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Oz: Oksaliplatin (OPL), kolorektal kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan platin bazli kemoterapétik ajandir. Naringin
(NRG) ise gesitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip olan antioksidan bir bilesiktir. Sunulan ¢alismada OPL ve NRG
uygulamalarinin ratlarin dalak dokusu Uzerine etkileri degerlendirilmistir. Ratlara ¢alismanin 1. ve 2. glnleri ile 5. ve 6.
guinlerinde oral olarak 50 veya 100 mg/kg vicut agirhgi NRG verildikten 30 dakika sonra 4 mg/kg vicut agirhgi OPL periton
icine enjekte edildi. Daha sonra dalak dokusunda malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) seviyeleri ile nikleer faktor-
eritroid faktor 2-iliskili faktor 2 (Nrf2), hem oksijenaz-1 (HO-1), niikleer faktdr kappa B (NF-kB), timor nekroz faktori alfa
(TNF-a), B hiicreli lenfoma 2-iliskili X proteini (Bax) ve Kaspaz-3 mRNA transkript seviyeleri analiz edilmistir. Elde edilen veriler
OPL tedavisi sonrasi artan MDA seviyelerini NRG’nin azalttigini gdstermistir. Ayrica OPL uygulamasi ile azalan GSH, Nrf2 ve
HO-1 seviyelerinin NRG tedavisi sonrasi artis gosterdigi belirlendi. Ayrica OPL ile tetiklenen NF-kB, TNF-a, Bax ve Kaspaz-3
ekspresyonlarinin NRG tarafindan asagi yonli diizenlendigi tespit edilmistir. Sonug olarak, OPL’nin dalak dokusunda oksidatif
stres, enflamasyon ve apoptozu tetikledigi buna karsin NRG’nin OPL ile tetiklenen bu olaylari tersine gevirdigi sonucuna
variimistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Dalak, Naringin, Oksaliplatin, Oksidatif Stres.

Evaluation of The Effects of Oxaliplatin and Naringin on Spleen Tissue in a Rat
Model

Abstract: Oxaliplatin (OPL) is a platinum-based chemotherapeutic agent widely used in the treatment of colorectal cancer.
Naringin (NRG) is an antioxidant compound with various biological and pharmacological properties. In the present study, the
effects of OPL and NRG administrations on spleen tissue of rats were evaluated. On the 1st and 2nd days of the study and on
the 5th and 6th days of the study, 30 minutes after oral administration of 50 or 100 mg/kg body weight NRG, 4 mg/kg body
weight OPL was injected intraperitoneally. Then, malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels and nuclear factor-
erythroid factor 2-related factor-2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1), nuclear factor kappa-B (NF-kB), tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a), B-cell lymphoma 2-associated X protein (Bax), and Caspase-3 mRNA transcript levels were analyzed in spleen
tissue. The data obtained showed that NRG reduced the increased MDA levels after OPL treatment. It was also determined
that GSH, Nrf2 and HO-1 levels, which decreased with OPL administration, increased after NRG treatment. Moreover, OPL-
induced NF-kB, TNF-c, Bax and Caspase-3 expressions were downregulated by NRG. Taken together, it was concluded that
OPL triggered oxidative stress, inflammation and apoptosis in spleen tissue whereas NRG reversed these OPL-induced events.

Keywords: Apoptosis, Naringin, Oxaliplatin, Oxidative Stress, Spleen.

X cihan GUR
Atatiirk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Erzurum, TURKIYE.
e-posta: cihan.gur@atauni.edu.tr
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GiRiS

(OPL),

neoadjuvan ve adjuvan tedavisi igin yaygin

ksaliplatin kolorektal  kanserin
olarak I6kovorin ve florourasil (FOLFOX) ile birlikte
uygulanan 3. nesil platin bazli bir kemoterapdotik
ajandir (Lees ve ark., 2020). OPL’nin yapisinda
bulunan tasiyici ligand, DNA sentezinin etkili bir
sekilde engellenmesini saglamakta ve bdylece
oldukga sitotoksik DNA
olusturmaktadir (Celik ve ark., 2020). Ote yandan bu

platin bazli bilesigin ciddi yan etkilere sahip oldugu

olan eklentileri

bilinmektedir. OPL’nin en sik gorilen ve hastalarin
yasam Kkalitesini 6nemli derecede etkileyen olayi
norotoksisitedir. Bu etki ilacin doz sinirlamasina da
neden olan periferik néropati olarak kendini gosterir
(el Chediak ve ark., 2018).
inflamatuar aktivite ile hepatik hasar gelisimine de
neden olmaktadir (Schwingel ve ark., 2014). OPL bazli

neoadjuvan kemoterapi rejimlerini izleyen klinik ve

OPL ayrica artan

patolojik analizler, hepatik sinlizoidal yaralanma,

portal hipertansiyon, splenomegali ve
trombositopenidir. Birkag ¢alisma, dalak boyutundaki
artisin derecesinin trombosit sayisindaki azalma ile
gicli bir sekilde iliskili oldugunu vurgulamistir. Bu
nedenle, dalak sekestrasyonu, OPL ile indiiklenen
trombositopeninin  6nerilen  mekanizmalarindan
biridir (el Chediak ve ark., 2018).

Artan c¢alismalar OPL’nin hem sinir sistemi hem
de diger dokularda reaktif oksijen tiirlerini arttirarak
oksidatif strese neden oldugunu ve bunun OPL’nin
toksisite mekanizmasinin temelini olusturabilecegi
vurgulanmistir (Celik ve ark., 2020; Lu ve ark., 2020).
Bu nedenle OPL kaynakh toksisiteye karsi dogal
olarak meydana gelen antioksidan bilesiklerin faydal
olabilecegi diisinilmstir.

Naringin (NRG) (4',5,7-trihidroksiflavanon 7-
rhamnoglucoside), greyfurt ve c¢esitli narenciye
bitkilerinin dnemli bir antioksidani ve aktif flavanon
glikozitidir (Kandemir ve ark., 2017). NRG oral yoldan
verildiginde B-glukosidaz ve a-ramnosidaz gibi
enzimler tarafindan hidrolize edilerek bilesigin ana
metaboliti ve emilebilir formu olan naringenin elde

edilir (Caglayan ve ark., 2018). Hidrolizden sonra
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naringenin karaciger tarafindan hizla glukuronid ara
Uranlerine metabolize edilir (Alam ve ark., 2014).
NRG'nin antililser, antioksidan, anti-inflamatuar,
antiapoptotik ve antihiperlipidemik etkileri oldugu
bildirilmistir (Kandemir ve ark., 2017).

Sunulan c¢alismada OPL’nin ratlarin dalak
dokusunda oksidatif stres, inflamatuar ve apoptotik
yolaklar Uzerine etkileri ve OPL’nin bu etkilerine karsi

NRG’nin koruyucu o6zellikleri arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT
Kimyasallar

Oksaliplatin, DEVA Holding A.S.den (istanbul,
Turkiye) oksalpin (100 mg/20 ml enjekte edilebilir
soliisyon) halinde satin alinmistir. NRG ve diger tim

kimyasallar Sigma Chemical Co'dan temin edilmistir.

Calismada Kullanilan Hayvanlar

Barindiriima Kosullari

ve

Calismada, Atatiirk Universitesi, Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (Erzurum,
Turkiye) temin edilen 35 adet erkek Sprague Dawley
ratlar kullanildi. Ratlar 24 + 1 °C sicakhga, %45 £ 5
neme ve 12 saat karanhk/aydinlk déngistine sahip
ortamda barindirildilar ve ad-libitum su ve standart
laboratuvar yemi ile beslendiler. Calismanin etik
kurul izni Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan verildi (Onay No: 2021-3/96).

Deney Gruplari

Hayvanlar her grupta 7 adet olacak sekilde 5
gruba ayrildi. OPL ve NRG dozlari 6nceki ¢alismalar
referans alinarak belirlendi (Caglayan ve ark., 2018;
Celik ve ark., 2020). Gruplar;

1. Kontrol grubu: Bu ratlara ¢alismanin 1. ve 2.
ginleri ile 5. ve 6. ginlerinde periton icine %5’lik
glikoz ¢ozeltisi verildi.

2. NRG grubu: Bu ratlara galismanin 1. ve 2.
gunleri ile 5. ve 6. ginlerinde oral olarak 100 mg/kg

vicut agirligi NRG verildi.
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3. OPL grubu: OPL %5’lik dextroz ¢ozeltisi
icerisinde ¢ozdlruldikten sonra ratlara ¢calismanin 1.
ve 2. ginleri ile 5. ve 6. ginlerinde periton igine 4
mg/kg viicut agirhgr enjekte edildi (toplam kiimulatif
doz 16 mg / kg / viicut agirhg).

4. OPL + NRG 50 Grubu: Bu ratlara ¢alismanin
1. ve 2. glinleri ile 5. ve 6. glinlerinde oral olarak 50
mg/kg vicut agirhgi NRG verildikten 30 dakika sonra
%5’lik dextroz c¢ozeltisi icerisinde 4 mg/kg vicut
agirhgi OPL periton icine enjekte edildi.

5. OPL+ NRG 100 Grubu: Bu ratlara galismanin
1. ve 2. guinleri ile 5. ve 6. glinlerinde oral olarak 100
mg/kg vicut agirhgi NRG verildikten 30 dakika sonra
%5'lik dextroz ¢ozeltisi igerisinde 4 mg/kg vicut
agirhg OPL periton igine enjekte edildi.

Son OPL uygulamasindan 24 saat sonra (7. giin)
ratlar hafif sevofloran anestezisi altinda dekapite
edilerek dalak dokulari alindi. Dalak dokulari
biyokimyasal ve molekdler analizler yapilincaya kadar
-80 °C’de saklandi.

Dalak Dokusunda Malondialdehit Analizi

Sivi nitrojen igerisinde toz hale getirilen dalak
%1,15’lik KCl ile 1:10 (w/v)
oraninda seyreltilerek homojenizatorde (Tissue Lyser
I, Qiagen, edildi.
Homojenatlar +4 °C’de 1000 g’de 15 dakika boyunca
edildi. Daha
malondialdehit (MDA) seviyelerinin analizi igin Placer
(1966)'nin  gelistirdigi

dokular tamponu

Almanya) homojenize

santrifij sonra slUpernatantlarda

ve ark. metot kullanildi.

Sonuglar nmol/g doku olarak degerlendirildi.

Dalak Dokusunda GSH Analizi

MDA hazirlanisi
homojenatlar +4 °C’'de 9000 g’de 20 dakika boyunca
edildi. Daha
sUpernatantlar kullanilarak Sedlak ve ark. (1968)’in
(GSH)

seviyeleri analiz edildi. Sonuglar nmol/g doku olarak

analizlerinde anlatilan

santrifiij sonra elde edilen

metodu

ile dalak dokusunda glutatyon

sunuldu.
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Dalak Dokusunda RT-PCR Analizleri

Toz hale getirilen dalak dokularindan hibrizol
(HibriGen)  reaktifi

talimatlari

kullanilarak Uireticinin

total

ve
RNA

gerceklestirildi. Total RNA’larin konsantrasyonlari

uygulanarak izolasyonu
NanoDrop (Epoch Microplate Spectrofotometer,
ABD) cihazi kullanilarak o6l¢lildi. Daha sonra total
RNA’lardan iScript™ cDNA Synthesis Kit’i (BIO-RAD,
ABD) kullanilarak cDNA’lar elde edildi. Son asamada
ise elde edilen cDNA’lar, nikleer faktor-eritroid

faktor 2-iligkili faktor 2 (Nrf-2) (F:
TTTGTAGATGACCATGAGTCGC, R:
TCCTGCCAAACTTGCTCCAT), hem oksijenaz-1 (HO-1)
(F: ATGTCCCAGGATTTGTCCGA, R:

ATGGTACAAGGAGGCCATCA), niikleer faktor kappa B
(NF-xB) (F: AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC, R:
CAATGGCCTCTGTGTAGCCC), timor nekroz faktoéri
(TNF-o0) (F: CTCGAGTGACAAGCCCGTAG, R:
ATCTGCTGGTACCACCAGTT), B hicreli lenfoma 2-
iliskili X proteini (Bax) (F: TTTCATCCAGGATCGAGCAG,
R: AATCATCCTCTGCAGCTCCA)
ACTGGAATGTCAGCTCGCAA, R:
GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA)
Universal SYBR Green Supermix (BIORAD, ABD) ile
mix hazirlandiktan sonra ROTOR-GENE Q (Qiagen,

Almanya) cihazinda mRNA transcript seviyeleri analiz

alfa

ve Kazpaz-3 (F:

primerleri ve iTaq

edildi. Analizlerde internal kontrol olarak R-aktin (F:
CAGCCTTCCTTCTTGGGTATG, R:
AGCTCAGTAACAGTCCGCCT) kullanildi. Her bir 6rnek
Ug tekrarh olarak calisildi ve ekspresyon seviyeleri
Livak ve ark. (2001) tarafindan gelistirilen 2-AACT

metodu ile hesaplandi.

istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 20.0
paket programi kullanilarak yapildi. Tim gruplara ait
veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak

sunuldu. Verilerin  normal dagihm gosterdigi
belirlendikten sonra gruplar arasi farkliliklarin tespiti
icin tek yonli ANOVA ve Tukey’s post hoc testleri

kullanildi.
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BULGULAR

OPL ve NRG Verilen Ratlarin Dalak Dokularinda
MDA ve GSH Seviyeleri

Ratlara OPL ve NRG uygulamasi sonrasi dalak
dokularindan elde edilen MDA ve GSH seviyeleri Sekil
1’de sunulmustur. Buna gore OPL tedavisinin dalak
dokusunda MDA seviyelerini kontrol grubuna gore
dnemli derecede arttirdigi belirlendi (p<0.05). Ote
yandan NRG verilen ratlarin dalak dokularinda MDA
seviyelerinin OPL grubuna gore azaldigi (p<0.05)
fakat gruplar arasi anlamh bir farkin olugsmadigl
goruldi. Elde edilen veriler ayrica OPL’'nin dalak
GSH da
gostermektedir. OPL’ye karsi uygulanan NRG'nin ise

dokusunda depolarini tikettigini

antioksidan ozellik gostererek GSH depolarini
yeniledigi tespit edildi. Ayrica 100 mg/kg uygulanan
NRG’nin 50 mg/kg verilen doza gére daha etkili
oldugu da elde edilen veriler arasindadir (p<0.05).

A MDA

nmol/g doku
[ (=] w = (9, ]
o o o 6 b o
<1}
<1}
o
o

NRG OPL OPL+NRGOPL+NRG

50 100

Kontrol

B GSH

3.0 d d

2,5 C
2,0 b

1,5

I/g doku

NRG OPL OPL+NRGOPL+NRG

50 100

Kontrol

Sekil 1: Oksaliplatin ve naringin tedavilerinden sonra
dalak dokusunda MDA ve GSH seviyeleri. OPL:
Oksaliplatin, NRG: Naringin, MDA: Malondialdehit,
GSH: glutatyon. Situnlarin tGzerinde bulunan harfler
gruplar arasi istatistiksel farkhliklari gostermektedir
(p<0.05).

Figure 1: MDA and GSH levels in spleen tissue after
oxaliplatin and naringin treatments. OPL: Oxaliplatin,
NRG: Naringin, MDA: Malondialdehyde, GSH:
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glutathione. The letters on the columns show the
statistical differences between the groups (p<0.05).

