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KONVANSIYONEL (USTU ACIK) VE BIREYSEL
HAVALANDIRMALI (IVC) KAFES SISTEMLERINDE BARINDIRILAN
FARELERIN, DAVRANIS, METABOLIK VE AGRILI UYARANLARA
YANITLARININ KARSILASTIRMALI OLARAK iINCELENMESI

Doktora Tezi

Ash Celik

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU
Laboratuvar Hayvanlar: Bilimi Anabilim Dah

OZET

Laboratuvar farelerinin barindirilmasi i¢in tiirlerine 6zgii, refah kosullarini
saglayan farkli kafes sistemleri bulunmakta olup, yaygin olarak konvansiyonel (iistii
acik - OTC) ve bireysel havalandirmali (IVC) kafes sistemleri kullanilmaktadir.
Hayvanlarin barindirilmasina bagli olarak gelisebilecek stresin; davranig, metabolik ve
agrili uyaranlara yanitlarinin degiskenlik gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Bu
nedenle farkli kafeslerde barindirilan farelerde davranig, agrili yanitlar, hormonal ve
fizyolojik parametreleri karsilagtirmali olarak incelenmesini amacladik. Calismamizda
toplam 48 adet F2 jenerasyon 8-10 haftalik erkek BALB/c albino fareler kullanildi.
OTC ve IVC kafes sistemlerinde barindirilan fareler, deney ve naive kontrol gruplari
olarak toplam dort gruba ayrildi. Deneysel siire¢ boyunca, tiim gruplarin viicut
sicakligi ve viicut agirligi postnatal 63.- 105. giinlerde 6lgiildii. Deney gruplarina
davranis analizleri i¢in open field test ve elevated plus maze testleri ile agrili yanitlar
aragtirmak i¢in hot-plate ve tail-flick termal nosiseptif testleri yapildi. Bu testlerin
sonunda genel anestezi altinda sakrifiye edilen farelerden alinan kan ile plazmadan
adrenokortikotropik hormon (ACTH), kortikosteron (KORT), ghrelin, Ileptin
seviyeleri ELISA yontemi ile degerlendirildi ve adren agirligr 6l¢iildi. Elde edilen
veriler, Windows SPSS 24 istatistik programi1 kullanildi ve karsilagtirmalar; t-testi, tek
yonli-ANOVA ve Mann Whitney U testi ile analiz edildi. [IVC’de barindirilan
farelerin viicut sicakligi, viicut agirligi, adrenal bez agirlig1 ve davranis testlerindeki
stres seviyesi, OTC’de barindirilan farelere kiyasla yiiksek bulundu. IVC grubundaki
farelerde termal agrili uyaranlara yanitlar, OTC gruptaki farelere kiyasla daha
gecikmeli oldu. IVC deney ve naive kontrol gruplarindaki farelerin, OTC deney ve
naive kontrol gruplarindaki farelere kiyasla plazma KORT, ACTH ve ghrelin
seviyeleri yiiksek, leptin seviyeleri diisiik bulunmustur. Bu arastirma verilerine gore,
IVC kafeslerde barindirilan farelerin stres parametrelerinin yiiksek oldugunu
gostermekte olup, agrili yanitlarda da de§isim oldugunu gostermektedir. Sonug olarak
deneysel caligmalardaki farkli yasam alanlarinin ve prosediirlerin farelerde yarattig
stresin ¢alisma sonuglarini degistirebilecegini gostermektedir.



Anahtar Kelimeler: Agr1 yanitlari, davranis testi, fare, bireysel havalandirmali kafes

(IVC), konvansiyonel kafes (OTC)
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A COMPARATIVE STUDY OF THE RESPONSES TO BEHAVIORAL,
METABOLIC, AND PAINFUL STIMULI OF MICE HOUSED IN
CONVENTIONAL (OPEN-TOP) AND INDIVIDUALLY VENTILATED (IVC)
CAGE SYSTEMS

PhD Thesis

Ash Celik

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES
Department of Laboratory Animal Science

ABSTRACT

Different cage systems provide species-specific, welfare conditions for the
housing of laboratory rats, and conventional (open-top - OTC) and individually
ventilated (IVC) cage systems are commonly used. Stress may develop due to the
housing of animals; We think that responses to behavioral, metabolic, and painful
stimuli may vary. For this reason, we aimed to comparatively examine behavior,
painful responses, hormonal and physiological parameters in mice housed in different
cages. A total of 48 F2 generation BALB/c albino 8-10 week old male mice were used
in our study. Mice housed in OTC and IVC cage systems were divided into four groups
as experimental and naive control groups. During the experimental period, the body
temperature and body weight of all groups were measured on postnatal days 63-105.
Open field tests and elevated plus maze tests were applied to the experimental groups
for behavioral analysis, and hot-plate and tail-flick thermal nociceptive tests were
performed to investigate painful responses. At the end of these tests,
adrenocorticotropic hormone (ACTH), corticosterone (CORT), ghrelin, leptin levels
were evaluated by the ELISA method and adrenal weight was measured from blood
and plasma taken from mice sacrificed under general anesthesia. Data obtained,
Windows SPSS 24 statistical program was used and comparisons; Analyzed with t-
test, one-way ANOVA and Mann Whitney U test. Mice housed in IVC had higher
body temperature, body weight, adrenal gland weight, and stress level in behavioral
tests compared to mice housed in OTC. Responses to thermal painful stimuli in mice
in the IVC group were more delayed compared to mice in the OTC group. Compared
to the mice in the IVC experimental and naive control groups, the plasma CORT,
ACTH, and ghrelin levels were higher and leptin levels were lower than the mice in
the OTC experimental and naive control groups. According to this research data, it
shows that the stress parameters of mice housed in IVC cages are high and there is also
a change in painful responses. As a result, it shows that the stress caused by the
procedures and different habitats in the experimental studies can change the study
results in mice.

Key Words: Behavioral testing, individually ventilated cage (IVC), mouse,

convantional cage (OTC), pain responses
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1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Deneysel arastirmalarda en ¢ok kullanilan memeli sinifi kemirgenler (rodentler)
olup, en ¢ok kullanilan tiirii ise farelerdir (Mus musculus). Fareler, memeliler sinifinda
kisa Omiirlii olmalari, kisa gebelik siiresi, alt soylarmin ve genetik
cesitliliginin/modifikasyonlarinin  fazla olmasi, insana yakin benzerliklerinin
(homoloji) olmasi ve kolay tiretilip barindirilabilmeleri gibi bircok 6nemli 6zelligi ile
deneysel in vivo arastirmalarinda hayvan modeli olarak daha c¢ok tercih edilmesini
saglamaktadir. Bu amagla iiretilen farelerin refah1 hem hayvan i¢in hem de deney

sonuglarma etkisi bakimindan oldukga énemlidir (1,2).

Deney hayvanlarimin refahi ile ilgili en 6nemli gelismelerden birisi, 1959'da
Russell ve Burch tarafindan “3R” kurali/terimi olarak ifade edilen Replacement (yerine
koyma), Reduction (azaltma) ve Refinemet (iyilestirme) kavramlarini gelistirmek
olmustur. 3R terimi: 1.Replacement (Yerine koyma); hayvan yerine hiicre kiiltiiri,
bilgisayar modelleri, in vitro gibi alternatifleri tercih etmektir. 2. Reduction (Azaltma);
bir ¢alismada bilimsel ve istatistiksel standartlarla tutarli minimum sayida hayvan
kullanilmasm ifade eder. 3.Refinement (lyilestirme); hayvan stresini, agrilarmi
azaltmak ve hayvan refahini artirmak icin barinma ve deneysel prosediirleri
tyilestirmeyi iceren yontemleri ifade eder. Boylelikle laboratuvar hayvanlarinda
insancil metotlarin gelisimi lizerine sistematik bir gelisim/iyilestirme siireci
baglamistir. Bu bilgiler 1518inda, deneylerde kullanilmak iizere laboratuvar
kosullarinda iiretilen hayvanlarin barindirilmasi, iiclincii R teriminde yani iyilestirme

igcerisinde 6nem kazanmistir (3,4).

Laboratuvar hayvanlariin {iretildigi ve yetistirildigi ¢evre kosullar1 oldukca
onemli olup, hayvan tiirlerine 6zgii refah kosullarini saglayan 6zel kafes sistemlerinde
barmdirilir. Diinyada fare barindirilmasi i¢in farkli kafes sistemleri bulunmakla
birlikte, yaygin olarak konvansiyonel (iistii agik) - open top cage-OTC) ve bireysel
havalandirmali- individually ventilated cage (IVC) kafes sistemleri kullanilmaktadir

(3). OTC sisteminde mikrogevre (kafes-i¢i), makrogevrenin (kafes-dis1i ortam)



sartlarina gore kafes lstiindeki acik tel 1zgaralar aracilifiyla belirlenir/ayrilir. IVC
sistemde ise mikrocevre kosullari; ortam basinci, bagil nem, sicaklik ve hava
sirkiilasyonu, hava besleme iiniteleri (blower- kule, yatay, merkezi) ve HEPA filtreler
araciligiyla saglanmaktadir. Her iki sistemin kendi i¢erisinde avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. IVC sisteminde nem orani, karbondioksit (CO2) miktari, amonyak
seviyesi, kafes degisim siklig1, ortamdaki alerjenler azalirken, genel havalandirma ve
diger parametrelerle iliskisi maliyetler azalirken, OTC sistemde bu durumun tam tersi
gozlemlenmekte ve OTC sisteminin dezavantaji olarak belirtilmektedir. Ayn1 zamanda
IVC sistemdeki bu bariyerler hayvanlarin patojenlere karsi korunmasini da saglamakta
ve genel havalandirma sayis1 ve diger parametrelerle iliskili olarak da maliyetleri
azaltmaktadir (5-7). Ancak OTC sisteminin bu dezavantajlar1 yaninda avantajlar1 da
bulunmaktadir. IVC sistemde hava yenilenmesine, soguk hava akisi, kafesler arasi
giiriiltii, filtreleme sistemi nedeniyle olusan titresimler, kafes/ altlik degisim
sikligindaki azalmaya bagli olarak insan-hayvan etkilesiminin azalmasi sonucu
hayvanlarda stres gozlenirken, OTC sistemde bu olumsuz etkiler pek

gbzlenmemektedir (8—10).

Canlilar i¢ ve dis dengelerin saglanmasi i¢in ¢evresiyle etkilesim igerisindedir
(homeostasis). Homeostasisin siirdiiriilebilmesi i¢in hayvanlarin barindirilmasinda
stres faktorlerinin en az seviyede tutulmasi gerekir. Stres faktorlerinin aktive olmasi
ile merkezi sinir sistemi uyarilir, baz1 organ ve sistemlerde degisimler ortaya ¢ikar.
Degisimler otonom sinir sistemi ve endokrin sistem yoluyla perifer organlarda
fizyolojik yanitlar1 olusturur (11). Deney hayvanlarinda barinma farkliliklar1 gibi
bircok durum stres olusturmaktadir. Strese bagli olarak farelerde viicut 1sisinda ve
agirliginda artig (12), azalan leptin (13) ve artan ghrelin (14) gibi metabolik hormonlar,
kortikosteron (KORT) gibi artan stres hormon belirtecleri diizeyleri (15)

gozlenmektedir.

Barindirma farkliligi hayvanlarda davranis degisikligine yol agmaktadir. Bir¢ok
calismada strese bagli olarak hayvan davranis farkliliklarini analiz etmek amaciyla
cesitli testler kullanilmaktadir. Hayvan stresinin Ol¢iilmesinde en sik kullanilan
davranis testleri Yikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze, EPM) ve Agik
Alan Testidir (Open Field Test, OFT) (16). Ayn1 zamanda memeli organizmasinda



agr1 diizeyi bir¢ok faktore bagl olarak degismekle birlikte, ¢esitli sebeplerle olusacak
stres  faktorlerinden etkilenmektedir. Deneysel olarak olusturulmus stres
modellemelerinde hot-plate ve tail-flick gibi agr1 esigini Olgen testlerde hayvanlarin
agr1 esiklerinde artislarin oldugu izlenmistir (17-19). Dolayisiyla yukarida ifade
ettigimiz sekilde, barindirma gibi 6nemli faktdrlerin hayvanlarda stres yaratabilecegi,
buna bagli olarak da davranis ve agri testlerinde onemli bir faktdr olabilecegini
diisiiniiyoruz. Bu ¢alismanin bu perspektifle incelenmesinin davranig ve agri ¢alismasi
yapacak arastirmacilarin bu hususlar1 géz oniinde bulundurarak daha giivenilir veriler

elde etmesi agisindan 6nemli olacaktir.

Ulkemizde ve diinyada laboratuvar hayvanlarindan kemirgenler (rodentler)
standart hayvan kafeslerinde yetistirilmektedir. Laboratuvarlarin diizeylerine ve
ithtiyaglarma gore olan bu standart kafesler, OTC ve IVC kafes sistemleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (20-22). Yukaridaki bilgiler 1s18inda; bu iki farkli sistemin
hayvanlarin davranig, metabolik ve agrili uyaranlara yanitlarinin degiskenlik
gosterdigini diisiinmekteyiz. Bu sistemler arasindaki varyasyonu belirleyip, hayvan
refahinin iki sistemden hangisinde daha iyi oldugunu saptamak ve bu sayede hem
hayvanlarin refahini, hem de arastirmalarin sonuglarinin standardizasyonunu

saglamaktir.
1.2. Arastirmanin Amaci

Konvansiyonel (iistii acik) ve bireysel havalandirmali (IVC) kafes sistemlerinde
barindirilan farelerin, davramig, metabolik ve agrili uyaranlara yanitlarinin

karsilastirmali olarak incelenmesini amagladik.
1.3. Arastirmanin Hipotezi

Farkl1 kafes sistemlerinde barindirilan farelerin; davranigsal 6zellikleri, viicut
agirliklar,, hormonal aktiviteleri ve agr1 esigi yanitlart farklidir. IVC kafeslerde
barindirilan fareler OTC’de barindirilanlara gore stres (davranigsal ve hormonal),

agirlik, agrili uyaranlara yanitlar artar.



