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yel Editorial

Bilimsel Arastirmalarda Goriilmeyen
Kahramanlar

Unseen Heroes in Scientific Research

Deneysel Hayvan Arastirmalari

Gecmiste yasamis bilim adamlari, buglnki bilimsel gelismelerimizin mimarlaridir. Buglin yasayan
bilim insanlari gelecekte bilim diinyamizi aydinlatacak yarini insa edecek kisilerdir. Bilim insanlari hi¢
tanimadiklariinsanlarigin karsiliksiz bilimsel arastirma yapmaktadirlar. Bilim insanlari yaptiklari arastir-
malardan genel olarak kendileri igin bir menfaat beklemedikleri igin tiim insanlarin saygisini hak etmek-
tedir. Bilimsel galismalarda bilim insanlarindan daha fazla saygiyi hak eden kahramanlar ise deneysel
hayvan modelleridir. Deneysel hayvan modelleri hi¢ tanimadiklari insan ve hayvanlar icin hayatlarini
feda etmektedir ve bu nedenle bilimsel gelismelerde gorilmez kahramanlardir. Bilim insanlari bilimsel
arastirmalarinda farkli modelleri kullanmaktadir. Deneysel arastirma modelleri in vivo modeller (model
hayvanlar ve model organizmalar) ile in vitro deneysel modeller olarak iki grupta toplanabilir (Sekil 1).

Deneysel arastirmalarin ortak 6zelligi kontrolli ve tekrarlanabilir olmasidir. Deneysel arastirmalarda
tekrarlanabilirlik, kisiye, zamana ve mekana bakilmaksizin ayni kosullar altinda deneysel sonuglarin tek-
rar edilmesi durumunda benzer sonuglarin elde edilmesidir ve bu tekrarlanabilirlik 6zelligi arastirma
sonuglarinin givenilirligini etkiler. Deneysel arastirmalarda tekrarlanabilirligin temel kosulu, test sonu-
cunu etkileyen kosullarin standardize edilmesidir. Deney hayvani arastirmalarinda standardizasyon
s0z konusu oldugunda, arastirmada kullanilan hayvanlar, deneysel uygulama ve arastirma kosullari
icin tanimlanabilir standart kosullarin olusturulmasidir. insan tibbinin gelismesinde preklinik hayvan
arastirmalarinin yeri tartismasiz gok énemlidir. insan tibbinda kullandigimiz ilaglarin, agilarin, cerrahi
tekniklerin, biyomalzemelerin, tibbi cihaz ve ekipmanlarin insanlarda kullanilmadan 6nce preklinik hay-
van deneyleri ile test edilmesi hayati 5nem tagimaktadir ve vazgegilmezdir (Sekil 2). Bilimsel arastirma
yontemindeki hizli genislemeye ragmen hayvan deneylerine hala ihtiya¢ duyulmaktadir (Ferdowsian &
Beck, 2011).

Tibbin tarihsel gelisim stirecinde insan yerine kullanilan hayvan modellerinin ok nemli katkilari olmus-
tur. Tarihte bilinen ilk tip el kitabi olan Corpus hippocraticum’da (M.O. 400), temel anatomik yapilari
ve fizyolojilerini aydinlatmak igin hayvanlar Gzerinde ¢alismalar yapildigindan soz edilmektedir (Ergln,
2010; Franco 2013). Gergek anlamda ilk hayvan deneyleri olan MS 130-2021 yillari arasinda yasamis
olan Galen’in domuzlar, maymunlar ve kdpekler lizerinde yaptidi deneyler, insan tibbinin gelisimine ¢ok
onemli bir isik tutmaktadir (Olsson ve ark., 2003). Modern tibbin buglinkli konumuna gelmesinde hay-
van deneyleri cok 6nemli gelismelere sahne olmustur. Ginimizde deney hayvani modellerinin kulla-
nimi artarken, laboratuvar hayvani bilimi gelismis ve spesifik hayvan modellerinin insan hastaliklarinda
kullanilmasi konusunda ¢ok 6nemli gelismeler olmustur. Hayvan deneylerinde etik kurallar 1959 yilinda
Russell ve Burch tarafindan 3R kurali olarak tanimlanmistir. 3R kurali; yerine koyma: hayvanlar yerine
alternatif yontemlerin kullanilmasi, Azaltma: Deneylerde en az hayvanin kullaniimasi, Aritma: Deneyde
kullanilan hayvanlara en az aci ve istirabin verilmesi olarak tanimlanir (Russell & Burch, 1959).

Deney hayvanlari, insanin yerini alabilen ve Uizerinde denenen (maymun, kedi, kopek, tavsan, koyun,
kegi) tim hayvanlara denir. Deneyin tekrari igin hayvanlarin genetik ve mikrobiyolojik 6zellikleri tanim-
lanmig olup, hayvanlarin isik, nem, sicaklik ve ses gibi standart laboratuvar kosullarinda tretilmesi,
barindiriimasi ve deneylerin ayni kosullarda yapilmasi esastir.

Tibbin gelismesinde ¢i§ir agan cok dnemli hayvan deneyleri vardir. Penisilinin kesfinde (1928), Alexan-
der Fleming streptokok ile enfekte farelere penisilin verdi ve fareler saglkli kaldi ve bulasici hastalikla-
rin tedavisinde dnemli bir atiim yapti. Transflizyon tarihindeki dontim noktasi, Richard Lower’in (1914)
kopeklerin transflizyon igin glivenli oldugunu gosteren kan transfiizyon denemesiydi. Selman Waksman
ve Albert Schatz (1943), tiberkuloz ile enfekte kobaylarda streptomisin kullanarak tiiberkiloz tedavi-
sinde ¢ok dederli bir bulus yaptilar. Preklinik hayvan arastirma sonuglari, bébrek nakli (1950), kdpek ve
domuzlarda cerrahi teknikler, menenjit ve ¢ocuk felci asilarinin gelistirilmesi, tamoksifenin tedavide
kullanimi gibi birgok insan hastaliyinda hastaliyin gelisme mekanizmasinin aydinlatilmasinda hayati
onem tasimaktadir (meme kanseri ve diyabetin tedavisi gibi). GlinimUzde insan tibbinda kullanilan
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Hayvanlar modelleri
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Deneysel modeller

Sekil 1.
Deneysel Modeller.

- Hiicre ve doku kaltara

- Yapay organlar ve organoidler

- Matematik ve bilgisayar
modelleri, Biyopsi materyali

in vitro modeller

hayat kurtarici geleneksel cerrahi tekniklerin, endoskopik cerrahi,
laparoskopik cerrahi, artroskopik cerrahi ve mikrocerrahi teknik-
lerinin gelistiriimesinde hayvan deneyleri vazgecilmezdir. insan
kalp ameliyati yaparken hastayi hayatta tutan kalp-akciger maki-
nesinin gelistiriimesi, koroner baypas ameliyati, yapay kalp kapak-
ciklarinin gelistirilmesi, kalp pilinin gelistirilmesi gibi insan cerrahi
teknikleri ve biyomateryallerin gelistirilmesinde hayvan deneyleri
hala vazgegilmezdir (implant malzemeleri, koroner stenler gibi
biyomateryallerin gelistirilmesi). Hayvan deneyleri sadece insan-
lar igin degil evcil hayvanlarinda tedavisi ve hastaliklardan korun-
masi icin hayati dneme sahiptir (kuduz asisi sadece insanlar igin
degil hayvanlarinda kuduzdan korunmak igin nemlidir).

Translasyonel tip arastirmalarinda hayvan modellerinin yerini ala-
bilecek hicbir arastirma yontemi yoktur. Tum dlkeleri etkileyen
Covid 19 pandemisine karsi koruyucu bir asinin gelistirilmesinde
preklinik hayvan denemelerinde insanlastirilmis fareler kullanild.
Burada gorildtgi gibi, insanlastiriimis fare modeli, Covid19 agl-
sinin gelistirilmesinde kritik bir rol oynamistir. Fare yerine kul-
lanilabilecek baska bir preklinik yontemin bulunmamasi, hala
vazgecilmez konumunu korumaktadir. Bu aginin gelistiriimesinde
hayvan denemeleri yapilmadan insanlara uygulanmasi mimkin
degil. Laboratuvar hayvanlari olarak cogunlukla fareler ve siganlar
kullanilmaktadir. Fare ve siganlarin yani sira kobay, tavsan, hamster,
gerbil, domuz, maymun gibi memeliler ve nematodlar, sirke sinek-
leri, kurbagalar ve zebra baligi gibi alternatif in vivo modellerde

model organizma kullaniimaktadir (Sekil 3). Glinimizde deneysel
amaclarla kullanilan memeli modeli fare ve sicandir. insan hasta-
liklarina dayali tanimlanmis genetik ve mikrobiyolojik ozelliklere
sahip laboratuvar faresi ve siganinin birgok alt soyu vardir.

Son ylzyilda bilimsel ve teknolojik gelismelere paralel olarak
modern tibbin gelismesinde hizli bir ilerleme kaydedilmistir.
Hayvan deneyleri tibbin bu ilerlemesine en dnemli katkiyr sag-
lamistir ve saglamaktadir. Deneysel sonuglar gegerlilik ve insan-
larda uygulama agisindan degerlendirildiginde translasyonel tip
arastirmalarinda yeri doldurulamaz. in vitro deneysel yontem-
lerle elde edilen sonuglarin insanlarda kullanilmasi, gegerlilik ve
uygulanabilirlik agisindan sinirh bir etkiye sahiptir. Hayvan model-
leri arastirmalarinin sonuglarinin degerli oldugunun 6nemli bir
gostergesi de her yil verilen Nobel Odiillerinin 2/3’Uinlin hayvan
modelleri kullanilarak yapilan galismalara verilmesidir.

Bilim adamlari 6zverili arastirma sonugclariyla hi¢ tanismadik-
lari insanlarin hayatlarini kurtariyorlar. Bilim adamlari aragtirma
sonuglarini evrensel ilkelerle hicbir menfaat beklemeden bilim
dlinyasinin hizmetine sunarlar. Bu yonuyle bilim adamlari, selef-
lerinin bilime katkilarina yeni bilgiler ekleyerek glinimuz bilim ve
teknolojisinin sekillenmesine katkida bulunmuslardir. Bu nedenle
tlm insanlarin bilim insanlarina stikran borcu vardir.

Sonug olarak, hayvan deneyleri modern tibbin gelisimine dederli
ve hayati bir katki yapti ve yapmaya devam ediyor. Deneysel tip
arastirmalarinda insan ikame hayvan modellerinin yerini alacak
bir arastirma yontemi hala yoktur. Bu durumda hayvan deney-
leri vazgecilmez ve gerekliliktir. Hayvan deneyleri yapacak tim
arastirmacilar, deneye baslamadan 6nce temel hayvan deneyi
etik kurallarini igsellestirmelidir. Arastirmacilar test edecekleri
arastirma sorularina cevap bulmak igin 6ncelikle alternatif deney-
sel yontemlere yonelmelidir. Alternatif yontemlerden edindik-
leri somut bilgilere dayali olarak arastirma sorularini test etmek
icin hayvan modellerini kullanmalari gerekir. Arastirmacilar daha
az hayvan kullanarak dogru arastirma sonuglarina ulasabilecek-
ler. Boylece gereksiz hayvan kullaniminin oniine gegilecektir.
Deney hayvani kullanan tiim arastirmacilarin, deney hayvanlarini
kullanirken, deney hayvani tirlerine 6zgl hayvan refahini sagla-
malari gerekmektedir. Bilim adami hi¢ tanimadi§i insanlar igin
bilim Uretirken, deney hayvani hi¢ tanimadigi insanlar igin haya-
tini feda eder. Her canli tlird kendi soyunun degderli bir Uyesidir.

Hayvan Deneyleri

insan Klinik

7'}

Sentez In Vitro Testler
1.Dogal Kaynaktan Molekiil ,ﬁ 1.Hiicre ve Doku Kultiirti
2.Sentezlenen Molekiil 2.Yapay Organ Testleri

3. Model Organizmalar..

Dogal kaynaktan ve

A

Preklinik Hayvan Deneyleri
1.Biyouyumluluk Testleri

2.Hayvan Hastalik Modelleri

3.0ptimal Doz ve Etkinlik Deneyleri
4.Deneysel Cerrahi Teknikler..

- Aragtirmalan

Faz- 0, 1,2,3

7"}

En az 2 Omurgah
Uzerinde Testler

sentez molekiil Aday Molekiil Uzerinde
gelistirme Karekterizasyon Testleri
Sekil 2.

Hayvan Deneyleri; In Vitro Testler ile Insan Klinik Arastirmalari Arasinda Koprdi.
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Sekil 3.
Model Hayvanlar.

Milyonlarca yillik yagsamin temsilcisidir. Deney hayvanlari, modern
tibbin ve bilimin gelisimine ¢cok dnemli katkilarda bulunmustur.
Deneysel hayvan arastirmalari asilarin, ilaglarin, biyomalzemele-
rin gelistiriimesinde ve saglk alaninda birgok bulusta kullaniimig-
tir. Bu nedenle, tim insanlar bu hayvana saygi duymali ve takdir
etmelidir.
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rticle Arastirma Makalesi

Therapeutic Potential of Bacopa
monnieri L. in Sciatic Nerve Ligation:
Modulation of Regeneration and
Oxidative Stress

Siyatik Sinir Ligasyonunda Bacopa monnieri Lnin
Tedavi Potansiyeli: Rejenerasyon ve Oksidatif
Stresin Modulasyonu

DOI: 10.5152/JLASP.2023.23010

ABSTRACT

Bacopa monnieri L. is a plant known for its neuroprotective properties with positive effects on
neuronal regeneration and synaptic activity. In this study, the effects of Bacopa monnieri L. extract
on the regeneration process in sciatic nerve injury, which is a peripheral nerve injury model, were
investigated. Within the scope of this study, 18 Sprague—Dawley rats, each group containing six
animals, were divided into three groups. Surgical ligation of the sciatic nerve was performed at
the beginning of the experiment to induce sciatic nerve injury in the positive control and treat-
ment groups. Following surgical intervention, the treatment group received a daily dose of 400
mg/kg extract for 15 days starting from the 14th day post surgery. The oxidative stress status in
serum samples obtained from rats was investigated biochemically. Immunohistochemical mea-
surements of tumor necrosis factor alpha and inducible nitric oxide synthase were also performed
in the muscles surrounding the sciatic nerve. Upon examination of the results, it was observed
that the treatment group exhibited a significant increase in antioxidant capacity compared to
the control groups. Furthermore, the oxidant status in the treatment group was lower than that
in the positive control group. Immunohistochemical examinations revealed an increase in tumor
necrosis factor alpha- and inducible nitric oxide synthase immunoreactivity in the positive con-
trol group, while a decrease in the immunoreactivity of these inflammation markers was observed
in the treatment group. In conclusion, Bacopa monnieri L. extract may contribute to recovery in
peripheral nerve injury by regulating antioxidant and anti-inflammatory processes.