OPL ve NRG Verilen Ratlarin Dalak Dokularinda
Nrf-2 ve HO-1 mRNA Transkript Seviyeleri

Dalak dokusuna ait Nrf-2 ve HO-1 mRNA
transkript seviyeleri Sekil 2’de 6zetlenmistir. RT-PCR
metodus ile alinan sonuglar OPL’nin hem Nrf-2 hem de
HO-1 genlerini baskiladigini géstermektedir. Bununla
birlikte NRG tedavisinden sonra Nrf-2 ve HO-1
genlerinin aktive olarak OPL grubuna gére mRNA
transkript seviyelerinin artis gosterdigi belirlendi
(p<0.05). NRG’'nin dozlari arasinda ise anlaml bir
farkin olmadigi gt‘)rijldi]

1,2 =

1,0 4

0.8
0,6 4
04
0.2 -
0,0

Goreli mRNA transkript seviyesi

I{cntrcl NR OPL+NRG OPL+NRG
50 100
HO-1
B
— 1,20 -
[
a
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Sekil 2: Oksaliplatin ve naringin tedavilerinden sonra
dalak dokusunda Nrf2 ve HO-1 mRNA transkript
seviyeleri. OPL: Oksaliplatin, NRG: Naringin, Nrf2:
niikleer faktor-eritroid faktor 2-iliskili faktor 2, HO-1:
hem oksijenaz-1. Sttunlarin Gizerinde bulunan harfler
gruplar arasi istatistiksel farkliliklari gostermektedir

(p<0.05)
Figure 2: Nrf2 and HO-1 mRNA transcript levels in
spleen tissue after oxaliplatin and naringin

treatments. OPL: Oxaliplatin, NRG: Naringin, Nrf2:
nuclear factor-erythroid factor 2-related factor-2,
HO-1: heme oxygenase-1. The letters on the columns
show the statistical differences between the groups
(p<0.05)
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OPL ve NRG Verilen Ratlarin Dalak Dokularinda
NF-kB ve TNF-a. mRNA Transkript Seviyeleri

Calismada enflamasyonun 6nemli gostergeleri
olan NF-kB ve TNF-o’nin mRNA transkript seviyeleri
analiz edildi. Sekil 3'te verilen sonuglara gére OPL’nin
NF-kB ve TNF-a genlerini yukari yonli dizenleyerek
enflamasyona neden olabilecegi belirlendi. NRG ise
OPL

grubuna gore onemli derecede azaltmistir. NF-kB

bu genlerin mRNA transkript seviyelerini

geni Uzerine 50 mg/kg verilen dozun etkili olmadigi,
TNF-a lzerine ise yiksek dozun daha etkili oldugu
gorulda.
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Sekil 3: Oksaliplatin ve naringin tedavilerinden sonra
dalak dokusunda NF-kB ve TNF-oo mRNA transkript
seviyeleri. OPL: Oksaliplatin, NRG: Naringin, NF-«kB:
nukleer faktér kappa B, TNF-a: Tumor necrosis
factor-alpha. Situnlarin Gzerinde bulunan harfler
gruplar arasi istatistiksel farkhliklari géstermektedir
(p<0.05)

Figure 3: NF-kB and TNF-a. mRNA transcript levels in
spleen tissue after oxaliplatin and naringin
treatments. OPL: Oxaliplatin, NRG: Naringin, NF-kB:
Nuclear factor kappa-B, TNF-o.: Tumor nekroz faktori
alfa. The letters on the columns show the statistical
differences between the groups (p<0.05)

OPL ve NRG Verilen Ratlarin Dalak Dokularinda
Bax ve Kaspaz-3 mRNA Transkript Seviyeleri
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Dalak dokusunda apoptotik durumu belirlemek
icin Bax ve Kaspaz-3 genlerinin mRNA transkript
seviyeleri RT-PCR metodu ile analiz edildi. Elde edilen
verilere gore OPL dalak dokusunda Bax ve Kazpaz-3
ekspresyonlarini yukari yonli diizenleyerek apoptoza
neden olmustur (Sekil 4). NRG tedavisi ise bu genlerin
ekspresyonlarini baskilayarak anti-apoptotik etki
gostermistir (Sekil 4). Ote yandan NRG’nin dozlari
arasinda anlamh bir farkin olmadigl da elde edilen

bulgularimizdandir (Sekil 4).
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Sekil 4: Oksaliplatin ve naringin tedavilerinden sonra
dalak dokusunda Bax ve Kaspaz-3 mRNA transkript
seviyeleri. OPL: Oksaliplatin, NRG: Naringin, Bax: B
hicreli lenfoma 2-iliskili X proteini. Situnlarin
Gzerinde bulunan harfler gruplar arasi istatistiksel
farkliliklari géstermektedir (p<0.05)

Figure 4: Bax and Kaspaz-3 mRNA transcript levels in
spleen tissue after oxaliplatin and naringin
treatments. OPL: Oxaliplatin, NRG: Naringin, Bax: B-
cell ymphoma 2-associated X protein. The letters on
the columns show the statistical differences between
the groups (p<0.05)

TARTISMA ve SONUC
OPL kolerektal kanser tedavisinde 5FU,
I6kovorin, kapesitabin ve/veya irinotekan ile

kombine olarak yaygin bir sekilde kullanilan ve

progresyonsuz sagkalim ve yanit oranlari agisindan
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onemli klinik fayda saglayan kemoterapi rejimidir
(Adam ve ark., 2010; de Gramont ve ark., 2000; Yehia
ve ark., 2019). Bununla birlikte, OPL tedavisi periferik
noropatinin yani sira gesitli dokularda toksisiteye
neden olmaktadir. OPL’nin toksisite mekanizmasinin
temelinde ise oksidatif stresin yer aldig
ongoriulmektedir (di Cesare Mannelli ve ark., 2013;
Tabassum ve ark., 2015).

OPL, hem nikleer DNA hem de mitokondriyal
DNA (mtDNA) dahil olmak Gizere DNA hasarina neden
olan in-vivo hidrata metabolize edilir (Graham ve
2000). mtDNA’'nin  daha
savunmasiz bu da

mitokondriyal membranin lipid peroksidasyonunu ve

ark., Arastirmalar,

oldugunu gostermektedir,
mitokondrinin depolarizasyonunu
iliskilendirmektedir. Tum bu etkiler, hicre 6lim
reaktif oksijen tirlerinin

yolunun induklenmesi,

keskin bir sekilde arttiriimasi ve serbest birakilmasi,

oksidatif stresin bariz aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir.  Membran  lipidleri, lipid
peroksidasyonuna yol acan ROS'a duyarlidir. MDA,
¢oklu doymamis yag asitlerinin lipid

peroksidasyonundan tiretilir ve lipid peroksidasyon
seviyesini 6lgmek igin bir biyobelirtectir (Xia ve ark.,
2019). GSH oksidatif metabolizma sonucu meydana
gelen serbest radikalleri baglayarak okside forma
(GSSG) donlismekte ve viicudu oksidatif hasardan
korumaktadir. ROS’larin asiri Gretimi antioksidan
kapasitenin asilmasina ve sonug¢ olarak oksidatif
strese neden olmaktadir (Gur ve ark., 2021). Onceki
bir calismada OPL’nin karacigerde oksidatif gosterge
olan MDA seviyelerini arttirdigl, antioksidan enzimler
olan SOD, CAT ve GSH seviyelerini ise 6nemli dlglide
azalttigr bildirilmistir. Ayrica ayni ¢alisma dogal bir
antioksidan olan kurkumin tedavisinden sonra OPL ile
indliklenen MDA diizeylerinin azaldigi ve SOD, CAT ve
GSH duzeylerinin arttigi rapor edilmistir (Lu ve ark.,
2020). Sunulan ¢alismada da benzer olarak OPL’nin
muhtemelen reaktif oksijen tirlerini arttirarak GSH
depolarini tiikettigi ve lipid peroksidasyonuna neden
olarak MDA seviyelerini arttirdigi gorildi. Bununla

birlikte NRG’nin antioksidan 6zelligine bagh olarak
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ROS’larin stpurildiugi, GSH depolarinin yenilendigi
ve lipid peroksidasyonunun azaldigi tespit edildi.
Nrf2,
faktorleri (NF-E2) aile Gyelerinden biridir. Artan
ROS’lar Nrf2'yi tetiklemekte ve Nrf2 de SOD, CAT ve
HO-1 gibi
saglamaktadir. Oksidatif stresin belirli seviyelerinde

temel 16sin  fermuar transkripsiyon

antioksidan enzimlerin kodlanmasini

bu genin ekspresyonu yukari yonli dizenlenirken,
asiri veya uzun sire devam etmesi halinde asagi
yonliu regiile edilmektedir (Gur ve ark., 2021).
Sunulan g¢alismada OPL’nin dalak dokusunda Nrf2
geni ile baglantili olarak HO-1 ekspresyonunu asagl
yonli dizenledigi bununla birlikte NRG tedavisinden
sonra bu genlerin mRNA transkript seviyelerinin
onemli derecede artis gosterdigi belirlendi. Benzer
olarak onceki bir ¢calismada OPL uygulamasinin Nrf2
seviyelerinde kontrol grubuna gore azalma meydana
getirdigi bildirilmistir (Areti ve ark., 2018).

NF-xB, TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi pro-enflamatuar
sitokinlerin ve enflamatuar yanitta rol aldigi bilinen
COX-2'nin transkripsiyonunu arttirarak enflamasyon
katkilar bir

transkripsiyon faktortdir (Gur ve ark., 2021; lleriturk

sirecine onemli sunan nikleer
ve ark., 2021). Onceki calismalarda OPL’nin pro-

enflamatuar sitokin seviyelerini arttirarak
enflamasyona neden oldugu bildirilmistir (Recalde ve
ark., 2020; Wang ve ark., 2017). Sunulan ¢alismada
da benzer olarak OPL uygulamasiile dalak dokusunda
NF-kB ekspresyonunun yukari yénli dizenlendigi ve

TNF-a
Oksidatif
stres ve enflamasyon arasindaki iliski géz onine
alindiginda (Kucukler ve ark., 2021) NRG’nin oksidatif

stresi baskilamasi ve dolayisiyla NF-kB yolaginin

muhtemelen buna bagh olarak

ekspresyonunun tetiklendigi belirlendi.

kesintiye ugramasiyla NRG’nin dalakta OPL kaynakl
enflamasyonu engelleyebilecegi gorilda.

Apoptoz normal bir hiicre 6lim sirecidir (Gur
ve ark., 2022; Semis ve ark., 2022; Gir ve ark., 2022).
Ancak kontrolsiz bir sekilde meydana geldiginde
dokularin islevlerinin yitiriimesine neden olmaktadir
(Yildiz ve ark., 2022). Kaspaz enzimi ile Bax proteini
apoptotik yolda 6nemli gorevler listlenmektedir ve

apoptotik durumun belirlenmesinde yaygin olarak
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kullanilan biyobelirteglerdir (Kandemir ve ark., 2022;
Yesildag ve ark., 2022). Calismamizda OPL uygulamasi

ile artan Bax ve Kaspaz-3 ekspresyonlari

belirlenmistir. Ote yandan calismamizda NRG’nin Bax
ve Kaspaz-3 ekspresyonlarini baskilayarak apoptozu
Benzer olarak

hafifletebilecegi tespit edilmistir.

onceki bir calismada da OPL tedavisinin azalttig

kaspaz-3  ekspresyonunun  resveratrol, rutin,
kuersetin ve kuersetin nanoemdlsiyonu
uygulamasindan sonra belirgin sekilde arttigi
bildirilmistir (Schwingel ve ark., 2014).

Sonu¢ olarak c¢alismada OPL'nin dalak
dokusunda oksidatif stresi, enflamasyonu ve
apoptozu tetikleyerek doku hasarina neden

olabilecegi bununla birlikte NRG tedavisinin OPL

kaynakli hasari oksidatif stres, enflamasyon ve
apoptozun engellenmesi yoluyla hafifletebilecegi

belirlenmigtir.
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Abstract: Sepsis is a worldwide health problem with a high mortality rate. It may result from various conditions, including
trauma, surgery, and infection. Kidneys and lungs rank among the sepsis-induced injured organs. Cecal ligation and puncture
(CLP) is similar to clinical sepsis and is preferred to imitate clinical diverticulitis or appendicitis perforations. Here, we designed
a CLP model as a prestudy for further protective agent studies against CLP-induced sepsis. We aimed to find biochemical and
histological results compatible with previous experimental CLP models in the literature. We used 20 female Wistar Albino
rats. We created two randomized groups, a sham group, and a CLP group (n=10). We measured interleukin 1-beta (IL-1B), IL-
6, and IL-10 cytokine levels. We assessed myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), and
glutathione (GSH) levels in renal and lung tissues. We also examined the tissue samples for histopathological and
immunohistochemical evaluation. Cytokine levels and oxidant parameters were increased, and antioxidant parameters
decreased in the CLP group as an indicator of a strong immune response due to sepsis. Histopathological and
immunohistochemical findings supported the biochemical findings on behalf of sepsis. The results demonstrated a
meaningful sepsis picture indicating a successful CLP model, which we may prefer to use in further CLP-induced sepsis models.

Keywords: Cecal ligation and Puncture, Rat, Sepsis.

Sigcanlarda Cekal Ligasyon ve Delme Kaynakli Sepsis Modeli

Oz: Sepsis, yiiksek 6lim oranina sahip diinya capinda bir saglk sorunudur. Travma, cerrahi ve enfeksiyon gibi cesitli
durumlardan kaynaklanabilir. Bobrek ve akcigerler sepsise bagli hasarlanan organlar arasinda yer alir. Cekal ligasyon ve delme
(CLP) klinik sepsise benzerdir. Klinik divertikilit veya apandisit perforasyonlarini taklit etmek igin tercih edilir. Bu ¢alismaysi,
ileride gergeklestirmeyi planladigimiz CLP ile indiiklenen sepsise karsi koruyucu ajan ¢alismalari igin bir 6n ¢alisma olarak
tasarladik. Literatiirde bulunan deneysel CLP modelleriyle uyumlu biyokimyasal ve histolojik sonuglari bulmayi hedefledik.
Calismada 20 adet disi Wistar Albino sigan kullandik. Rastgele iki grup olusturduk; sham grubu ve CLP grubu (n=10). interl6kin
1-beta (IL-1B), IL-6 ve IL-10 sitokin seviyelerini 6lgtik. Bobrek ve akciger dokularinda miyeloperoksidaz (MPO), stiperoksit
dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) dizeylerini belirledik. Ayrica doku 6rneklerini histopatolojik ve
immiinohistokimyasal degerlendirme igin inceledik. CLP grubunda sepsise bagh giigll bir immin yanitin géstergesi olarak
sitokin seviyeleri ve oksidan parametreleri artarken antioksidan parametreler azaldi. Ayrica, histopatolojik ve
immuinohistokimyasal bulgular biyokimyasal bulgulari sepsis lehine destekledi. Elde ettigimiz sonuglar ileride CLP ile
indlklenen sepsis modeli olarak kullanabilecegimiz basarili bir CLP modelini gésteren anlamli bir sepsis tablosu olusturdu.

