature, humidity, 
air movement, lighting, sanitation and noise, feed water and litter are environmental factors that 
affect research results. The environment where rats and mice are located should be at a temperature 
and humidity level suitable for their physiology. An effective ventilation and a suitable photoperiod 
cycle should be provided and it should be away from noise. In addition, an effective sanitation be 
determined for the maintenance of sanitary conditions and disinfection. Feed, water and litter 
material are also important environmental factors affecting animal welfare. Feed be determined 
according to the needs of mice and rats, clean water should be provided and the most suitable litter 
material should be used. In studies on laboratory animals, all factors that may affect the results of the 
study should be considered. Living space criteria are among these factors. In order to get accurate 
results from the studies, it is necessary to pay attention to the living space criteria of laboratory 
animals. The purpose of this review is to talk about the habitat criteria that should be in mice and rats. 
Keywords: Food, Mice, Rats, Welfare. 

 
 

  

 

 
Geliş Tarihi/Received  
Kabul Tarihi/Accepted 
Yayın Tarihi/Publication Date 

 

04.01.2023 
04.07.2023 
29.03.2024

 

 
Sorumlu Yazar/Corresponding author: Emre 
EREN 
E-mail:  emreeren@atauni.edu.tr 
Cite this article:  Baysal S, Eren E, Yanar K.E. 
(2024).  Habitat Criteria in Rats and Mice. 
Journal of Laboratory Animal Science and 
Practices, 4(1), 8-14.

 

 

 

 

 
Content of this journal is licensed under a Creative 
Commons Attribution-Noncommercial 4.0 
International License. 

https://orcid.org/0000-0003-1464-4993
https://orcid.org/0000-0003-3118-7384
https://orcid.org/0000-0001-7302-7077


  
9 

 

Journal of Laboratory Animal Science and Practices 

Giriş 

Genetik olarak manipüle edilmiş kemirgenlerin, in vivo 
gen işlevi ve regülasyonu, memeli gelişimi ve biyolojisi, 
insan hastalığı modellerinin geliştirilmesi ve gen terapisi 
çalışma modelleri dahil olmak üzere çok çeşitli bilimsel 
araştırmalar için yararlı olduğu gösterilmektedir (Hamilton 
ve Frankel 2001; Izraeli ve Rechavi 2002). Bu durum birçok 
araştırma kurumunda kemirgen popülasyonunda 
patlamaya yol açmaktadır (Faith ve ark., 2020). Gen 
hedefleme ve transgenik hayvanlar yaratma yeteneği de 
dahil olmak üzere ratın genetik manipülasyonunda son 
yenilikler, fareden daha arzu edilen bir model haline 
getirmektedir (Phillips ve ark., 2013; Homberg ve ark., 
2017). Hayvan bakımı ve kullanımı için farklı standartlar 
genellikle hayvan temelli çalışma sonuçlarının 
karşılaştırılmasına ve sonuçların kurumlar arasında yeniden 
üretilmesine engel olacağı ve uluslararası bilimsel iş birliğini 
de engelleyebileceği için 1990'ların sonunda laboratuvar 
hayvanlarında standardizasyon ilgi konusu olmuştur 
(Demers ve ark., 2006; Faith ve ark., 2020). Bu 
standardizasyon genel değişkenliği ve hayvanların bakım ve 
kullanım biçimlerindeki genel değişkenliği en aza indirmek 
için yapılmıştır (Faith ve ark., 2020). Hayvan bakımı ve 
kullanımının uyumlu hale getirilmesinde önemli ilerleme 
kaydedilmiş olunmasına rağmen, hala yapılması gereken 
iyileştirmeler bulunmaktadır (Bailoo ve ark., 2014;  Drucker, 
2016). Fare ve ratların barındırılacağı odalar, Laboratuvar 
Hayvanlarının Bakımı ve Kullanımı Kılavuzu'nun (Ulusal 
Araştırma Konseyi, 2011) yönergelerine uygun olması 
gerekmektedir (Otto ve ark., 2015). Hayvan 
araştırmalarında yer alan bireylerin, hayvanların refahını 
koruma ve rahatsızlığı en aza indirme yükümlülüğü 
bulunmaktadır (Faith ve ark., 2020). Bu yükümlülük 
genellikle hayvan ve deneysel sonuç için faydalı olmaktadır 
(Baumans, 2005). Hayvan sağlığını ve refahını etkileyen 
faktörler arasında tesis ve oda tasarımı, kafes tasarımı ve 
inşaat malzemeleri, mevcut yaşam alanı ve hava değişimi 
ve hava kalitesi (bağıl nem, NH3, CO2, toz), sıcaklık, ışık ve 
gürültü seviyesi, altlık malzemesi, yiyecek ve su gibi 
çevresel faktörler yer almaktadır (Baumans, 2005; Faith ve 
Huerkamp, 2009). 

Tesis Tasarımı 

Hayvan araştırma tesisinin tasarımı, inşası ve bakımı, 

laboratuvar hayvanlarının yetiştirilmesinin türü ve 

kalitesinde önemli bir rol oynamaktadır (Faith ve ark., 
2020). Hayvan araştırma tesisinde karantina, kafes yıkama 

ve sanitasyon, diyet saklama ve hazırlama, malzeme ve 

ekipman depolama, atık bertarafı, personel dolapları, 

duşlar, lavabolar, tuvaletler ve dinlenme odaları, özel 

laboratuvarlar (cerrahi, otopsi, teşhis prosedürleri, 
görüntüleme, bulaşıcı hastalık ve biyolojik tehlike önleme, 

idari faaliyetler ve eğitim faaliyetleri yapılabilecek alanlar, 

yapılması gereken tüm araştırma manipülasyonlarına izin 
vermek için yeterli sayıda hayvan prosedür odası bulunması 

gerekmektedir (Hessler ve ark., 1999; Faith ve ark., 2020). 

Hayvan odaları, yetiştirme ve araştırma personelinin 

kolayca erişebileceği, ancak kafes yıkama tesisleri veya 

yoğun trafik alanları gibi gürültülü alanlardan uzak veya 
fiziksel yollarla izole edilmiş alanlara yerleştirilmesi 

gerekmektedir (Faith ve ark., 2020). Duvar, tavan ve zemin 

yüzeyleri, etkili sanitasyona izin veren, mikrobiyal 
dekontaminasyonu kolaylaştıran ve ekipmanın normal 

kullanımından ve manipülasyonundan kaynaklanan 

hasarlara karşı dirençli malzemelerden yapılması 
gerekmektedir (Otto ve ark., 2015). Hayvan odaları, 

odadaki otomatik zamanlayıcılar veya tercihen merkezi bir 
bilgisayarlı sistem tarafından kontrol edilen aydınlatma 

armatürleri tarafından sağlanan ışıkla penceresiz olması 

gerekmektedir (Faith ve ark., 2020).  

Oda Düzeni 

Tesisin ve hayvan odasının olabildiğince esnek olacak 
şekilde tasarlanması önem arz etmektedir (Faith ve ark., 
2020). Hayvan refahını sağlamak için oda ortamının iyi 
kontrol edilmesi gerekmektedir (Otto ve ark., 2015). 
Oldukça benzer ayak izlerine sahip fare ve rat rafları artık 
her iki türün de barınması için eşit derecede uygun oda 
tasarımına olanak tanımaktadır (Faith ve ark., 2020). 
Enfeksiyöz hastalıkların önlenmesi ve kontrolü, kısmen fare 
barınak odasının konumu, boyutu ve çevresel koşullarının 
bir fonksiyonudur. (Otto ve ark., 2015). Gürültünün 
yarattığı stres nedeniyle, fare odaları mekanik odalardan, 
kafes yıkama merkezlerinden ve gürültü çıkarmaya yatkın 
türlerden uzağa yerleştirilmelidir (Council, 2011). 

Kafesler 

Araştırma fareleri kullanılarak üretilen verilerin kalitesi, 

araştırma tesisinde aldıkları barınak ve bakımın kalitesiyle 

ilişkilidir (Faith ve ark., 2020). İster grup ister bireysel olarak 

barındırılan fare ve ratlar için gereken kafes alanı miktarı, 

hayvanın/hayvanların spesifik fizyolojik veya protokol 

gerekliliklerinin yanı sıra hayvan ağırlığının, yaşının ve 

cinsiyetinin bir fonksiyonudur (Council, 2011). Kemirgenler 

için uygun kafesler, kaçmaya karşı korumalı ve kolay 

temizlenebilir olmalıdır. Evcil kemirgenlerin bakımında 

kafesin sık sık temizlenmesi çok önemlidir. Kafesin 

temizlenmemesi amonyak birikmesine neden olarak strese 

ve hastalığa yol açmaktadır (Frohlich, 2020). Kemirgenler 
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geleneksel olarak ya katı tabanlı ya da tel tabanlı kafeslerde 

barındırılmaktadır. Katı tabanlı kafesler genellikle ayakkabı 

kutusu kafesleri olarak adlandırılmaktadır. Çoğunlukla 

plastik veya metalden yapılmış, kenarları ve tabanı sağlam 

olan dikdörtgen kutulardır. Hayvanların kafes içinde daha 

iyi görülebilmeleri, ısı yalıtımı, ekonomi, dikişsiz yapıları, 

dayanıklılıkları ve kimyasal yapıları nedeniyle plastik 

kafesler genellikle metal kafeslere göre daha çok tercih 

edilmektedir (Faith ve ark., 2020). Bu kafesler için en sık 

kullanılan malzemeler polikarbonat ve polipropilendir 

(Otto ve ark., 2015). Kemirgenleri kafeslemek için seçilen 

plastikler, buhara ve kimyasallara dayanıklı olmalı ve 

tekrarlanan temizlikten sonra da sağlamlığını ve berraklığını 

korumalıdır. Genel olarak, ayakkabı kutusu kafesleri, 

yaklaşık 5 ft uzunluğunda ve 5-6 ft yüksekliğinde mobil 

raflara, çok sayıda metal levha veya tel çubuk yapı rafı ile 

yerleştirilmektedir (Faith ve ark., 2020). Tel tabanlı kafesler 

genellikle tamamen metalden yapılmakta ancak kenarları 

tel zeminli plastik olabilmektedir (Faith ve ark., 2020). Bu 

tür kafesler, dışkı ve idrarın zeminden aşağıdaki emici 

malzeme üzerine düşmesine olanak sağlamaktadır. Ayrıca 

temizlik kolaylığı için dışarı kaydırılan veya çıkarması kolay 

alt kısımlarının olması, altlıkları tutmak için yüksek kenarlı 

alt kısımlarının olması, oda ve kafes arasında yeterli 

havalandırma sağlaması, hayvanları manipüle etmeden 

kolay erişim sağlanması için büyük kapılarının olması ve her 

kafes açıklığı için güvenli bir kilitleme mekanizmasının 

olması gibi avantajları bulunmaktadır (Frohlich, 2020). 

Ratların tel tabanlı kafeslerde barındırılabilmesinin bir 

nedeni de kaprofajiyi önlemektir. Tel tabanlı kafesler yavru 

büyütmek için uygun görülmemektedir (Faith ve ark., 

2020). Birçok kemirgen, ekonomik ve deneysel nedenlerle 

farmasötik ve sözleşmeli toksikoloji laboratuvarlarında tel 

tabanlı kafeslerde barındırılmaktadır (Starke ve Oaks, 

2001). Ancak deneysel bir ihtiyaç olmadıkça, kemirgenler 

tel tabanlı kafesler yerine sağlam tabanlı kafeslerde 

barındırılması gerekmektedir. Bu, daha sık olarak tel 

zeminlerle ilişkilendirilen podo-dermatit ve yaralanmaların 

önlenmesine yardımcı olmaktadır (Otto ve ark., 2015). 

Yapılan bir çalışmada, ayak lezyonlarının tel kafeslerde 

barındırılan ratlarda katı tabanlı kafeslerde barındırılan 

ratlara göre daha yaygın olduğu gösterilmiştir (Peace ve 

ark., 2001). Yapılan araştırmalarda, kemirgenlerin özellikle 

uzun süreli çalışmalar için, mümkün olduğunca altlıklı ve 

sağlam tabanlı kafeslerde barındırılması gerektiği 

bildirilmiştir (Faith ve ark., 2020). Kafes alanının barındırılan 

hayvan sayısına göre belirlenmesi gerekmektedir. Gruplar 

halinde barındırılan farelerde yaygın olarak önerilen 

minimum alan 10 gramdan küçük olan farelerde 6 (38,7) 

zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2), 15 grama kadar olan 

farelerde 8 (51.6) zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2), 25 grama 

kadar olan farelerde 12 (77.4) zemin alanı/hayvan, inç2 

(cm2), 25 gramdan büyük olan farelerde ≥ 15 (≥96.7) zemin 

alanı/hayvan, inç2 (cm2)’ dir. Kafes yüksekliği ise 5 (12.7) inç 

(cm)’dir. Yavrularıyla birlikte bulunan dişi fareler için 

önerilen minimum alan 51 (330) zemin alanı/hayvan, inç2 

(cm2)’dir. Bununla birlikte diğer yetiştirme 

konfigürasyonları daha fazla alan gerektirebilir alan yetişkin 

ve yavru sayısı ile yavruların boyutu ve yaşı gibi hususlara 

bağlı olarak ayarlanabilmektedir. Ratlarda ise önerilen 

minimum alan 100 gramdan küçük olanlarda 17 (109.6) 

zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2), 200 grama kadar olanlarda 

23 (148.35) zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2), 300 grama 

kadar olanlarda 29 (187.05) zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2), 

400 grama kadar olanlarda 40 (258) zemin alanı/hayvan, 

inç2 (cm2), 500 grama kadar olanlarda 60 (387) zemin 

alanı/hayvan, inç2 (cm2), 500 gramdan daha büyük 

olanlarda ≥ 70 (≥ 451.5) zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2)’ dir. 

Kafes yüksekliği 7 (17.8) yükseklik, inç (cm)’ dir. Yavrularıyla 

birlikte bulunan dişi ratlar için önerilen minimum alan 124 

(800) zemin alanı/hayvan, inç2 (cm2)’dir. Hem fare hem 

ratlarda daha büyük hayvanlar, performans standartlarını 

karşılamak için daha fazla alana ihtiyaç duyabilmektedir 

(Council, 2011). 

Çevresel Faktörler  

Araştırma için kullanılan hayvanlar, deneysel 
parametrelere mümkün olduğunca büyük bir yanıtın 
standartlaştırılmasına izin veren koşullar altında 
tutulmalıdır. Yıllar boyunca, birçok çevresel faktörün 
araştırma sonuçlarını etkileyebileceğini gösteren birçok 
kanıt bulunmaktadır. Sıcaklık, nem, hava hareketi, 
aydınlatma, sanitasyon, gürültü, yem, su ve altlık son 
derece önemli çevresel değişkenlerdir (Faith ve ark., 2020).  

Sıcaklık ve Nem 

Isı, canlı organizmaları etkileyen en önemli çevresel 

faktörlerden biridir (Faith ve ark., 2020). Hayvanlar 

minimum stres ve fizyolojik değişiklikle uyum 

sağlayabilecekleri, türlerine uygun sıcaklık ve nem 

aralıklarında barındırılmalıdır (Council, 2011). Fare ve 

ratlarda oda için en uygun sıcaklık aralığının 20-26C (68-

79F) olduğu belirtilmektedir (Council, 2011; Faith ve ark., 

2020). Sıcaklıklar bu aralıkların ortasına yakın minimum 

dalgalanma ile seçilerek korunması gerekmektedir 

(Council, 2011). 
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Nem, kafesler içinde barındırılan hayvanlar için büyük 

önem taşımaktadır (Council, 2011). Aşırı yüksek veya düşük 

nem, araştırma hayvanları üzerinde olumsuz etkilere neden 

olabilmektedir (Faith ve ark., 2020).  Fare ve ratlarda %30–

70 bağıl neme sahip odalar uygun kabul edilebilmektedir. 

Hayvan odalarına yerleştirilmiş veya elektronik çevre 

yönetim sisteminin bir parçası olarak yirmi dört saatlik 

sıcaklık/nem kaydediciler, çevre koşullarındaki değişiklikleri 

tespit etmektedir (Otto ve ark., 2015). Amonyak üretimini 

geciktirmek ve aynı zamanda ringtail lezyonlarını önlemeye 

çalışmak için, kemirgenler için bağıl nemin %40 ila %50 

arasında tutulması gerekmektedir (Faith ve Huerkamp, 

2009). 

Havalandırma  

Havalandırma yeterli bir oksijen kaynağı sağlamakta, 
hayvanlardan, personelden, ışıklardan ve ekipmanlardan 
kaynaklanan termal yükleri ortadan kaldırmakta, alerjenler 
ve havadaki patojenler dahil olmak üzere gaz halindeki ve 
partikül halindeki kirleticileri seyreltmekte, oda havasının 
nem içeriğini ve sıcaklığını ayarlamakta ve uygun olduğunda 
bitişik alanlar arasında hava basıncı farkları (yönlü hava 
akışı) oluşturmaktadır (Council, 2011). Tesis içindeki çeşitli 
alanların havalandırma oranları, temiz alanların kirli 
alanlara göre pozitif basınçta tutulmasını sağlayacak şekilde 
ayarlanmalıdır (Faith ve ark., 2020). Uzun yıllara dayanan 
uygulama, genel olarak, 10–15 hava değişimi/saat taze 
hava oranındaki havalandırma oranlarının, ısı yükünü ve 
hayvanlardan NH3 ve CO2 üretimini telafi etmek için yeterli 
olduğunu göstermektedir (Otto ve ark., 2015). 