Keywords: Anti-inflammatory, antioxidant, Bacopa monnieri L., peripheral nerve injury, sciatic
nerve ligation

0z

Bacopa monnieri L. néronal rejenerasyon ve sinaptik aktivite tzerinde olumlu etkileri oldugu bili-
nen noroprotektif 6zellige sahip bir bitkidir. Bu calismada Bacopa monnieri L. ekstresinin periferik
sinir hasari modeli olan siyatik sinir hasarinda rejenerasyon sireci Uizerine etkileri arastiriimistir.
Calisma kapsaminda Sprague—Dawley irki 18 adet sigan her birinde 6 hayvan bulunan 3 gruba
ayrildi. Pozitif kontrol ve tedavi gruplarina siyatik sinir hasari olusturmak amaciyla deneyin baglan-
gicinda cerrahi olarak siyatik sinir ligasyonu uygulandi. Tedavi grubuna cerrahi uygulama sonrasi
14. glinden itibaren 15 glin boyunca 400 mg/kg/glin ekstrakt uygulandi. Siganlardan alinan serum
orneklerinde oksidatif stres durumu biyokimyasal olarak arastirildi. immunohistokimyasal olarak
ise siyatik sinir gevresindeki kaslarda TNF-a ve iNOS 6lgimi gergeklestirildi. Elde edilen sonug-
lar incelendiginde kontrol gruplarina gore tedavi grubunda antioksidan kapasite 6nemli olglide
artmistir. Oksidan durumun ise tedavi grubunda PC grubundan daha disik oldugu gorilmustdr.
Immunohistochemical incelemelerde PC grubunda TNF-a ve iNOS immunoreaktivitesini artar-
ken tedavi grubunda bu inflamasyon belirteglerinin immunoreaktivitesinin diistigu belirlenmistir.
Sonug olarak Bacopa monnieri L. ekstresi periferik sinir hasarinda antioksidan ve antiinflamatuar
slregleri diizenleyerek iyilesmeye katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Antiinflamatuar, antioksidan, Bacopa monnieri L., periferik sinir hasari, siyatik
sinir baglama
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Introduction

The nervous system is an intricate network of nerves that orches-
trates its operations through the transmission of messages
to and from diverse anatomical regions. The system is capable
of perceiving alterations in the surrounding environment that
exert an influence on the physiological state of the organism. The
classification of the nervous system entails two main divisions,
namely the central nervous system (CNS) and the peripheral ner-
vous system (PNS). The CNS is composed of the spinal cord and
brain, whereas the PNS is composed of nerves, which are densely
packed bundles of elongated fibers, or axons. The primary role
of these nerves is to establish functional connections between
various organs of the body and the CNS (Vecchiarelli & Tremblay,
2023). The spinal cord’s ventral and dorsal roots constitute the
PNS. Dorsal root ganglia cells include motor and sensory neu-
rons, respectively. The ventral horn and brainstem nuclei contain
motor neuron cell bodies. Sensory and motor axons may reach
distant organs (Zhang et al., 2021). The integrity of the injured
nerve, the age of the affected individual, and the type of lesion
sustained are all factors that contribute to the diverse func-
tional settings experienced by each of them. Sciatic nerve liga-
tion (SNL) represents a significant neurological disorder that
presents a considerable risk to both human and animal patients
also known as peripheral nerve injuries. These injuries can lead to
profound and enduring functional and physiological impairments
throughout an individual’s lifetime (Dong et al., 2019). The term
SNL refers to several forms of peripheral nerve stem or branch
injury. Sciatic nerve ligation accounts for 1.5-4.0% of all trauma
cases worldwide each year (Siemionow & Brzezicki, 2009). Sciatic
nerve ligation elicits modifications in immune cells and the cor-
responding factors involved in immune regulation, leading to a
series of immunoregulatory reactions within the cellular micro-
environment. There are several immunomodulatory substances
that have been identified, including interleukins (ILs) such as IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, and IL-17 (Xiaoting et al., 2013)
(Wang et al., 2015), and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) (Kigu-
chi et al., 2015). Sciatic nerve ligation often causes poor function,
nerve damage, and sensory and motor impairment. Partial heal-
ing, muscle atrophy, prolonged pain, and significant weakening
follow (Wang et al., 2019). In order to achieve reinnervation and
establish connections with distal motor endplates, axons often
necessitate regeneration over considerable distances, exhibit-
ing a relatively slow rate of 1-3 mm per day (Slavin et al., 2021).
Consequently, the process of regeneration requires an extended
period of time, particularly when external aid is not available (R.
Dong et al,, 2019). Most medical procedures are microsurgical,
offering direct repair, tension-free end-to-end sutures, or the
best method utilizing autologous nerve grafts to close bigger
gaps (Kornfeld et al., 2019; Rayner et al., 2020, 2021). However,
it has drawbacks, including morbidity at the donor site, a lack of
donors, impaired sensation, scarring, and the possibility of neu-
roma formation (Wang et al., 2019).

The use of animals in experiments allows for more precise control
over the factors influencing regeneration and recovery, as well
as the evaluation of novel techniques and treatment stances. In
addition, animal models permit the implementation of scientific
methodologies to examine molecular and cellular processes in
a manner not possible in clinical research, as well as to evaluate
the onset and progression of regeneration (Allodi et al., 2012).
The experimental paradigm of sciatic nerve axotomy (SNA) has
been employed in the field of neuroscience since the early 20th

century. Santiago Ramon y Cajal, in his 1906 Nobel Prize accep-
tance speech, elucidated the utilization of SNA in his research.
Cajal significantly contributed to the support of the neurotropic
theory and the concept of nerve regeneration continuity by
employing a thoughtful application of the model and provid-
ing detailed descriptions of the outcomes. As a result, towards
the conclusion of the 19th century, SNA attained the status of a
widely accepted experimental model in the two primary domains
that would subsequently drive its utilization in the 20th century:
nerve regeneration and neuropathic pain (Savastano et al., 2014).

Bacopa monnieri L. extract (BME), commonly referred to as
“medhya rasayanas” in Ayurveda, has been widely employed as
an Ayurvedic remedy in India for approximately three millen-
nia. The main reason for this is that the plant has a large num-
ber of bioactive parts, such as alkaloids, glycosides, flavonoids,
and “bacosides,” which are complex mixtures of compounds
with similar structures (Dowell et al., 2015). Bacopa monnieri L.
extract, a botanical extract, has been found to contain a diverse
array of chemical components, including brahmine, nicotinine,
herpestine, bacosides A and B, saponins A, B, and C, B-sitosterol,
betulinic acid, serine, aspartic acid, glutamic acid, and other vari-
ous elemental components (Jeyasri et al., 2020). The therapeutic
efficacy of a compound consisting of two saponins, specifically
bacoside A and its optically rotated isomer bacoside B, has been
scientifically validated. The saponins present in BME have been
identified as its active constituents. Moreover, it has been recog-
nized that bacoside A is comprised of four saponins, specifically
bacopaside Il, bacoside A3, bacopasaponin C, and the jujubogenin
isomer of bacopasaponin C (Deepak & Amit, 2013). Bacopaside Il
and bacoside A3 demonstrate enhanced neuroprotective charac-
teristics in comparison to the remaining two constituents, owing
to their ability to lessen levels of intracellular reactive oxygen spe-
cies (ROS) and enhance cellular viability (Bhardwaj et al., 2018).
The Bacopa plant has been identified to facilitate the process of
neuronal regeneration, promote the synthesis of neurons, restore
synaptic activity, and enhance cognitive function (Mehta et al.,
2022). Its benefits extend to enhanced cognitive performance
and better memory (Shinomol et al., 2011).

In this study, the effect of BME on the regeneration process of
peripheral nerve damage was investigated using biochemical and
pathological methods.

Methods

Chemicals

Ketamine (Keta control, Doga ilag, Istanbul, Tiirkiye) and xylazine
(Control 10%, Doga ilag, istanbul, Tiirkiye) used for anesthetics.
Bacopa monnieri L. extract was purchased from commercially
(Naturevibe Botanicals).

Animals

Atatlrk University Medical Experimental Research and Applica-
tion Center (ATADEM) provided 18 male Sprague-Dawley rats
weighing 250-300 g for the experiments. All rats were housed
at room temperature of 21 + 2°C, 12 hours of light and 12 hours
of darkness, and housed in cages without specific pathogens,
with access to food and water ad libitum. In experimental animal
studies, the ARRIVE guidelines and the rules applicable from the
eighth edition of the Guidelines for the Care and Use of Labo-
ratory Animals were applied. Ethics committee approval was
obtained from Atatlirk University Animal Experiments Local Eth-
ics Committee with the date June 22,2023, and the number 110.
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Experimental Groups

« Negative control (NC): healthy control group (n=6)

« Positive control (PC): surgical SNL (n=6)

o Treatment group (BME): 15 days 400 mg/kg BME (n=6)

Model

Sciatic nerve ligation is an experimental model for inducing neu-
ropathic pain and examining nerve injury in rats. In this model,
triple suturing of surgically exposed sciatic nerves is performed,
and then rats are monitored for signs of hypersensitivity, such as
increased sensitivity to tactile, thermal, and chemical stimula-
tion. It is also used to study the effects of acute nerve injury on
the expression of various molecules and gene transcripts. 60
mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine were used for anesthetic
purpose.

In this study, SNL was used to assess the potential therapeutic
efficacy of BME in acute nerve injury. Three branches of the sci-
atic nerve were ligated, and the pattern development was verified
aftera14-day waiting period. Following the induction of SNL, BME
was administered by gavage at a dose of 400 mg/kg (the treat-
ment dose was chosen in accordance with the literature data) for
15 days beginning on day 14 (Kishore et al,, 2016; Omura et al.,
2005).

Biochemical Analysis

Serum was obtained from blood samples taken from rats and
total antioxidant capacity (TAC) and total oxidant status (TOS)
were analyzed. The analyses were performed in commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay kits and per-
formed according to the kit protocol of the company (Rel Assay
Diagnostics, Mega Tip, Gaziantep, Turkiye) (Ferah Okkay et al,
2023).

Histopathological Analysis

Rats were necropsied and muscle tissue samples were preserved
in neutral formalin solution at 10% concentration. The tissues
were placed in paraffin blocks and subjected to standard alcohol-
xylol preservation procedures (Toraman et al., 2023).

Immunohistochemical Analysis

To inactivate endogenous peroxidase, 5 um sections from poly-
lysine slides were subjected to a series of xylol and alcohol treat-
ments before being washed with PBS and placed in 3% H,0, for
10 minutes. The antigen retrieval solution was applied twice for 5
minutes each at 500 watts to release the antigen in the tissue.

Then muscle tissues were incubated with inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and TNF-a primary antibodies at appropriate
dilution ratios determined at room temperature (Okkay et al.,
2021).

Statistical Analysis

Data were analyzed with the GraphPad 9.5 program. Enzyme-
linked immunosorbent assay results were analyzed using the
one way analysis of variance test, one of the parametric tests,
and multiple comparisons were made according to the post hoc
Tukey test.

Results

Biochemical Parameters

Serum biochemistry was examined in terms of oxidative param-
eters TAS and TOS analyses. In the TOS test used to deter-
mine the level of oxidation, the both NC and Treatment groups
showed a significant difference of p < .001 compared to the PC

group (Figure 1). In the TAS analysis, in which the antioxidant level
was measured, the NC and Treatment groups gave p=.001 and
p < 0.001 differences compared to the PC group, respectively
(Figure 2).

Histopathological Findings

Histological findings of the control group were normal. In the
PC group, mild mononuclear cell infiltration was observed in the
endomysium surrounding the muscle fibers. No histopathologic
findings were observed (Table 1 and Figure 3).

Immunohistochemical Findings

Staining for TNF-a did not show a significant immune positivity
in NC. Immune positivity was moderate in the treatment group,
but PC was severe in the treatment group. Negative control and
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Figure 1.

Total Oxidant Status Analysis Showing Oxidation Level Analysis. Oxidative
stress was significantly increased in the PC group.
***p <.001 differences between groups.
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Figure 2.

Total Antioxidant Capacity Analysis Showing Antioxidation Level Analysis.
Positive control group’s antioxidant status is lower than the other groups.
**p =.001 differences between groups; ***p <.001 differences.

Table 1.
Histopathologic Investigations Showed Statistically Significant
Differences Between the Groups (p <.05).

Groups Myositis

Negative control 0.16 + 0.40°
Positive control 116 + 0.40°
Therapeutics 0.33+0.512

Note: *PIndicate the difference between groups (p < .05).

Journal of Laboratory Animal Science and Practices | 2023 3(2): 32-38 1 DOI: 10.5152/JLASP2023.23010



35

0
2w

ST
mtﬂ\

1NN AR
SRR
R
BV AR Y ‘3&‘55\:@
\ | 0 v

2T A
AR
n‘b”i,"y"v'tn‘- LS
R RV R >4
PNV

\
Sl

Figure 3.

(A) NC Group, Normal Histologic Appearance. (B) PC Group, Mild Myositis
Consisting of Mononuclear Cells in the Endomysium (Arrowhead), (C)
Treatment Group, Normal Histologic Appearance. Hematoxylin and eosin.

Table 2.
Immunohistochemical Examinations Revealed Statistically Significant
Differences Between the Groups (p <.05).

Groups TNF-a iNOS

Negative control 0.16 +0.402 0.00 + 0.00?
Positive control 266 + 0.51° 0.83 £ 0.40°
Treatment 1.83 + 0.40° 0.16 + 0.40*

Note: #><Indicate the difference between groups (p <.05)

treatment groups did not have immune positivity in staining for
iNOS, but PC group had mild immune positivity. Tumor necrosis
factor alpha and iNOS positivity was found in muscle fibers and
capillary endothelial cells (Table 2 and Figure 4).

