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Vital A Fish: A Critical Review of Zebrafish Models in Disease
Scenario and Case Reports Screens

Hayati Onemde Bir Balik: Hastalik Senaryolarinda Zebra Balig
Modelinin Kullanildigi Kritik Arastirmalar ve Vaka Raporlarinin
Taramasi

ABSTRACT

Virtually every major medical advance of the last century and at still has depended upon research with
animals. Zebrafish's journey from the ocean to the laboratory leads to major scientific breakthroughs.
Transparency structure of zebrafish helps in monitoring their internal structures and are permitting
scientist to see effects of nano particles in fish. Their organs share the same main features as humans
and so can be used to study human developmental processes. Zebrafish congruence 70% of their
genes with humans, and 84% of ailment-depended genes have zebrafish congruence. The zebrafish
embryos can also genetically modified. Certain fishes like zebrafish are able to regenerate damaged
retinal nerve cells. Mdller glial cells in retina of zebrafish can transform in response to injury and act
like stem cells to regrow the retina and replace all damaged neurons. Though humans have the same
exact Miller glial cell, they don’t respond to damaged in the same way. Zebrafish are also very
responsive to having their genomes edited. Zebrafish regenerate some tissue such as heart in during
larval stage. In additionaly zebrafish are used as an animal model to study pharmocology —how drugs
work and what they do to an organism’s body. Aim of this review current knowledge of how these
specialized structures and model organism by focusing on cellular behaviors and molecular
mechanisms, highlighting findings from in vivo models and briefly discussing the recent advances in
tissue cell culture and organoids. Review discusses the applications of human organoids models of
disease on model organism and outlines the ailment treatments.

Keywords: Model organism, Zebrafish, Disease scenario, Case report screen, Diseases controlling.

0oz

Gegen yuzyilin ve halen de tibbi gelismelerin neredeyse tamami hayvanlar Uzerinde yapilan
arastirmalara dayalidir. Zebra baliginin okyanustan laboratuvara olan yolculugu buylk bilimsel
buluslara yol agar. Zebra baliginin seffaf yapisindan dolayi i¢ organlarinin izlenmesine yardimci olur
ve bilim adamlarinin baliklardaki nano pargaciklarin etkilerini gérmesine olanak tanir. Organlari
insanlarla ayni temel 6zellikleri paylasiyor ve bu nedenle insanin gelisim slreclerini incelemek igin
kullanilabilir. Zebra baligi genlerinin %70'i insanlarla uyum gosterir ve hastaliga bagli genlerin %84'U
zebra baligi uyumuna sahiptir. Zebra baligi embriyolarinin genetigi de degistirilebilir. Zebra balig
gibi bazi baliklar, hasar gérmus retina sinir hiicrelerini yenileyebilir. Zebra baliginin retinasindaki
Miller galia hiicreleri, yaralanmaya yanit olarak dénUsebilir ve retinayi yeniden biylitmek ve tim
hasarli néronlari degistirmek icin kok hiicreler gibi davranabilir. insanlar ayni Miiller galia hiicresine
sahip olsalar da, hasara ayni sekilde tepki vermezler. Zebra baligl ayni zamanda genomlarinin
dizenlenmesine de oldukca duyarlidir. Zebra baligi larva doneminde kalp gibi bazi dokulari yeniler.
Ayrica zebra baligi, ilaclarin nasil calistigl ve organizmanin vicuduna yaptigi farmakolojik etkiyi
incelemek icin bir hayvan modeli olarak kullaniliyor. Bu derlemenin amaci, burada, hicresel
davranislara ve molekiler mekanizmalara odaklanarak, in vivo modellerden elde edilen bulgulari
vurgulayarak ve doku hucre kulttria ve organoidlerdeki son gelismeleri kisaca tartisarak, bu
Ozellesmis vyapilarin ve model organizmanin nasil olduguna dair mevcut bilgileri gozden
gecirmektir. Derleme, insan organoid hastallk modellerinin model organizma Uzerindeki
uygulamalarini tartismakta ve hastalik tedavilerinin ana hatlarinin altini cizmektedir.

Anahtar Kelimeler: Model organizma, Zebra balig, Hastallk senaryosu, Vaka raporu taramasi,
Hastaliklarin kontroll
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Introduction

“Zebrafish are used as a model for typical and atypical
human development. It is surprising how much we have in
common with zebrafish” says the NIH. In accompanying
manuscript, outlined for using zebrafish models to research
human ailments. The use of classical animal model systems
and cell line in research during the late twentieth and early
twenty-first centuries has been successful in major fields,
such as improving of cellular signalling pathways, discovery
drug targets and guiding design of candidate drugs for
infectious disease (Klein et al., 2002). Model organisms that
are produced under in vitro conditions and are easy to
produce, have a short generation interval, have
experimental advantages, are suitable for laboratory
environments, and are used to investigate biological
events, especially diseases (Kim et al., 2020).

In recent years, vertebrate model organisms have been
frequently used in many studies in biological, genetic,
pharmacological and toxicological fields (Kayhan et al.,
2018). Selected species which as model organisms has been
widely studied because of it is easy to maintain and
propagate in laboratory and has certain experimental
advantages. This models are non-human species used in
the laboratory to help scientists understand biological
processes (Jennings, 2011). Model organisms are used to
create highly detailed genetic maps. Genetic maps are a
visual representation of the location of different genes on
a chromosome. Model organisms are widely used to study
human diseases when human experiments are not possible
or unethical. Research using animal models has been at the
heart of many successes of modern medicine. They play
important roles in fields such as neuroscience and
infectious diseases, contributing much of the fundamental
knowledge in fields such as human physiology and
biochemistry (Fishmann, 1999; Sprague et al., 2007).

Escherichia coli, Cavia porcellus, T4 Phage virus, Phage
lambda, Bacteriophage are other examples of model
organisms (Pandey, 2011; Podlacha et al., 2021). Following
the discovery that non-human creatures have very similar
biological mechanisms to humans, it has been realized that
we can have reliable ideas about the effects on humans by
using newly produced technologies (vaccines, drugs,
poisons, food, etc.) on other living creatures before
humans. Also plays a key role in toxicology studies and drug
screening (Swabe, 2002).

Of course, the creatures used when performing these tests

Journal of Laboratory Animal Science and Practices

cannot be chosen randomly; creatures that meet certain
criteria must be selected. These creatures used in
experiments and research are called "model organisms". A
living being; It can be chosen as a model organism because
it reproduces quickly, is easy to observe, is easy to care for,
is widely available in sellers or in nature, or is similar to
humans. The most famous model organism used in
experiments is mice. There is even a laboratory mouse
monument in Russia to show gratitude for the
contributions of mice to science.

Recently, researchers have developed zebrafish models for
human viral diseases, suffering new insights into molecular
mechanisms of human viral agents as well as discovery of
antiviral strategies. The zebrafish model has become model
system for understanding host-virus interaction. Review of
Liu et al., 2024 provides a comprehensive summary of use
of zebrafish models in human viral research (Liu et al.,
2024).

While mice are evolutionarily more similar to humans
because they are mammals, Zebrafish (Danio rerio) have
other advantages than just being transparent. One
important advantage of zebrafish is that the adults are
small and prefer to be housed in large groups. As a result,
they require much less space and are cheaper to maintain
than mice (Tarique et al. 2023). Zebrafish adults can lay
hundreds of eggs every week which means that researchers
have many them to work with. In addition, zebrafish
development is rapid, so they reach their basic body
structure within one day. Early zebrafish embryos are
transparent, which makes it easy to visualise specific
biological processes at minute details happening in real-
time.

Zebrafish is animal model organism used extensively in
developmental research. Althought it began to be used in
the 1960s, it is only since the 1990s/2000s that it obtained
a huge fame. The first to use this animal for research was
George Streisinger, a tropical fish enthusiast at the
University Oregon.

In this paper, ‘model system’ refers to a biological system,
such as a type of cell, tissue, organ, organism, etc. that is
studied to learn about a phenomenon of interest (Ankeny
and Leonelli, 2011). In this review, we will review the recent
findings made to elucidate the mechanisms involved in
model organism. In addition to this, we will describe the
neuronal structure and function of the fish, in order to
further unravel how zebrafish plays a role in human
diseases.
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Zebrafish

The outher skin layer of the zebrafish larva forms a mosaic
of mainly hexagonal cells showing a unique pattern of actin
ridges.

Being easy to observe is also important in choosing a model
organism. Although the adults of zebrafish are yellow-silver
with blue stripes (jellyfish genes have resulted in colors
such as pink, red, blue, yellow and orange that glow in
dark), their offspring are transparent. Even if an
experiment is carried out on internal organs, necessary
observations can be made without the need to kill and
open the animal. In this way, the results of the tests can be
examined even while the embryo is developing. Zebrafish
are excellent examples for genetic experiments and are
frequently used because they can be seen from the outside
at the cellular level to see what is going on inside fish.

Another reason why zebrafish are widely used in research
is our detailed knowledge of their genomes and their
genetic similarities to humans. Since their entire genome
has been analyzed, zebrafish are one of the first stops for
genetic researchers. Of course, this is not the only
advantage. Human genome and zebrafish genome are 70%
identical, and 84% of the genes that cause diseases in
humans are also found in Zebrafish (McKie, 2013).

These surprisingly high genetic similarities, along with the
other features we mentioned, make zebrafish a gem in
genetic and medical research. Although many organisms
can be used in certain experiments and in narrow areas, the
convenience provided by zebrafish is increasing their
prevalence of use, as can be seen from the graph below
(Teame, et al. 2019).

On Case Report: Model Organism Zebrafish

Zebrafishes are important model organism for studying
different biological processes. Information obtained from
these studies helps scientist to understand disorders in
humans, since many of these processes are similar in
humans.

Zebrafish is a go to model organism for many experiments,
particularly when studying development. One feature in
particular can teach us a lot of about things like cellular
communication and movement. The feature Posterior
Lateral Line primordium (PLLp). The PLLp is a tight cluster
of ~100 cells found behind the ear of a young zebrafish
embryo. This cluster beraks away and migrates from the
head to the tip of the tail. On its travels, it drops off cells
that will become neuromasts, types of neurons that can

sense movement in water. Scientists observed how cells in
the PLLp would behave when they changed the tissues
surrounding them. They found that the promordium cells
weren’t able to properly coordinate their movements
without there being overyling skin cells. The outermost
cells of the primordium need to attach and wrap around
skin cells in order to pull the cluster through the body
(Calderon-Zavala, 2019; Pathak and Barresi, 2020; Yoshida,
2023).

Investigating the development of blood and lymhatic
vessels in the zebrafish eye provides insights into human
eye disorders and helps suggest potential avenues for
treatment (Yang et al., 2016).

Zebrafish larvae are transparent and so make an excellent
experimental model for neurodegenerative diseases, such
as ALS. Jeremy Linsley, a postdoctoral scholar in Steve
Finkbeiner’s laboratory, uses 3D reconstructions of labelled
(red) motor neurons to study neurodegeneration in a live
zebrafish larvae (Chia et al., 2022).

Transformation of heart from tube to organ needs
orchestration of morphogenetic processes. Two structures
critical for cardiac function, the cardiac valves and the
trabecular network, are formed through extensive tissue
morphogenesis endocardial cell migration, deadhesion and
differentiation into fibroblast-like cells during valve
formation, and cardiomyocyte delamination and apico-
basal depolarization during trabeculation (Collins and
Stainier, 2016). In the Priya Lab, they use zebrafish to study
heart development. The basic layout and cellular makeup
of the zebrafish heart are very similar to that of the human
heart, and with their research they aim to understand the
cell and tissue organisational principles that make a
healthy, beating heart (Gunawan et al., 2021). Even in the
case of “heartbreak”, zebrafish can recover through heart
regeneration. Unlike humans, zebrafish form new cells
called cardiomyocytes, generating heart contraction and
enabling a robust comeback. Zebrafish studies provide
precious insights for developmental and regenerative
biology of heart and cardiovascular diseases treatment
(Bournele and Beis, 2016).

Sciencist Norine VOISIN works with intellectually disabled
patients who have also other symptoms such as
morphological defects. Exome sequencing revealed that
mutations in a gene called AFF3 are present in 11 patients
with similar symptoms. Fortunately this gene is both
present in human and zebrafish, which allowed Norine
VOISIN to study its function directly in a laboratory. She
suspected that accumulation of AFF3 protein causes bone
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malformations in patients. So how did she test her
hypothesis? Zebrafish is a great model to study
developmental diseases since it develops externally, very
fast and its organs are transparent! This allows scientist to
observe morphological defects at early stages in the
development. In order to over Express a gene, one could
inject mRNA directly at in Zebrafish eggs, or use
morpholinos in order to knock down a spesific gene.
Moreover, with CRISPR/Cas9 system it is possible to delete
a region, include a spesific mutation or even insert a gene
cassette in a desired location in the genome. Injecting
human AFF3 mRNA into zebrafish embryos led to high
expression of AFF3 protein from early stages of
development. As she initally suspected. AFF3 protein
accumulation caused developmental defects in zebrafish.
So what is this AFF3 It is a member ALF protein family and
it regulates transcription of certain genes through
facilitating transcription elongation. In contrast to earlier
studies on ALF proteins, Norine VOISIN’s finding indicate
that they are not redundant and might be associated with
different developmental disorders (Voisin, 2019).

Worldwide visual ailments effect over 160 million people,
of whom 37 million are blind. Major causes of eyes
disorders are consist of cataracts, glaucoma, retinopathy
and macular degeneration. Model organisms with similar
physiology to humans are vital to understand underlying
developmental processes, discovery causative genes for
human visual disorders, and develop drug. Because of
Zebrafish eye is so similar to a human eye, it’s used to study
human ocular development and diseases (Bibliowicz et al.,
2011).

Hearing and balance scientists use the zebrafish for easy.
Access to its sensory hair cells, located not only in their
inner ear, like humans, but also along the length of their
body. Hair cells help fish hear and balance upright in the
water and also defect water flow (Nicolson, 2017).

In fact, research using zebrafish is everywhere in modern
life, although we may not realize it. Examples of areas
where zebrafish are used include development, genetics,
immunity, behavior, physiology, and nutrition. They are a
treasure trove for medical research. Areas of use include
nervous disorders, infectious diseases, cardiovascular
diseases, kidney diseases, diabetes, blindness, deafness,
digestive disorders, hematopoiesis and muscle disorders
(Teame, et al. 2019).

For example, it is hoped that the cell renewal abilities of

zebrafish, which can even regenerate heart cells, can be
Journal of Laboratory Animal Science and Practices

transferred to humans (Major, et al. 2007). Likewise, it may
be possible to transfer some features found in zebrafish to
humans for the treatment of Alzheimer's disease. In fact, it
is thought that the recent discovery that zebra fish can
hibernate and protect themselves from the physiological
effects of radiation may realize the idea of hibernating
people when sending them to Mars or beyond (Biswas,
2021). Aside from the benefits of zebrafish to humans, they
even help us unravel the evolutionary process. In studies
conducted with mutant zebrafish, it was determined which
genes may have played a role in the evolutionary transition
from fin to limb (Hawkins, et al. 2021).

Although humans may appear to be extremely different
than zebrafish, we are actually much more similar to them!
In fact, 70% of human genes are found in zebrafish
(Shrivastav, 2023). Moreover, zebrafish have two eyes,
heart, brain, a mouth, spinal cord, muscle, kidney,
pancreas, liver, intestine, blood, bile ducts, oesophagus,
ear, nose, bone, teeth, and cartilage (Doiphode et al., 2021;
Lin et al., 2022). Many of genes and critical pathways that
are required to grow these features are highly conserved
between humans and zebrafish (Dodd et al., 2000).

They have the amazing ability to heal the heart after
various types of heart injuries. This ability is particularly
interesting to scientists as they can produce new heart
cells, which humans cannot! Scientists are looking in to this
phenomenon as a means of mending our “broken” hearts.

It is also a widely used model in pharmacological research.
The drug 'verapamil', which is used against hypertension by
causing the vessels to relax and the heart rate to decrease,
was tested on zebrafish (Justis, 2020).

Conclusions

Transparent as a zebrafish. This suprising although
undeniably true expression is not yet part of the common
language. But to see how neurobiologists are fascinated by
the case of this little vertebrate, it soon will be. Indeed,
scientists see it as a model system for studying the
transmission of information in the brain and spinal cord.
Fluorescent markers present in the nervous system of the
larva draw a colorful Picture looking like a Rorschach test
(Gomes Da Silva Martinho, 2019).

Zebrafish is a common and useful scientific model organism
for studies of brain disorders. Zebrafish models are used to
stimulate the pathology of Alzheimer’s disease, Parkinson’s
Disease, stroke, brain, epilepsy, multiple sclerosis or
amyotrophic lateral sclerosis. This organism possesses
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numerous advantages: its development is very rapid, its
genome has been fully sequenced, and it has a high
physiological and genetic homology to humans (Han and
Jiang, 2021). Drug discovery for Alzheimer’s disease are
complex due to the higher failure rate in drug process.
Zebrafish is vital model for neurodegenerative and other
research due to clearly visible forms. Cholinergic and
glutaminergic pathways responsible for memory are
present in zebrafish participate for transmission process.
So, should be studying neurotoxic agents that induce
dysfunction of memory neurons in zebrafish (Thawkar and
Kaur, 2021).

Applying recent single-cell and labelling technologies to
zebrafish, Saunders et al. generated a single-cell
transcriptional atlas of 3.2 million cells from 1,812
developing zebrafish embryos, with 23 genetic
perturbations across 19 timepoints (Li, 2024).

Most tissues in our faces, like our cheekbones, nose
cartilage and teeth, were formed from a unique cell
population called the neural crest. These cells are usuall in
both their origin and their ability to from a huge range of
anatomical structures. Despite their intriguing abilities, we
still do not know all of the neural crest derivatives of now
they form (Terrazas et al.,, 2017). In a new study,
researchers provide significant insights into neural crest
cells in zebrafish, revealling key factors involved in cell fate.
The team achieved this by creating a new type of
computational analysis called Constellations (Burton and
Burgess, 2023). This tool helps visualise tissue changes and
can predict the future of the cells as well as their
developmental fate (Rocha et al., 2020).

Overall, comparing cortical and acortical rodent models
with naturally acortical zebrafish reveals both distinct and
overlapping contributions of neocortex and ‘precortical’
zebrafish telencephalic regions to brain functions. Albeit
morphologically different, mammalian neocortex and fish
pallium may possess more functional similarities than it is
presently recognized, calling for further integrative
research utilizing both cortical and acortical vertebrate
model organisms (Zabegalov et al., 2024).

There are, of course, important differences between
zebrafish and human metabolism. Also, as can be
understood from the striking concepts here, this tiny
organism accomplishes great things.

Researchers using zebrafish as a model organism to model
human diseases should consider these major differences
between zebrafish and humans and should consider that

zebrafish cell and tissue physiology may not fully reflect
mammalian and human physiology conditions and use
caution when interpreting findings.

This paper will argue that model organisms are the key
components of a unique and distinctively biological way of
doing research. Although it is still in development, zebrafish
model organism-based diagnosis and treatment crossing
strategies will play an increasingly important role in
treating vital diseases such as brain diseases.

Ocean tiny organism zebrafish is an important fish in the
scientific platform and is frequently used as a vertebrate
model organism in genetic and experimental research. It
has many homologous genes with the human genome. For
this reason, they can be used in experiments that cannot
be investigated on humans.
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Laboratuvar Hayvanlarinda Deneysel Nefrotoksisite
Modelleri

Experimental Nephrotoxicity Models in Laboratory Animals

0z

Hastaliklarin mekanizmalarini daha iyi anlamak ve etkili tedavi yontemleri gelistirebilmek amaciyla in vivo ve in
vitro modellerin kullanimi, modern tibbin ve biyomedikal arastirmalarin temel taslarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Deney hayvanlari, bilimsel arastirmalar igin vazgecilmez bir gereklilik olarak karsimiza gikmakta ve
hastaliklarin patofizyolojisini anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Nefrotoksisite, bébrek dokusunun gesitli
kimyasal maddeler veya ksenobiyotikler tarafindan maruz kaldigi zararli etkileri ifade eder. Bu durum, bébrek
hasarina yol acabilecek birgok farkli madde tarafindan tetiklenebilir. Ornegin, antibiyotikler (6zellikle
aminoglikozidler ve vankomisin), non-steroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler), antiviral ilaglar, tibbi
gorintilemede kullanilan kontrast maddeler, agir metaller (kursun ve civa) ve kemoterapi ilaglari, bobrek dokusu
tizerinde toksik etkiye sahip maddeler arasinda yer alir. Bobrekler, bu ilaglar ve kimyasallarin toksik etkilerine
karsi oldukga savunmasizdir ve bu savunmasizlik, ciddi bébrek hasarlarina yol agabilir. Ksenobiyotikler, 6zellikle
ilaglar, akut bobrek hasari (ABH), kronik bobrek hastaligi (KBH), akut bobrek yetmezligi (ABY) ve son dénem
bdbrek hastaligi (SDBH) gibi ciddi saglik sorunlarinin 6nde gelen nedenleri arasindadir. ilag kaynakli nefrotoksisite,
genellikle Gic ana mekanizma Gzerinden incelenir: Proksimal tiibiiler hasar ve akut tubuler nekroz (ATN), kristal
formdaki ksenobiyotik veya ilag metabolitlerinin neden oldugu tibdler tikaniklik ve ilaglar ile metabolitlerinin
indukledigi interstisyel nefrit. Bobrek fonksiyonlarini gosteren biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler,
nefrotoksisitenin tanisinda kritik bir rol oynar. Bu derlemede, deneysel nefrotoksisite modelleri, tanisinda
kullanilan biyobelirtegler ve bu biyobelirteglerin klinik 6nemleri ayrintili olarak ele alinmustir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, Gentamisin, Hayvanlar, Laboratuvar, Nefritis.