Aydınlatma 

Işık, ortamın yaygın bir özelliğidir ve temel fizyolojik 
işlevlerden üst düzey bilişsel süreçlere kadar çok sayıda 
biyolojik süreci etkilemektedir (Warthen ve Provencio, 
2012). Hayvan tutma odalarındaki ışık, günlük ve sirkadiyen 
döngülerin hem yeterli görüşü hem de nöroendokrin 
düzenlemesini sağlaması gerekmektedir (Council, 2011). 
Aydınlatma arızaları nadiren yaşamı tehdit eder, ancak 
bilim için en büyük tehlikeler arasında yer almaktadır. 
Fotoperiyottaki dalgalanmalar araştırmaları 
mahvedebilmektedir (Faith ve ark., 2020). Genel olarak 
aydınlatma, bir hayvan tutma alanı boyunca dağıtılmalı ve 
iyi bakım uygulamalarına, raflardaki en alttaki kafesler dahil 
olmak üzere yeterli hayvan denetimine ve güvenli çalışma 
koşullarına izin verirken hayvanların refahı için de yeterli 
aydınlık sağlamalıdır (Council, 2011). Fare ve ratlar için tipik 
olarak 12-14 saat aydınlık ve 10-12 saat karanlık olacak 
şekilde fotoperiyod döngüsü kullanılmaktadır (Otto ve ark., 
2015). Kafes seviyesindeki ışık yoğunluğu ise 130 ila 325 lux 

arasında olmalıdır (Council, 2011). Karanlık döngü sırasında 
0,2 lux kadar az ışığa maruz kalma bile sirkadiyen ritimleri 
değiştirebilmektedir (Dauchy, 2010). Bu nedenle ışık 
döngüsünün karanlık fazında gerekmedikçe ışıklar 
yakılmamalıdır (Faith ve ark., 2020). İnsan meme kanseri 
implante edilmiş ratlarda yapılan bir çalışmada, karanlık 
döngüde loş ışığa maruz kalmanın melatonin 
baskılanmasına neden olduğu ve hiperglisemi ve 
hiperinsülinemiye yol açan birkaç önemli kanser önleyici 
sinyal mekanizması arasında düzenlenen konakçı/kanser 
dengesini bozduğu ve in vivo olarak tümör büyümesini 
hızlandırdığı gösterilmiştir (Blask ve ark., 2014). Kafesin 
yapıldığı malzeme, kafese en fazla ışığın girmesine izin 
veren şeffaf, yarı saydam ve renksiz olması gerekmektedir 
(Faith ve ark., 2020).  Floresan ışık, güneş ışığından daha dar 
bir dalga boyu aralığı sağladığı için tam spektrumlu floresan 
ampullerin kullanılması, hayvan tesisinde daha doğal bir ışık 
ortamı sağlamanın alternatif bir yolunu oluşturmaktadır 
(Castelhano-Carlos ve Baumans, 2009). 

Gürültü 

Kemirgenlerin duyu sistemi, çeşitli genetik ve çevresel 

faktörlerden etkilenmektedir (Faith ve ark., 2020). 

Gürültüye maruz kalmanın geniş duyusal ve duyusal 

olmayan sistemik etkileri bulunmaktadır. Bu etkiler 

nöroendokrin ve kardiyovasküler bozuklukları, uyku-

uyanıklık döngüsü bozuklukları, nöbet duyarlılığı, üreme ve 

gelişme gerilikleri, bağışıklık işlev bozukluğu ve belirli 

ajanların bir dizi toksikolojik özelliklerindeki değişikliklerdir 

(Pascuan ve ark., 2014). Ratlar 100-70.000 Hz. aralığında 

fareler ise 500-120.000 Hz. aralığında duyabilmektedir. 

Hayvan tesislerinde normal arka plan gürültüsünü aşan 

desibel seviyeleri, çeşitli hayvan türlerinin duyusal 

tüylerinin ve destek hücrelerinin çeşitli derecelerde 

tahribatına neden olmaktadır. Rat ve fareler 160 dB'de 

mekanik hasar, yaklaşık 140 dB'de ağrı ve yaklaşık 100 

dB'ye uzun süre maruz kaldıktan sonra iç kulak hasarı 

belirtileri yaşamaktadır (Faith ve ark., 2020). Yapılan bir 

çalışmada ultrasonik hareket sensörlerinin yaydığı sesin 

genç veya duyarlı fare veya ratlarda odyojenik nöbetlere 

neden olabildiği ve hatta hayvanların birkaç dakika maruz 

kalması durumunda kalıcı işitme kaybına neden olabileceği 

gösterilmiştir (Turner, 2020). Hayvan barındırma ve çalışma 

alanlarının amacı, ortam gürültüsünün yaklaşık 55 dB' de 

tutulması ve özellikle 10-100 kHz frekanslarının 

karşılaşılabileceği yerlerde sesin azaltılması için önlemler 

alınması olmalıdır (Faith ve ark., 2020). 
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Sanitasyon 

Sanitasyon, sağlığa elverişli çevresel koşulların 

sürdürülmesi anlamına gelmekte ve altlık değişimi, temizlik 

ve dezenfeksiyonu içermektedir. Sanitasyon yöntemleri ve 

sıklığı, hayvanların normal fizyolojik ve davranışsal 

özellikleri, kafesin tipi, fiziksel özellikleri ve boyutu, 

hayvanların türü, sayısı, boyutu, yaşı ve üreme durumu, 

altlık malzemelerinin kullanımı ve türü, sıcaklık ve bağıl nem 

ve kafesin yüzeylerinin kirlenme oranına göre 

belirlenmelidir (Council, 2011). Kılavuza göre genel olarak 

kafesler ve aksesuarlar en az 2 haftada bir sterilize edilmesi 

gerekmektedir. Katı tabanlı kafesler, şişeler ve su tüpleri 

haftada 1-2 kez dezenfekte edilmesi gerekmektedir (Faith 

ve ark., 2020). Kafes yoğunluğu çok düşükse veya 

havalandırmalı kafesler kullanılıyorsa daha az sıklıkta, kafes 

yoğunluğu yüksekse veya altlığın kirlenme oranını artıran 

patofizyolojik durumlar (ör. diyabet) varsa daha çok sıklıkta 

temizlenmesi gerekmektedir (Otto ve ark., 2015). Etkili 

dezenfeksiyon 143-180°F veya daha yüksek sıcaklıktaki 

yıkama ve durulama suyuyla elde edilebilmektedir (Council, 

2011). 

Yem, Su ve Altlık 

Kemirgen kolonilerinin refahını etkileyen en önemli 
çevresel faktörlerden biri, yeterli beslenmeyi sağlayan bir 
diyete erişimdir (Faith ve ark., 2020). Hayvanlar gruplar 
halinde barındırıldığında, özellikle protokol veya yönetim 
rutininin bir parçası olarak yem kısıtlanmışsa, yiyecek için 
rekabeti en aza indirmek ve tüm hayvanların yiyeceğe 
erişimini sağlamak için yeterli alan ve yeterli besleme 
noktası olması gerekmektedir (Council, 2011). Farelerde ve 
ratlarda protein gereksinimleri %14 ila %16'dır ve formüle 
edilmiş diyetlerin bu gereksinimleri yansıtması 
gerekmektedir (Frohlich, 2020). Doğal içerikli diyetlerin 
21°C'nin (70°F) altında ve %50 bağıl nemin altında 
saklanması önerilmektedir. Uygun şekilde saklanan doğal 
içerikli, kuru laboratuvar hayvanı yemlerinin çoğu, 
üretimden sonra 6 aya kadar kullanılabilmektedir. 
Saflaştırılmış ve kimyasal olarak tanımlanmış diyetler 
genellikle doğal içerikli diyetlerden daha az kararlıdır. Raf 
ömürleri genellikle 6 aydan azdır. 4°C (39°F) veya daha 
düşük sıcaklıklarda saklanabilmektedir (Council, 2011). 

Su, araştırmaları derinden etkileyebilecek bir 
değişkendir. Deneyler üzerindeki olumsuz etkiyi en aza 
indirmek için, hayvan kaynakları programında kullanılan su 

taze, içilebilir ve kirlenmemiş olması gerekmektedir (Faith 
ve ark., 2020). Özellikle belirli bir bölgedeki normal su 

bileşenlerinin, çalışma sonuçlarını etkileyebileceği için, 

kullanılan su kalitesinin kabul edilebilir olduğundan emin 
olmak için pH, sertlik ve mikrobiyal veya kimyasal 

kontaminasyon açısından periyodik izleme gerekmektedir 

(Council, 2011). Musluk veya arıtılmış içme suyunun 
hiperklorasyonu (12-15 ppm) veya asitleştirilmesi (pH 2-

2,5), tek başına veya her ikisinin kombinasyonu, endojen, 
fırsatçı mikrofloranın kemirgenlerde özellikle gram-negatif 
bakterilerin baskılanması için 40 yılı aşkın bir süredir 

savunulmaktadır (Faith ve ark., 2020).  

Altlık ve yuvalama malzemeleri deneysel verileri 
etkileyebilen ve hayvan refahını iyileştirebilen kontrol 
edilebilir çevresel faktörlerdir (Council, 2011). Altlık 
malzemelerinin iyi performans göstermesi için yüksek nem 
emme kapasitesine sahip olması, NH3 bağlama 
kapasitesinin yüksek olması, yabani kemirgenlerin dışkısı, 
koruyucular patojenik ajanlar ve böcek ilaçları içermemesi 
gerekmektedir. Ayrıca mümkün olduğunca tozsuz, 
ekonomik ve atılması uygun olmalıdır (Faith ve ark., 2020). 
Altlık seçenekleri arasında geri dönüştürülmüş kâğıt, mısır 
koçanı, çam ve çeşitli sert ağaçlar gibi talaşlar 
bulunmaktadır (Frohlich, 2020). Öğütülmüş mısır koçanı, 
kemirgen yatak malzemesi olarak yaygın şekilde 
kullanılmaktadır. Yaygın kullanımının birincil nedeni, kafes 
değişimleri arasında daha uzun sürelere izin veren ve 
dolayısıyla işçilik maliyetinde bir azalma sağlayan amonyak 
oluşumuna direnme kabiliyetidir. Mısır koçanı altlıkları, 
üreme çalışmalarında veya üreme hormonlarının deneysel 
sonuçlarda rol oynadığı çalışmalarda yer alan fareler için 
kullanılmamalıdır (Faith ve ark., 2020). Yaygın olarak 
kullanılan dört yatak malzemeleri (mısır koçanı, geri 
kazanılmış odun talaşı, kavak talaşı ve geri dönüştürülmüş 
kağıt), amonyak seviyelerini kontrol etme yetenekleri 
açısından karşılaştırıldığında mısır koçanı, kavak talaşı ve 
geri dönüştürülmüş kağıt altlıkların amonyak seviyelerini 
kabul edilebilir şekilde kontrol ettiğini geri kazanılmış odun 
talaşının ise amonyak seviyelerini yeterince kontrol 
edemediğini ve bu yatak üzerinde barındırılan farelerin 
burun deliklerinde 1 hafta içinde patolojik değişiklikler 
meydana geldiğini göstermektedir (Ferrecchia ve ark., 
2014). Rat ve fareler büyük lifli parçacıklardan oluşan altlık 
malzemelerini tercih etmekte ve tercih testlerinde 
genellikle küçük parçacıklardan (<1,2- 1,6 mm2) 
kaçınmaktadırlar (Faith ve ark., 2020). 

Sonuç 

Araştırma hayvanları, çevrelerindeki birçok faktöre veya 

değişikliğe tepki vermektedir. Bu tepkiler deneysel 

sonuçları etkileyebilmektedir. Çevresel unsurların biyolojik 

süreçler üzerindeki etkileri ne kadar iyi anlaşılırsa, 
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değişkenler o kadar iyi kontrol edilebilmektedir. Tüm 

çevresel değişkenlerin etkin kontrolü her zaman 

imkansızdır. Ancak çalışma sonuçlarına müdahale etme 

olasılığı yüksek olan çevresel faktörleri kontrol etmek için 

tüm makul girişimlerde bulunulmalıdır. Laboratuvar 

hayvanlarının bilimi ve tıbbının ana kuralı, sağlık ve 

yetiştirme programlarında yürütülen prosedürlerin 

araştırma sonuçları üzerinde önemli etkiye sahip 

olabileceğini her zaman akılda tutmaktır. 
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Examining the Effects of Oxygen Exposure on 
the Developing Brain Through Murine Models 
 Yenidoğan Rodent Modellerinde Hiperoksik Beyin Hasarının 
Değerlendirilmesi 
ABSTRACT 
Hyperoxia is one of the key players contributing preterm brain injury. Researchers typically use rodent 
models to pinpoint the underlying pathologic alterations in hyperoxic brain damage. When evaluating 
the neurological effects of neonatal hyperoxic brain injury in an experimental model, choosing the 
appropriate assessment techniques is crucial.  The goal of this article is to review the behavioral and 
learning tests that can be used to determine the impact of hyperoxia on the developing brain.  Injuries 
to the nervous system can be recovered very quickly in newborn rodents. Thus, the timing of 
evaluation tests are very critical. A model that is appropriate for the brain's developmental processes 
and accurately simulates the damage in humans should be utilized in studies on neonatal hyperoxic 
brain injury, and the right test should be chosen at the appropriate time. In the first twenty days, 
physical and motor development tests, and subsequent evaluation of damaged brain structures are 
relevant. The open field and forced swim tests can be used to assess the animal's locomotor activity 
and depressive condition, while the watermaze, passive avoidance and new object recognition tests 
can be used to assess cognitive abilities. In laboratory mice and rats, physical development and motor 
reflex development tests can be started right after birth, while learning and memory tests can be done 
from 4 weeks at the earliest. Correlations between motor development, behavior, memory tests, and 
results of cellular/ molecular studies should be made and interpreted carefully. 
Keywords: Brain injury, behavioral test, hyperoxia model, motor development tests, newborn rodent 
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ÖZ 
Hiperoksi, preterm beyin hasarına katkıda bulunan önemli postnatal faktörlerden biridir. 
Hiperoksinin neden preterm beyin dokusunda yol açtığı olduğu patolojik süreçlerin 
aydınlatılabilmesi için deneysel kemirgen modelleri sıklıkla kullanılmaktadır. Bu derleme, 
yenidoğan hiperoksik beyin hasarının değerlendirmesinde, araştırmacıların davranış ve öğrenme 
testleri ile ilgili seçimlerine ışık tutmayı hedeflemektedir. Yenidoğan kemirgen modellerinde, 
hayvanların nörolojik hasarlarından hızla iyileşme konusunda yüksek yeteneğe sahip olduğu göz 
ardı edilmemeli ve değerlendirme testlerinin yapılma zamanı iyi belirlenmelidir. Beynin gelişimsel 
süreçlerine uygun, insanlardaki hasarı daha iyi yansıtacak hayvan modeli kullanılmalı, doğru 
değerlendirme testi seçilmeli ve seçilen testler doğru zamanda uygulanmalıdır. Yaşamın ilk yirmi 
gününde fiziksel ve motor gelişim testleri kullanılmalı, daha sonraki süreçte beyin olgunlaşmasına 
paralel olarak davranış ve bellek testleri ile değerlendirilme yapılmalıdır. Lokomotor aktivite ve 
depresyon varlığı açısından açık alan testi, bilişsel işlevlerin değerlendirilmesi için yeni obje tanıma, 
su labirenti ve pasif kaçınma testleri seçilebilir. Motor gelişim, davranış ve bellek testleri, hücresel 
ve moleküler değişiklikler ile korele edilerek yorumlanmalıdır.  
 
Anahtar Kelimeler: Beyin hasarı, davranış testleri, hiperoksi modeli, motor gelişim testleri, 
yenidoğan rodent.  
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Introduction 

Every year, around 15 million babies are delivered 
prematurely in the world (Chawanpaiboon et al., 2019). 
Although survival rates have improved significantly through 
scientific and technologic advances in perinatology and 
neonatology, these infants remain vulnerable to many 
complications in their future life due to immature organ 
systems at birth. One of the major organs that is adversely 
affected by preterm birth is the brain. Oxidative stress, 
arising from exposure to high oxygen levels (hyperoxia) is 
suggested to be one of the main contributing mechanisms 
causing brain injury in preterm babies (Reich et al., 2016). 
When compared to intrauterine life, preterm newborns are 
exposed to high oxygen levels after delivery, and the 
majority of them need supplementary oxygen for 
respiratory support. This situation results in the production 
of reactive oxygen species (ROS), which interferes with the 
critical processes in the developing brain(Saugstad et al. 
2021). Although target saturation limits have been 
established and oxygen saturation is routinely monitored in 
intensive care units by pulse oximetry, premature 
newborns are still inevitably exposed to high levels of 
oxygen (Falsaperla et al., 2022). Despite the awareness of 
the possible detrimental effects of hyperoxia has grown 
dramatically over the past few decades, studies have 
demonstrated that preterm newborns frequently receive 
extra oxygen especially after hypoxic episodes brought on 
by apnea or bradycardia (van Zanten et al., 2014). 
Additionally, lung mechanics might vary, making it 
challenging to maintain a constant, stable target saturation 
range. ROS can be produced in excess even during brief 
periods of hyperoxia, which can cause oxidative stress and 
inflammation(Farrow et al., 2012). Furthermore, preterm 
newborns have an undeveloped antioxidant defense 
mechanism, making them particularly susceptible to 
hyperoxia. Both antioxidant enzymes and non-enzymatic 
antioxidant components have been reported to be lower in 
preterm infants than in term children (Perrone et al., 2017). 
Overall, this renders preterm newborns fundamentally 
unable to counterbalance a hyperoxic burden, leading to 
increased ROS generation that will surpass antioxidant 
capacity and might result in cellular damage. ROS can alter 
neural stem cell differentiation and interfere with 
developmental processes in the preterm brain (Micili et 
al.,2020). The most recent recommendations based on the 
available research suggest oxygen saturation objectives of 
90-94% for optimum oxygenation of preterm infants during 
their stay in neonatal intensive care and designate levels 
above 95% as hyperoxia, which is linked to higher rates of 
mortality and morbidity (Andresen & Saugstad, 2020). In 

the study, when the effects of hyperoxia on gender were 
compared, it was shown that female infants were less 
harmed than male infants by the harmful effects of high 
oxygen concentration (Deulofeut et al. 2007). 