Discussion

The peripheral nervous system has a very limited regeneration
ability. For this reason, severe SNL often do not heal completely,
resulting in motor and sensory defects. This condition, which
negatively affects the quality of life of many people, continues
with complications starting from mild neuropathic pain to com-
plete loss of motor and sensory functions (Lopes et al., 2022).
Despite this, the lack of a definitive cure prompts scientists to
search for new treatments. The SNL model is the most commonly
used model to evaluate motor and sensory nerve functions in
peripheral nerve damage, due to the easy accessibility of rats
for studies on PNS injuries, their elongation similar to humans,
and their length and thickness suitable for surgical intervention
(Anetal., 2022).

In SNL, a series of pathophysiological events such as inflamma-
tion, oxidative stress, and excitotoxicity occur in the injured area.
The immune response in SNL is characterized by a rapid flow
of immune cells, particularly macrophages, leading to an early
pro-inflammatory response followed by an anti-inflammatory
response (Ferdowsi et al., 2023). As part of this process, cytokines
such as IL-1B and TNF-a, which emerge as part of the inflam-
matory response, play an effective role in the development and
maintenance of pain after peripheral nerve damage or inflamma-
tion (Nadeau et al., 2011).

Studies have shown an increase in IL-18 mRNA expression follow-
ing peripheral nerve injury. The upregulation of pro-inflammatory
cytokines such as IL-18 and TNF-a after nerve damage has been
reported to play a crucial role as initiators of inflammation and
in the development of neuropathic pain (Ren et al., 2011) (Ohtori
etal,, 2004). These findings indicate that IL-13 and TNF-a not only
modulate postneural injury pain but also affect nerve repair and
functional recovery (Nadeau et al., 2011).

In addition to inflammation, oxidative stress is also one of the
main causes of neural damage in SNL (Zhang et al,, 2013). The
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Figure 4.

(A) NC Group. Tumor Necrosis Factor Alpha Immune Negativity. (B) PC Group. Severe TNF-a Immunopositivity in Muscle Fibers (Arrowhead), (C) Treatment
Group. Moderate TNF-a Immunopositivity in Muscle Fibers (Arrowhead), (D) NC Group. iNOS Immune Negativity. (E) PC Group. Mild iNOS Immunopositivity
in Capillary Endothelial Cells (Arrowhead), (F) Treatment Group. iINOS Immune Negativity, IHC.

IHC =immunohistochemistry; iINOS = inducible nitric oxide synthase; NC = negative control; PC = postive control; TNF-a =tumor necrosis factor alpha.
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level of oxidative stress is proportional to the different types of
SNL (Wang et al., 2015). A recent study has shown that inhibi-
tion of oxidative stress after peripheral nerve injury can enhance
functional recovery by directing the pathway toward the repair
process and assisting in accelerated repair (Qian et al., 2018).
Therefore, modulation of the inflammatory response and oxida-
tive stress for enhancing peripheral nerve regeneration has been
considered an effective therapeutic strategy.

Bacopa monnieri L. extract, due to its bioactive compounds such
as saponins, alkaloids, betulinic acid, flavonoids, stigmasterol, and
beta-sitosterol, is a commonly used plant in traditional medicine
(Emsen et al., 2019). In silico and in vitro studies conducted with
eight of the 52 active compounds in BME have shown its associa-
tion with genes such as COX2 (Siklooksijenaz), INOS, LOX (Lipok-
sijenaz), STAT3 (Signal transducer and activator of transcription),
CCR1 (chemokine receptor type), and MMP9Q (matrix metallo-
peptidase), which are induced by pro-inflammatory cytokines
associated with pain and inflammation such as TNF-q, IL-13, and
interferon gamma (Jeyasri et al,, 2022). Besides its anti-inflam-
matory and antioxidant effects, BME has been reported to have
analgesic, antinociceptive, antipyretic, neuroprotective, pro-cog-
nitive, neuropsychiatric, anticancer, and anticonvulsant effects
(Sanyal et al., 2022).

In an in vitro study, Nemetchek et al found that BME exhibited
anti-inflammatory effects by reducing the levels of IL-6, IL-13, and
TNF-a (Nemetchek et al., 2017). It has also been reported to have
antioxidant properties by neutralizing free radicals, suppressing
lipid peroxidation, and activating antioxidant enzymes (Jauhari
etal,, 2019); (P B & Padma, 2017). Another study found a decrease
in SOD (superoxide dismutase), CAT (catalaz), and GSH (glutathi-
one) levels in rats treated with BME (Vigneshwar et al., 2021).

In our study, it was determined that the level of the oxidation
marker TOS was lower in the negative control group and treat-
ment group compared to the positive control group. Consis-
tently, the level of TAC was found to be higher in the negative
control group and treatment group. This condition is thought to
be associated with the bioactive compounds of the plant. A study
supporting this found that bacopaside Il and bacoside A3 in BME
reduced the levels of intracellular ROS and exhibited antioxidant
effects (Bhardwaj et al.,, 2018).

When reviewing the studies in the literature, in rats with mod-
eled SNL, it has been reported that 21 days of oral treatment with
BME resulted in a significant antinociceptive effect by attenu-
ating allodynia and hyperalgesia (Shahid et al., 2017). This effect
may be associated with the ability of BME to reduce the levels of
cytokines such as TNF-a and IL-6. In another study, Kishore et al.
found that in rats with streptozotocin-induced diabetic neuropa-
thy, treatment with BME (100, 200, and 400 mg/kg) reduced the
pain threshold, and the levels of TNF-q, transforming growth fac-
tor beta, and IL-13 were significantly lower in the treatment group
compared to diabetic rats, with the dose of 400 mg/kg being
closest to the cytokine levels in the control group (Kishore et al.,
2017). In our immunohistochemical examinations, we did not
detect immunopositivity in the negative control and treatment
groups, while we observed mild immunopositivity in the positive
control group. This indicates successful induction of inflamma-
tion resulting from SNL. Furthermore, the TNF-a and iNOS values
examined immunohistochemically showed a significant increase
in the positive control group compared to the negative control
group, while the treatment group showed a significant decrease.

In another study, Starinets et al applied synaptamide (4 mg/kg/
day) for the treatment of damage induced on the sciatic nerve
and reported a significant decrease in IL-1B levels in the treat-
ment groups. They also noted an increase in remyelination based
on immunohistochemical staining (Starinets et al., 2023). In our
histopathological study on myositis, significant differences were
observed. In the positive control groups, inflammatory cell infil-
trations consisting of mild mononuclear cells were observed in
the endomysium surrounding the muscle fibers, while no histo-
pathological findings were detected in the treatment group, indi-
cating the effectiveness of BME treatment on myositis.

Our study determined that BME reduced SNL damage modeled
in rats. Although there is ample evidence for the therapeutic
effect of BME’s bioactive compounds, further studies are needed
forits clinical application.
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oz

Bu galismanin amaci spor bilimleri alaninda laboratuvar hayvanlari ile galisma yapan akademis-
yenlerin bireysel yenilikgilik dlizeylerinin incelenmesidir. Calismaya Turkiye'deki devlet tUniversi-
telerinin spor bilimleri fakiltelerinde gorev yapmakta olan ve en az bir kez laboratuvar hayvanlari
ile bilimsel arastirma galismasi yapmis 54 akademisyen katilmistir. Calismada veri toplama araci
olarak iki bolimden olusan anket formu kullanilmistir. Formun birinci bdlimi arastirmaci tara-
findan hazirlanan ve katilimcilarin akademik unvan, yas, laboratuvar hayvanli galigma gegmisi gibi
demografik ozellikleri hakkinda bilgi edinmeyi amaglayan kisisel bilgi formu yer almaktadir. Anket
formunun ikinci bolimiinde ise kisilerin bireysel yenilikgilik diizeylerini belirlemeyi amaclayan
‘Bireysel Yenilikgilik Olcedi’ yer almaktadir. Olgek Hurt ve ark. tarafindan 1977 yilinda gelistirilmis
olup Tirkge uyarlamasi Kiliger ve Odabasi tarafindan 2010 yilinda gergeklestirilmistir. 20 madde-
den olusan besli likert tipteki 6lgek dort alt boyuta sahiptir. Veri toplama araci ile elde edilen veriler
SPSS 20 yazilimi ile elektronik ortama aktariimis, frekans analizi ve veri dagiliminin homojen
olmamasi nedeniyle parametrik olmayan istatistik analizlerine tabi tutulmustur. Calisma sonu-
cunda profesor kadrosundaki katilimcilarin degisime direng diizeylerinin ylksek seviyede oldugu,
arastirma gorevlisi kadrosundaki katilimcilari ise risk alma diizeylerinin ylksek seviyede oldugu
gordlmustur.

Anahtar Kelimeler: Akademisyen, laboratuvar hayvanlari, spor

ABSTRACT

The aim of this study was to examine the individual innovativeness levels of academics working
with laboratory animals in the field of sports sciences. Fifty-four academicians who work in the
sports science faculties of state universities in Turkey and who have done scientific research with
laboratory animals at least once participated in the study. In the study, a questionnaire consist-
ing of two parts was used as a data collection tool. In the first part of the form, there is a personal
information form prepared by the researcher, which aims to obtain information about the demo-
graphic characteristics of the participants such as academic title, age, and history of working with
laboratory animals. In the second part of the questionnaire, there is the “Individual Innovation
Scale,” which aims to determine the individual innovativeness levels of individuals. Individual
Innovation Scale was developed by Hurt and othersin 1977 and its Turkish adaptation was carried
out in 2010 by Kiliger and Odabasi. The 5-point Likert-type scale consisting of 20 items has four
sub-dimensions. The data obtained with the data collection tool were transferred to electronic
media with Statistical Package of Social Sciences 20 software and subjected to non-parametric
statistical analysis due to the frequency analysis and data distribution being not homogeneous.
As a result of the study, it was seen that the participants in the professor staff had a high level of
resistance to change, and the risk-taking levels of the participants in the research assistant staff
were high.

Keywords: Academician, laboratory animals, sports
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Giris

Yenilik kavramini ele alan pek ¢ok tanim var olsa da bu calisma
kapsaminda ortaya konabilecek tanimlardan biri yeniligi, bir
seyi yapmanin yeni yolunun tanitiimasi olarak ifade etmektedir
(Simpson & Weiner 1989). Yenilikgilik ise kisilerin yenilige yone-
lik verdikleri tepkilerdeki farklilik olarak tanimlanabilir. Yenilikgi-
lik birey agisindan var olan diizene yonelik bir dedisim anlamina
gelmektedir. Bu bakimdan bireylerin yeniligin bir sonucu olan
degisime karsi direng gosterme dlizeylerine gore yenilikgilik dav-
ranislari da farklilagmaktadir (Tunger, 2013). Bu baglamda yenilik-
cilik kavraminin birey bazinda ele alinmasinin bir sonucu olarak
bireysel yenilikgilik kavrami ortaya ¢ikmistir. Bireysel yenilikgilik,
bireyin yeni teknolojileri ve yenilikleri kesfetme ve inceleme egi-
limini ve buna yonelik istekliligini ifade eder (Agarwal & Prasad,
1998). Hendarman ve Cantner (2018), bireysel yenilik¢iligi yenilige
yonelik bireysel performansin bir sonucu olarak tanimlamistir. Bu
performansi olusturan bilesenleri ise yenilige yonelik risk alma,
yeniligi kabullenme ve uyum gosterme ve deneyime agiklik sek-
linde siralamak mumkinddr (Kiliger, 2010). Bireyler yenilikgilige
yonelik performanslari diizeyinde ilerleme kaydedebilir. Bu durum
hem degisime ayak uydurmada hem de degisime yon vermede
kilit rol oynamaktadir. Bireysel yenilikgilik bir davranis ve tutum
olarak yeni bir Griinlin benimsenmesini saglayan bir 6§grenme
yetenegidir (Rogers, 2003, ss. 12-23). Yenilikgi birey, yeniligi iste-
mekte ve uygulamaktadir (Oktug & Ozden, 2013).

insanhgin varligindan itibaren bireyler hem kendilerindeki hem
de cevrelerindeki biyolojik olaylarin isleyisine yonelik bir merak
icerisinde olmustur. Bu merakin sonucunda insanlar hem kendi
vicutlarindaki hem de bagka biyolojik varliklardaki isleyise yonelik
arastirmalar yapmistir. Bu arastirmalarin bir kismi gdzlemsel bir
kismi ise deneysel ya da girisimsel nitelikte gergeklestirilmistir.
Deneysel galismalarin dogdasi geregi laboratuvar hayvanlari insan
deneklerinin alternatifi olarak kullaniimistir (Ergiin, 2010). Hay-
vanlar ile yapilan calismalarin M.O. 400 yilina dayanan bir gegmisi
bulunmaktadir (Altug, 2009). Modern anlamda hayvanli deney-
lerin ise 17. Ylzyildan itibaren yapildigi gérilmektedir (Olsson ve
ark., 2003). O zamanlardan glinimuze kadarki stirecte laboratu-
var hayvanlari tzerinde yapilan galismalar sayesinde pek ¢ok has-
taligin tanimlanmasi, asilarin gelistiriimesi tibbi uygulamalarin ve
tedavilerin yapilandirilmasi mimkin olmustur. Spor alaninda da
yapilan laboratuvar hayvanli gcalismalar sayesinde pek ¢ok ant-
renman metodunun ortaya gikmasi, sporun saghgi koruyucu ve
gelistirici yonlerinin kesfi mimkin olmustur.

Yukarida yapilan tanim ve agiklamalardan hareketle bilim ala-
ninda laboratuvar hayvanlari ile yapilan arastirmalar yenilikgi
bir bakis agisinin sonucu olarak nitelendirilebilir. Bu baglamda
ozellikle hareket ve antrenman anabilim dalinda galisma yapan
akademisyenlerin laboratuvar hayvanlarindan faydalanmalari
bireysel yenilikgilik kavrami ile iligkili olabilir. Literatir incelen-
diginde bu baglam ile ilgili hipoteze sahip bir arastirmaya rast-
lanmamis olmasi bu ¢aligsmayi 6zglin deder bakimindan onemli
hale getirmistir. Bu galismanin amaci spor bilimleri alaninda labo-
ratuvar hayvanlar ile galisma yapan akademisyenlerin bireysel
yenilikgilik Ozelliklerinin gesitli demografik degiskenlerine gore
incelenmesidir.