2. GENEL BILGILER
2.1. Arastirmalarla ilgili Genel Bilgiler

Arastirma, yeni bilgiler ortaya koymak amaciyla bir konu hakkinda detayli
calismalarin biitlintidiir (23). Biyomedikal arastirmalar, birincil ve ikincil aragtirmalar
olarak siiflandirilir. Birincil arastirmalar; arastirma projelerini, ikincil arastirmalar;
meta-analizleri ve derlemeleri (mevcut ¢alismalar1 gozden gegirme) kapsamaktadir.
Ayrica biyomedikal birincil arastirmalar calisma tiirline gore ii¢c ana baglikta
incelenmektedir: Temel (deneysel), klinik ve epidemiyolojik arastirma (Sekil 1).
Klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalar, girisimsel/girisimsel olmayan olarak alt siniflara
ayrilir. Temel arastirmalar in vivo deneyler (hayvan deneyleri), in vitro (hiicre
caligmalar: gibi), biyokimyasal, genetik, fizyolojik arastirmalari, ila¢ ve malzemelerin

Ozelliklerine iliskin aragtirmalari igerir.

Biyomedikal Arastirmalar
Birincil Aragtirmalar ikincil Arastirmalar

Temel Aragtirmalar Klinik Aragtirmalar Epidemiyolojik Aragtirmalar Meta-analizier ~ Derlemeler
Teorik Uygulamal Deneysel Gdzlemsel Deneysel Gozlemsel
Metot In Vivo Klinik (Faz Terapi Miidahale Kohort
Geligtirme Calismalan)
(Fizik, Kimya,
Biyoloji, In Vitro Prognostik Vaka Kontrol

Biyoinformatik
, Biyometrik,

Fizyoloji) Gen Tani Kesitsel
Mihendisligi
Biyokimya Vaka Takdimi Ekolojik
Materyal ikincil Veri izleme,
Gelistirme Analizi Gozetim
Genetik llaglarla Kayit Verileri
Gézlemsel
Olgu

Sekil 1: Saglik bilimlerinde arastirmalarin siiflandirilmasi (24).



2.2. In Vivo Deneyler

In vivo deneyler, canli organizmalarda, genellikle hayvanlarda test edilen bir
degiskenin biyolojik etkilerini incelemek i¢in yapilan ¢alismalardir (25). Dogadaki
yasamsal faaliyetlerin anlagilmasi, biyolojik tepkilerin 6l¢iilmesi gibi birgok nedenden
dolay1r hayvan modelleri eski ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Zamanla bilimsel
yontem teknikleri gelismesi ve artan literatiir bilgisi ile hayvan modelleri daha
bilingli/sistematik bir sekilde kullanilmaya baglandi. Yakin fizyolojik 6zellikler ve
genler dolayisiyla, arastirmacilarin in vivo ¢alismalar agisindan tercih nedeni omurgali
hayvanlar olmustur (26). Davranis, asi1 ¢alismalari, organ nakilleri, ilag gelistirme,
kanser mekanizmasi ve tedavi yontemleri, cerrahi teknikler gibi bir¢ok alanda yapilan
in vivo galismalar ile bilim ve tip alaninda gelismeler hayvan kullaniminin gerekliligini
ve onemini gostermektedir. Ozellikle biyomedikal arastirmalarda, komplike bir
sistemde, noninvaziv ve invaziv girisimlerin etkinligi incelenmesi bakimindan

alternatif yontemler yerine, in vivo ¢aligsmalar 6n plana ¢ikmaktadir (3).

Avrupa Parlamentosu ve Konseyi 2010/63/EU bilimsel amaglarla kullanilan
hayvanlarin korunmasina iligkin yonergesine gore laboratuvar hayvanlari su sekilde
belirtilmistir: Fare (Mus musculus), sigan (Rattus norvegicus), kobay (Cavia
porcellus), Suriye (altin) hamsteri (Mesocricetus auratus), Cin hamsteri (Cricetulus
griseus), Mogol gerbili (Meriones unguiculatus), tavsan (Oryctolagus cuniculus),
kopek (Canis familiaris), kedi (Felis catus), insan olmayan tiim primat tiirleri, kurbaga
(Xenopus (laevis, tropikalis), rana (temporaria, pipiens)) ve zebra balig1 (Danio
rerio)’dir (27). Bilimsel arastirmalarda kullanilan hayvanlar; az sayida omurgasiz,
cogunlugu omurgali ve memeli laboratuvar hayvanlaridir. Laboratuvar hayvanlarinin
%80'inden fazlasin1 kemirgenler olusturmaktadir. Kemirgenlerden fareler ise
kullanilma orani olarak, %70'inden fazlasini olusturmaktadir (28). Ozellikle son yirmi
yilda fare ile ilgili yapilan in vivo arastirmalarimakalelerin sayis1 60.000’in iizerinde
yer almaktadir. Fare disindaki laboratuvar hayvanlarindan, domuz ve zebra balig1 gibi
tirler de cok kullanilmaktadir. Ayrica bir zamanlar yaygin olarak kullanilan
laboratuvar hayvanlarindan kobay, tavsan ve yaban gelincigi gibi memelilerin gittik¢e
kullanim sayis1 azalmistir. Laboratuvarda kullanilan hayvan tiirlerindeki bu

farklilasmanin nedeni hem bazi hayvan modellerinin digerlerine gore artan faydasi,



hem de belirli bir bilimsel amaci gergeklestirmek i¢in miimkiin olan en diisiik
seviyedeki omurgalilarin kullanilmasi ile hayvan arastirmalarinin iyilestirilmesini

ortaya koymaktadir (29).
2.3. In Vivo Deneylerde Standardizasyon

In vivo deneylerin standardizasyonu; kullanilan hayvanlarin, cevresel ve
prosediirlerin sabit tutulmasi veya kontrollii olarak yapilmasidir. Standardizasyonun
amaci, deneyler/prosediirler tekrarlandiginda ayni veya benzer sonuglarin elde
edilmesini saglamaktadir. Standardize edilmis in vivo calismalar, deney i¢i ve deneyler
arast varyasyonu azaltacagi gibi, kullanilan hayvan sayisin1 da azaltmaya
yaramaktadir. Deneysel hayvan arastirmalarinin sonuglari raporlanirken; prosediirlerin
yant sira, deney hayvanlar1 ve ¢evresel faktorler de detayli olarak belirtilir. Deney i¢i
ve deneyler arasi varyasyonlarin sebebi; hayvanlarin cinsiyet farkliliklari, farkl
soy/altsoya sahip olmasi, genotipik farkliliklar, mikrobiyolojik standartlarinin farkli
olmasi, laboratuvar kosullari, barinma ve sosyal etkiler gibi 6zetlenebilir. /n vivo
calismalarda genotip ve ¢evresel faktorlerin arasindaki karmasik etkilesimleri géz ardi
etmeden, calismalarin hipotezleri test edilir. Calismalarin tekrarlanabilirligi ve
sonuglarin gegerliligi i¢in, belirtilen parametrelerin tasarlanmasi ve tanimlanmasi

yapilmaktadir (11,30).
Laboratuvar Faresinin Barindirilmas: ve Standardizasyondaki Onemi

Kemirgenlerin laboratuvar kosullarinda barindirilabilmesi i¢in, laboratuvarlarin
kapasitesine, misyonuna, ekonomisine ve laboratuvarlarda barindirilan kemirgenlerin
genetik/mikrobiyolojik konumlarina gore farkli kafes tipleri kullanilmaktadir (31).
Acik kafes sistemleri (open top cage-OTC/konvansiyonel/iistii agik/statik), iisti filtreli
kafes sistemleri (statik), tistii filtreli laminer akish kafes sistemleri, hava besleme
initesine bagl bireysel havalandirmali kafes sistemleri (individually ventilated cages-
IVC), izolatore baglh c¢alisan kafes sistemleri (izolator icerisinde agik kafes) gibi
kafes/sistemler kemirgenlerin laboratuvarda barindirilmasinda kullanilmaktadir (32).
Barinma kosullarinin kemirgenlerin davranis1 ve fizyolojisi iizerinde farkli etkileri
oldugu bilinmektedir (33). Son donemlerde yeni kurulan laboratuvarlarda daha ¢ok

IVC kafesler tercih edilmektedir. IVC kafeslerde barindirilan hayvanlarin,



enfeksiyonun yayilmasini 6nledigi, kafes icindeki amonyak seviyesini ve alerjenleri
azalttig1, bagisiklik ve saglik konumlarini belli standartlarda tutmaya yaradigi, nitelikli
havay1 kafes igerisine sagladig1 bilinmektedir (34-36). Ayn1 zamanda calisan1 ve de
arastirmaciya da korumaktadir. IVC kafesleri iireten ticari firmalara gore kafes
icerisindeki havalandirma yeri, havalandirma sayisi ve kafes i¢i basinglarinda farklilar
olabilmektedir. IVC kafeslerdeki bu degiskenler nedeniyle, laboratuvar hayvanlarinin
genotiplerine ve cinsiyetlerine gore davranigsal ve fizyolojik farkli etkileri

bulunmaktadir (9,34,37—-40).

Laboratuvar hayvanlarinin bakim ve barindirilmasindaki standardizasyonun
onemi; c¢evresel faktorlerden kaynaklanabilecek etkiler ile deney sonuglarindaki
farkliliklarinin 6ntine gegerek, nitelikli in vivo caligsmalarin yapilmasini saglamaktir
(30,31,41). In vivo caligmalarda standardizasyon icin, hayvanlar cesitli deney
gruplarina randomize ayrilir ve randomizasyon yontemi belirtilir. Ayrica veriler
randomize toplanir ve degerlendirilir veya dislanma kriterleri ile raporlanir. Deneysel
prosediirler kor calisilarak yiiriitiilir ve sonuglar kor degerlendirilir. Orneklem
biiyiikliigii, ¢alismanin basinda deneysel tasarimda hesaplanarak, uygun istatistiksel
yontem kullanilarak belirtilir. Verilerin degerlendirilmesinde ¢alismaya dahil edilecek
veya c¢alisma dis1 birakilacak parametreler planlanarak calismaya baslanir. Calisma
esnasinda ¢ikan sorunlar veya elde edilemeyen veriler raporlanir. Hayvan
arastirmalarinin standardize edilmesi tanimlanmasi amaciyla bir grup arastirmaci
caligmalarin planlanmasi, raporlanmasi gibi konular1 kapsayan rehber niteliginde
makale yaymlamislar (The ARRIVE guidelines (Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments). Bu rehberin tiirkgelestirilmis icerigi tablo olarak Sekil 2’de

gosterilmistir (42—45).

BASLIK 1 Makalenin igerigini 6zetleyen yalin bir dille tanim yapilir.

OZET 2 Literatiiriin sistematik 6zeti, kullanilan hayvanin tiirii/ alt tiirii
ayrintilari, temel yontemler, temel bulgular ve calismanin

sonuglari dahil olmak {izere aragtirma hedefleri belirtilir.

GIRIS



Literatiir Icerigi

Amac ve Hedefler

YONTEMLER

Etik Onay Belgeleri

Deneysel Tasarim

Deneysel
Prosediirler

Calismanin nedenlerini anlamak, deneysel yaklasimi agiklamak
icin yeterli bilimsel aragtirmalarin (6nceki calismalara iliskin

referanslar) ortaya konulmasi.

Kullanilan hayvan tiirlerinin/modelin bilimsel hedeflere nasil
ve neden hitap edebilecegini ve ¢alismanin insan biyolojisi ile

iligkisinin agiklanmasi.

Calismanin birincil ve ikincil amaglarini veya test edilen belirli

hipotezleri agik¢a tanimlanmasi.

Arastirmayt kapsayan etik izinleri, hayvanlarin bakimi ve
kullanimina iligkin ulusal veya kurumsal yonergelerin niteligini

belirtilir.

Her deney i¢in, asagidakileri igeren deneysel tasariminin kisa

ayrintilari verilir:
Deney ve kontrol gruplarinin sayisi.

Hayvanlarin randomizasyon prosediirii  ve sonuglari
degerlendirirken (kimin ve ne zaman kor oldugunun
belirtilmesi) Onyargiy1 en aza indirmek igin uygulanan

prosediirler.

Deney birimi (6rn. tek bir hayvan, hayvan grubu veya

kafesi).

Bir zaman g¢izelgesi veya akis semast ile c¢alisma

tasarimlarinin nasil gergeklestirildigini gdstermek gereklidir.

Deney ve kontrol gruplart igin gergeklestirilen tiim

prosediirlerin ayrintilarinin belirtilmesi gerekir:

Nasil (ila¢ formiilasyonu ve dozu, uygulama yeri ve yolu,
anestezi ~ve  analjezi, cerrahi  prosediir,  Otenazi
yontemi). Kullanilan 6zel ekipmanlarin ve/veya ajanlarin

tedarikg¢i ayrintilari belirtilir.
Ne zaman (giin/saat/dénem).

Nerede (Kafes, laboratuvar).



Laboratuvar 8
Hayvanlan

Bakim ve 9
Barindirma

Kosullarn

Ornek Boyutu 10
Hayvanlarin Deney 11
Gruplarina

Atanmasi

Deneysel Sonuclar 12
Istatistiksel 13
Yontemler

Neden (spesifik madde se¢iminin gerekgesi, uygulama yolu,

kullanilan ilag dozu).

Tiir, soy, alt soy (sus), cinsiyet, ortalama yast ve ortalama

agirlik detaylart belirtilir.