Anahtar Kelimeler: Cekal ligasyon ve Delme, Sepsis, Sigan.
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INTRODUCTION

epsis is a serious health condition with a high

mortality rate (Dellinger et al.,, 2013). It
influences more than 19 million people worldwide
annually (Prescott & Angus, 2018). Major surgery,
burns, shock, and many health conditions may lead
to sepsis (Rhodes et al., 2017). Sepsis is an infection-
related systematic inflammatory disease (Cheng et
al., 2017). There is a host response failure (Benz et
al.,, 2016) and a dysfunctional inflammatory host
reaction (Cecconi et al., 2018) against infections.
Severe inflammation leads to multiple organ
dysfunctions (Seymour et al., 2016). Kidneys and
lungs rank among the sepsis-induced injured organs
(Lan et al., 2017). Certain animal studies have
examined sepsis-induced acute lung injury (ALI)
(Sadowitz et al., 2011; Xiao et al., 2014). ALl occurs in
various severe sepsis cases (Zimmerman et al., 2009).
Sepsis-induced lung injury plays a role in
inflammatory cascade via neutrophil activation (Park
et al., 2019).

High neutrophil levels enhance reactive oxygen
species (ROS) production which causes oxidative
stress injury (Bi et al., 2017). Oxidative stress leads to
malondialdehyde (MDA) generation (Till et al., 1985).
MDA levels raise in cecal ligation and puncture (CLP)-
induced septic lung tissues (Y. Wang et al., 2018).
(MPO)

(Srivastava et al., 2010) that is used to assess the

Neutrophils secrete  myeloperoxidase

neutrophil accumulation in inflamed tissues
(Lingaraju et al., 2015). Superoxide dismutase (SOD)
is a primary defense preventing oxidative stress. CLP
elevated hepatic MPO activity and decreased hepatic
SOD activity in a previous study (Makled et al., 2016).
Glutathione (GSH) plays a key role in oxidative stress
(Droge, 2002). Oxidative damage decreases GSH
levels (Seibt et al., 2019).

High proinflammatory cytokine levels increase
the mortality rate during sepsis (Mikkelsen et al.,
2013).

inflammatory

Bacterial toxins initiate several pro-

cytokine  productions such as
interleukin 1 (IL-1) and IL-6 which are vital for sepsis

(Galanos & Freudenberg, 1993). Sepsis-induced ALI
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elevates pro-inflammatory cytokines, particularly IL-
1B and IL-6 levels (Polat et al., 2013). In addition to
the pro-inflammatory response, anti-inflammatory
mechanisms also occur during sepsis (Potjo et al.,
2019). IL-10 levels were correlated with IL-6 levels in
a previous CLP model (Zhang et al., 2021).

Various sepsis models, including CLP have been
examined for more than 30 years on animals
(Schabbauer, 2012). CLP is a similar model to clinical
sepsis and is preferred to imitate clinical diverticulitis
or appendicitis perforations (Bastarache & Matthay,
2013; Song et al., 2013). Here, we designed a CLP
model as a prestudy for further protective agent
studies against CLP-induced sepsis. We aimed to find
biochemical and histological results compatible with
previous experimental CLP models in the literature.
Thus, we hope to create more comprehensive and
CLP

experiencing CLP model creation.

multidisciplinary model research via

MATERIALS and METHODS
Ethical Approval and Experimental Animals

Atatirk University Experimental Animal Ethics
Committee confirmed the experiment (11.06.2020-
95).

Research and Application Center procured the

Atatirk University Experimental Animal
experimental animals and surgical room for the
experimental procedure. We used 20 female Wistar
Albino rats (200 gr-250 gr). We housed the animals
under laboratory conditions at 22-250°C with a 12-
/12-h light/dark cycle. We granted food and water

access ad libitum.

Chemicals, Experimental Groups, and CLP Model

We anesthetized and immobilized the rats in
the horizontal position. Then, we shaved and
disinfected the abdominal regions. We used 15
mg/kg intraperitoneal (i.p.) xylazine hydrochloride
(Rompun®, Bayer, Istanbul), 100 mg/kg i.p. ketamine
(Ketalar®, Istanbul)

(Bayraktutan et al., 2021), and 10% povidone-iodine

Pfizer, for  anesthesia

solution (Batticon; Adeka,) for disinfection. We
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created two randomized groups, a sham group, and
a CLP group.

Sham group (n=10): We incised longitudinally at 2-
2.5 cm, along the ventral line below the xiphoid. We
only opened the abdominal cavities of the animals
and closed back.

CLP group (n=10) = We established a CLP model
modified from previous studies (Daniel Rittirsch et
al.,, 2009; Linlin Song et al., 2018). Following the
abdominal incision, we reached the ventral cavity.
We identified and exteriorized the cecum. We
dissected the mesentery of the cecum carefully
avoiding an injury in the cecal branch of the ileocecal
artery.

In addition to sepsis duration and needle size,
cecum ligation length also determines the severity of
the CLP model (Ruiz et al., 2016). We performed a
medium ligation to induce a mid-grade sepsis. The
distance between the distal pole and ligation, and the
distance from the ligation to the basis of the cecum
were nearly the same. We ligated distal cecum lower
than the ileocecal valve level to prevent intestinal
obstruction.

We punctured the cecum using an 18-gauge
needle to take a single pass through the cecum. We
removed the needle and extruded a small amount of
fetal content to make sure of the holes. We replaced
the cecum into the abdominal cavity and closed the
incision with 3.0 silk suture. We injected normal
saline (0.9% NaCl, 50 mL/1 kg, 370°C) subcutaneously
as postoperative fluid resuscitation. We put back the
rats in the cages following the experimental process.
The animals were free to access food and water.

A mid-grade CLP-induced sepsis model (18-
gauge needle, medium ligation) occurs at
approximately 16 hours (Hubbard et al., 2005).
Thereby, after 16 hours, we sacrificed the rats under
high-dose anesthesia. We collected blood, lung, and
renal tissue samples for biochemical and histological

analysis.

Biochemical Analysis
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We added 10% phosphate buffer solution (PBS)
to lung and kidney tissues and homogenized them.
Following the homogenization, we centrifugated the
samples for 30 minutes at 5000 rpm. We used the
supernatant for SOD, GSH, MDA, and MPx
determination. We measured MDA, MPx, SOD, and
GSH levels according to the methods mentioned in
previous studies (Bradley et al., 1982; Hu, 1994;
Ohkawa et al., 1979; Sun et al., 1988). We used IL-
1B, IL-6, and IL-10 rat-specific ELISA kits (Elabscience,
Wuhan, China) to evaluate the blood cytokine levels

according to the protocols of the kits.

Histopathological Examination

At the end of the study, the rats were
euthanized, and their kidney and lung tissues were
placed in 10% buffered formaldehyde solution. After
the fixation phase, the samples were shrunk,
subjected to routine follow-up processes, and
embedded in paraffin. Sections of 5 um were taken
on a normal slide and stained with hematoxylin-eosin
to examine for histopathological changes. Lung
sections were examined for the thickness of the
alveolar wall, and the kidney tissue for necrosis,
degeneration, and glomerular damage under the

light microscope.

Immunohistochemical (IHC) Staining

5 um sections from the tissue samples in the
paraffin block were taken on a polylysine slide, and
then the tissues were deparaffinized. To inactivate
endogenous peroxidase activity, the tissues were
kept in 3% hydrogen peroxide (H202) for 10 minutes.
Then, boiling was performed in the antigen retrieval
solution at 800w for 10 minutes to reveal the
antigens in the tissues. Protein block solution was
added to the tissues to prevent nonspecific binding.
Sections washed with PBS were treated with
Caspase-3 (Santa Cat. No: sc-65497,
Dilution:1/100) as the primary antibody. Then, the
procedure specified by the Expose mouse and rabbit
HRP/DAB detection IHC kit

Cruz,

specific (abcam:
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ab236466) was followed. Antigen-antibody binding
to 3,3' diaminobenzidine using chromogen was made
visible. Tissues counterstained with hematoxylin
were examined for positive staining under the light

microscope at 20x magnification.

Statistical Analysis

The IL-1B, IL-6, and IL-10 results were evaluated
via IBM SPSS 20.0 Package Program. The normality
test was performed and then the One-Way ANOVA
test was applied. Following these tests, the data were
evaluated according to Duncan, one of the post-hoc
tests, since it was parametrically appropriate. The
data were represented as mean + standard deviation
(SD). In the analyses, p<0.05 values were considered

statistically significant.

RESULTS
Biochemical Results

Figure 1 represents the blood cytokine levels. IL-
1B, IL-6, and IL-10 elevated significantly in the CLP
group compared to the sham group (figure 1a,1b,1c
p<0.05). Figure 2 demonstrates the oxidant and
antioxidant parameters in the renal tissue samples.
SOD and GSH diminished in the CLP group compared
to the sham group (figure 2a, figure 2b p<0.05). MDA
and MPx were raised in the CLP group compared to
sham group (figure 2c, figure 2d p<0.05). Figure 3
shows the oxidant and antioxidant parameters in the
lung tissue samples. SOD and GSH decreased in the
CLP group compared to the sham group (figure 3a,
figure 3b p<0.05). MDA and MPx elevated in CLP
group compared to sham group (figure 3c, figure 3d
p<0.05).
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200 2 800
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Figure 1. Cytokine levels of sham and CLP groups (*
p<0.05).
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Figure 3. Antioxidant and oxidant parameters of lung
tissue samples (* p<0.05).

Histopathological Results

In the histopathological examination of the

kidney tissue, normal glomerulus and tubular
epithelium was observed in the sham group (figure
4a). In the CLP group, atrophy in the glomerulus and
necrotic changes occurred in the tubular epithelium
(figure 4b).

In the histopathological examination of the lung

tissue, there was a normal lung histological

appearance in the sham group. Alveolar wall
thickness was normal (figure 4c). In the CLP group,
thickening was detected in the interalveolar space

due to mononuclear cell infiltration (figure 4d).



Cecal Ligation and Puncture...

Guler et al.

Figure 4. a) Sham group; normal kidney histological
appearance. Normal glomerular (arrow) and tubular
structures (arrowhead), b) CLP group; necrosis of the
tubular epithelium (arrowhead) and atrophy of the
glomerulus (arrow), ¢) Sham group; normal lung
alveolar structure (arrow), d) CLP group; severe
thickening of the alveolar wall. HEx20.

Immunohistochemical Results

There was no Caspase-3 immunopositivity in
the kidney and lung tissue samples of the sham group
(Figure 5a, Figure 5c). Intense Caspase-3
immunopositivity was detected in the kidney and
lung tissues of the CLP group (Figure 5b, 5d). The
immunopositivity occurred in the tubular epithelium
and glomerular tuft in the kidney tissue, and it was
observed in the inflammatory cells of the alveolar

space in the lung tissue.

caspase-3 immunopositivity. b) CLP group; intense
Caspase-3 immunopositivity in tubular epithelium

(arrowhead) and glomerulus (arrow), c) Sham group;
lung tissue negativity for caspase-3
immunopositivity, d) CLP group; intense Caspase-3
immunopositivity in inflammatory cells in the
alveolar space (arrowhead), IHCx20.

DISCUSSION

Sepsis is a worldwide health problem enhancing
death rates in intensive care units (Benz et al., 2016).
It may result from various conditions, including
trauma, surgery, and infection (Lan et al., 2017). An
intestinal leakage-related microbial inflow to the
peritoneal cavity may lead to sepsis (Angus & Wax,
2001). CLP is admitted a pragmatic experimental
model to create realistic polymicrobial sepsis and it
has been used and improved for over 30 years
(Remick et al., 2000; Wichterman et al., 1980). CLP
demonstrates similar symptoms to sepsis (D.
Rittirsch et al., 2009).

During sepsis, an excessive inflammatory
response occurs causing multiple organ failures
(Prescott & Angus, 2018). Lungs (Andrews et al.,
2006) and kidneys (Lan et al., 2017) are among the
major affected organs by sepsis. During sepsis,
oxidative stress harms the lungs and various
proinflammatory cytokine levels increase including
IL-1B and IL-6 (Akpinar et al., 2014). A different study
demonstrated high IL-1B levels due to CLP-induced
sepsis in rats (Liu et al., 2016). IL-1B and IL-6 levels
were raised in another CLP rat model (Zhao et al.,
2018). IL-10 production is a strong response to an
excessive inflammatory process (Oberholzer et al.,
2002). Previous research has established that a CLP-
induced sepsis model elevated IL-1B, IL-6, and IL-10
levels (Ruiz et al., 2016). It has been suggested that
IL-1B, IL-6, and IL-10 increased in a rat model of CLP
(Hu et al., 2019). In the current study, we observed
high IL-1B, IL-6 levels indicating an inflammatory
process, and we also obtained high IL-10 levels
compatible with an answer against inflammation due
to sepsis.

GSH, a component of the antioxidant system,

defends the body against oxidative stress (Rahman et
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al., 2004). GSH was observed as decreased in a CLP
rat model (Tripathi et al., 2022). SOD activity
represents the removal of superoxide anions as a
part of the antioxidant system and MDA may reflect
the ROS production (Fang et al, 2002). ROS
production promotes neutrophil infiltration (Liu et
al., 2019) during the sepsis-related inflammatory
response. MPO settles mainly in neutrophils and may
reflect the neutrophil infiltration (Wang et al., 2019).
Akpinar et al. showed that SOD and GSH values
declined, and MDA levels raised in a CLP-induced rat
sepsis model (Akpinar et al., 2014). In another CLP-
induced sepsis model, sepsis diminished SOD and
GSH levels, and increased MPO values (Cadirci et al.,
2010). MPO activity and MDA value increased, but
GSH and SOD levels raised in a previous CLP-induced
rat sepsis model (Liu et al., 2016). In our study, we
obtained low SOD and GSH values, but high MDA and
MPx levels which are compatible with these results.
Sepsis causes damage due to excessive
inflammatory responses of the body. The damage
may be shown as histopathological changes in the
tissues (Liu et al., 2016; L. Song et al., 2018). We
observed changes in renal and lung tissues on behalf
of sepsis compatible with previous studies. Caspase-
3 involves in apoptotic pathways (Yu Wang et al.,
2018).
Caspase-3
(Kostakoglu et al., 2020; Yu Wang et al., 2018; Zhao
et al., 2018). We found Caspase-3 immunopositivity

Many recent studies have shown that

expression  raises during  sepsis

in our tissue samples indicating sepsis-related

damage which is similar to the literature.

Histopathological and immunohistochemical data
supported the efficiency of the current sepsis model

in addition to the biochemical findings.