ABSTRACT

The use of in vivo and in vitro models to better understand disease mechanisms and develop effective
treatment methods is considered one of the cornerstones of modern medicine and biomedical research.
Experimental animals are an indispensable necessity for scientific research, playing a critical role in
understanding the pathophysiology of diseases. Nephrotoxicity refers to the harmful effects exerted on
kidney tissue by various chemical substances or xenobiotics. This condition can be triggered by a wide range
of substances capable of causing kidney damage. For instance, antibiotics (particularly aminoglycosides and
vancomycin), non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), antiviral agents, contrast agents used in
medical imaging, heavy metals (such as lead and mercury), and chemotherapeutic drugs are among the
substances with toxic effects on kidney tissue. The kidneys are highly vulnerable to the toxic effects of these
drugs and chemicals, and this vulnerability can lead to significant kidney damage. Xenobiotics, particularly
drugs, are among the leading causes of severe health issues such as acute kidney injury (AKl), chronic kidney
disease (CKD), acute renal failure (ARF), and end-stage renal disease (ESRD). Drug-induced nephrotoxicity is
generally examined through three main mechanisms: proximal tubular injury and acute tubular necrosis
(ATN), tubular obstruction caused by crystal-forming xenobiotics or drug metabolites, and interstitial
nephritis induced by drugs and their metabolites. Changes in biochemical parameters reflecting kidney
function play a critical role in diagnosing nephrotoxicity. This review provides a detailed examination of
experimental nephrotoxicity models, biomarkers used in diagnosis, and the clinical significance of these
biomarkers.

Keywords: Kidney, Gentamicin, Animals, Laboratory, Nephritis.
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Giris

Hastaliklarinin  mekanizmasini  anlamak ve tedavi
yontemleri gelistirmek amaciyla in vivo ve in vitro diizeyde
bircok metot gelistirilmistir (Khorramizadeh ve Saadat,
2020). In vivo deneyler; karmasik biyolojik etkilesimlerin,
organ diizeyindeki fizyolojik tepkilerin ve sistemik yanitlarin
bitlncil bir sekilde incelenmesine olanak tanidigi igin
tercih edilmektedir. Bu modeller insanlardaki belirli bir
hastalik siirecini veya patolojik bozukluklari taklit etme
amaci tasir (Kaya ve Celik, 2011).

Hayvan modelleri kavramini anlamak igin anahtar kelime
"Analoji"dir. Bunun igin en kapsaml tanim, Wessler'in
orijinal tanimi temel alinarak Held tarafindan "Spontan
veya olusturulmus patolojik bir stirecin arastirilabilecegi bir
canh organizma ve bu organizmadaki arastirma konusu
olan olgunun bir veya daha fazla yonlyle insanlar veya
diger hayvan tirleri ile benzerlik géstermesi durumu"
seklinde yapilmistir. Her iki tanimlama da bir laboratuvar
hayvani modelinin belirlenmesinde dikkat edilmesi gereken
ana noktanin tlrin, hedef tlrle ortak bir biyolojik temelde
olmasinin gerekligi Uzerinde durmustur. Bir hayvan
modelinde hayvanin gosterdigi semptomlar ve durumun
seyri insanlar ile tamamen ayniysa homolog modeller
olarak adlandirilir. Bu gereksinimleri karsilayan modeller
olduk¢a azdir. Buna en iyi oOrnek, norobilimdeki iyi
tanimlanmis  lezyonlardir.  Bir hayvan modelinde,
semptomlar insandakiler ile benzerlik gosterse de
semptomlarin nedeni farkliysa, izomorf model olarak
adlandirilir (Hau, 2008). Deneysel hayvan modeli olusturma
sireci 3R prensibi c¢ergevesinde c¢alismanin in vivo
yapilmasinin zorunlu olup olmadigi sorusuyla baslar ve Sekil
1’deki agamalari izler.
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Sekil 1. Deneysel hayvan hastalik modeli olusturma sireci.

Figure 1. The process of creating an experimental animal disease
model.

Hayvan hastalik modelleri, genel olarak bes grupta
incelenir;

e Pozitif ve negatif modeller

e Olusturulmus (induced) modeller

e Kendiliginden gelisen (Spontan) modeller
e Genetigi degistirilmis (trangenik) modeller

e Olasi (orphan) modeller
Pozitif ve negatif modeller

Pozitif modeller belirli bir hastaligin dogal olarak
gelisebildigi canhlari tanimlamak icin kullanilan bir terim
iken; negatif modeller, belirli bir hastaligin dogal olarak
gelismedigi tlrleri, suslari veya irklari ifade etmek igin
kullanilan bir terimdir. Ornegin; diger hayvanlarda dogal
olarak gelisebilen gonokokal enfeksiyonun deneysel bir
enfeksiyonla tavsanlarda olusturulmasi (Hau, 2008).

Olusturulmus (induced) modeller

Deney hayvanlarinin cerrahi, genetik, kimyasal veya diger
maniplilasyonlara maruz birakilmasiyla normal fizyolojik
durumlarinda degisiklik olusturulmasina indiklenmis
modeller adi verilir. indiiklenmis modellerin en biyiik
kategorisi, kasith genetik manipulasyonlar sonucu ortaya
cikanlardir (Hau, 2008).

Kendiliginden gelisen (Spontan) modeller

Spontan modeller, insanlara fenotip olarak benzerlik
gbsteren hayvanlar veya spontan mutasyon(lar) sonucu
ortaya ¢ikan yeni bir tlrlin (anormal) Gyelerinin kullanildig
modellerdir. En iyi karakterize edilmis spontan modeller,
insanlardaki bozukluklara benzer sonuglara yol agan dogal
mutasyonlara sahip olanlardir. En iyi bilinen spontan
modeller arasinda Gunn sigani (kaltsal hiperbilirubinemi),
Peabald-Lethal ve Lethal Spot fare irklari (aganglionik
megakolon), obez olmayan diyabetik fareler ve BB Wistar
sicanlari (tip 1 diyabet), Yeni Zelanda Siyah ve Yeni Zelanda
Beyaz fareleri ve bunlarin melezleri (otoimmin hastalik),
Nude fare irklari (DiGeorge sendromu), SCID fareler
(siddetli kombin immin yetmezlik), Watanabe tavsanlari
(hiperkolesterolemi), Brattleboro sicanlari (norojenik
diabetes insipidus), obez tavuklar (otoimmiin tiroidit),
spontan hipertansif sicanlar (SHR- primer hipertansiyon),
Duchenne X'e bagh kas distrofisi olan kdpekler ve fareler,
hemofili A ve B olan kopekler, hiper-disik dansiteli
lipoproteinemi ve malign hipertermi olan domuzlar,
Chediak—Higashi sendromu olan tilkiler, akalazi olan
kediler, dogmasal sarilik ve hiperkeratoza sahip sigirlar
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veDubin—Johnson sendromu olan koyunlar bulunmaktadir
(Maurer ve Quimby, 2015).

Genetik olarak degistirilmis (transgenik) modeller

Fare genomu ile insan genomu arasindaki yakinlik, bircok
hayvan modelinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Bu
yakinlik, istenen insan hastaligi fenotipinin dogrudan taklit
edilmesine olanak saglar. Knock-in ve Knockout fareler
olusturmak amaciyla ¢ok sayida teknik kullaniimistir
(Maurer ve Quimby, 2015).

Knock-in modeller

Knock-in modeller, embriyonik koék hiicrelerin genetik
manipllasyonu ile olusturulan transgenik hayvanlardir.
DNA dizisindeki belirli bir genetik bolgenin degistirilmesi
veya genetik lokusta bulunmayan bir gen ve/veya gen
dizisinin eklenmesi ile olusturulur (Doyle ve ark., 2012).

Knockout modeller

Belirli bir genetik lokalizasyonun hedef alindigi ve
hedeflenen bolgedeki gen ve/veya gen dizisinin silinmesi
yoluyla elde edilen genetik manipilasyondur (Doyle ve ark.,
2012).

Kimyasal mutajenler

Genotipin degistirilmesi ile fenotip de degistirilebilir.
Kimyasal mutajenlerin kullaniimasiyla belirli fenotipte
deney hayvanlari Uretilebilir. Farkli biyolojik sistemler
Uzerinde mutajenik etkileri test edilen birgok kimyasal
madde asamalarinin
duyarliigina bagh olarak, kimyasal mutajenler {i¢c gruba
ayrilabilir: ilk grup, 6zellikle kdk hiicre spermatogonya
Gzerinde mutasyonlara neden olan ajanlarn icerir. Bu
maddeler arasinda N-etil-N-nitroziire (ENU), metilnitroziire
(MNU), prokarbazin (Prc) ve trietiienmelamin (TEM)
bulunmaktadir. ENU, bilinen en giigli kimyasal mutajendir.
ikinci kategori, erken spermatidleri etkileyen kimyasallari
icerir. Bu gruba klorambisil (CHL) ve melfalan dahildir.
Uglincli grup, spermatozoa ve geg spermatidleri etkileyen
etil-metansilfonat (EMS), metil metansilfonat (MMS),
siklofosfamid (CP) ve dietilstilfat (DES) gibi kimyasallar
icerir. Spermatogenezin postspermatogoniyal asamalarini
etkileyen kimyasallar genellikle biylk lezyonlara

bulunmaktadir. Germ hicre
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(intragenik ve intergenik delesyonlar ve yapisal kromozom
anormallikleri) neden olur (De Angelis ve ark., 2007).

Radyasyon

Radyasyon, 1920'lerin basina kadar germ hicresi mutajeni
olarak kullanilmistir. X isinlarinin fare spermatogonya,
postmeiyotik germ hicreleri ve oositlerde kigik
kromozomal anomalilere neden oldugu gosterilmistir.
Yaygin olarak kullanilan radyasyon ile indiiklenmis modeller
arasinda beige fare (bg), dominant katarakt (Cat-2t) ve
cleidocranial displazi bulunmaktadir. X 1sinlari genellikle
blytuk delesyonlar (rettiginden, bu teknigin pratikte
kullanimi oldukga sinirlidir (Mohammed-Ali ve ark., 2017).

Olasi (Orphan) modeller

Bu modellerde kullanilan hayvanlar, insanlarda heniz
tanimlanmamis bir hastalik/eksiklik/fonksiyon
bozuklugunu gosterirler. Benzer bir hastalik insanlarda
tanimlandiginda, bir olasi model, olusturulmus bir modelin
temeli haline gelebilir. Ornekler arasinda Marek hastaligi,
papillomatoz ve sigir spongiform ensefalopati (BSE),
koyunlarda Visna virlisi ve kedilerde |6semi virlsi
bulunmaktadir (Hau, 2008).

Bobregin fizyolojik ve patolojik degerlendirmesi

Kemirgen ve insan bobregi fonksiyon, biylklik ve histolojik
yapi yoniinden oldukga benzerlik gostermektedir. Bobrekte
idrar olusumunda glomerler filtrasyon, tubiler geri
emilim ve tUbller sekresyon (salgilanma) olmak dzere (g
ana siire¢ rol oynar. Uriner sistem; osmoregiilasyon, kan
basinci ve hacmini diizenleme, kirmizi kan hicresi
dretiminin ~ uyarilmasi,  kalsiyum  emilimi,  toksin
metabolizmasi ve atilmasi gibi gesitli fizyolojik stireglerden
sorumludur (Delaney ve ark., 2018).

Nefrotoksisite nedir?

Nefrotoksisite, ¢esitli maddelerin bobrekler Uzerinde
olusturdugu zararh etkileri ifade eden bir terimdir.
Ksenobiyotikler ve ozellikle ilaglar, akut bdbrek hasarinin
(ABH), kronik boébrek hastaliginin (KBH), akut bobrek
yetmezliginin (ABY) ve son dénem bobrek hastaliginin
(SDBH) ana patojenik faktorlerindendir.  Bobrek
fonksiyonunu ortaya koyan biyokimyasal parametrelerdeki
degisiklikler teshis icin 5nem arz eder (Wu ve Huang, 2018).

Nefrotoksisite tipleri

Nefrotoksisite siniflandirmasi dogrudan tibiler hasar
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(aminoglikozitler veya civa), akut interstisyel nefrit
(metisilin), azalmis renal perfiizyon (siklosporin), primer
glomerilopati (D-penisilamin) ve tikaniklik nefropatisi
(etilen glikol veya metoksifluran) gibi farkh boélgelere zarar
verebilen ilaglara gore vyapilabilir. Ancak ilag kaynakl
nefrotoksisite genel olarak ti¢ temel mekanizma Ulzerinden
siniflandiriimaktadir:

o proksimal tubiler hasar ve akut tlibller nekroz
(ATN) (doza bagh mekanizma), ilaglar veya
metabolitleri ile apikal temas, ilaglarin ve
metabolitlerinin apikal yilizeyden tasinmasi ve
ilaclarin bazolateral yilzeyden tibiler Iimene
salgilanmasi yoluyla;

o kristal veya ilag ve metabolit iceren dokintiler
tarafindan  tabdler  tikaniklik  (doza  bagh
mekanizma);

o ilaglar ve metabolitleri tarafindan indiklenen
interstisyel nefrit (doza bagimsiz mekanizma).

(Werner ve ark., 1995).

Laboratuvar hayvanlarinda deneysel nefrotoksisite
modelleri

Sisplatin (CP) ile olusturulan akut bébrek hasari modelleri

Sisplatin, tek basina veya farkh ilaglarla kombinasyonlar
halinde c¢ok sayida tiimoral olgunun (meme, serviks,
0zofagus, mesane, kiglk hicreli akciger, osteosarkom,
skuamoz hiicre karsinomu ve testis kanserleri) tedavisinde
kullanilmaktadir (Le ve Hanna, 2018).

Sisplatinin, DNA ipligindeki purin bazlariyla 1-2 intrastrand
veya 1-3 interstrand capraz baglar olusturdugu kabul
edilmektedir. Bu c¢apraz baglanma, DNA onarim
mekanizmalarini bozarak DNA replikasyon sablonunun
Uretimini engeller ve hiicre dongisiiniin durmasina sebep
olarak, hiicre olimine yol acar. Glgli terapotik
ozelliklerine ragmen, sisplatinin ototoksisite, nérotoksisite
ve nefrotoksisite gibi ciddi yan etkilerinin varligi klinik
kullanimini sinirlandirmaktadir (McSweeney ve ark., 2021).
Bu durum, renal yapi hasarina ve glomeriler filtrasyon
hizinda azalmaya, serum kreatinin seviyesinde artisa, kan
Ure azotu (BUN) seviyesinde artisa ve bir dizi yeni
biyobelirtecte  degisikliklere neden olarak bobrek
fonksiyonlarinda bozulmaya yol agar (Zaaba ve ark., 2022).

Sisplatin ile olusturulan akut bobrek yetmezligi
modellerinde genellikle ilk uygulamayi takiben 2. gilinde
semptomlar baslar ve doza bagl olarak 3 ila 4. glinlerde
maksimuma ulasir. Disiler sisplatin tarafindan indiklenen
hasara erkeklerden daha duyarlidir. Bu model oldukga basit

ve tekrarlanabilir bir yapiya sahiptir. Sisplatin
nefrotoksisitesi, hastalarin Ugcte birinde sisplatinin klinik
kullanimini  sinirlanmasina  sebep olmustur. Tedavi
metodundaki gelismelere ragmen, ABH gelisen hastalarda
Olim riski artmistir. Sisplatin kaynakli ABH’yi atlatan
vakalarda prognoz kéti olarak degerlendirilir. Bu vakalarin
kronik bobrek hastaligi ve son asama bobrek hastaligina
ilerleme riski yliksektir (Zaaba ve ark., 2022).

Folik asit ile olugturulan akut bobrek hasari modelleri

Folik asit, ayni zamanda B9 vitamini olarak bilinir (Goossens
ve ark., 2021). Bu madde, karbon metabolizmasi icinde yer
alarak, hicresel ¢cogalma ve blylime icin esansiyel bir
enzim kofaktéri olarak rol oynar. Folik asit, genellikle
yumurta sarisi, hayvan karacigeri, yaprakli sebzeler ve
mayadan elde edilebilir. Folik asit ince bagirsakta emilir ve
dihidrofolat  rediktaz  tarafindan hicre icinde
tetrahidrofolata donlsturular (Dipiro ve ark., 2014).

Distik molekdl agirligina sahip bir bilesen olarak Folik asit
veya folat, glomeriil tarafindan filtrelenir. Normal sartlar
altinda renal folat atilimi goézlemlenemez ve folatin
bobreklerde neredeyse tamami geri emilir. Folatin bobrek
geri emilimi, proksimal tlbdler epitelyal hiicrelerin limen
tarafinda bol miktarda bulunan ve yilksek afiniteye sahip
folat reseptorleri (folat reseptori 1) araciligiyla gerceklesir.
Folat reseptore baglandiginda endositoz yoluyla hiicre icine
alinir (Dipiro ve ark., 2014; Goossens ve ark., 2021). Folat
tim hiicresel bolmelere dagilirken, bunun %40’
mitokondrilere yerlesir. Bu da oksidatif stres ve ondan
kaynakl diger anomalilere neden olur. Ayrica, dihidrofolat
rediiktaz tarafindan tetrahidrofolat olusturmak igin
NADPH'yi bir indirgeme glci olarak kullanmasi nedeniyle,
bobreklerde biriken yilksek folat seviyeleri hicresel
antioksidan sistemlerini ciddi sekilde etkileyebilir. Bu
durum ise bobreklerde artmis redoks dengesizligi ve
oksidatif stresi beraberinde getirir (Yan, 2021). Daha sonra
bu endozomal vezikiller, diger organel membranlari ile
birleserek folatin salinmasina neden olur ve bu durum
organellerde islev bozukluguna yol agar. Folat reseptor
geninin baskilanmasi nedeniyle folat reseptorid eksik
farelerde folatin tamamen temizlendigi bu sebeple geri
emilim gozlemlenemedigi bildirilmistir (Dipiro ve ark.,
2014; Goossens ve ark., 2021).

Folik asit asiri dozla indiklenen deneysel hayvan
modellerinin insanlarda gozlenen ABH'nin ana slreglerini
yineledigi bildirilmistir. Bu nedenle, Folik Asit’in indikledigi
ABH hayvan modeli, ABH'nin patogenezini ve tedavilerini
arastirmak icin yaygin bir sekilde kullaniimistir (Zhang ve
ark.,2019).
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Gentamisin ile olusturulan akut bobrek hasari modelleri

Gentamisin, Gram (-) bakterilerin neden oldugu enfeksiyoz
hastaliklarin ~ tedavisinde yaygin olarak kullanilan
aminoglikozit grubu bir antibiyotiktir. Gentamisinin
avantajlari arasinda yiksek etki, disik maliyet, direng ve
asirt duyarhlik reaksiyon gelistirme ihtimalinin dusuklGgi
bulunmaktadir. Ancak aminoglikozitlere bagh ABH yaygin
gorllen bir yan etkidir. Nefrotoksisite belirtileri, tedavi
uygulanan hastalarin yaklasik %30'unda, 7 gliniin sonunda
ortaya c¢ikar. Gentamisin kaynakli nefrotoksisitenin
belirtileri; renal inflamatuar reaksiyonlar, artmis renal
oksidatif stres ve bununla iliskili patolojik sinyal
mekanizmalarindaki artistir (Erseckin ve ark., 2022; Lee ve
ark., 2019).

Aminoglikozit kaynakli ABH, proksimal tibilde iyon tasima
islev bozukluguna bagli olarak hipomagnezemi, hipokalemi,
hipokalsemi ve hipofosfatemiye yol acar. Gentamisin
kaynakh  nefrotoksisitede;  gentamisinin  lizozomda
birikmesinden kaynaklanan fosfolipidoz, endoplazmik
retikulumda (ER) artan basing, protein sentezinin
bozulmasi, mitokondride apoptoz mekanizmasinin
aktivasyonu, oksidatif stres artisi, enerji Uretiminde rol
oynayan peroksizom proliferatér-aktive edici reseptor alfa
(PPARa) aktivitesinin azalmasi ve hiicre membranindaki
cesitli  tasiyicilarin  disfonksiyonunuigeren ¢ok sayida
mekanizma rol oynamaktadir (Lee ve ark., 2019).

Gentamisinin temel nefrotoksik etki mekanizmalari
arasinda:

e Proksimal tubuler epitelyal hiicre nekrozu

e Su ve c¢oOzeltilerin tasinmasinda gorev alan temel
hiicresel bilesenlerin islevinin engellenmesi yer almaktadir.

Gentamisin nefrotoksisitesinin merkezi yonu tlbdler
sitotoksisitedir.  Gentamisinin  proksimal tibdullerdeki
birikimi, proksimal tibdllerde protein ve katyonlarin
tasinmasinda gorev alan megalin ve kibilin kompleksi ile
iliskilidir. Bu kompleksin gentamisinin endositoz yoluyla
tasinmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir. ila¢ daha
sonra lizozomlara, golgi aparatina ve endoplazmik
retikuluma tasinir. ilacin lizozom birikimi, lizozomal
membranin gecirgenligi Uzerinde degisikliklere neden
olmaktadir. Gentamisin, membran fosfolipitlerine baglanir,
fonksiyonunu degistirir. Bu durum insan ve deney
hayvanlarinda fosfolipidoz olarak bilinen bir duruma vyol
acar (Randjelovic ve ark., 2017).
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Gentamisin kaynakli ABH'nin temel olarak proksimal tubdil
ve toplama hicrelerinin apoptozunda kaynaklandig
bildirilmistir. Bu nedenle, gentamisin’in neden oldugu
nefrotoksisitenin ~ kesin  mekanizmasi tam  olarak
netlesmemis olup, temel patofizyolojinin reaktif oksijen
tdrlerinin (ROS) (retilmesi, apoptoz, artmis endotelin-1
seviyeleri ve artmis hiicresel infiltrasyonun neden oldugu

vurgulanmaktadir (Balakumar ve ark., 2010).

Organeller igindeki gentamisin konsantrasyonu bir esigi
astiginda, gentamisin sitozola salinir. Gentamisin’in
mitokondri Uzerinde etki ettigi ve reaktif oksijen tirlerinin
olusumunu tesvik ettigi, bu da mitokondrial gegirgenlik
gecis gbzeneklerinin acgilmasina ve apoptozun intrinsik
yolunu tetiklemesine neden oldugu gosterilmistir.
Gentamisin ayrica dogrudan mitokondriyal reaktif oksijen
tdrlerinin Gretimini uyarabilir, solunum zincirini ve ATP
Uretimini inhibe edebilir, sitokrom C ve diger proapoptotik
faktorlerin salinimini tesvik edebilir ve apoptoza neden
olabilir (Huang ve ark., 2020).