Yontem

Arastirma metodu olarak genel tarama modeliyle gergeklestirilen
bu caligmaya Turkiye'deki devlet Universitelerinin spor bilimleri
fakiltelerinde gorev yapmakta olan ve en az bir kez laboratuvar

hayvanlari ile bilimsel arastirma galismasi yapmis 54 akademis-
yen katilmistir. Caligmada veri toplama araci olarak iki bolimden
olusan anket formu kullaniimigtir. Formun birinci bolim arastir-
maci tarafindan hazirlanan ve katilimcilarin akademik unvan, yas,
laboratuvar hayvanli ¢alisma ge¢misi gibi demografik ozellikleri
hakkinda bilgi edinmeyi amaclayan kisisel bilgi formu yer almak-
tadir. Anket formunun ikinci boliminde ise kisilerin bireysel
yenilikgilik diizeylerini belirlemeyi amaglayan ‘Bireysel Yenilikgilik
Olcegi’ yer almaktadir. Olcek Hurt ve ark. (1977) tarafindan gelisti-
rilmis olup Turkge uyarlamasi Kiliger ve Odabagi (2010) tarafindan
gerceklestirilmistir. 20 maddeden olusan besli likert tipteki dlgek
dort alt boyuta sahiptir. Bu arastirmanin etik kurallara uygun-
lugu Atatiirk Universitesi Spor Bilimleri Fakiiltesi Etik Kurulu'nca
28.12.2022 tarih 2200433751 sayili kararda onaylanmistir.

istatistiksel Analiz

Veri toplama araci ile elde edilen veriler SPSS versiyon 20 (IBM
Statistical Package for the Social Sciences Corp., Armonk, NY,
ABD) yazilimi ile elektronik ortama aktarilmistir. ilk asamada
katihmcilarin yas, yil bazli akademisyenlik gegmisi ve laboratuvar
hayvanlari ile yapilmis ¢alisma sayisi gibi veri toplama aracinda
acik uclu bigimde edinilen degiskenlere yonelik veriler kategorize
edilmistir. Istatistiksel analiz siirecinde frekans analizi ve betim-
leyici istatistik analizlerinin yani sira normallik sinamasi amaci ile
yapilan Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilk analizi sonucunda
veri dagiliminin homojen olmadiginin anlagilmasinin sonucunda
nedeniyle parametrik olmayan istatistik analizlerine basvurul-
mustur. Buna gore katiimcilarin demografik 6zelliklerinin yiiz-
desel dagiliminin tespiti icin frekans analizine, bireysel yenilikgilik
Olgeginden elde edilen puan ortalamalarinin tespiti icin betimle-
yici istatistik analizine son olarak katimcilarin demografik 6zel-
liklerine gore bireysel yenilikgilik 6lcedinden elde edilen puan
ortalamalarinin karsilastirilmasi igin ise Kruskal Wallis H testine
basvurulmustur.

Bulgular

Tablo 1’e gore katiimcilarin yas gruplarina gore dagilimlari ince-
lendiginde cogunlugun 30 yas altinda oldugu gorilmektedir.
Katilimcilarin akademik unvanlarina gore dagilimlari incelendi-
ginde cogunlugun dogent unvanina sahip oldugu gorilmekte-
dir. Ote taraftan katilimcilarin laboratuvar hayvanlari ile yapmisg
olduklari galisma sayilari incelendiginde 2 ve 4 calisma yapan
katilimcilarin 18, 3 ve 5'ten daha fazla sayida galisma yapanlarin
ise 9ar katilimci oldugu gorilmektedir.

Tablo 2 incelendiginde katiimcilarin bireysel yenilikgilik dlgegi
degisime direng alt boyut ortalamalarinin dislk, bireysel yenilik-
cilik 6lgegdi fikir onderligi ve bireysel yenilikgilik 6lgedi risk alma alt
boyut ortalamalarinin yiksek, bireysel yenilikgilik 6lcegi deneyime
aciklik alt boyut ortalamalarinin ise ¢ok ylksek seviyede oldugu
gorilmektedir.

Tablo 3’te katilimcilarin yas gruplarina gére bireysel yenilikgilik
Olcedi alt boyut ortalamalarinin karsilastirilmasi sonucunda tim
alt boyutlarda istatistiksel olarak anlamli farklliklara rastlan-
mistir. Buna gore bireysel yenilikgilik dlgegdi dedisime direng alt
boyutunda 30 ve alti yas grubundaki katilimcilar 47 ve Uzeri yas
grubundaki katilimcilardan istatistiksel olarak anlamli bigimde
disiik sira ortalamasina sahiptir. Ote yandan bireysel yenilikgilik
Olgegi fikir onderligi, deneyime agiklik ve risk alma alt boyutlarinda
ise 47 ve Uzeriyas grubundaki katilimcilarin 30 ve alti ile 31-38 yas
araligindaki katimcilardan istatistiksel olarak anlamli bigimde
daha dlstk sira ortalamalarina sahip oldugu gorilmektedir.
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Tablo 3.
Katilimeilarin Yas Gruplarina Gére Bireysel Yenilikgilik Olcegi Alt Boyut
Puan Ortalamalarinin Karsilastiriimasi

Faktor Degisken | N Ort:’lg“r;am H P Fark
Degisime 30vealt? |17 20,88 8,647 | ,034 | a<d
direng 31-38° | 12| 2600
39-46° 12 27,50
47 ve Uzerid | 13 3754
Fikir 30vealt? | 17 32,79 16,019 | ,001 | ab>d
Onderligi 31-38° | 12 3763
39-46° 12 21,50
47 ve lzerid | 13 16,77
Deneyime 30vealti® | 17 32,79 17140 | ,001 | a,b>d
agiklik 31-38° |12 3763
39-46° 12 23,75
47 ve Uizeri @ | 13 14,69
Risk alma 30vealti® | 17 34,91 21,922 | ,000 | a,b>d
31-38° 12 36,13
39-46 ¢ 12 23,38
47 ve lzeri?| 13 13,65

Tablo 4 incelendiginde katilimcilarin akademik unvanlarina gore
bireysel yenilikgilik Olgegi alt boyut ortalamalarinin karsilasti-
rilmasi sonucunda risk alma digindaki alt boyutlarda istatistik-
sel olarak anlamli farkliliklarin oldugu gorilmektedir. Buna gore

Tablo 1. Tablo 4.
Katilimcilarin Demografik Degiskenlerine Yonelik Bilgiler Katilimcilarin Unvanlarina Gére Bireysel Yenilikgilik Olcedi Alt Boyut
n % Puan Ortalamalarinin Karsilastiriimasi
Sira
Yag 30 vealti 7 315 Faktor Degisken N | Ortalamasi H P Fark
s1-38 12 222 Degisime | Arastirma | 17| 1824  |35359| 000 | csba
39-46 12 22,2 direng Gorevlisi®
47 ve Uzeri 13 241 Dr Ogr. 12 13,25
L Uyesi®
Unvan Arastirma gorevlisi 17 31,5
Dr. Ogr. Uyesi 12 222 Dogent Drc | 25 4064
Dogent Dr. 99 407 EIkII’ . Ar.fa§t|r'm.a 17 27,76 15,733 | ,001 c>b
onderligi Gorevlisi?
Profesdr Dr. 3 5,6 Dr. agr. 12 40,63
Laboratuvar hayvanlariile |2 18 33,3 Uyesi®
yapilmis galisma sayisi Dogent Dre | 25 2102
£ 9 16,7 Deneyime Arastirma 17 27,76 16,417 | ,001 c>b
4 18 33,3 aciklik Gorevlisi 2
5 ve Uzeri 9 16,7 Dr. Ogr. 12 40,25
o9
Toplam 54 100 Uyesi
Docgent Dr. ¢ | 25 21,20
Risk alma Arastirma 17 34,91 12,895 | ,036 -
Tablo 2. _ o _ Gorevlisi 2
Katilimcilarin Bireysel Yenilikgilik Olgegi Alt Boyut Puan Ortalamalari Dr. Ogr. 12 23,38
N Min Maks X+SH Uyesi ®
Degisime direng 54 1,25 3,00 2,25 +,0799 Dogent Dr. ¢ | 25 24,44
Fikir onderligi 3,40 4,60 4,03 +,0680
Deneyime agiklik 3,60 500 443 +,0698 bireysel yenilikgilik dlgedi degisime direng alt boyutunda aras-
Risk alma 3,50 4,50 4,08 +,0472 tirma gorevlisi ve doktor 6gretim Uyesi unvanina sahip katilim-

cilarin dogent doktor katilimcilardan istatistiksel olarak anlamli
bigcimde daha distik sira ortalamalarina sahip oldugu gortlmek-
tedir. Bireysel yenilikgilik 6lgegi fikir onderligi ve deneyime agiklik
alt boyutlarinda doktor 6gretim Uyesi unvanina sahip katimci-
larin dogent doktor unvanina sahip katiimcilardan istatistiksel
olarak anlamli bicimde daha yiksek sira ortalamalarina sahip
olduklari gérilmektedir.

Tablo 5te katilimcilarin laboratuvar hayvanlari ile yapmis olduk-
lari calisma sayilarina gore bireysel yenilikgilik dlgegi alt boyut
ortalamalarinin karsilastirilmasi sonucunda tim alt boyutlarda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklara rastlanmistir. Buna goére
bireysel yenilikgilik dlgedi dedisime direng alt boyutunda labora-
tuvar hayvanlari ile 5 ve Uzeri sayida ¢alisma yapmis olan katihm-
cilarin laboratuvar hayvanlari ile 3 ve 4 adet ¢alisma yapmis olan
katilimcilardan istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde daha distk
sira ortalamasina sahip oldugu, laboratuvar hayvanlari ile 3 adet
calisma yapmis katilimcilarin ise laboratuvar hayvanlari ile 2 ve 4
adet calisma yapmis katiimcilardan istatistiksel olarak anlamli
bicimde daha ytiksek sira ortalamasina sahip oldugu gorilmis-
tur. Bireysel yenilikgilik dlcedi fikir onderligi ve deneyime agiklik
alt boyutlarinda laboratuvar hayvanlari ile 3 ¢alisma yapmis kati-
limcilarin laboratuvar hayvanlari ile 2, 4, 5 ve Uzeri sayida ¢alisma
yapmis katilimcilardan istatistiksel olarak anlamli bicimde daha
dUsik sira ortalamalarina sahip olduklari gorilmistdr. Bireysel
yenilikgilik olcedi risk alma alt boyutunda laboratuvar hayvanlari
ile 3 calisma yapmis katiimcilarin laboratuvar hayvanlari ile 2,
4, 5 ve Uzeri sayida galisma yapmis katilimcilardan, laboratuvar
hayvanlari ile 2 adet galisma yapmis katilimcilarin ise laboratuvar
hayvanlariile 5 ve Uizeri sayida galisma yapmis olan katiimcilardan
istatistiksel olarak anlamli bigcimde daha disUk sira ortalamala-
rina sahip olduklari gortlmustar.
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Tablo 5.
Katihmcilarin Laboratuvar Hayvanlart ile Yapmig Olduklari Calisma
Sayilarina Gére Bireysel Yenilikgilik Olgegi Alt Boyut Puan
Ortalamalarinin Karsilastiriimasi
Sira
Faktor Degisken | N | Ortalamasi H P Fark
Degisime 2a 18 18,50 33,314 | ,000 d<b,c
direng b>a,c
3° 9 50,00
4¢ 18 32,00
5ve lzeri¢ | 9 14,00
Fikir 22 18 27,50 17,265 | ,000 | b<a,cd
onderligi 30 9 950
4¢ 18 34,25
5ve lzeri¢ | 9 32,00
Deneyime 22 18 29,75 24162 | ,000 | b<a,c,d
aciklik 3 9 500
4¢ 18 34,25
5ve lzeri¢ | 9 32,00
Risk alma 2a 18 23,00 41,958 | ,000 | b<a,cd
3 9 5,00 a<d
4 18 34,25
5ve tzerid | 9 45,50
Tartisma

Spor bilimleri alaninda laboratuvar hayvanlari ile galisma yapan
akademisyenlerin bireysel yenilik¢ilik diizeylerinin gesitli demog-
rafik degiskenlere gore incelendigi bu galismada elde edilen
bulgular dogrultusunda gesitli sonuglara ulasiimistir. Buna gore
katihmcilarin bireysel yenilikcilik 6lgedi degisime direng alt boyut
ortalamalarinin distk, bireysel yenilikgilik olgedi fikir onderligi
ve bireysel yenilikgilik olgedi risk alma alt boyut ortalamalari-
nin ytksek, bireysel yenilikgilik 6lcedi deneyime agiklik alt boyut
ortalamalarinin ise gok ylksek seviyede oldugu gorilmektedir.
Literatlr incelendiginde bu yonde calismalarin bulundugu goril-
mUstlr (Bayraktar, 2012; Demircioglu ve ark., 2016; Demuth,
2010; Lyons & Schneider. 2005; Pelenk, 2017). Bu galismalardan
birinde akademisyenlerin bireysel yenilikgilik dlizeylerinin ytksek
seviyede oldugu ifade edilmistir (Oriicii ve ark., 2020). Bir baska
calismada da akademisyenlerin bireysel yenilikgilik dizeylerinin
yiksek oldugu sonucuna vurgu yapilmistir (Akgin, 2020). Bu
calismada elde edilen sonuglar ile literatlirdeki benzer galisma
sonuglari arasinda paralellik oldugu gorilmektedir. Akademisyen-
lik mesledi dodasi geregi yeni seyler tUretme ile iliskili oldugun-
dan akademisyen kisilerde bireysel yenilikgiligin ylksek seviyede
olmasi beklenen bir durum olarak degerlendirilebilir.

Galisma sonuglari incelendiginde katilimcilarin yas gruplarina
gore bireysel yenilikgilik 6lgedi alt boyut ortalamalarinin kargi-
lastirilmasi sonucunda tiim alt boyutlarda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklara rastlanmistir. Buna gore bireysel yenilikgilik
Olcegi degisime direng alt boyutunda 30 ve alti yag grubundaki
katimcilar 47 ve Uzeri yas grubundaki katilimcilardan istatis-
tiksel olarak anlamli bigimde duslk sira ortalamasina sahiptir.
Ote yandan bireysel yenilikcilik dlgegi fikir dnderligi, deneyime
aciklik ve risk alma alt boyutlarinda ise 47 ve Uzeri yas grubun-
daki katilimcilarin 30 ve alti ile 31-38 yas aralifindaki katilim-
cilardan istatistiksel olarak anlamli bicimde daha dislk sira

ortalamalarina sahip oldugu gorilmektedir. Literatlirde birey-
sel yenilikciligin yas ile ilgili dederlendirmesini ele alan pek ¢ok
calisma mevcuttur (Ciftgi ve ark., 2021; Larsen & Sorebo, 2005;
Parveen & Sulaiman, 2008; Shanmugavel & Micheal, 2022).
Bireysel yenilikgilik dlgegi degisime direng alt boyut ortalama-
sinin yagla birlikte arttiginin goértldigi bu galismayla benzer
sonuglara sahip calismalardan biri Cetin ve BuilbUl tarafindan
2017 yihinda gergeklestirilmistir. S6z konusu calismada da degi-
sime direng dlzeyi yasla birlikte artis gostermektedir ve yas
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklara rastlan-
mistir. Ote yandan dlgek alt boyutlarinin dogasi geredi degisime
direng alt boyutunun aksine fikir dnderligi, deneyime agiklik ve
risk alma alt boyutlarinda ise 38 yas alti katilimcilarin 47 ve tzeri
yastaki katihmcilardan daha ytksek sira ortalamalarina sahip
oldugu gorilmektedir. Calismanin giris boliminde de vurgu-
landigi Uzere yenilikgiligin dnlindeki 5nemli engellerden biri olan
degisime direng arttikg¢a yenilikgilik dizeyi azalmaktadir. Elde
edilen bulgular da yasla birlikte arttigi gorilen degisime direncin
diger yenilikcilik alt boyutlarinda azalmaya neden olabilecegini
desteklemektedir.