CONCLUSIONS

The current study has presented a mid-grade
CLP-induced rat sepsis model. We assessed blood

cytokine levels and tissue oxidant/antioxidant

parameters. In addition, we examined renal and lung

tissues for histopathological and

immunohistochemical evaluation. The results
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demonstrated a meaningful sepsis picture indicating
a successful CLP model in concert with the literature
which we may prefer to use in further CLP-induced

sepsis models.
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Oz: Alt ekstremite iskemi reperfiizyon (iR) hasarinda Koenzim Q10 (CoQ10) ve Hesperidinin (HESP) TAS ve TOS diizeylerine
etkilerinin belirlenmesi amaclandi. Calismada 28 adet 200-250 gr agiriginda Sprague- Dawley erkek ratlar; Kontrol (K), iskemi
reperfiizyon (iR), IR+CoQ10 ve IR+HESP grubu olmak tizere 4 gruba ayrildi. IR+CoQ10 grubuna iskemi olusturulmadan énce
10mg/kg dozunda 8 saat arayla 3 kez 0.5mL CoQ10, iR+HESP grubuna ise100mg/kg dozunda 8 saat arayla 3 kez 0.5mL
Hesperidin gastrik gavaj ile verildi. Kontrol grubu hari¢ diger 3 gruba anestezi altinda sol alt ekstremitelerine turnike uygulanip
2 saat iskemi, 2 saat reperflizyon uygulandi. Calisma sonunda ratlardan anestezi altinda kan &rnekleri alinarak total
antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan statii (TOS) diizeyleri 6lgiildii. IR grubunda TOS diizeyi tiim gruplardan yiiksek iken,
iskemi ile birlikte CoQ10 ve HESP uygulamasinin bu diizeyleri iR grubuna gére anlamli olarak disiirdiigl, TAS diizeylerini ise
iskemi ile birlikte uygulanan antioksidanlarin iR grubuna gére istatistiksel olarak anlamli olarak yiikselttigi tespit edildi. Sonug
olarak ratlarda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarinda CoQ10 ve HESP TOS dizeyini
azaltarak, TAS dizeyini arttirarak oksidatif hasara karsi koruyucu etkiler gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Hesperidin, iskemi, Koenzim Q10, Reperfiizyon, Turnike.

The Effect of Coenzyme Q10 and Hesperidin on TAS and TOS Levels in Lower
Extremity Ischemia-Reperfusion Injury in Rats

Abstract: It was aimed to determine the effects of Coenzyme Q10 (CoQ10) and Hesperidin (HESP) on TAS and TOS levels in
lower extremity ischemia-reperfusion (IR) injury. In the study, 28 Sprague-Dawley male rats weighing 200-250 g were divided
into 4 groups as Control (C), Ischemia reperfusion (IR), IR+#CoQ10 and IR+HESP groups. Before ischemia was induced in the
IR+CoQ10 group, 0.5mL CoQ10 was administered at a dose of 10mg/kg 3 times with 8-hour intervals, and to the IR+HESP
group at a dose of 100mg/kg, 0.5mL Hesperidin was administered 3 times at 8-hour intervals by gastric gavage. Except for
the control group, a tourniquet was applied to the left lower extremities and 2 hours of ischemia and 2 hours of reperfusion
were applied to the other 3 groups under anesthesia. At the end of the study, blood samples were taken from the rats under
anesthesia and total oxidant status (TOS) and total antioxidant status (TAS) levels were measured. While TOS level was higher
in the IR group than in all groups, it was determined that CoQ10 and HESP application with ischemia significantly decreased
these levels compared to the IR group, and antioxidants applied together with ischemia increased the TAS levels statistically
significantly compared to the IR group. It was determined that it showed protective effects by decreasing the CoQ10 and
HESP TOS level and increasing the TAS level in experimentally induced ischemia-reperfusion injury of the lower extremity in
rats.

Keywords: Coenzyme Q10, Hesperidin, ischemia, Reperfusion, Tourniquet.
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GiRiS

T urnike, distalde kalan dokulara kan akisinin

engellenmesi ve noéromuskiiler yapilara

mekanik olarak etki eden ve fizyolojik olmayan bir
uygulama olmasina ragmen ameliyat sdresini
kisaltmak, kan kaybini azaltmak ve kansiz bir ortamda
cerrahi islemleri kolaylastirmak igin ekstremitelerde
sikhkla bir

uygulamasina bagh

kullanilan uygulamadir.  Turnike

olarak ekstremite
iskemi/reperflizyon hasari, vaskiler yaralanmalar,
tromboemboli, paralizler ve kompartman sendromu
mortalite ve morbidite nedeni olmaktadir. Turnike
kullanimi siklikla siddetli ekstremite kanamasinin
tedavisinde kullanilan birincil uygulamadir.

Bir dokudaki kan akiminin herhangi bir sebeple
durmasi, dokunun ihtiyaci olan metabolitlerin ve
oksijenin temin edilememesi durumu iskemi olarak
tanimlanir. Reperfiizyon ise kan akiminin durdugu
dokuda kan akiminin yeniden saglanmasi olarak

tanimlanir. iskemi esnasinda hiicresel fonksiyon

bozuklugu, toksik  metabolitlerin  hiicrelerde
birikmesi ve nekroz gibi durumlar birtakim
biyokimyasal reaksiyonlarin gergeklesmesiyle

iskeminin gerceklestigi dokularda arteriyel kan ile
bolca oksijen gelmesiyle serbest radikallerin ve
oksidatif kapasitesi yliksek molekiillerin miktarlarinin
artisina sebep olur. Hiicrelerde olusan serbest oksijen
radikalleri ve hilicre organellerini, membran
proteinlerini, lipitlerini ve nikleik asitleri oksidasyona
ugratip, hasara yol acgarak oksidatif strese neden
olurlar (Basmaci, 2017; Bayrak, 2017; Kilig, 2014).
Total antioksidan statli (TAS) plazma ve vicut
antioksidanlarin etkisini
(TOS)
oksidanlarin toplam etkisini gosterir (Aslan ve ark.,
2014).

Alt ekstremitelerde iskemi reperfiizyon (iR)

sivilarindaki tim

gosterirken, total oksidan statii tim

hasari, aort cerrahisinde basta olmak tizere miyokard
infarktlsl, serebrovaskiler olaylar, sepsis, organ
transplantasyonu, sok, yanik, periferik ve mezenter
arter embolilerinde uygulanan trombolitik tedaviler,
pankreatit gibi cerrahi ve travmatik durumlarda

ortaya ¢ikan iskeminin ve hipovoleminin tedavisi

91

sirasinda  olusurken cerrahi girisim esnasinda
ekstremitelere yapilan turnikeler reperflizyon hasari
sebeplerindendir (Eltzschig & Eckle, 2011).

Kirmizi et ve deniz drinlerinde bulunan
Koenzim Q10 (CoQ10), meyve (06zellikle turuncgil
kabuklarinda) ve sebzelerde bulunan antioksidan
olan Hesperidin (HESP) ve flavonoidleri antioksidan,
antialerjik, antiinflamatuar, antikanser, antiapoptotik
ve antiiskemik olarak etki gostermektedir (Ertekin &
Apaydin Yildirim, 2018; Akbulut ve ark., 2019). CoQ10
oksidatif stresi onler, ATP sentezinde 6nemli rol
oynar, iR sirasinda oksidatif streste olusan hasari
onler, proteinlerin ve lipidlerin peroksidasyonunu
onler (Akbulut ve ark., 2019). Hesperidin diger
flavonoidlerden farkli olarak 3 OH grubuna sahip
olarak en giicli antioksidan potansiyeline sahiptir
(Kara ve ark., 2014).

Ekstremite akut iR yaralanmalarindan sorumlu
hiicresel ve molekiler mekanizmalar tam olarak
akut IR

inflamatuar

ortaya konulmamistir. Bazi ¢alismalar,

sirasinda hasarli iskelet kaslarinda

sitokinlerin  ve reaktif oksijen tlrlerinin asiri
Uretiminin, néronal hasara ve iskelet kasi fonksiyon
eksikligine neden oldugunu gostermistir (Eltzschig &
Eckle, 2011).

antioksidan madde kullanilmaktadir. Koenzim Q10 ve

iR hasarinin énlenmesinde birgok

Hesperidin bioflavonoid olduklar igin oksidatif

hasara kasi koruyucu olduklari kanitlanan antioksidan

aktiviteye sahiptirler ve silperoksit gibi reaktif

nitrojen ve oksijen tirlerini ortadan kaldirici etkiye
sahiptirler.

Simdiye kadar kas dokusunda turnikeye bagli
iskemi/reperfizyon hasarini azaltmak igin birtakim
kimyasallar, ilaglar ve fiziksel yontemler denenmistir.
Bu dogrultuda da uzun yillardir yararli etkileri bilinen
sentetik ve bitkisel olan antioksidan maddelerin
etkileri arastirlmaya baslanmistir.  Bu ¢alismada,
Koenzim Q10 ve ve Hesperidin uygulanan ratlarda
deneysel olarak olusturulan alt ekstremite iskemi-

reperflizyon hasarinin TAS ve TOS diizeylerine etkileri

incelendi.
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MATERYAL ve METOT
Deney Materyallerinin Temini

Calismada antioksidan olarak  kullanilan
Koenzim Q10 (SOLGAR) ve Hesperidin (Sigma Aldrich
St Louis,
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlig’nin 36643897-
000-E-1800090274/59 sayili karari ile onaylandiktan

sonra deneyde 28 adet Sprague Dawley 200-250 g

USA) piyasadan temin edildi. Hayvan

erkek rat Atatiirk Universitesi'ne bagl Tibbi Deneysel
Merkezi (ATADEM)

tarafindan saglandi. Ratlarin canh agirliklari tartilarak

Uygulama ve Arastirma
gruplar olusturuldu. Ratlar 12 saat aydinhk/12 saat
karanhk siklusunda, 212C (+/-2) ortamda 7 gin
ortama adaptasyonlari saglandiktan sonra denemeye
baglandi. Ratlar su ve pelet yem ile ad libitum
Grubu (K),
iskemi/Reperfiizyon Grubu (i/R Grubu), i/R+CoQ10

Grubu, i/R+Hesperidin Grubu olmak {izere rastgele

beslendi. Ratlar; Kontrol

secilip kafeslere yerlestirildi. Opere edilecek ratlar bir
gece oOnce a¢ birakildi ama suya erisimleri serbest
birakildi. Tim ratlar Ksilazin (8 mg/kg) ve Ketamin (60
mg/kg) anestezisi altina alindi, kontrol grubu hari¢
diger 3 gruba anestezi altinda sol alt ekstremitelerine
turnike uygulanip 2 saat iskemi, 2 saat reperfiizyon

uygulandi.

Deneysel Uygulamalar

Kontrol Grubu: iskemi olusturulmadan énce 3
kez, 8 saat araile 0.5 mL % 0.25’lik CMC gastrik gavaj
ile uygulandi. IR olusturulmaksizin anestezi altinda
biyokimyasal analizler icin Aorta abdominalisten kan
alindu.

iR Grubu: Anestezi altina alinan ratlarin sol alt
ekstremitelerine turnike uygulanip iki saat iskemi
olusturuldu (pencelerin siyanotik olmasi ve sicakligin
diisik olmasi iskeminin gergeklestigini gosterdi), iki

saat sonunda turnikeler acilip iki saat reperfiizyon

olusturuldu (pencelerin pembeleserek sicakligin
artisi ile reperfizyonun gergeklestigi gozlendi),
sonrasinda biyokimyasal analizler ig¢in Aorta

abdominalisten kan alindi.
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iR+CoQ10 Grubu: iskemiden dnce ratlara 6nce
3 kez, 8 saat araile 0.5 mL 10mg/kg CoQ10 (%0.25’lik
CMC igerisinde ¢ozildu) gastrik gavaj ile uygulandi.
Otuz dakika alt

ekstremitelerine turnike uygulanip iki saat iskemi

sonra alinan ratlarin  sol
olusturuldu. iki saat sonunda turnikeler acilip iki saat
reperflizyon olusturuldu (pencgelerin pembeleserek
sicakligin artisi ile reperfiizyonun gergeklestigi
gbzlendi), sonrasinda biyokimyasal analizler igin
Aorta abdominalisten kan alindi.

iR+Hesperidin Grubu: iskemiden 6nce ratlara
once 3 kez, 8 saat ara ile 0.5 mL 100mg/kg HESP
(%0.25’lik CMC icerisinde ¢6zlldu) gastrik gavaj ile
uygulandi. Otuz dakika sonra alinan ratlarin sol alt
ekstremitelerine turnike uygulanip iki saat iskemi
olusturuldu, iki saat sonunda turnikeler acilip iki saat
reperfizyon olusturuldu (pengelerin pembeleserek
sicakhgin artisi ile reperfizyonun gerceklestigi
gozlendi), sonrasinda biyokimyasal analizler igin

Aorta abdominalisten kan alindi.

Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler igin lityum heparinli
tiplere alinan kanl10 dakika 3000rpm’de santrifij
edilerek plazmalar gikartihp biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar -20 °C’de derin dondurucuda
Elde edilen plazmalarda TOS ve TAS

diizeylerine (Rel Assay) ticari olarak alinan ELISA

saklandi.

kitinde belirtilen protokol uygulanarak Biotek ELISA
Reader (Bio Tek pQuant MQX200 Elisa reader/USA)
TAS

dlciilmesinden sonra OSi hesaplanmasi igin TAS

ile  olglimler gergeklestirildi. diizeyinin
birimi umol’e cevrilerek asagida bulunan formiile
gore hesaplamalar yapilip OSi sonuclari arbitrary unit
(AU) seklinde belirtildi.
0Si= (TOS, umol H202 Equ./L / TAS, mmol Trolox
Equ../L) X 100

istatistiksel analizler: Elde edilen sonuclarin

istatistik degerlendirilmesi SPSS 22.00 paket
programi kullanilarak normal dagilima uygunluguna
bakildi. Veriler normal dagilim gosterdigi icin One-

Way ANOVA analizi yapildi. One-Way ANOVA analizi
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sonucunda gruplarin homojen oldugu belirlenerek

tim gruplar arasindaki farkhhgin coklu

karsilastiriimasi icin Tukey testi yapildi. Gruplar
arasindaki karsilastirmada p<0.05 &nemli olarak

kabul edildi. Ortalamazstandart hata olarak belirtildi.

BULGULAR

iR grubunda plazma TOS diizeyi kontrol grubuna
gore yiikselirken, IR+CoQ10 ve IR+HESP gruplarinda
TOS diizeyi IR grubuna goére istatistiksel olarak
anlamh diisiis saptandi (p<0.001). iR grubunda
plazma TAS diizeyi iR+CoQ10 ve iR+HESP gruplarina
goére anlamli olarak azaldig tespit edildi. OSi, IR
grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak
yuksek tespit edildi (p<0.001) (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo 1. CoQ10 ve Hesperidinin plazma TAS ve TOS
diizeyleri Gzerine etkisi

Table 1. Effect of CoQ10 and Hesperidin on plasma
TAS and TOS levels.

Gruplar TAS (mmol Trolox Equ./L)  TOS (umol H0; EQU./L)  OSi (AU)

K 1.43+0.00a 3.03+0.01¢ 0.21+0.00°
iR 0.99+0.00¢ 4.57+0.012 0.46%0.00?
iR+CoQ10 1.28+0.00¢ 3.52+0.00° 0.24+0.00°
iR+HESP 1.38+0.00° 3.06+0.01¢ 0.22+0.00°

p kK *xk *kk

iR+CoQ10 IR+HESP

--------
mTAS @TOS

Sekil 1. Tiim gruplarda plazma TAS ve TOS duizeyleri.
Figure 1. Plasma TAS and TOS levels in all groups.
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TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde de tim Diinya’da da &nemli
mortalite ve morbiditeye sebep olan alt ekstremite
siklikla iR

reperflizyonda hasarin biyukliga ve reaktif oksijen

iskemisi gorialmektedir. sirecinde

radikallerinin (polimorfontikleer I6kositlerden
serbest oksijen radikallerinin salinimi gergeklesir)
dokularda hasara yol actigi bilinmektedir. iskelet
iR hasarinda 6nemlidir.

kaslari, alt ekstremite

iskeminin uzun siire devam etmesi hiicrelerin
bltinliginin bozulmasina ve hicrelerin 6limiine
neden olmaktadir (Tiryakioglu ve ark., 2015).