Hayvanlarin kaynagi, uluslararasi sus terminolojisi, genetik
modifikasyon durumu (nakavt veya transgenik gibi), genotip,
saglik/bagisiklik  durumu, ilag veya test naive, Onceki

prosediirler vb. gibi bilgiler belirtilir.

Laboratuvar hayvanlarmin barmma 6zellikleri (tesis tipi,
spesifik patojen igermeyen [SPF]; kafes veya barinma tipi;

altlik malzemesi; kafeslerdeki hayvan sayisi),

Barmma kosullar1 (iireme programi, aydinlik/karanlik
dongiisii, sicaklik, yem tiirli, yem ve suya erisim, gevresel

zenginlestirme),

Deney 6ncesinde, sirasinda veya sonrasinda gerceklestirilen
refahla ilgili degerlendirmeler ve prosediirler detayli olarak

belirtilir.

Her deneyde kullanilan toplam hayvan sayisi (N) ve her deney

grubundaki hayvan sayist (n),

Kullanilan herhangi bir 6rnek boyutu hesaplamasinin

ayrintilari,

Eger varsa, her deneyin bagimsiz tekrarlarinin sayisini

belirtilir.

Deney gruplarinin randomizasyonu veya yapildiysa eslestirme

nasil yapildig: bildirilir.

Farkli deney gruplarindaki hayvanlarin tedavi edildigi ve

degerlendirildigi sira tanimlanir.

Degerlendirilen birincil ve ikincil deneysel sonuglari agikca

tanimlanir.
Her analiz i¢in kullanilan istatistiksel yontemlerin ayrintilari,

Her veri i¢in analiz birimi (tek hayvan, hayvan grubu vb.),



SONUCLAR

Kayit edilen Veriler

Analiz Edilen
Veriler

Sonuclar

Cahisma
Simirhliklan

TARTISMA

Yorum/bilimsel
cikarimlar

Genellenebilirlik/
ceviri

14

15

16

17

18

19

Verilerin istatistiksel analiz varsayimlarin1 karsilayip
karsilamadigini  degerlendirmek i¢in kullanilan ydntemler

belirtilir.

Her deney grubu igin, tedavi veya test 6ncesinde hayvanlarin

ilgili 6zelliklerini ve saglik durumu tablo halinde belirtilir.

Analize dahil edilen her gruptaki hayvan sayisi bildirilir.

Analize herhangi bir hayvan veya veri dahil edilmemigse

nedeni yazilir.

Gergeklestirilen her analiz i¢in sonuglar ayr1 ayri raporlanir.
Standart hata, standart sapma veya giiven araligi detaylari

belirtilir.

Her deney grubundaki tiim Onemli olumsuz olgularin

ayrintilarini verilir.

Olumsuz olaylar1 azaltmak icin deneysel protokollerde

yapilan degisiklikleri agiklanir.

Calismanin amaglart ve hipotezleri, literatiirdeki diger ilgili

caligmalar1 dikkate alarak, sonuglar yorumlanir.

Olas1 yanlilik kaynaklari, hayvan modelinin herhangi bir
sinirlamasi1 ve sonuglarla iliskili belirsizlik varsa belirtilip,

calisma sinirlamalari hakkinda yorum yapilir.

Arastirmada hayvanlarin  kullanimmin  degistirilmesi,
iyilestirilmesi veya azaltilmast (3R'ler) ig¢in deneysel

yontemlerin veya bulgularin sonuclar1 agiklanir.

Calismanin bulgularinin, insan biyolojisi ile herhangi bir ilgisi
de dahil olmak iizere, diger tilirlere veya sistemlere
cevrilmesinin uygun olup olmadig1 ve nasil oldugu hakkinda

yorum yapilir.
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Finansman 20 Calismanin destek kaynaklart (hibe numarasi ile) ve destek

verenin/verenlerin ¢aligmadaki rolleri belirtilerek, agiklanir.

Sekil 2: In vivo hayvan arastirmalarinin raporlanmasi (ARRIVE rehberi) (45).

Deney sonuglarina olan giiven nitelikli in vivo ¢alismalar ile artmaktadir. /n vivo
caligmalarin giivenilirliginin artabilmesi icin istatistiksel dogrulama gereksinimlerine
ihtiya¢ bulunmaktadir. Istatistiksel dogrulamada dért temel unsur bulunmaktadir.
Bunlar: deneysel tasarim ve veri analiz yontemi, hayvanlarin uygun sekilde
randomizasyonu (rastgele), uygun istatistiksel giic ve Orneklem biiyiikligi
hesaplanmasi, test ¢alismalar1 boyunca yeterli tekrarlanabilirlik saglanmasidir (46). In
vivo ¢alismalarda hayvan modelleri yapilirken, deneylerin tasarlanmasi,
degerlendirme kriterleri, ¢calisma sonuglarinin yorumlanmasi ve raporlama teknikleri
dikkatli bir sekilde yapilmalidir. In vivo caligmalarindaki deneysel tasarim ve
bulgularin dogru sekilde veri analizlerinin yapilmamasi, c¢alisma sonuglart olumlu
bilgilere dayansa da, klinik arastirmalara uyarlanmast miimkiin olmamaktadir. Eksik
veya yanlis tanimlanmis deneysel tasarimlar, grup randomizasyonlarindaki hatalar,
korleme calismamak, orneklem biiyiikliikklerinin yanlis hesaplanmasi gibi makro
hatalar, verilerin analizlerinde yanlis sonuglar c¢ikmasinin yani sira, deney
tekrarlanmasinm1 da olanaksiz kilar. Temel arastirmalarin klinik arastirmalara
uygulanmasi i¢in in vivo ¢aligmalarin deneysel tasarimdan itibaren sistematik olarak

her basamakta standardizasyonun yapilmasi ile miimkiindiir (42,47,48).
2.4. In Vivo Hayvan Arastirmalarinda 3R Kurah ve Onemi

Hayvan refahi, hayvanlarin tiirlerine 6zgii temel saglik ve fizyolojisini devam
ettirebilmesi, tiirline 6zgii yasam kosullarinda ve dogal davranislar sergileyebildigi
ortamda hayatin1 siirdiirebilmesi gibi bir¢ok bilesenden olusan biitiinsel bir kavramdir
(49,50). Laboratuvar hayvanlar1 kullanan kurumlardaki hayvanlarin refahi i¢in yerel
veya uluslararast mevzuatlar, rehberler ve akreditasyonlar esliginde hayvanlarin
refahini1 kapsayan laboratuvar uygulamalari diizenlenmektedir. Hayvanlarin refahi ile
ilgili bu kapsam igerisinde; laboratuvar hayvanlarinin barindirildigr ve ¢aligmalarin

yiiriitiildiigli laboratuvarlarin fiziki yapisi ve isleyis seklinin nasil olmasi1 gerektigini
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belirten detaylar1 icermektedir. Ayrica saglik profesyonellerinin (yonetici, veteriner
hekim, teknisyen, tekniker, hayvan bakicisi), arastirmacilarin ve teknik personellerin
laboratuvar hayvanlar1 kullanim alanlarinda hayvan refah1 i¢in bakim ve barindirma
kosullarinda prosediir Oncesi/esnasinda/sonrasindaki yaklagim sekli ile bu
laboratuvarlarda ¢aligmalari siirdiiren bu kisilerin egitim nitelikleri ile ilgili bilgiler

bulunmaktadir (31,51-54).

Deneysel arastirmalarda kullanilan hayvanlarin yerine alternatif yontemlerin
kullanilmasi, hayvan sayisinin azaltilmasi ve refah seviyesinin artirilmasi ile ilgili
Russell ve Burch 1959 yilinda yayimladiklar1 “Insani Deneysel Teknigi Ilkeleri (The
Principles of Humane Experimental Technique)” kitabinda detayli olarak hayvan
deneyleri ile ilgili “3R kurali” ana temasini olusturmuslardir. 3R kurali: 1.Replacement
(yerine koyma), 2. Reduction (azaltma) ve 3. Refinemet (iyilestirme)’dir. 3R kuralinin
amact modern tip hizla ilerlerken, uygulamali bilimsel arastirmalarda kullanilan
hayvanlarin miimkiin olan en insani kosullar altinda g¢aligmalarin yapilmasinin

saglanmasidir (4).

3R kuralinin birincisi Replacement (yerine koyma/yer degistirme teknigi) terimi,
deneysel calismalarin bilin¢li omurgali canli hayvanlar yerine, duyarli olmayacak
materyal/canl iizerinde bilimsel yontemin gergeklestirilmesi olarak ifade edilmistir.
Canl1 hayvanlar yerine; tamamiyla yerine koyma ya da kismi yerine koyma teknikleri
kullanilabilmektedir. Tamamiyla yerine koyma; hiicre kiiltiirii, goniillii insanlar ile
yapilan caligmalar, matematiksel ve bilgisayar modellerinin kullanim1 bu kategori
icerisinde yer alan 6rneklerden bazilaridir. Kismi yer degistirme ise, bilimsel hipoteze
bagli olarak, ac1 ¢ekebilecekleri diisiiniilmeyen bazi hayvanlarin kullanimin igerir.
Buna Drosophila, nematod solucanlar1 ve sosyal amipler gibi omurgasizlar ve
omurgalilarin olgunlasmamis formlar1 dahildir. Kismi degistirme, yalnizca bu amag
icin Oldiiriilen hayvanlardan alinan birincil hiicrelerin veya dokularin kullanimini da
icerir (yani, actya neden olan bilimsel bir prosediirde kullanilmamis). Kisacasi
Replacement, alternatif metotlarin kullanimiyla hayvan caligmalarinin  sayisi

azaltilmaktadir (55-59).

Ikinci R kurali, Reduction (azaltma) olarak belirtilmistir (4). Azaltma, bilimsel

amaclarla tutarli olarak deney veya caligma basina kullanilan hayvan sayisini en aza
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indiren yontemleri ifade eder. Hayvanlarla yapilan c¢alismalarin, saglam ve
tekrarlanabilir bulgular saglamak i¢in uygun sekilde tasarlanmasi ve analiz edilmesi,
azaltma i¢in esastir. Aragtirma gruplari, kuruluslar arasinda veri ve kaynaklarin
(6rnegin hayvanlar, dokular ve ekipman) paylasilmasi da azalmaya katkida
bulunabilir. Cok az hayvan kullanilirsa 6nemli biyolojik etkilerin gozden kacabilecegi
g6z Oniinde bulundurularak, ¢alismanin bilimsel hedeflerine ulasilmasiyla tutarli

olarak hayvan sayis1t minimuma diistiriilmelidir (48,59,60).

Uciincii R kurali ise, Refinemet (iyilestirme)’tir (4). Biraz daha goreceli olabilen
Refinemet kavrami, temelinde hayvanlarda en az stres seviyesi olusturulabilecek
kosullarin saglanmasidir. Bu kosullar1 saglamak icin deneysel c¢alismalardaki
prosediirlere gore siddet siniflandirmalart ile desteklenerek caligmalar planlanir.
Calismalardaki prosediir sayisini azaltmak, arastirma i¢in ideal hayvan tiirli se¢imini
yapmak ve arastirma prosediirlerindeki siddeti azaltacak diizenlemelerin yapilmasi
Refinement kuralmi destekler. Ayrica hayvan bakimi, barindirilmasi, tasinmasi ve
kullaniminda iyilestirmeleri saglayan bir dizi yontemde bu kuralin iginde yer
almaktadir. Arastirmalarin hipotezlerinden uzaklasmadan, sonuglarda farklilik
yaratmayacak sekilde planlanacak olan ¢alismalarin, hayvanlara en az diizeyde sikinti
veya stres yaratabilecek kosullar1 saglamak insani yonden onemlilik kazanmaktadir

(57,59).

Klinik Oncesi yapilan hayvan caligmalar1 ve translasyonel tipta hayvanlarin
caligmalara dahil edilmesinin gerekliligi 3R kuralinin igerisinde degerlendirilerek
yapilir. Bilimin ihtiyaglar1 ve hayvan refahi arasindaki dengenin saglanmasi etik
acidan daha da 6nem kazandigi son yillarda, 3R kurali ¢ergevesinde hayvan kullanim
gerekliliklerinin ve sonuglarinin bilime katkis1 irdelenerek, hayvan c¢aligsmasi
yapilmaktadir. Arastirmacilar ¢aligmalarini yiiriitiitken etik acidan sorgulayarak,
bilimsel arastirmalarda hayvan kullanimina y6nelik tiim detaylar diisiinerek hareket

etmekten kaginmamalidir (3,59,61,62).
2.5. Farelerin Genel Ozellikleri

Fareler, hayvanlar aleminden, kemirgen sinifindan, Myomorpha takiminda,

Muridae alt familyasinda yer almaktadir. Mus ailesinde yer alan laboratuvar fareleri,

13



ev faresi olarak bilinen, Mus musculus tiridiir (3,11,63) . Laboratuvar farelerinin
yetistiriciliginde, inbred, random bred, outbred, hibrit, rekombinant inbred,
rekombinant konjenik, konjenik, yabani inbred ve mutant soylar (transgenik fareler
gibi), genetik acidan farkli standartlara sahip fareler iiretilir. Arastirmalarda siklikla

kullanilan fare soylar1 su sekildedir;

a) Dort jenerasyon yakin akraba iligkisi olmayan c¢iftlestirme ile elde edilen

outbred stoklar arasinda Swiss Webster,

b) CD-1 ve ICR fareler, yirmi jenerasyon kardesxkardes ciftlesmesiyle elde

edilen inbred soylardan C57BL, BALB/c ve C3H fare suslari,

¢) Iki inbred soyun ¢aprazlanarak iiretilen hibrit soylardan B6D2F1, CD2F]I,

d) Rastgele damizlik alinan F2 fare jenerasyonundan yirmi jenerasyon inbred

yetistiricilikle elde edilen rekombinant inbred soylara SWXJ9/Bml fareler,

e) Spontan veya maniplasyonla elde edilen (radyasyon, kimyasal gibi) mutant

soylardan diyabetli, obez fareler 6rnek verilebilir (3,64).