Murine Models of Neonatal Oxygen Exposure  

The newborn mouse and rat models are extensively 
used as experimental models for hyperoxic brain injury in 
the literature. In this review, the terms "rodent" and "sub-
sublines to these two species" refer to the species of mouse 
and rat, respectively. For experimental models of 
hyperoxia, the developmental stage of the brain at birth in 
mouse and rat pups provides a substantial advantage in 
mimicking the preterm human brain.  

The formation of the neural tube, which is the first stage 
in the development of the central nervous system in all 
vertebrates, is where the spinal cord and brain emerge 
from the ectoderm. Compared to human gestation, which 
lasts 266–280 days, mouse and rat gestation lasts 20–21 
days. Neural tube formation occurs at 10-11th gestational 
days in rats and 9-9.5 th days in mice (DeSesso et al., 1999; 
Rice & Barone, 2000). When comparing the cerebral 
development of experimental animals and humans, it is 
important to take into account the timing of behaviors 
associated with growth that overlap with neurogenesis, 
synaptogenesis, gliogenesis, oligodendrocyte maturation, 
and developmentally regulated molecular and biochemical 
alterations. Rodents and humans both go through 
important stages of brain development in a roughly 
comparable order. Regional sensitivity and functional 
outcomes following brain lesions also clearly show 
similarities (Semple et al., 2013).  

Mammalian brain development is a dynamic process 

that includes structural and functional maturation 

processes. In brain development, many processes such as 

neuronal cell proliferation and differentiation, migration, 

glial cell proliferation, axonal and dendritic growth, 

synaptogenesis and myelination of axons occur 

sequentially or simultaneously (Stiles & Jernigan, 2010). On 

the developing rodent brain, hyperoxia stimulates cellular 

degeneration, causes hypomyelination, and results in long-

term cognitive damage. It also causes gene alterations 

linked to oxidative stress, inflammation, 

neurodegeneration, apoptosis, autophagy, and synaptic 

plasticity (Brehmer et al., 2012; Gerstner et al., 2008; 

Serdar et al., 2016). In recent studies, it has been associated 

with hyperactivity and coordination deficits and cognitive 
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deficits. The brain areas affected are the cortex, basal 

ganglia, hypothalamus, striatum, hippocampus, and white 

matter structures.  

Treatment of immature rats with high doses of oxygen 
from birth in the first five days of life results in a significant 
increase in apoptotic cells and a decrease in brain weight. 
Oxygen sensitivity varies depending on age. Resistance to 
the harmful effects of hyperoxia has been observed in 
rodents starting from postnatal PN14 (Felderhoff-Mueser 
et al., 2004). There are differences in oxygen exposure time 
and oxygen concentration practices in rodent neonatal 
hyperoxic brain injury model protocols. In studies reported 
in the literature, oxygen concentrations vary between 40%, 
70% and 95%, and the induction period varies between 2-7 
days. Since the first seven days after normal birth in 
rodents correspond to the immature lungs of premature 
babies in humans, hyperoxia administration should be 
completed during this period (Giusto et al. 2021). There is 
also gender dimension of oxygen exposure and ROS 
susceptibility. Aside from evident morphological and 
physiological variations between the male and female 
brain, recent evidence suggests sex dependant alterations 
in fundamental cellular and molecular process including 
apoptosis and cell death. Sexual dimorphism has also been 
shown in cytosolic and mitochondrial pathways. 
Differences in mitochondrial related pathways in male and 
female cells may explain the differing susceptibility to 
mitochondrial dysfunction following oxygen exposure, with 
female cells displaying stronger resilience to insults. 
Researchers should carefully evaluate and analyse their 
results with regards to the sex of the animals (Di Florio et 
al., 2020). 

A closed cabin system with an oxygen supplying intake 

is employed for rodent hyperoxia applications, where the 

oxygen content is continuously measured (Figure 1). The 

pups are placed in this cabin with their mothers in their 

own cages.   

 

 

 

 

 

 

Sodaline is used to keep the humidity that will occur 

during hyperoxia treatments below 80%, and the pellet 

feeds are changed once in 24 hours to prevent moisture 

(Kwak et al., 2006). 

 

 Figure 1. Mouse and Rat Neonatal Hyperoxia Cabinet 

 Şekil 1. Fare ve Sıçan Yenidoğan Hiperoksi Kabini 

 

Evaluation in Hyperoxic Brain Injury Models 

Following oxygen exposure, neonatal rodents suffer 
global damage to their developing brains. Because of this, 
it would be more suitable to conduct an early functional 
examination while taking the animal’s physical growth into 
account. Using motor development tests during the first 20 
days and behavioral and learning memory tests later on, in 
accordance with the maturation of the brain, may be a 
more accurate strategy (Eltokhi et al., 2020). In the rodent 
neonatal hyperoxia model, damage to the brain tissue 
occurs globally. For this reason, it would be more 
appropriate to carry out early functional evaluation by 
considering the physical development of the offspring. For 
the evaluation of the rodent hyperoxic brain injury model, 
it may be a more accurate approach to use motor 
developmental tests in the first twenty days and then 
behavioral and learning memory tests in accordance with 
brain maturation in the following period (Figure 2) (Eltokhi 
et al., 2020). 
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Figure 2. Functional Evaluation of Brain Damage Caused by 
High Oxygen Exposure in Neonatal Rodents 

Şekil 2.Yenidoğan Kemirgenlerde Yüksek Oksijen 
Maruziyeti sonucu Oluşan Beyin Hasarını Fonksiyonel 
Değerlendirilmesi 

A- Evaluation of Physical Development 

The gestation period for mice and rats is 20–24 days, and 

they have multiple births per pregnancy. Newborn mice 

and rat pups typically weigh between 1-5 g. Mouse and rat 

pups are born toothless, hairless, and with their eyes and 

ears closed. Their movement abilities are limited. Maternal 

care in mice and rats includes nest preparation, cleaning 

the young and frequent breastfeeding sessions. In addition 

to breastfeeding, licking and cleaning the baby by the 

mother is a crucial part of the maternal care, which is 

considered as an immature form of parental care in 

humans. This maternal care affects physical development, 

growth and brain development in the offsprings (Cameron 

et al., 2008). There are 5–6 pairs of nipples in mice and rats, 

and they are located anatomically in the thoraco-inguinal 

region. Pups suckle 50–80 times daily and remain attached 

to the udder for a total of 18 hours each day (Heyser, 2003). 

In the newborn period, the hormonal and 

thermoregulatory balances of the offspring are mainly 

provided by the mother (Champagne, 2009). The time of 

the anterior teeth's eruption, the separation of the auricle 

from the scalp, and the opening of the eyes should all be 

monitored as part of a newborn rodent's physical 

development. Figure 3 shows the postnatal (PN) physical 

development, motor reflex development, and behavioral 

assessments of mice and rat pups.  Although the 

procedures for testing behavioral and learning abilities as 

well as the development of motor reflexes in mice and rats 

are comparable, the dimensions of the test platforms 

utilized vary due to the different body sizes. The 

dimensions of the mouse platforms are therefore less than 

those of the rat platforms. 

 

Figure 3. Evaluation of neonatal hyperoxic brain İnjury 
over time in rodents. (PN: Post Natal) 

Şekil 3. Kemirgenlerde neonatal hiperoksik beyin 

hasarının zaman içinde değerlendirilmesi. (PN: Doğum 

Sonrası) 

B. Developmental Motor Assessment Tests 

Higher cortical networks that go through neuronal 
migration, myelination, and synaptogenesis as the brain 
matures are necessary for the development of motor skills 
and neurodevelopmental reflexes. Damage to the central 
nervous system impairs brain development and causes 
aberrant cortical connections, lack of function, and 
myelination, which delay or prevent neurodevelopmental 
reflexes. (Farber et al., 1985; Zafeiriou, 2004). Therefore, 
reflex delays in experimental models of 
neurodevelopmental disorders should be carefully 
assessed.  Because cortical development happens after 
birth and rodent pups' brains are not yet developed enough 
to handle sophisticated motor, sensory, and cognitive tasks 
when they are born, functional evaluation in the neonatal 
rodent brain injury model is meaningless. In newborn rat 
pups, PN1 corresponds to a stage of brain development 
comparable to that of a preterm human infant aged 23–28 
weeks. However, it has been suggested that mouse and rat 
pups, at PN 7–10, have brain maturation similar to that of 
term human newborns (Clancy et al., 2007; Dobbing & 
Sands, 1973, 1979; Semple et al., 2013). This correlation 
was defined according to anatomical and histological 
analyzes as well as electroencephalography(EEG) findings 
(Dean et al., 2011; Tucker et al., 2009). Pre-
oligodendrocytes are the predominant cells in the fetal 
brain, developing between 23-32 weeks in humans, and 
this maturation stage corresponds to PN 1-3 in rodents 
(Back et al., 2001, 2007; Dean et al., 2011; Semple et al., 
2013). In rats, myelination begins in utero life and the level 
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of myelination at PN10 is similar to that of human term 
infants (Tucker et al.). According to EEG data, PN1 in rats is 
equivalent to 23 weeks of gestation in humans, while PN7–
10 is equivalent to 30-32 weeks. These factors make 
neonatal reflex tests on newborn rat pups suitable for 
evaluating brain development, ontogeny, and injury 
(Tucker et al., 2009). 

Developmental motor tests in rodents were described 
for the first time in the literature by WM Fox and A. Lubics 
(Fox, 1965; Lubics et al., 2005). Newborn motor 
development tests are ambulation, hindlimb foot angle, 
stance correction, negative geotaxis, anterior and posterior 
limb suspension, grasp reflex, four-limb grip strength, and 
cliff avoidance tests. These tests are used to monitor the 
motor development of mouse and rat pups through PN2-
14 (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). These tests,      
which are used in the evaluation of neonatal brain damage, 
can also be used in the evaluation of functional deficiency 
in brain regions that are responsible for learning-memory-
motor-sensory functions such as the hippocampus, 
amygdala, and cortex (sensory-motor) affected by 
hyperoxia. The motor reflex development times of mouse 
and rat pups are given in Figure 4. 

 

Figure 4. Time periods for the evaluation of neonatal 
motor function in mice and rats 

Şekil 4. Fare ve Sıçan Yenidoğan Yavrularında Motor 
Fonksiyonunun Değerlendirilme Zamanları 

1. Ambulation Test: In rodent pups with closed eyes, 
ambulation is the first form of locomotion that emerges. 
Since hyperoxia causes brain hypomyelination and cell 
death, its effect on crawling can be tested. Rodent pups 
start to crawl between PN 0-5 and walk between PN 5-10. 
Since there is no learning potential, this test can be 
repeated as needed throughout the experiment. During 
the test, the pup is placed in an open space where it can be 
seen from the sides and from above, and is motivated by 
gently touching the tail (Figure 5). Ambulation of puppies is 
scored for three minutes. In terms of scoring, 0 
corresponds to no movement, 1 to asymmetrical limb 
ambulation, 2 to slow symmetrical ambulation, 3 to fast 
ambulation/walking (Balasubramaniam et al., 2005; 
Williams & Scott, 1954).  

 

Figure 5. Ambulation 

Şekil 5. Ambulasyon 

 

2. Hind Leg Foot Angle Test: Placing the hind legs properly 
on the ground is important for walking function in newborn 
rodents. With this test, gait abnormalities are tested. As 
pups transition from crawling to walking, there is a marked 
developmental change in hind leg posture (Figure 6). In 
normal development, the hind legs are positioned under 
the body and the angle between the hind legs is less. 
Although the hind leg foot angle changes over time, mouse 
pups of the same age with different injuries or diseases can 
be compared. This test has no learning potential, so it can 
be repeated as needed throughout the experiment. Test 
duration is two minutes. Three to five measurements are 
made and the average angle is calculated for each pup 
tested (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). 

 
 

Figure 6. Hind leg angle test 

Şekil 6. Arka ayak açısı testi 
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3. Surface Righting: Being able to stand up straight after 
turning from the supine posture and moving into the 
standard stance position is a crucial skill in the motor 
development of a pup. The righting reflex normally appears 
in rodents between PN1 and 10.  It begins to form about 
PN5. Since this test is a reflex, there is no learning 
component and can be repeated throughout the 
experiment. Pups are placed on their backs on a cotton 
cloth and held in this position for five seconds (Figure 7). 
The time from pup release to emergence is recorded. A 
total of one minute is given for each trial. A total of three 
repetitions can be made. 

 

Figure 7. Surface righting 

Şekil 7. Yüzey düzeltme 

4.Negative Geotaxis Test: In newborn rodents, vestibular 
functions allow movement on an inclined surface in the 
opposite direction of the slope against gravity. When 
puppies are placed upside down, they turn up thanks to 
their vestibular tips. This test, which evaluates motor 
coordination, can be done between PN3-15 (Figure 8). 
During practice, the pup is placed head down on a 45-
degree incline and held for five seconds and then released. 
The elapsed time is recorded when the pup faces upwards. 
Total test time is two minutes. A total of three trials are 
repeated. Mice that fall off a slope or fail to turn may be 
retested, eliminated or given a zero score (Heyser, 2003). 

 

Figure 8. Negative geotaxis 

Şekil 8. Negatif geotaxis 

5. Front Limb Suspension: Front legs in newborn rodents 

are important in terms of functions such as grasping, 

holding and shredding. Testing foreleg strength, including 

arm and paw strength, this test is not recommended for 

puppies smaller than PN10 (Corti et al., 2008; Grondard et 

al., 2005). Puppies are allowed to hold a wire stretched to 

a fixed object and hook it with both front paws (Figure 9). 

There is no learning and negative reinforcement in this test, 

which allows to detect right/left paw strength differences. 

It can be repeated three times in total. 

 

Figure 9. Front Limb Suspension 

Şekil 9. Ön uzuv süspansiyonu 

6. Hindlimb Suspension: In newborn rodents, hind legs 
constitute the main thrust of the movement and are the 
main factor for walking. This test, which determines hind 
leg strength, is especially designed for newborns. This test, 
which can be applied between PN2-12, can detect right/left 
hind leg strength differences as well as neuromuscular 
function. For this test, a standard cylindrical tube with a 
volume of 50 ml filled with cotton is used. Similar to the 
front leg suspension test, this test can be learned, 
especially since there is no negative result from a fall 
(Figure 10). Therefore, increased non-joining, as seen with 
litters that drop as soon as they are released, or non-
adherence when placed at the rim of the tube can be 
noted. The cub is released, the hind leg posture is observed, 
and the pup's posture is scored. The test is repeated three 
times (El-Khodor et al. 2008). 

 

Figure 10. Rear leg Suspension 

Şekil 10. Arka bacak süspansiyonu 

7. Grip Strength: It is a test for grasping the front and hind 
legs together and carrying the weight of the whole body in 
newborn rodents and examines the strength of all four 
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paws at the same time (Figure 11). For the test, 16x18 cm 
fiberglass mesh is used. For a rodent to grasp a horizontal 
screen, it is made between PN5–15. The test starts from the 
standard horizontal position and first changes to 45°, 90° 
and 180° degrees. The pup is allowed to adapt to this 
environment for about five seconds. The wire platform is 
slowly turned to 180 degrees. The approximate angle of the 
screen is recorded when the pup falls. It is repeated for a 
total of three trials and the average of the trials is taken 
(Corti et al., 2008; Fox, 1965; Heyser, 2003; Venerosi et al., 
2009). 

 

Figure 11. Grip Strength 

Şekil 11. Kavrama gücü 

8. Grasping Reflex: The front and hind claws of newborn 
rodents are tested one by one for grasping, holding, 
climbing and holding functions. The grasping reflex is 
usually performed between PN3-15, on the 7th day after 
birth on average (Figure 12). Each paw is tested 
individually. Since it is a reflex, this test can be repeated 
until the reflex appears. He is not inclined to learn. Each 
paw is tested separately. The presence or absence of 
coupling is recorded. 1 point is awarded for each paw 
grasped by the pup (Heyser, 2003). 

 

Figure 12. Grasping Reflex 

Şekil 12. Kavrama refleksi 

9. Cliff Aversion: It is an important test that develops in 

newborn rodents while their eyes are closed (Figure 13). It 

can be used to test pups between PN1-14. The pup is 

placed on the flat raised ledge with the front paw and nose 

pointing out of the cliff. The pup is expected to move away 

from the cliff and remove its paws and nose from the edge. 

The test is repeated for a total of three trials and is 

terminated if no response is received after a total of 30 

seconds (Hill et al. 2008). 

 

Figure 13. Cliff aversion test 

Şekil 13. Uçurumdan kaçınma testi 

C- Rodent Behavior Tests 

Behavior can be defined as the whole of the organism's 
responses to stimuli. In humans, great changes and 
maturation in synaptic connections and neural networks 
are observed in parallel with physical development from 
infancy to adolescence. The 20-day period of rodents 
provides a rapid brain maturation as well as their physical 
development. This brain development provides the 
opportunity to measure and evaluate innate and acquired 
behaviors. Although the timing of these behavioral and 
learning-memory assessment tests varies, the approximate 
assessment time is given starting from the twentieth day 
after birth (Figure 14). Considering the brain regions 
affected by hyperoxic brain damage, behavioral, learning 
and memory tests can be preferred. The age of the animals 
should also be considered in test preferences. 