Periferik vaskiiler travma, periferik vaskiler
cerrahi, akut arteryel okllizyon ve ekstremitelerin
replantasyonu esnasinda ekstremitelerin  akut
iskemisi ile karsilasmak mimkiindiir. Reperflizyonun
saglanmasiyla ekstremitelerin kaybi, akut bobrek,
kas, akciger, karaciger ve solunum yetmezligi, ¢oklu
organ yetmezlikleri ve miidahaleler gecikirse 6lim ile
sonuglanabilmektedir. iskemik hasara en duyarli olan
doku iskelet kasidir ve alt ekstremite IR hasarinda
etkilenmektedir ve reperfiizyon sirecinde kas
hasarinin miktari 6nem tasimaktadir (Aksu ve ark.,
2015).

Antioksidan ajanlar iskemi reperfiizyon hasarini
Onlemede ve tedavide siklikla kullaniimaktadir.
Koenzim Q10 ve hesperidin dnemli antioksidan ve
antiinflamatuar 6zelliklerinden dolayi alt ekstremite
iR terapotik  bir olarak
kullanilabilmektedir (Ertekin & Apaydin, 2018).

Ertekin ve Apaydin (2018)'in bulgulari ve yapilan

hasarinda ajan

calismanin bulgulari degerlendirildig§inde CoQ10 ve
HESP'nin iskelet kasi iskemi reperflizyon hasarina
karsi koruyucu etkileri ortaya konulmustur.

Sonug olarak, CoQ10 ve HESP oksidatif stresi
azaltarak ratlarda IR’nin neden oldugu iskelet kasi
hasarina karsi koruyucu ve yardimci terapotik ajanlar
olarak kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Cikar Catismasi

Yazar ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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Oz: Diyabet, cagimizin en dnemli saglik sorunlari arasinda yer almaktadir. Pankreas Langerhans adaciklarindaki B hiicreleri
tarafindan salgilanan insilin, kan glikoz seviyesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu hiicrelerin zarar gérmesi
ya da insUlin saliniminin farkh bir yolla engellenmesi sonucu tip 1 diyabet sekillenmektedir. Hayvan tiirlerinde de beta hicresi
hasarina bagl deneysel tip 1 diyabet olusturulabilmektedir. Her hayvan tlri kendine 6zgl olarak kan glikoz seviyesine
sahiptir. Bu diizeyin belirli bir oran veya miktarda yukarisina ¢ikilmasi diyabetin basladiginin bir gdstergesidir. Ginlimuze
kadar yapilmis olan gesitli calismalarda tip 1 diyabetin deneysel olarak farkli metotlarla olusturulabildigi gosterilmistir. Tip 1
diyabet olusturma protokollerinin her birinin kendi igerisinde hem avantajlari hem de dezavantajlari bulunmaktadir. Her
protokoliin sonuglanmasi farkli zaman araliginda ve gesitli etkenlere bagh olarak gergeklesmektedir. Calismada kullanilacak
hayvan sayisi, deneklerin saglik ve beslenme durumlari gibi gesitli etmenlere baglh olarak farkl protokoller segilmektedir. Hem
gelistirilen bu protokoller hem de tip 1 diyabet hastaligiyla ilgili artan bilgimiz sayesinde cesitli transgenik hayvanlarin
Uretilmesi bir nebze bile olsa bu hastaligin aydinlatiimasi ve tip 1 diyabetin belirli yonlerine odaklaniimasi konusunda 6nemli
gelismelerin kaydedilmesini saglamistir. Bu derlemede farelerde glincel olarak kullanilan tip 1 diyabet olusturma modellerinin
bir araya getirilmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet Modelleri, Fare, Tip 1 Diyabet.

Experimental Models of Type 1 Diabetes Administered to Mice

Abstract: Diabetes is one of the crucial health problems in this decade. Insulin secreted by B cells in the pancreatic islets of
Langerhans plays a critical role in regulating the blood glucose level. Type 1 diabetes occurs as a consequence of damage to
these cells or inhibition of insulin secretion in a distinctive way. Experimental type 1 diabetes can also be developed in animal
species due to beta cell damage. Each animal species has specific blood glucose levels. Increasing this level at a certain rate
or amount is an indication of the onset of diabetes. In various studies conducted to date, it has been demonstrated that type
1 diabetes can be established experimentally by different methods. Each type 1 diabetes management protocol has its
advantages and disadvantages. The results of each protocol take place at different time intervals and depending on various
factors. Different protocols are established considering various factors such as the number of animals to be used in the study
and the health and nutritional status of experimental animals. Thanks to both these protocols developed and our increasing
knowledge of type 1 diabetes, the production of various transgenic animals has led to significant advances in elucidating this
disease and focusing on specific aspects of type 1 diabetes mellitus. This review aimed to bring together currently used type
1 diabetes models in mice.

Keywords: Diabetes Models, Mouse, Type 1 Diabetes.
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GiRiS

iyabet hastaligi vicutta insulin hormonunun
D yeteri kadar dretilememesi ya da yeterli

miktarda olmasina ragmen beklenen etkiyi
gosterememesi sonucunda ortaya ¢ikan, diinyada
gorilme sikligi her gegcen giin artan, tedavi edilmez ya
da ciddi
komplikasyonlarla bir
hastaliktir. Diinyada 2019 yili itibariyle 463 milyon

koruyucu onlemler alinmazsa

sonuglanabilen  kronik
diyabetli insan oldugu tespit edilmistir. Ayrica 2045
yili itibariyle %51’lik artisla 700 milyon insanin
diyabet yakalanacagi da tahmin
edilmektedir (Canbolat ve ark., 2022). Diyabet
hastaliginin tip 1 (T1D) ve tip 2 (T2D) diyabet olmak

Uzere 2 ana formu bulunmakla beraber

hastaligina

son
zamanlarda yapilan bir g¢alisma ile aslinda 5 gesit
diyabet tirt oldugu belirlenmistir (Pathak ve ark.,
2019).

Tip 1 diyabet, en gli¢li otoimmiin hastaliklardan
biridir ve her yil milyonlarca insanin bu hastalikla
mucadele ettigi bilinmektedir (Gao ve ark., 2021). Tip
1 diyabet pankreasta bulunan, insilin Gretmekle
gorevli olan B hiicrelerinin T hiicreleri tarafindan
%70-90

meydana

yikimlanmasi sonucu oraninda

otoantikorlarin ~ olusmasiyla gelen
otoimmdiin bir hastaliktir. Jivenil baslangich veya
insiiline bagimli diyabet olarak da adlandirilan tip 1
diyabet, tedavi edilmedigi taktirde hiperglisemi ile
sonuglanmaktadir (Burn, 2010; Katsarou ve ark.,
2017). Bununla birlikte hastaligin baslamasina neden
olan  mekanizmalar heniz tam anlamuyla
bilinememektedir (Yossipof ve ark., 2019). Tim
diyabet %5 %10’unu

olusturmasina ragmen tip 1 diyabet diger diyabet

vakalarinin  yalnizca ile
tiplerinden daha erken yaslarda baslamasi, gerek
uzun gerek kisa vadeli sonuglarinin ciddi sorunlara yol
acmaslyla her zaman giindemde kalan kronik bir
hastaliktir (Daneman, 2006).

Tip 1 diyabetin dolasimda kan sekeri seviyesinde
artis, yuksek kardiyovaskuler hastalik riski, artan kan
basinci ve bobrek yetmezligi gibi pek c¢ok
komorbiditeye yol actigi bilinmektedir (Schiazza ve

ark., 2021). Diyabetin néroinflamasyon sonucunda
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hipokampusta sinaptik bozukluklara dahi neden
olabilecegi gosterilmistir (Han ve ark., 2019). Ayrica
tip 1 diyabetin kemiklerde mineral yogunlugunun
azalmasina ve dolayisiyla kemik kirilganhgina neden
oldugu da yapilan galismalarla belirlenmistir (Hu ve
ark., 2021; Ozgurel ve ark., 2022). Bunlara ek olarak
diyabet hastaligi, deri bariyerini bozarak ve deriyi
kurutarak bulasici hastaliklarin organizmaya girisini
de kolaylastirmaktadir (Horikawa ve ark., 2021).

Tip 1 diyabet

hususunda son yirmi yilda baylk olglide gelismeler

patogenezinin  anlagilmasi
kaydedilmis olsa da hastaligin tedavisi konusundaki
gelismeler hala oldukga sinirlidir (Huo ve ark., 2021).
Tip 1 diyabetin genellikle cocuklarda ve ergen
bireylerde ortaya ciktigi bilgisi artik rafa kaldirilmistir
ve tip 1 diyabetin meydana gelmesinde yasin bir
etken olmadigi yapilan bir ¢calisma ile gosterilmistir
(Leslie, 2010). Tip 1 diyabet olusumunun temelinde
genetik yatkinligin ve gevresel etmenlerin oldugu da
bir gergektir (Atkinson & Eisenbarth, 2001; Siljander
ve ark., 2019). Tip 1 diyabetin insidansi, genetik
degisikliklerin aciklayabileceginden daha hizh bir
bicimde artmaktadir (Jia ve ark., 2020).

Tip 1 diyabetin 1A ve 1B olmak uzere iki farkli
cesidi bulunmaktadir. Tip 1A diyabette pankreastaki
Langerhans adaciklarinda bulunan B hicreleri
yikimlanirken diger hucreler (6rnegin; glukagon
Ureten a hicreleri) bu yikimlanmaya dahil olmayip
herhangi bir zarar ggrmemektedir. Tip 1A diyabette
genelde siddetli diizeyde ve siirekli olarak meydana
gelen bir insilin yetersizligi mevcuttur. Ayrica tip 1A
diyabetin insan l6kosit antijeni (HLA) allelleri ile
kuvvetli derecede iliskisi oldugu da bilinmektedir. Ote
yandan tip 1B diyabette B hiicrelerinin immiin sistem
tarafindan yikimlandigi tespit edilememis, fakat tip
1A ile benzer sekilde siddetli insilin yetersizliginin
goruldigu bir tir oldugu belirlenmistir (Eisenbarth,
2005). Diyabetli olmayan saglikli bir farenin 4-6 saat
acliktan sonraki kan glikoz seviyesinin 80-100 mg/dL
oldugu bilinmektedir (Fontaine, 2019). Farelerde kan
sekeri duzeyinin 250 mg/dL lizerine ¢ikmasi diyabet
varliginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Klueh ve ark., 2006). 600-620 gram agirliginda olan
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sicanlarda kan glikoz diizeyinin 109.1+14.1 mg/dL
araliginda seyrettiginin bilinmesine ek olarak 900-
1200 gram araligindaki
dizeyinin 9616.8 mg/dL ve 125-135 gram araligindaki
dizeyinin  95+7.2 mg/dL
seviyelerinde oldugu gosterilmistir (Kosaka ve ark.,
1999).

tavsanlarin  kan glikoz

pikalarda kan glikoz

Farelerde Tip 1 Diyabet indiiksiyon Yontemleri

1) Anti-insiilin Serum Kullanilarak Olusturulan Tip 1
Diyabet Modeli

Hiperglisemi insllinin akut olarak eksikliginde
meydana gelen bir semptomdur. Genelde gine
domuzlarindan elde edilen anti-insilin serum
kullanilmasi, hipergliseminin olusmasi igin tercih
edilen bir yontemdir (Robinson & Wright, 1961). Bu
prosedirin kullaniminda instlin-antikor
reaksiyonlarinin incelenmesi igin gesitli yontemler
bulunmaktadir. Gine domuzundan elde edilen anti-
insilin serumunun dretimi ve kullanimina iliskin
cesitli calismalar yapilmistir (Wright & Malaisse,
1966). Anti-instlin serumunun kullanimi sonucunda
bu

etkilenmemesine ragmen kanda bulunan insilin

pankreasta bulunan hicrelerin serumdan

hormonu bu serum vasitasiyla inhibe edilerek
hipoinsiilinemi olusmaktadir. insiilin yetersizliginden
dolayl meydana gelen hiperglisemi kisa siireli olsa da
bu metot yine de kullanilmaktadir (Akca & Celtik,
2013).

2) Cerrahi Yontemle Olusturulan Tip 1 Diyabet
Modeli (Pankreatektomi)

Tip 1 diyabet sadece kimyasal ajanlara maruz
kalma vyoluyla olusturulmayip cerrahi yontemler
da

kullanilarak olusturulabilmektedir.

Pankreatektomi, pankreastaki Langerhans
adaciklarinda bulunan B hiicrelerinin hasari sonucu
olusan tip 1 diyabeti hizl bir sekilde ortaya ¢ikarmak
Uizere pankreasin bir kisminin ya da tamaminin
alinmasi esasina dayanilarak gergeklestirilen bir
yontemdir. ilk kez Victor Jérgens Oskar Minkowski
bu

pankreasta bulunan insiilin hormonu salgilamakla

tarafindan  uygulanan yontemde sadece
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gorevli olan hucreler degil diger hiicrelerin de yok

olmasi sebebiyle c¢esitli hormonal dengesizlikler
meydana geleceginden normal tip 1 diyabetten
mustarip bir hastadan daha farkli durumlar meydana

gelmektedir (Jorgens, 2006; Niwano ve ark., 2018).

3) Kimyasal Ajanlar Kullanilarak Olusturulan Tip 1
Diyabet Modeli

a) Alloksan Kullanilarak Tip 1 Diyabet Olusturma

Alloksanin  Langerhans  adaciklarindaki
hiicrelerine spesifik olarak zarar verebildigi 1943
yilinda Dunn ve arkadaslar tarafindan kesfedilmistir
(Dunn ve ark., 1943). B hiicrelerine verdigi zarar ile
saglayan alloksan

tip 1 diyabetin olusmasini

toksisitesinin tam olarak mekanizmasi
anlasilamamigtir. Fakat yapilan cesitli ¢alismalarda
alloksan uygulamasinin ardindan plazma zarinin
mannitol ve inulin-C gibi ekstrasellller belirteglere
karsi gecirgenliginin arttigi belirlenmistir (Watkins ve
ark., 1964). Sicanlar tzerinde yapilan bir ¢calismada
horseradish  peroksidazin  membran  (zerine
gecirgenliginin alloksan uygulamasi sonucunda arttigi
tespit edilmistir (Tomita & Watanabe, 1976). Ayrica
alloksanin  pankreas adaciklarindan D-glikoz ile
uyarilan insilin salinimini engelledigi de bildirilmistir
(Tomita ve ark., 1974). B hicrelerinin fonksiyonlarini
dizgin bir bicimde yerine getirebilmesi icin
hekzokinaz, protein kinaz, sulfidril ve glukokinaz gibi
enzimlere ihtiya¢ duydugu bilinmektedir. Bu enzimler
alloksan varliginda inhibe olmaktadir. Ozellikle
alloksan varliginda bu inhibisyona daha duyarli olan
glukokinazin silfidril gruplarinin etkilenmesi ile
Langerhans adaciklarindaki B hiicreleri toksikasyona
ugramakta ve bu nedenle insilin Uretimi
bloklanmaktadir. Alloksanin enzim inhibisyonunun
yani sira mitokondriyal transport sistemi tizerinde de
etkisi oldugu ve bu sistemi inhibe ederek hiicre
olimini gercgeklestirdigi bilinmektedir. Ek olarak

serbest radikaller Gzerinde hasar olusturabilmesi de
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alloksanin  etki mekanizmalari  arasinda yer

almaktadir (irer & Alper, 2004).