Arastirma bulgularina gore katilimcilarin akademik unvanlarina
gore bireysel yenilikgilik dlgedi alt boyut ortalamalarinin karsilag-
tinlmasi sonucunda risk alma disindaki alt boyutlarda istatistik-
sel olarak anlamli farkliliklarin oldugu gorilmektedir. Buna gore
bireysel yenilikgilik dlgedi degisime direng alt boyutunda aras-
tirma gorevlisi ve doktor 6gretim Uyesi unvanina sahip katilim-
cilarin dogent doktor katilimcilardan istatistiksel olarak anlamli
bicimde daha disUk sira ortalamalarina sahip oldugu gortlmek-
tedir. Bireysel yenilikcilik olgedi fikir onderligi ve deneyime acgiklik
alt boyutlarinda doktor 6gretim Uyesi unvanina sahip katilimci-
larin dogent doktor unvanina sahip katilimcilardan istatistiksel
olarak anlamli bicimde daha yiksek sira ortalamalarina sahip
olduklari gortilmektedir. Bu bulgular daha 6nce ortaya konan yas
bulgulari ile paralellik gostermekle birlikte akademik kariyerdeki
gelisimin bireysel yenilikgilik Gzerinde olumsuz bir etkiye neden
oldugu hipotezini de 6n plana ¢ikarmaktadir. Literatlirde aka-
demik unvan ve bireysel yenilikgilik Uzerine yapilmis caligmalar
nadirdir. Bu galismalardan birinde Kurudirek ve Kurudirek (2021)
bu ¢alisma bulgularindakine benzer sonuglar elde etmistir. Kuru-
direk ve Kurudirek (2021), bu durumu yas degiskeninden bagimsiz
olarak degerlendirdiginde akademik kariyerdeki ilerleyisin sonug-
larindan biri olarak belirli bir akademik perspektife sahip olma ve
perspektifin digina gtkmak yerine o alanda uzmanlagma gabasi ile
agiklamistir.

Galismada elde edilen bulgular incelendiginde katilimcilarin labo-
ratuvar hayvanlari ile yapmis olduklari galisma sayilarina goére
bireysel yenilikgilik olcegdi alt boyut ortalamalarinin karsilastiril-
masl sonucunda tim alt boyutlarda istatistiksel olarak anlaml
farkhliklara rastlanmistir. Buna goére bireysel yenilikgilik olgcegi
degisime direng alt boyutunda laboratuvar hayvanlari ile 5 ve
Uzeri sayida galisma yapmis olan katilimcilarin laboratuvar hay-
vanlari ile 3 ve 4 adet galisma yapmis olan katilimcilardan ista-
tistiksel olarak anlamli bicimde daha dislk sira ortalamasina
sahip oldudu, laboratuvar hayvanlari ile 3 adet galigma yapmis
katilimcilarin ise laboratuvar hayvanlari ile 2 ve 4 adet calisma
yapmis katilimcilardan istatistiksel olarak anlamli bigimde daha
yuksek sira ortalamasina sahip oldugu gordlmusttr. Bireysel
yenilikgilik Slcegi fikir dnderligi ve deneyime agiklik alt boyutla-
rinda laboratuvar hayvanlari ile 3 galisma yapmis katilimcilarin
laboratuvar hayvanlari ile 2, 4, 5 ve Uzeri sayida galisma yapmis
katilimcilardan istatistiksel olarak anlaml bigcimde daha disik
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sira ortalamalarina sahip olduklari gorilmustdr. Bireysel yenilik-
cilik Olgegi risk alma alt boyutunda laboratuvar hayvanlari ile 3
calisma yapmis katiimcilarin laboratuvar hayvanlari ile 2, 4, 5 ve
lUzeri sayida ¢alisma yapmis katilimcilardan, laboratuvar hayvan-
lari ile 2 adet ¢alisma yapmis katilimcilarin ise laboratuvar hay-
vanlari ile 5 ve Uzeri sayida galisma yapmis olan katilimcilardan
istatistiksel olarak anlamli bigimde daha dusuk sira ortalamala-
rina sahip olduklari gorilmustdr. Literatlr incelendiginde labo-
ratuvar hayvanlari ile galigma yapan bireylerde bireysel yenilikgilik
Uzerine henliz bir galisma yapilmamis oldugu gortlmektedir. Bu
durum bu galismanin 6zgtin degerini de olusturmaktadir. Bulgu-
lar incelendiginde alanda yapilan galisma sayisi 2 olan katilimci-
larin degisime karsi direnclerinin disuk, diger alt boyutlarda ise
ylksek sira ortalamalarina sahip oldugu, galisma sayisinin 3’e
ulastigi bireylerde ise degisime direncin yuksek, diger alt boyut-
larda ise dUslk sira ortalamalarina sahip olduklari gorilmustr.
Bununla birlikte galigma sayisi artmaya devam ettikge degisime
direncin azalarak yenilikgilige yonelik olumlu alt boyutlarda artig-
larin oldugu gorilmektedir.

Sonug ve Oneriler

Sonug olarak spor bilimleri alaninda laboratuvar hayvanlari ile
calisma yapmis olan akademisyenlerin bireysel yenilikgilik diizey-
lerinin ylksek olmasinin temel nedeninin galismanin basinda
yeniligin tanimindaki ‘bir seyi yapmanin yeni yolunun tanitil-
masi'na yonelik gayretin bir sonucu oldugu ifade edilebilir. Zira
laboratuvar hayvanlari ile yapilan ¢aligmalar sayesinde pek cok
bilim alaninda 6nemli yenilikler elde edilmistir. Literatlr incelen-
diginde bireysel yenilikgilik kavraminin bir aragtirma konusu ola-
rak popilaritesini korudugu ve glincek calismalarda yer buldugu
gorilmektedir (Akglin & Saribudak, 2023; Baltaci & Baydin, 2023;
Demir & Demir, 2023; Mutlu & Aydin, 2023) Bu galismada elde
edilen bulgular spor bilimleri alanindaki yenilikgi bakis agisinin bu
yonde gelismesine yon verebilir.
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Highlights for the Research Involving
the Lactation Period in Laboratory Rats

Laboratuvar Sicanlarinda Laktasyon Donemini
iceren Arastirmalarda One Cikanlar

ABSTRACT

Lactation is an important period in newborn nutrition since nutritional factors in the early stages
of development have life-long impacts. Lactation provides various important long-lasting health
benefits to the offspring. The lactation period, however, provides much more than just nutrients.
The composition and quantity of nutrients in breast milk are not the only factors that can influ-
ence offsprings during breastfeeding. Maternal behaviors to nourish and protect her litters dur-
ing lactation are also important in programing. The current study attempted to focus on specific
characteristics of the breastfeeding period, such as changes in food consumption, mother’s
weight, and the time dams spend lactating with or without pups. A deeper understanding of this
critical period will allow for designing better pediatric models including maternal separation, arti-
ficial rearing, and studies covering maternal manipulations.

Keywords: Lactation period, maternal care, milk, mother rats, newborn

0z

Emzirme, yenidogan beslenmesinde dnemli bir donemdir ¢linki gelisimin erken dénemlerindeki
beslenme faktorleri uzun vadeli bir etkiye sahiptir. Emzirme, yavrularin saghgina uzun donemde
etkileri olan faydalar saglar. Bununla beraber laktasyon donemi yavrulara, besinlerden ¢ok daha
fazlasini saglar. Emzirme sirasinda yavrulari etkileyebilecek tek faktor anne sitiindeki besinlerin
bilesimi ve miktari degildir. Ayni zamanda laktasyon doneminde yavrularini beslemek ve korumak
icin gosterdigi annelik davraniglari da programlamada 6nemlidir. Bu galismada, emzirme done-
minde anne siganlarin yem ve su tiketimindeki degisiklikler, anne agirligi, annelerin yavrularini
emzirmek icin harcadigi zaman, annelerin yavrularindan ayri kaldigi stire gibi belirli 6zelliklerine
odaklanmaya galigildi. Bu kritik donemin daha iyi ve derinlemesine anlasiimasi, anneden ayrilma
stresi modelleri, suni yetistirme ve anne manipulasyonlarini kapsayan arastirmalar da dahil olmak
Uzere daha iyi pediatrik modellerin tasarlanmasina olanak saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Laktasyon donemi, anne bakimi, stit, sigan anneler, yeni dogan

Introduction

Mammalian mothers are signaling biochemically to their offspring from the moment of implanta-
tion until weaning. The maternal response to environmental challenges modulates her signaling to
her offspring, which in turn modulates offspring development. The evidence for in utero effects on
adult physiology and disease risk in mammals is substantial, from the early epidemiological work of
Barker (1990) and Forsdahl (1977) to a host of experimental studies on laboratory animals. Lactation is a
critical phase in newborn nutrition. Maternal milk is a complicated metabolic fluid that helps newborn
mammals grow and thrive (Martin et al., 2016). Since milk is the only food consumed by all mammals
for a while after birth, it must contain all the essential nutrients required for early growth and develop-
ment. However, lactation offers considerably more than just nutrition to the offspring; it has numerous
additional lifelong health effects (Power & Schulkin, 2013).

Milk contains bioactive molecules that contribute to organ development and healthy microbial coloni-
zation (Ruiz et al., 2017). The composition of milk varies at different stages of the same feed, during the
day and throughout the lactation period (Ballard & Morrow, 2013). Breastfeeding also has long-term
beneficial effects for the mother, such as a reduced risk of breast and ovarian cancer and a reduced
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incidence of type 2 diabetes (Gunderson et al., 2018; Victora et al.,
2016). The phenotype of the offspring is determined by the inter-
action between genes and the environment, especially in the
early stages of development (Ramos & Olden, 2008; Suzuki, 2018;
Zambrano & Nathanielsz, 2013). Experimental studies are mostly
carried out to observe the effects of problems experienced dur-
ing pregnancy (Li et al., 2019; Vieau, 2011; Wang et al.,, 2019). Less
attention has been paid to developmental challenges during
breastfeeding (Bautista et al., 2019). It is known that many fac-
tors such as breastfeeding stage, mother’s genetic factors, infant
health status, baby’s gender, mother’s socioeconomic status,
maternal age, environmental factors, and maternal health status
affect the nutritional composition of milk (Wu et al., 2018). Studies
show that proper breastfeeding reduces the risk of obesity in later
childhood (de Waard et al., 2017; Fields et al., 2016; Qasim et al.,
2018). During lactation, key stages of development, maturation,
and differentiation occur in many organs (Bauman & Bruce Cur-
rie 1980; Bautista et al. 2008). Despite these limitations caused
by differences in the timing of organ development between spe-
cies, animal studies provide an opportunity to further explore the
underlying mechanisms and control for external confounding
factors in ways not possible in human studies. In addition, com-
parative animal physiology provides an opportunity to observe
and learn from the differences and similarities between species
(Sinclair et al. 2016).

Lactation is vital to optimal development and provides a win-
dow of opportunity for developmental programing. The content
and amount of nutrients in breast milk are not the only elements
that may program the offspring during lactation. The relation-
ship formed between the mother and the offspring during the
suckling stage and the maternal behavior to nourish and pro-
tect her litters during early development is also significant in
programing. Rodent pups are born quite immature, i.e. unable to
see, hear, or regulate body temperature, and with limited motor
coordination. Maternal stimulation through licking and groom-
ing is a major source of sensory, social, and hormonal cues for
nervous system maturation. In rodents and nonhuman pri-
mates, as well as humans, maternal attitudes toward growing
neonates influence the development and structure of neurologi-
cal and behavioral systems. The current study aimed to focus on
specific aspects of the lactation period, such as changes in food
consumption, mother weight, and time spent lactating with
or without pups. A better understanding of this vital phase will
allow for the development of better pediatric models includ-
ing maternal separation, artificial rearing, and studies covering
maternal manipulations.

Methods

This experimental study was carried out on female Wistar albino
rats from Multidisciplinary Experimental Animal Laboratory at
Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine. It was carried out
after obtaining the approval of the Animal Experiments Local Eth-
ics Committee of Dokuz Eylul University with the protocol date:
July 8,2022 approval number 09/2022. In this study, female rats
from the Wistar Albino colony routinely produced in the experi-
mental animal laboratory were used. The mothers used in the
study were selected among the young mothers who became
pregnant for the first time and their breastfeeding periods were
followed. The animals were maintained on a 12-h light-dark cycle,
with lights on at 6:00 a.m. The temperature was maintained at
22-25°C with 50-60% humidity. In an attempt to examine the

nature of the lactation period, data of eight healthy lactating ani-
mals with pups consisting of eight to ten young were used.

Each dam and her respective pups were housed in a separate
acrylic cage (40 x 33 x 16 cm) with free access to food and water.
Animals received commmercially available standard pelleted rodent
diet. Every week, fresh wood shavings were added to the nest. The
food container was positioned 9 cm above the cage floor to stop
the pups from consuming the dams’ diet during the first stage of
lactation. Animals were monitored through a camera with night
vision features starting from the day of birth until postnatal day
(PN) 26. The breastfeeding durations of the mothers were taken
as the 24-hour periods from 09:00 to 09:00 the next day. The
equivalent of these 24-hour periods in minutes is 1440 minutes.
Recordings taken in 1440 minutes were monitored again, and the
duration of breastfeeding, the time that dams did not breastfeed,
and the frequency of separation from the pups were determined
from the records. During the lactation period, the feed and water
consumption of the mothers and the changes in the live weights
of the mothers were measured once a day at 09:00.