Karadeniz ve ark. (2008) tarafindan yapilan calismada,

gentamisin  kaynakh  nefrotoksisitenin artmis  ROS
Uretiminin oksidatif stresle iliskili enzimin inaktivasyonuna
yol actig1 gosterilmistir. Asiri ROS Gretimi, ATN ve azalmis
glomeriiler filtrasyon oranindan (GFR) sorumludur ki bu,
ilag kaynakli nefrotoksisitenin belirgin 6zelliklerindendir. Bu
nedenle, gentamisin kaynakli nefrotoksisitenin en aza
indiriimesine yonelik calismalar, daha cok antioksidan
ajanlari da iceren boébrek koruyucu ajanlarin es zamanli
kullanimina dayanmaktadir. Histopatolojik diizeyde, 6nceki
cahismalar, gentamisin kaynakli nefrotoksisitenin, tiibiler
nekroz, glomertliler mezangial hiicre apoptozu, sisme, sitoz
ve tubdller dizensizliklerle iliskili tlibller dejenerasyon
dahil hem glomeriler hem de tibiler degisiklikleri
icerdigini ortaya koymustur (Alsharidah ve ark., 2021).
Deneysel nefrotoksisite hayvan modelleri icin bazi calisma

ornekleri Tablo 1’ de sunulmustur.
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Tablo 1. Laboratuvar hayvanlarinda nefrotoksisite modelleri.
Table 1. Models of nephrotoxicity in laboratory animals.

Model

Patoloji

Deney Hayvani

Amag ve Yontem

Kullanilan Parametreler

Kaynak

Proksimal tibul hasar

Miox-NanolLuc
transgenik fare

Sisplatin ile olusturulan
Akut Bobrek Hasari'nda
Miox-NanoLuc luminesans
degerlerinin erken
teshisteki Gnemi

Kan ure nitrojen (BUN),
Serum Kreatinin,
Miox-NanoLuc luminesans

Chiou ve ark., 2020

1 Sisplatin

Hicresel dejenerasyon,
Lokosit infiltrasyonu,
Glomeriiler atrofi,
Konjesyon,
Tibdler dilatasyon

Wistar Rat

Sisplatin ile olusturulan
Akut Bobrek Hasari'nda
Berberin'in koruyucu etkisi

(SOD), glutasyon peroksidaz

Kan Ure nitrojen (BUN) ve
kreatinin (Cr) seviyeleri.
Malondialdehit (MDA),

glutasyon (GSH), protein

karbonil (PC) ve nitrik oksit

(NO) seviyeleri ile katalaz

(CAT), superoksit dismutaz

(GPx) ve miyeloperoksidaz
(MPO) aktiviteleri

Allameh ve ark.,
2020

interstisyel nefrit,
Kortikomedaiiller bolgede glomeriler
konjesyon ve atrofi,
Tlbduler epitelyal hiicrelerde
dokiilme,

Kortikal tubtler dejenerasyon,
intertibiler kanama,
Proksimal tubdllerde; hidropik
dejenerasyon, piknotik cekirdekler,
sitoplazmik vakuolizasyon, tiibuler
hucrelerin nekrozu ve apoptozu,
tiibdler lumenleri dolduran nekrotik
epitelyal hiicrelerin deskuamasyonu

Evcil Tavsan
(Oryctolagus
cuniculus
domesticus)

Sisplatin ile
indiiklenen bobrek
hasarinda sarimsak

ekstresinin (Allium sativum)
hafifletici etkisi

Kan tre nitrojen (BUN),
Serum Kreatinin,
Ure

Hassan ve ark.,
2023

2 | Gentamisin

Bowman kapsultinin buyimesi,
Kapstl duvarinin kalinlagmasi, Renal
tiibdllerin dejenerasyonu,
genislemesi ve nekrozu inflamatuar
hicre infiltrasyonu, Glomertler
dejenerasyon

Wistar Rat

Gentamisin ile
olusturulan akut
bobrek hasarinda

Oksimatrin'in
rahatlatici etkisi

N-asetil-beta-D-
glukosaminidaz (NAG),
Kan tre nitrojen (BUN),
Serum kreatinin (sCRE),
katalaz (CAT), stuiperoksit

dismutaz (SOD)

Kang ve ark., 2022

Glomerdler Atrofi
Tibuler Tikaniklik
Proksimal Tbl Hasari

Swiss Albino Fare

Gentamisin ile
olusturulan akut
bobrek hasarinda

Boerhaavia diffusa L. 'nin
rahatlatici etkisi

Ure, Urik Asit, Kreatinin,
Glutasyon S-Transferaz,
Glutasyon peroksidaz,
Glutasyon

Ramar ve ark.,
2023

Glomertler endotel
hicrelerde filtrasyon bariyeri hasari

Sprague Dawley
Rat
(Erkek)

Gentamisin ile
olusturulan akut
bobrek hasarinin

tedavisinde
halihazirda kullanilan
Piperazin ferulat'in
etki mekanizmasinin
arastiriimasi

Kan Ure Nitrojen (BUN),

Serum Kreatinin (sCRE),

Bobrek Hasar Molekilu
(KIM-1)

Li ve ark., 2022

3 Folik asit

Tubdler dilatasyon,
Dokiintli olusumu
Tibuler Obtriiksiyon

CD-1 Fare (Erkek)

Akut bobrek yetmezligi
modelinde mitokondriyal
homeostaz

Kan Ure Nitrojen (BUN),
Serum Kreatinin (sCRE),
idrar Kreatinin (uCRE), idrar
Glukoz

Stallons ve ark.,
2014

Tubdler epitelyal hasar
Apoptoz

Wistar albino rat

Akut bobrek yetmezliginin
kalp fonksiyonu ve
oksidatif stres belirtegleri
tizerindeki etkisi

Kan Ure Nitrojen (BUN),
Serum Kreatinin (sCRE)

Nikolic ve ark.,
2020
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Biyobelirtegler

Bobrek hastaliklarinin teshisi zordur. Hastaligin sebebi
prerenal (hipovolemi gibi), intrinsik renal hastalk,
(diyabetik nefropati) veya post-renal (benign prostat
hiperplazi) olabilir. Bu sebeple, renal fonksiyonda bir
bozukluk veya hasara isaret eden, cogunlukla kan ve
idrarda bulunan bircok farkli biyokimyasal belirtec
kullanilmaktadir (Sluman ve ark., 2020).

Bu biyobelirteclerden bazilari GFR belirlemek icin kullantlir.
GFR, belirli bir analitin birim zamanda temizlenen plazma
hacmi olarak tanimlanir. GFR i¢in en ideal biyobelirtec,
vicut tarafindan nispeten sabit bir hizda endojen olarak
Uretilen, glomeriilde serbestce filtre edilen, tlbuller
tarafindan sekresyon, geri emilme ve ekstrarenal
eliminasyona ugramayan bir 6zellikte olmalidir (Treacy ve
ark., 2019). Tahmini glomeriiler filtrasyon orani (eGFR),
serum kreatinin degerini temel alan bir bébrek fonksiyon
tahmini olup, klinik ve epidemiyolojik uygulamalarda
yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Azalmis eGFR, bobrek
hasari sonucu veya sadece yaslanmanin bir sonucu olarak,
mevcut bobrek fonksiyonunun azaldigini da gosterebilir. Bu
nedenle, mevcut bobrek hasrini tahmin etmek icin bir dizi
biyobelirte¢ gelistirilmistir (Tanaka ve ark., 2022). Bu
belirtecler, plazma veya serum orneginde Olcllebilen,
bobrek fonksiyonunu dogrudan gosteren veya bobrek
fonksiyonuyla iliskilendirilebilecek bir parametreyi tahmin
etmek icin bir formilde yer alabilecek sayisal bir deger
saglayan belirteglerdir (Treacy ve ark., 2019).

Serum kreatinin ve iire

Serum kreatinin (Scr), bébrek  fonksiyonlarini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan bir
biyobelirtectir. Kararl bir durumda, serum kreatinini, ¢esitli
formiller vasitasiyla GFR’ni tahmin etmek icin kullanilir.
Son yirmiyil icinde, serum ve idrar kreatinin degerine dayall
ABH'nin tanisi ve yoénetiminde Onemli gelismelere yol
acmistir. Ayni zamanda, Scr'in ¢ok sayida hastalikla iliskili
oldugu bilinmekte olup, 6zellikle akut, kararli olmayan
durumlarda Olglim degerlerini etkileyebilecegi
disinidlmektedir (Kashani ve ark., 2020).

Sicanlar, bébrek hastaliklarini incelemek igin yaygin olarak
kullanilan bir hayvan tirldir. Boébrek fonksiyonlarinin
izlenmesi, bu modellerin hayati bir parcasidir ve GFR’nin en
dogru olcim, eksojen filtrasyon belirteglerinin inflizyonu
yoluyla gerceklestirilir. Kreatinin, lire veya her ikisinin
plazma veya serum diizeyleri endojen filtrasyon belirtegleri

olarak, genellikle GFR'nin vyerine kullanilir. Olciimleri
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kolaydir ve seri olcimler gergeklestirilebilir. Ancak viicut
kompozisyonu ve diyet gibi diger faktorlerden
etkilenebilirler. Bu iki madde de kii¢lik bir plazma hacminde
kolayca Olcgllerek ardisik ¢oklu olciimlere olanak tanir.
insanlarda GFR'yi kreatinini kullanarak tahmin etmek igin
kullanilan Kronik Bdbrek Hastaligi Epidemiyolojik Is birligi
(Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)
denklemi gibi gesitli formiller klinik uygulamalarda rutin
kullanim bulmaktadir. Ancak, siganlar icin boyle bir formiil
su anda mevcut degildir. Altin standart GFR 6l¢cim icin,
inulin veya iohexol gibi dis kaynakli filtrasyon belirteglerinin
inflzyonu gereklidir (Besseling ve ark., 2021).

BUN ve kreatinin rutin olarak bobrek hastaligi ve hasari
biyobelirtecleri olarak kullanilir. Her iki belirteg seviyesi de
renal hasardan sonra 6nemli 6lclide artar. Ancak buna
ragmen ilgili belirteglerde duyarhlik ve/veya 6zgullluk
eksikligi mevcuttur; bu nedenle, daha erken ve daha dogru
tespit icin yeni biyobelirteclere ihtiyac¢ vardir (Togashi ve
ark., 2012).

Simetrik dimetilarjinin (SDMA)

SDMA ve bobrek fonksiyonu arasinda yiiksek korelasyon
bulunmaktadir. SDMA bir metillenmis argininamino
asididir. SDMA bobrekler tarafindan atilir.  Simetrik
dimetilarginin ~ (SDMA), intraselliiler  proteinlerden
kaynaklanan ve post-translasyonel modifikasyon ve
metilasyonun ardindan proteolize ugrayan bir amino asittir.
SDMA'nin  klglik boyutu ve pozitif yikl, bobrek
glomeriliinde serbest filtrasyona izin verir ve renal atilimi
en az %90'dir. Simetrik dimetilarginin, serum ve plazmada
son derece stabildir ve lipid, hemoglobin veya bilirubin
iceriginden etkilenmez (Yerramilli ve ark., 2016). Ayrica,
SDMA seviyeleri yas, diyet veya kas kitlesinden de
etkilenmez. SDMA’nin renal disfonksiyonu tespit duyarlilig
sCr’ye kiyasla daha yiiksektir (Brans ve ark., 2021; Yerramilli
ve ark., 2016). Glomeriil tarafindan serbestge filtrelenen bir
analit olarak SDMA'nin bu 6zellikleri gbz 6niine alindiginda,
bu, glomeriler filtrasyon ve bdbrek fonksiyonunun
potansiyel bir biyobelirteci olabilir. Uretiminin biyik bir
kismi renal yolla (>90%) gerceklesir ve bu, glomeriiler
filtrasyon ve aktif salgi yoluyla saglanir (Yerramilli ve ark.,
2016).

Notrofil Jelatinaz iliskili Lipokalin (NGAL)

Klinik calismalardaki tutarsiz ve bazen celiskili bulgular,
plazma ve idrar biyobelirteglerinin farkh biyolojik
ozelliklerinden kaynaklanabilir. Bobreklerde meydana
gelen hasar sonrasinda, intrarenal NGAL ekspresyonu
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ozellikle distal tubillerde artar, bu da NGAL’in idrarla
atilimiyla sonuglanir. ABH’ de NGAL plazma seviyesi de artis
gosterir. NGAL glomerilerde serbestce filtrelenir ve
proksimal tibiller tarafindan megalin bagimh endositoz ile
tekrar emilime maruz kalir. Uriner sistem enfeksiyonlari
sonucunda olusan I6kositiiri de idrar NGAL seviyelerinde
artisa neden olur (Schley ve ark., 2015).

N-asetil-B-D-glukozaminidaz (NAG)

N-asetil-B-D-glukozaminidaz  (NAG), renal proksimal
tibdler hiicrelerde yaygin olarak bulunan bir lizozomal
enzimdir (Kim ve ark., 2015; Lee ve ark., 2018). NAG, renal
tibul epitelindeki glikoproteinlerin pargalanmasinda rol
oynar (Suliska ve ark., 2021). NAG'nin cesitli bobrek
hastaliklarinda yukseldigi ve akut bobrek hasarinin erken
teshisinde 6nemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir
(Park ve ark., 2012). NAG, proksimal tiibdl hiicreleri tahrip
oldugunda lizozomlardan salinir; bu nedenle NAG, renal
tibullerde bulunur ve idrarla atilir, buna Uriner N-asetil-B-
D-glukozaminidaz (U-NAG) denir (Kim ve ark., 2015; Lee ve
ark., 2018; Suliska ve ark.,, 2021). NAG'In idrardaki
konsantrasyonu normal kosullarda cok disliktiir, ancak
renal tiibller disfonksiyon, proksimal tibdler epitel hiicre
hasarina yol actiginda salinimi ve idrar konsantrasyonu
onemli 6lclide artar (Liu ve ark., 2021). idrarda artmis NAG
enzimatik  aktivitesi, tubller hasarin  derecesiyle
iliskilendirilmistir. U-NAG, erken renal tlbiler hasar
belirleyicisi olarak, mikroalbuminiri baslamadan o6nce
degisiklik gdstermesi sebebiyle albuminiriden daha duyarli
bir biyobelirtectir (Li ve ark., 2021) NAG, glomeriler
filtrasyonu asamaz ve idrar konsantrasyonlarini yiikseltir.
Bu durum, bdbrek hasarinin erken tespiti olarak kullanilir.
in vivo galismalarla, NAG, serumda kreatinin ve iire kadar
spesifik bir belirte¢ oldugu gosterilmistir. NAG, hasar
gormus proksimal kivrimli tlp icin 6zellikle belirgin bir
bobrek belirtecidir. Gentamisin, uygulamasindan 8 saat
sonra yaniti tetikleyebilir. Klinik galismalar ayrica NAG'yi
hafif tibller hasarin erken belirteci olarak rapor etmistir
(Suliska ve ark., 2021). Bu bulgulara dayanarak, idrar NAG
aktivitesinin belirgin bir bobrek hasari ve proteiniri
gorilmeyen aktif bobrek yetmezliginin teshisinde kullanisli
olabilecegi duslinlilmektedir (Tanaka ve ark., 2022).

Referans araliklari, laboratuvar gostergelerinin 6nemli
bilesenleridir ve viicudun normal bir sekilde calisip
c¢alismadigini degerlendirmeyi saglar. Eger referans araligl
uygun sekilde temel alinmazsa, klinik miidahalede yanlis
uygulamalar ortaya cikabilir. idrar NAG icin referans
araliklarinin  belirlenmesine dair az sayida arastirma
bulunmaktadir. Cin’de yapilan bir ¢alismada insanlarda
NAG degeri icin bir referans araligi olusturulmaya calisildigi

bildirilmistir (Liu ve ark., 2021).
Sistatin C

Sistatin C, ayrica sistatin 3 olarak da adlandirilan protein
yapida bir molekiildir. insan dokularinda ve viicut
sivilarinda yaygin bir dagilima sahiptir. Bobrekler, sistatin ¢
metabolizmasinda Onemli bir rol oynar. Biyokimyasal
ozellikleri nedeniyle, ylksek fizyolojik pH'da pozitif
yukliadir ve dastik bir molekiler agirliga sahiptir (13.3 kDa).
Bu nedenle glomerulus tarafindan serbestce filtrelenir.
Bobrekte filtrasyona ugrayan sistatin ¢, proksimal
tubdllerden geri emilir. Burada lizozomal enzimler
tarafindan neredeyse tamamen parcalanir. Sonug olarak,
sistatin C serbest amino asitler halinde dolasima geri doner.
Kigik ve 6nemsiz bir kismi idrarda kaybolur (0.03-0.29
ug/mL) (Onopiuk ve ark., 2015).

Sistatin C basta seminal vezikiller ve merkezi sinir sistemi
olmak Uzere neredeyse tim omurgali dokularda genis bir
sekilde dagilmistir. Bobrek, sistatin C'nin 6nemli diizeylerini
icerir ve genellikle korteksin proksimal tdbdliinde
lokalizedir (Togashi ve ark., 2012). Sistatin Cidrarla atilir. Bu
sebeple idrarda Sistatin C analizi bobrek hasari
modellerinde glomeriler hasari ve ardindan proksimal
tubdl icine reabsorpsiyonun bozulmasini tespit etmek igin
kullanilmaktadir. Ancak diger idrar biyobelirtecleri ile
karsilastirildiginda  renal  hasarin  tespitine iliskin
yayinlanmis veriler oldukga azdir (Fernando ve ark., 2020;
Togashi ve ark., 2012). Serum sistatin C seviyeleri yas,
cinsiyet, irk veya kas kuitlesi tarafindan 6nemli olglide
etkilenmez; bu nedenle GFR igin ideal bir parametre olarak
kabul edilir (Khusainova ve ark., 2023).

Togashi ve ark. (2012) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada
nefrotoksisite olusturulan siganlarda sistatin C ve diger
biyobelirtecler karsilastirilmistir.  Bu c¢alismada ABH’li
farelerde idrar sistatin C, KIM-1 ve Glutasyon-S-transferaz
gibi degerler plazma BUN ve kreatinin seviyelerindeki
artislardan daha once tesbit olanagi sagladigi belirtilmistir,
bu da idrarda sistatin C'nin  ABH’li farelerde
nefrotoksisitenin erken tespiti icin kullanish oldugunu
gostermektedir.

Bobrek Hasari Molekili-1 (KIM-1)

KIM-1, bir transmembran glikoprotein olup, proksimal
tubuler hiicreler tarafindan Uretilir ve bobrek hasari igin
erken, duyarli ve 6zgil bir idrar biyobelirteci olarak kabul
edilir (Brilland ve ark., 2023). KIM-1 hasarl doku tarafindan
salgilanan bir molekildir. Bu sebeple saghkli proksimal
tiibul hiicrelerinde élgiilemez. idrarda bulunmasi bébrek

hasari icin son derece patognomiktir. KIM-1 ile ilgili ilk
Journal of Laboratory Animal Science and Practices



68

¢alismalar 2002'de yayinlanmistir. Burada akut tlbdler
nekroz tanist konmus hastalarin  boébrek biyopsi
orneklerinde KIM-1'in belirgin bir sekilde arttigi ve klinik
olarak belirgin ABH’ye sahip hastalarin idrarinda KIM-1
dizeylerinin ¢ok yiksek oldugu belirtilmistir (Yin ve Wang,
2016).

KIM-1 kardiyovaskiiler cerrahi geciren cocuklarda bobrek
hasariigin hassas bir belirtectir. Liangos ve ark. (2007) klinik
olarak belirlenmis 201 ABH hastasinda idrar KIM-1 ve bagka
bir biyobelirte¢ olan NAG ile karsilastirmistir. Bu ¢alismada
artmis idrar KIM-1 ve NAG dizeylerinin, hastalkla iliskili
oldugu ve hastalik siddeti ile degisiklik gosterdikleri
belirtilmistir. Bircok 6n klinik ¢calismada ve gesitli toksinler
de dahil olmak tizere bir¢cok bébrek hasarina karsi KIM-1'in
biyobelirte¢c olarak BUN ve kreatininden ¢ok daha duyarl
oldugu gosterilmistir (Yin ve Wang, 2016).

Vaidya ve ark. (2010) KIM-1'in sican bobrek hasari
modellerinde SCr, BUN ve idrar NAG degerlerine gore daha
dogru sonuclar sagladigini  belirtmistir. Uriner KIM-1
Olcimleri, klinik ©ncesi ilag denemelerinde insan
nefrotoksisitesinin hassas, spesifik ve dogru teshis saglar.
Bu c¢alismaya gore ayrica, sisplatin, gentamisin ve
vankomisin ile olusturulan nefrotoksisite arastirmalarinda
Olclilen idrar KIM-1'inin, histopatoloji ile dogrulanan
vakalarda dogru pozitif sonuc orani %88 iken; BUN, idrar
NAG ve SCr degerlerinde dogru pozitif sonug oraninin
sirasiyla %42, %42 ve %40 oranlarinda oldugu belirtilmistir.