Alloksanin kimyasal 6zelliklerinden dolayi segici
bir sekilde sadece B hiicrelerinde hizli bir sekilde
birikerek toksik etkisini spesifik olarak gostermesi,
deney hayvanlarinda diyabet olusturmak icin bu
kimyasalin tercih edilme durumunu artirmaktadir
(Akca & Celtik, 2013). Alloksan farkli sekillerde
uygulansa da biyoyararlanimini maksimum diizeyde
tutmak icin en etkili uygulama sekli intravenoz
enjeksiyondur. Diyabet olusturmak igin kullanilan
dozu cesitli etmenlere gore degisiklik gostermekle
beraber c¢ogunlukla ¢alismalarda ortalama 40-45
mg/kg
Alloksanin

oraninda  kullanildigit  gorilmektedir.
farkh diyabet
olusturabilme kapasitesi mevcuttur (Bell Jr & Hye,

1983).

hayvan tirlerinde

b) Streptozotosin Kullanilarak Tip 1 Diyabet
Olusturma

Topraga yerlesen Streptomyces achromogenes’in
bir metaboliti olan streptozotosinin kesfi 1959 yilinda
Vavra ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilmistir
1959).

intravenoz

(Vavra ve ark., Yapilan bir ¢alismada

streptozotosinin uygulama sonrasi
diyabete yol actigi kesfedilmistir. Streptozotosinin
histolojik incelemelerle de kanitlanan diyabet yapici
etkisini B hucrelerini nekroza ugratmadan sadece
insilin salgisini inhibe etmek yoluyla gerceklestirdigi
one siriilmektedir. Ayrica Arison ve arkadaslari
elektron mikroskobu ile streptozotosin uygulamasi
sonrasi B hiicrelerini izlemis ve streptozotosinin
hiucrelerini nekroza ugratmadigini ancak etkisini
hiicrelerini degranilasyona ugratmak suretiyle
gerceklestirdigini tespit etmislerdir (Arison ve ark.,
1967).
Streptozotosin, vyapisinda  bulunan  glikoz
molekilli sayesinde plazma membraninda bulunan
glukoreseptorlere baglanarak insiilin salgisini inhibe
eder. B hicrelerinin plazma membranina olan

etkisinin  disinda  streptozotosinin  hicre igi

nikotinamid adenin dintkleotid (NAD) seviyesini

asaglya cektigi diistintilmekle beraber bu durum hala
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kesinlige kavusturulamamistir. Haliyle streptozotosin
ile olusturulan diyabet modellerinin bloklanmasi NAD
tedavisi ile saglanmaktadir (Bell Jr ve Hye, 1983).
diyabet
olusturabilmek igin gesitli protokoller bulunmaktadir.

Streptozotosin  kullanilarak  farelerde
ilk protokolde diisiik dozlarda fakat tekrarli olarak
Bu

Langerhans adaciklari daha az zarar gérmekte ancak

streptozotosin  uygulanmaktadir. sayede
B hiicrelerinin aktivite kaybi daha fazla olmaktadir.
Yaygin olarak tip 1 diyabet induksiyonu igin kullanilan
bu yontem 5 glin boyunca streptozotosinin 40 mg/kg
dozunda intraperitoneal olarak uygulanmasini temel
almaktadir. Streptozotosin kullanilarak olusturulan
bir diger diyabet modeli ise tek sefere mahsus yiiksek
doz streptozotosin uygulamasini icermektedir.
Yiksek doz ile verilen streptozotosin sayesinde 48
saat icerisinde diyabet modeli olusmaktadir ancak bu
dozun pankreastaki B hiicreleri icin yliksek diizeyde
toksik oldugu da g6z ardi edilmemelidir. Kan sekerini
500 mg/dl diizeylerinin de yukarisina ¢ikarabilen bu
protokol ¢oklu streptozotosin dozundan daha toksik
olmasina ragmen tek enjeksiyonda istenilen sonuca
ulasmasindan dolayi hala ¢ok tercih edilmektedir.
Diyabetik ajanlarin degerlendirilmesi ve tip 1

diyabetin patogenezinin incelenmesi amaciyla
streptozotosinin 65 mg/kg intraperitoneal olarak
uygulandigl da ayrica belirtilmektedir. Kullanilan bir
diger protokolde ise streptozotosin uygulamasinin
yaninda es zamanl olarak nikotinamid de
verilmektedir. Nikotinamid kismen streptozotosin
Bu

B hicrelerinin fonksiyonunun yaklasik

toksisitesine karsi koruma saglamaktadir.
protokol,
olarak %60 oraninda kaybina ek olarak daha stabil ve
orta olusturmaktadir
(Furman, 2015).

Alloksan ve streptozotosin ile olusturulan diyabet

diizeyde bir hiperglisemi

modelleri arasinda c¢esitli farklar bulunmaktadir.
Ornegin alloksan ile saglanan diyabet modelinde kan
glikoz diizeyi daha yiksek seviyelere ¢ikabilmektedir.
Ote yandan alloksan ile olusturulan modellerde
ile  olusturulan

trifazik yanitin  streptozotosin

modellere gore 1 saat daha erken olustugu

bilinmektedir. Streptozotosin vasitasiyla olusturulan
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diyabet modeli devaminda ketozisle karsilasma orani
daha dustktir. Tip 1 diyabet modelleri uygulanirken
Alloksan  protokoli
daha hafif

seyrederken streptozotosin ile olusturulan diyabet

noropati  olusabilmektedir.

kullanilirken  gorilen ndéropatiler

protokollerinde bu durumun tersi sekillenmektedir.
Kimyasal ajanlarla olusturulan diyabet modelleri
sonrasinda vicut eski fizyolojisine donmek igin
Langerhans adaciklarini iyilestirmeye calismaktadir.
Protokol uygulandiktan birka¢ ay sonra meydana
gelen bu yenilenme olayl sonucunda Langerhans
hiicrelerinde adenomlar olusabilmekte ve bu durum
kan sekerinin normal seviyenin de altina digmesine

neden olabilmektedir. Alloksan ile olusturulan

modellerde diger modele gére adenom riskinin daha
az oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla eger calisma
prosediri uzun zaman araliklarina yayilacak ve akut

semptomlardan  ziyade kroniklesen  durumlar

incelenecekse streptozotosin kullanimi ve

beraberinde getirecegi dezavantajlar goz oOnilinde

bulundurulmahdir (irer & Alper, 2004).

c) Ferrik Nitrilotriasetat Kullanilarak Tip 1 Diyabet
Olusturma

Nadir olarak tercih edilen bu yéntemde protokol
60 guine yayillmaktadir. Ferrik nitrilotriasetatin 60 giin
boyunca uygulanmasindan sonra hiperglisemi,
glikoziiri, ketonemi ve ketondri gibi semptomlarla
karsilasildigi  bildiriimektedir.  Karacigerde ve
pankreasta agir demir birikimi de bu protokol sonucu
goriilebilmektedir. Ferrik nitrilotriasetatin 2 ay
boyunca verilmesi ile bu metot uygulanmaktadir

(Etuk, 2010).

4) Viriisler Kullanilarak Olusturulan Tip 1 Diyabet
Modeli

Diyabet yukarida belirtiien modellerden farkh
olarak virusler vasitasiyla da olusturulabilmektedir.
bir

ensefalomiyokardit virisiiniin M varyantinin, fareler

Picarno  virls ailesinin Gyesi olan

Uzerinde tip 1 diyabet olusturabilme o6zelligi vardir.
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Virtsiin fareye verilmesinin ardindan %40 oraninda
gelisen pankreatik insilinitis, devaminda 6lime
kadar gotlrebilen ketozise, hiperglisemiye ve glikoz
tolerasinda bozukluklara yol agmaktadir.
Ensefalomiyokardit virlisinin yani sira kilham rat
virlistiniin de siganlar Uzerinde otoimmun kaynakli
diyabet olusturabildigi bilinmektedir. Enterovirusler
hakkinda daha detayli ¢alismalar yapilmis olsa da
rotavirlis enfeksiyonunun da tip 1 diyabet gelisimi
Uzerindeki potansiyel etkileri Gzerine arastirmalar
yapilmistir. Reovirus, Coxsachie B, Sitomegalovirus,
Rubella ve Venezuelan Equine Ensefalit viruslerinin
de tip 1 diyabet olusturmada kullanilabilecegi
diisiinilmektedir (Burke ve ark., 2020; irer & Alper,

2004; Jun & Yoon, 2001).

5) Spontan Diyabet Sendrom Modelleri

a) Obez Olmayan Diyabetik Fareler ile Tip 1 Diyabet
Modeli

Obez olmayan diyabetik fare, insan tip 1
diyabetini anlamak icin yaygin olarak kullanilan bir
hayvan modelidir (Tian ve ark., 2019). Bu tir diyabet,
farelerde dogustan gelen, herhangi bir dis etki
bulunmadan ortaya ¢ikan tip 1 diyabet tiirlidiir. Bu
farelerde diyabetin gelisiminde etkili olan en az 20
adet lokusun bulundugu bilinmektedir (Koarada ve
ark., 2004). Bu tip farelerin pankreaslarindan elde
edilen T hcrelerinin insiline karsi reaktif oldugu
& Eisenbarth, 2000).

hiperglisemi

bildirilmistir  (Wegmann

Genelde 12. haftadan itibaren
semptomlarini gosteren bu farelerde uzun vadeli
olarak tip 1 diyabetin getirdigi komplikasyonlarin
incelenmesi miimkiin olmakta ve uzun vadeli diyabet
etkileri

2010).

lizerinde testler yapilabilmektedir (Etuk,

Antijene 06zgli tolerans, obez olmayan
diyabetik farelerde tip 1 diyabeti Onlemektedir,
ancak insanlarda bu durumun daha az etkili oldugu
kanitlanmistir. Birka¢ oto-antijen, hastalik gelisimi
icin temeldir, bu da tip 1 diyabet etiyolojisinin
heterojen oldugunu ve antijene 6zgl tedavilerin
farkh hastalik

etkinligini endotipleriyle
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sinirlayabilecegini disindirmektedir (Nelson ve ark.,
2020).

b) Bio Breeding Fareler ile Tip 1 Diyabet Modeli

Kesfedildigi

modelde,

bu

ile

laboratuvardan ismini alan

obez olmayan diyabetik fareler
olusturulan modelde oldugu gibi yavrularin kendi
aralarinda lremesi gergeklestirilerek irkin safligini
korumasi saglanmistir. insanda tip 1 diyabet sonucu
gorilen semptomlarla paralel bir sekilde ilerleyen bu
modelde puberte doneminde polilri, polidipsi
ek kilo  kaybi da

bulunmaktadir. Glutamik asit dekarboksilaz diyabetin

semptomlarina olarak
gelisimi ile iliskili bir enzimdir. Bu modelde B
hiicrelerinden salgilanan glutamik asit dekarboksilaza
karsi antikor bulundugu bilinmektedir. Bu modelin
olusum mekanizmasi her ne kadar obez olmayan
diyabetik fareler ile olusturulan modelile ayni olsa da
diyabet kaynaginin gastrointestinal sistem kaynakli
oldugu yani bagirsaklarda bir fonksiyon kaybi sonucu
ortaya ciktigr bildirilmistir. Her gin insilin
enjeksiyonu yapilmasinin gerekmesi, ketoasidoza
girme egilimleri, mikoplazmaya ve solunum yolu
enfeksiyonlarina karsi savunma sistemlerinin zayif
olmasi nedeniyle bakimlarinin zorluguna ragmen yine
de bu modelde gesitli calismalar gergeklestirilmistir.
Bu modelde kullanilan deney hayvanlarinin immin
sistemi baskilayici ilaglarla tedavi edilebilecegi de giin
1sigina ¢ikarilmistir (Akca & Celtik, 2013; Bone ve ark.,

1990; irer & Alper, 2004).

6) Glikoz Yiuklemesi Yapilarak Olusturulan Tip 1
Diyabet Modeli

Seker hastaliginin fizyolojik olarak indiksiyonu
seklinde de adlandirilan bu yoéntem esasinda
pankreasa zarar vermeden tip 1 diyabet modeli
olusturmayi hedeflemektedir. Bu model gegici olarak
bir diyabet olusturmaktadir. insanlarda diyabet
esiginde olan hastalarin teshisinde de kullanilan bu
model klinik ortamda glikoz tolerans testi olarak da
bilinmektedir. Bu metot gece boyunca a¢ birakilan
hayvanlara uygulanmakta ve a¢ birakilma siresinin

sonunda oral olarak 1-2,5 g/kg glikoz yilklemesi
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yapilmaktadir. Yukleme vyapildiktan sonra kanda
bulunan glikoz seviyesi monitorize edilmektedir. Bu
prosediriin  genellikle tavsan
bildirilmektedir.  Farkli

yontemleri ile karsilastirildiginda bu yéntemin ciddi

ve siganlarda

kullanildig indiiksiyon
diizeyde dalgal bir hiperglisemi diizeyi olusturdugu
da ayrica bilinmektedir (Etuk, 2010).

7) Transgenik Fareler ile Olusturulan Tip 1 Diyabet
Modelleri

a) T Hiicre Reseptorii Transgenik Fareler ile

Olusturulan Tip 1 Diyabet Modeli

Obez olmayan diyabetik farelerde diyabetojenik T
hiicrelerinin klonlari bulunmaktadir. Bu klonlarin T
hiicrelerinde bulunan reseptorlerinin bugline kadar
3’0

Otoreaktif T hicrelerinin aktivasyonu ve goci gibi

kullanilarak transgenik fareler Uretilmistir.
gizemini koruyan sorularin cevabina bu tip fareler

kullanilarak olusturan modeller

ulasilabilmektedir (Wong ve ark., 1999).

sayesinde

b) Cift Transgenik Model Fareler ile Olugturulan Tip
1 Diyabet Modeli

Cift transgenik model, pankreasta bulunan B

hiicreleri lzerinde X antijeninin  transgenik
ekspresyonu ile bu X antijeni igin spesifik bir
transgenik T hicre reseptériiniin kombine olmasi
bir
karakterize edilen bir
farelerde tip 1 diyabet 10. haftadan

gelismektedir. Obez olmayan diyabetik fareler ile

durumunda instlin  promotort  araciligiyla

modeldir. Kullanilan bu

itibaren

olusturulan model ile karsilastirilinca bu model daha
kisa siirede inceleme yapmaya imkan tanimaktadir
(Van Belle ve ark., 2009).