Fare soylar1 biyomedikal arastirmalarin farkli alanlarinda kullanilmaktadir.
Genetik cesitlilik yan1 sira, yasam ve gebelik siirelerinin kisa olmasi, anatomik ve
fizyolojik acidan detayli olarak bilgi sahibi olunmasi, bakimlarinin kolay, maliyetinin
diisiik olmasi ve soy takibinin kapsamli bir sekilde yapilabilmesi gibi avantajlar
nedeniyle fareler arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Fareler, davranis, ilag
arastirmalari, as1 gelistirme, immiinoloji, onkoloji, bulasict hastaliklar, {iiriin

giivenilirligi ¢caligmalarinda yaygin olarak kullanilirlar (3,11).

Farelerin temel baz1 biyolojik 6zellikleri; yetiskin viicut agirliklar1 20-40 g,
yasam siireleri 1,5-3 yil, viicut sicakliklar1 36,5-38 °C, kalp atimlar1 325-780
atim/dakika, solunum sayis1 60-220 soluma/dakika, puberta yas1 5-6 hafta, genellikle
tiretimde kullanilmaya baglama yas1 8-10 hafta, Ostriis donglisti 4(2-9) giin, Ostriis
stiresi 14 saat, gebelik siiresi 19 (18-21) giin, bir batinda dogan yavru sayis1 6-12 adet,
siitten kesme agirligi 10 g, siitten kesme yas1 21-28 giin, kromozom sayis1 40 kadardir

3,11).
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2.6. Farelerin Uretilmesi ve Yetistirilmesi

Disi fareler mevsime bagli olmayan polidstriis gosteren memeliler sinifinda yer
almaktadir. Maksimum tretkenlik i¢in lireme, hayvanlar cinsel olgunluga eristikten
hemen sonra (6-8 hafta, 20-30 g) baslamal1 ve disinin lireme 6mrii boyunca devam
ettirilmelidir. Farelerin iiretilmesinde monogami (bir erkek, bir disi) ve poligami (bir
erkek, cok disi) ciftlestirme sistemleri kullanilmaktadir. Farelerin iiretilmesinde
monogami uygulamasi ¢ok sayida yavruya ihtiya¢ duyulmadiginda, poligami ise tist

diizeyde fare iiretimi saglamak i¢in kullanilmaktadir (51).

Disi fareler normal sartlarda 4-5 giin Ostriis siklusu gosterirler. Ostriis siklusunda
proostriis, Ostriis, metostriis ve didstriis evreleri bulunmaktadir. Disi fareler, erkek
farelerden ayr1 barindirilmasi ile haftalarca hicbir aktivitenin gozlenmedigi andstriis
evrasini gosterirler. Ostriis ve ovulasyonun ender sekillendigi bu etkiye “Lee-Boot
etkisi” denilmektedir. Bu etki altindaki disi fare gruplarina erkek farelerin katilmasi
ile Ostriis senkronizasyonu baglar. Yeni bir Ostriis dongiisiiniin baglamasi ile “Whitten
etkisi” olarak adlandirilan fenomen baslamis olur. Basarili bir ¢iftlesme ile gebe kalan
bir disi fare, 4 giin icerisinde baska bir erkek ile ¢iftlesir veya feromon etkisine maruz
kalirsa; embriyo implatasyonu ortadan kalkar ve gebelik olusmaz. Bu etki de “Bruce
etkisi” olarak bilinmektedir. Bu etkilerin nedeni, erkek farelerdeki feromonlar
nedeniyle olusmaktadir. Ciftlesmeden sonra 12-24 saat icerisinde disi farede vajinal
plak (tikag) gdzlenmesi, basarili bir ¢iftlesmenin gerceklestigini gostermektedir.
Basarili ciftlesme sonrasi fare gebe kaldiysa viicut agirligi ve meme bezlerinin
biiyiikliigiinde artis olur. Anne karnindaki yavrular gebeligin ortalarinda abdominal

palpasyon ile palpe edilebilir (3,11,65-67).

Farelerde gebelik siiresi 19-21 giindiir. Basarili olmayan ciftlesmeler, dstrus ve
yumurtlamanin olmadig1 14 giin siiren yalanci gebelikle sonuglanir. Gebe annelerin
yavrularina yuva yapabilmeleri ve termoregiilasyonlarini saglayabilmeleri i¢in yuva
materyali verilmelidir. Yavru sayilar1 ortalama 6-12 adet arasinda degisiklik gosterir
ve prematiire olarak dogarlar. Yavrulu annelerde kanibalizmi (kendi tiirlinii yeme
davranig) Onlemek i¢in dogumdan sonra en az 2 giin farelere rahatsizlik
verilmemelidir. Yaklagik 10. giin fare yavrular ince tiiylerle kaplidir, kulaklar agiktir

ve 12. glinde gozeleri agilmis olur. 2 haftalik fare yavrulari kati yem ve su ile
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beslenmeye baslar. Siitten kesme yas1 21 giin olarak kabul edilse de siire 28 giine kadar
uzayabilmektedir. Siitten kesilen fareler cinsiyetine gore ayrilarak, anneden ayr1 bir
kafese alinir. Siitten kesilen farelerin cinsiyet ayriminda aniis ile genital organ
arasindaki mesafe kisa ise disi, uzun ise erkektir. Uretimde kullanima veya arastirmaya

verilmek iizere hazir olan fareler siniflandirilarak barindirilir (51,68,69).
2.7. Farelerin Barindirilma Kosullar

Farelerin bakim ve barindirilmasinda kullanilan alanlar ve malzemelerde,
farelerin fiziksel, fizyolojik ve davranigsal ihtiyaclar1 dikkate alinarak kosullar
saglanir. Ortam sicakligi, bagil nem, havalandirma sayis1 ve kalitesi, aydinlatma (151k
siddeti, giindiiz/gece uygulama saatleri), ses seviyesi, titresimler, giivenlik, kafes
zenginlestirme Uriinleri, yem, altlik, su niteligi kafeslerin malzemesi, hayvan basina
diisen alan gibi parametreler farelerin laboratuvarda barindirilma kosullarini olusturur

(31,70).

Hayvanlarin sirkadiyen ritimleri, barindirilacaklar1 makrogevre ve mikrogevre
sicaklik ile nispi nem orani hayvanlarin tiirlerine 6zgli uyum sagladiklar1 degerler
icerisinde olmasi hayvan refahi1 agisindan onemlidir. Fareler icin i¢in makrogevre
ozellikleri su sekildedir: aydinlatma siiresi 12/12, 14/10 giindiiz/gece (saat) periyodu,
151k siddeti 60-400 liiks, ses diizeyi yaklasik 50 dB, sicaklik 20-26 °C ve rolatif nem
%350 £10 arasindadir. Mikrogevreyi kapsayan kafes, kafes teli, kafes zenginlestirme
ekipmanlari, altlik materyali, yem ve su gibi farelerin birebir temasta oldugu {irtinler
standart olmalidir. Mikrogevre kosullarinin standartlarinin bozulmamasi i¢in giinliik
olarak yem (4-8 g) ve su (5-8 mL) ihtiyaglar1 kontrol edilir, altlik malzemesi ise en az
14 giinde bir degistirilir. Deney sonuglarinin saglikli olabilmesi i¢in, standart bakim

ve barindirma kosullarinin laboratuvar hayvanlarinda uygulanmasi esastir (31,71).

Farelerin barindirildig1 odalarda kafeslerin konuldugu raklar (raflar), kafesler ve
kafes aksesuarlar1 bulunmaktadir. Kafesler polikarbonat, polipropilen, fiberglas
tiriinlerden elde edilmis dayanikli, saglam otoklavlanabilir olabilecegi gibi, polisitren
gibi dayaniksiz plastiklerden iiretilmis kafesler de olmaktadir. Kafes kapaklari,
temizliginin kolay olmas1 ve paslanmay1 dnlemek i¢in paslanmaz celikten kafes telleri

yaygin olarak kullanilmaktadir. Kafesler fareleri kuru ve temiz tutmali, ideal ortam
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sicaklig1 saglamali, davraniglarini normal sergileyebilmeli, yem ve suya rahat erisim
saglanmalidir. Mikroizolasyon (MI) kafesi, kafesi iizerinde i¢ filtreli plastik bir iist
kullanan kafes sisteminin gelistirilmis halidir. MI kafesler ortaminin daha fazla kontrol
edilmesini saglayarak, hayvani herhangi bir ajan kontaminasyonundan korur. MI
kafesleri statik (hava besleme {initesi kullanmadan/hava olmadan) veya hava besleme
tinitesi destegi ile havalandirmali kafesler olarak kullanilabilir. IVC kafesler insanlarin
alerjen maruziyetini azaltmasi ve fareleri mikrobiyolojik ajanlardan korumasi gibi
avantajlar1 nedeniyle daha son donemlerde ¢ok tercih edilmektedir. Solunum yoluyla
bulagma riski olan 6liimciil enfeksiyona neden olabilecek biyolojik ajanlarla enfekte
fareler ya da daha yiiksek korunmasi gereken immiinstipresif fareler i¢in yar1 sert veya
esnek plastik yapidaki izolatdrlerde barindirilir. izolatdr, pozitif basing altinda tutulan
seffaf, plastik malzemeden yapilmis bir odadir. Arastirmaci/personel, steril bir ortam
saglamak i¢in izolatoriin uzantisi olarak kollu eldivenler araciligiyla izolatoriin iginde

calisir (3,31,67,70).

Farelerin barmmmasinda primer ihtiya¢ olan iirlin kafeslerdir. OTC kafesler
polikarbonat yapida ve iistii acgik, tel 1zgara kapakli kafeslerdir ve makrogevre
havalandirmas1 8-20 degisim/saat olarak saglanmaktadir (71,72). Teknolojik
gelismelerle ve farkli ihtiyaglara cevap verebilmesi acisindan IVC sistemleri fare
barindirilmasinda kullanim alanina girmistir. IVC sistem fareler i¢in koruma
saglarken, stirekli hava degisimi ile statik MI kafeslerinde siklikla bulunan amonyak
ve karbondioksit seviyelerini azaltir. Bu yeni sistemler mikrogevre havalandirmasini
saglayabildiklerinden, hayvan odalarindaki alerjen ve koku seviyesini 6nemli dlgiide
azaltmaktadir. Bu sayede kafes altlik degisim siiresini uzatmasma imkan

saglamaktadir (3,71,73).

IVC sistemlerde mikrogevreye aktarilan hava hizi ve degisim siireleri kafes
ireticilerine gore degismektedir. IVC sistemlerde 50 - 120 saat/degisim tipleri
bulunmaktadir. Bu araliktaki hava degisiminin saglanmasi i¢in, kafes i¢ine havanin
nispeten yiiksek bir hizda hava verilmesi gerekir. Kafes tasarimlaria gore hayvanin
bulundugu konuma gore-kafese gelen hava hizi 0,2 metre/saniye (m/s)'den az veya 1,0
m/s'den fazla olabilir. Kafes i¢ci 0,5 m/s’ye kadar fizyolojik degisim

gozlenmemektedir. Hava degisim miktar1 ve hiz1 arttik¢a, hayvanlarda fizyolojik
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degisim gozlenmektedir (74,75). IVC sistemlerin hayvanlarda yarattig1 bu fizyolojik
degisimlerin yani sira, strese bagli davranig degisiklikleri eslik edebilir. Bunun
sonucunda deneysel verilerin gilivenilirligi ve kiyaslanmalar1 deneylerde kullanilan
kafes sistemleri goz oniine alinarak gergeklestirilmelidir. Ozellikle IVC sistemler
arasindaki varyasyonun arastirmalarda detayli olarak belirtilmesi gerekir. Bu
varyasyonlarin hayvan davranisi ve arastirma verileri tlizerinde farkli etkileri

olabilecegi dikkate alinmalidir (37).

Kafeslerdeki fare sayisi, viicut agirliklar1 gozetilerek fare basina diisen alan
hesaplanarak, asir1 kalabalik olmayacak sekilde barindirilir. Sosyal davranis
sergileyen fareler, liretim veya kullanim 6zelliklerine gore gruplar halinde barindirilir.
Bu gruplandirmalar yapilirken farelerin barindirildigi kafeslerin ebatlar1 énemli rol
oynamaktadir. Kafes ebatlar1 laboratuvar farelerinin refah1 gozetilerek belirlenen

kafes standartlarinda olmaktadir (Tablo 1) (27,31,53).

Tablo 1: Laboratuvar farelerinin barindirilmasinda kullanilan kafes ebatlar

27).
Minimum
Canli agirhk Minimum bélme Hayvan basina bélme
(@ bityiikliigii (cm?) taban alam yiiksekligi
(cm”) (cm)
Prosediirler 20’ye kadar 330 60 12
sirasinda veya 20 ile 25 330 70 12
disinda arasinda
25ile 30 330 80 12
arasinda
30’un lizerinde 330 100 12
Damuzlik 330 12
bir monogam ¢ift
(soyigi/soydist) veya trio
(soyici) i¢in. Her ilave
disi art1 ayn1 batinda
dogan yavrular igin 18
cm? eklenecektir.
Ureticilerdeki 20°den az 950 40 12
stok (*)
Bolme
biyikligii 950
cm?
Bolme 20°den az 1500 30 12
biyikligii
1500 cm?
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(*) Siitten kesilme sonrasinda fareler hayvanlarin yeterli zenginlestirme imkanlarina sahip daha genis
bolmelerde barmndirilmast sarttir. Fakat hayvanlarda saldirganlik, hastalik ve 6liim oranlarinda artis,
stereotip ve diger davranis bozukluklari, kilo kayb1 veya diger fizyolojik ve davranis stresi tepkileri gibi
barmak sartlarinin hayvanlarin refahinda kdotiilesmeye yol agmamasi kosuluyla, siitten kesim sonrasi

prosediire verilene kadar kisa bir siire i¢in bu yiiksek stoklama yogunluklarinda tutulabilir.