Sonug

Sonu¢ olarak, nefrotoksisite, ksenobiyotikler tarafindan
tetiklenen ve bobrek dokusunu ciddi sekilde etkileyebilen
onemli bir saglk sorunudur. Deneysel in vivo ve in vitro
modeller, bu karmasik siirecleri daha iyi anlamak,
nefrotoksisiteyi 6nlemek ve tedavi yontemleri gelistirmek
adina 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu modeller, proksimal
tibuler hasar, tlbller tikaniklik ve interstisyel nefrit gibi
ilag kaynakh bobrek hasari mekanizmalarini ve hastaligin
patofizyolojisini incelemeye olanak tanimaktadir. Bobrek
fonksiyonlarini izleyen biyokimyasal parametrelerin ve yeni
biyobelirteclerin  kullanimi,  nefrotoksisitenin  erken
tanisinda onemli bir yer tutmaktadir. Laboratuvar
hayvanlari Gzerindeki in vivo arastirmalar, hastaliklarin
patofizyolojisinin ve ilaglarin bobrek (zerindeki toksik
etkilerinin anlasilmasinda vazgecilmez bir arag olarak dne
cikmaktadir. In vivo modeller, insan biyolojisine daha yakin
bir modelleme sunmalari  nedeniyle, gelecekteki
arastirmalarda 6nemli bir rol oynamaya devam edecektir.
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Arastirma Makalesi Research Article

Kursun Kaynakli Olusan Dalak Toksisitesine Karsi
Sinapik Asidin Etkilerinin incelenmesi

Investigation of the Effects of Sinapic Acid Against Lead-
Induced Spleen Toxicity

0z

Bu calisma, fenolik asit iceren dogal bitkisel bilesik olan sinapik asidin (SA), erkek ratlarda
kursun (Pb) kaynakli dalak toksisitesine karsi etkilerini incelemeyi amagladi. Dalak toksisitesi,
ratlarin 7 glin boyunca sadece Pb ya da Pb ile kombinasyon halinde SA’nin oral tedavisini
takiben degerlendirildi. Doku malondialdehit (MDA) seviyeleri, glutatyon (GSH) seviyeleri,
glutatyon peroksidaz (GPx), slperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) aktiviteleri
biyokimyasal olarak belirlendi. Dalak dokusunda Pb uygulanan grupta MDA dizeyi artarken,
GSH seviyeleri ve GPx, SOD, KAT aktiviteleri azaldi. Pb ve SA’nin birlikte uygulanmasinin MDA
dizeyini azalttigl, GSH seviyeleri ve GPx, SOD, KAT aktivitelerini arttirdig) gézlemlendi. Ayrica
Pb'nin NF-kB, TNF-a, IL-1, COX-2, Beklin-1 ve kaspaz-3 seviyelerini dnemli dlctide artirdigini
gosterdi. Kontrol ve Pb grubuyla karsilastirildiginda ise, SA tedavisinin NF-kB, TNF-a, IL-1(3,
COX-2, Beklin-1 ve kaspaz-3 seviyelerini dnemli 6lctide azalttig belirlendi. Sonug olarak bu
calismada SA'nin Pb kaynakli dalak hasarina karsi koruyucu ¢zellige sahip oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Dalak, Kursun, Oksidatif Stres, Sinapik Asit.

ABSTRACT

This study aimed to examine the effects of sinapic acid (SA), a natural herbal compound
containing phenolic acid, against lead (Pb)-induced spleen toxicity in male rats. Spleen
toxicity was assessed following oral treatment of rats with Pb alone or in combination
with SA for 7 days. Tissue malondialdehyde (MDA) levels, glutathione (GSH) levels, and
the activities of glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and catalase
(CAT) were determined biochemically. While the MDA levels increased in the Pb-
administered group in the spleen tissue, GSH levels and the activities of GPx, SOD and
CAT decreased. It was observed that co-administration of SA and Pb decreased MDA
levels and increased GSH levels as well as GPx, SOD, and CAT activities. It also showed that
Pb significantly increased the levels of NF-kB, TNF-a, IL-1B, COX-2, Beclin-1 and caspase-
3. Compared to the control and Pb groups, SA treatment was determined to significantly
reduce the levels of NF-kB, TNF-a, IL-13, COX-2, Beclin-1 and caspase-3. As a result, in this
study, it was determined that SA has protective properties against Pb-induced spleen
damage.

Keywords: Antioxidant, Lead, Oxidative Stress, Sinapic Acid, Spleen.
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Giris

Agir metaller, viicudumuzda biyolojik birikimleri, toksik
etkileri ve sudaki kaliciliklari sebebiyle toksikasyona yol
acmaktadir  (Simsek  vd., 2023b). Agir metal
toksikasyonunun artmasiyla beraber Pb’nin insan sagligi
Uzerindeki zararli etkileri de arastirilmaya baslanmigtir
(Caglayan vd., 2020).

Pb gida, su ve hava yoluyla insanlari etkileyen bir metaldir
(Soleimani vd., 2016). Pb, 6zellikle glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) gibi bazi antioksidan enzimlerin —SH (tiyol)
grubuna baglanir ve oksidatif strese neden olarak toksik
etki gosterir (Caylak, 2010). Viicuda alinan Pb kan dolasimi
yoluyla kikirdak, sinir, timus, tiroid, pankreas, bobrek,
akciger, dalak ve kas dokusuna ulasir. Bundan dolayi
vicutta fiziksel, biyokimyasal, davranissal bozukluklara
sebep olur (Kucukler vd., 2021). Ayrica, immun yaniti
artirarak, immun sistem organlarinda islevsel hasara ve
anemiye yol acar (Li vd., 2021).

Reaktif oksijen tirleri (ROT), hiicre biylmesi ve cogalmasi
icin gerekli sinyal molekdilleri olarak gbrev yapar; ancak
hicre icindeki redoks dengesindeki degisiklikler serbest
radikallerin Gretimini artirir. Hucreler cesitli endojen
antioksidan korunma sistemlerine sahip olsa da serbest
oksijen tirlerinin hiicreye karsi olusturdugu hasari etkili bir
sekilde engelleyemez (Simsek vd., 2023c). Asiri Pb alimina
bagli olarak viicutta oksidan ve antioksidan dengesi bozulur
(Tuncer vd., 2023).

Flavanoidler bircok meyve, sebze ve bitki koklerinde
bulunan polifenolik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin bircok
yararh etkisi vardir. Bu etkiler antioksidan, anti-inflamatuar,
anti-hipertansif, anti-mutajenik, anti-kanser ve anti-
bakteriyel 6zelliklerdir (Simsek vd., 2023c). Sinapik asit’in
(SA) ise cesitli meyvelerde, sebzelerde, yagh tohumlarda,
bazi baharatlarda, sifali bitkilerde ve 6zellikle tahil
tanelerinde 6nemli miktarlarda bulundugu ve gigcli
antioksidan etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Niciforovic
& Abramovic, 2014).

Sunulan g¢alismada, SA’nin glcli antioksidan 6zelliginden
yararlanilarak dalak (zerinde Pb maruziyetine bagl
olusturacagi etkinin oksidatif stres, inflamasyon, otofaji ve
apaptoz parametreleri Olgllerek incelenmesi
amaglanmistir.

Yontemler
Deney Hayvanlari

Calismada, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen ortalama agirliklari
220-250 g arasinda olan, 10 haftalik yastaki 35 adet erkek
Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Calisma siliresince,
hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda barindirildi. Bu
kosullar, 24 t 1°C sicaklik, %45 + 5 nem ve 12/12
aydinhk/karanlik dongusu seklinde saglandi. Ratlar, ¢calisma
sliresince standart yem ve su ile ad-libitum olarak beslendi.
Calisma baslatilmadan 6nce, ratlarin  adaptasyon
saglamalari igin bir hafta bekletildi. Bu ¢alismamizin etik
kurul onayi 20.11.2023 tarihli 195 sayili karar ile Atatirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg
tarafindan onaylanmistir.

Deneysel Uygulamalar

Calismada toplamda 35 adet Sprague-Dawley cinsi erkek
rat kullanildi ve her bir grupta 7 adet rat bulunacak sekilde
5 gruba ayrildi.

1- Kontrol Grubu: Ratlara 7 giinlik siire boyunca oral gavaj
yoluyla serum fizyolojik verildi.

2- Sinapik Asit Grubu (SA): Ratlara 7 glinllk siire boyunca,
10 mg/kg dozunda oral gavaj yoluyla sinapik asit uygulandi
(Tuncer vd., 2023).

3- Kursun Grubu (Pb): Ratlara 7 ginlik siire boyunca, oral
gavaj yoluyla 30 mg/kg dozunda kursun verildi (Tuncer vd.,
2023).

4- Kursun + Sinapik Asit 5 mg/kg Grubu (Pb + SA 5): Ratlara
7 glin boyunca her giin 30 dakika arayla 30 mg/kg kursun
ve 5 mg/kg sinapik asit oral yolla verildi.

5- Kursun + Sinapik Asit 10 mg/kg Grubu (Pb + SA 10):
Ratlara 7 giin boyunca her giin 30 dakika arayla 30 mg/kg
kursun ve 10 mg/kg sinapik asit oral gavaj yoluyla
uygulandi.

Numunelerin Alinmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar sevofluran anestezisi
altinda dekapite edilerek dalak dokusu alindi. Biyokimyasal
analizleri yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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Biyokimyasal Analizler

Oksidatif stres belirteclerini degerlendirmek icin ihtiyag
duyulan dalak dokusu homojenatlari, 6nceki ¢calismamizda
belirtilen metodolojiye gore hazirlandi (Celik vd., 2020).
GSH hidrojen peroksit ile oksidasyonunu katalize eden GPx
enziminin aktivitesi Matkovics tarafindan belirtilen
yonteme gore Olglildi (Matkovics, 1988). Nitroblue
tetrazolyum indirgenmesini engelleme prensibine dayanan
SOD aktivitesi Sun ve ark. tarafindan belirtilen yonteme
gore olculdi (Sun vd., 1988). Hidrojen peroksit varhgini
gosteren KAT aktivitesi Aebi tarafindan belirlenen
yontemle Olglldu (Aebi, 1984). GSH analizi stlfhidril gruplu
bilesiklerin varliginda 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik) asit
indirgenerek sari renk meydana gelmesi prensibine
dayanir. GSH analizi Sedlak ve Lindsay tarafindan kullanilan
yontemle Olctldi (Sedlak & Lindsay, 1968). Lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA)
diizeyi Placer ve ark. tarafindan belirlenen yonteme goére
tiyobarbittrik asit reaktif madde Gretiminin izlenmesiyle
Olclldu (Placer vd., 1966). Dalak dokularinin protein icerigi
Lowry ve ark. tarafindan belirlenen yontemle 6l¢ildi
(Lowry vd., 1951).

ELISA yontemi ile dalak dokusunda NF-kB, IL-1B, TNF-a,
COX-2, Beklin-1 ve Kaspaz-3 diizeylerinin incelenmesi

Dalak dokusunda Nikleer Faktor-kappa B (NF-kB),
interlékin-1B (IL-1B), Timoér Nekroz Faktérii-alfa (TNF-a),
Siklooksijenaz-2 (COX-2), Beklin-1 (YL Biont, Shangai, Cin)
ve Sistein Aspartat Spesifik Proteaz-3 (Kaspaz-3) seviyeleri
(Sunred, Shangai, Cin) Ureticinin protokolline gore ticari bir
ELISA deney kiti kullanilarak 6l¢iildi.

istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tim veriler, SPSS 20.0 paket
programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Elde
edilen biyokimyasal veriler, tek yonli varyans analizi
(ANOVA) testiile incelenmis olup, coklu karsilastirmalar igin
Tukey HSD testi uygulandi. P<0.05 seviyesindeki sonuclar
anlamli kabul edildi.

Bulgular
Oksidatif Stres Belirtegleri ve Antioksidan Enzimler

Pb’nin dalak dokusunda olusturdugu oksidatif hasara karsi
SA’nin etkileri oksidan belirte¢ olan MDA ile antioksidan
enzimler olan SOD, KAT, GPx aktiviteleri ve non-enzimatik
bir belirte¢ olan GSH analizi ile degerlendirilerek bulgular
Tablo 1'de sunulmustur. Sonuglarimiza gore, lipid
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peroksidasyonunun bir gostergesi olan dalak dokusu MDA
dizeyleri incelendiginde, kontrol ve sadece SA uygulanan
gruplara goére Pb uygulanan grupta MDA dizeyinin
yukseldigi tespit edildi (p<0.0001). Pb grubunda yikselen
MDA seviyelerinin Pb ile kombine uygulanan SA
antioksidanin her iki dozunda da azaldigl tespit edildi
(p<0.0001). Non-enzimatik bir antioksidan olan GSH
duzeyleri ve enzimatik antioksidan olan SOD, KAT ve GPx
aktiviteleri kontrol ve sadece SA uygulanan gruplara gore
Pb grubunda azalirken (p<0.0001), Pb ile uygulanan SA
antioksidaninin 5 mg/kg ve 10 mg/kg’lik dozlarinda ise
arttigi tespit edildi (p<0.0001).

Tablo 1. SA ve Pb'nin dalak dokusunda MDA ve GSH
dizeyleri, SOD, GPx ve KAT enzim aktiviteleri tizerine etkisi.

Table 1. Effects of SA and Pb on MDA and GSH levels, SOD,
GPx and KAT enzyme activities in spleen tissue.

Parametreler  Kontrol SA Pb Pb+SA 5 Pb+SA 10
MDA 15,21 14,76%0,3 28,11+0,43 23,18+0,42 19,34+0,23
(nmol/g +0,37 4 * # &

doku)

GSH (nmol/g 2,32+0,05 2,36+0,04 1,13+0,03* 1,50+0,02% 1,88+0,03%
doku)

SOoD (U/g 19,17+0,4 19,57+0,4 8,81+0,37+ 11,98+0,37 15,65+0,39
protein) 3 5 # &

GPX (nmol/g 10,88+0,3 11,59+0,3 3,39+0,23* 5,08+0,22# 8,16+0,33%
doku) 9 0

KAT (Katal/g 23,36+0,7 23,99+0,5 11,66+0,38 14,92+0,31 16,71+0,39
protein) 6 2 * # &

Dalak Dokusu; Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH) Dizeyi ve
Stiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon Peroksidaz (GPX)
Aktiviteleri. Pb: Kursun, SA: Sinapik Asit. Kontrol ve SA grubuna gore; ayni
satirdaki farkh simgeler (+, #, &), gruplar arasi 6nemli bir fark oldugunu
ifade eder (p<0.0001).

ELISA Yontemi ile Dalak Dokusunda NF-kB, IL-1B, TNF-a,
COX-2, Beklin-1 ve Kaspaz-3 Diizeylerinin Belirlenmesi

Pb uygulamasinin tetikledigi inflamatuar yanit tizerinde SA
tedavisinin etkisini arastirmak i¢in dalak dokusunda NF-kB,
IL-1B, TNF-a, COX-2, Beklin-1 ve Kaspaz-3 seviyeleri
degerlendirilerek Sekil 1’de sunulmustur. NF-kB (Sekil 1a),
IL-1B (Sekil 1b), TNF-a (Sekil 1c) ve COX-2 (Sekil 1d)
seviyeleri kontrol ve SA grubuna kiyasla Pb grubunda
artarken (p<0.0001), Pb ile kombine uygulanan SA’nin 5 ve
10 mg/kg'lik dozunda bu seviyeler azaldi (p<0.0001).
Mevcut calismada otofajik belirte¢ olan beklin-1 diizeyi
(Sekil 1e) incelendiginde ise, Pb grubunda kontrol ve SA
grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigi tespit edilirken, SA
tedavisi uygulanan gruplarda ise seviyenin azaldigl
belirlendi (p<0.0001). Ayrica SA’nin apoptoz lizerine etkisini
degerlendirmek icin kaspaz-3 dizeyi (Sekil 1f) incelendi.
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Calismadaki bulgumuza gore kaspaz-3 diizeyi Pb grubunda,
kontrol ve SA grubuna gore arttigi belirlenirken, SA tedavisi
uygulanan gruplarda ise artan seviyenin azaldigl
gozlemlendi (p<0.0001).

€ Beklin-1 f Kaspaz-3

Sekil 1: Dalak Dokusu; Nikleer Faktor kappa B (NF-kB), Timor
Nekroz Faktér-alfa (TNF-a ), interl6kin-1B (IL-1B), Siklooksijenaz-
2 (COX-2), Beklin-1, Sistein Aspartat Spesifik Proteaz-3 (kaspaz-3)
Seviyesi. Pb: Kursun, SA: Sinapik Asit. Kontrol ve SA grubuna gore;
grafik sttunlarindaki farkli simgeler (+, #, &), gruplar arasi 6nemli
bir fark oldugunu ifade eder (p<0.0001).

Tartigma

insan viicudunun en dnemli bagisiklik organlarindan biri
olan dalak, viicut sivilarinin ve hiicrelerinin bagisikhginda
rol oynar (Akaras vd., 2023). Vicudumuza alinan Pb’nin
bliylk orani atilir, ancak bir kismi emilir ve kana gecer;
emilen Pb, dolasim sistemi boyunca eritrositler tarafindan
tasinir; vicuttaki hemen hemen tim dokular 6zellikle
hematopoetik ve bagisiklik sistemi toksik metale maruz
kahr (Aldahmash & EIl-Nagar, 2016). Pb’ye maruz kalan
ratlarin dalaginda splenomegali olusarak dalak toksisitesine
sebep olur (Marques vd., 2006). Dalakta Pb’ye maruz kalan
eritrositlerin artan tahribati anemiye ve serbest demir (Fe)

artisina yol acar. Bu artis, hiicresel Fe homeostazisini
bozarak makrofajlarda oksidatif stresi artirir (Kasten-Jolly &
Lawrence, 2014).

Pb’nin SOD, GPx, KAT aktivitelerinde ve GSH seviyesinde
onemli bir azalmaya, MDA diizeyinde ise 6nemli bir artisa
sebep oldugunu gosteren bircok literatlir bulunmaktadir
(Akaras vd, 2024; Akarsu vd, 2023; Han vd, 2017; Tuncer vd,
2023). Akaras ve ark.nin yaptigi ¢alismaya gore Pb’nin
akciger dokusunda oksidatif strese yol acarak hasara yol
actigl ancak SA uygulamasi ile tedavi gruplarinda iyilesme
oldugu belirtilmistir  (Akaras vd., 2024). Sunulan
calismamizdaki bulgularimiz mevcut literatir bilgilerini
destekleyerek, Pb'nin dalak dokusundaki SOD, KAT, GPx
aktivitelerini ve GSH seviyelerini azalttigin, MDA
seviyelerini ise ylkselterek oksidatif hasara yol actigini
gostermis ve SA tedavisinin bu seviyeleri 6nemli 6l¢lide
azaltarak oksidatif stres hasarina karsi dizenleyici etkisi
oldugu belirlenmistir. Onceki calismalara benzer sekilde
mevcut ¢alismada, SA'nin antioksidan 6zellige sahip oldugu
ve oksidatif strese karsi onleyici etkisi oldugu gorilmustar
(Tuncer vd., 2023).

Pb toksisitesi endoplazmik retikulum kaynakli apoptoz ve
otofaji arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir. Dalak,
bagisikhk tepkisi ve eritropoezdeki rolii nedeniyle, Pb
toksisitesine karsi duyarl bir dokudur (Corsetti vd., 2017).
Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK)
sinyal yolunun dalak biylimesine, hiicre apoptozuna,
¢ogalmasina, farkllasmasina ve mayozuna katkida
bulundugu belirtiimektedir (Kuang vd., 2022). Yang ve
ark.’nin yaptigi bir calismaya goére Pb kaynakli dalak
toksisitesiyle MAPK sinyal yolu arasinda bir iliski oldugu
belirtilmistir. MAPK sinyal yolunun aktivasyonu TNF-q,
COX-2 ve IL-1B gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin
aktivasyonuna ve dalakta apaptoza yol agarak NF-kB
yolaginin uyarilmasina neden oldugu ifade edilmistir (Yang
vd., 2023). Tuncer ve ark’nin testis dokusunda yaptigi
calismada Pb toksikasyonunun NF-kB, IL-1B, TNF-a ve COX-
2 seviyelerinde artisa sebep oldugu, SA uygulanan
gruplarda ise artan seviyelerin azaldigi belirtilmistir (Tuncer
vd., 2023). Sunulan calismada bu bulgular destekleyerek,
dalak dokusunda Pb tarafindan indiklenen TNF-a, IL-1B,
COX-2 ve NF-kB seviyelerinde bir artis oldugu ortaya
konmustur; SA tedavisi ise bu seviyeleri dnemli 6lglide
azaltmistir. Bu sonug, SA'nin inflamasyonu azaltarak NF-kB,
IL-1B, COX-2 ve TNF-a yolaklarindaki diizenleyici
ozelliklerini gostermektedir.

Otofaji, lizozomlar aracihigiyla yaslanmis ve hasarli
organellerin gikarilmasi siirecidir. Normal fizyolojik kosullar
altinda disiik seviyede olan otofaji, hiicresel homeostazin
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korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Simsek vd., 2023a).
Beklin-1 sinyal yolagl otofajik slirecte rol oynayan ve
otofajik hasarin derecesini belirleyen 6nemli belirtegtir.
Zhang ve ark.’1 Pb maruziyetinin ratlarda Beklin-1’in protein
seviyelerinde oOnemli artis gostererek otofaji hasarina
neden oldugunu bildirmistir (Zhang vd., 2024). Simsek ve
ark’i yaptigl ¢alismada ise SA tedavisinin Pb toksikasyonu
sebebiyle  artan  beklin-1  seviyelerini  azaltigini
bildirmislerdir (Simsek vd., 2023c). Mevcut ¢alismada bu
bulgularla uyumlu olarak Pb maruziyetinin Beklin-1
seviyesini artirarak otofajik hasara sebep olurken SA
tedavisinin 10 mg/kg uygulanan dozu 5 mg/kg uygulanan
dozuna gore daha iyi etki gostererek otofajik hasara karsi
koruma sagladigi tespit edilmistir.

Apoptozis, cesitli uyaranlarla tetiklenen hiicre 6liminin
normal bir silrecidir. Pb’nin dalak dokusunda kaspaz-3
ekspresyonunda 6nemli bir artisa neden olarak apoptoza
yol actigl bildirilmistir (Corsetti vd., 2017). Akaras ve ark.’|
akciger dokusunda Pb maruziyetinin kaspaz-3 seviyelerini
artirarak apaptoza yol actigi, SA uygulanan gruplarda ise
apaptozun onemli dlglide azaldigini belirtmislerdir (Akaras
vd., 2024). Mevcut calismamizda bu bulgularla uyumlu
olarak dalak dokusunda Pb grubunda kaspaz-3 seviyesinde
artis oldugu, SA ve Pb’nin beraber uygulandigi gruplarda ise
bu artisin azaldigi ve bu sonucun 6zellikle 10 mg/kg
dozunda daha etkili oldugu bulunmustur.