SONUC

Diyabet hastaligi tim mekanizmalarinin hala
ve hakkinda

isaretinin olmasi nedeniyle bilim insanlarinin ilgisini

aydinlatilamamasi pek c¢ok soru

cekmekte ve  Uzerinde sayisiz  galismalar

yapilmaktadir. Deneysel olarak diyabet hastaliginin
olusturulmasi igin farkli yontemler gelistirilmis ve bu
yontemler ozellikle

preklinik calismalarda
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kullanilmigtir. Her yontemin kendi icerisinde var olan
avantajlar ve dezavantajlari aydinlatiimak istenilen
spesifik alan g6z 6nlinde bulundurularak secilmeli ve
calismanin stratejisi bu yonde belirlenmelidir.
insiilinin kesfi &ncesi caresiz bir hastalik olarak
gorilen diyabet hastaliginin tedavisinde, bilimin
ilerlemesi, cesitli modellerin ve dogustan diyabetli
hayvanlarin Uretilmeye baglanmasi ve bunlara ek
olarak diyabet teknolojilerindeki yeni gelismelerin
yasanmaslyla birlikte artik daha umut verici sonuglar
alinmaya baslanmistir. Sonug olarak beseri ya da
veteriner hekimligin  gelisimi i¢in  tasarlanan
calismalarda, cesitli yontemlerle deneysel tip 1
diyabet olusturulabilecegi bu derleme ile daha iyi
anlagiimaktadir. Bu derleme, bir ¢calisma planlanirken
tek bir modele bagh kalinmamasi gerektigini, farkli
yontemlerle de tip 1 diyabetin olusturulabilecegini ve
deneysel tip 1 diyabet protokollerinin kendi iclerinde
var olan avantaj ve

dezavantajlarini  ortaya

koymaktadir.
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Oz: Tavsan gerek fiziksel 6zellikleri gerekse calisma kolayligi nedeniyle biyolojik arastirmalari icin olduk¢a uygundur.
Tavsanlardan o6tenazi islemine gerek kalmaksizin suni vajen yardimiyla sperma alinabilmesi sayesinde biyoteknolojik
calismalar kolaylikla yuritilmektedir. Tavsan spermasinin islenmesi ve saklanmasi; mevcut kirlilik, lipid peroksidasyona asiri
duyarhlk, dondurma ¢ézdiirme sonrasi total ve progresif motilite degerlerinde disikliik sebebiyle tecriibe gerektirmektedir.
Benzer sekilde mevsim ve sperma alma sikhg da sperma kalitesini etkilemektedir. Tavsanlarda suni vajen (SV) ve
elektroejekulator (EE) ile sperma alinmasi baslica kullanilan yontemlerdir. SV, anestezi gerektirmemesi ve elde edilen
spermanin kalitesi bakimindan EE’ye gore daha sik tercih edilmektedir. Tavsanlarda kullanilan en yaygin sperma sulandiricisi
TCG (313.8 mM Tris, 103.1 mM sitrik asit ve 33.3 mM glukoz) yumurta sarisi (%10-20) sulandiricisidir. Tavsan spermasinin
uzun sireli saklanmasinda kullanilan kriyoprotektan maddeler spermanin kriyoprezervasyon basarisini etkileyebilmektedir.
Bu amagla, tavsanlarda siklikla dimetil stlfoksit (DMSO) ve amid tiirevleri kullaniimaktadir. Ayrica tavsanlarda sperma hizli ve
yavas yontemler kullanilarak dondurulmaktadir. Bu alanda yapilan galismalar spermanin dondurulduktan sonra fertilizasyon
yeteneginin azaldigini gostermektedir. Bu ylizden tavsanlarda spermanin saklanmasi konusunda ileri diizey ¢alismalar
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu derlemede tavsan spermasinin kisa ve uzun siireli saklanmasindaki giincel gelismeler
hakkinda bilgi vermesi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoteknoloji, Kisa Stireli Saklama, Sperm Kriyoprezervasyonu, Tavsan.

Semen Collection, Processing and Storage in Rabbits

Abstract: The rabbit is quite suitable for biological research due to their physical properties and ease of working.
Biotechnological studies are easily carried out thanks to the ability to collect semen from rabbits with the help of an artificial
vagina without the need for euthanasia. The processing and storage of rabbit semen requires experience due to existing
pollution, hypersensitivity to lipid peroxidation, and low total and progressive motility values after freezing and thawing.
Similarly, the season and the frequency of semen collection also affect semen quality. The semen collection in rabbits with
artificial vagina(AA) and electroejaculator(EE) are the main methods used. AV is preferred more often than EE in terms of not
requiring anesthesia and the quality of the semen obtained. The most common semen extender used in rabbits is TCG (313.8
mM Tris, 103.1 mM citric acid, and 33.3 mM glucose) egg yolk (10-20%) extender. Cryoprotectant substances used in the
long-term storage of rabbit semen affect the success of cryopreservation of semen. For this purpose, dimethyl sulfoxide
(DMSO) and amide derivatives are frequently used in rabbits. Moreover, semen in rabbits is frozen using fast and slow
methods. Studies show that the fertilization ability of semen decreases after freezing. Therefore, there is a need for advanced
studies on the storage of semen in rabbits. In this review, it is aimed to give information about current developments in short
and long-term storage of rabbit semen.

Keywords: Biotechnology, Rabbit, Semen Cryopreservation, Short-Term Storage.
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GiRiS

rkek

arastirmalarda fiziksel ozellikleri ve c¢alisma

tavsanlar, Ureme alaninda yapilan
kolayhgi agisindan diger laboratuvar hayvanlarina
gore daha fazla tercih edilebilmektedir (Naughton ve
ark., 2003). Yas, besleme, sperma alinma sikligi ve
Isiga maruz kalma siiresi gibi birtakim faktorler
sperma kalitesini etkileyebilmektedir (Boiti ve ark.,
2005).  Erkek ad
beslenmelidir (Luzi ve ark., 1996). lyi kalitede bir

sperma elde edebilmek igin diyette ortalama %15

tavsanlar libitum  olarak

oraninda protein bulunmasi gereklidir (Nizza ve ark.,
2000). Spermada yuksek miktarda ¢oklu doymamis
yag asidi (PUFA) bulundugundan ve bu yag asitleri
membran akiskanligini ve yeterliligini
bir

programinin uygulanmasi énemlidir (Boiti ve ark.,
2005). kaliteli  bir

edilebilmesi icin haftada bir kez sperma alinmahdir

modifiye

ettiginden, hayvanlara dengeli beslenme

Tavsanlarda ejakiilat elde
(Bencheikh, 1995). Sperma, tavsanlarda suni vajen
(SV) (Nizza ve ark. 2003) ve elektroejakulator (EE)
(Orihuela 2019)

alinabilmektedir. kalma

ve  Ungerfeld yardimiyla
de

spermanin kalitesini etkileyebilmektedir. Glinde 16

Isiga maruz suresi
saat 151k, 8 saat karanlik ortamda tutulan tavsanlarda
spermanin kalitesinin arttigi ve bunda hipotalamo-
hipofiz aksinin etkisinin oldugu distnilmektedir
(Theau-Clément ve ark., 1994). Yapilan bir calisma,
dondurma oncesinde spermadan seminal plazmanin
elimine edilmesi dondurma-¢ézdiirmeden sonra

sperma kalitesinde bir iyilesme oldugunu da

bildirmektedir (Gogol, 1999).

Tavsanlardan Sperma Alma Yontemleri

Tavsanlarda kullanilan baslica yéntemler; suni
vajen ve elektroejakulator yardimiyla sperma alma
yontemleridir.

Tavsanlarda suni vajenle sperma alma
yonteminde uzunlugu yaklasik olarak 8-12 cm, gapi
ise 4-6 cm olan sert kauguk ya da ebonitten yapiimis
silindir seklinde bir ana gdovde mevcuttur. Bu ana

govdeye vyerlestirilen bir i¢ lastik ile suni vajene

106

takilan dereceli bir sperma toplama tiiptinden olusur.
Diger tlrler icin tasarlanan suni vajenlerde oldugu

gibi tavsanlar igin Uretilenlerde de tasimasi gereken

¢ temel o6zellik; sicakhk, basing ve kayganhktir (Sekil
1).

Sekil 1. Tavsan igin Uretilmis suni vajen (Naughton,
2003)

Figure 1. Artificial
(Naughton, 2003)

Sperma alinabilmesi

vagina made for rabbits
icin erkek tavsanlarin
onceden suni vajene alistirllmis olmalari gerekir.
Genellikle erkek tavsanlar suni vajene birkag
denemeden sonra alisirlar. Segilen uysal bir disi
tavsan, erkek tavsanin bulundugu bir kafese birakilir.
Erkek tavsan disiyi asinca, disinin arka iki bacagi
arasina, sag elle tutulan suni vajen vyerlestirilir ve
penisin suni vajene girmesi saglanir (Sekil 2) (Seving,

1973).

Sekil 2. Suni vajenin tavsanda kullanimi (Naughton,
2003).
Figure 2. Use of artificial vagina in rabbit (Naughton,
2003).
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Elektroejakiilator (EE), rektuma yerlestirilen bir

elektrotla genital organlari uyaran sinirlerin

elektriksel ~ uygulama ile uyarilmasi  sonucu
ereksiyonun ve ejakiilasyonun saglanmasidir. Bu
yontemde; ilk olarak karboksi metilden Uretilmis 15
cm uzunlugunda, 0.8 cm gapinda rektal prop anise
yerlestirilir. Periyodik bir sekilde 3-5 sn araliklarla
kontrolli olarak 0-15 V arasi akim arttirilarak

uygulanir (Orihuela ve Ungerfeld 2019).

Tavsanlarda Sperma Muayenesi ve Referans
Degerler

Tohumlama amaciyla kullanilacak tavsan

spermasinin  degerlendirilmesi; genellikle alinan
spermanin hacmi ve yogunlugu ile bir yénde ve gliclu
hareket eden spermatozoonlarin oranina bakilarak
yapilir. Bu bakimdan, normal ve normalin Ustlinde
sperma yogunlugu ve gicli bir spermatozoon
hareket orani gosteren ejakulatlar kullanilir. Digtk
nitelikteki spermalarin tohumlamada kullaniimasi
tercih edilmez (Seving, 1973).

Spermatozoon Uretimi, farkli tavsan irklarinda
degiskenlik gosterebilmektedir. Yetiskin bir tavsanda
spermatozoon yogunlugu ortalama 250 x 106’dir (El-
Habbato ve ark. 1984). Spermatozoon olgunlasmasi
esnasinda kanal sistemi araciligiyla tasinan ve
iceriginde bol miktarda testis sivi iceren spermanin
%40 kadar

boliminden emilmektedir (Orgebin-Crist, 1968).

yaklasik olarak epididimisin  caput
Epididimal gecis toplamda 8-9 giin siirmekte olup, bu
siirenin 2 glinl caputta, 2 giini corpusta ve geri
kalani da caudada ge¢cmektedir (Alvarino, 2000).
Ayrica spermatozoonlarin fertilizasyondan once en az
4-6 saat slireyle uterusta kapasitasyon sirecini
gecirmeleri gerekmektedir. Olgun spermatozoonlarin
uterustaki yasam siresi ve fertil 6mri 24-36 saat

arasinda degismektedir (Tablo 1) (ileri ve ark., 2002).

Tablo 1. Orta buiydklikteki bir erkek tavsanda
ortalama sperma verimi (ileri ve ark., 2002).
Table 1. Average semen yield in a medium-sized male

rabbit (ileri ve ark., 2002).
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Ejakulat Hacmi (ml) 0.32-6 (ort: 0.5-1)

Jel Miktari (gr) / ejakilat 1.7

Spermatozoa Sayisi / ml 10-1000 x 106 (ort: 700x10°)

Spermatozoa Sayisi / ejakiilat 150-200x10°

Spermatozoa Sayisi / testis 350x10°

Spermatozoa Sayisi / giin 88-170x10°

Spermatozoa Uretimi / gr testis 24x10°

Tavsan Spermasinin Kisa Siireli Saklanmasi

Spermanin sogutularak saklanmasi
metabolizmayi azaltmakta ve uzun bir slire boyunca
Bu sure

spermatozoon canliligini  korumaktadir.

boyunca spermatozoonlar, membranlarinin
yapisinda bulunan fosfolipidlerdeki nispeten yiksek
doymamis yag asidi igerikleri nedeniyle, reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) ve serbest radikallere maruz
kalmaktadirlar. Sogutulmus spermanin basarisi
kullanilan sperma sulandiricisina, sogutma sicakhgina
ve spermatozoon yogunluguna baghdir (Kubovicova
ve ark. 2022). Uluslararasi Tavsan Reprodiksiyon
Grubu'nun 2005 yilinda yayimladiklari yonergelerine
gore 15-18°C’'nin, 48 saate kadar tavsan spermasini
saklamak icin en uygun sicaklik aralg oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada,
Tris bazh sulandiricilarda 15°C'lik sicaklikta 48-72
saate kadar tavsan spermatozoonlarinin fertilite
yeteneklerini koruduklari belirtilmistir (Roca ve ark.,

2000).

Tavsan Spermasinin Uzun Siireli Saklanmasi

Tavsanlar, artan diinya nifusunun

beslenmesinde rol Ustlenen hayvan tiirlerinden
biridir. Bu nedenle artan talebin karsilanabilmesi igin
tavsan Uretimi giderek 6nem kazanmakta ve bu
dogrultuda ¢ogu ulkede tavsan Gremesinin etkili bir
sekilde saglanabilmesi igin tabii asimin yani sira taze,
sulandirilmis veya dondurulmus sperma ile suni
tohumlama uygulamalari yapiimaktadir.

Spermanin uzun sdreli saklanmasi, birtakim
islemler uygulanan spermayi dondurup depolayarak

korunmasini saglayan yéntemdir (Zaniboni ve ark.,
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2014). Kullanilan sulandirici tipi, hazirlanmasi,
dondurulmasi gibi islemler spermanin
saklanabilirliginin ~ basarisini  etkileyebilmektedir

(Kubovicova ve ark., 2022). Tavsanlarda spermanin
dondurulmasi, ¢ézdiirme sonrasi sperma kalitesini
disirmekte ve elde edilen gebelik oranlarinda
2015).
Tavsanlarda sperma; yavas dondurma (Mocé and

distuse yol agmaktadir (Mocé ve ark.,
Vicente 2009), vitrifikasyon (Rossato ve Laffaldano
2013) ve liyofilizasyon teknikleri (Liu ve ark., 2004) ile
dondurulabilmektedir.