Farelerin dinlendigi, idrar ve gaitalarinin emilimini saglayan kafes zemininde
kafes altliklar1 bulunur. Kafes altliklar1 genellikle talas, misir kocani, kagit parcalari
gibi materyallerden yapilir. Altliklarda mikrobiyolojik veya kimyasal kontaminasyon
olmamasina dikkat edilmesi, hijyenik olmasi gerekmektedir. Diizenli olarak altlik
materyallerinin degisimi yapilir. Ozellikle damizlik olarak yetistirilen disi farelerde
yuva yapmalar1 i¢in ek materyaller kafes icerisine konulur. Ayrica yuva materyalleri
yenidogan fare yavrularinin termoregiilasyonunu da saglamaya yardimci olur

(11,31,67).

Kafes, kafes teli, altlik, yem, su gibi farelerin temel ihtiyaclarin1 karsilayan,
fareler lizerinde primer etkili olan mikrogevre kosullarindan, kafes ici zenginlestirme
malzemelerinin de kullanilmasi, farelerin sinir sistemi gelisimlerini ve 6grenmelerini
olumlu yonde etkiler. Kafes zenginlestirme malzemeleri kagit, karton, tahta,
polikarbon plastik materyallerden olabilmektedir. Kafeslerde, kafes i¢i zenginlestirme
kullanilan fare gruplarinda stres seviyelerinin daha diisiik olmasi, aragtirma
sonuglarinin daha benzer olmas1 ve bu sayede 3R ilkesindeki hayvan sayisini azaltma

Reduction ilkesini saglar (11,76-78).
2.8. Farelerde Davranis

Fareler duyu organlarinin (koku, isitme, dokunma, gérme gibi) sinyalleri
aracilifiyla iletisim kurabilen, sosyal hayvanlardir. Dogada lireme kabiliyeti yliksek
olan fareler, hiyerarsinin de 6nemli oldugu gruplar halinde yasarlar. Bu gruplar yakin
akrabali ¢iftlesme ile kendi gruplari icerisinde yagamlarina devam eder, farkli gruplar
arast degisim cok gozlenmemektedir. Gece aktif olan farelerin, dogal yasam
kosullarinda ¢evre ile uyumlar yiiksektir. Yasadiklar1 alanda oyuk agma, yuva yapma
davraniglar1 gosterirler. Farelerin dogal davranislari arasinda feromonlarin etkisi
yiiksektir. Ani davranigsal tepkilere yol acabilecek feromonlarin olmasi yani sira, uzun

stirede endokrin sistemlerini etkileyebilecek feromonlarda olmaktadir. Feromonlarin
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etkisi genel olarak ebeveyn-yavru tanimanin yani sira, bireysel veya gruplarin
kimligini ileten sinyallerin saglamasin1 yapmaktadir. Fare feromonlari, idrarla, plantar,

tiikiiriik, gdzyasi, prepusyal ve meme bezleriyle atilir.

Farenin davranis biyolojisi oldukca karmasiktir ve genetik, fizyolojik, sosyal ve
cevresel degiskenlere baglidir. Bunlarin tiimii laboratuvar farelerinin en iyi nasil
yonetilebilecegini  etkilemektedir. Farelerin normal davranislart laboratuvar
kosullarinda tam olarak saglanamasa da, yuva yapma, oyuk agma, yiyecek arama ve
koku alma ortamlar1 gibi temel ihtiyaglar1 bu parametreler goz oniinde bulundurularak

saglanmalidir (51).

Her canli kendi tiiriine 6zgii fizyolojik standartlarin1 ortam kosullarinda belli bir
siire sabit tutmaktadir. Bu biyolojik temel mekanizmanin adi homeostazistir.
Hayvanlar homeostazisini stabil tutamadigt durumlarda stres ortaya ¢ikar.
Homeostazisi etkileyen kosullardan bir tanesi c¢evresel faktorlerdir. Cevresel
faktorlerin degiskenlikleri, hayvanlardaki fizyolojik dengelerde farkli varyasyonlara
neden olmaktadir (11).

Kemirgenler, genis bir ¢evre sicakliklart araliginda sabit bir viicut sicakligini
korumak icin beyindeki hormonal aktivite ile viicuttaki termoregiilasyonu saglamaya
calismaktadir. Farelerin sicaklik homeostazisini saglamasi i¢in yasam alaninin
(makrogevre), yasam alani i¢inin (mikrogevre) kosullart standart olmali ve stresin
etkisi termoregiilasyona bagli sicaklik degisimlerine neden olacagi i¢in, en az seviyede

stres faktorleri olmalidir (12,79).
2.9. Stres ve Noroendokrin Yolaklar

Canlilardaki homeostasisin diizenlenmesinde néroendokrin kol olan, fizyolojik
yanitlar1 etkileyen, merkezi kisimlar1 beyin sap1 ve hipotalamusta yer alan hipotalamo-
hipofiz-adrenal aks/eksen (hypothalamic—pituitary—adrenal, HPA axis)’dir. Nosiseptif
agr ve stresle iliskili ¢alismalarda HPA aks1 aktivitesinde degisimler gozlenmektedir
(80). Stresle birlikte HPA aks degisimlerine bagli hipotalamusta bulunan
paraventrikiiler ¢ekirdeginden nérohormonlar uyarilir. Bu uyarima bagl kortikotropik

hiicreleri tizerindeki spesifik reseptorlerle etkilesimi, adrenokortikotropik hormonun
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(ACTH) salgilanmasini tetikleyerek fizyolojik yanit olusur. Bunun yani sira HPA
aksin diger liyelerinden, dogal yolla olusan glukokortikoidler de aract metabolizmanin
diizenlenmesi, fizyolojik yanit olusumunda 6nemli rol oynar (81). Bu hormon
glukokortikoid hormonlarin salinimini baslatmak icin, adrenal korteks iizerinde
hareket eder. Dolagima gegen glukokortikoidler depolanan enerjinin mobilizasyonunu
baslatir ve ¢ok sayida sempatik sistem aracili etkiyi giigclendirir (82,83). Dolasimdaki
ACTH, steroid hormonu olan insanlarda kortizol, farelerde KORT sentezini ve adrenal
bezden salgilanmasini uyarir. KORT strese karsit davranigsal ve fizyolojik yanitlari
aktive eder (84). Yiikselen steroid hormonlarinin etkisiyle negatif etki baslar,
kortikotropin salgilatict hormon ve ACTH 1n daha fazla salinmasini engeller. Bu tepki

ile HPA ekseninin homeostazisi saglandig: diistiniilmektedir (85,86).

Laboratuvarda yetistirilen hayvanlarin refahi i¢in, stres seviyesi en az diizeyde
tutulmalidir (50). Stres, bagisiklig1 etkiledigi gibi, lireme ve davranig lizerine de
olumsuz etkileri de oldugu bilinmektedir (87). Stresli hayvanlarda adrenal
fonksiyonun diizenlenmesinde HPA eksenin Onemli bir rolii vardir. Stresli
hayvanlarda endokrin yanitlar olugsmaktadir. Strese maruz birakilan hayvanlarda
adrenal hipertrofi 48 saat sonra gozlemlenmektedir (88). Adrenal aktivitenin
artmasiyla, glukokortikoidlerin konsantrasyonlarinda degisiklikler de gozlenir. Strese
bagli bu degisimler, cesitli viicut sivilar1 ve diskr 6rnekleri ile dl¢iilebilmektedir (89).
Farelerin idrar ve diskilar araciligiyla atilan baglica glukokortikoid KORT araciligr ile
ol¢iilir (90). KORT seviyesi stresle birlikte yiikselirken, adrenal bez agirligi da
artabilmektedir (91). Digskida bulunan KORT miktarlar1 cinsiyete gore farklilik
gostermekle birlikte, zaman dilimleri ac¢isindan cinsiyete gore degisiklik
bulunmamaktadir (92). Ozellikle disi fareler strese maruz kaldiklarinda, HPA eksen
aktivitesinde onemli degisiklikler olusurken, erkek farelerde bu aktivite az olmasina

karsin, davranis testleri ile yliksek anksiyeteleri oldugu gosterilmistir (93).

Stresle beraber, fizyolojik cevabin olustugu metabolik diger aktivite degisimleri
leptin ve ghrelin seviyelerinde oldugu belirtilmistir. Leptin, az miktarda mideden ve
esas olarak yag dokusundan salgilanan, viicutta tokluk sinyalleri saglayan bir
proteindir. Leptinin hipotalamusta ve viicutta iki farkli reseptor tipi bulunmaktadir. Bu

durum hem merkezi, hem de periferde etkinliginin farkli oldugunu goéstermektedir
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(94). Girisimsel cerrahilerden sonra kortizol seviyesi artarken, leptin seviyesinin
azaldigr gozlemlenmektedir. Glukokortikoidlerin leptin sekresyonunu uyarmasi ile
stresle leptin seviyesini arttirdigi diisiiniilse de, HPA ekseni ile leptin seviyesi
arasindaki iligki tam olarak tanimlanamamistir. Strese bagli farkli proteinlerin de
salgilanmasinda degisiklik oldugu diisiiniilmektedir.  Leptin seviyesi, stresin
yogunlugu ve maruz kalma siiresine gore degiskenlik gostermektedir. Uzun siireli
strese maruz kalma sirasinda leptinde azalma olmaktadir. Leptin seviyesi stresin siiresi
ve yogunluguna gore artip, azalabilmektedir. Leptinin, strese yanit mekanizmasi halen

tam olarak anlagilamamigtir (95-97).

Ghrelin, sigan midesinden izole edilmis, bliylime hormonunun diizenleyicisi ve
28 aminoasitlik peptittir (98). Mideden salgilanan peptit hormonu ghrelin,
kemirgenlerde beslenmeyi ve kalori durumunu diizenleyen hipotalamik merkezlerin
sinyallesmesinde onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (99) (100). Kemirgenlerde
aclik ile ghrelin hormonu seviyesi artar, gida alimi ile azalmaktadir (101). Aglik
hormonu olarak anilan ghrelin, strese bagl seviyesinde degisiklik goziikkmektedir.
Akut ve kronik stres ile ilgili yapilan deneysel hayvan modellerinde ghrelin
hormonunun arttig1 bildirilmistir (102) (103). Ghrelin'in hipotalamustaki etkisi,
leptinin tam tersidir (104). Holubova ve ark’nin 2016 yilinda yaptiklari deneysel
maternal stres ¢calismasinda, strese maruz kalan siganlarda leptin seviyesinde anlamli
bir azalma gosterilirken, ghrelin seviyelerinde anlamli olmasa da belirgin bir artma

izlenmistir (105).
2.10. Stres ile Viicut Sicakhigi ve Viicut Agirhig1 Degisimleri

Enerji homeostazinin diizenlenmesinde hipotalamus gorev almaktadir. Istah ve
kilo artmasi/azalmasi1 gibi yollar1 aktive eden néroendokrin yolaklarin yanitlar1 da
hipotalamusta gergeklesir (106). Hipotalamusta noropeptit etkilesimleri ile bilinen
ghrelin ve leptin hormonlarinin néroendokrin fonksiyon kontrollerine katilarak besin
alim1 ve viicut agirligl degisimlerinde rol oynamaktadir (101) (107) (108). Strese bagh
olarak gida alimi ile ilgili olan hormonlardan ghrelin ve leptin seviyesi, strese maruz
birakilan hayvanlarda akut stres doneminde azalmakta, kronik stres doneminde ise

artmaktadir. Ayrica stresli hayvanlarda, stresin gostergesi olarak kullanilan
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kortikosteroid seviyesi yiiksek olmakla birlikte, viicut agirhginda azalma

gozlemlenmektedir (109).

Hayvanlarda strese maruz kalma durumunda viicut sicakligi degisimleri de
gozlemlenmektedir. Stresin seviyesine gore viicut sicakliginda artis (hipertermi)
durumu ile karsilagilir. Kafes kapaginin agilmasi, tutma, enjeksiyon gibi basit
manipiilasyonlar ile hayvanlarda 37-39 °C’ye ulasan hipertermi olusmaktadir.

Deneysel stres modellerinde de hipertermi gerceklestigi bilinmektedir (110) (111).

Laboratuvar hayvanlarinin barinma kosullar1 laboratuvarlarin isleyisine gore,
laboratuvar igindeki aktiviteye gore degiskenlik gostermektedir. Uluslararasi ve ulusal
laboratuvar hayvanlart merkezlerinde benzer/farkli barinma kosullart mevcuttur.
Gegmiste OTC kafes sistemleri barinma ekipmanlart daha c¢ok kullanilirken,
giiniimiizde IVC kafes sistemleri ve ekipmanlar1 tercih edilmektedir. Bu iki farklh
bakim ve barindirma kosullarinda hayvanlarda farkli stres seviyesi olustugu
belirtilmistir (7) (21). Dolayistyla barimma kosullarina bagli olarak gelisebilecek
stresin, leptin ve ghrelin diizeylerinde degisime sebebiyet verecegini diisiinmekteyiz.

Bununla ilgili herhangi bir caligmaya rastlanmamustir.

2.11. Farelerde Strese Bagh Gelisen Anksiyeteyi Degerlendirmede Kullanilan

Davranis Testleri

Stresin, anksiyete (kaygi) ile ilgili davraniglar etkiledigi sonucglari anlamak ve
anksiyete bozukluklarinda tedavilerin bulunmasi amaciyla anksiyolitik ilag
arastirmalart i¢in deneysel hayvan calismalarinda, davranig testleri ve hayvan
modelleri kullanilmaktadir (112). Anksiyete modelleri; yeni ¢evre, 6diil-ceza yontemi

ve ceza uygulamalar1 olarak 3 ana baslikta incelenmektedir.