Statistical Analysis

Statistical analysis, for continuous numerical data, the normal
distribution of residuals of the parametric model in repeated
measurements was analyzed by the Shapiro-Wilk test. Repeated
measures analysis of variance F-test results were used for the dif-
ference between the repeated measurements when conforming
to the normal distribution. If the F-test was significant, multiple
paired comparisons were performed with the post hoc Bonfer-
roni correction test. For the F-test and the post hoc Bonferroni
test, p < .05 was accepted as the cutoff value of statistical sig-
nificance. Data were analyzed with Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 24.0 software statistics program. For each
variable, the variation of the measures according to the days was
presented with graphs.

Results

Characteristics of the Lactation Period

Since female rats give birth to their pups prematurely, they have
to devote most of their daily time to their pups in the first days of
the lactation period. The mean time spent by dams together with
their pups was observed as 1198 + 40 min/day between PN1 and
PN8. The time gradually seems to decrease after PN9 yielding to
a mean of 931 + 60 min/day between PN9 and PN18 (Figure 1).
After PN19, the time significantly decreases, however, continues
until the end of the lactation period and has a mean of 434 + 37
minutes between PN19 and PN 21. The difference between these
three time periods was significant (p. <.001 and all pairwise post
hoc Pyoneron < -001). Dams spend 82% of the day with their pups
between PN1 and PN8 and spend 65% of the day with their pups
between PN9 and PN18. After PN19, dams still spend approxi-
mately one-third of the day with their pups. The mean time that
dams stayed alone was 243 + 40 min/day between PN1 and
PN8, 506 + 64 min/day between PN9 and PN18, 1007 + 37 min/
day between PN19 and 26. These three periods are significantly
different among each other (p. < .001 and all pairwise post hoc
pbonferrom < 001)

Dams are separated from pups 18 + 2 times/day between PN1
and PN8, 23 + 3 times/day between PN9 and PN18, 32 + 2 times/
day between PN19 and PN26. These three periods differ sig-
nificantly from one another (p. <.001 and all pairwaise post hoc
pbonferrom < 001)
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Breastfeeding/Non-Lactating Periods of Mother Rats During the Lactation Period.

Body Weight Change of Mother Rats During the Lactation
Period

During the lactation period of mother Wistar Albino rats, the body
weights of the mothers were followed. Maternal weight during the
lactation period was monitored (Figure 2). Daily measurements
were performed once at 9-10.00 a.m. Mean body weight was 327
+9g,339+13g,and 328 +12 g during PN1-8, PN9-18, and PN19—
26, respectively. Although maternal weight tends to increase
between PN9 and PN-18, when compared to the first and third
periods, this difference was not statistically different (p, > .05).

Food Consumption of Mother Rats During the Lactation Period
Maternal food consumption during the lactation period was moni-
tored. Daily measurements were obtained once at 9-10.00 a.m.
There was a gradual increase in the amount of food consumed dur-
ing lactation period (Figure 3). The daily maternal food consump-
tionwas 72 + 99,120 + 18 g,and 142 + 48 g during PN1-8, PN9-18,
and PN19-26, respectively, and the difference among groups was
significant (p, < .05 and all pairwise post hoc P, erron < -05)-

Water Consumption of Mother Rats During the Lactation
Period

Maternal water consumption during the lactation period was
monitored. Daily measurements were obtained once at 9-10.00
a.m. There was a gradual increase in the amount of water

Body weight ( g)
345

340
335

330

consumed during lactation period (Figure 4). Daily maternal
water consumption was 98 + 10 mL, 129 + 19 mL,and 183 + 47 mL
during PN1-8, PN9-18, and PN19-26, respectively, and the dif-
ference among groups was significant (p. < .05 and all pairwaise
pOSt hoc pbonferroni < 05)

Discussion

The phases of lactation in rats are not well described most likely
due to difficulties in analyzing the composition of milk during the
early stages of lactation. Generally, lactation has been split into
three stages in the laboratory experiments: early, mid, and late
lactation. The early phase lasts from birth to day 6, the mid period
lasts from day 7 to day 14 and is regarded as the period of peak
or maximal milk production, and the late period lasts from day
15 until the end of lactation when milk supply falls. Although rat
pups can consume solid food and maintain body temperature by
themselves starting from PN13, lactation period is defined to last
until PN21. We followed pups together with their dams until the
cessation of lactation and lactation persisted until PN26. After
PN21, dams still spend nearly one-third of the day with their pups
while pups continued to consume milk until PN26.

Pups constitute a powerful reinforcing stimulus for their mother.
Dams display a strong drive to seek and keep in touch with their
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Figure 2.

Body Weight Change of Mother Rats During the Lactation Period.
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Figure 4.
Water Consumption of Mother Rats During the Lactation Period.

young if they are separated from them. Mother rats will traverse
electrified water, learn to navigate mazes, and even bar press
hundreds of times over long periods of time to get closer to their
offspring. They also exhibit a conditioned location preference for
a region previously connected with pup interaction, emphasizing
the offspring’s reinforcing features to their mother (Moss, 1924;
Simons, 1924; Wilsoncroft, 1968). Within the first 8 days, dams
even prefer their offspring to cocaine (Mattson, Williams, Rosen-
blatt, & Morrell, 2001).

Pediatric experimental models frequently cover the lactation
period. In order to create a successful model, the lactation period
should be furtherinvestigated in detail. With a closer look into this
complex period, we aimed to provide an insight for the research-
ers in this field to understand better and evaluate the factors that
influence the experimental design. Creation of a better experi-
mental plan would allow researchers to obtain the maximum
amount of information specific to their objectives and to carry out
their research in an objective and controlled fashion and precision
will be maximized. Maternal separation models, ischemia-reper-
fusion models, and neonatal pain and stress models are some of
the many models that cover the lactation period.

Rats weaned early have a low rate of play-fighting and exploratory
behavior and increased anxiety in adulthood, while mice weaned

Lactation days

early exhibit altered social interactions as juveniles, along with
aggressiveness (Bartlett and Piper 1993). Under typical laboratory
conditions, pups are ready to be weaned approximately 21 days
after birth. However, it was reported that nursing can continue up
until PN70 (Pfister, Cramer, & Blass, 1986).

The mean duration of the lactation session was highest in
the early stages of lactation. Significant weight change is not
observed despite intense milk production and breed care. The
increased food intake that occurs during a typical lactation
period in rats is brought on by the high energy needs associated
with the production of milk. In the second and third postpartum
weeks, there was an increase in the number of meals consumed
during the day, which indicates that there is an exceptionally high
rate of energy expenditure. The most basic component of milk
is water. The main reason for the increase in water consumption
of mother rats during lactation from birth can be attributed to
the increased milk production to feed a large number of offspring.
However, after the 16th day of lactation, it should be taken into
account that the puppies start to consume food and water as a
result of their teeth coming out.

Besides feeding, this early period includes an intense care. Moth-
ers spend extensive efforts to provide thermoregulation, estab-
lishing a feeding order between offsprings, keeping the pups in
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the nest, and grooming them. Since pups lack protective fur and
visual and auditory abilities, they are highly dependent on this
intensive maternal care. In our study, during PN1-8, the time that
dams spent together with their pups constituted 80-90% of the
day. The time period that dams spent with their pups lowered
gradually afterward.

Lactation models are frequently utilized models among pediatric
experimental models. The natural course of the lactation period
should be considered when designing studies including lacta-
tion period, such as neonatal disease models, maternal separa-
tion stress models, and repeated noxious stimuli models. In order
to model prematurity or to study the effects of early neonatal
exposure, the nature of the lactation period should be taken into
account. For example, the success rate of the maternal separa-
tion model will be different in different phases of lactation. The
time period dams spend with their pups is highest in the first
phase and gradually lowers but still high until the cessation of
lactation.

Growth and development of the pups and the organ systems
occur during the lactation phase (Bauman & Bruce Currie, 1980;
Bautista et al., 2008, 2019). Despite the established differences
regarding the development of systems among species, ani-
mal models provide an investigation of underlying mechanisms
which could not be possible in human studies. Additionally, com-
parative animal physiology allows investigation of similarities and
diversities creating opportunities for better understanding (Sin-
clairetal., 2016).

Conclusion and Recommendations

In conclusion, this study aims to better delineate the character-
istics of the lactation in rats especially focusing on the amount
of time that the dam spends nursing her young during different
phases of the lactation period. Rat dams start to spend less time
with their pups after the first phase and the duration of nursing
bouts displays a steady decline through the lactation starting
from the first day.
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Tavsanlarda Stres ve Stres Yonetimi

Stress and Stress Management in Rabbits

6z

Tavsanlar strese duyarli hayvanlardandir. Genel olarak isi stresine duyarlilardir, sosyal stres ve
guinltk aktivitelerini gerceklestirememe temel stres faktorlerindendir. Bu stresorler tavsanlarin
beslenme basta olmak tizere lireme ve biiylime gibi fonksiyonlarini da etkilemektedir. insanlarla
temas, tavsanlarda streste blyUlk rol oynamaktadir. Yavruluktan itibaren insanlarla temasta olan
tavsanlarda stres belirtileri daha az gorilmektedir. Coklu kafes ortami tavsanlari olumsuz yonde
etkilemektedir. Isirma, kemirme gibi glinlik davranislarini sergileyemeyecekleri kadar dar alanlar
onlari strese sokmaktadir. Tavsanlari stresorlerden uzak tutarak veya bu stres faktorlerini mini-
muma indirerek onlarla temas daha da kolaylasabilmektedir. Uretim icin tutulan tavsanlarda
sosyal izolasyon olmadigi igin stresorler olumsuz etki gostermektedir. Stres tavsanlarda birbirini
tekrar eden davranislar, tepkisizlik, agiri korku ve birbirileri arasinda saldirganlik gibi davraniglar
sergiledikleri belirlenmistir. Stresli tavsanlarda kalp atisinda hizlanma ve viicut sicakliginda artis
gorulmektedir. Bu tip durumlarin laboratuvar tavsanlarinda gorilmesi arastirmacilar icin yanlis
deneysel sonuglarin olusmasina neden olabilmektedir. Uretim igin tutulan hayvanlarda hem cev-
resel zorluklar hem de sosyal izolasyon, hayvanlarin korku ve kaygi diizeylerini olumsuz etkileyebi-
lecek stres etkenleri olarak kabul edilmektedir. Yeni dogan tavsanlarin yasamlarinin ilk gtinlerinde
insanlarla temasi ile alisma ve 6grenme stireci sayesinde genel duygusal korkulari azalabilir. Bu
derleme ile hem evcil hem de laboratuvar ortaminda beslenen tavsanlarin stresorleri ve bu stres
faktorlerini en aza indirgeme yontemlerini gostermek amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tavsan, stres, stresor

ABSTRACT

Rabbits are one of the most stress-sensitive animals. In generally, heat stress, social stress, and
inability to perform their daily activities are the main stress factors. These stressors also affect
the functions of rabbits, such as feeding, reproduction, and growth. Contact with humans plays
a significant role in causing stress in rabbits. Stress symptoms are less common in rabbits who
have been in contact with humans since infancy. Multiple cage environments negatively affect
rabbits. Spaces that are too narrow for them to exhibit their daily behaviors, such as biting and
gnawing, stress them out. By keeping rabbits away from stressors or minimizing these stress fac-
tors, contact with them can be made more accessible. Since there is no social isolation in rabbits
kept for breeding, stressors have a negative effect. It has been determined that rabbits exhibit
behaviors such as repetitive behaviors, unresponsiveness, extreme fear, and aggression toward
each other in cases of stress. Stressed rabbits have an accelerated heart rate and an increase in
body temperature. Such situations in laboratory rabbits may cause false experimental results for
researchers. Environmental difficulties and social isolation are recognized as stress factors that
can negatively affect the fear and anxiety levels of animals kept for production. In the first days of
anewborn rabbit’s life, their general emotional fear can be reduced, thanks to contact with people
and the process of getting used to learning. The purpose of this review is to show the stressors of
rabbits fed in domestic and laboratory environments as well as methods to reduce these stress
factors.

Keywords: Rabbit, stress, stressor

Girig
Stres terimi bilimsel literatlrde belirsiz ve nadiren tanimlanmaktadir. Stres kelimesi, bir uyarana verilen
tepkiyi veya bu tepkinin fizyolojik sonuglarini yorumlamak igin kullaniilmaktadir (Kemeny, 2003). Stresli

bir uyaran, hipotalamik hipofiz adrenal ekseninin aktivasyonuna neden olarak adrenal korteksten kor-
tikosteroidlerin salinmasina neden olmaktadir (Hau ve ark., 2011). Stres, kortikosteroidlerin 6lgimuyle
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belirlenebilir. Stresorler, fizyolojik stres tepkisini tetikleyen her-
hangi bir i¢sel veya digsal uyarilar olabilir. Stresorler veya stresli
yasam deneyimleri, fiziksel butinligun (fiziksel stresorler) veya
psikolojik refahin korunmasi dahil olmak lGzere énemli hedefleri
tehdit eden durumlar olarak tanimlanir (Baias ve ark.,2012).

Evcil tavsanlar strese oldukga duyarlidir (Liste ve ark., 2009). Tav-
sanlarda stresorler, ani ses degisimlerinin meydana geldigi vete-
riner klinigi ziyareti gibi hizla kaybolan korku durumlari gegici
stres olusturur. Evcil tavsan igin veya Uretim tavsaninin yasadigi
ortamdadegisikliklerise zooteknik strese neden olurve 24 saatten
fazla slirer. Tavsanlarin operasyon gegirmesi, hospitalize edilmesi
veya transport gibi durumlar ise stresin daha da uzun stirmesine
neden olur. Tim bu strese neden olan faktorler ise gida alimini
ve sindirimini olumsuz etkileyebilir (Finzi ve ark., 1986). Tavsan-
larda ter bezi, cok azdir ya da hi¢ bulunmamaktadir. Tavsanlar igin,
bu durum isi yayihminin zorlagsmasina ve isi stresine daha yatkin
hale gelmelerine neden olmaktadir bu sebeple tavsanlarin refahi
ve adaptasyonu olumsuz etkilenmektedir. Bu olumsuz durum ise
yem tiketimini, bdylmeyi, sit Uretimini, Gremeyi, bagdisikligini
olumsuz etkilemektedir (Oladimeji ve ark., 2022).