 

Figure 14. Earliest times to perform learning behavior tests 
in rodents  

Şekil 14. Kemirgenlerde Öğrenme Davranış Testlerin En 
Erken Yapılma Zamanları  

1. Innate Behaviors: Innate behavior tests are a measure 
the functional integrity of the hippocampus and assess 
actions such as eating, drinking, and self-care in rodents. 
The nesting test, instinctively evaluates the nesting 
behavior of the animal, can be done at PN35-40 days during 
adolescence. Likewise burrowing which is an innately 
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important behavior and can be evaluated at PN30-40 days 
(Eltokhi et al. 2020). 

2. Open field test: It is one of the most widely used tests to 
evaluate behavior. This brief and simple test yields 
information on the animal's behavior as well as information 
on its general locomotion and level of depression. 
(Seibenhener & Wooten, 2015). The foundation of the test 
is based on the contradiction of exploring the test space 
and avoiding the open space. Open field testing can be 
evaluated from the fourth week after birth (Eltokhi et al. 
2020). 

3. Elevated plus maze test: The elevated plus maze consists 
of four arms. Two of the arms are open and the other two 
are closed. Animals are placed on the middle platform of 
the maze facing the open arm. The total number of entries 
into the open and closed arms and the total time spent in 
each arm type are measured. This test can be done at nine 
weeks after birth (Eltokhi et al. 2020; Hager & Dringenberg, 
2010). 

4. The forced swim test: This test is one of the most 
commonly utilized tests to study depression-like behavior 
in rodents. This test can be done from 6-8 weeks after birth. 
It is based on the assumption that when animals are placed 
in a bowl of water, they will first try to escape, but will 
eventually display inactivity as a measure of behavioral 
despair (Eltokhi et al. 2020).  

5. Evoked Behavior Test: Fear conditioning is tests in which 
animals learn to associate with stimuli that they do not 
hear, such as a sound stimulus, electric shock (conditioned 
stimulus). This test can be done from 7-8 weeks after 
birth.It has been found that the hippocampus is involved in 
learning and memory in fear conditioning (Rogan et al. 
1997)  and the amygdala in sensory fear conditioning is 
involved in learning (Hager & Dringenberg, 2010; Wiltgen 
et al. 2006).  

6. Passive Avoidance Test: Passive avoidance is a fear-
guided test used to evaluate negative reinforcement-based 
long-term memory in laboratory animals (rat, mice). This 
test can be done from 7-8 weeks after birth. (Eltokhi et al. 
2020).  

7. Social Interaction Behavior Test: Social interaction 
testing can be done at 6-8 weeks after birth. It is done as 
described by Bandstra et al for social interaction testing. 
The social interaction test is a learning and memory test 
that evaluates the social interaction between pairs in 

normal room lighting designed in accordance with mouse 
and rat sizes. Each rat can be randomly assigned to partners 
with animals from different groups. Each pair stays in the 
arena for 10 minutes. In a couple's social interaction, 
sniffing and grooming, crawling under or over the partner, 
chasing, climbing and crawling are recorded (Bandstra et al. 
2010). 

8. Cognitive Function and Memory Test: Different tests are 
performed to measure learning ability and memory 
function during brain maturation period in rodents. For this 
purpose, evaluation is made with Morris water maze, T and 
Y maze, puzzle test and object recognition tests. Since 
learning and memory tests are related to brain 
development and maturation, it is more suitable to be done 
at 6-8 weeks. 

9. Morris Water Maze: This test is another common test in 
small rodents. In this test, water acts as a motivator and 
stimulant for quick search in animals. A useful aspect of 
many memory tests is that they can be spread out over 
days or even weeks. This test facilitates comparison of pre- 
and post-treatment results (Lueptow, 2017).  

10. T-maze and Radial Arm Labyrinths Test: This test is 
based on encouraging a space to learn and remember its 
layout with a reward (food pellet). The animal needs to find 
the handle with the food pellet and remember it in the next 
attempt. In memory deficiency, it cannot remember and 
results in the test animal always entering the wrong arm 
(Lueptow, 2017).  

11. Y Maze Innovation Preference test (NPT) : The Y maze 
can be used to assess short-term memory. It is a behavioral 
test used to measure rodents' willingness to explore new 
environments. Many parts of the brain are involved in this 
task, including the hippocampus, septum, basal forebrain, 
and prefrontal cortex.  

12. Object Recognition Test: It is a test that works on the 

basis of rodents' curiosity about new objects. The animal 

will investigate and engage with an object when it sees it 

for the first time. But if the same thing is shown later, it 

won't arouse the same attention. The greater the test's 

success can be interpreted, the more the subjects are 

drawn to the novel thing and less to the familiar object. The 

test is simple and can be completed in three days. It can be 

shortened to study short-term memory or extended to 

investigate long-term memory (Rogan et al. 1997). 
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Conclusion 

In conclusion, in order to further our understanding of the 
mechanisms underlying the effects of supplemental oxygen 
on developing brains, experimental models offer significant 
information. Translational researchers can benefit from 
using the best evaluation methods to increase their 
knowledge of the subject. As the discipline of translational 
neonatology develops, extensive and standardized tests for 
the evaluation of newborn experimental motor function in 
mouse models are needed. These studies can measure the 
effectiveness of treatments and corroborate experimental 
patterns of brain disease or injury in rodents. This study 
seeks to provide light on the behavioral and learning tests 
that were used by researchers to evaluate the effects of 
supplementary oxygen on developing brain. When 
studying neonatal hyperoxic brain injury, it is important to 
adopt an animal model that is appropriate for the brain's 
developmental processes and more accurately represents 
human brain damage. Additionally, it is important to 
choose the right assesment test and apply it at the 
appropriate time. The use of motor development, 
behavior, and memory tests in the functional assessment 
of the impacted brain regions is crucial. Motor 
development, behavior, and memory tests should be 
evaluated in connection to cellular and molecular changes 
in mouse models of hyperoxic brain injury. 
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Ratlarda Yanık Sonrası Seryum Nitrat ve Plateletten Zengin Plazma 
Tedavilerinin Akciğer Dokusu Üzerine Etkilerinin Histopatolojik ve 
İmmünohistokimyasal Yöntemlerle Araştırılması  

 Investigation of the Effects of Cerium Nitrate and Platelet-Rich Plasma Treatments 
on Lung Tissue Following Burn Injury in Rats Using Histopathological and 
Immunohistochemical Methods 
 
ÖZ 
Yanık, günümüzde en yaygın görülen fiziksel travmaların başında gelmektedir. Yanık ilk bakışta deride 
oluşan bir hasar olarak görülse de aslında vücudun genelinden oluşturmuş olduğu sistemik yangısal 
reaksiyonlar sonucunda birçok doku ve organı etkileyebilmektedir. Bunların başında ise kan dolaşımı 
yönünden zengin olan akciğer dokusu yer almaktadır. Yanık yarası tedavisinde birçok doğal bileşen 
çalışmalarda kullanılmıştır. Antiinflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik etkinlikleri bilinen Seryum 
Nitrat (SN) ve Plateletten Zengin Plazma (PZP) bu doğal maddeler arasında yer almaktadır. Bu doğal 
maddeler her ne kadar yanık tedavisinde kullanılsa da yanık sonrası akciğer dokularında nasıl bir etki 
ettiği net bir şekilde bilinmemektedir. Bu sebeple, deride oluşturulan termal yanık sonrasında akciğer 
dokusunda meydana gelen hasara karşı SN ve PZP’ nin koruyucu etkinlikleri bu çalışmada araştırıldı. 
Ratlarda deride çalışmanın ilk gününde termal yanık hasarı oluşturuldu. SN grubunda yanık sonrası 0.04 
molar Seryum Nitrat banyo solüsyonunda ratlar 30 dakika boyunca bekletildi. PZP grubunda ise ratların 
yara bölgelerine 0.1 ml’lik PZP deri altı enjekte edildi. Çalışmanın 21. gününün sonunda ratlar genel 
anestezi altında sakrifiye edildi ve akciğer dokuları alındı. Akciğer dokularında yanık sonrasında 
histopatolojik olarak; interalveoler bölgelerde kanama ile mononükleer hücre infiltrasyonları ve buna 
bağlı olarak kalınlaşma gözlendi. Bronşiollerin etrafında mononükleer hücre infiltrasyonları görüldü. 
İmmünohistokimyasal incelemelerde; yanık sonrası akciğer dokularında şiddetli Tnf-α ve 8-OHdG 
ekspresyonları gözlendi. SN ve PZP uygulanan gruplarda ise yanık sonrası oluşan histopatolojik ve 
immünohistokimyasal bulguların normal değerlere yaklaştığı tespit edildi. Sonuç olarak; yanık sonrası 
akciğer dokusunda oluşan hasarlara karşı SN ve PZP’ nin koruyucu etkinliği olduğu ortaya konuldu. 
 
Anahtar Kelimeler: Akciğer, inflamasyon, plateletten zengin plazma, seryum nitrat, yanık.  

 ABSTRACT 
Burn injuries are among the most common physical traumas seen today. Although burns initially appear as 
damage to the skin, they can actually affect various tissues and organs due to the systemic inflammatory 
reactions they trigger. One of the primary organs that are rich in blood circulation is the lung tissue. Several 
natural compounds have been studied for burn wound treatment, among which cerium nitrate (CN) and 
Platelet-Rich Plasma (PRP) are known for their anti-inflammatory, antioxidant, and antiapoptotic properties. 
Despite their use in burn treatment, their specific effects on lung tissue following burns remain unclear. 
Therefore, this study aimed to investigate the protective effects of CN and PRP against damage in lung tissue 
following thermal burns on the skin. In this study, thermal burn injuries were induced on the skin of rats. In 
the CN group, rats were exposed to a 0.04 M (molar) cerium nitrate bath solution for 30 minutes after the 
burn. In the PRP group, 0.1 ml of PRP was subcutaneously injected into the wound areas of the rats. On the 
21st day of the study, rats were sacrificed under general anesthesia, and lung tissues were collected. 
Histopathological analysis of lung tissues after burns revealed bleeding and mononuclear cell infiltrations in 
the interalveolar regions, leading to thickening. Mononuclear cell infiltrations were also observed around the 
bronchioles. Immunohistochemical examinations showed severe expressions of Tnf-α and 8-OHdG in lung 
tissues after burns. However, in the groups treated with CN and PRP, the histopathological and 
immunohistochemical findings approached normal values after burn injury. In conclusion, CN and PRP 
demonstrated protective effects against damage in lung tissue following burn injury. 
 

Keywords: Burn, cerium nitrate, inflammation, lung, platelet-rich plasma. 
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Giriş 

Yanık; sıcak veya yakıcı bir madde ile temasa bağlı olarak 
ortaya çıkan, günümüzde de insanlarda en yaygın görülen 
travma şeklidir. Isı, radyasyon, kimyasal maddeler ve 
elektrik gibi bazı maddeler dokunun dayanabileceğinden 
daha fazla uygulandığında yanıkların oluşmasına neden 
olurlar. Yanık sonrası dokuda oluşan en önemli 
komplikasyon ise koagulasyon nekrozlarıdır (Şengezer ve 
ark. 1995; Jeschke ve ark., 2020; Bazzi ve ark., 2022). 

Yanık sonrası oluşan hasarın derecesi yanığa sebep olan 
maddeye maruz kalma süresi, miktarı, travmanın 
lokalizasyonu gibi sebeplere bağlıdır. Buna bağlı olarak 
yanık vücutta lokal bir etki gösterebileceği gibi sistemik 
reaksiyonlara da sebep olabilmektedir. Bu reaksiyonların 
en önemlisi de yangısal reaksiyonlardır. Vücutta meydana 
gelen sistemik yangısal reaksiyonlara (SIRS) bağlı olarak 
solunum sistemi başta olmak üzere birçok sistem 
etkilenmektedir. Bu tablonun asıl sebebi ise SIRS ile beraber 
ortaya çıkan oksidatif strestir. Oksidatif stres, hücrelerde 
hücre zarı hasarı oluşturmasının yanı sıra hücre DNA' sında 
da kalıcı hasarlara neden olmaktadır (Şengezer ve 
ark.,1995; Baskaran ve ark., 2000; Hassan ve ark., 2021). 

Akciğer dokusu yaygın dolaşım ağına sahip olduğundan 
dolayı yanık sonrası en çok etkilenen organların başında 
gelmektedir. Yanık sonrası akut akciğer hasarı ve 
devamında da solunum problemlerinin meydana geldiği 
bilinmektedir. Yine; hipoksemi, pulmoner ödem, solunum 
yetmezliği gibi klinik tablolarla da karşılaşılabilmektedir. 
Akciğer dokusunda meydana gelen bu durumun sebebinin 
ise vücutta meydana gelen sistemik yangısal reaksiyonlara 
bağlı olduğu savunulmaktadır. Ancak bu tablonun 
patogenezi tam olarak aydınlatılamamıştır. Son yapılan 
çalışmalarda ise bu tabloda daha çok yanık sonrası ortaya 
çıkan tümör nekroz faktörü (TNF)-α, interlökin (IL)-1β, IL-6, 
ve IL-8 gibi lokal ve sistemik yangısal mediatörlerin rol 
oynadığı ortaya konulmuştur (Pruitt ve ark., 1975; Hatherill 
ve ark., 1986; Oldham ve ark., 1988). Ayrıca vücutta yanık 
sonrası meydana gelen oksidatif stresin de akciğer 
dokularında hasarlara neden olduğu bilinmektedir (Cai ve 
ark., 2022; Şahin ve ark., 2023).  

Yanık yaralarının tedavisi eskilerden beri birçok 
çalışmaya konu olmuştur. Bu tedavilerde kullanılan ilaçların 
ise antioksidatif, antiinflamatuvar ve antitrombotik 
etkinlikleri olmasına dikkat edilmiştir. Son zamanlarda bu 
ilaçlara ek olarak kök hücre tedavisi de yaygın olarak 
kullanılmaya başlanmıştır (Deniz ve ark., 2013; Kayapınar 
ve ark., 2015; Ozturk ve ark., 2015; Jeschke ve ark., 2019). 

Seryum nitrat (SN) ve Plateletten Zengin Plazma (PZP) 
son yıllarda yanık tedavisinde yaygın olarak kullanılmaya 
başlanmıştır. Yapılan çalışmalarda doğada eser miktarda 
bulunan SN’ nin yanık sonrası vücutta meydana gelen 
immunsupresif etkiyi ortadan kaldırdığı (Sheidegger ve ark., 
1992), ayrıca yanığa bağlı olarak meydana gelen sistemik 
yangısal reaksiyonu baskılayarak yanığın olumsuz etkisini 
vücuttan uzaklaştırdığı bildirilmiştir (Deveci ve ark., 2000; 
Eski ve ark., 2012). Kanın santrifüj edilmesi ile elde edilen 
platelet ile zenginleştirilen plazma sıvısından oluşturulan 
PZP’nin (Xie ve ark., 2014), vücutta büyüme hormonları ile 
antiinflamatuvar sitokinlerin salınmasında rol alarak yara 
iyileşme sürecini hızlandırdığı ortaya konulmuştur. Ayrıca 
son yıllarda PZP cerrahi (Xie ve ark., 2014) ve dermatoloji 
gibi bilimlerde de birçok farklı tedavi yönteminde tedavi 
amacıyla yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır 
(Grambart ve ark., 2015). Son zamanlarda PZP’ nin ayrıca 
yanık sonrası oluşan reaksiyonlara karşı da tedavide ciddi 
etkisi olduğu bildirilmiştir (Venter ve ark., 2016). Bu çalışma 
ile SN ile PZP’ nin yanık sonrasında vücutta oluşan sistemik 
yangısal reaksiyonlar ve oksidatif stresin sebep olduğu 
akciğer hasarına karşı tedavi edici etkisinin farklı metotlar 
ile araştırılması amaçlanmıştır. 

Yöntemler 

Deney Hayvanları 

Çalışmada kullanılacak hayvan materyali, Atatürk 
Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araştırma Merkezi 
(ATADEM)’den elde edildi ve çalışmada deneysel süreç ilgili 
birimde gerçekleştirildi. Çalışmada 250-300 gr ağırlığında, 
12 haftalık, 80 adet Sprague Dawley cinsi, erkek rat 
kullanıldı. Deneysel süreç başlamadan ratlar 7 gün boyunca 
oda sıcaklığında (25oC), uygun koşullarda, sadece yem ve su 
verilerek ortama adapte edildi. Deneyde kullanılan 80 adet 
rattan rastgele 20’şerli 4 grup oluşturuldu. Bu çalışma 
Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni 
(2017/74) alınarak gerçekleştirildi. 

Yanık Modelinin Oluşturulması 

Çalışmada hayvanlara yanık tarak modeli (Comb Model) 

uygulanarak deride termal hasar oluşturulmuştur. Bu 

uygulama 1x2 cm boyutlarında, 4 adet dizi ve 0.5x1 cm’ lik 

boşluklardan oluşacak olan pirinçten üretilmiş özel yanık 

tarağı 100°C kaynayan suda 5 dakika bekletildikten sonra 

ratların sırt bölgesine 20 saniye süreyle basınç yapmadan 

simetrik olarak gerçekleştirilmiştir. 
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PZP’ nin Hazırlanması 

Yanık oluşturulmayan kontrol grubundan elde edilen 1 
ml kan numunesi 0.5 cc sodyum sitrat içeren tüplere 
alınarak iki aşamalı olarak santrifüj edildi. İlk olarak 1700 
devir/dk, 15 dakika olacak şekilde gerçekleştirilen santrifüj 
işleminde kanın kırmızı küre ve plazma fraksiyonu ayrıldı, 
daha sonra aynı örnekler 3000 devir/dk, 5 dakika santrifuje 
edilerek plateletten fakir plazma kısmı ayrıldı ve PZP elde 
edildi. 

Deney Grupları 

Kontrol: Ratlar serum fizyolojik ile dolu olan havuzda 30 
dakika bekletildi. 

Sham Grubu: İlk gün deride dermal hasar 
oluşturulduktan sonra ratlar %0.9’luk serum fizyolojik 
solüsyonu içerisinde 30 dakika bekletildi. 