Yeni c¢evre nedeniyle anksiyete olusturulmasi ve degerlendirilmesinde

kullanilan testler:

e Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze Test-EPM)
e Yiikseltilmis T-labirent (Elevated T-maze) Testi
e Acik Alan Testi (Open Field Test-OFT)

e Merdiven Testi (Staircase Test)
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e Sosyal Izolasyon Testi (Social Isolation Test)

e Yeni Cevrenin Beslenmeyi Baskilamasi (Novelty Supressed Feeding)
o Sosyal Etkilesim Testi (Social Interaction Test)

e Delikli Kutu Testi (Holeboard Test)

e Yabanci Kokuya Maruz Birakma (Predatory Odor)

Odiil-ceza yontemi ile anksiyete olusturulmasi ve degerlendirilmesinde

kullanilan testler:
o Sarth Zitlagma Testi (Operant Conflict Test)

Ceza uygulamalar1 yontemi ile anksiyete olusturulmasi ve degerlendirilmesinde

kullanilan testler:

e Savunmaya YOnelik Gomme Testi (Defensive Burying Test)

e Pasif sakinma Testi (Passive Avoidance Test)

e Ayak Soku Testi (Foot Shock Test)

e Sicak Plaka Testi (Hot Plate Test)

o Dort Tabaka Testi (Four Plate Test) deneysel aragtirmanin kriterlerine

gore anksiyete testleri yapilmaktadir (113).

Calismamizda hayvanlarda barindirmaya bagli, hayvanlardaki davranis

paternlerini degerlendirmek amaciyla OFT ve EPM testleri yapilmustir.
Acik Alan Testi (Open Field Test, OFT)

Acik alan testi, hayvanlarin psikomotor biitiinliigli gosteren lokomotor
aktivitesinin ve anksiyete seviyesinin Olgiildiigii test diizenegidir. Hayvanlarin acik
alandaki kesiflerindeki hareketleri gézlemlenir (114). Rodentlere iliskin ilk agik alan
testi, Hall CS tarafindan 1934 yilinda siganlarda yapilmistir. Duygusal agidan yogun
duygu durumu yasayan sicanlar daha c¢ok digkilama ve idrara ¢ikma davranisi
gosterirken, daha az duygusal olan sicanlar en az sayida ya da hi¢ digkilamama ve
idrara ¢ikamama davranist gostermislerdir. Bu deneysel arastirma ile bireysel

farkliliklarin gegerli oldugunu goéstermislerdir (115).
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[k arastirmalar siganlar {izerinde yapilmasina ragmen, bu test fareler iizerinde
de yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Farelerde acik alan testi, lokomotor
aktivitenin niceligini ve niteliginin dlgiilebildigi davranis testidir. Farelerdeki acik alan
testi; bir dizi davraniglarinin 6l¢iimlerinin yapildigi, muhafazali dikdortgen, kare, daire
seklindeki acik alanda farelerin gézlemlendigi ve davranis verilerinin elde edildigi test
alanidir. Farelerin agik bir alanda davranmiglarini sergilemesi i¢in, c¢aligmalarin
tasarimina gore degisen 25 - 250 cm? ebatlarindaki agik alanda, baslangigta acik
merkez alanina birakilan farenin 2-10 dakika zaman aralifinda fare davraniglar
gozlemlenmesi gerekir. A¢ik alan test zemin alaninin boyutlarindaki farkliliklar, test
alaninin renk farkliliklar (siyah, beyaz, saydam), yas gibi 6zellikleri veri sonuglarinda
fark yaratmazken, duvar yiiksekligi, cinsiyet, 300 liikks iizerindeki 151k siddetinin
sonuclarda farklilik gosterdigi bilinmektedir (16). Eskiden acik alan testinde yapilan
testlerden elde edilen veriler manuel olarak kayit altina alinmaktayd: (115).
Gliniimiizde ise teknolojik agidan arastirmaciya kolaylik saglayan video kamerali
altyapi sistemleri ve yazilimlart mevcuttur (Sekil 3) (116,117). Bu yeni yazilimlar ve
video kayitlar1 sayesinde hayvanlarin davranislarini, anksiyete diizeylerini, hareket
siiresi ve mesafesi, tigmotaksisi (dikey ylizeylere yakin kalma egilimi), disk1 miktari

(anksiyetede bir 6l¢ii) gibi aktivite seviyeleri ol¢iilmektedir (9,118).

Sekil 3: Acik alan test diizenegi >3
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Yiikseltilmis Arti Labirent Testi (Elevated Plus Maze, EPM)

Yiikseltilmis art1 labirent testi, kemirgenlerde anksiyete ile iliskili yaygin olarak
kullanilan bir davranis analiz test diizenegidir. Norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin
hayvan modelleri konusundaki arastirmalarda degerlendirme araci olarak yiikseltilmis
art1 labirent testi yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu testin maliyetinin disiik,
uygulamasi kolay ve gecerli sonuglar elde edilebilmesi bakimindan ge¢misten

gilinlimiize ¢ok fazla tercih edilen bir test diizenegidir (16).

Bu testle ilgili ilk calismalar Montgomery ve Monkman tarafindan 1955 yilinda
Y seklindeki test alaninda siganlarin kesif ve korku davranislari incelenmistir
(119). 1985 yilinda Pellow S ve arkadaslar1 tarafindan siganlarda davranigsal,
fizyolojik ve farmakolojik yonden dogrulanmis iki acik kol ve iki kapali koldan olusan
yiikseltilmis bir labirent tanimlanmustir (120). lerleyen siirecte farelerde ilk arastirma
ise 1987°de Lister RG tarafindan swiss albino susu erkek farelerde gerceklestirilmigtir
(121). Biligsel fonksiyonlarin 6l¢iilmesinde kullanilan bu test, hayvanlarin detayli
hareketlerinin incelenmesi i¢in giiniimiiz teknolojisinde diizenegin {izerine

yerlestirilen kamera araciligi ile davranis takibi yapilmaktadir (Sekil 4) (122,123).

Kapal Kol

Acik Kol ’\ﬁ

Sekil 4: Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegi (122)

Kemirgenler, yiikseltilmis art1 labirentin dort kolunun kesisme noktasi olan
merkeze yerlestirilir ve davraniglar1 5 dakika siireyle kaydedilir (123). Farelerde

anksiyete diizeyi, farelerin kapali ve acik kollara girislerin sayis1 ve agik kollardaki
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alanda gecirilen zamanin uzunlugu ile ifade edilir (16,124). Hayvanlar genellikle
kapali kollarda vakit gecirmeyi tercih ederler. Ozellikle ansiyolitik ajan kullanilan
hayvanlarda, anksiyete seviyesi diisiik oldugu i¢in agik kollarda daha ¢ok bulunurken,
anksiyete seviyesi yiiksek olanlar daha ¢ok kapali kollar1 tercih etmektedir (113,125).

Yiikseltilmis art1 labirent testinde genel olarak degerlendirilen parametreler su

sekilde analiz edilmektedir:

Acik kol frekansi: dort patinin tamamu ile agik, agik kollara fare giris sikligi,
kapali kol frekansi: dort patinin tiimii ile kapali, kapali kollara fare giris siklig1, merkez
alan frekansi: dort patinin timi ile merkezi platforma fare giris sikligi, agik kollarda
bulunma siiresi, kapali kollarda gegirdigi toplam siire, farenin merkezi platformda

gecirdigi toplam siire (124).
2.12. Agr1 ve Agr1 Deneyleri

Uluslararas1 agri arastirmalarit dernegi (International Association for the Study
of Pain=IASP) 1979°da agriy1 “kisinin bedensel ya da varolussal biitiinliigiine yonelik
tehdidi ifade eden karsilikli olarak kabul edilebilir bedensel bir deneyimdir” olarak
tanimlamustir. IASP 2018°de “fiili veya potansiyel doku hasar ile iligkili algisal ve

duygusal rahatsizlik veren duygu durumudur” tanimiyla ekleme yapmistir (126).

Agr1 mekanizmasinda periferal olarak, nosiseptif ad1 verilen duyu organlarinda
nosiseptif (agriya bagli) sinyaller iiretilir. Ciltte miyelinli A 6 (delta) lifleri (iletim
hizi: 4-30 m/s) veya miyelinsiz C-lifleri (iletim hizi: 0.4-2m/s) iki cesit afferent lifin
varligi, kisa kutandz nosiseptif uyaranlarin neden c¢ift agr1 hissi lretebildigini
aciklamaktadir (merkezi sinir sistemi -MSS’e dogru bilgi tasima). Agr1 genellikle
otonomik cevaplarinin aktivasyonunda anlasilmaktadir. Bu anlamda agri, stresi
gostermektedir. Agrinin yaratmig oldugu strese bagli sempatik sinir sisteminin artan
aktivitesinin neden oldugu viseral reaksiyonlar, kalp atig hizi, kan basinci, solunum
tipi, gdzbebegi boyutu, terleme ya da mide-bagirsak motilitesinde degisikliklere neden
olabilir. Agrinin ve stresin yarattigi etkiyi ol¢iilebilir olarak gosterebilmek i¢in, plazma
ACTH, kortikosteroidler ve katekolaminler gibi biyokimyasal igaretler de kullanilir
(127-130).
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Agrinin Stniflandirilmasi

1. Baglama siiresine gore, 2. mekanizmalarina gore, 3.kaynaklandigi bolgeye

gore agr1 siiflamasi (131).

Hayvanlarda, kimyasal agr1, mekanik agr1 (von frey testi, kuyruk sikistirma, paw
withdrawal- patinin geri ¢ekilmesi ile yapilan calisma), elektrik soku ile zararh
uyaranlara verilen tepkiyi dl¢me, termal agr1 testleri, agr1 endeksini dlgmek icin; hot
plate, tail flick (6zellikle analjezik aktivite test edilmesinde) nosiseptif testler

kullanilmaktadir (18,80,132).

Agn testlerinde en fazla kullanilan hayvanlar fare ve sicanlardir. Analjezi
Ol¢iimiinde kullanilan rodent modelleri i¢cin uygulanan testler termal, elektrik,
kimyasal veya mekanik uyaricilar ile yapilir (122,132). Nosiseptif testler disaridan
verilen termal bir uyarana bagli yanitin dl¢iilmesi amaciyla yapilir. Bu yanit verme
hayvanlardaki agr1 esigine gore degiskenlik gostermektedir. Agr1 esiginin
6l¢iimlerinde hayvanlarin refah1 goz oniinde tutularak, yanit verme gecikmesi olmasi
durumunda “cut-off” sinirlamasi her bir farkli test icin bulunmaktadir (133). Bu motor
tepkiler spinal reflekslerden, davranis yanitlarinda degisikliklere kadar degisen noral

temelli tepkilerdir (134) .
Tail-Flick Test- Kuyruk Cekme Testi

D’Amour ve Smith 1941 yilinda fare ve siganlarin kuyruklarina uyguladigi 1st
uyarani prosediirii ile kuyrugun tepkisini dlcerek literatiire ilk katkiyr saglamislardir
(135). Kuyruk ¢ekme testi, agr1 esigi degerlendirilmesinde kullanilan akut nosiseptif
testlerden biridir. Su banyosunda kuyrugun tutulmasi veya kizil Gtesi 151 veren bir
cthaz araciligiyla kuyruk cekme siiresi kayit altina alinarak yapilan bir testtir
(136,137). Her iki testte de hayvanlarin sabitlenmesi/tutulmalar1 dezavantaj gibi olsa

da, kisa siireli bir prosediir olmas1 avantaj saglamaktadir (138).
Hot-Plate Test- Sicak Plaka Testi

Sicak plaka testi agr1 duyarhiligimi degerlendirmek i¢in kullanilan termal

nosiseptif bir testtir. Hayvanlar zemini 50-56 °C'de sicak plakaya sahip, pleksiglas
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silindiri ile sinirlandirilmis bir alanda kisa siireli olarak tutulur. Arka pati yalama ve /
veya ¢ekme veya ziplama stiresi ya cut off gecikme zamani kaydedilir. Termal uyarana
verdikleri agr1 yanitindan hemen sonra alandan uzaklastirilir. Sicak plaka testi akut,
termal duyarliligi degerlendirmenin hizli yapildigi ve nispeten ekonomik bir testtir.
Sicak plaka testi hayvanlarin test alanin1 6grenme ihtimalinden dolayr tekrarlanan
dlgiimlere karst olduke¢a hassastir (133,139). Ogrenilen davranissal tepkiden dolay,
tekrarlanan Olgiimlerde reaksiyon siirelerinin azaldigi goéz oOniinde tutulur (138).
Hayvanlarin ekstremite ve kuyrugunun ayni anda uyarilmasi ile reaksiyon degisimleri
gozlenen bu testte, farelerde, sicanlara gore daha belirleyici davranigsal yanitlar
olmustur (134). Albino si¢anlardaki bu on iki farkli karmagik davranislar, 1993 yilinda
Espejo EF ve Mir D tarafindan belirlenerek, tanimlanmistir (140).

Nosiseptif testlerden ilk gelistirilen tail-flick test spinal bir refleks yanitlari
olarak belirleyici bir testtir. Daha sonradan kesfedilen hot-plate test ise segme
eylemine bagli daha yiliksek yapilara entegrasyon ile cevap verdigini gostermektedir

(141).
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3. ARASTIRMA GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirma deneysel niteliktedir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmanin hayvan deneyleri is paketi Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
(DEUTF) Multidisiplin Laboratuvart Deney Hayvanlari Birimi’nde Aralik 2019-
Agustos 2020 arasinda yapilmistir. Biyokimyasal analizlerin gerceklestirilmesi
DEUTF Arastirma Laboratuvari (ARLAB)’da Eyliil-Kastm 2020 tarihlerinde
gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu calisma deneysel hayvan calismasidir. Calismada toplam 48 adet F2
jenerasyon 8-10 haftalik BALB/c albino erkek fareler kullanilmistir.