Sonug

Sonug olarak, Pb’nin dalak dokusunda oksidatif stres,
inflamasyon, otofaji ve apaptoza sebep olarak hasara yol
actigini ve SA’'nin bu zararlari hafifletici bir etkiye sahip
oldugunu géstermektedir. Bu nedenle, dalak dokusunda Pb
kaynakl hasari 6nlemek amaciyla SA’nin 5 ve 10 mg/kg’lik
dozlarinin kullaniminin etkili oldugu, o6zellikle 10 mg/kg
verilen dozun daha etkili oldugu tespit edildi.
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Molecular Diagnosis of Clostridium Piliforme, the Causative Agent of
Tyzzer’s Disease in Mice and Rats*

Fare ve Ratlarda Tyzerr’s Hastaligi'nin Etkeni Clostridium piliforme’nin Molekiler
Teshisi

ABSTRACT

Tyzzer's disease, caused by Clostridium piliforme (C. piliforme), occurs in many species of
mammals mainly in rodents, rabbits and foals is an acute, epizootic bacterial disease that can
result in mortality. In our study, C. piliforme was investigated in feces samples from mice and
rats in a laboratory experimental animals center by Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique. C. piliforme was detected in 44 (83.01%) of a total of 53 mouse feces of different
ages. C. piliforme was detected in 40 (90.9%) of the feces of a total of 44 rats of different
ages. C. piliforme, the causative agent of Tyzzer's disease, was detected at high rates in mice
and rats examined by the classical PCR method. When evaluated in terms of gender, 28
(73.6%) of 40 positive mice for Tyzerr's disease were female and 16 (88.8%) were male;
While 25 (96.1%) of the rats were female, 15 (83.3%) were male. When age was evaluated,
the disease was found to be higher in mice at the ages of 4, 5, and 8, and in rats at the ages
of 4,5, 6, and 7. Due to the reliability of the analyses and the high risk of transmission to
other animals in centers where laboratory animals are raised, necessary precautions must
be taken to control Tyzzer's disease and prevent the disease.

Keywords: Clostridium piliforme, mice, PCR, rat, Tyzzer’s disease.

0z

Clostridium piliforme (C. piliforme)'nin neden oldugu Tyzzer hastaligl, basta kemirgenler,
tavsanlar ve taylar olmak Uzere bircok memeli tlrinde ortaya cikan, olimle
sonuglanabilen akut, epizootik bir bakteriyel hastaliktir. Calismamizda laboratuvar deney
hayvanlari merkezinde yetistirilen fare ve ratlardan alinan diski 6rneklerinde, PCR ile C.
piliforme arastirildi. Farkl yaslardaki toplam 53 fare diskisinin 44'inde (%83,01) C.
piliforme tespit edildi. Farkli yaslardaki toplam 44 ratin diskisinin 40'inda (%90,9) C.
piliforme tespit edildi. Tyzzer’'z hastaligl’'nin etkeni olan C. piliforme, klasik PCR yontemiyle
incelenen fare ve ratlarda yiksek oranda tespit edildi. Cinsiyet olarak degerlendirildiginde,
Tyzerr’s Hastaligl 40 adet pozitif bulunan farelerin 28’i (%73.6) disi, 16’sI (%88.8) erkek;
ratlarin ise 25’ (%96.1) disi iken, 15’i (%83.3) erkek idi. Yas olarak degerlendirme
yapildiginda hastalik farelerde 4, 5 ve 8. yaslarda, ratlarda ise 4, 5, 6 ve 7. yaslarda daha
yUksek saptandi. Analizlerin guvenilirligi ve laboratuvar hayvanlarinin yetistirildigi
merkezlerde, diger hayvanlara bulagma riskinin yiksek olmasi nedeniyle, Tyzzer’s
hastaligi’nin kontrol edilmesi ve hastaligin énlenmesi icin gerekli dnlemlerin alinmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium piliforme, fare, rat, PCR, Tyzzer’s hastalig|.
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Introduction

Tyzzer’s Disease (TD), is an enterohepatic disease caused
by C. piliforme first known as Bacillus piliformis. The disease
can be seen generally in laboratory animals, some domestic
animal species, and immunosuppressed individuals. C.
piliforme, unlike other Clostridium species, is gram-
negative and obligat intracellular spor-forming bacillus
with flagella (Waner et al., 2005).

Infection occurs by the ingestion of bacterial spores or
contaminated materials by the fecal-oral route (Waner et
al., 2005). The spores of the bacteria present in infected
feces can contaminate soil and feedstuff and can be
ingested by a living host (Banes et al., 2013). After oral
contamination of bacterial spores and/or vegetative forms,
replication takes place in the ileocaecal- colic region.
Depending on the immune system of each animal, the
organisms are absorbed in animals and they reach to liver
and sometimes to the heart via systemic circulation. Typical
lesions may be hepatitis, enterocolitis, and myocarditis,
however, hepatic lesions are more frequent (Young et al.,
1995; Poonacha KB, 1997). The most common clinical
symptoms are diarrhea, abdominal tension, anorexia, and
weight loss and although young animals are affected more
frequently, infected animals die without any symptoms in
general (Sasseville et al., 2007).

TD, widespread in laboratory animals all over the world,
has been reported from wild animals in America and
Australia, from muskrats (Ondatra zibethicus) in many
countries of North America, and also from cotton tail
rabbits (Sylvilagus floridanus) (Ganoe et al., 2020; Ganaway
et al., 1976). Because C. piliforme grows on routine media,
isolation and diagnosis are more difficult than other
diseases (Niepceron and Licois, 2010). Molecular methods
are preferred in the diagnosis of C. piliforme, which has
difficulties in isolation, and identification using
conventional methods (Weisbroth et al., 1998).

Smith et al. (1996), found in a study that people with weak
immunity were susceptible to C. piliforme infection, and
that caregivers who had contact with laboratory animals
(85% positivity) as well as personnel who did not have
contact (40.5% positivity) were also serologically positive
for C. piliforme. For this reason, it has been stated that C.

piliforme poses o threat to personnel in close contact with
laboratory animals and other personnel.

With a development conducted in China, LAMP-LFD
analysis, C. piliforme was detected 5.08% of clean-grade
animals and 9.96% of specific pathogen-free animals. It is
reported that C. piliforme is detected at a higher rate in
experimental animals used in schools than in companies
and research institutes (Tao et al., 2024).

In this study, the incidence of C. piliforme infections
causative agent of Tyzzer’s disease in rats and mice in an
experimental animal center was investigated by PCR.

Materials and Methods
Feces Samples

In the experiments, 44 Wistar albino rat feces and 53
mouse feces samples in the laboratory experimental
animals center were examined. Feces samples were kept at
-20°C till the study started. No clinical findings were
observed in animals. Information about the age
information of the animals is available in years, but there is
no information in weeks. This study was approved by the
Veterinary Control Central Research Institute Directorate,
Local Ethical Committee Decision date and no.
08.11.2022/43.

DNA Isolation

Feces samples to be examined were left to melt before the
extraction procedure. After melting, 1X PBS was added to
all samples. After keeping tubes at 95°C for 10 minutes,
they were centrifuged at 10.000 rpm for 2 minutes. The
supernatants were transferred into the sterile tubes and
the amounts of DNA obtained were estimated by nano-
drop spectrophotometry (Dallenne et al., 2010).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Extracted patient DNA samples were used as template DNA
in PCR to find C  piliforme.
ACCATTGACAGCCTACGTAA-3’ and Reverse 5
GTCTCGCTTCACTTTGTTGTA-3’ primer sequences were
used. The reaction was composed of 25 ul volume and 2,5
ul PCR buffer (10X), 0,5 pl dNTP mix (10 mm), 1 ul Primer F
(10 pmol), 1 pl Primer R (10 pmol), 0,4 ul Taq polymerase,

Forward 5
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13,6 ul H20 and 3 pl DNA complements. Termal circle; at
94°C 5 minutes first denaturation, then at 98°C 10 seconds
denaturation, at 55°C, 35 seconds primer binding and at
72°C 1 minutes chain extending all contained 40 cycles and
at 72°C 5 minutes final extension. The analysis of all PCR
findings was run on %1,5 agarose prepared from 5 pl Safe
DNA gel at 100 Volt for 40 min, and after that examination
under UV light was carried out. In electrophoresis, 270 bp
amplified products were accepted as C. piliforme gene
(Aboellail et al., 2013).

Statistical Analysis

The chi-square test was used as a statistical method. P
values between the two genders were investigated. Data
were analyzed with Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) 25.0 software statistics program.

Results

Of the 44 rats feces samples from different ages, 40 (90.9%)
samples were found to have C. piliforme. 20 female rats
and 24 male rats positive results revealed that 80% of
females and 88.8% of males had C. piliforme agent.

C. piliforme was detected in 44 (83%) of a total of 53 mice
feces of different ages. When age was evaluated, the
disease was found to be higher in mice at the ages of 4, 5,
and 8, and in rats at the ages of 4, 5, 6, and 7. Of the mice
found positive, 28 were female and 16 were male. C.
piliforme was detected in 80% of females and 88.8% of
males. C. piliforme PCR positivity is given in Table 1 and
Table 2 according to the ages of mice and rats. Considering
the ages of the mice examined, it was observed that the
agent was detected mostly in young animals. According to
the genders of mice and rats C. piliforme PCR positivity is
given in Tablo 3.

Table 1. C. piliforme PCR positivity according to the ages of
mice.

Table 2. C. piliforme PCR positivity according to the ages of
rats.

Rat Ages <1 2 3 4 5 6 7 8 9
Positive 1 2 10 11 1
(%) (100) | (100) | (90.9) | (100) 6(75) | 9(100) | 4(80) 0(0) (100)
Negative 1

(%) 0(0) | 0(0) | (9.09) | 0(0) 2 (25) 0(0) 1(20) 0(0) 0(0)
Total (44) 1 2 11 11 8 9 5 0 1
Total

Positivity 44/1 | 44/2 | 44/10 | 44/11 44/6 44/9 44/4 44/0 44/1
(%) (2.2) | (4.5) | (4.4) (25) (13.6) (20.4) (9.09) (0) (2.2)

Table 3. According to the genders of mice and rats C.
piliforme PCR positivity.

Mice Positive Negative Rat Positive | Negativ
Gender | Number (%) (%) Number (%) e (%)
Female 35 28 (73.6) 7 (20) 26 25(96.1) 1(3.8)
Male 18 16 (88.8) 2(11.1) 18 15(83.3) | 3(16.6)
Total 53 | 44(83.01) | 9(16)9) 44 | 40(90.9) | 4(9.09)

Mice Ages | <1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Positive 4 1 4 6 4 3 6 1 2
(%) (80) | (50) | (80) | 9(90) | (85.7) | (100) | (100) | (100) | (50) | (50) | O(0)
Negative 1 1 1 1 1 2 1
(%) (20) | (50) | (20) | 1(10) | (14.2) [ O(0) | O(O) | O(0) | (50) | (50) | (100)
Total (53) 5 2 5 10 7 4 3 6 2 4 1
Total
Positivity 53/4 | 53/1 | 53/4 | 53/9 | 53/6 | 53/4 | 53/3 | 53/6 | 53/1 | 53/2 | 53/0
%) (7.5) | (1.8) | (7.5) | (16.9) | (11.3) | (7.5) | (5.6) | (12.3) [ (1.8) | (3.7) | (O)

Journal of Laboratory Animal Science and Practices

C. piliforme, the causative agent of Tyzzer's disease, was
detected at a high rate in mice and rats examined by the
classical PCR method. When the percentage of C. piliforme
PCR positivity of mice and rats is compared according to
their genders, the height is significantly observed in males.

C. piliforme PCR positivity is given in Table 1 according to
the genders of mice and rats. C. piliforme PCR positivity of
mice and according to the genders rats is given in graphical
form in Figure 1.

C. piliforme PCR positivity
Mice = Rat
96,10
88,80 g3 3 83,01 90,90
73,60
Female Male Total

Figure 1. According to the genders of mice and rats C.
piliforme PCR positivity in graphical form.

When statistically evaluated, no significant relationship
was detected between gender-related positivity rates in
mice and rats. The p values determined between the

genders are given in Table 4.
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Table 4. The p values between two genders.

Significance Mice-Rat Mice-Rat Male
value Female
p 0.6943 0.6818
p >0.05 >0.05
Discussion

C. piliforme is a pathogen that can cause mortality and is
known as the cause of enteric, hepatic, and cardiac
diseases in some animal species like as mouse, rats, and
hamsters. Young animals are more susceptible to this
pathogen and stress factors such as extreme crowding,
transportation, and poor sanitation are predisposing
factors (Ganaway et al.,, 1971). In 4 different studies
conducted in America and Canada on muskrats in 1966,
1971, 1977-79, and 2019, the mortality rate was found to
be 67% (Ganoe et al., 2020). In 2022, systemic Clostridium
tarantellae infection, whose pathological findings resemble
Tyzzer’s disease, was detected in the wild Korean raccoon
(Nyctereutes procyonoides koreensis) (Rho et al., 2022).
Between 2000 and 2021, Tyzzer’s disease was confirmed in
at least one organ in 19 (51%) of 37 kittens under 6 months
of age at the Veterinary Medical Teaching Hospital,
University of California-Davis. Tyzzer’s disease has been
reported to be more common than thought in orphaned
kittens and is associated with colitis and/or hepatitis
(Fingerhood et al., 2023).

Naturally occurring Tyzzer’s disease was detected in a calf
in 1999 (lkegami et al., 1999). A study conducted at the
University of California Davis reported that PCR can be used
for the early and specific diagnosis of Tyzzer’s disease in
foals (Borchers et al., 2006). It was reported that necrotic
hepatitis was the hallmark of 25 horses diagnosed with
Tyzzer’s disease in the United States in 2022 (Garcia et al.,
2022). In a study conducted in America in 2022, Tyzzer’s
disease was detected in 2 canine littermates and 1 gray fox
and was confirmed by PCR (Jacobson et al., 2022).

Researchers from Iran have reported that they had found
less than 10% positivity by ELISA for C. piliforme in 82 rats
randomly chosen among laboratory animals (Fallahi, R., &
Mansouri, M. A., 2017). Our study, found C. piliforme, the
causative agent of Tyzzer’s Disease, at high rates in rats
and mice.

In a cat dying after upper respiratory tract infection and
diarrhea symptoms in necropsy, C. piliforme was found and

it was noted the third kitten in the same region dying with
similar clinical findings with a similar course (Neto et al.,
2015). In a study, C. piliforme positive 150 laboratory
rabbits were used and immunofluorescence assay (IFA) and
multiplexed fluorometric immunoassay (MFIA) techniques
were used to assess the results and C. piliforme was found
to be 73% and 34.7% in order (Pritt et al., 2010).

Conclusion

Without neglecting the subclinical nature of Tyzzer’s
disease that can be frequently determined, it is important
to control laboratory animal breeding centers and that
protective and preventive studies be carried out for the
accuracy of the analyses and because of the high
transmission risk to other animals. In particular, C. piliforme
pathogen can cause mortality and is highly contagious,
additional studies should be carried out in terms of method
and efficiency.
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Konvansiyonel Laboratuvar Hayvan Tesisinde, Aktif
Kullanim Siiresince, Mekanlar Arasindaki Fiziksel Sartlarda
Farkhlik Var Midir?

In Conventional Laboratory Animal Facility, Is There a Difference
in Physical Conditions Between Spaces During Active Use?

0z

Laboratuvar hayvan tesislerinde fiziksel sartlarin standardizasyonu deneysel hayvan arastirmalarinin
tekrarlanabilirligi agisindan bir zorunluluktur. Laboratuvar hayvan tesislerindeki fiziksel sartlarin hayvanlarin
fizyolojileri ve davranislari Gzerine etkisinden dolayl deneysel arastirmalarin sonuglari da etkilenir. Bu calisma
konvensiyonel bir deney hayvani iretim ve arastirma tesisinde, laboratuvarin aktif kullanim stresi icinde mekanlar
arasindaki sicaklik, nem, 1sik siddeti ve gurulti seviyesi gibi fiziksel farkliliklari ortaya koymak amaciyla
yarGttlmastar. Bu gcalisma igin laboratuvarda hayvanlarinin bulunduklari ortamlarin fiziksel kosullari haftanin is
glnlerinde ve glinliik donglniin 12 saatlik glindliz periyodunda laboratuvarin aktif calisma saatleri arasinda (7:00-
19:00) dort hafta boyunca 6lgtilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analiz sonuglari Laboratuvar Hayvanlarinin
Bakimi ve Kullanimi Kilavuzu ile Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin Kullanilan Hayvanlarin Refah ve
Korunmasina Dair Yonetmeligin Uygulama Talimatinda belirtilen yasal standartlara uygun oldugu belirlenmistir.
Ancak koridorlarda, operasyon ve post-operatif bakim odalarinda 6lgtilen isik yogunlugu ve guirilti seviyeleri yasal
sinirlar iginde kalsa da hayvan barinma odalarindan daha yiksektir. Bunun yaninda koridor ve operasyon odasinda
sicaklik ve nem, hayvan bakim odalari ve post operatif bakim odasindan daha duslk seyretmektedir. Koridor,
operasyon, post operatif bakim odalarinin 6lgim degerlerinin mimkiin oldugunca hayvan barindirma odalarinin
Olgim degerlerine yaklastirilarak mekanlar arasindaki farkin en aza indirilmesi, hem hayvan refahinin ve
standardizasyonun saglanmasi, hem de hayvanlarin biyolojik yapilari agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Mekanlar
arasindaki fiziksel degisikliklerin, arastirma sonuglarina yansimasi nedeniyle, tekrarlanabilirlik ilkesine
uymadigindan arastirma guivenligini tehlikeye disurebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Hayvan laboratuvari ortam sartlari, hayvan refahi, ortam standardizasyonu.

ABSTRACT

Standardization of physical conditions in laboratory animal facilities is a necessity for the reproducibility of
experimental animal research. The results of experimental research are also affected due to the effect of
physical conditions in laboratory animal facilities on the physiology and behavior of animals. This study was
conducted in a conventional laboratory animal production and research facility to reveal physical differences
such as temperature, humidity, light intensity and noise level between spaces during the active use period of
the laboratory. For this study, the physical conditions of the animals' environments in the laboratory were
measured for four weeks, on working days of the week and during the12-hour day period of the daily cycle,
during the active working hours of the laboratory (7:00-19:00). The statistical analysis results of the data
obtained have been determined to comply with the legal standards specified in the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals and the Implementation Instruction of the Regulation on the Welfare and
Protection of Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes. However, although the light
intensity and noise levels measured in corridors, operation and post-operative care rooms remain within legal
limits, they are higher than in animal housing rooms. In addition, the temperature and humidity in the corridor
and operation room are lower than in the animal care rooms and post-operative care room. It is very
important to minimize the difference between spaces by bringing the measurement values of corridor
operation and post-operative care rooms as close as possible to the measurement values of animal housing
rooms, both in terms of ensuring animal welfare and standardization and in terms of biological structures of
animals. Since physical changes between locations are reflected in the research results, it may endanger
research security as it does not comply principle of repeatability.

Keywords: Animal laboratory environmental conditions, animal welfare, enviromental standardization.
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Giris

Deneysel hayvan arastirmalarinda mekanin fiziksel
ozellikleri sicaklik, nem, 1sik siddeti ve glrllti seviyesi
laboratuvar ortam sartlarini ifade etmektedir. Hayvan
deneylerinin standartlastiriimasi; calismalarda kullanilacak
hayvanlarin gevresel ve deneysel kosullarinin kontrol altina
alinmasi anlamina gelir. Deneysel calismalarin sonuglari
deneyde kullanilan hayvanlarin barinma kosullari ile
bireysel ozelliklerine bagh olup sadece uygulanan deney
kosullarinda ve arastirmanin yapildigi ¢evre ile ayni
Ozellikleri saglayan ¢alisma ortami igin gegerlidir. Yani
laboratuvar hayvani tesislerinin kosullarinin
standardizasyonu, hayvanin ihtiyaglarinin karsilanmasini
garanti altina almakla kalmaz ayni zamanda deney
sonuglarinin da glvenilirligini saglamis olur. Arastirma
verilerinin glvenilirligi ve kalitesi, bilimsel ¢alismalarda
kullanilan her tir hayvan igin en uygun cevresel kosullarin
belirlenmesine odaklanmistir. Diinyadaki tlkelerin buyik
¢ogunlugunda hayvanlarin kullanimina iliskin mevzuatin
temelini bu veriler olusturmaktadir (Parker vd., 2022).

Laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim kilavuzunun
mevcut 2011 baskisinda kemirgen odalarinda ortam
sicakhginin (20-26 °C), bagil nem araliginin %30 ile %70, oda
1stk siddetinin 130-325 |liiks, oda guriltli seviyesinin
maksimum 85 dB olmasi gerektigi belirtilmektedir (National
Research Council Committee., 2011). Ulkemizdeki yasal
diuzenlemelerde laboratuvar  hayvan tesislerinde,
kemirgenlerin bulundugu odalardaki 1sik siddetinin 130-325
liks, sicakhgin 20°C ile 24°C, nispi nemin %45 ile %65
araliginda olmasinin gerektigi belirtilmistir. Ayrica ses
seviyesinin en fazla 85 dB olmasi ve laboratuvar
techizatlarinin neden oldugu giriltiiniin 20 kHz'den yiksek
olmamasi sarttir (Resmi Gazete, 2012). Deneysel hayvan
c¢alismalarinda tim o6nemli degiskenlerin  muimkin
oldugunca kontrol edilmesi gerekmektedir. Bilimsel
calismalarin glvenilirligi ve tekrarlanabilirligi ancak bu
sekilde  gergeklestirilebilmektedir.  Ayni zamanda
laboratuvar hayvanlarinin refahinin kalitesi, inkar edilemez
bir sekilde hayvanlardan elde edilen bilimsel sonuglarin
kalitesiyle baglantilidir (Marx vd., 2021).