Seryum Nitrat (SN) Grubu: Ratlar 0.04 M (molar) 
Seryum Nitrat banyo solüsyonuna bırakıldı ve 30 dakika 
boyunca solüsyon içerisinde bekletildi. 

Plateletten Zengin Plazma (PZP) Grubu: Termal hasar 
oluşturulan ratlara hazırlanan 0.1 ml’lik PZP yara bölgesine 
intradermal olarak enjekte edildi. 

Doku Örneklerinin Alınması 

Yanık oluşumunda 21 gün sonra her gruptan rastgele 
seçilen 20 adet rat genel anesteziye (Ksilazin+Ketamin) 
alınarak sakrifiye edildi. Histopatolojik ve 
immunohistokimyasal incelemeler için akciğer doku 
örnekleri alındı.  

Histopatolojik İncelemeler 

Elde edilen akciğer dokusu örnekleri %10’luk tamponlu 
formaldehit ile tespit edildi. Dokular rutin doku takibi 
prosedürünün ardından bloklandı ve bloklardan 4 μm 
kalınlığında kesitler alındı. Hazırlanan preparatlar 
Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandı ve ışık mikroskobunda 
incelendi (Olympus BX51, JAPONYA). Kesitler histopatolojik 
bulgularına göre yok (-), hafif (+), orta (++) ve şiddetli (+++) 
olarak değerlendirildi (Terim Kapakin ve ark., 2013; 
Iskender ve ark., 2023).  

İmmunohistokimyasal İncelemeler 

İmmunohistokimyasal boyama prosedüründe primer 
antikor olarak (TNF-α kat no: sulandırma oranı:1/200 US, 8-
OHdG: sc-66036 kat no: sulandırma oranı:1/200 US) 

kullanıldı ve antikorlar kullanım prosedürüne uygun olarak 
inkübe edildi. Kromojen olarak HRP/DAB (3, 3-
diaminobenzidine) kromojeni, zemin boyaması için Mayer’s 
hematoksilen solüsyonu kullanıldı. Boyama prosedürünün 
ardından ışık mikroskobu (Olympus BX51 JAPONYA) ile 
incelenen kesitler immunpozitifliklerine göre yok (-), hafif 
(+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak değerlendirildi 
(Dokumacioğlu ve ark., 2021). 

İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz için Graphpad prism programı 
kullanıldı ve p<0.05 anlamlı kabul edilerek veriler 
değerlendirildi. Gruplar arası karşılaştırılmada Duncan testi 
kullanıldı. Grup etkileşiminin saptanmasında non 
parametrik Kruskal-Wallis testi, gruplar arasındaki 
farklılıkları belirlenmesi için Mann Whitney U testi 
kullanıldı. 

Bulgular 

Histopatolojik bulgular 

 Akciğer doku örnekleri histopatolojik olarak 
incelendiğinde, kontrol grubunun normal histolojik yapıda 
olduğu görüldü. Sham grubunda, interalveoler bölgede ve 
bronşiollerin etrafında şiddetli mononükleer hücre 
infiltrasyonları tespit edildi. Akciğerlerde alveollerin 
lümeninde ve interalveoler bölgede şiddetli ödem tablosu 
saptandı. SN ve PZP gruplarında ise histopatolojik 
bulguların Sham grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 
(p<0.05) düzeyde azaldığı saptandı (Şekil 1). Histopatolojik 
bulgular ve istatistiksel analiz sonuçları Şekil 2’ de sunuldu. 

 

Şekil 1: Akciğer dokusu; Kontrol (a), Sham (b), SN (c) ve PZP 

(d). Akciğer dokusunda inflamasyon (yıldız), H&E, Bar: 

70µm. 

Figure 1: Lung tissue; Control (a), Sham (b), SN (c), and PZP 

(d). Inflammation in lung tissue (star), H&E, Bar: 70µm. 
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Şekil 2: Akciğer dokusunda histopatolojik bulgular ve 
istatistiksel analiz sonuçları (****= p<0.05; ns: anlamlı fark 
yok; n=20). 

Figure 2: Histopathological findings and statistical analysis 
results in lung tissue (****= p<0.05; ns: no significant 
difference; n=20). 

İmmünohistokimyasal bulgular 

 Akciğer dokularında yapılan immünohistokimyasal 
analizlerde, kontrol grubunda Tnf-α ve 8-OHdG 
ekpsresyonları negatif olarak değerlendirildi. Sham 
grubunda yangı hücrelerinde intrasitoplazmik Tnf-α, bronş 
ve bronşiol epitel hücrelerinde intasitoplazmik 8-OHdG 
ekspresyonları saptandı. SN ve PZP gruplarında ise hafif 
düzeyde Tnf-α ve 8-OHdG ekpsresyonları gözlendi. Sham 
grubuna kıyasla ekspresyonların istatistiksel olarak anlamlı 
(p<0.05) düzeyde azaldığı saptandı (Şekil 3 ve 4). 
Histopatolojik bulgular ve istatistiksel analiz sonuçları Şekil 
5’ te sunuldu. 

 

Şekil 3: Akciğer dokusu; Kontrol (a), Sham (b), SN (c) ve PZP 

(d). Akciğer dokusunda yangı hücrelerinde Tnf-α 

ekspresyonları (ok başları), IHC-P, Bar: 70µm. 

Figure 3: Lung tissue; Control (a), Sham (b), SN (c), and PZP 

(d). Expressions of Tnf-α in inflammatory cells in lung tissue 

(arrowheads), IHC-P, Bar: 70µm. 

 

Şekil 4: Akciğer dokusu; Kontrol (a), Sham (b), SN (c) ve PZP 
(d). Akciğer dokusunda 8-OHdG ekspresyonları (ok başları), 
IHC-P, Bar: 70µm. 

Figure 4: Lung tissue; Control (a), Sham (b), SN (c), and PZP 
(d). Expressions of 8-OHdG in lung tissue (arrowheads), 
IHC-P, Bar: 70µm. 

 

Şekil 5: Akciğer dokusunda immünohistokimyasal bulgular 
ve istatistiksel analiz sonuçları (****= p<0.05; ns: anlamlı 
fark yok; n=20). 

Figure 5: Immunohistochemical findings and statistical 
analysis results in lung tissue (****= p<0.05; ns: no 
significant difference; n=20). 

Tartışma 

Yanık, aktif yaşamda en sık karşılaşılan travma 
şekillerinden birisidir. Yanığa ısı, elektrik, kimyasal 
maddeler gibi birçok değişik faktör sebep olabilmektedir. 
Yanık genellikle deri dokusunu etkileyen bir travmadır. 
Ancak vücutta oluşturmuş olduğu sistemik yangısal 
reaksiyonlara bağlı olarak solunum sistemi başta olmak 
üzere birçok sistemi olumsuz etkilediği bilinmektedir 
(Gärtner ve ark., 2001; Church ve ark., 2006; Robertson ve 
ark., 2006).  
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Yanık sonrası dolaşım yönünden oldukça zengin bir doku 
olan akciğer üzerinde yapılan çalışmalarda histopatolojik 
olarak, intraalveolar ve intersitisyel dokuda meydana gelen 
konjesyon ve kanamanın yaygın olduğu bildirilmiştir. 
Akciğerde yanık sonrası görülen en sık bulgu ise ödemdir. 
Akciğer ödeminin yanık sonrası oluşan protein 
dengesizliğine bağlı olduğu savunulmuştur (Rathod ve ark., 
2014). Yine akciğer dokusunda yanık oluşum sonrasında 
ortaya çıkan yangısal reaksiyonlara bağlı olarak, 
interalveoler bölgelerde ve bronşiollerin etrafında yangısal 
reaksiyonların meydana geldiği bildirilmiştir (AbuBakr ve 
ark., 2018). Sunulan bu çalışmada da yanık sonrasında 
akciğer dokularında şiddetli inflamasyon ve kanama ile 
yaygın ödem tablosu gözlenmiştir. SN (Sheidegger ve ark., 
1992; Deveci ve ark., 2000; Eski ve ark., 2012) ve PZP (Xie 
ve ark., 2014; Grambart ve ark., 2015) birçok yara 
tedavisinde kullanılmış ve yara iyileşmesinde olumlu 
sonuçlar alınmış antiinflamatuvar maddelerdir. Bu 
maddelerin her ne kadar yara iyileşmesine iyi geldiği bilinse 
de akciğer dokularındaki etkilerinin araştırıldığı bir 
çalışmaya rastlanılmamıştır. Yapılan bu çalışmada yanık 
sonrası akciğer dokusunda meydana gelen yangısal 
reaksiyonları ve ödem oluşumunu SN ve PZP’ nin önemli 
ölçüde azalttığı tespit edilmiştir. 

Yanığın hafif olduğu durumlarda yangısal reaksiyonlar 
genellikle lokal olarak oluşmasına rağmen, şiddetli 
olgularda bu reaksiyonların vücudun geneline yayıldığı 
bilinmektedir (Baskaran ve ark., 2000).  Bu duruma ise en 
çok akciğer dokularında rastlanılmaktadır. Akciğer dokuları 
yaygın damar ağına sahip olduğundan dolayı yanığa bağlı 
olarak ortaya çıkan yangısal reaksiyonlardan hızlı ve kolay 
etkilenmektedirler. Yapılan çalışmalarda da yanık sonrası 
oluşan yangısal reaksiyonlara bağlı olarak akciğer 
dokularında Tnf-α ekspresyonlarının şiddetli düzeyde 
arttığı bildirilmiştir (Clancy ve ark., 1997; Clancy ve ark., 
2000; Fang ve ark., 2011). Sunulan bu çalışmada da yanık 
sonrası akciğer dokularında yangı hücrelerinde şiddetli 
düzeyde Tnf-α ekspresyonlarına rastlanılmıştır. SN (Qian ve 
ark., 2020; Deldar ve ark., 2021)  ve PZP’ nin (Ameer ve ark., 
2018; Lana ve ark., 2019) antienflamatuvar etkinlikleri 
bildirilmesine rağmen, yanık oluşumu sonrasında 
etkinliklerinin araştırıldığı çalışma mevcut değildir. Yapılan 
bu çalışmada SN ve PZP’ nin yanık sonrası akciğer 
dokularında Tnf-α salınımını önemli ölçüde azalttığı 
saptanmıştır. 

Deride oluşan yanığa bağlı olarak meydana gelen termal 

hasar sonucu oluşan serbest radikaller birçok dokuda 

oksidatif stresi tetikleyerek hücrelerde DNA hasarlarına 

neden olduğu yapılan çalışmalarda bildirilmiştir (AbuBakr 

ve ark., 2018; Khan ve ark., 2020).  Yanık sonrası oksidatif 

strese bağlı olarak etkilenen organlardan birisi de akciğer 

dokularıdır. Yapılan bazı çalışmalarda yanık sonrası akciğer 

dokularında oksidatif strese bağlı olarak 8-OHdG 

ekspresyon seviyelerinin önemli ölçüde arttığı bildirilmiştir. 

(Sabeh ve ark., 1995; Csontos ve ark., 2012; Ma ve ark., 

2017). Antioksidan etkinliği kanıtlanmış olan SN ve PZP’ nin 

yanık sonrası akciğer dokularındaki antioksidan etkinliğinin 

araştırıldığı bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Yapılan bu 

çalışmada; yanık sonrası akciğer dokularında oluşan 

oksidatif DNA hasarına karşı koruyucu etkinliğinin olduğu 

tespit edilmiştir. 

Sonuç 

Sonuç olarak yanık sonrası akciğer dokusunda oluşan 

inflamasyon ve oksidatif DNA hasarına karşı SN ve PZP’ nin 

antiinflamatuvar ve antioksidan etki göstererek tedavi edici 

etkisi olduğu ortaya konulmuştur. 
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The Prevalence of Helicobacter spp. in Licensed 
Experimental Animal Facilities in Aegean Region, Turkey* 

 Ege Bölgesindeki Ruhsatlı Deney Hayvanı Tesislerinde 
Helicobacter spp. Prevalansı* 
ABSTRACT 
In this study, it was aimed to investigate the presence of Helicobacter spp. and H. hepaticus, H. bilis, H. 
muridarum, H. rodentium and H. typhlonius species in mice, rats and gerbils in the Aegean Region. 
Colon and stool samples were collected from a total of 200 animals, 10 mice, 10 rats and 10 gerbils, 
from separate cages randomly selected between the ages of 15- 22 weeks from each of the 11 licensed 
experimental animal facilities. From the DNA obtained, Helicobacter spp. 16S ribosomal RNA gene was 
determined by PCR method, and positive samples were determined by multiplex PCR. The prevalence 
of Helicobacter spp. in mice was 90.91 %. According to the species-based PCR results of the positive 
samples, the most common species was H. rodentium with a prevalence of 90.91 %. In the study in 
which H. bilis and H. muridarum species were not detected in any facility, it was determined that H. 
typhlonius was the second most common species with a prevalence rate of 72.73 %, followed by H. 
hepaticus with a prevalence of 27.27 %. The prevalence of Helicobacter spp. in rats was 87.5 %. 
According to the PCR results of the positive samples, the most common species was H. rodentium with 
a prevalence of 87.5 %. In the study where H. bilis, H. hepaticus and H. muridarum species were not 
detected in any facility, H. typhlonius was the second common species with a prevalence of 12.5 % in 
rats. On the other hand, only H. rodentium and H. typhlonius were detected in the colon samples taken 
from a single facility containing gerbils. It was determined that Helicobacter spp., which causes 
infections in experimental animals, especially subclinical, is quite common in the study area. It is 
recommended that the Experimental Animal facilities moniterize for this agent.  
Keywords: Gerbil, Helicobacter spp., mice, rat.  
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ÖZ 
Bu çalışmayla Ege Bölgesindeki fare, rat ve gerbillerde Helicobacter spp. ve H. hepaticus, H. bilis, H. 
muridarum, H. rodentium ve H. typhlonius türlerinin varlığının araştırılması amaçlanmıştır. Ruhsatlı 
11 adet deney hayvanı tesisinin her birinden 15-22 haftalık yaşlar arasından rastgele seçilen ayrı 
kafeslerden 10 adet fare, 10 adet rat ve 10 adet de gerbil olmak üzere toplam 200 hayvandan kolon 
ve dışkı örnekleri toplanmıştır. Elde edilen DNA’lardan Helicobacter spp.,16S ribozomal RNA geni 
kullanılarak PCR yöntemi ile pozitif örneklerin tür tayini ise multiplex PCR ile belirlenmiştir. 
Farelerde Helicobacter spp. prevalansı % 90.91 olarak gerçekleşmiştir. Pozitif örneklerin tür 
bazındaki PCR sonuçlarına göre en yaygın tür % 90.91 prevalansla H. rodentium olmuştur. H. bilis 
ve H. muridarum türlerinin hiçbir tesiste tespit edilmediği çalışmada H. typhlonius % 72.73 
prevalans oranıyla ikinci yaygın tür olurken onu % 27.27’lik prevalansla H. hepaticus’un takip ettiği 
tespit edilmiştir. Ratlarda Helicobacter spp. prevalansı % 87.5 olarak gerçekleşmiştir. Pozitif 
örneklerin PCR sonuçlarına göre en yaygın tür % 87.5 prevalansla H. rodentium olmuştur. H. bilis, 
H. hepaticus ve H. muridarum türlerinin hiçbir tesiste tespit edilmediği çalışmada H. typhlonius % 
12.5 prevalans oranıyla ikinci yaygın türdür. Gerbil bulunduran tek tesisten alınan kolon 
örneklerinde ise sadece H. rodentium ve H. typhlonius tespit edilmiştir. Çalışmaya konu olan 
bölgede, özellikle subklinik olmak üzere deney hayvanlarındaki enfeksiyonlara neden olan 
Helicobacter spp.'nin oldukça yaygın olduğu belirlenmiştir. Deney Hayvanı tesislerinin bu ajan 
yönünden takibinin yapılması önerilmektedir. 
 
Anahtar Kelimeler: Fare, Gerbil, Helicobacter spp., sıçan. 
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Introduction 

Environmental and genetic factors and their 
interactions with each other may affect the suitability of 
animals to be used for experimental purposes in research. 
Since the emergence of infectious agents in facilities that 
produce or use laboratory animals not only directly affects 
scientific research projects due to experimental variability, 
but also affects animal welfare, the need to take into 
account the microbiological quality of these facilities has 
arisen (Mähler et al., 2014). Ensuring the reproducibility of 
research, which is one of the scientific requirements, is a 
widely accepted approach that requires laboratory animals 
that are free from diseases and other conditions that could 
affect experimental results (Matos-Rodrigues et al., 2020). 
In this context, it is recommended that every institution 
establishes a laboratory animal 'Health Monitoring' 
program integrated into any quality assurance system 
(Mähler et al., 2014; Bracken et al., 2017). In routine 
screenings of the 'Health Monitoring' program 
recommended by the European Federation of Laboratory 
Animal Science Societies (FELASA); Helicobacter spp. is 
among the infectious agents recommended to be 
monitored every 3 months for laboratory animals (Mähler 
et al., 2014). 

Helicobacter-associated disease is not clinically 
observable in most immunocompetent rodents. However, 
when immunodeficient or transgenic mice with immune 
system abnormalities are infected experimentally or 
naturally, subclinical inflammation develops up to the 
morbidity stage (Whary and Fox, 2006). Although 
uncertainty in clinical presentation is limited to mono-
infected animals, infections with more than one species 
can produce pathological lesions. For example, it is 
emphasized that mixed infection with H. rodentium may 
potentiate disease caused by more pathogenic species such 
as H. hepaticus or H. bilis, with the assumption that H. 
rodentium may be an acceptable contaminant in most 
conventional mouse colonies (Myles et al., 2003). 