Hayvan Sayisinin Belirlenmesi
Gii¢ Analizi (power analysis)

Hayvan sayisinin belirlenmesi i¢in gii¢ analiz testi (G*Power 3.1.9.2.) kullanildu.
Bu analiz i¢in gerekli olan ortalama ve standart sapma (SD) gibi parametreler temel
olarak Kostomitsopoulos ve arkadaglarinin 2011°de yaptig1 calismadan elde edildi.
(142). Hayvan sayis1 test gruplari i¢in 17 adet olacak sekilde belirlendi (n=17). Ancak
kafesteki hayvan sayilarinin esit olabilmesi i¢in her kafeste dort hayvan olacak sekilde
barmdirilacagi i¢in toplam 16 olarak belirlendi. Boylelikle kafeslerdeki farkli hayvan
sayisina bagli hiyerarsik diizen standardize edilerek ekstra olumsuz faktorlerin oniine

gecilmis oldu. Analiz sonucu asagidaki gibidir (Sekil 5).
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Sekil 5: Hayvan sayisinin belirlenmesinde kullanilan gii¢ analizi test sonucu.

(G*Power 3.1.9.2.)
3.4. Calisma Materyali

OTC stok kafes sisteminde barindirilan yaklasik 90 giinliik fareler (postnatal, P)
disi ve erkek olarak ayr1 kafeslere alindi (FO). Daha sonra bu fareler; bir disi bir erkek
(monogami ) olacak seklinde katim kafeslerine alinarak hayvanlar ciftlestirildi ve
birinci jenerasyon yavrular elde edildi (F1). Ciftlesme sonrasi erkekler kafeslerinden
alimarak gebe kalan annelerin yaklasik 21+1 gebelik siirecleri takip edildi. Dogum
sonrast P30 giinliik emzirme donemini geciren yavrular IVC ve OTC kafeslere
alarak, erkek ve disi kafesler seklinde tasnif edildi. Yaklasik P90 giinliik
olduklarinda tekrar katim kafeslerine alinarak monogami ¢iftlestirilme ile ikinci
jenerasyon fareler elde edildi (F2). Boylelikle F2 jenerasyon ile anne karnindan-
deneysel prosediirlerin sonuna kadar OTC ve IVC kafeslerde barimmalari, sistem
kosullarina adaptasyonlar1 saglanmis oldu. F2 jenerasyonda bulunan tiim farelerin
cinsiyet ayrimi yapilarak yalnizca erkek fareler tiim deneysel prosediirler igin

kullanildi. Jenerasyon akisi Sekil 6’da sematize edilmistir.
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Deneysel prosediirler i¢in F2 jenerasyon erkek fareler P63 giinliik oldugunda,
calisma baslangici olarak kabul edildi (yaklasik 8-10 haftalik). Her bir fare i¢in FO’dan
F2’ye kadar olan tliretim ve deney siirect titizlikle takip edildi, veriler kayit altina alind1
(Tablo 2). Deney (OTC ve IVC) ve naive kontrol (OTC ve IVC hi¢ dokunulmamis)

gruplar randomize olarak belirlendi.

Tablo 2: F2 farelerin iiretilmesi ve deney kayit tablosu

Uretim Sekli (OTC veya IVC)

Damizlik: Disi x Erkek kimlik no

Anne dogum tarihi

Anne viicut agirlig1 6lgtimil

Yavru dogum tarihi

FO ve F1
Yavru sayisi ve cinsiyetleri jenerasyon veri

kayitlari

Yavru viicut agirlig dlctimii

1. Kafes no, kafeslenme tarihi

2. Kafes no, kafeslenme tarihi

Ciftlesme baslangig tarihi- bitig tarihi

F2 jenerasyon erkek fare kimlik no

PO Dogum tarihi

P30 Sitten kesme tarihi

Viicut agirligi 6lgtimii: P30 (Sitten kesme), P58, P66, P76, P86, P103,

Viicut sicakligr 6l¢iimii: P58, P66, P76, P86 .
F2 jenerasyon

veri kayitlar

P70 Kafes i¢i kuyruk isaretleme

Davranig testleri: P70 OFT, P77 EPM (test adi, saati, digki sayis1)

Agr Testleri: P84 tail-flick, P85 hot-plate

P105 Sakrifikasyon, 6rnek alma (kan, adren, beyin), adren bezi 1slak
doku agirlig

32



3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken: Kafes sistemleri (OTC ve IVC),

Bagimli degisken: Davranis, viicut agirligi, viicut sicakligi, hormonal aktivite

(leptin, ghrelin, ACTH ve KORT), adren agirhigi, agri esigi diizeyi.
3.6. Veri Toplama Araclan
Hayvanlar Temini ve Barindirma Kosullart

Calismamizda toplam 48 adet F2 jenerasyon 8-10 haftalik BALB/c albino erkek
fareler kullanildi. DEUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan etik onay alindu.

Fareler Multidisiplin Laboratuvari Deney Hayvanlari Birimi’nden temin edildi.

Farelerin barindirildig1 oda ve laboratuvar kosullari; 24 + 2 °C oda sicakligi, %
50 = 10 bagil nem, 12:12-saat gece-giindiiz dongiisii (otomatik aydinlatma 07.00 -
19.00 giindiiz), gece goriisiinii desteklemek i¢in kirmizi 151k, glindiiz 151k yogunlugu

en fazla 200 liiks, havalandirma 10 degisim/saat, ses seviyesi en fazla 75 dB (3,71).

Laboratuvar trafigi dikkate alinarak, OTC ve IVC gruplar i¢in giris ¢ikislar
kontrollii ayr1 odalar kullanildi. Bir aragtirmaci ve bir hayvan bakicis1 disinda oda ile
fiziki temasa izin verilmedi. Odanin makrogevre kosullar1 (sicaklik, nem, ses, 1s1k

siddeti) ile 1lgili bilgiler hergiin diizenli olarak kontrol edildi ve kayit altina alind1.
Tiim gruplara esit kosullarin saglanabilmesi i¢in kafes i¢i beslenme ve bakim kriterleri;

Beslenme: Gama 151nl1, en az %20 ham protein, en az %4.5 ham yag, en ¢ok
%4.5 ham seliiloz, en fazla %9 ham kiil, en az %1 lizin, en az %0,45 metiyonin, en az
%0,3 sistin, en az 15.000 [U/kg vitamin A, en az 2.200 IU/kg vitamin D kimyasal
ozelliklere sahip, 12 mm capli standart irradiye yem pelet formda (ARDEN
Arastirma&Deney Arastirma Deneysel Tip Malzemeleri, Ankara) ve ¢alisma boyunca

hayvanlar yeme ve suya ad-libitum olarak erisim saglandi.

Altlik: 3-4 mm ebatlarinda %2’den fazla nem igermeyen, nem emici, kiif-koti

koku igermeyen, misir kogani graniile edilerek elde edilen misir graniili altlik
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(ARDEN Arastirma & Deney Arastirma Deneysel Tip Malzemeleri, Ankara)
kullanildi. Haftada 1 giin kafes ve altlik degisimi ayni kisi tarafindan gergeklestirildi.

Saglik kontrolleri: Giinde bir kez ayni kisi tarafindan gorsel olarak yapildi.

Hayvanlarin refah1 ve yasam standartlari, TC Tarim ve Orman Bakanligi’nin
Aralik 2011°de resmi gazetede yayimladigi “Deneysel ve Diger Bilimsel Amagclar i¢in
Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Yonetmelik” in besinci boliim,

Ek-1, Ek-2, Ek-9 dikkate alinarak gercgeklestirildi (53).
F2 Jenerasyon ve Gruplarin Olusturulmasi

F0: OTC kafeslerde barindirilan BALB/c damizlik disi ve erkek fareler
konvansiyonel stok hayvanlardan randomize olarak secildi ve bu parentler FO olarak

tanimlandi.

F1: FO hayvanlar P90.giintinde (P90, 12 haftalik yas) monogami (birebir, 1:1)
yontemiyle ciftlestirildi. Gebe hayvanlarin yaris1 OTC, diger yaris1 IVC sisteminde
barindirildi. Kafes zenginlestirme ve yuva yapma materyali olarak pamuk kullanildi.
Dogum yapan annelerin yavrularin1 emzirme dénemi 30 giin (P30) olarak belirlendi
ve F1 jenerasyon olarak tanimlandi. Emzirme siirecini tamamlayan anneler ve katim

doneminde kullanilan damizlik erkek fareler laboratuvara geri iade edildi.

F2: P30 giin olan F1 fareler pelet yemle beslendiklerinden emin olunduktan
sonra, disi ve erkek olarak ayrildi. Kafeslerin ayrilma siirecinde OTC’de dogan fareler
OTC’de, IVC’de dogan fareler yine IVC’de P30-P90 giinii tamamlamas1 beklendi. P90
giinliik fareler poligami (harem ¢iftlestirme 4:1) yontemiyle ciftlestirildi. Gebe
hayvanlar bulunduklar1 barinma sistemine gore kafeslere bireysel olarak ayrildi. 21
giinliik gebelik siiresi sonucunda F2 jenerasyonlar {iretilmis oldu. Kafes
zenginlestirme ve yuva yapma materyeli olarak pamuk kullanildi. Dogan yavrular P30
giin olduklarinda cinsiyet ayrim1 yapildi ve dogduklart sistemlere uygun olarak her
kafeste en fazla dort adet olacak sekilde kafeslere tanzim edildi. Emzirme siirecini
tamamlayan anneler, damizlik erkekler, F2 jenerasyondan elde edilen disi fareler

laboratuvara iade edildi.
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Her kafeste en fazla dort adet olarak barindirilan F2 jenerasyon erkek fareler,

P63 giinliikken calismaya alindi (Sekil 6) .

OTC
Ciftlesme (P90)

Emzirme (P30)

OTC Ciftlesme (P90) I IvVC
[F1]
............................ Emzirme (P30) |
| 1 | 1
GO“;% 1}\5"_:8) Grup 2 (n=16) GI‘\‘;E ;(”_:8) Grup 4 (n=16)
- vaive amne
Kontrol OTC Test Kontrol IVC Test

Sekil 6: Gruplarin olusturulma basamaklarinin sematize edilmesi.
Gruplar:
Grup 1 (n=8): OTC Naive Kontrol Grubu (Hicbir isleme/teste maruz kalmayan)

e Bu gruptaki F2 jenerasyon erkek fareler, prenatal donemden itibaren P105’inci

giine kadar sadece OTC kafes sisteminde barindirildi.
Grup 2 (n=16): OTC Deney Grubu

e Bu gruptaki F2 jenerasyon erkek fareler, prenatal donemden itibaren P105inci
giine kadar OTC kafes sisteminde barindirildi. Sirasiyla asagidaki gilinlerde
testler yapildi.

e P70’de OFT, P77°de EPM, P84’de tail-flick, P85’de hot-plate testlerine tabi

tutuldu ve veriler kayit altina alindu.

35



Grup 3 (n=38): IVC Naive Kontrol Grubu (Hicbir isleme /teste maruz kalmayan)

e Bu gruptaki F2 jenerasyon erkek fareler, prenatal donemden itibaren P105inci

giine kadar sadece IVC kafes sisteminde barindirildi.
Grup 4 (n=16): IVC Deney Grubu

e Bu gruptaki F2 jenerasyon erkek fareler, prenatal donemden itibaren P105inci

giine kadar IVC kafes sisteminde barindirildi.

e P70°de OFT, P77°de EPM, P84’de tail-flick, P85’de hot-plate testlerine tabi

tutuldu ve veriler kayit altina alindu.
Tiim Gruplara Uygulanan Prosediirler (Sekil 7)

e Gruplarda bulunan F2 jenerasyon fareler kafeste en fazla dorderli olarak

ayrildi.

e Prenatal donemden itibaren hangi kafes sisteminde barildirildiysa,

sakrifikasyon gliniine kadar ayn1 oda, ayni1 kafes sisteminde yasamu siirdiiriildii.

e P30 (siitten kesme), P58, P66, P76, P86, P103 ve P105’inci giinlerde viicut

agirligi ve viicut sicakligr (rektal) olgtildii.

e PI105inci giinde viicut agirliklar1 Olgilildii ve erkek fareler ketamin-ksilazin
kombinasyonu ile genel anestezi altinda sakrifiye edildi. Tiim farelerin sag ve
sol adrenal bezleri eksize edildi, 1slak agirlik 6lgiimleri hassas terazi (Kern abt

220-5dm, Almanya) ile gerceklestirildi.

e ACTH, plazma KORT, ghrelin ve leptin seviyelerinin analizi i¢in vena cava
caudalisten 2 mL’lik enjektdr ile kan alindi. Bireysel olarak etiketlenmis olan
ependorf tiiplere alinan kanlar, 1 saat ortam sicaklifinda bekletildikten sonra,
DEUTF ARLAB’da santrifiij edildi. Santrifiijden sonra mikropipet yardimryla
elde edilen plazmalar, -80 °C’de saklanmak tizere ayrildi. Biyokimyasal

analizlerin yapilmasi i¢in -80 °C’de bulunan plazmalar, oda sicakligina
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getirildikten sonra elde edilen serumlarla ACTH, plazma KORT, ghrelin ve
leptin ELISA testleri yapildu.

Agri Deneyleri Sakrifikasyon
Deney baslangic) OFT EpM  [Tail-flick, Hot-plate Kan Alma (leptin, ghrelin,

) ACTH,KORT)

| P63 | | P70 | | P77 | P85 e

adaptasyon l l l J/ l
1

A A

PN ST T TN S N TN TN ST T SN ST ST NN T SN W N TN TN TN SN T T ST ST MY T ST ST T ST ST ST S S S ST S S ST ST S S T T S S

a

Postanatal viicut agirhigi ve viicut sicaklign dl¢timii

Sekil 7: Deneysel calismanin zaman ¢izelgesi (55 giin).