Sicaklik ve nem, dalgalanmalari laboratuvar hayvanlarinda
strese neden oldugu icin hayvan refahini da olumsuz yénde
etkilemektedir. Aslinda, bircok calismada strese maruz
kalan farelerin plazmasinda ve adrenal bezlerinde kortizol
artmaktadir. Tum memeliler, herhangi bir ¢cevresel zorlukla
karsilastiklarinda uyum saglamak ve hayatta kalmak igin
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin aktivasyonuna

Journal of Laboratory Animal Science and Practices

ihtiyag duyarlar. Bu anahtar néroendokrin sistem, stres
faktorlerine tepki olarak hipotalamustaki néronlar
tarafindan aktive edilir ve glukokortikoidler (GC) (GC'ler;
insanlarda kortizol veya sicanlarda ve farelerde
kortikosteron (CORT)) adrenal korteks tarafindan salgilanir.
GC'ler de stres etkeninin neden oldugu bu tir yikselmeler
sonugta hayvanin refahina yonelik tehditlere karsi ilk
midahaleci olarak hizmet eder. Kortizol hormonu viicudun
strese verdigi tepkiyi diizenleyen, kan basincini ve kan
sekerini artirarak bagisiklik sistemini baskilayan bir
hormondur. Kortizol, hayvanin hayati igin biylik 6nem
tasir. Ayrica vicudun tim mekanizmasini ¢alistiran bir
alarm durumunun habercisi olarak da bilinir. Stresin
hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin aktivitesini
arttirdigl ve adrenal korteksten kortikosteroid salgisinin
artmasina neden oldugu bilinmektedir. Kortizol ve
kortikosteron bu nedenle siklikla stres ve depresif
bozukluklar i¢in biyobelirtecler olarak ifade edilir (Texada
vd., 2020). Bu hormonal degisiklikler hayvan refahini
etkiledigi gibi, calisma sonuclarini da etkilemektedir.
Sicanlarda distk bagill nem, o6zellikle asiri sicakliklarla
birlestiginde kuyruk ve bazen ayak parmaklarinda iskemik
nekroz iceren halka kuyruguna yol acabilir (Crippa vd.,
2000). Kemirgen izolasyon kafeslerinde yiksek mikro-
ortam bagil nem ayni zamanda ylksek kafes i¢ci amonyak
konsantrasyonlarina da sebep olabilir. (Baumans vd.,
2002).

Laboratuvar sartlarinin temel bilesenlerinden biri olan isik,
sirkadiyen ritmin dizenleyicilerinin basinda gelir. Viicut
sicaklig, lokomotor aktivite, uyku, bazi hormonlarin
salgilanmasi gibi cesitli fizyolojik sistem ve davraniglar,
sirkadiyen sistem adi verilen 24 saatlik bir dongii tarafindan
yonetilir. Sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde rol oynayan
pek ¢cok dis uyaran olsa da, en giiclii cevresel uyaran gilinlik
aydinhk-karanlik dongusiidir (Weng vd., 2013; Emmer vd.,
2018; Hanifin vd., 2020). Isik yogunlugundaki kiguk
degisiklikler bile hayvanin nérodavranissal, néroendokrin,
metabolik ve fizyolojik parametrelerinin sirkadiyen
dizenlemesini degistirebilir veya bozabilir. Bir hayvan
tesisinde yanlis aydinlatma protokolleri sadece bilimsel
arastirma sonuglarini etkilemekle kalmaz, ayni zamanda
hayvan modellerinin iyilestiriimesi ve biyomedikal
arastirmalarda kullanilan hayvan sayisinin azaltilmasini da
olumsuz yonde etkiler (Sato vd., 2017).

Arastirmalarda kullanilan memelilerin %90 'dan fazlasini
olusturan kemirgenler frekans duyarlligina sahip
hayvanlardir. Fareler ve sicanlar 100K Hz'e kadar veya buna
yaklasan ultrasonik aralgl duyabilirken, insanlar yalnizca
yaklasik 20K Hz frekansa kadar olan sesleri algilayabilirler
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(Malakoff, 2000). Giriltinin kemirgenlerin fizyolojisi ve
davranislari Gzerindeki etkisi yaygin olarak bilinmektedir.
Bu durum sikinti, stres tireme verimliliginin azalmasina ve

odyojenik  nobetlere  kadar  degisebilir.  Gurultl
seviyesindeki  dalgalanmalar arastirma  sonuglarina
deneysel  olmayan degiskenlik  getirebilir  veya

kemirgenlerin saghgini olumsuz yodnde etkileyebilecek
potansiyel bir stres etkeni olusturabilir (Atanasov vd.,
2015). Yiksek kortizol seviyeleri kemirgenlerde cesitli
olumsuz etkilere neden olabilecegi i¢cin hayvan refahini da
ciddi sekilde etkilemektedir.

Calisma konvensiyonel hayvan laboratuvari tesislerindeki
farkh mekanlarin fiziksel sartlarinin optimizasyonu icin
yapilmistir. Konvensiyonel hayvan tesisi genel olarak acgik
kafes (open cage) olarak nitelenmektedir.

Yontemler

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Multidisipliner Deney
Hayvanlari Laboratuvarinin sorumlusunun bilgisi dahilinde
gerceklestirilmistir.  Hayvanlar  standart laboratuvar
kosullarinda, 12:12 saatlik aydinlik/karanhk déngusi (07:00
acik/19:00 kapal) ile barindirlmaktadirlar. Hayvanlarin
standart yeme ve suya ad libitum olarak erisimleri
saglanmaktadir. Haftanin is ginlerinde ve giinlik dongliniin
12 saatlik glindiiz periyodunda laboratuvarin aktif calisma
saatleri arasinda (07:00-19:00) hayvanlarin bulunduklari
ortamlarin  fiziksel kosullari  &lgilmustir.  Oncelikle
hayvanlarin bulunduruldugu ortamlar belirlenmis ve 6 farkl
oda (tavsan odasi, sican odasi, fare odasi, koridor,
operasyon odasi ve postoperatif bakim odasi)
degerlendirmeye alinmistir.  Calisma 6.11.2023 ile
01.12.2023 arasindaki dort haftahk surede
gergeklestirilmistir. Olgiimler odanin ortasindan, yerden bir
metre ylkseklikten birer saat ara ile yapilmistir.
Konvensiyonel hayvan laboratuvarinda degerlendirmeye
alinan odalar ve Olgim noktalari  Sekil 1'de
gosterilmektedir.

Tim &lgiimler Dokuz Eylil Universitesi Multidisipliner

Konvensiyonel Deney Hayvanlari  Laboratuvarinda
yvapilmistir. Her odada 12/12 saat aydinlik/ karanhk
dongisl uygulanmistir. Hayvan odalari ile koridora ¢ikis
arasinda kontrolli kapi uygulamasi vardir. Diger odalar
(operasyon ve post operatif bakim odasi) koridor Uzerine
personel ofislerine ve malzeme depolama alani olarak

kullanilan bir odaya da yakindir.

Veri kaydetmek icin profesyonel ‘Multi-Fonksiyon
Environment Metre’ cihazi kullanilmistir. Cihaz kalibre

edildikten sonra bu islem icin kullaniimistir.
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Deney verilerinin degerlendirilmesinde (tavsan, sigan, fare,
operasyon, post operatif bakim odalari ve koridor icin
aldigimiz glirGiltd siddeti, ses seviyesi, sicaklik ve nem
verilerinin istatistiksel analizleri SPSS programinin 29.0
strima kullanilarak yapilmistir.

Odalarin (isik, giraltl, sicaklik, nem) olgiimleri normal
dagilim gostermedigi icin her bir parametrenin odalar arasi
farkhliginin anlamli olup olmadiginin analizi Kruskal Wallis
testi ile yapilmistir. Sonuglarda anlamh farkliliklar oldugu
Hipotez Testleri Ozet Tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1. Hipotez Testleri Ozet

Table 1. Hypothesis Testing Summary

Sifir Hipotezi Test Sig. a.b
Isik dagilim, - .
Bagimsiz 6mekler kruskal Ho
1 | odalar kategorisinde ayn1 | wallis testi <,001 | Reddet
Girulti dagilimu, .
Bagimsiz 6mekler kruskal Ho
2 | odalar kategorisinde ayn1 | wallis testi <,001 | Reddet
Sicaklik dagilimi,
Bagimsiz ornekler kruskal Ho
3 | odalar kategorisinde ayn1 | wallis testi <,001 | Reddet
Nem dagilimi,
Bagimsiz ornekler kruskal Ho
4 | odalar kategorisinde ayn1 | wallis testi <,001 | Reddet

Anlamlilik Diizeyi ,050

Farkhliklarin - hangi ikili gruplar arasinda oldugu
sonucunu elde etmek icin post-hoc testleri gergeklestirilmis
elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 2,3,4,5'de
gosterilmistir.

Journal of Laboratory Animal Science and Practices
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Bulgular
Istk siddeti: Laboratuvar tesisindeki secilmis olan

mekanlarin oda 1sik siddetleri Tablo 2’ de verilmistir. Tablo
2’de goruldugl gibi hayvan odalari ile koridor, operasyon
ve postoperatif bakim odalari arasinda yapilan isik siddeti
karsilastirmalarinda medyan degerlerine bakildiginda en
duslik 1sik siddeti hayvan odalarinda, en yiksek olarak da
operasyon odasinda gorilmektedir. Buna gore yapilan
istatistiksel analizde tiim mekanlarin kendi icerinde 1sik
siddeti agisindan anlamli farklilik gésterdigi gérilmektedir.
Bu anlamli farklilik yasal sinirlar icerisinde olmakla birlikte
koridor, operasyon ve post operatif bakim odalarinda
Olclilen 1sik siddetinin, hayvan barinma odalarindan daha

yiksek oldugu bulunmustur.

Tablo 2. Isik siddeti post hoc karsilastirilan gruplar

Table 2. Light intensity post hoc compared groups

Karsilagtirilan ikili
oda medyan (IQR) P gruplar pposthoc
1 fare- 1
119,9 (18,08) are-sican
fare-tavsan 0.001<
2 fare-kori .001<
128,0 (19,00) are-koridor 0.00
fare-operasyon 0.001<
fare- .001
3 127,9 (20,13) are-postop 0.001<
0.001< sican-tavsan 0.001<
4 164,2 (42,75) sigan -koridor 0.001<
sigan-operasyon 0.001<
5 -post 0.001
192,8 (60,90) sigan-postop <
tavsan-koridor 0.001<
6 130,8 (19,05) tavsan-operasyon 0.001<
tavsan-postop 0.001<
koridor-operasyon 0.001<
koridor-postop 0.001<
operasyon-postop 0.001<

*1-tavsan, 2-sican, 3-fare, 4- koridor, 5-operasyon odasl, 6-post operatif bakim
odasl

Odalar arasi 1sik siddetinin karsilastiriimasi Sekil 2’de
verilmektedir. Bu grafikte de anlasilacagl Uzere 1sik
siddetinin operasyon odasinda en yiiksek, hayvan barinma

odalarinda en diistk oldugu tespit edilmistir.
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Figure 2. Light measurement scatter plot

Guriiltii seviyesi: Laboratuvar tesisindeki segilmis olan
mekanlarin oda glrilti seviyesi Tablo 3’te verilmistir.
Hayvan odalari ile koridor, operasyon ve postoperatif
bakim odalari arasinda yapilan girilti  seviyesi
karsilastirmalarinda medyan degerlere bakildiginda, en
duslik glrilth seviyesi hayvan odalarinda, en ylksek
glirtltli seviyesi operasyon odasinda oOl¢lilmUstir. Buna
gore yapilan istatistiksel analizde tim mekanlarin kendi
icerinde 1sik siddeti agisindan anlamli farkliik gosterdigi
belirlenmistir. Bu anlamli farklihk yasal sinirlar icerisinde
olmakla birlikte koridor, operasyon ve post operatif bakim
odalarinda oOlgilen girilti seviyesinin, hayvan barinma
odalarindan daha yiksek oldugu saptanmistir.

Tablo 3. Gurultl seviyesi post hoc karsilastirilan gruplar

Table 3. Noise level post hoc compared groups

medyan Karsilastirilan ikili
oda (IQR) P gruplar pposthoc
1 34,0 (8,38) fare-sican 1
fare-tavsan 0.001<
2 fare-kori .001
27,0 (4,10) are-koridor 0.001<
fare-operasyon 0.001<
fare- .001
3 26,55 (2,95) are-postop 0.001<
0.001< sican-tavsan 0.001<
4 64,0 (19,75) sigan -koridor 0.001<
si¢gan-operasyon 0.001<
5 73,0 (24,0) si¢gan-postop 0.001<
tavsan-koridor 0.001<
6 63,0 (16,60) tavsan-operasyon 0.001<
tavsan-postop 0.001<
koridor-operasyon 0.001<
koridor-postop 1
operasyon-postop 0.001<

*1-tavsan, 2-sican, 3-fare, 4- koridor, 5-operasyon odasi, 6-post operatif bakim
odasli
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Odalar arasi glrilti seviyesi karsilastiriimasi Sekil 3’ te
verilmektedir. Bu grafikten de anlasilacagi lGzere gilrGltu
seviyesi operasyon odasinda en yliksek, hayvan barinma
odalarinda en distk olarak 6lctlmustdir.

QUrdita  (dB)

°
tavgan sigan fare koridor operasyon postop

odas
odalar

Sekil 3. Giriltd olgim dagilim grafigi
Figure 3. Noise measurement scatter plot

Sicakhk: Laboratuvar tesisindeki secilmis olan mekanlarin
sicaklik degerleri Tablo 4’ te verilmistir. Hayvan odalari ile
koridor, operasyon ve postoperatif bakim odalari arasinda
yapilan sicaklik karsilastirmalarinda medyan degerlerine
bakildiginda en disiik sicakligin koridor ve operasyon
odasinda oldugu tespit edilmistir. Buna goére yapilan
istatistiksel analizde tiim mekanlarin kendi icerinde sicaklk
acisindan anlamli farkhhk gosterdigi belirlenmistir. Bu
anlamli farkliik yasal sinirlar icerisinde olmakla birlikte,
koridor ve operasyon odasinda olgllen sicaklik degerinin
hayvan barinma odalarindan daha distk oldugu
bulunmustur.

Tablo 4. Sicaklik post hoc karsilastirilan gruplar

Table 4. Temperature post hoc compared groups

Odalar arasi sicakhk degerleri karsilastiriimasi Sekil 4’ te
verilmektedir. Bu grafikten de anlasilacag Gzere sicaklik
degerleri operasyon odasinda ve koridorda en dislik olarak
OlgUlmastir.
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Figure 4. Temperature measurement scatter plot

Nem: Laboratuvar tesisindeki secilmis olan mekanlarin oda
nem degerleri Tablo 5 te verilmistirr Oda
karsilastirmalarinda medyan degerlere bakildiginda en
disik nem orani koridor ve operasyon odasinda
OlcUlmuistlr. Buna gore yapilan istatistiksel analizde tiim
mekanlarin nem agisindan anlamli farkhlk gosterdigi tespit
edilmistir. Hayvan odalari ve postoperatif bakim odasinin
nem orani, koridor ve operasyon odasindan daha dislik

olarak saptanmistir.

Tablo 5. Nem post hoc karsilastirilan gruplar

Table 5. Humidity post hoc compared groups

medyan Karsilastirilan ikili
oda (IQR) P gruplar pposthoc
1 21,40 (,70) fare-sigan 1
fare-tavsan 1
2 21,50 (,70) fare-koridor 0.001<
fare-operasyon 0.001<
fare- .001<
3 21,30 (,60) are-postop 0.00
0.001< sican-tavsan 0.001<
4 18,0 (1,50) sigan -koridor 0.001<
sigan-operasyon 0.001<
- .001
5 17,0 (1,10) sican-postop 0.001<
tavsan-koridor 0.001<
6 21,30 (,80) tavsan-operasyon 0.001<
tavsan-postop 0.001<
koridor-operasyon 0.001<
koridor-postop 0.001<
operasyon-postop 0.001<

Karsilastirilan ikili
oda medyan (IQR) P gruplar pposthoc

1 47,0 (3,30) fare-sigan 0.001<
fare-tavsan 0.001<
2 48,50 (3,28) fare-koridor 0.001<
fare-operasyon 0.001<

fare- .001
49,0 (2,40) are-postop 0.001<
sigan-tavgan 0.001<

0.001<

4 32,0 (,95) si¢an -koridor 0.001<
sigan-operasyon 0.001<

-post 0.001
38,70 (11,10) sigan-postop <
tavsan-koridor 0.001<
6 50,0 (2,40) tavsan-operasyon 0.001<
tavsan-postop 0.001<
koridor-operasyon 0.001<
koridor-postop 0.001<
operasyon-postop 0.001<

*1-tavsan, 2-sigan, 3-fare, 4- koridor, 5-operasyon odasi, 6-post operatif bakim odasi

*1-tavsan, 2-sican, 3-fare, 4- koridor, 5-operasyon odasi, 6-post operatif bakim odasi
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Odalar arasi nem karsilastiriimasi Sekil 5’ te verilmektedir.
Bu grafikten de anlasilacagi lizere en distiik nem koridor ve
operasyon odasinda 6lctlmustr.

SEEINE

Z

tavsan sigan fare koridor operasyon postop
odasi

nem (%)

)

Sekil 5. Nem 6l¢lim dagihm grafigi

Figure 5. Humidity measurement scatter plot
Tartisma

Laboratuvar hayvanlariigin barinma kosullari, tim diinyada
hayvan tesisleri arasinda belli standartlarla saglanmaktadir.
Laboratuvar kemirgenleri, tesisin farkh bolimlerinde belli
surelerde  konumlanmak durumunda kalmaktadirlar.
Barinma odalarinda vyetistirilir, koridordan gecerek
operasyon odalarina ve prosedirlerin 0Ozelligine gore
operasyon sonrasil yogun bakim odalarinda
bulunmaktadirlar. Hayvanlarin bu farkh mekanlarda uzun
sure kaliyor olmalari, biyolojilerini degistirebilir.

Isik seviyesi; laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim
kilavuzunda oda 1sik siddetinin 130-325 liks arasinda
olmasi gerektigi belirtilmektedir. Ulkemizdeki yasal
diizenlemelerde de laboratuvar hayvan tesislerinde,
kemirgenlerin bulundugu odalardaki 1sik siddeti 130-325
lUks olarak belirtilmektedir. Laboratuvar tesisinde hayvan
odalariile koridor, operasyon ve postoperatif bakim odalari
arasinda yapilan 1sik siddeti karsilastirmalarinda medyan
degerlerine bakildiginda en dustk 1sik siddeti hayvan
odalarinda (tavsan odasi 119,9 liks, sican odasi 128 liks,
fare odasi 127,9 liiks) olarak olcllmustlr. En yiksek isik
siddeti (192,8 liks) olarak operasyon odasinda 6l¢tlm{stir.
Tim mekanlarin kendi aralarinda 1sik siddeti agisindan
anlamli farklilk gosterdigi ve bu farkliigin yasal sinirlar
icerisinde olmasina ragmen koridor, operasyon ve post
operatif bakim odalarinda olgilen 1sik siddetinin hayvan
barinma odalarindan daha yiiksek olarak olglldigi tespit
edilmistir. Cevresel 1sik kalitesi sirkadiyen ritim Gzerinde
onemlidir ve dolayisiyla hayvanin refahini etkilemektedir.
Bu nedenle hayvan tesislerinde mekanlar arasinda isik
siddeti yakindan izlenmelidir. Bir laboratuvar tesisinde
uygun olmayan aydinlatma sistemleri, hayvan igin stres
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kaynagl olmasinin yani sira deneysel calismalarda da
onemli bir degiskendir (Hanifin vd., 2020).

GUrdlth seviyesi; ulusal ve uluslararasi mevzuatlarda oda
glrlltt seviyesinin maksimum 85 dB olmasi gerektigi
belirtilmektedir. Galismada glralti seviyesi
karsilastirmalarinda medyan degerlerine bakildiginda
hayvan odalari girilti degerleri 34 dB, 27 dB, 25,55 dB;
koridor, operasyon ve postoperatif bakim odalari 64 dB, 73
dB, 63 dB olarak olclilmustir. Sonug olarak, hayvanlar tesis
icinde 85 dB sinirini asmamis olsalar da barindiklari oda
disina c¢ikarildiklarinda orta diizeyde (65 dB'den az)
glirtltiye maruz kaldiklari ortaya c¢ikmistir. Operasyon
odalarinda olusan girultiinin ¢cogunun, normal c¢alisma
saatleri sirasindaki insan faaliyetlerinden kaynaklandigi
distndlmektedir. Bu bulgu, ortam giirtiltisiiniin cogunun
ya tesis icindeki personelden kaynaklandigini ya da
hayvanlarin tesis icindeki personele tepki vermesinin bir
sonucu oldugunu ortaya koyan Onceki arastirmalarla
tutarhdir (Turner vd., 2005).

Sicakhk; calismada hayvan odalari ile koridor, operasyon ve
postoperatif bakim odalari arasinda yapilan sicakhk
karsilastirmalarinda medyan degerlerine bakildiginda en
dusik sicakhk (17-18 °C) koridor ve operasyon odasinda
OlcUlmaistlr. Laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim
kilavuzunda kemirgen odalarinda ideal ortam sicakliginin
20-26 °C olmasinin gerektigi belirtilmektedir. Ulusal yasal
mevzuatta da sicaklik 20°C ile 24°C olarak belirtilmektedir.
Laboratuvar hayvanlari, sinirh  vicut vylzey alanlar
nedeniyle termoregilasyondaki degisikliklere karsi oldukca
duyarli tdrlerdir. Bu nedenle ortam sicakliklari sabit
tutulmak zorundadir (Liu & Fan, 2018). Kemirgenler igin
belirlenen 20-26 °C kuru termometre sicakliklari genis
kapsamhdir ve davranissal termoregiilasyon icin yeterli
kaynaklarla barindiriimalari kosuluyla, sicakliklar normalde
bu araliklarin ortasina yakin minimum dalgalanmayla
secilmeli ve korunmahldir (Brainard & Hanifin, 2005).
Hayvanin sicakligl termal stresin (soguk veya sicak) etkisiyle
degisirse bunu metabolik, kardiyovaskiler, solunumsal ve
imminolojik degisiklikler takip edecektir (Tan & Knight,
2018).