It is known that some enterohepatic strains of 

Helicobacter spp., which can cause clinical symptoms as 

well as a subclinical course in laboratory rodents, are 

associated with reduced reproductive performance, rectal 

prolapse, inflammatory bowel disease and typhlocolithis.  

H. hepaticus and H. bilis can also cause hepatitis and 

hepatocarcinoma in mice. These factors cause 

microbiological quality to negatively affect not only 

experimental quality but also production and breeding 

dynamics (Whary and Fox, 2006). 

 

The first study on the prevalence of the microorganism 
in question was conducted by Shames et al. (1995) in 1995, 
solely for the screening of H. hepaticus. In this study, 
twenty-eight different strains or stocks, a total of 160 mice 
from 4 facilities, were used and it was reported that H. 
hepaticus was detected in two of the four facilities, 
therefore the prevalance is 50% realized. The incidence was 
determined as 100% in one of the positive facilities and 
52% in the other. In a facility that tested negative for H. 
hepaticus, H. bilis was detected with an incidence  of 55% 
(Shames et al., 1995). Another data showing the presence 
of naturally acquired Helicobacter infections in all 
commonly used laboratory rodent species and the majority 
of the frequently isolated species from samples taken from 
infected mice were reported by Taylor et al. (2007). 

Another study revealing the prevalence of Helicobacter 
spp. compared to other bacterial agents screened was 
Pritchett-Corning et al. (2009) was conducted in a wide 
geography using a very high number of animals. According 
to the results of the study on the European and North 
American prevalence of infectious agents seen in 
laboratory mice and rats, the most common bacterial agent 
in mice was Helicobacter spp. with an average rate of 
16.08%, and the most common species in this genus was H. 
hepaticus with 12.37%. Although the rat results of the same 
study differed proportionally from the mouse results, they 
did not change in terms of the most common bacterial 
agent  (Pritchett-Corning et al., 2009). In a study conducted 
by Goto et al. (2000), the prevalence of H. hepaticus was 
25.5%, the prevalence of H. bilis was 2.1%, and the 
prevalence of H. rodentium was 23.4%.  It was found 
together with H. hepaticus and H. rodentium in 47 mice 
(5.7%) from six colonies. 

Since it avoids euthanasia using feces for sampling, it 
will provide a reliable and easy method to achieve the 3Rs 
(refinement, reduction, replacement) in screening tests 
and clinical research (Neubert et al., 2022). Various studies 
have been conducted regarding the differences between 
sampling sites in terms of bacterial detection. In a study by 
Nilsson et al. (2004) in a study; Helicobacter DNA was 
detected at a rate of 85.7% in the fecal samples of 9 mouse 
strains housed in 4 different facilities, and this rate was the 
highest rate compared to other tissues and samples. In the 
first study on this subject conducted by Shames et al. 
(1995), it was reported that colon culture results had a 
100% compatibility with cultivating fecal filtrate.   Another 
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study in which the effect of colon and stool samples on the 
results was found to be insignificant was Beckwith et al. 
(1997). In one of the recent study that included a 
comparison of sampling, it was reported that fecal samples 
may be negative for Helicobacter in some cases where the 
intestines are positive (Cao et al., 2020). Another study 
reporting results in favor of the colon between two 
sampling sites was Matos-Rodrigues et al. (2020). In this 
study, in terms of Helicobacter spp., which was 59.6% in 
fecal samples, was reported as 70.1% in colon samples.  

It is stated that the PCR method is the most sensitive 
and reliable tool to detect Helicobacter spp. infection due 
to the difficulty of culturing Helicobacter spp., 
histopathological diagnosis not being sensitive or specific, 
and serological methods lacking specificity in mixed 
infections. (Whary and Fox, 2006). In this study, 
Helicobacter spp. was detected locally in mice, rats and 
gerbils. In addition to determining its presence, it is 
planned to identify and verify a sampling method suitable 
for routine screening. PCR was used as the detection 
method in the study. 

Materials and Methods 

Colon and stool samples were collected from a total of 
200 animals, 10 mice, 10 rats and 10 gerbils, from separate 
cages randomly selected between the ages of 15-22 weeks 
from each of the 11 licensed experimental animal facilities 
(110 mice, 80 rats and 10 gerbils are kept in only one 
facility). Since only 8 of the eleven facilities kept and used 
rats, the number of samples representing rats was limited 
to 80. These animals were placed in individual cages by 
prior consultation with the facility manager, thus ensuring 
that the fecal samples belonged to these animals. Samples 
taken from these animals formed the sample pool. By 
combining the colon and fecal samples of the animals taken 
from the facilities, 1 rat colon and fecal sample, 1 mouse 
colon and fecal sample, and a gerbil colon and fecal sample 
set representing each facility were created (Table 1). Mice, 
rats and gerbils were euthanized with CO2 before taking the 
colon sample, and a colon sample of approximately 1 cm in 
length was taken from each animal under aseptic 
conditions in the Bacteriology Department of Bornova 
Veterinary Control Institute. Thus, the study was conducted 
with a total of 40 samples, including 20 colon samples and 
20 stool samples related to these samples. Stool and 
intestinal sections were kept at -20°C until analysis. 

 

 

 

Table 1. Sampling chart 

Tablo 1. Örnekleme tablosu 

 

Sampling 
facility 

Animal species and numbers sampled 

Mice Rat Gerbil 

Feces Colon Feces Colon Feces Colon 

1st 10 10 - - - - 

2nd 10 10 10 10 - - 

3th 10 10 10 10 - - 

4th 10 10 10 10 - - 

5th 10 10 - - - - 

6th 10 10 10 10 - - 

7th 10 10 10 10 - - 

8th 10 10 10 10 - - 

9th 10 10 10 10 10 10 

10th 10 10 - - - - 

11th 10 10 10 10 - - 

Total 
number of 

animals 
110 110 80 80 10 10 

Number of 
samples 
obtained 

11 11 8 8 1 1 

Total 
number of 

samples 
40 

In the study conducted with the approval of Bornova 
Veterinary Control Institute Local Ethics Committee 
2021/453425. 

DNA isolation: DNA isolation was performed according 

to the method of Shames et al. (1995).   Briefly, each sample 

set was suspended in 10 ml of PBS and vortexed. The 

mixture was centrifuged for 10″ at 6000 rpm and the 

supernatant was filtered through a 0.8 µm filter. The 

resulting filtrate was centrifuged at 13,500 rpm 5′ and DNA 

extraction from the pellet was purified using the 

“QiagenStool Mini Kit” (QIAGEN Inc., Valencia, CA) 

according to the protocol. 
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PCR: It was performed as a genus-specific and species-
specific multiplex. H. pylori ATCC 43504 strain obtained 
from Hacettepe University, Faculty of Medicine, 
Department of Clinical Microbiology was used for the 
genus-specific 16S ribosomal RNA gene positive control. 

For Helicobacter spp., the sequences H276f: 5'-
TATGACGGGTATCCGGC-3' and H676r: 5'-
ATTCCACCTACCTCTCCCA-3', generated from the 16S 
ribosomal RNA gene (16S rRNA), were used (Riley et al., 
1996; Beckwith et al., 1997).  In multiplex PCR studies, 
species-specific 16S rRNA primer sequences listed in Table 
2 were used for each Helicobacter species (Feng et al., 
2005). 

The PCR process was carried out in a total volume of 50 
μl by mixing 25 μl of HotStarTaq Master mix (QIAGEN Inc., 
USA), 1 μl of template DNA, 1 μl of each primer sequence 
of 100 μM (200 μM for multiplex) and 22 μl of distilled 
water.  Colon DNA concentration was used as (single 1.25 
μg / ml, multiplex 5 μg / ml), and fecal DNA concentration 
was used as (single5 μg / ml, multiplex14 μg / ml) (Feng et 
al., 2005). Conditioning (45 cycles): heating at 94°C for 30″, 
denaturation at 94°C for 2″, annealing at 53°C for 2″ and 
extension at 72°C for 30″ was applied.  

 

 

 

10 μl of 50 μl PCR products created in 0.2 mL tubes were 

taken with the help of a pipette and mixed with 3 μl of 6x 

loading dye solution. The entire mixture was taken and 

loaded into the well in the appropriate position in the 1% 

agarose gel, and it was run for 40 minutes for Helicobacter 

spp. and 60 minutes for multiplex PCR at 80V 500A. The gel 

was placed in the chamber of the transilluminator device 

connected to the computer. After photographing under UV 

light, band lengths were evaluated separately for each PCR. 

Statistical analysis for sampling comparisons; Frequency 

analyzes and Chi-square test were applied to test 

significance between groups. Minitab 19 statistics program 

was used for this process. (Minitab, LLC. 2021) 

The study was conducted in Bornova Veterinary Control 

Institute and Aydın Adnan Menderes University, Faculty of 

Veterinary Medicine Microbiology Laboratories. 
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Table 2. Primer sequences of species (Feng et al., 2004)

Tablo 2.  Türlerin primer  dizileri (Feng et al., 2004) 

 

 

Species                              Primer sequences Lenght (bp) 

H. rodentium 
1201f TTGTGAAATGGAGCAAATCTTAAAAACT 

191 

1375r TAGCCAGTTTGGCATTCC 

H. typhlonius 
163f. AGGGACTCTTAAATATGCTCCTAGAGT 

122 

262r ATTCATCGTGTTTGAATGCGTCAA 

H. bilis 
p17f ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAACTTCAG 

435 

p17r CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT 

H. hepaticus 
p25f ATGGGTAAGAAAATAGCAAAAAGATTGCAA 

705 

p25 r CTATTTCATATCCATAAGCTCTTGAGAATC 

H. muridarum 
p30f ATGACAAAAAAATATTCTTTCACAAAACTATTCATTGGT 

807 

p30r TTTATTTTAGATTCCATTTAACTGCTAAATCATCAATAGT 

f:forward; r:reverse. 
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Results 

Mice Results  

In the study conducted on the samples obtained; 
Helicobacter spp. was detected in mice in all except one 
facility. According to this result, the prevalence was 
determined as 90.91%. According to multiplex PCR results, 
the most common species was H. rodentium with a 
prevalence of 90.91%. In the study, in which H. bilis and H. 
muridarum species were not detected in any facility, it was 
determined that H. typhlonius was the second most 
common species with a prevalence rate of 72.73%, 
followed by H. hepaticus with a prevalence of 27.27% 
(Table 3). 

According to the multiplex PCR results (Figure 1), it was 
determined that H. rodentium was present in all facilities 
where Helicobacter spp. was detected. It was determined 
that 2 of the facilities were infected with H. hepaticus in 
addition to H. rodentium, and 7 of them were mixed with 
H. typhlonius in addition to H. rodentium. It was 
determined that one facility was infected with more than 
two species. Considering these findings, the resulting rates 
are as seen in table 3. Accordingly, the rate of facilities 
with  
 
mixed infections with two species was determined as 90%, 
and the rate of facilities with mixed infections with more 
than two species was determined as 10% (Table 4). 

 

Figure 1. Multiplex PCR performed with bacterial DNA 
of three Helicobacter strains 

Şekil 1. Üç Helicobacter suşunun bakteriyel DNA'sı ile 
gerçekleştirilen multipleks PCR  

 
 
 
 

 
Rats Results 
 
 Helicobacter spp. was not detected in 1 of the 8 

facilities where the study was conducted, and H. 
rodentium was found in all of the facilities where 
Helicobacter spp. was detected.  According to this result, 
the prevalence was 87.5%. According to the results of 
Multiplex PCR (Figure 1) using the DNA of Helicobacter 
spp. positive samples, the most common species was H. 
rodentium with a prevalence of 87.5%. In the study, where 
H. bilis, H. hepaticus and H. muridarum species were not 
detected in any facility, H. typhlonius was the second 
common species with a prevalence rate of 12.5% (Table 3). 

The number of facilities monoinfected with H. 
rodentium alone was determined as six. It was determined 
that one facility was mixed infected with H. typhlonius in 
addition to H. rodentium. There are no breeding facilities 
infected with more than two species in rat colonies (Table 
4). 

Gerbils Results 

Helicobacter spp. was detected in the sample taken 
from the facility that kept gerbils. As a result of multiplex 
PCR for species-based discrimination using the DNA of the 
Helicobacter spp. positive sample obtained, only H. 
rodentium and H. typhlonius were detected in the colon 
samples. 

Sampling Site Comparisons 

 When the results obtained from all animal species 

subject to the study are compared on the basis of sampling 

location (Feces - Colon);  While it was observed that H. 

hepaticus was found at a higher rate in the colon samples 

with 11.11% versus 5.56%, the proportion of H. typhlonius 

was higher in the stool sample with 50 % versus 44.44 %. 

However, when these results were compared, it was 

determined that the difference between the two sample 

results was statistically insignificant (p>0,05), (Table 5). 

  



  
39 

 

Journal of Laboratory Animal Science and Practices 

Table 3. Helicobacter spp. in facilities and distribution rates by species 

Tablo 3. Tesislerdeki Helicobacter spp. ve türlere göre dağılım oranları 

 
 Positive % 

 Mice (n=110) Rats (n=80) Gerbils (n=10) 

Number of Facilities 11 8 1 

 Feces Colon Feces Colon Feces Colon 

Helicobacter spp. 90.91 90.91 87.50 87.50 0.00 100.00 

H. rodentium 90.91 81.82 87.50 87.50 0.00 100.00 

H. typhlonius 72.73 63.64 12.50 12.50 0.00 100.00 

H. bilis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

H. hepaticus 9.09 18.18 0.00 0.00 0.00 0.00 

H. muridarum 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Table 4. Mixed infection rates in facilities 

Tablo 4. Tesislerdeki karışık enfeksiyon oranları 

 
  Mice Rats 

  
Number 

of Facilities 
Ratio% 

Number 
of Facilities 

Ratio% 

Monoinfected  - - 6 85.7 

Polyinfected 

Two 
species 

9 90 1 14.3 

More 
than two 
species 

1 10 - - 

Total  10 100 7 100 

Table 5. Sampling site comparisons. 

Tablo 5. Örnekleme alanı karşılaştırmaları. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Helicobacter 

spp. 

H. 

rodentium 

H. 

typhlonius 

H. bilis H. 

hepaticus 

H. 

muridarum 

Fecal 
sample 

Pozitive 18 17 9 0 1 0 

Negative 1 1 9 0 17 0 

Total 19 18 18 0 18 0 

Proportion % 94,70 94,44 50,00 0,00 5,56 0,00 

Colon 
sample 

Pozitive 18 17 8 0 2 0 

Negative 1 1 10 0 16 0 

Total 19 18 18 0 18 0 

Proportion % 94,70 94,44 44,44 0,00 11,11 0,00 

 P value - - 0,49 - 0,54 - 
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Discussion 

In clinical signs; The data we obtained regarding the 
clinical signs supports the data regarding the clinical 
disease reported by Solnick and Schauer (2001). Because 
these researchers emphasize that there are very few 
examples of Helicobacter species infection of an 
immunocompetent, natural host causing clinical disease. 
However, there are also study results in the literature 
showing that H. typhlonius and H. hepaticus, especially 
mixed infections, can cause clinical symptoms. These 
mentioned species and their mixed infection rates and 
findings are discussed below. 

In the study conducted by Bohr et al. (2006), it was 
stated that 27 of a total of 40 mice strains, 37 inbred and 3 
outbred, housed in an SPF facility, carried a single 
Helicobacter species, while 8 mice strains were infected by 
at least two different Helicobacter species. In the presented 
study, more than one species was detected in all samples 
taken from ten facilities. This data shows a proportionally 
higher rate than the results of the study conducted by Bohr 
et al. (2006).  It is thought that the difference between the 
obtained rates may be due to the fact that the compared 
study is SPF. Another study on mixed infections was 
conducted by Taylor et al. (2007). The study, whose 
material consisted of samples taken from research 
institutes in the United States, Canada, Europe, Australia 
and Asia, showed that 6% of the institutes had at least 
three Helicobacter spp. showed that 29% were colonized 
with two Helicobacter species and 47% were colonized with 
a single Helicobacter species. In the presented study, the 
infection rate with more than two species, 10%, was similar 
to the value found in this study, but the infection rate with 
two species (90%) was higher to that of Taylor et al. (2007) 
reported. 

It was determined that 8 of the 11 mice colonies and 

one of the 8 rat colonies where the study was conducted 

were mixed infected with H. typhlonius, which is stated to 

cause mucosal hyperplasia and related inflammation in the 

cecum and colon in immunodeficient mice, in addition to 

H. rodentium. It was observed that H. typhlonius, which 

recommended further research on naturally occurring 

gastrointestinal lesions in immunocompetent mice by 

Franklin et al. (2001), did not cause a clinical signs even in 

mixed infections.   

 
 

 
It is stated that H. rodentium is not pathogenic in adult 

wild-type mice, but it increases IL-10 production in the 
cecum of H. hepaticus-infected mice (Franklin et al., 2001) 
and infections with more than one species can cause 
pathological lesions (Myles et al., 2004). While it is 
hypothesized that H. rodentium may be an acceptable 
contaminant in most conventional mouse colonies, it is 
emphasized that mixed infection with H. rodentium may 
potentiate disease caused by more pathogenic species 
such as H. hepaticus or H. bilis (Myles et al., 2003). In the 
present study, when it comes to the mouse colonies 
where sampling was done, no clinical findings were found 
in 3 facilities infected with H. hepaticus in addition to H. 
rodentium, and no notification regarding the clinical signs 
was received from the Veterinarians in charge of the 
facility. Therefore, our findings were incompatible with 
the literature data stating that mixed infections may 
cause the clinical signs. Additionally, Fox et al. (1994) 
showed that H. hepaticus caused the most severe clinical 
signs among all enterohepatic Helicobacter species, the 
prevalence of H. hepaticus in the mouse colonies 
examined in the presented study was found to be 27.27% 
and no clinical sign was encountered in these colonies. 