Isi Stresi

Tavsanlar, dar bir aralikta vicut isisini diizenleme yetenegine
sahip homeotermik hayvanlardir. (Szendré ve ark., 2018). Tavsan-
lar, yUksek ortam sicakligina kargi hassastir. Metabolik ve gevresel
yontemler ile viicut isilarini regiile edebilirler. Metabolik 1si kay-
nagi alinan yem maddelerinden elde edilir. iletim, konveksiyon ve
radyasyon yoluyla gevreden isi kazanirlar. Ayrica tavsanlar diyetle-
rindeki ik yem ve su ile i1si kazanimi saglarlar (Collier & Gebreme-
dhin, 2015). Viicut pozisyonlarini de§istirerek, solunum hizlarini
attirarak ve kulaklarinda vazodilatasyonu kullanarak viicut isila-
rini dlzenledikleri belirtilmistir. Tavsanlarda var olan genis olculi
kulak sekli st kaybini diizenleyicidir (Stott ve ark., 2010). Tavsanlar
icin termondtral bolge (TNB) 18 ila 21 °C'dir. Isi stresi tavsanlarda
verimlilikte kayiplara neden olmaktadir (Adriaan Bouwknecht ve
ark., 2007). Tavsanlar yuksek isiya kargl gok savunmasizdir ve 1si
stresi viicut agirhgi artisi, yem alimi ve yem verimliligindeki azal-
malarla baglantilidir (Farghly ve ark., 2020). Akut veya kronik Isi
stresinin hem erkek hem de disi tavsanlarin Greme etkinliklerini
olumsuz etkiledigi ifade edilmistir. Yapilan bir calisma ile 42 °C'de
3saatakutisinintavsanlarin sperm fonksiyonlarini azaltti§i ortaya
konulmustur. Yine isi stresinin embriyogenez tizerindeki olumsuz
etkileri bildirilmistir (Garcia & Argente, 2017). Raporlarda belirtil-
digine gore, disi tavsanlarin isi stresine maruz birakilmasi, termal
konfor bdlgesinde tutulanlara gére daha distik yumurtlama orani,
normal embriyo ytzdesi, embriyo gelisim alani ve daha kalin zona
pellucida ile sonuglanmaktadir. Sitokin proliferasyonu, immiinog-
lobulin sentezi ve oksidatif stres tavsanlarda stres seviyelerinin
onemli belirtecleridir (Sheiha ve ark., 2020). Sinir ve bagisiklik sis-
temleri arasindaki baglanti nedeniyle isi stresinin yonetimi olum-
suz durumlarla kargilagsmasini dnlemek icin dnemlidir. Isi kontrolt
maliyetinin fazla olmadi§i durumlarda gesitli alet ve ekipmanlarin
(vantilator gibi) kullanilmasiyla isi stresinin yonetiminin saglan-
masl gerektigi bildirilmistir (Ume ve ark., 2018).

Sosyal ve Cevresel Stres Faktorleri

Tavsan yavrular 20 glinlik yasta yuvadan ¢ikar, yetiskinler ve diger
yavrular ile iletisime baslarlar. Bireysel veya kiiglik boyutlu kafes-
lerde tavsanlarin bakilmasi sonucu hayvanlarin kosma, ziplama ve
ortami kesfetme gibi fizyolojik aktiviteleri engellenebilir. (Rodel ve
ark.,2006). Boyle bir durumda tavsanlar strese girebilir. Stresi gos-
teren hareketsiz durma, kafes materyalini yalama veya 1sirma gibi

anormal davraniglar gésterebilirler (Szendro & Dalle Zotte, 2011).
Uretim igin beslenen hayvanlarda kafes temizligi ve 1si stresi gibi
cevresel stres faktorleri ayrica korku ve kaygi diizeylerini olum-
suz etkileyebilecek bireysel izolasyon stresi, stres etkenleri olarak
kabul edilmektedir (Forkman ve ark., 2007) Yapilan bir calismada,
bireysel kafeslerdeki tavsanlara kiyasla iki bolmeli toplu kafeslerde
tutulan tavsanlarin insanlara karsi daha ylksek diizeyde korku
belirtileri gosterdikleri ortaya konulmustur. Bu durumun bireysel
kafeslerdeki tavsanlarin hareketsizlik testine daha duyarli olma-
larindan kaynaklandigi ifade edilmistir (Trocino ve ark., 2013). Tav-
sanlara sik sik dokunulmasinin hareketsizlik veya temas testleri
sirasinda insanlara karsi korkularini azalttigi belirtilmistir. Korku
ve stresi engellemek etik olarak 6nemli oldugu kadar dogrudan
ekonomik dneme de sahiptir. ClinkU sirekli korku durumu kro-
nik strese sebep olmaktadir. Dolayisiyla saglk ve Uretim Uzerinde
olumsuz sonuglar meydana getirdigi bildirilmistir (Forkman ve
ark., 2007).

Tavsanlar gesitli davranis tepkilerine sahiptir. Ziplama, kosma,
kemirme, yan yana oturma veya dinlenme gibi olumlu sosyal
davraniglar sergileyebilen sirl halinde yasayan hayvanlardir.
Tavsanlarin toplu olarak barindiriimasinin yetigkin disiler arasin-
daki sosyal etkilesimlere izin verilmesinin refahi artirdigr ifade
edilmektedir. Bununla birlikte, tavsanlarin gruplandirilmasindan
sonra surl igerisindeki birbirlerini isirma gibi saldirgan davra-
niglarin stresi artirdigr bilinmektedir (Huang ve ark., 2021). Ancak
yakin zamanda evcillestiriimelerine ragmen, diger evcil tirlere
kiyasla, tavsanlar giftlik ortamina ve ydnetim sistemlerine oldukca
iyi uyum saglamaktadir (Verga, 2000).

Geleneksel kafeslerde barindirldiklarinda yetigkin tavsanlar
kosma, ziplama, kemirme veya tirmalama gibi fizyolojik davranis-
lar sergileyemezler (Leach ve ark., 2009).

Asiri kalabalik ve rekabetten kaynaklanan sosyal stres, tavsanla-
rin refahini azaltabilir, fizyolojilerini ve davraniglarini degistirebilir.
Hipotalamik- hipofiz adrenal (HPA) tepkileri yenilgiden veya kor-
kudan etkilenebilmektedir (Koob & Heinrichs, 1999). Sosyal stres
icin kortikosteron ve kortizol iyi belirteclerdir erkek tavsanlarda bu
hormonlarin seviyeleri ile savunmaci agonistik davranis arasinda
gucli bir iliski bulundugunu ayrica yetistirme donemindeki kott
muamele sonucunda olugan korku duygusunun tavsanlarin refa-
hini olumsuz yonde etkileyebilecegini ifade etmiglerdir (Szeto ve
ark., 2004).

Mevcut alanin miktari ve kalitesine bagl olarak ziplama gibi nor-
mal lokomotor davraniglari gésterme olasiliginin azalmasi ¢iftlik
tavsanlarinin refahini blylk olglide etkilemektedir (Stauffacher,
1992). Surl icerisindeki tavsanlarda 10 ile 12 haftalik yas arali-
ginda kavgalar gozlemlenmemistir. Ancak bu agresif etkilesimle-
rin ayni zamanda kafesteki tavsan yogunluguna da bagh oldugu
vurgulanmustir (Heil, 1997). iklim ve giriilti glicli stres faktorleri
olarak kabul edilen faktorlerdir (Verde & Piquer, 1986, isiya (32-34
°C) ve guriltlye (90 + 5 dB, 200 c/s) maruz birakilan 42-43 giin-
|Uk tavsanlarin daha ylksek kortikosteron ve daha diistik askorbik
asit seviyeleri kanlarinda olgtlmUstir. Bu tepkilerin yaninda dav-
ranigsal bozukluklar, strese karsl verilen tepkilerdendir. Degisiklik
gosteren beslenme aktivitesi, sosyal ve annelik davraniglari akut
stresin gostergeleri olarak 6rnek verilebilir (Amici ve ark., 2000).
Bariz bir amaci veya iglevi olmayan, dedismeyen ve tekrarlayan
araliklarla kafes parmakliklarinin kemirilmesi ¢iftlik tavsanlarinda
gozlemlenen davranis bozuklugudur ve strese karsi yanittan ileri
gelir. Ancak bu davranislar, cevresel uyaran eksikliginden ve gevre
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Uzerinde kontrol eksikliginden de kaynaklanabilir. Cevresel bag-
lamda kafes zeminini tirmalamak veya kemirmek de normal dav-
ranig olarak kabul edilebilir (Morisse & Maurice, 1997).

Stresle Miicadele

Tavsanlar ve dider hayvanlar stresle basa ¢ikmak igin aktif veya
pasif davraniglar sergileyebilirler (Verga ve ark., 2007). Stresorlere
verilen aktif veya pasif tepki, iki farkli tepkisel egilimden olusabi-
lir. Sempatik-adrenal-meduller aktivasyonu ve epinefrin ve nore-
pinefrin salinimini iceren savas ya da kag reaksiyonu ilk tepkidir.
HPA aktivasyonuna bagli olarak kortikosteroid seviyelerinde bir
artisi iceren depresif reaksiyon (geri ¢ekilme) ise ikinci tepkidir
(Henry & Stephens, 1977). Yeni dodan tavsanlarin insanlarla olan
temasl alisma 6grenme siireci sayesinde ilerleyen donemlerdeki
genel duygusal korkularini azalttigi belirtilmistir (Pongracz ve ark.,
2003). Neonatal donemdeki New Zealand White tavsanlari tze-
rinde yapilan bir ¢calisma ile insan temasinin etkileri incelenmistir.
Emzirmeden sonraki 30 dakika iginde insanla temas halinde olan
yavru tavsanlarin, iglem stresinden bagimsiz olarak yetistirilen
kontrol grubuna kiyasla daha uysal davranis sergiledigi bildiril-
mistir (Csatadi ve ark., 2005). Geng tavsanlarin ele alistirilma igle-
minin laboratuvar tavsanlarina da uygulanmasinin faydali olacagi
ifade edilmistir. insan temasina aliskin tavsanlarin stres diizey-
lerinin dislk seviyelerde seyretmesini saglamaktadir. Deney-
sel galismalarda bu tavsanlarin kullaniminin dogru sonuglarin
elde edilmesine katki sagladigr gorilmustir. Clnkl uygulamalar
sirasinda fazla endise, korku ve bu sebeplerden dolayr meydana
gelen kagma ve saklanma gibi asiri stres davraniglarinin deneyin
sonugclarini etkiledigi ifade edilmistir. Dolayisiyla stres tepkilerin-
den kaginmak igin tavsanlara nazik bir sekilde ve empatiyle yakla-
silmasinin 6nemli oldugu belirtilmistir (Abdelnour ve ark., 2020).

Sonug

Laboratuvar hayvani veya evcil beslenen tavsanlarin stres faktor-
leri birbirine benzemektedir. Fizyolojik yapilari nedeniyle strese
oldukga duyarlidirlar. Isi, cevresel ve sosyal stres nedeniyle strese
maruz kalan tavsanlar yasamsal fonksiyonlarini yerine getiremez-
ler. Bu durum insanlarla az temasta bulunan tavsanlarda daha da
siddetli hal almaktadir. Stres nedeniyle glinlik fizyolojik ve dav-
ranigsal aktivitelerini yerine getiremeyen tavsanlar refah, verim
ve ekonomik anlamda olumsuz sonuglara sebep olur. Ayrica
bilimsel galigmalara yon veren laboratuvar tavsanlarinin deney
sonuglarinda yanlis veriler elde edilmesine sebep olabilir. Stres
durumlarini en aza indirgemek igin kafes sicakliginin ayarlanmasi,
insanlarla ve birbirleriyle temasin artirilmasi ve ideal beslenme
alaninin olusturulmasi 6nemlidir
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Deney Hayvanlarinda Multiple Skleroz
Modelleri

Multiple Sclerosis Models in Experimental Animals

6z

Multiple skleroz (MS) enflamasyon, oligodendrosit kaybi, demiyelinizasyon ve akson hasari ile
karakterize oto-immun bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Etiyopatogenezi net olarak bilinmese
de, Epstein Barr virusu, Herpes virus tip 6 gibi bazi viral infeksiyonlarin, sigara tiryakiligi, D ve B12
vitamini yetersizligi, UV radyasyona maruz kalma gibi ¢esitli cevresel faktorlerin ve immun sistem
molekdllerinin sentezinden sorumlu genlerdeki polimorfizmlerin hastalik olusumunda rol oyna-
dig1 bilinmektedir. Multiple skleroz insanlarda spontan olarak gelisen demiyelizan bir hastaliktir.
Transgenik hayvan modelleri haricinde hayvanlarda kendiliginden olugsmaz. Bu nedenle, patoge-
nezinin aydinlatiimasina yonelik calismalar ve preklinik calismalar fare, sigan, primat ve zebra baligi
gibi cesitli hayvanlarda deneysel model olusturularak yapilir. Ancak, MS gok boyutlu ve farkli seyir
tiplerine sahip bir hastaliktir. Hastaligi tim yonleriyle (enflamasyon, demiyelizasyon, akson hasari)
yansitabilecek tek bir hayvan modeli bulunmadigindan model segiminin arastirma sorusuna
uygun yapilmasi onerilmektedir. Bu derlemenin amaci en sik kullanilan modellerden olan deneysel
otoimmun ensefalomyelit (DOE), kuprizon (CPZ) fare ve Theiler'in kemirgen ensefalomiyelit virusu
(TMEV) gibi viruslar ile olusturulan viral modeller hakkinda bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuprizon, demiyelinizasyon, deneysel otoimmun ensefalomyelit, multiple
skleroz, Theiler'in kemirgen ensefalomiyelit virusu

ABSTRACT

Multiple sclerosis is an autoimmune central nervous system disease characterized by inflamma-
tion, loss of oligodendrocyte, demyelination, and axonal damage. Although the etiopathogenesis
is not fully understood, several infections such as Epstein—Barr virus, herpes virus type 6, various
environmental factors such as smoking addiction and vitamin D and B12 deficiencies, exposure
to ultraviolet radiation, and polymorphisms in the genes responsible for the synthesis of immune
system molecules are known to play a role in the formation of the disease. Multiple sclerosis
develops spontaneously in humans. Except transgenic animal models, it does not occur spon-
taneously in animals. Therefore, research and preclinical studies to elucidate its pathogenesis
are performed in mice, rats, primates, and zebrafish by inducing experimental models. However,
multiple sclerosis is a multidimensional disease with different courses and prognosis. Since there
is no single animal model that can recapitulate the disease in all aspects (inflammation, demy-
elination, and axon damage), it is recommended that the model should be selected in accordance
with the research question. The aim of this review is to provide information about experimental
autoimmune encephalomyelitis, cuprizone mouse, and Theiler’s murine encephalomyelitis virus
models, which are among the most frequently used models.