Nem; laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim
kilavuzunda bagil nem oraninin %30 ile %70 araliginda,
ulusal mevzuatta ise nem orani %45 ile %65 araliginda
olmasi  gerektigi  belirtilmektedir. Calismada oda
karsilastirmalarinda medyan degerlerine bakildiginda en
diisik nem orani koridor (%32) ve operasyon odasinda
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(%38,7) olarak olgllmustir. Nem orani hayvan odalari ve
postoperatif bakim odasi oOlgimlerine gore koridor ve
operasyon odasinda daha diisik olup 6lgiim sonuglari
uluslararasi mevzuata uygun oldugu halde ulusal mevzuatin
altindadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, farelerin diisik
nem kosullarina maruz kalmasinin, onlari grip hastaligina
karsi daha duyarl hale getirdigi belirtilmistir. Kuru havada
barindirilan farelerde mukosiliyer klirens, dogustan
antiviral savunma ve doku onarim fonksiyonunu
bozulmustur (Dauchy vd., 2016). Yiksek nemde
barindirilan farelerde eklem sismesi, iltihaplanma ve
tahribat daha sonra oto antikorlarda artis gorilmustir
(Wang vd., 2021)

Sonug

Konvensiyonel hayvan laboratuvarinin 6l¢iim yapilan 6
farkh odasinin (tavsan odasi, sican odasi, fare odasi,
koridor, operasyon odasl ve postoperatif bakim odasi)
sicaklik, nem, 1sik siddeti ve glirtiltl seviyesi degerleri ulusal
ve uluslararasi rehberlerde (guide) belirtilen sinirlar
icerisinde yer aldigl belirtilmistir. Bununla birlikte sicaklk,
nem, 1sik siddeti ve girilti seviyesi marji genis oldugu icin
mekanlar arasi farkhliklar bulunmustur. Bu farkhligin en
biliyik sebebi hayvan barinma odalarinin fiziksel sartlarinin,
diger mekanlara gore daha iyi kontrol edilebilmesidir.
Laboratuvar tesisleri planlanirken hayvan odalarinin fiziksel
sartlari gdz 6niine bulundurulmalidir. Tesisi olusturan diger
tim odalar hayvan odalarinin fiziksel sartlariyla uyumlu
olacak sekilde dizayn edilmelidir. Hayvanlarin mekanlar
arasl gegis yaptigl sirada, buralarda minimum silrede
tutulmasi saglanmalidir. Eger uzun siire tutulacaklarsa da
hayvanlarin biyolojik sistemlerinin etkilenebilecegi igin
arastirma sonuglarindaki tutarsizliklarda bu konumun goz
ontinde bulundurulmasi gerekir. Dolayisiyla laboratuvar
hayvan tesisleri tasarlanirken, hayvan refahi
degerlendirilirken ve deneysel calismalar yapilirken
hayvanlarin mekanlar arasi veya tesisler arasi nakilleri
gerceklestirilirken bu faktorler mutlaka dikkate alinmahdir.
Calismanin sonucunda mekanlar arasi fiziksel farkhliklar
ortaya konulmustur. Bu farkliliklar standartlar kapsaminda
olsa da hayvanlarin biyolojisi ve refahi lzerine ayr bir
calisma yapilmasi gereksinimini dogurabilir. Bu gereksinim
hayvan galismalari ile kan parametreleri hormon seviyeleri,
davranis ¢alismalari yapilarak ortaya konulabilir.
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Laboratuvar Hayvanlarinda Tarama Programlarinin Onemi ve
Bazi Onemli Viral Ajanlarin Arastiriimasi

The Importance of Screening Programs in Laboratory Animals
and Investigation of Several Important Viral Agents

oz

Laboratuvar hayvanlarinin saglik tarama programlari, biyomedikal arastirmalarda standardizasyonun
saglanmasi ve hem hayvanlarin hem de arastirma personelinin sagliginin korunmasi agisindan buyuk
onem tasimaktadir. Bu baglamda, Hepatit E virusu (HEV), Murine hepatit virusu (MHV) ve Murine
norovirus (MNV) gibi patojenlerin dizenli olarak izlenmesi, laboratuvar ortaminda hijyen ve sanitasyon
standartlarinin gelistiriimesine katkida bulunabilir. Arastirmada, BALB/c mice ve Sprague Dawley,
Wistar albino sicanlarindan olusan rastgele secilmis 6rneklem gruplari Gzerinde calisiimistir. Deney
hayvanlarindan etik ilkeler cergevesinde kan ve doku érnekleri toplanmis, laboratuvar ortamindaki ses,
1slk, kafes yogunlugu, yem ve suya erisim gibi faktorler gdzlemlenerek kaydedilmistir. Bu gézlemler,
arastirmanin glvenilirligini ve tekrarlanabilirligini artirmak icin elzemdir. RT-PCR testleri kullanilarak
HEV, MHV ve MNV icin tarama yapilmis ve test edilen tim 6rnekler bu patojenler yoninden negatif
bulunmustur. Bu sonuclar, laboratuvar ortaminda uygulanan hijyen ve sanitasyon protokollerinin
etkinligini gostermektedir. Ayrica, laboratuvar arastirma merkezlerinde egitimli personel ve kemirgen
kontrol programlarinin énemi vurgulanmistir. Sonug olarak, bu calisma, laboratuvar hayvanlarinda
saglik tarama programlarinin, arastirilan patojenler ve uygulanan koruma-kontrol tedbirleri ile iliskili
olarak, bilimsel arastirmalarin standardini ylkseltmede kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bu
tlr programlar, laboratuvar hayvanlarinin sagligini korumak ve arastirma sonuglarinin givenilirligini
artirmak icin hayati Gneme sahiptir.

Anahtar Kelimeler: HEV, MNV, MHV, saglik tarama programlari, laboratuvar hayvanlari.

ABSTRACT

Laboratory animal health screening programs are of great importance to ensure standardization
in biomedical research and to protect the health of both animals and research personnel. In this
context, regular monitoring of pathogens such as Hepatitis E virus (HEV), Murine hepatitis virus
(MHV) and Murine norovirus (MNV) can contribute to improving hygiene and sanitation standards
in the laboratory environment. In this study, randomly selected sample groups consisting of BALB/c
mice and Sprague Dawley, Wistar albino rats were studied. Blood and tissue samples were
collected from the laboratuary animals within the framework of ethical principles, and factors such
as noise, light, cage density, access to feed and water in the laboratory environment were
observed and recorded. These observations are essential to increase the reliability and
reproducibility of the study. RT-PCR tests were used to screen for HEV, MHV and MNV and all
samples tested were negative for these pathogens. These results demonstrate the effectiveness
of hygiene and sanitation protocols applied in the laboratory environment. Furthermore, the
importance of trained personnel and rodent control programs in laboratory research centers was
emphasized. In conclusion, this study reveals that health screening programs in laboratory animals
play a critical role in raising the standard of scientific research in relation to the pathogens
investigated and the protection-control measures implemented. Such programs are vital to
protect the health of laboratory animals and improve the reliability of research results.

Keywords: HEV, MNV, MHV, health screening programs, experimental animals.
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Giris

Deney hayvanlarinin  saglhk durumlari, deneysel
uygulamalara zarar vermemesi agisindan en uygun diizeyde
olmahdir. Deney hayvanlari laboratuvarlarinda hijyen ve
sanitasyon kurallarina uyulmasi yapilacak ¢alismalarin
guvenilirligi agisindan onemlidir (Celik ve ark., 2023).
Deneysel enfeksiyonlarin disinda laboratuvar
hayvanlarinda; viral etkenlerin (Sendai virusu, Lymphocytic
choriomeningitis virus, Myxomavirus, Poxvirus,
Papillomavirus, Rabbit hemorrhagic disease virus, Fare
rotavirusu, Adenovirus vb.), bakteriyel etkenlerin
(Treponema cuniculi, Bacillus piliformis, Clostridium
perfinges Tip E, Pasteurella multocida, vb. ) ve paraziter
etkenlerin  (Passalaurus ambiguus, Encephalitozoon
cuniculi, Psoroptes cuniculi, Cheyletiella parasitovorax,
Haemophysalis liporic vb.) sebep oldugu hastaliklar
mevcuttur (Bilgili ve Gdirel, 2002; Karaman, 2015;
Muftloglu ve Albayrak, 2019). Laboratuvar hayvanlarinin
yaklasik %95’lik kismini fareler ve ratlar olusturur ve
bunlarin yani sira siklikla tavsan, kobay, kdpek, kedi, koyun,
keci ve maymun gibi hayvanlar da kullanilir (Dhadde, 2019;
Hickman ve ark., 2017). Deney hayvani olarak kullanilan
fare, yalnizca enflamasyon, imminite ve enfeksiyonlari
arastirmak icin degil, bunun yaninda yeni tanisal, 6nleyici
ve terapotik yaklasimlar gelistirmek icin de model olarak
kullanilmaktadir (Aydin, 2022). Deney hayvanlarinin viral
hastaliklari, bu hayvanlarin yetistirildigi laboratuvarlar ve
Uzerinde calisilan deneysel arastirmalar agisindan ¢ogu
zaman buyik sorunlara yol agabilir. Viral hastaliklar deney
hayvanlarinda siddetli enfeksiyona neden olmakta ve tiim
koloninin o6limiine sebep olmaktadir (Muftioglu ve
Albayrak, 2019). Bunun en iyi érneklerini Coronaviridae
ailesi icerisinde siniflandirilan Fare hepatit virusu (Murine
Coronavirus / Mouse Hepatitis virus / MHV), Caliciviridae
ailesinden Murine Norovirus (MNV) ve Hepeviridae
ailesinin  bir Qyesi olan Hepatit E virusu (HEV)
olusturmaktadir. Bu Onemli viral etkenler yoninden
laboratuvar hayvanlarinda yapilan siri tarama ¢alismalari
oldukga kisithdir. Turkiye’de laboratuvarlarda yetistirilen
fare ve ratlarda ¢alismaya dahil edilen etkenler yoninden
bilindigi kadariyla arastirmalara rastlanmamistir, diinyada
ise daha cok asi, immiinizasyon ve patogenez belirleme
calismalarinda 6rnek viruslar olarak kullaniimaktadirlar (He
ve ark., 2001; Li ve ark, 2001; Ward ve ark., 2006).

ilk olarak 1949'da izole edilen MHV; aerosol, direkt temas,
fomitler, deneysel olarak da nakledilebilir timorler ve
transplasental yolla bulasmaktadir (Baker, 1998; Yilmaz,
1960). MHV, 80-220 nm c¢apinda, zarfli ve helikal simetri
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yapisina sahiptir. Genom boyutu 25-31 kb olan lineer pozitif
polariteli, tek sarmalli RNA molekiliinden olusur. MHV
virionlari; baslica spike glikoprotein (S), zarf proteini (E),
membran proteini (M) ve niikleoproteinden (N) olusan dort
yapisal protein kodlamaktadir (Zhou ve ark., 2020).
Betacoronaviruslar icerisinde bazi tlrler (SARS-CoV, MERS-
CoV ve SARS-CoV-2 vb.) besinci bir protein olan
hemaglutinin esteraz (HE) proteinini icermektedir (Cotten
ve ark., 2013). MHV’nin ilk izolasyonundan bugiine kadar
mus musculus tirinde enfeksiyon olusturabilen, organ ve
doku tropizmi (solunum, gastrointestinal, karaciger ve
merkezi sinir sistemi) farkliliklari gésterebilen birgok farkli
susu belirlenmistir. Bunlar virulan suslar olarak tanimlanan
MHV-1, MHV-2, MHV-3, MHV-JHM, MHV-A59, MHV-S ile
daha az virulan suslar olan MHV-D, MHV-DVIM, MHV-Y,
MHV-RI, MHV-S ve MHV-Nu'dan olusmaktadir (Aydin,
2022; Korner ve ark., 2020). MHV’nin farkh suslari farkli
organlara tropizm gosterebilmektedir, fakat hepatit
enfekte farelerde belirgin bir bulgudur. Yavru farelerde
sariliga, koordinasyon bozukluklarina ve tremorlara sebep
olurken vyetiskinlerde genellikle asemptomatik seyirlidir
(Barthold, 1985).

1972 yihinda tanimlanan (Dolin, 1978) Noroviruslar,
Caliciviridae ailesi igerisinde siniflandiriilmaktadir. Genomu
7.5 kb uzunlugunda, zarfsiz, pozitif polariteli tek sarmalli
RNA viruslaridir (Wobus ve ark., 2023). Norovirus yapisal
(VP1, VP2) ve yapisal olmayan proteinleri (RNA bagimli
RNA polimeraz ve helikaz) kodlamaktadir (Cortes-Penfield
ve ark., 2017). 10 genogruba ve 48 genotipe ayrilan
Noroviruslar icerisinde genogrup V fare ve siganlari enfekte
eden viruslardan olusmaktadir (ICTV, 2022). MNV, akut
veya kronik bir enfeksiyona neden olabilir. Akut seyreden
formunda kisa siuren bir diare sekillenebilir. Kronik
formunda ise kalin bagirsaga yerlesir ve aylar boyunca diski
ile sacilir (Wobus ve ark., 2023).

1983’te tanimlanan HEV (Balayan ve ark., 1983); tek zincirli,
yaklasik 7.2 kb uzunlugunda bir genoma sahip zarfsiz bir
RNA virusudur. HEV, viral replikasyonda 6nemli role sahip
ORF-1, ORF-2, ORF-3 ve ORF-4 proteinlerini icerir ve en az 8
ana genotipten olusur (Belei ve ark., 2021; Reuter ve ark.,
2020). Kemirgenlerde tespit edilen genotip HEV-3 / HEV-C1
olup bu genotipin domuz diskisi tiketen ratlarda
enfeksiyon olusturdugu disliniilmektedir. Ratlar HEV igin
birincil rezervuar olarak bildirilmistir (Porea ve ark., 2023;
Yadav ve ark.,, 2023). Ratlarin karaciger ve diski
orneklerinden tespit edilebilen Rat HEV, spesifik bir klinik
bulgu gostermemektedir (Reuter ve ark., 2020).

Bu ¢alismada, deney hayvanlari arastirma merkezlerinde
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yer alan fare ve rat kolonilerinin en 6énemli patojenlerinden
olan MHV, MNV ve HEV varliginin arastiriimasi ve saghk
tarama programlari  kapsaminda  degerlendirilmesi
amaglanmigtir.

Yontemler
Deney Hayvanlari

Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi Laboratuvarinda konvansiyonel olarak yetistiriciligi
yapilan hayvanlar icerisinde rastgele secilen 10 adet fare
(BALB/c mice), iki farkli irktan 10’ar adet rat (Sprague
Dawley, Wistar albino) érnekleri ¢calismaya dahil edilmistir.
Fare ve ratlar standart laboratuvar kosullarinda (24+1°C,
%4515 nem ve 12 saatlik aydinhk/karanlik doéngisi)
barindirildi. Fare ve ratlar tim ¢alisma boyunca ticari bir
pelet diyete ve ad libitum suya erisebildi. Bu calisma;
Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
2024/130 nolu karari ve onayiyla gercgeklestirilmistir.

Ornek Toplama

Canli hayvanlar tartilmis, ardindan sevofluran anestezisi ile
sedasyon uygulanmis ve intrakardiyak kan ornekleri
antikoagtilanh kan tupleri icerisine toplanmistir. Fare ve
ratlardan kan alindiktan hemen sonra servikal dislokasyon
yoluyla sakrifiye edilmis ve hedef organlari (karaciger,
dalak, bagirsak) elde etmek icin abdominal laparotomi
yapilmistir. Kan 6rnekleri 2000 rpm’de +4°C de 10 dk
santrifiij edildikten sonra plazma ve Iokosit tabakasi
toplanarak steril tiplere alinmistir.

Ayrica hayvanlarin  karaciger, bagirsak ve dalak
organlarindan 3’er gram doku 6rnegi alinarak parcalanmis
ve sonrasinda phosphate buffered saline ile lizis buffer
icerisinde ekstraksiyon islemi icin hazir hale getirilmistir.

Niikleik Asit izolasyonu

Homojenizasyonu ve 6n hazirlhigl tamamlanan 6rneklerden
viral RNA izolasyonu amaciyla Viral Nukleik Asit (DNA/RNA)
izolasyon Kiti (Hibrigen-Tuirkiye) kullaniimistir. Toplanan
doku orneklerine kit icerisinde belirtilen doku isleme
prosediirii uygulanmistir.

RT-PCR Analizi

Nikleik asit slispansiyonundan komplementer DNA’nin
(cDNA) eldesi amaciyla First Strand cDNA Synthesis kiti
(Thermo Fisher Scientific-ABD) Ureticinin protokoline gére
kullanildi. Fare 6rneklerinden elde edilen cDNA’larin HEV,
MHV ve MNV yo6ninden Tablo1’'de belirtilen spesifik PCR
primer ciftleri kullanilarak analizi gergeklestirildi. HEV ve
MNV tespiti amaciyla ORF2 gen bodlgesi, MHV tespiti
amaciyla NC gen bdélgesi tespiti hedeflenmistir (Fallahi ve
ark., 2019; Huang ve ark., 2002; Kim ve ark., 2011).

Agaroz Jel Elektroforezi

PCR amplikonlari %1'lik agaroz jel hazirlanip elektroforez
islemi ile analiz edilerek UV isik altinda sirasiyla 348, 399 ve
547 bp buyukligindeki bantlar sirasiyla HEV, MHV, MNV
yonilinden pozitif olarak degerlendirildi.
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Tablol. HEV, MHV ve MNV spesifik PCR primer dizisi, RT-PCR igin belirlenmis annealing dereceleri ve replike olan

genomun buyukIuga bilgileri.

Tablel. HEV, MHV and MNV specific PCR primer sequences, annealing degrees determined for RT-PCR and size of the

replicating genome.

kaydedildi.
Primer Sequence 5’-3’ Uzunlu Anne Ref.
k(bp) aling

3156N AATTATGCC(T)CAGTAC(T)CGG(A)
HEV 3157N CCCTA(G)TCC(T)TGCTGA(C)GCATTCTC 731 42 (Huang ve ark., 2002)

3158N GTT(A)ATGCTT(C)TGCATA(T)CATGGCT

3159N AGCCGACGAAATCAATTCTGTC 348 42

MurHepV-F CAGCAGTGTTTTGGAAAGAGAG
MHV MurHepV-R TGGGCTTTGCAACGCTTA 399 52 (Fallahi ve ark., 2019)
Murine NoroV-allF AGCGGCCAGGATCTTGTTCC

MNV' " Murine NoroV-allR AAGACTCATCACCCGGGCTG 547 56 (Kim ve ark., 2011)

Bulgular

Laboratuvar hayvanlari kullanim, (retim ve arastirma
merkezlerinde uygulanan biyogivenlik 6nlemleri ve saghk
tarama programlari, bu merkezlerin surekliligi ve
standardizasyonu agisindan hayati 6nem tasimaktadir.
Popilasyon saghginin  idamesi bilimsel sonuglarin
standardizasyonunun yani sira, arastirmaci ve hayvan
bakimindan sorumlu ¢alisanlarin saghgl acisindan da

oldukga 6nemlidir.

Arastirmamizda, Atatirk Universitesi, Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi blnyesinde yetistiriciligi
yapilan BALB/c mice, Sprague Dawley ve Wistar albino irki
ratlarda, HEV, MNV ve MHV patojenlerinin varliginin
arastirilmasi ve uygulanan saglik tarama programinin
etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirdi.
(Arastirmamiz, Atatirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi blinyesinde yetistirilen
BALB/c mice, Sprague Dawley ve Wistar albino irki ratlarda
HEV, MNV ve MHV patojenlerinin varliginin arastiriimasi ve
uygulanan saglik tarama programinin etkisinin belirlenmesi
amaclyla gergeklestirildi. Bu kapsamda laboratuvar
biyoglivenlik kosullari ile alakali tespitler yapilarak
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Arastirma merkezinde rutin biyoglvenlik uygulamalari
arasinda; hasere ve yabani rodent miicadelesi amaciyla
profesyonel hizmet alimi (bina disi ve icerisinde kafes
uygulamalari ve sprey ilaglama), tibbi atiklarin muhafazasi
amaciyla kullanilan derin dondurucular, kesici ve delici
atiklar amaciyla 6zel atik kutulari, tibbi atiklarin kontroli ve
uzaklastirilmasi amaciyla hazirlanmis is akisi ve hizmet
alimi, laboratuvar ve uygulama alanlari dezenfeksiyon
programlari, is¢i ve arastirmacilara yonelik laboratuvar
kullanim talimatlarina uyumun dizenli takibi, vb.
biyogiivenlik tedbirlerinin uygulandigi, kayit defterleri ve
takip cizelgelerine bakilarak belirlendi.

Ayr alanlarda vyetistiriciligi yapilan fare ve ratlarda; stres
belirtileri (asiri  hareketlilik, kil ortliisinde kabarma,
kanibalizm, delirium, vb.), kafes yogunlugu, klinik
semptomlar ve bulunduklari ortamin ses siddeti ve 1sik
miktari acisindan dis bakida herhangi bir olumsuzluk
belirlenmedi. Stres sebebi olabilecek isik (lix) ve ses siddeti
(desibel) dlgiimlerinin kayit defterlerinde de yer aldigi ve
normal degerlerde oldugu belirlendi (ortalama 285 liix ve
60 desibel). Uretim ve arastirma alanlarinda 12 saat
aydinhk, 12 saat karanlk uygulandigi, anhk i1si ve nem
gostergelerinin ise 18-21°C ve %45-48 (Uretim alanlar
arasinda) bagil neme sahip oldugu gozlemlendi. Ancak
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herhangi bir cevresel zenginlestirmenin uygulanmadig
belirlendi. Ayrica yem ve suya erisimin ad libitum olarak
saglandigi gozlemlendi. Rodent dretim alanlarindan
rastgele secilen kafeslerden alinan fare ve ratlarin kan ve
doku 6rneklerinde HEV, MNV ve MHV patojenlerinin varligi
RT-PCR analizi ile arastirildi. Analiz sonucunda kan ve doku
orneklerinin tamami HEV, MNV ve MHV patojenleri
yoninden negatif oldugu belirlendi.

Tartisma

Deney hayvanlari varhgl ve Uretimi, bilimsel galismalar
acisindan ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bir Girtintin (ilag, asI,
gida katki maddesi, kozmetik Grlinleri vb.) insanlara veya
hayvanlara uygulanmadan oOnce terapotik  etkisi,
olusturdugu imminizasyonu, toksik ve letal dozlarin
belirlenmesi, haricen veya parenteral uygulama yollarinin
denenmesi gibi konularda deney hayvanlari vazgegilmez bir

unsurdur (Dominguez-Oliva ve ark, 2023).