Two different speculations can be developed as to the 
cause of these incompatibilities stated in the clinical signs. 
The first of these may be that the laboratory animals in the 
study have a highly developed immune system, and the 
second may be that the clinical sign developed by the 
mouse, which is a species that can reproduce relatively 
easily, is ignored as a result of focusing only on production 
in the facilities. In other words, it can be thought that the 
easy replacement of a colony that has lost its ability to 
reproduce eliminates the need for detailed clinical 
observation. 

In our study, the prevalence of Helicobacter spp. of 

90.91% in mice colonies was the highest prevalence rate 

found in studies on this subject. Because the highest 

prevalence obtained in studies on this subject in the 

literature was reported by Taylor et al. (2007) reported as 

88%. A similar rate was reported by Bohr et al. (2006) as 

87.5% in a study conducted in a facility. In a study 

conducted in a SPF facility by Jacoby and Lindsay (1998), 

and a Helicobacter prevalence of 10% was revealed.  The 

first study on the prevalence of Helicobacter spp. reported 

the prevalence as 50% (Shames et al., 1995).   
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According to the results of the University of Missouri 
Animal Diagnostic and Research Laboratory for 1999-2000, 
the positivity rate for Helicobacter spp was reported as 
10.54% (Franklin et al., 2001). In the study conducted by 
Pritchett-Corning et al. (2009), Helicobacter spp. was stated 
as the most common bacterial agent in mice with a rate of 
16.08%. 

When the rates obtained on a species basis were 
compared with previous similar studies; The 90.91% 
prevalence of H. rodentium was the highest in the 
literature. The rates of this species were 23.4% (Goto et al., 
2000), 6% (Taylor et al., 2007), 8% (Wharry and Fox 2006), 
15.11% (Franklin et al., 2001), 10% (Myles et al., 2003). 

In another study conducted at the species level (Goto et 
al., 2000), the prevalence of H. hepaticus was 25.5% and 
the prevalence of H. rodentium was 23.4% on a colony 
basis, while the prevalence of H. bilis, for which no data 
could be obtained in the presented study, was 2.1%. was 
realized as. When these rates are compared with the rates 
obtained in the presented study, the prevalence of H. 
hepaticus was observed at a similar rate, while in H. 
rodentium it was quite high with a rate of 90.91%. 

The first study conducted by Shames et al. (1995) on the 
prevalence of the Helicobacter genus was conducted only 
for the screening of H. hepaticus, and it was reported that 
H. hepaticus was detected in two of the four facilities in the 
study. This rate was higher than the 27.27% prevalence 
obtained in mice in the presented study. Another study 
reporting a higher prevalence rate than the H. hepaticus 
prevalence obtained in the study was conducted by Taylor 
et al. (2007). Among mice from 34 institutions surveyed in 
that study, H. hepaticus was the most frequently detected 
species, with a rate of 59%, alone or in combination with 
other Helicobacter species. The only study reported to be 
lower than the data obtained in the presented study was 
conducted by Bohr et al. (2006) with a H. hepaticus rate of 
7.5%. According to the 2002-2003 data of the Swedish 
National Veterinary Institute, the prevalence of H. 
hepaticus was 42% (Johansson et al., 2006). 

The prevalence of  H. typhlonius, which was reported to 
be common in the fecal samples of research mice as well as 
in the sexual organs of three mouse species (Franklin et al., 
2001; Scavizzi and Raspa; 2006), was determined to be 
72.73% in the presented study. In the study conducted by 
Taylor et al. (2007), the rate of H. typhlonius, which was 
determined as the second most common species, was 
stated as 26%.  Although this rate represents the highest 
rate among the literature data, it is significantly lower than 

the rate determined in the presented study. While a study 
conducted between 1999 and 2000 reported a rate of 
4.88% for H. typhlonius (Franklin et al., 2001), it was 
reported that 17% of the fecal samples tested in the same 
laboratory in 2001 and 2002 were positive for H. typhlonius  
(Myles et al., 2003). In another study where a rate of 8% 
was determined for Helicobacter spp., the rate of H. 
typhlonius obtained in total samples was reported as 4% 
(Bohr et al., 2006).  

It seems that survey studies conducted on rats are quite 
limited compared to those conducted on mice. When it 
comes to the prevalence of Helicobacter spp. in rats, lower 
rates are observed despite a wide range and relatively high 
prevalence, as in mice.  In a study conducted with the 
species in question, the presence of Helicobacter spp. was 
reported to be 19% in rat cecum samples scanned using 
PCR (Wharry and Fox 2006).  This rate is considerably lower 
than the rate obtained in the presented study, 87.5%. In the 
study, the rates obtained at the species level were H. 
rodentium with 87.5% prevalence and H. typhlonius with 
12.5% prevalence. While these rates for H. typhlonius were 
similar to the 10% rate reported by Wharry and Fox (2006), 
the H. rodentium rate of 87.5% was found to be 
significantly higher than the 8% rate determined in the 
same study. 

In a study conducted on rats by Goto et al. (2000), which 
included only 29.4% of H. rodentium positive samples, the 
colony prevalence was 30%. This rate was lower than the 
rate determined in the presented study. In the study, 
where a similar situation to rats was also valid for gerbils, 
the colony prevalence of H. hepaticus, which was positive 
at a rate of 78%, was 75%. There was a discrepancy 
between the data obtained in the presented study and the 
study data in which no genus or species-specific binding 
was observed except H. hepaticus in gerbils. Because in this 
study, while H. rodentium and H. typhlonius were among 
the species that could be detected in the gerbil colony, H. 
hepaticus was not detected. 

When the results obtained from all animal species 

subject to the study are compared on the basis of sampling 

location (Feces - Colon);  While it was observed that H. 

hepaticus was found at a higher rate in the colon samples 

with 11.11% versus 5.56%, the proportion of H. typhlonius 

was higher in the stool sample with 50 % versus 44.44 %. 

However, when these results were compared, it was 

determined that the difference between the two sample 

results was statistically insignificant p>0,05). 
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In a study that also included a comparison of sampling 
locations, it was reported by  Cao et al., (2020) that fecal 
samples may be negative for Helicobacter in some cases 
where the intestines are positive, contrary to the finding 
we obtained in the presented study. Another study 
reporting results in favor of the colon between two 
sampling sites was Matos-Rodrigues et al. (2020).  In this 
study, the Helicobacter spp. level was reported as 59.6% in 
fecal samples and 70.1% in colon samples. However, since 
the comparison in this study was not conducted on the 
same animals, the use of the given result for the purpose of 
evaluation in this direction will not be decisive.  The 
conclusion made by Beckwith et al. (1997), in which the 
effect of colon and stool samples on the results was found 
to be insignificant, is parallel to the findings in the 
presented study. Another study in which a complete 
compatibility was reported between cultivating made with 
fecal filtrate and those made from cecum and colon 
scrapings was Shames et al. (1995). 

In a study in which stomach, intestinal and hepatic 
tissue samples were evaluated to examine the distribution 
of Helicobacter spp. and the relationship of this distribution 
with the disease; Helicobacter DNA was detected at a rate 
of 85.7% in the fecal samples of 9 mice strains housed in 4 
different facilities, and this rate was the highest rate 
compared to other tissues and samples (Nilsson et al. 
2004). Although there was variability at the species level in 
the presented study, this variability was found to be 
statistically insignificant, confirming the suitability of fecal 
samples for screening and the results of Nilsson et al. 
(2004). 

Conclusion and Recommendations 

Considering the factors that require the animals to be in 
full health in order to obtain the closest results to reality 
from studies conducted on laboratory animals, and to 
ensure the reliability and reproducibility of the results 
during the experimental use phase, since the agent in 
question is quite common, it is recommended that 
experimental animal facilities should be monitored for this 
agent and studies should be detailed to create Helicobacter 
free facilities.  

The data obtained in this study showed that the use of 

fecal samples did not have a significant effect on the results 

when compared to other samples to detect the agent. 

Therefore, it is thought that there is no harm in sampling 

using only feces in similar studies, as it is a more practical 

way.                                            
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Exploring Esculetin's Protective Role: Countering 

Doxorubicin-Induced Oxidative Stress in Rat Heart 

 Eskuletin'in Koruyucu Rolünü Keşfetmek: Sıçan Kalbinde 
Doksorubisinin Neden Olduğu Oksidatif Stresle Mücadele 
ABSTRACT 
Doxorubicin (DOX) and other anthracyclines are potent chemotherapy drugs used against cancer; 
however, their clinical application is linked to significant and potentially life-threatening cardiotoxicity. 
Despite extensive research over many years, the available treatment choices are still constrained. DOX 
is typically believed to primarily affect mitochondria, and the characteristic feature of DOX-induced 
cardiotoxicity is mitochondrial dysfunction. Esculetin is a coumarin derivative found in nature. It has 
anti-inflammatory, antioxidant, anti-diabetes and antibacterial properties. This study was designed to 
investigate the protective effect of esculetin against DOX-induced cardiotoxicity in Sprague-Dawley 
rats considering the mentioned properties. Cardiotoxicity was induced by administering DOX via 
intraperitoneal injection at every other day dosage of 5 mg/kg body weight for two consecutive weeks. 
Rats receiving DOX injections were simultaneously supplemented with esculetin at doses of 50 and 
100 mg/kg body weight through intraperitoneal administration over the same period. The 
investigation, oxidative stress enzymes in heart tissue of rats employed biochemical and molecular 
methods. The heart tissues were evaluated for the enzyme activity and and expression levels of 
glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT). The results indicate a 
substantial decrease in mRNA expression of GPx and CAT in the DOX group compared to the control, 
but SOD did not show any significant change. The DOX group exhibited a substantial drop in particular 
specific enzyme activity, specifically SOD, compared to the control group. However, the activity of CAT 
and GPx enzymes remained unaltered. The current investigation posits that the deleterious impacts 
of DOX on cardiac tissue may be alleviated by esculetin through the regulation of oxidative stress. 
 
Keywords: Cardiotoxicity, doxorubicin, esculetin, oxidative stress. 
  
ÖZ 
Doksorubisin (DOX) ve diğer antrasiklinler kansere karşı kullanılan güçlü kemoterapi ilaçlarıdır; ancak klinik 
uygulamaları önemli ve potansiyel olarak yaşamı tehdit eden kardiyotoksisite ile bağlantılıdır. Uzun yıllar süren 
kapsamlı araştırmalara rağmen, mevcut tedavi seçenekleri hala kısıtlıdır. DOX'un tipik olarak öncelikle 
mitokondriyi etkilediğine inanılır ve DOX kaynaklı kardiyotoksisitenin karakteristik özelliği mitokondriyal 
disfonksiyondur. Eskuletin, doğada bulunan bir kumarin türevidir. Anti-inflamatuar, antioksidan, anti-diyabet 
ve antibakteriyal özellikleri bulunmaktadır. Bu çalışma, eskuletinin bahsedilen özellikleri göz önünde 
bulundurularak Sprague-Dawley sıçanlarında DOX kaynaklı kardiyotoksisiteye karşı koruyucu etkisini 
araştırmak üzere tasarlandı. Bu çalışma, bilinen özellikleri göz önünde bulundurularak Sprague-Dawley 
sıçanlarında DOX kaynaklı kardiyotoksisiteye karşı eskuletin'in koruyucu etkilerini araştırmak üzere tasarlandı. 
Kardiyotoksisite, DOX'un intraperitonal enjeksiyon yoluyla iki günde bir 5 mg/kg vücut ağırlığı dozunda iki 
ardışık hafta boyunca uygulanmasıyla indüklendi. DOX enjeksiyonu yapılan sıçanlara aynı süre boyunca 50 ve 
100 mg/kg vücut ağırlığı dozlarında intraperitonal uygulama yoluyla eş zamanlı olarak eskuletin takviyesi 
yapıldı. Sıçan kalp dokusundaki oksidatif stres enzimlerinin araştırılmasında biyokimyasal ve moleküler 
yöntemler kullanıldı. Kalp dokularında katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve süperoksit dismutaz (SOD) 
enzim aktiviteleri ve ekspresyon seviyeleri değerlendirildi. Sonuçlar, DOX grubunda GPx ve CAT'in mRNA 
ekspresyonunda kontrole kıyasla önemli bir düşüş olduğunu, ancak SOD'da önemli bir değişiklik 
göstermediğini ortaya koymaktadır. DOX grubu, kontrol grubuna kıyasla özellikle SOD spesifik enzim 
aktivitesinde önemli bir düşüş sergilemiştir. Ancak CAT ve GPx enzimlerinin aktivitesi değişmemiştir. Mevcut 
araştırma, DOX'un kalp dokusu üzerindeki zararlı etkilerinin, oksidatif stresin düzenlenmesi yoluyla eskuletin 
tarafından hafifletilebileceğini ortaya koymaktadır. 
 

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, eskuletin, kardiyotoksisite, oksidatif stress. 
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Introduction 

Doxorubicin (DOX), belonging to the anthracycline 
family, serves as a powerful chemotherapeutic agent 
employed in the treatment of diverse solid tumors 
(including gastrointestinal, brain, breast and ovary) and 
hematologic malignancies (such as leukemia and 
lymphoma) (Minotti et al., 2004; Sohail et al., 2021). 
Despite its effectiveness, up to one-fourth of patients 
encounter DOX-induced cardiotoxicity, leading to 
limitations in its clinical application (Rawat et al., 2021). 
DOX-induced cardiotoxicity manifests clinically in different 
forms, including chronic phases, early, and acute. Acute 
cardiotoxicity manifests within minutes to a week after a 
single dose or course of therapy, characterized by 
electrocardiographic abnormalities, transient left 
ventricular dysfunction, and supraventricular arrhythmia. 
While acute toxicity typically resolves upon discontinuation 
of medication, it may be linked to cardiomyocyte injury, 
potentially advancing into chronic or early cardiotoxicity 
(Qiu et al., 2023). 

While there has been extensive research on the 
mechanisms underlying doxorubicin-induced cardiotoxicity 
(DIC), the molecular pathogenesis of DIC remains not fully 
understood. Cardiomyocyte cell death is primarily 
attributed to three major sources of cell damage: (1) 
topoisomerase DNA II beta (TOP2β) poisoning causing 
double-strand breaks; (2) damage to mitochondria and (3) 
the overproduction of reactive oxygen species (ROS) leads 

to damage in proteins, lipids, and DNA. DOX induces a 
significant reduction in endogenous antioxidant levels, 
including glutathione and catalase, resulting in redox 
imbalances and increased oxidative stress (Kong et al., 
2022). The myocardium's oxidative damage is probably 
associated with lower levels of antioxidant enzymes and in 
comparison to other tissues (Marques et al., 2015). 
Superoxide dismutase (SOD),  serving as a natural 
scavenger for superoxide radicals in tissues, converts 
detrimental superoxide radicals into H2O2. Catalyzing the 
oxidation of substrates, peroxidases are located in the 
carrier's peroxisomes, with iron porphyrin serving as the 
prosthetic group using H2O2 as the electron acceptor, 
eliminating its toxicity and oxidizing various compounds 
(Palma et al., 2020). Playing a central role in the clearance 
of H2O2, glutathione peroxidase 1 (GPx1), a principal 
isoform of GPx, is present in both the cytosol and 
mitochondria. GPx1-deficient mice exhibited increased 
susceptibility to DOX-induced damage compared to wild 
type mice (Lei et al., 2023). Similarly, catalase (CAT)  plays 
a crucial role in the biological defense system, facilitating  

 

the breakdown of H2O2 into water and molecular oxygen. 
This process helps eliminate H2O2 from the body, 
safeguarding cells against H2O2 poisoning (Nandi et al., 
2019). Upon treatment with DOX, myocardial cells exhibit 
a diminished capacity for antioxidant enzymes, leading to 
the accumulation of superoxide anions and H2O2. This 
accumulation triggers oxidative stress, resulting in damage 
to cardiac myocytes (Shi et al., 2023). 

Esculetin is a 6,7-dihydroxy coumarin derivative that 
occurs naturally in various medicinal plants, including 
Fraxinus rhynchophylla, Artemisia capillaris, Euphorbia 
lathyrism, Aesculus hippocastanum and Citrus limonia. It 
has anticancer, antidiabetes, antioxidant, antiapoptotic, 
antiapoptotic, neuroprotective, anti-inflammatory, 
antibacterial and cardiovascular protective effects and has 
the potential as a therapeutic drug in non-communicable 
diseases such as cancer, diabetes, obesity and neurological 
disorders. Additionally, it has been identified as an inhibitor 
of ROS production (Kadakol et al., 2016; Zhang et al., 2022). 

Due to its bioavailable properties, there is an increasing 
demand for in vivo analyses and pharmacokinetic studies 
of esculetin. Therefore, in this study, we investigated the 
therapeutic potential of esculetin against DOX-induced side 
effects in rat heart via antioxidant systems. 

Materials and Methods 

Materials 

The study utilized a sample of 48 male Sprague-Dawley 
rats weighing 180 ± 20 g, which were acquired from the 
Medical Experimental Application and Research Center at 
Atatürk University. The animals were maintained in 
controlled environments, following a 12-hour light/12-hour 
darkness photoperiod. The temperature was maintained at 
22 ± 1 °C, while the relative humidity was maintained at 
60%. Ad-libitum provision of water and nutrition was 
ensured. After a one-week period of acclimatization, the 
experimental animals were randomized to six groups in a 
random manner and were subjected to the following 
treatments: 

Control group: Rats received intraperitoneal injections 
of normal saline for 14 days. 

DOX group: Rats were intraperitoneally injected with 

DOX (5 mg/kg) every other day for 14 days. 

E50 group: Rats received intraperitoneal injections of 
esculetin (50 mg/kg) for 14 days. 
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E100 group: Rats were injected intraperitoneally with 
esculetin (100 mg/kg) for 14 days. 

DOX+E50 group: Rats were intraperitoneally injected 
with DOX, and esculetin was administered 1 hour before 
the DOX treatment, following the regimen of the DOX and 
E50 groups. 