Tavganlarda Spermanin Sulandiriimasi

Sulandiricilar, tavsan spermatozoonlari igin
gerekli olan besinleri icerdigi ve ortamin pH'si ile
ozmotik basincini kontrol ettigi icin uzun sireli
saklamada 6nemli bir rol oynamaktadir (Di lorio ve
ark. 2014). Bu amagla sperma sulandiricilarina gesitli
maddeler ilave edilmektedir. Spermanin
sulandiriimasinda bakteriyel kontaminasyona karsi
antibiyotik katilmaktadir (S6nmez, 2015). Penisilin G
ve Streptomisin tavsanlarda sulandirictya eklenen
antimikrobiyal ajanlardan baslicalaridir (Chen ve
Foote, 1994). Bu maddelerin haricinde; ¢ogu tiirde
oldugu gibi tavsanlarda da sulandirictya degisik
oranlarda (%10-20) yumurta sarisi eklenmektedir
(Fox, 1961). Yapilan bazi ¢alismalarda yumurta sarisi
yerine yagsiz siit tozu veya ticari bir Urin olan
Laciphos kullanilmis fakat yumurta sarisi daha basarili
oldugu belirtilmistir (Rohlof ve Laiblin, 1976).
Tavsanlarda streli

spermanin uzun

saklanmasinda uygun bir sulandirici belirlemek igin

yapilmis birtakim arastirmalar mevcuttur
(Roca ve ark., 2000; Carluccio ve ark., 2004; El-Kelawy
ve ark., 2012). Tavsanlarda spermanin

sulandiriimasinda siklikla TCG (313.8 mM Tris, 103.1
mM sitrik asit ve 33.3 mM glukoz) kullanilmaktadir
(Sevim ve Saridzkan, 2020). Yapilan bir ¢alismada
TCG, Lepus, Merk Il ve Cortolap ile tavsan spermasi
sulandirimis ve 72 saat silirenin sonunda en iyi
sonucu Cortolap vermistir (Di lorio ve ark., 2014). Bir
baska galismada ise Lepus, Verdunnungsmischung M
Il ve INRA 96 kullaniimis ve en iyi sonu¢ INRA 96’da
elde edilmistir (Carluccio ve ark., 2004).
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Tavsan Spermasinda Kullanilan Kriyoprotektan
Maddeler

Tavsan spermasinda kriyoprotektan ajan (CPA)
DMSO

kullanilabilmektedir. Ancak yapilan bir c¢alismada

olarak  gliserol, ve amid tdrevleri

gliserollin basarisi daha diisiik bulunmustur (Mocé ve
2009).
yapisindan farkli

Vicente Diger tlrlerin spermatozoon

olarak, tavsan spermatozoonu
dusiik bir su gecirgenlik katsayisi ve yilksek bir
aktivasyon enerjisine sahiptir. Bu sebepten otiiri
daha disik molekiler agirlikh ve daha yiiksek
gecirgenlige sahip DMSO veya amid gibi CPA'lari
kullanma ihtiyaci ortaya ¢ikmistir (Curry ve ark.
1995). Tavsanlarda yapilan bir galismada DMSO
%12.4-17.5 arasinda kullanilmistir (Sawada ve Chang,
1964). Fakat sonrasinda yapilan bir ¢alismada ise
yiuksek doz DMSO’nun spermatozoon akrozomu
Uzerinde olumsuz etkisinin oldugu belirtilmistir
(Martin Bilbao, 1993). Yapilan bir baska arastirmada
dain vivo dogurganlik oranini diistiirdigi bildirilmistir
(Helleman ve ark., 1979). Elde edilen tim bu
sonuglara istinaden yapilan bir calismada DMSO’nun
olumsuz etkisi disakkaritlerin ilavesiyle minimize
edilmeye cahlisilmistir (Vicente ve Viudes de Castro,
1996).

Amidler, gliserolden daha distik molekiler
agirhga sahip olup spermatozoonlarda daha az
ozmotik hasara neden olmaktadirlar (Hanada ve
Nagase, 1980). Tavsanlarda yapilan bir calismada 1M
dozda laktamid, asetamid ve DMSO’nun en iyi sonug
verdigi ortaya koyulmustur (Kashiwazaki ve ark.,
2006). Asetamid, tavsan spermasinin dondurularak
saklanmasi icin tercih edilen CPA'lardandir (Moriya,
1996).

SONUC

Reproduktif sahada yapilan deneysel
calismalarda tavsanlar siklikla kullanilmaktadir.
Tavsan spermasinin  islenmesi ve saklanmasi

konularinda yapilan arastirmalar hala daha devam
etmektedir. Bu islemler sirasinda hayvanin yasi ve

beslenmesi ile icerisinde bulunan mevsim sperma
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kalitesini  etkileyebilmektedir.  Benzer  sekilde
spermanin islenmesi sirasinda sperma alma yéntemi,
kullanilan sulandirici ve kriyoprotektan maddeler de
spermatozoonlarin fertilite yetenegini
etkilemektedir. Arastirmalar tavsanlarda spermanin
dondurma ¢ozdiirme sonrasi total ve progresif
motilite degerlerinin dustiginli gostermektedir.
Sonug olarak tavsanlarda spermanin islenmesi ve
saklanmasi ile ilgili daha ileri caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Cikar Catismasi
Yazarlar gikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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1. Makaleler, A4 dosya kagidina (tek yiiz), ¢ift satir aralikli olarak, kenarlarindan 3 cm bosluk
birakarak yazilmali, sekil, tablolar ve kaynaklarda dahil olmak iizere sayfa sayisi orijinal
bilimsel arastirmalarda ve derlemelerde 16, olgu sunumu gibi kisa bilimsel ¢alismalarda ise 5
sayfay1 gecmemelidir.
2. Makale, Microsoft Word 6.0 veya daha {ist versiyonda, Calibri karakterinde ve 12 punto ile
hazirlanmalidir. Makale Baslik Sayfasi ve Ana Metin ayr1 Word dosyalar1 halinde hazirlanip
yiiklenmelidir.
3. Makaleye satir numaralar1 (makalenin 1. sayfasindan baglamak iizere siirekli olacak sekilde)
ve sayfa numaralari (sayfa altinda ve ortali) eklenmelidir.
4. Makale ile ilgili agiklayici bilgiler (tez, proje, vb.) makale basliginin sonuna tist simge olarak
* isareti  konulup makale bashigi altinda italik yaziyla  agiklanmalidir.
5. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iiriinlerin ticari adlar1 kullanilmamalidir.
6. Orijinal Bilimsel Arastirma Makaleleri icin:
Kapak Sayfasi: Makalenin birinci sayfasi baslik, yazar isimleri ve adresleri, yazarlarin e-
posta adresleri, sorumlu yazar iletisim bilgileri ve eger varsa makale ile ilgili agiklayici
bilgiden olugsmalidir.
Bashk: Tiirkge ve Ingilizce basliklar sadece ilk harfleri biiyiik olacak sekilde yazilmalidur.
Makalenin dili Tiirkge ise 6nce Tiirkce sonra Ingilizce baslik, makalenin dili Ingilizce ise
once Ingilizce sonra Tiirkge baslik yazilmalidir.
Yazar Isimleri ve Adresleri: Yazar(lar)’ i ad1 ve soyadinin (akademik {invansiz) sadece bas
harfleri biiyiik ve basligin altina ortali gelecek sekilde yazilmalidir. Sorumlu yazar (¥) ile
isaretlenmeli, yazarlarin isminin sag {ist kdsesine say1 eklenmeli ve bu sayilar adresler
béliimiinde kullanilmalidir. Yazarlarin adresinde; bagh oldugu kurum, birim, sehir ve Ulke
belirtilmelidir. Tiim yazarlarin ORCID numaralar1 kapak sayfasinda belirtilmelidir.
Yazarlarim e-posta Adresleri: makalede ismi bulunan tiim yazarlarin ismi ve e-posta
adresleri yazilmalidir.
Sorumlu Yazar Iletisim Bilgileri: Makalenin sorumlu yazarma ait isim-soyisim, e-posta,
adres, telefon, GSM ve fax numaralarini igeren bilgiler yazilmalidir.

Makale ile Ilgili Agiklayict Bilgi: Eger varsa makale ile ilgili agiklayici bilgiler (tez, proje



vb.) birinci sayfanin sonunda italik yaziyla agiklanmalidir.

Ana Dokiiman 1. Sayfa: Makalenin 1. sayfasi Tiirkce dzet ve anahtar kelimeler ile ingilizce
Ozet ve anahtar kelimeleri icermelidir. Makale yazim dili Tiirkge ise dncelikli olarak Tiirkce
ozet ve anahtar kelimeler; eger makale yazim dili Ingilizce ise dncelikli olarak Ingilizce dzet
ve anahtar kelimeler sunulmalidir.

Ozet: Kisaca amag, materyal, metot, bulgular ve sonuglari icermelidir. Ozetlerde kullanilacak
kelime say1s1 170-200 kelime arasinda olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Anahtar kelimeler: Anahtar kelimeler “Tiirkiye Bilimleri Terimleri” nden se¢ilmelidir
(http://www.bilimterimleri.com/tr-index.html). En fazla 5 adet olmalidir. Tiirk¢e anahtar
kelimeler Tiirkge’ye gore, Ingilizce anahtar kelimler Ingilizce’ye gore alfabetik olarak
siralanmalidir. Her anahtar kelime arasina (,) isareti konulup, sonuncu anahtar kelimeden
sonrada (.) isareti konulmalidir.

Ikinci Sayfa: Makale iigiincii sayfadan itibaren “GIRIS”, “MATERYAL ve METOT”,
“BULGULAR”, “TARTISMA ve SONUC”, Cikar catigsmasi ve “KAYNAKLAR”
boliimleri halinde tamamlanmalidir. Bulgular ve tartisma birlikte verilebilir. Gerekli oldugu
takdirde, tesekkiir de eklenebilir. Boliim basliklar biiyiik harflerle yazilmalidir. Boliimlere ait
alt bagliklar yalniz ilk harfleri biiyiik olacak sekilde yazilmalidir. Tiim basliklar koyu tonda ve
12 punto ile satirbasi hizasinda yazilmalidir.

Istatistiksel Analiz bilgileri: makalenin MATERYAL ve METOT béliimiiniin sonunda
“Istatistiksel Analiz” baslig1 altinda verilmelidir.

Birimler ve Kisaltmalar: Her bir kisaltmanin agilimi1 metinde ilk gectigi yerde verilmelidir.
Birimler ve dlgiilerde Uluslar Arasi Standart birimleri (SI-sistem) kullanilmalidir. Cins ve tiir
isimleri italik olarak yazilmalidir. Makale icerisinde kullanilan rakamsal ve istatistiki
verilerde nokta kullanilmalidir (6rnek: 44.5; 0.82; % 97.7; P<0.01 vb.).

Tablo ve Sekiller: Tablo ve Sekiller ana dokiimandan ayr1 olarak gonderilmelidir. Tablolar
Dikey sayfa olanlar genislik 7 cm’ye sigacak sekilde en fazla 35 satir, yatay sayfaya 15 cm’ye
sigacak sekilde en fazla 25 satir olmalidir. Sekiller bulanik olmayacak sekilde, jpeg, tiff, bmp
veya gif formatinda ve en az 150 dpi ¢oziiniirliikte hazirlanmali, sekil {izerine yazilan yazilar
ve igsaretlemeler ayn1 sekilde resim isleme programlarinda (Photoshop, paint vs.) “Calibri”
fontu ile 12 puntoyu gegmemesi gerekmektedir. Grafikler resim formatinda degil doc, docx,
xls veya xlsx formatinda hazirlanmalidir. Sekil, grafik, fotograf ve resimler bagliklarda ve
metin icerisinde Sekil olarak ifade edilmelidir. Sekil ve tablolar metin igerisindeki sirasina
gbre numaralandirilmali ve metin igerisinde kisaltilmadan yazilmalidir (Orn; Sekil 1, Tablo

1). Tablo ve sekillerin baslik ve agiklamalar1 hem Tiirk¢e hem de Ingilizce olarak



eklenmelidir. Tablo ve sekillerde kullanilan her tiirlii kisaltma tablo ve sekil altinda
aciklanmalidir.

Sonuc¢: Makaleye ait elde edilen/varilan sonug, “TARTISMA ve SONUC” kisminin sonunda
“sonug olarak...* ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Olgu Sunumlari i¢in:

Kapak sayfasi ve birinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig1
sekilde hazirlanmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayis1 120°den daha az olmamali ve tek
satir araliklarla yazilmalidir.

fkinci sayfadan itibaren “GIRIS”, “OLGU SUNUMU?” (olgu sunumu baslig1 altinda
materyal, metot ve bulgulardan bahsedilmelidir) “TARTISMA ve SONUC” “Cikar
catismas1”, ve “KAYNAKLAR” seklinde tamamlanmalidir.

Olgu sunumu icerisinde eger varsa Istatistiksel analiz bilgileri, birimler ve kisaltmalar, tablo
ve sekiller bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde sunulmalidir.

Olgu sunumuna ait elde edilen/varilan sonug, “TARTISMA ve SONUC” kisminin sonunda
“sonug olarak...“ ifadesiyle baslayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Derlemeler Icin:

Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig: sekilde
hazirlanmalidir. Derlemeler i¢in hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve
derlemenin amacindan olusmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayis1 170-200 arasinda
olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Derleme ikinci sayfadan itibaren “GIRIS” ile baglamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara
basliklarla devam etmeli, “SONUC”, Cikar ¢atismas1 ve KAYNAKLAR ile tamamlanmalidir.
Alt ana basliklar 1, 1.1, 1.2, 2., 2.1 seklinde numaralandirilmalidir.

Derleme icerisinde eger varsa birimler ve kisaltmalar, tablo ve sekiller bilimsel arastirma
makaleleri kisminda anlatildig: sekilde sunulmalidir.

Derlemeye ait sonug, KAYNAKLAR boliimiinden hemen énce SONUC basligr altinda
belirtilmelidir.

Cikar Catismasi

Dergiye gonderilen makalenin tiirii ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu,
derleme), makale icerisinde kaynaklar basligindan 6nce Cikar Catigsmasi baslig1 eklenmeli ve
“yazarlar ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder” ifadesi yazilmalidir.

Kaynaklar

Kullanilan kaynak sayis1 olgu sunumlari i¢in 10’dan az, arastirma makaleleri i¢cin 20’den az

ve tiim makale tiirleri igin 45’den fazla olmamalidir.



Makale tiirii ne olursa olsun (orijinal aragtirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kullanilan
kaynaklarin (makalenin gonderildigi y1l baz alinarak) en az {igte birlik kismi1 son 3 yila ait
olmalidir.

Makale tiirii ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kaynaklar
asagida belirtildigi sekilde sunulmalidir:

Metin icerisinde: Metindeki tiim alintilarda yazarin soyadi ve yayin yili verilmelidir 6rn.:
(Aydin, 2017). Yazarlar iki isim ise, her iki isme de atifta bulunulur 6rn.: (Aydin ve
Timurkan, 2015), yazarlar 3 veya daha fazla ise: ilk yazarin adi kullanilmali, ardindan “ve
ark.” makale Ingilizce ise “et al.” yazilmalidir. 5rnegin: (Aydin ve ark., 2021). Birden fazla
yazara atifta bulunulursa, adlar1 kronolojik olarak diizenlenir ve yayinlari ayni y1l igindeyse -
alfabetik olarak harflendirilir.

Yazar isminin kullanilacagi yerlerde ise yazarin soyadi ve yayin yili1 Aydin (2015), Aydin ve
ark. (2016) orneklerinde oldugu gibi yazilmalidir.

Kaynaklar Boliimiinde:

Metin igerisinde numaralandirilan kaynaklar, makalenin kaynaklar boliimiinde harf sirasina
gore siralandirilmalidir.

Kaynak verilen bilimsel dergilerin isimlerinin yazilmasinda derginin isminin kisaltmasi
kullanilmalidir.

Kaynak makale ise; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the
infectivity of Listeria monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice.
Infect Immun, 69, 4657-4660.

Kaynak kitap ise; Lawrie RA., 2002. Lawrie Meat Science. 6th ed., 330-335, Woodhead
Publication, Cambridge.

Kaynak kitapta bir boliim ise; Mark E., 1989. Thyroid diseases. In “Textbook of Veterinary
Internal Medicine”, Ed., SJ Ettinger, 6th ed., 230-250, W.B. Sounders Company,
Philadelphia.

Kaynak bir tez ise; Aktas MS., 2005. Kopeklerde antibiyotiklerin neden oldugu ishallerde
probiyotiklerden Saccharomycess boulardii’nin etkisi. Ankara Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Ttirkiye.

Kaynak bir kurulusun yaym ise; FAWC, 1991. Report on the european commission
proposals on the transport of animals. London, MAFF Publication.

Kaynak bir yazilim ise; SAS, 1990. SAS user’s guide: Statistics, 4th ed., Sas Institute, Cary.

Web tabanli kaynaklar kullanilmamalidir.

DERGI BASKISI

Kabul edilen makaleler ticretsiz olarak Online basilacaktir.
Yazarlara ayr1 baski gonderilmeyecektir.
https://dergipark.org.tr/tr/pub/jlasp
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