Keywords: Cuprizone, demyelination, experimental autoimmune encephalomyelitis, multiple
sclerosis, Theiler’'s murine encephalomyelitis virus

Giris
Multiple skleroz enflamasyon, oligodendrosit kaybi, demiyelinizasyon ve akson hasari ile karakterize
oto-immun bir merkezi sinir sistemi hastali§idir. Diger otoimmun hastaliklarda oldugu gibi, pro-infla-
matuvar sitokinlerin asiri salinimiyla immun yanit dengesi bozulur. Miyelin antijenlerine kargl oto-re-
aktif hale gelen T hiicreleri merkezi sinir sistemine infiltre olarak inflamatuvar yaniti artirir, kan-beyin
bariyeri hasari, akson hasari ve gliozis sekillenir (Birmpili ve ark., 2022). Deney hayvanlarinda MS tab-
losu olusturmak igin en yaygin kullanilan modeller; deneysel otoimmun ensefalomiyelit (DOE) modeli,
Theiler'in kemirgen ensefalomiyelit virusu modeli basta olmak tzere viral modeller ve kuprizone (CPZ)
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gibi toksinler kullanilarak olusturulan kimyasal demiyelinizasyon
modelleridir. MS farkli klinik seyir tiplerine (atak ve iyilesmelerle
seyreden, primer progresif, sekonder progresif, vb.) sahip bir has-
taliktir. Baglangig ve ileri asamalarinda farkli hiicresel ve molekuler
degisimler s6z konusu oldugu icin hastaligi tim yonleriyle (demi-
yelinizasyon, noroinflamasyon, gliozis) yansitabilecek tek bir hay-
van modeli bulunmamaktadir. Segilecek olan hayvan modelinin
arastirma konusuna gore belirlenmesi onerilmektedir (Procaccini
ve ark, 2015). Ornegin, toksin modellerinde demiyelinizasyon/
remiyelinizasyon ve akson hasari kolaylikla izlenebilirken, hasta-
ligin inflamatuvar ve nérodejeneratif boyutunu arastirmak ama-
clyla deneysel otoimmun ensefalomiyelit (DOE) modeli tercih
edilmektedir.

Deneysel Otoimmun Ensefalomiyelit Modeli (DOE)

MS hastaliginin otoimmunite ve noroinflamasyon ile iligkisine
dair bilgilerin cogu bu model kullanilarak elde edilmis ve preklinik
arastirmalarin gogu DOE ile modellenmistir. DOE modeli tavsan,
Gine domuzu, sigan, primat gibi pek ¢ok hayvan tiriinde olustu-
rulabilse de siklikla fare veya siganlar tercih edilir. DOE kisaca spe-
sifik antijenlerin hayvana verilmesiyle merkezi sinir sisteminde
indiklenmis bir inflamasyon olusturulmasidir. Model, “myelin
basic protein” (MBP), “proteolipid protein” (PLP), “Myelin oligo-
dendrosit glikoprotein” (MOG) gibi cesitli miyelin antijenlerinin
Freund adjuvantile birlikte uygulanmasi (aktif DOE) veya aktif DOE
olusturulmus farelerden izole edilen T hicrelerinin herhangi bir
uygulama yapilmamis farelere verilmesiyle (pasif DOE) iki sekilde
olusturulur. Klasik olarak farelerde aktif model miyelin antijeni ve
Mycobacterium tuberculosis fragmentleri igeren adjuvan (Freund
adjuvani) subkutanodz (s.c) yolla uygulanarak olusturulur. Bazi
calismalarda model olusumunu desteklemek amaciyla Pertusis
toksini de enjekte edilmektedir (Burrows ve ark., 2019). Genellikle
ilk izlenen norolojik bulgular kas glgstzlUgu ve kilo kaybi olur.
Vicut agirhgindaki azalma iyilesme fazi boyunca da stirer. Hasta-
lik kronik faza gecerken viicut agirhgr artmaya baslar (Martinez &
Peplow, 2020). Agirlik kaybi bulgusuna 9-14. glinlerde dengesiz-
lik, kuyrukta diisme, arkadan one dogru ilerleyen paraliz eklenir.
Pasif yolla olusturulan modellerde nérolojik bulgular daha erken
donemde izlenebilir. Klinik belirtilerin siddetini degerlendirmede
mutlak kabul gérmis bir skala olmasa da, belirtileri “O-5" arasi
derecelendirmekte kullanilan DOE norolojik bozukluk skalasin-
dan yararlanilir (Stromnes & Goverman, 2006). Bu skala asagidaki
gibidir:

O =klinik belirti yok; 1=kuyrukta paraliz; 2=hareketlerde koor-
dinasyon kaybi, arka bacaklardan birinde paraliz; 3=her iki arka
bacakta paraliz 4 = 6n bacaklarda paraliz; 5=agoni veya 6lim

Miyelin benzeri antijen uygulamasini takiben hayvanlar giinlik
olarak tartilarak kilo kaybi kaydedilir ve norolojik semptomlar 0-5
arasi derecelendirilir. Bunun disinda, davranis degisiklikleri izlene-
rek, rotarod ve agik alan testleriyle de motor bozukluklar ve néro-
lojik degisiklikler saptanabilir. Model igin segilen hayvanin tird,
kullanilan antijen, yas, cinsiyet, uygulama yolu gibi faktorlere bagli
olarak hastali§in baslangi¢c zamaninda ve lezyonlarin lokalizasyo-
nunda farkliliklar ve farkl klinik bulgular olusabilir. Ornegin; SJL
farelerde periton igi (i.p) yolla PLP verilerek olusturulan modelde
kisith iyilesme gortilen, atak ve remisyonla seyreden kronik bir
model olusur. Dark Agouti sicanlarda omurilik homojenati (SCH)
ile model olusturuldugunda ise spontan iyilesme gorilen, atak-
larla seyreden bir hastalik tablosu olusur. Hayvanlarin yasi da has-
talik modellemesi agisindan belirleyicidir. Ornegin; genc C57BL/6
farelerde MOG ile olusturulan modelde akut ensefalomiyeliti

takiben iyilesme izlenirken, daha yasli farelerde siddetli ve kronik
seyirli fenotip olustugu ve iyilesme gortlmedigi de bildirilmigtir
(Burrows ve ark., 2019). Ozetle, DOE multiple sklerozun inflama-
tuvar sureclerini incelemek icin uygun bir model olmasina rag-
men, miyelin yapim ve yikim streglerini incelemek icin yetersiz bir
modeldir (Gharagozloo ve ark., 2022).

Kimyasal (Toksik) Modeller

Kimyasal modeller lisolesitin, 6-aminonikotinamid, anti galak-
toserebrozid+antikor kompleksi, kuprizon (CPZ) gibi kimyasallarla
olusturulan demiyelinizasyon modelleridir. CPZ haricindekiler
beyine fokal olarak mikroenjeksiyonla uygulanir ve sinirl bir alanda
demiyelinizasyon olustururlar. En yaygin kullanilan maddelerden
biri olan kuprizon (CPZ) ise diger toksin modellerinden farkli ola-
rak yemle birlikte oral uygulanabildiginden cerrahi girisime gerek
kalmaksizin model olusturmaya olanak saglar. Yem ile birlikte
verilerek olusturulan bu modelde generalize demiyelinizasyon
izlenir (Martinez & Peplow, 2020). CPZ bakir selator bir ajandir ve
spesifik olarak erigkin oligodendrositleri hedef alir. Merkezi sinir
sisteminin diger hicrelerini ve oligodendrosit progenitor hiicre-
leri etkilenmez. Mekanizmasi net olarak agiklanamamakla birlikte
erigkin oligodendrositlerde mitokondriyel faaliyetlerin azalma-
sina, reaktif oksijen tlrlerinin artmasina yol agarak enerji meta-
bolizmasini bozar. Buna bagli olarak corpus callosum, internal
kapstl, talamus gibi gesitli bolgelerde miyelin yikimina sebep olur.
Oral uygulama kesildikten bir slire sonra remiyelinizasyon spon-
tan olarak baglar. CPZ modeli SJL, Albino, Swiss, Balbc gibi gesitli
fare turlerinde, Wistar siganlarda, makaklarda ve Gine domuzunda
olusturulabilir (Vega-Riquer ve ark., 2019). Erkek C57BL/6 fareler
CPZ modeline ¢ok iyi yanit verdiklerinden siklikla tercih edilir.
Farkli kemirgen tlrlerinin modele farkli yanitlar verdigi bildiril-
mistir. Ornegdin; C57BL/6 farelerin aksine BALBc farelerde beynin
spesifik kisimlarinda gecikmis ve tam olmayan demiyelinizasyon
sekillenebilir (Skripuletz ve ark., 2008). Disi C57BL/6 farelerin CPZ
modeline daha direngli oldugu bilinmektedir (Taylor ve ark., 2009).
Model standart olarak 8 haftalik C57BL/6 erkek farelere 5-6 hafta
boyunca dislk doz (%0,2) CPZ igeren yem verilerek olusturu-
lur. Uygulamadan birkag gtin sonra oligodendrositlerde apoptoz
gorullr. Dordlinct haftada demiyelinizasyon siddetlenir ve 5-6.
haftalara kadar devam eder. Spontan remiyelinizasyon (iyilesme
donemi) ise CPZ alimi sonlandirildiktan 1 hafta sonra izlenebil-
mekle birlikte 2-4. haftalarda maksimuma ulasir (Vega-Riquer
ve ark., 2019). CPZ iceren yem uygulamasina 12-13 hafta devam
edildiginde veya 6-9 hafta boyunca daha ylksek dozlar uygulan-
diginda ise kronik demiyelinizasyon ve akson hasari olusur, spon-
tan remiyelinizasyon minimuma iner. Bu nedenle CPZ modelinin
hastaliin hem erken hem de progresif fazlarini incelemek igin
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Zhan ve ark., 2020). CPZ modeli
oligodendrositozu, miyelin yikimini ve yapimini incelemek igin en
uygun model olarak kabul edilir. Ancak MS’in inflamatuvar stireg-
lerini ve immun sistemin patogenezdeki rolini arastirmak igin
yeterli bir model degildir (Gharagozloo ve ark., 2022).

Viral Modeller

Cesitli calismalardan elde edilen bilgiler Herpesviridae, Coronavi-
ridae, Retroviridae gibi virls ailelerinin MS ile iliskili oldugunu gos-
termektedir. Diger norolojik hastaliklarda gortilmeyip, sadece MS
hastalarinda Human Herpes Virus Tip 6 antijeni saptanmig olmasi
da buna bir 6rnek olarak verilebilir. MS’in virUslerle iliskisinin tespit
edilmesinin ardindan hayvanlarda deneysel olarak kronik demiye-
linizasyon ve akson hasari olusturularak hastaligin patogenezini
aydinlatmak Uzere yapilan galigmalar hiz kazanmistir (Mecha ve
ark., 2013). Viral demiyelinizasyon modellerinde siklikla fareler ve
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Theiler's murine encephalomyelitis virusu (TMEV), Murine hepatitis
virusu (MHV), Semliki Forest virusu (SFV) gibi nérotropik ozellikte
viruslar kullanilir. Bu virlsler kemirgenlerde dogdal olarak patojen-
dir. MHV ve SFV daha kisa sureli hastalik tablosu olusturdugundan
MS’in kronik ¢zelligini yansitmaz. Bu nedenle TMEV daha ¢ok ter-
cih edilir (Pike ve ark., 2022). TMEV merkezi sinir sistemindeki tim
hicre tiplerini enfekte eder ve paralize yol agar. Viral modellerde
miyelin yikim mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte,
TMEV duyarli farelerde erken donemde akut ensefalomiyelit ve
takiben kronik demiyelinizasyon olmak Uzere iki asamali bir tablo
olusturur. Virlslin intrakraniyel inokulasyonunu takiben 3-12.
ginlerde ensefalomiyelit (akut faz), 2. haftadan sonra yaygin demi-
yelinizasyon ve sonra medulla spinaliste atrofi ve akson kaybi gori-
[r. 30-40. glinlerde kronik demiyelizan faz baslar (30-40 giin) ve
olimle sonuglanir (Oleszak ve ark., 2004). Diger modellerde oldugu
gibi, secilen hayvan tirtine bagli olarak hastaligin farkl fazlari olu-
sabilir. Ornegin; C57BL/6 gibi direngli farelerde sadece akut fazin
gorildugu, kronik demiyelizan fazin ise izlenmedigi bildirilmistir
(Lorch ve ark., 1981). TMEV modeli insanlardaki kronik progresif
MS’e cok benzer tablo olusturabilmesi bakimindan avantaj sagla-
yan, akson hasari ve inflamasyona bagli demiyelinizasyonu arastir-
mak i¢in uygun bir modeldir (Procaccini ve ark., 2015).

Sonug ve Oneriler

Multiple skleroz insanlarda gorilen kronik, oto-immun ozel-
likte bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. insan dokularina eri-
sim sinirl oldugu igin hastaligin patogenezinin anlasilmasi ve
yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesi igin hayvanlarda yukarida
bahsedilen modeller basta olmak Uizere gesitli deneysel model-
ler tasarlanmaktadir. Ancak, MS ¢ok boyutlu, farkli seyir tiplerine
sahip bir hastalik oldugu icin hastaligi tim yonleriyle yansitabi-
lecek tek bir hayvan modeli bulunmadigindan model seciminin
arastirma sorusuna uygun yapilmasi onerilmektedir (Lassmann
& Bradl, 2017). Model segiminin arastirma sorusuna uygun yapil-
di§1 durumlarda dahi pek ¢ok faktor arastirma sonucunu etkile-
yebilir. Ornegin; duyarli farelerde DOE modeli olusturuldugunda
hayvanin soyu, yasi, cinsiyeti, secilen antijenin tird, miktari ve
uygulama yolu ortaya ¢ikacak klinik tabloyu, demiyelizan plaklarin
yerlesimini ve dolayisiyla ilag yaniti degistirebilir. Preklinik ¢alis-
malarin translasyonel agidan degder tasiyabilmesi i¢cin modellerin
tekrarlanabilir olmasi ve standardize edilmesinin yani sira, MS’in
inflamasyon ve remiyelinizasyon-demiyelinizasyon surecleri-
nin ayni modelde incelenmesine olanak taniyacak yeni deneysel
modellere ihtiyag vardir.
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