DOX+E100 group: Rats were injected intraperitoneally 
with DOX, and esculetin was administered 1 hour before 
the DOX treatment, following the regimen of the DOX and 
E100 groups. 

After a 14-day period, all rat groups were euthanized 
under 1/5 xylazine and ketamine anesthesia at a dosage of 
1 mg/kg. The heart tissues were expeditiously obtained, 
rapidly frozen in liquid nitrogen, and thereafter preserved 
at a temperature of -80°C until subsequent study.  The 
experimental protocols followed the guidelines outlined in 
the National Research Council's Guide for the Care and Use 
of Laboratory Animals and received approval from the 
Atatürk University Local Ethics Council for Animal 
Experiments and assigned Protocol Number: 2021/4–123. 

Methods 

RNA isolation and gene expression analysis 

Heart tissue total RNA extraction utilized the EcoPURE 
total RNA kit (EcoTech) following the provided instructions. 
The Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo 
Scientific) was employed to assess RNA purity and 
concentration. Subsequently, cDNA synthesis from total 
RNA was accomplished using the iScript cDNA synthesis kit 
(Bio-Rad) in accordance with the manufacturer's protocol. 
For gene expression analysis, the SsoAdvanced Universal 
SYBR Green Supermix (Bio-Rad) was employed, and Rotor-
Gene Q (Qiagen) was used for the determination of gene 
expression levels. GAPDH served as a housekeeping gene 
for data normalization. The primer sequences utilized were 
detailed in a prior study (Yeşilkent and Ceylan, 2022). The 
2−ΔΔCt formula was applied to calculate the relative mRNA 
expression of the target genes (Karagac and Ceylan, 2023). 

Tissue Homogenate Preparation 

Heart tissues underwent homogenization in 50 mM 

phosphate buffer (pH:7.4), supplemented with 1 mM EDTA 

and 1 mM DTT, utilizing the TissueLyser LT device (Qiagen). 

Following homogenization, centrifugation at 10000 rpm 

and 4 °C for 30 minutes was carried out (Ceylan et al., 

2019).                                                                            

The resultant supernatant was utilized for biochemical 
analyses. Protein content in the supernatants was 
determined using the Bradford method (1976). 

Analysis of Antioxidant Enzyme Activities 

SOD activity was assessed following the procedure 
recommended by Sun et al. (1988), with one unit of SOD 
defined as the quantity inhibiting 50% of nitroblue 
tetrazolium chloride reduction. CAT activity was 
determined spectrophotometrically according to the 
method outlined by Aebi (1984), and one unit of CAT was 
expressed as the enzyme amount required for hydrogen 
peroxide decomposition per minute. GPx activity was 
measured in accordance with the approach reported by 
Wendel et al. (1981), with one unit of GPx defined as the 
enzyme amount needed for NADPH oxidation per minute. 

Statistical Analysis 

The determination of the number of groups and the 
allocation of rats within each group were established 
through a thorough G-power analysis. G-power Software 
3.1.9.7 (University of Dusseldorf, Germany) was employed 
for conducting the a priori power analysis, aiming to 
determine the minimum sample size required for the study. 
The analysis utilized F tests aligned with the study's design, 
which involved repeated measures ANOVA with both 
within and between factors analysis. The study comprised 
six groups with measurements taken at a single time point. 
The significance level (α) was set at 0.05, the minimum 
effect size was specified as 0.25, the correlation among 
repeated measures was set at 0.5, and the nonsphericity 
correction was fixed at 1. To achieve a power (1-β error 
probability) of 0.80, the calculated minimum sample size 
necessary for statistical significance was determined to be 
36 subjects in total, resulting in an actual power of 81.0%. 

The normality of numerical variables was assessed 
utilizing the Shapiro-Wilk test. Results indicated that all 
variables exhibited a normal distribution (p > 0.05). 
According to the results of this test, it has been determined 
that the mRNA parameters exhibit a normal distribution 
(p>0.05).  

Each animal and sample were subjected to triple 
measurements. The statistical analysis involved doing one-
way ANOVA and subsequently performing Tukey's post-hoc 
test using Prism software (GraphPad Software, San Diego, 
CA) to compare the findings. Significant differences are 
denoted by the following criteria: p > 0.05 (indicating lack 
of significance), *:p < 0.05 (indicating significance), **:p < 
0.01, ***:p < 0.001 and ****:p < 0.0001 
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Results 

When SOD specific enzyme activity results were 
analyzed, a significant decrease was observed in the E100 
and DOX groups compared to the control group, while a 
significant increase was observed in the E50 group. E100 
and DOX+E100 groups were analyzed among themselves, a 
significant increase was observed (Figure 1). In mRNA 
expression results, although there was a decrease in DOX 
group compared to the control, it was not statistically 
significant. There was a significant increase in the E100 and 
DOX+E50 groups compared to control (Table 1,2 and Figure 
1).

 

Figure 1. Analyses of the relative gene expression and 
specific activity for SOD from the heart tissues of rats 
treated with DOX and E. DOX = Doxorubicin 
(intraperitoneally 5 mg/kg); E = Esculetin (intraperitoneally 
50 mg/kg and 100 mg/kg); Each bar represents the mean ± 
SEM. Asterisk (*) indicates statistically significant 
difference between the means (ns:p >0.05, *:p < 0.05, **:p 
< 0.01, ***:p < 0.001 and ****:p < 0.0001) 

Şekil 1. DOX ve E ile tedavi edilen ratların kalp 
dokularından SOD için göreceli gen ekspresyonu ve spesifik 
aktivite analizleri. DOX = Doksorubisin (intraperitoneal 5 
mg/kg); E = Esculetin (intraperitoneal 50 mg/kg ve 100 
mg/kg); Her çubuk ortalama ± SEM'i temsil etmektedir. 
Yıldız işareti (*) ortalamalar arasındaki istatistiksel olarak 
anlamlı farkı gösterir (ns:p >0.05, *:p < 0.05, **:p < 0.01, 
***:p < 0.001 ve ****:p < 0.0001)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. One-way ANOVA test results of Sod qPCR data 

Tablo 1. Sod qPCR verilerinin tek yönlü ANOVA testi 
sonuçları 

Groups N Mean Std. Error F p 

Controla 8 ,78 ,009  

 

310,957 

 

 

,000* 

DOXb 8 ,34 ,007 

E50c 8 1,00 ,009 

E100d 8 1,20 ,008 

DOX+E50e 8 ,48 ,040 

DOX+E100f 8 ,79 ,008 

*significant statistical differences were identified when 

comparing the groups based on DOX-E Cat (p≤ .000). 
 
Table 2. Results of Tukey HSD test of Sod qPCR data  

Tablo 2. Sod qPCR verilerinin Tukey HSD testi sonuçları 
 
Tukey's multiple 
comparisons test 

 
Significant 

a vs. b ns 

a vs. c ns 

a vs. d *** 

a vs. e * 

a vs. f ns 
b vs. c ns 

b vs. d **** 

b vs. e ** 

b vs. f ns 

c vs. d *** 
c vs. e ns 

c vs. f ns 

d vs. e ns 

d vs. f *** 

e vs. f * 

a: Control, b: DOX, c: E50, d:E100, e: DOX+E50 f: DOX+E100, 

ns:p >0.05, *:p < 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 and ****:p < 

0.0001 
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When CAT specific enzyme activity results were 
analyzed, E50 group showed a significant increase while 
E100 group showed a significant decrease compared to the 
control (Figure 2). In mRNA expression results, there was a 
significant decrease in the DOX group compared to the 
control. This decrease was regulated in the DOX+E100 
combination group. Cat gene expression increased in the 
E100 group (Table 3, 4, Figure 2). 

When GPx1 specific enzyme activity results was 
analyzed, there was a significant decrease in in the E100 
group compared to the control group. (Figure 3). There was 
no statistically significant change in DOX, E50, DOX+E50 
and DOX+E100 groups compared to the control. E100 
showed a significant decrease compared to E50. In mRNA 
expression results, the E50 and E100 treated group showed 
a statistically significant increase in gene expression 
compared to the control group. Nonetheless, a noteworthy 
reduction was noted in the group treated with DOX alone. 
In comparison to the control group, a marked decrease was 
evident in the group receiving a combination of E50 with 
DOX, whereas no alteration was observed in the group 
treated with E100 (Table 5, 6 and Figure 3). 

 

Figure 2. Analyses of the relative gene expression and specific 
activity for CAT from the heart tissues of rats treated with DOX 
and E. Each bar represents the mean ± SEM. Asterisk (*) indicates 
statistically significant difference between the means (ns:p >0.05, 
*:p < 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 and ****:p < 0.0001) 

Şekil 2. DOX ve E ile muamele edilen ratların kalp 
dokularından CAT için göreceli gen ekspresyonu ve spesifik 
aktivite analizleri. Her çubuk ortalama ± SEM'i temsil etmektedir. 
Yıldız işareti (*) ortalamalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
farkı gösterir (ns:p >0.05, *:p < 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 ve 
****:p < 0.0001)                                                  

 

 

 

 

 

 

Table 3. One-way ANOVA test results of Cat qPCR data  

Tablo 3. Cat qPCR verilerinin tek yönlü ANOVA testi sonuçları 

 

Groups N Mean Std. 
Error 

F p 

Controla 8 1,42 ,04  
 
 
 
 

   362,223 

 
 
 
 
 

,000* 

DOXb 8 ,37 ,01 

E50c 8 1,76 ,06 

E100d 8 2,66 ,06 

DOX+E50e 8 ,44 ,01 

DOX+E100f 8 ,88 ,04 

 
*significant statistical differences were identified when 
comparing the groups based on DOX-E Cat (p≤ .000) 

 

Table 4. Results of Tukey HSD test of Cat qPCR data  

Tablo 4. Cat qPCR verilerinin Tukey HSD testi sonuçları 

 
Tukey's multiple 
comparisons test 

Significant 

a vs. b *** 
a vs. c ns 
a vs. d *** 
a vs. e ** 
a vs. f ns 
b vs. c **** 
b vs. d **** 
b vs. e ns 
b vs. f ns 
c vs. d ** 
c vs. e **** 
c vs. f ** 
d vs. e **** 
d vs. f **** 
e vs. f ns 

 

a: Control, b: DOX, c: E50, d:E100, e: DOX+E50 f: DOX+E100, 

ns:p >0.05, *:p < 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 and ****:p < 

0.0001 
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Figure 3. Analyses of the relative gene expression and specific 
activity for GPx from the heart tissues of rat treated with DOX and 
E. Each bar represents the mean ± SEM. Asterisk (*) indicates 
statistically significant difference between the means (ns: p 
>0.05, *:p < 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 and ****p:< 0.0001) 

Şekil 3. DOX ve E ile muamele edilen ratların kalp 
dokularından GPx için göreceli gen ekspresyonu ve spesifik 
aktivite analizleri. Her çubuk ortalama ± SEM'i temsil etmektedir. 
Yıldız işareti (*) ortalamalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
farkı gösterir (ns: p >0.05, * p:< 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 
ve ****:p < 0.0001) 

 

Table 5. One-way ANOVA test results of Gpx1 qPCR data  

Tablo 5. Gpx1 qPCR verilerinin tek yönlü ANOVA testi 
sonuçları 

 

Groups N Mean Std. Error F p 

Controla 8 ,70 ,00  
 
 
 
 

147,831 

 
 
 
 
 

,000* 

DOXb 8 ,54 ,01 

E50c 8 ,90 ,01 

E100d 8 2,17 ,09 

DOX+E50e 8 1,46 ,03 

DOX+E100f 8 ,74 ,06 

*significant statistical differences were identified when 
comparing the groups based on DOX-E Gpx1 (p≤ .000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 6. Results of Tukey HSD test of Gpx1 qPCR data  

Tablo 6. Gpx1 qPCR verilerinin Tukey HSD testi sonuçları 
 

Tukey's multiple 
comparisons test 

Significant 

a vs. b **** 

a vs. c *** 

a vs. d **** 

a vs. e *** 

a vs. f ns 

b vs. c **** 

b vs. d **** 

b vs. e ** 

b vs. f **** 

c vs. d ** 

c vs. e **** 

c vs. f *** 

d vs. e **** 

d vs. f **** 

e vs. f *** 

 
a: Control, b: DOX, c: E50, d:E100, e: DOX+E50 f: DOX+E100, 

ns:p >0.05, *:p < 0.05, **:p < 0.01, ***:p < 0.001 and ****: p < 
0.0001 

Discussion 

The investigation into the mechanisms of DIC is ongoing, 
and there is an urgent need for adjuvant therapies that can 
prevent or alleviate DIC (Jiang et al., 2021). The main 
mechanisms believed to contribute to DOX-induced 
cardiotoxicity include a compromised antioxidant defense 
system and increased production of ROS. Mitochondria, 
identified as the primary sites of ROS generation, represent 
crucial targets of DOX (Yang et al., 2020). The myocardium, 
in contrast to other tissues, exhibits higher susceptibility to 
oxidative stress, potentially attributed to lower levels of 
antioxidant enzymes (De Geest and Mishra, 2021). Hence, 
investigating approaches to natural antioxidant system and 
safeguard mitochondria is an attractive way to mitigate 
DIC. 
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Natural products emerge as promising candidates for 
novel drug development, and in this study, esculetin was 
recognized as a protective agent against cardiotoxicity, 
partially by activating the fundamental antioxidant 
signaling pathway. Esculetin (6,7-dihydroxycoumarin) 
displays diverse pharmacological effects, encompassing 
anti-oxidative properties, the inhibition of anti-atherogenic 
activity and human leukemia cell growth (Yun et al., 2011). 
Additionally, it has shown efficacy in restraining tumor 
growth in cell cultures and a mouse tumor xenograft model 
in living organisms (Lee et al., 2013). 

In this study, we investigated the impact of esculetin on 
DOX-induced cardiotoxicity and explored the underlying 
mechanisms of the synergistic cardiotoxic effects 
associated with combined esculetin and DOX treatment. 
Mitochondria plays a central role as the primary target 
organelle in DOX-induced toxicity within cardiomyocytes 
(Shi et al., 2018). Notably, DOX exhibits a higher 
concentration within mitochondria compared to its 
simultaneous serum concentration, based on clinical data 
(Tadokoro et al., 2023). DOX utilizes enzymatic-related 
mechanisms in the mitochondrial respiratory chain, leading 
to the accumulation of ROS, which is a primary factor in 
DOX-induced cardiotoxicity (Jiang et al., 2022). Childs et al. 
(2002) found that when DOX triggers the generation of ROS 
in mitochondria, it causes the mitochondrial membrane 
potential to decrease and the release of cytochrome C. 

Heart cells, known for their diminished antioxidant 
enzyme activity, are recognized as a principal focus of 
oxidative stress induced by DOX (Shi et al. 2023). In our 
study, exposing the heart to DOX resulted in heightened 
ROS production and inhibited the activities of CAT, SOD, 
and GPx, all of which play crucial roles in antioxidant 
defense.  SOD and CAT levels in rat heart tissue experienced 
a remarkable decrease upon DOX treatment, but the 
application of esculetin significantly raised these enzyme 
levels. To conclude, esculetin played a crucial role in 
reducing DOX-induced oxidative stress in cardiac tissue. 

Considering their mechanisms, antioxidant 

supplements could play a crucial role in cardio-oncology 

signaling. Flavonoids emerge as a potentially effective 

category of herbal medications to mitigate DOX 

cardiotoxicity, given their iron-chelating properties, 

antioxidant effects, carbonyl reductase-inhibitory 

attributes and inhibition of lipid peroxidation (Abdelghffar 

et al., 2021).                                                           

 

Studies in the literature have explored the impact of 

phenolic compounds on both the induction and 

cardiotoxicity associated with DOX. Quercetin, a flavonoid 

glycoside, has been studied for its preventive impacts on 

heart-related disorders and cardiac damage. Several 

studies have documented its protective role against DOX-

induced cardiomyopathy, attributing the expression and 

the subsequent improvement in antioxidant defense, 

including SOD and CAT (Abdelghffar et al., 2021). Another 

flavonoid glycoside, apigenin, has been reported to reduce 

blood levels of lactate dehydrogenase and creatine kinase 

myocardial band in a myocardial ischemia rat model. Its 

protective effects are associated with the inhibition of NF- 

ĸB activation, leading to the suppression of pro-

inflammatory cytokines (Ojha et al., 2016). Furthermore, 

the delivery of apigenin to adult rat cardiomyocytes 

resulted in enhanced cell survival when exposed to DOX. 

This effect was attributed to many mechanisms, including 

the mitigation of lipid peroxidation, quenching of ROS, and 

avoidance of myocyte necrosis (Psotová et al., 2004). 

Berberine pretreatment exhibited significant 

enhancements in GPx, and CAT, SOD activities, while 

concurrently reducing MDA levels. Furthermore, it 

ameliorated both electrocardiogram patterns and 

histopathological alterations in the myocardium of DOX-

treated rats (Wu et al., 2019). The research conducted by 

Dai and colleagues (2018) delves into the potential of 

octreotide (OCT) in counteracting DOX-induced cardiac 

toxicity in rats. The cardiac homogenate of the OCT group 

revealed elevated activities of CAT, SOD, and GSH 

compared to the DOX group. Notably, a substantial 

reduction in MDA activity and ROS levels was observed in 

the OCT group in comparison with the DOX group (p < 

0.05). 

Conclusion 

In summary, herbal products present valuable 

opportunities for drug discovery in preventing and treating 

DIC. Our study, for the first time, showcased the 

cardioprotective effects of esculetin against DIC. Esculetin 

demonstrated the ability to protect mitochondria and 

alleviate oxidative stress through the antioxidant signaling 

pathway. Esculetin shows potential in reducing the harmful 

effects of DOX on the heart and might be used as an 

additional medication in cancer treatment. 
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