Bu kapsamda calisilacak biyolojik veya kimyasal maddenin
gercek etkilerinin goérilebilmesi icin deney hayvanlarinin
saglikh olmalari ve bu saghgin strdirdlebilir, kontrol
edilebilir olmasi elzemdir. Laboratuvar hayvanlari arastirma
ve Uretim merkezlerinde ortaya ¢ikabilecek enfeksiyonlar
hayvan refahini ve hayvanlardaki mikrobiyolojik varhgi goz
oniinde bulundurma gerekliligini vurgular. Bu ajanlar;
hayvanlarin refahini, deneysel degiskenligi ve bilimsel
arastirmalarin givenilirligini dogrudan etkileyebilir. Bu
nedenle, hayvanlarin mikrobiyolojik yonden izlenmesi ve
kontrol edilmesi 6nem arz etmektedir (Mansfield ve ark.,
2010). Bu kapsamda sliphe edilen viral, bakteriyel,
paraziter ve fungal ajanlarin laboratuvardaki hayvanlarda
3R (refinement, replacement, reduction) Ozelinde test
edilmesi gerekmektedir. Viral ajanlar; hiicre kiiltirine
inokllasyon, PCR, serolojik testler, antijen tespiti gibi
yontemlerle teshis edilebilmektedir (Manivannan ve ark.,
2024). Bu c¢alismada da varligi arastirilan etkenler
yoniinden RT-PCR test yontemi tercih edilmistir.
Laboratuvar hayvanlari icin uygulanacak saglik izleme
programlari igerisine dahil edilebilecek viral ajanlar: Sendai
virusu, Lenfositik koriomenenijit MHV’nin
enterotropik varyantlari veya Ectromelia virusu'dur
(Buchheister ve Bleich, 2021). Bu virus tirleri diizenli olarak

virusu,

taranabilir ve programa slphe duyulan baska viral,
bakteriyel, paraziter ve fungal ajanlar eklenebilir.
Calismamizda bahsedilen viruslar icerisinden MHV, MNV ve

HEV arastiriimistir.

Belirli biyolojik parametrelere sahip oldugu bilinen deney
kullanimi, deneysel
tekrarlanabilirligini saglamak icin 6nemlidir. Saglk izleme
programlarinin temel amaci, arastirmada kullanilan
hayvanlarin mikrobiyolojik durumu hakkindaki bilgileri
ortaya cikarmaya ve bilimsel, yasal ve refah gereksinimleri
karsilamaya yardimci olmaktir. Kemirgenler ve tavsanlar
arasinda bircok mikroorganizma grubu enfeksiyonlara
neden olabilir. Ancak, cogu enfeksiyon agik klinik belirtilere
yol agmaz. Bu nedenle, hastalik semptomlarinin klinik
olarak gorilmemesi sadece sinirli bir tanisal deger tasir
(Buchheister ve Bleich, 2021). Ancak, gizli enfeksiyonlar,
hayvan deneylerinin sonuglarini 6nemli 6l¢lde etkileyebilir.
Laboratuvar hayvanlarinin fizyolojisi
mikroorganizmalar davranis degisiklikleri, blylime orani,
bagil organ agirligi ve bagisiklik yanitinin degismesi gibi
bircok farkli etkiye yol acabilir (Sellers ve ark., 2012; Nicklas
ve ark., 1999). Klinik ve gizli enfeksiyonlar, bilimsel
sonuglarin sapmasina neden olarak, biyolojik ve deneysel
farkhliklari artirabilir ve deney hayvani kullaniminda artisa
neden olabilir. Nakledilebilir timorler, dokular, hcre
hatlari veya embriyolar ve gametler gibi biyolojik
materyallerin kontaminasyonu,  hayvanlarda  gizli
enfeksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya cikabilir (Mahabir
ve ark., 2008; Nicklas ve ark., 1993). Bu kontaminasyon,

hayvanlarinin sonuglarin

Gzerinde

yeni hayvanlara veya kullanilan malzemelere bulasabilir
(Fox ve ark., 2007). Cahsma grubu arastirdigimiz viral
etkenler yoninden negatif bulunmustur. Bu durum
arastirma merkezleri agisindan istenilen bir durumdur.

Bu calismanin da konusu olan viral etkenler (MNV, MHV,
HEV) sagligini slirdlirmek istedigimiz deney hayvanlari icin
onemli patojenlerdir. MNV; endemik seyirli olmasi, immun
sistem hicrelerini ve ¢ok c¢esitli dokular enfekte
edebilmesi, her zaman semptom géstermemesinden dolayi
fark edilmesinin gii¢ olmasi nedenleriyle laboratuvar
farelerinde arastinlmistir (Henderson, 2008). MNV
arastirilmasina yonelik ilk ¢alisma 2005 yilinda vahsi tip
farelerde antikor varligina yonelik yapilmistir (Hsu ve ark.,
2005). Bu ilk galismada elde edilen pozitifligin ardindan
dinyada laboratuvar farelerinde serolojik ve virolojik
acidan varligr arastirilan bir etken haline gelmistir (Hsu ve
ark., 2005, 2006; Karst ve ark., 2003; Manuel ve ark., 2008;
Perdue ve ark., 2007). Tirkiye’de fare ve ratlarda MNV
arastirlmasina yonelik bir c¢alismaya rastlanmamistir.
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Amerika’da 28 adet bagisikligi yetersiz farede yapilan
calismada, enfeksiyon sonrasi farelerde hepatit, pnémoni,
pleural ve periton bosluklarinda yangi goézlemlenmistir
(Ward ve ark., 2006). ingiltere’de ise WT ve Statl™"
farelerinde MNYV tespit edilmis ve asemptomatik seyrettigi
bildirilmistir. WT farelerde MNV’nin karaciger lezyonlariyla
iliskili olarak uzun sire farelerde kaliciigini devam ettirdigi
saptanmistir (Shortland ve ark., 2014). Bu calismalar
MNV’nin bagisikligi yetersiz farelerde etkenin varliginin ve
enfeksiyonun  kaliciliginin vurgulamaktadir.
Asemptomatik seyirli hastaliklardan biri olan MNV c¢alisma
konumuza dahil edilmistir. Calismamizda saglik tarama
programlarinda istenilen bir sonuc¢ olarak negatiflik elde
edilmistir. Semptom olusturmayan bir enfeksiy6z ajan
olmasi ve enfekte farelerde uzun stre varligini devam
ettirebilmesi nedeniyle saglk tarama programlariicerisinde
bulundurulmalidir.

onemini

Bu calisma kapsaminda taramasi yapilan ve laboratuvar
fareleriicin 6nem arz eden diger bir etken MHV’dir. Bu virus
vahsi ve laboratuvar farelerinde; karacigeri enfekte
etmesinin yani sira enterik ve solunum sistemi hastaligina,
merkezi sinir sistemine tropizm gostermesi sebebiyle
ensefalitise neden olabilir (Aydin, 2022; Bender ve Weiss,
2010; Matthews ve ark., 2002). MHV, coronavirus olmasi
itibari ile sadece laboratuvar hayvanlarinin bir patojeni
olarak degil ayni zamanda SARS-CoV-2 ve COVID-19
galismalari icin de 6rnek virus olarak ¢alisilmistir (Grabherr
ve ark., 2021; Kérner ve ark., 2020; Tangudu ve ark., 2007).
MHYV, farelerde yerlesim gosterdigi doku ve organlar itibari
ile klinik tablo olusturur fakat bu klinik tablo virusun susu
ve genetik karakteri, viicuda giris yolu, konagin yasi ve
bagisiklik durumuna gore cesitlilik gostermektedir (Aydin,
2022). Bu galismanin yapildigi arastirma merkezindeki fare
ve ratlarda herhangi bir klinik bulgu mevcut degildi. Fakat
MHYV, konagin bagisiklik durumunun iyi olmasi durumunda
klinik bulgu gostermeyebilir ve deney hayvanlari
laboratuvarinda biyik bir tehdit olusturabilir. Klinik bulgu
gostermeden fare ve rat kolonilerinde varhgini
sirdiirebilmesi sebebiyle MHV bu calismada da arastirildi
ve istenilen bir sonug olan negatiflik elde edildi.

Bu ¢alismada arastirilan bir diger etken HEV'dir. HEV bazi
tlirlerde zoonotik ©6neme sahip olmasina ragmen
laboratuvar hayvanlarinda bu durum bildiriimemistir.
Dinyada ve (ilkemizde HEV varligi genellikle insanlarda
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arastirilmakta ve potansiyel tasiyicisi domuz olarak
bildiriimektedir. Fakat Tirkiye’de domuz yetistiriciliginin
her bolgede yaygin olmamasi sebebiyle potansiyel baska
tastyicilarin varhg tartisma konusudur. (Aydin ve ark.,
2016). Bu kapsamda laboratuvar ve vahsi tip farelerde HEV
varligl arastirilmasi 6nem arz etmektedir. Tlrkiye’de HEV
yoninden farelerde yapilan herhangi bir calismaya
rastlanmamisken, diinyada asi arastirmalari kapsaminda
farelerin enfekte edildigi calismalar mevcuttur (He ve ark.,
2001; Li ve ark, 2001). Vahsi fareler insanlarin yasam
alanlarinda sikhkla yer alarak insanlar tarafindan olusan
atiklarla beslenebilmektedirler. Dolayisiyla laboratuvar
yetistirildigi  ve yapildig
merkezlerin cevresinde dogal olarak bulunabilmektedir. Bu
merkezlerde yem maddelerinin bulunmasi vahsi fareleri
¢ekmektedir. Dolayisiyla konvansiyonel yetistiriciligi
yapilan hayvanlarla vahsi kemirgenlerin olasi temasini
mimkin kilmaktadir. Bu temasin saglanmasi durumunda
vahsi kemirgenlerin tasidigi patojenlerin laboratuvar
hayvanlarina aktarimi s6z konusu olmaktadir. Bu nedenle
laboratuvar  hayvanlari  arastirma ve  yetistirme
merkezlerinde diizenli olarak vahsi kemirgenlere ve
haserelere yonelik koruyucu onlemler alinmaktadir.
Calismamizin yapildigi Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde vahsi kemirgenlerle de
aktarilabilecek patojenlere rastlanilamamasi, ilgili koruma

hayvanlarinin Uretiminin

ve kontrol tedbirlerinin basariyla uygulanmasinin sonucu
olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nde yetistirilen 1 fare, 2 rat tiriinden
(BALB/c mice, Sprague Dawley, Wistar albino) 10’ar adet
secilerek o6rneklem olusturulmus ve bu farelerin kan,
karaciger, bagirsak ve dalak dokularindan RT-PCR testi
yapilmistir. Bu test sonucunda aranilan etkenler yoniinden
pozitiflik bulunamamistir. Bakteriyel ve paraziter yonden
arastirma yapilmamis olmasi calismamizin eksik yonadiir.
ileride vyapilacak sirii  saghg taramasina yonelik
calismalarda mutlaka bakteriyel ve paraziter yonden
arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Surdurulebilir saglik taramalari ile deney hayvani kullanimi
gerektiren bilimsel c¢alismalarin sonuglari daha dogru,
glivenilir olacak ve bilimsel arastirmanin standardini
ylkseltecektir (Uludag, 2019). Geleneksel deneylerde,
hayvanlar sikhkla tek bir belirli hastaligin belirtilerini
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gosteren modeller secilerek kullanilir. Bunun aksine
sirdurulebilir saghk taramalari, hayvanlarin genel saghigini
izlemeyi, korumayi ve deneysel arastirmalarin daha
glvenilir sonuglar Uretmesini amacglar. Ancak bu
taramalarda karsimiza cikacak bazi zorluklar vardir. Bu
zorluklar; hangi etkenlerin, parametrelerin rutin olarak
kontrol edilmesi gerektigi, laboratuvar icerisinde farkli
turlerin mevcudiyeti ve bu tdrler icin farkh hastaliklarin
onem arz etmesi, yapilacak rutin taramalarin maliyeti, bu
taramalar esnasinda olusturulacak strestir (Celik ve ark.,
2023). Bu calismada kullanilan hayvan tiirleri rastgele
kafesler igerisinden segilmis ve yapilan tim islemler
anestezi altinda gerceklestirilmis olup stres ve agri durumu
minimize edilmistir.

Sonug

Sonug¢ olarak, deney hayvanlarinda sirdirilebilir saghk
taramalarinin etik ve bilimsel standartlara uygun olarak
ylratdlmesi, bilimsel arastirmalarin kalitesini ve toplumun
saglik alanindaki ilerlemesini desteklemektedir. Bu siirecte,
hayvan refahinin korunmasi ve etik ilkelerin gozetilmesi,
arastirmalarin  mesruiyetini  ve kabul edilebilirligini
artirmaktadir. Deney hayvanlari yetistirilen ve uzun sireli
bulunduran her kurumun laboratuvar hayvan saglik tarama
programinin olusturulmasi ve uygulanmasi oldukca
onemlidir ve arastirma merkezlerinde calisan personelin
saglhgl acisindan da bu hayvanlarin saghg oldukga
onemlidir. Dolayisiyla bu merkezlerde hayvan sagliginin
surdirdlebilir olmasi icin uygulanan hasere ve vahsi
kemirgenlerle miicadele tedbirlerine dikkat edilmelidir.
Koruyucu tedbirlerin ve saghk tarama programlarinin
maliyeti ylksek gorinebilir, ancak arastirma projesinin
toplam maliyetine gore dislik kalacaktir. Uzun vadede rutin
olarak taramasi yapilan etkenler yoniinden elde edilecek
negatif veriler sayesinde arastirma
merkezlerindeki toplam maliyet duslrilecek ve tasarruf
saglanmis olacaktir (Timurkan ve Acar, 2021). Gelecekte, bu

pozitif veya

alandaki teknolojik gelismeler ve etik tartismalarin, deney
hayvanlari lzerinde yapilan saglk taramalarinin daha da
iyilestirilmesine katki saglayacagi ongorilmektedir.
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Hayvan Arastirmalarinda Yanhhg Azaltmak ve Kaliteyi Artirmak igin
Yol Gésterici Olan ARRIVE Kilavuzunun Tiirkge Cevirisi Resmi internet
Sitesinde Yayinlandi

Turkish Translation of the ARRIVE Guidelines, Which Help to Reduce Bias and
Improve the Quality of Animal Research, is Published on the Official Website

Sayin Editor,

Bu mektubu, “Hayvan Arastirmalari: in Vivo Deneylerin Raporlanmasi” (Animal Research:
Reporting In Vivo Experiments, ARRIVE) kilavuzunun resmi internet sitesi olan
https://arriveguidelines.org/ adresinde kisa bir stire 6nce yayinlanan, ARRIVE ¢eviri ekibi ve
ekibimizin isbirligi ile cevirisi tamamlanan Tirkge ARRIVE kilavuzu hakkinda Tiirkge konusan
arastirmacilan bilgilendirmek amaciyla yaziyoruz. Tirkge gevirinin yayinlanmasiyla ARRIVE
kilavuzu ingilizce disinda Tiirkge dahil, toplam 10 dile ¢evrilmis oldu. ARRIVE kilavuzunun
Tirkce cevirisinin yayinlanmasinin, Tirkiye'deki arastirmacilar ve dergiler arasinda
farkindaligin ve kilavuz uyumun artmasina katkida bulunacagini diisiintiyoruz.

Hayvan arastirmalarinda disik tekrarlanabilirlik ve bulgularin klinige translasyonu sorunu,
bilim ¢evrelerinde “kriz” olarak tanimlanmaktadir (Macleod & Mohan, 2019). Bu krizin en
onemli nedenleri deneysel tasarim ve metodolojideki farkliliklar, yayin yanhhgi ve segici
raporlama, seffaflik ve veri paylasimi eksikligi, yetersiz ya da hatali istatistiksel analiz ve tir
farkhhklari olarak siralanabilir (Frommlet, 2020; Macleod & Mohan, 2019). Bu zorluklarin
Ustesinden gelmek, bilim camiasinin ortak cabasini gerektirmektedir (Spanagel, 2022).
Onerilen ¢dziimlerden birisi, arastirmanin planlanmasindan tamamlanmasina kadar her
asamanin raporlama standartlarini iyilestirmektir. ARRIVE kilavuzu, bu amag dogrultusunda
gelistirilmistir (Percie du Sert ve ark., 2020a).

ARRIVE kilavuzu, hayvan deneylerine dayanan calismalarin sonuglarini bildiren bilimsel
yayinlarda yer almasi gereken 20 temel maddeden olusan bir kontrol listesidir. Bu
maddeler; calismanin amaci, hayvan o6zellikleri, deneysel siireg, 6rneklem buyUkIlGga,
istatistiksel analiz ve sonuglarin yorumlanmasi Gzerinedir (Percie du Sert ve ark., 2020a).
ARRIVE kilavuzu ilk olarak 2010 yilinda yayinlanmis ve 2020 yilinda ARRIVE 2.0 olarak
glincellenmistir (Percie du Sert ve ark., 2020b). Kilavuz, Birlesik Krallik'taki “Hayvan
Arastirmalarinda Yerine Koyma, lyilestirme ve Azaltma Ulusal Merkezi” (NC3Rs)
yonetiminde, hayvan arastirmalari ve bilimsel yayincilik alaninda uzman uluslararasi bir
grup tarafindan gelistirilmistir (Percie du Sert ve ark., 2020a). Ekip, ARRIVE kilavuzunu
gelistirmek icin bilim insanlari, istatistikgiler, dergi editorleri ve fon saglayan kurum ve
kuruluglar da dahil olmak (izere ¢esitli paydaslarla isbirligi yapmistir.

ARRIVE kilavuzunun uygulanmasi cesitli avantajlar sunmaktadir. ilk olarak, hayvan
arastirmalarinin seffafligini artirarak bagskalarinin ayni deneyleri tekrarlamasina olanak
tanir. ikinci olarak, calisma tasarimindaki potansiyel yanllik veya varyasyon kaynaklarinin
belirlenmesine yardimci olarak sonuglarin yorumlanmasina yardimei olur. Ugiincii olarak,
hayvanlarin arastirmalarda sorumlu bir sekilde kullaniimasini tesvik eder ve deneysel
protokollerin bu yonde iyilestiriimesine katkida bulunur (Percie du Sert ve ark., 2020a;
2020b).

ARRIVE kilavuzu ve ilkeleri bilim ve yayin ¢evrelerinde genis capta kabul gérmiis olsa da, bazi
zorluklar da bulunmaktadir. Bu zorluklardan biri, kilavuza uyumun su anda zorunlu
olmamasli nedeniyle diinyada ve Turkiye'deki arastirmacilar arasinda degisen kilavuza uyum
dazeyleridir (Emre-Aydingoz ve ark., 2022; Jalgaonkar ve ark., 2019; Leung ve ark., 2018).
Ayrica, kilavuz bulgularin raporlanmasina odaklanmakta ve yayin yanliligi veya uygun
olmayan istatistiksel yontemlerin kullanimi gibi tekrarlanabilirlikle ilgili diger sorunlari
dogrudan ele almamaktadir (Percie du Sert ve ark., 2020a; 2020b).
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Genel olarak kilavuzlarin yerel dillere cevrilmesinin;
erisilebilirligi, kaltirel uygunlugu ve arastirmacilar
arasindaki farkindaligr artirarak uyumun artmasina katkida
bulundugu bilinmektedir (Emre-Aydingoz ve ark., 2022;
Sousa & Rojjanasrirat, 2011). Turkiye'deki arastirmacilar ve
dergiler arasinda ARRIVE kilavuzuna uyumu artirmak
amaciyla, ekip olarak ARRIVE ceviri ekibiyle isbirligi icinde
ARRIVE kilavuzunun Tiirkgeye gevirisini gok adimli bir siireci
izleyerek gerceklestirdik. ilk olarak kilavuzun ingilizceden
Turkgeye ilk gevirisi; ikinci olarak, bu ilk ¢evirinin Tirkceden
ingilizceye tamamen bagimsiz cevirmenler tarafindan geri
cevirisi; ve son olarak, ARRIVE ekibi tarafindan geri gevirinin
orijinal ingilizce ile karsilastirilmasi yapildi. Her bir ceviri
asamasi birden g¢ok ¢evirmen tarafindan yapilarak geviriler
karsilastirildi. Orijinal kilavuz ile geri ¢eviri kilavuzun ARRIVE
ekibi tarafindan karsilastirmasini  takiben kilavuzun
amagladigi anlami korumak icin dogru ifadeler lzerinde
fikir birligi olusturmak Uzere hem ilk hem de geri
cevirmenlerle tartisarak tutarsizliklar ¢6zlldi. Bu
asamalarin tamamlanmasinin ardindan ARRIVE
kilavuzunun Tirkge cevirisi Aralik 2023'te resmi internet
adresinde yayinlandi.

Sonuc¢ olarak, ARRIVE kilavuzu hayvan c¢alismalarinin
raporlama kalitesini artirmak icin degerli bir aractir.
Seffafligi, tekrarlanabilirligi ve sorumlu hayvan kullanimini
tesvik ederek hayvan arastirmalarinin gegerliligine ve
glvenilirligine katkida bulunmaktadir. Ancak bunlarin
uygulanmasi ve etkisi, arastirmacilarin, dergilerin ve
kurumlarin bu kilavuzu benimseme ve etkili bir sekilde
uygulama konusundaki istekliligine baghdir. Ozellikle
dergiler, bu kilavuzlarin kullanimini zorunlu kilarak ve
yazarlarin tamamlanmis ARRIVE kontrol listesini yayin igin
bir 6n kosul olarak sunmalarini isteyerek gok 6nemli bir rol
oynayabilir. Ayrica kurumlar, arastirmacilarin kilavuzlara
asina  olmalarint  ve bunlari  c¢alismalarina  dahil
edebilmelerini saglamak icin onlara egitim ve destek
saglayabilirler. ARRIVE kilavuzunun Tirkge cevirisinin resmi
internet sitesinde yayinlanmasi, Tirkiye'deki arastirmacilar
ve dergiler arasinda farkindaligin ve kilavuz uyumun
artmasina katkida bulunacaktir.
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