P: Postnatal giin, EPM: Elevated Plus Maze- yiikseltilmis art1 labirent testi, OFT:
Open Field Test- agik alan testi, KORT: plazma kortikosteron (1,144,145).

Kafesler

Uretimde ve yetistirmede kullanilan tiim fareler igin kafes kimlik kartlari
kullanmilmistir (Sekil 8). Kimlik kartlar1 kafeslerin 6n yiiziinde bulunan plastik kart

tutucu araciligi ile gergeklestirildi.

DEI"J Kafes No:
Hayvan Bilgi Karti
Fare/Irk Cinsiyet H. Sayisi
OBALB/c | O Disi
O Erkek
Uretim Sekli
O stok O Gebe O Hasta
O Katim OY. Anne O......
Dogum Tarihi (Giin/Ay/Yil)
............................ 202...

Sekil 8: Kafes kimlik karti.
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Tiim jenerasyon fareleri (FO, F1 ve F2) randomize olarak secildi ve kafeslere
yerlesimi gerceklestirildi. Herhangi bir karisiklik olmamasi icin kafeslerin raklara
yatay (harf) ve dikey (say1) yerlesimlerine gére kodlamalari yapildi. OTC ve IVC kafes
sistemlerindeki kafes sayilar1 farkli oldugu i¢in her bir sistemde benzer ancak ayri
numaralandirma yapildi (Sekil 9). OTC kafes sisteminde toplam 20 adet, IVC kafes

sisteminde ise 63 adet kafes bulunmaktaydi.

Sekil 9: Kafeslerin numaralandirma diizeni.

Acik gri alan: OTC kafes sistemi numaralandirmasi
Agik ve koyu gri alan: IVC kafes sistemi numaralandirmast

Konvansiyonel Kafesler - (OTC Sistem)

Dikdortgen 1290D (Conventional, Tecniplast, Buguggiate, Italy) polikarbonat
malzemeden yapilmis, 425 x 276 x 153 mm ve 820 cm? taban alanina, 15 cm
yiikseklige sahip tistii agik kafeslerdir (Sekil 10). Kafesler 4x5 (yatay x dikey) olarak
raklara yerlestirildi. Her kafesteki (mikrogevre) havalandirma orani 10 degisim/saattir.

Kafes i¢ine gelen hava, odanin havasidir (makrogevre).
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Sekil 10: Konvansiyonel kafesler- OTC kafes sistemi
Bireysel Havalandirmali Kafesler- (IVC Sistem)

Dikdortgen 12851 kodlu (Blue Line, Tecniplast, Buguggiate, Italy) polikarbonat
malzemeden yapilmis, 542 ¢cm? taban alanma, 12 cm yiikseklige sahip iistii filtreli
kafeslerdir (Sekil 11). Her kafesteki (mikrogevre) hava beslemesi ve egzoz sistemi
vasitastyla pozitif basing altinda 70 degisim/saat havalandirilmistir. Degisim/saat ve
basing, sistemin iireticisi tarafindan saglanan bir izleme ekraniyla takip edildi. Kafese

hava girisi ve ¢ikis1 kafesin iist tarafinda yer almaktadir.
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Sekil 11: Bireysel havalandirmali kafesler-IVC kafes sistemi
Adaptasyon

Deney baglangicindan 15 giin once gerceklestirildi. Fareler P48-P63 giin yasta
15 giinliik adaptasyon siireci tim gruplara uygulandi. Takao ve arkadaslarinin 2016
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada fareleri kafesten alma sirasi deneysel calisma
sonuglarini davranig ve agr1 yanitlarii degistirdigini gostermislerdir (144). Bu yiizden
calismamizdaki fareler dorderli olarak barindirildi. Her kafesteki hayvanlar once 1.
hayvan kafesten alinacak, 5 dk kafesten uzaklastirildi (EPM ve OFT’nin siireleri baz
alindi). Swrayla diger farelerde kafesten 5 dk uzaklastirildi ve tekrar kafesine
yerlestirildi. Bu sayede kafesten ilk alinan fare ile kafesten son alinan farenin davranis

ve agr1 yanitlarinin sonuglar kafesten ayri1 kalmalarina gore etkilenmedi.
Viicut Sicakligi ve Viicut Agwrhig Olgiimii

P30 (siitten kesme), P58, P66, P76, P86, P103 ve P105’inci gilinlerde viicut
agirhign ve viicut sicaklign (rektal) olgiildii. Viicut sicakligr ol¢iimiinde (ATP
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Instrumentation Ltd, Ingiltere) rektal problu, tek girisli K-tipi termometre aracilif
Olciildii. Viicut sicakligi sabit degere ulasincaya kadar beklendi ve elde edilen deger
kaydedildi (Sekil 12). Viicut agirliklar ise masa {istii terazi ile yapilmistir (Aeron, PT-
805) (Sekil 13). iki dl¢iim igin de her bir farenin dl¢iimii tamamlandiktan sonra rektal
prop ve tarti cihaz1 haznesi %70’lik etil alkol ile dezenfekte edildi. Olgiimler sonrasi

elde edilen veriler diizenli olarak kayit altina alinmistir (Tablo 3).

Sekil 12: Viicut sicakligr 6l¢timii.

Sekil 13: Viicut agirlig1 ve viicut sicakligi 6lglimlerinin yapilmasina iligkin genel

gorinim.
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Tablo 3: Viicut agirlig1 ve viicut sicaklig dlglimlerinin kayit edilen tablo 6rnegi.

Giincel:
27.08.20

2 I P66 P76 P76 P86
Animal m 12.06.20 03.07.20 13.07.20 22.07.20 22.07.20 13.08.
IVC415| 30 37 380 39 37,5 41 378 40 372 43 37,0 43
orCs.12] 22 36 368 37 36,5 39 36,8 39 36.9 38 364 39

Davranis Testleri

Grup 2 (n=16) OTC test grubu ve Grup 4 (n=16) IVC test grubunda bulunan
erkek fareler P70’de agik alan test - Open Field Test (OFT), P77’de yiikseltilmis arti
labirent test - Elevated Plus Maze (EPM) testleri yapildi. Farelerin adaptasyonu igin,

davranis testleri yapilmadan 1 saat 6nce davranis test alaninda bekletildi (Sekil 14).

Sekil 14: Farelerin davranis laboratuvarinda testler dncesi adaptasyon siirecini

tamamlama alani.

Davranis ¢alismalar1 09:00-13:30 arasinda gergeklestirildi. OFT ve EPM’de
alanlarin tam ortas1 baslangi¢c noktasi olarak kullanildi (EPM’de agik kola bakacak
sekilde). Her bir farenin test alanindaki 5 dakika toplam siiresi dolduktan sonra, alan
%70 alkol iceren dezenfektan ile temizlendi. Davranis testlerinin yapildigi alanin
makrogevre kosullar1 laboratuvar standartlar1 gozetilerek saglandi ve ortam kosullar
(sicaklik, nem, ses, 151k siddeti) kayit altina alindi. Ortalama sicaklik 2242 °C ve nem

diizeyi %40-60 arasinda, ses seviyesi en fazla 55dB olarak kaydedildi. OFT test
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alnindaki 151k siddeti 90 liikks, EPM alanindaki 151k siddeti 65 liiks olarak ayarlandi
(9,37,145).

Open Field Test (OFT)- Acik Alan Testi

OFT, lokomotor aktivite ve tigmotaksis zamani (anksiyete seviyesi) ile ilgili
davraniglart arastirmaya yarayan test prosediiriidiir. Grup 2 ve Grup 4’de bulunan
fareler P70 giin yasta siyah, akrilik bir agik alanda (45x45x45 cm) test edilerek,
OFT’de degerlendirildi (Sekil 15). OFT alan1 yirmibes esit alana 9x9 cm olarak ayrildi.
I¢c (merkez -dokuz merkezi kare) ve dis (kenar, kdse - on alt1 cevresel kare) olarak
tanimland1 (Sekil 16, Sekil 17). Her fare test merkezine yerlestirildi ve daha sonra
Sekil 14’de oldugu gibi 5 dakika boyunca alanda serbest kesif yapmasina izin verildi.
Her bir farenin aktivitesi, iistten bir kamera ile izlendi ve 6zel video izleme yazilimi
(Ethovision XT 13, Noldus, Hollanda) kullanilarak analiz edildi (9,37,146) (Sekil 18).
Her caligmadan sonra % 70 etanol ¢oOzeltisi ile temizlendi. Degerlendirilen
parametreler, test siiresi boyunca koselerde, kenarlarda ve merkeze giris sikligi, bu
alanlarda gecirilen zaman, frekans, alinan toplam mesafe, hiz, hareketli ve hareketsiz

oldugu toplam siire olmustur (1,16,145).

Sekil 15: OFT alani.
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Sekil 16: OFT i¢ (merkez) ve dis (kenar, kdse) alan tanimlart.

9x9 dl $
cm

i¢

Sekil 17: 9x9 cm esit alanlara boliinen OFT alanmin i¢ ve dis bolgeleri.
Anksiyetenin artmasi test alaninin dis bolgelerinde gegirilen daha fazla zaman

(tigmotaksis) kaydedildi (146).

s St and Sssemg
st

ot |mm [acniton o [ime scquiing M samoles it ]
T RN T RPN FEAT

(074 W angie]

Sekil 18: OFT alaninda serbest kesif yapan fare goriiniimii.
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Elevated Plus Maze (EPM) - Yiikseltilmis Arti Labirent Test

Iki kolunun agik ve ikisinin kapali oldugu dért koldan olusan bir labirent
kullanildi. Yerden 40 cm yiikseklikte, 38x6 cm iki agik ve iki kapali kolu, kapali
kollarin yiiksekligi 15 cm olan art1 seklinde bir deney diizeneginde test gerceklestirildi.
Kapali kollarin i¢ yiizeyleri, zemini ve agik kollarin zemini siyah mat renkte, kapali
kollarin dis yiizeyi beyaz parlak renktedir. Farelerin agik kollardan diisme ihtimaline
karsin, morris water maze (si¢an) su tankinin bos hali kullanilmistir. Fareler i¢in agik
kollardan yerden yiiksekligin daha anlasilir hale getirilmesi ve farkli feromonlara
maruziyetine engel olmak i¢in misir graniilii altlig1 tank i¢ine homojen bir sekilde

yerlestirildi (Sekil 19).

Sekil 19: EPM test diizenegi.

EPM test diizenegi, morris water maze (sigan) su tankinin tam merkezine
yerlestirildi. Acik ve kapali kollar su tankina 24 cm mesafede olacak sekilde
diizenlendi. Su terazisi (su terazisi, mobil uygulama) ile tiim kollarin egimi sifir olarak
ayarland1 (Sekil 20). Calismalarda 151k siddetinin bir etkisi bulunmamasina ragmen,
tavanda bulunan 151k kaynagi ile 151k siddeti tiim kollara homojen 151k dagilimi saglandi

ve liksmetre (/ux light meter, mobil uygulama) ile ol¢iildii (200 liiks) (16).
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Sekil 20: EPM test alan1 6l¢iileri.

Calismamizda kullanilan program Ethovision XT 13, Noldus davranig testleri
profesyonel kayit sistemidir. Kayit sisteminin saglayicist EPM test alaninin hemen
yukarisinda bulunan kamera ile yapildi. Kameranin kaydinin yapilmas: i¢in EPM

alaninin tanimlanmasi saglandi (Sekil 21).

Sekil 21: EPM alaninin tanimlanmasi.

Fareler her zaman ayni acik kollara bakacak sekilde merkeze yerlestirildi.
Anksiyete ile ilgili davranig, 5 dakika boyunca labirentin agik ve kapali kollarinda

harcanan girdiler ve slire kamera ile gozlemlenerek, 6zel video izleme yazilimi
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(Ethovision XT 13, Noldus, Hollanda) ile degerlendirildi (Sekil 22). Her ¢alismadan

sonra % 70 etil alkol ¢ozeltisi ile temizlendi (145).

1 (8 sewmoe -

e [Sperpared vl

Sekil 22: EPM alanininda test edilen farenin goriintiisii.

Termal Nosiseptif Testler-Agr1 Deneyleri

Farelerin test alanina adaptasyonu i¢in deneyler yapilmadan bir saat dnce test
alaninda bekletildi. Grup 2 (n=16) OTC test grubu ve Grup 4 (n=16) IVC test grubunda
bulunan erkek fareler dogum tarihleri gz oniinde bulundurularak, P84°de tail-flick
test- kuyruk ¢ekme testi, P85°de hot-plate test- sicak plaka testleri yapildi. Her bir
fareye ait elde edilen veriler Tablo 4 ile Tablo 5 6rnegindeki gibi kayit altina alindu.

Tablo 4. Tail-flick yanitlarinin kayit tablosu 6rnegi

P84 Tail-Flick Reaksiyon Siiresi

Tarih Fare No | Kuyruk ¢cekme yaniti (saniye) Cut off time 15 saniye

NN 1.

Tablo 5: Hot-plate yanitlarinin kayit tablosu 6rnegi

P 85 Hot-Plate Reaksiyon Siiresi

Tarih Fare No | Arka pati yanit1 (saniye) Atlama vanit1 (cut off time 30 sn)

A 1.
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Tail-Flick Test- Kuyruk Cekme Testi

Olgiilen parametre, kuyrukta bir 1s1 uyarimina takiben, kuyruk hareketi refleksi
icin saniye cinsinden gecikme siiresidir. Kuyruk ucunun kontrollii bir sicaklikta, Sekil
23°de gosterildigi gibi kontrollii bir kizilétesi 1s1n1 ile 1s1 uyaranina maruz birakildi
(MAY-TF 0703, Ankara, Tiirkiye). Isina maruz kalan farenin, kuyrugunu geri
cekilmesi ile bu termal uyarici kapatildi ve siire otomatik olarak durduruldu. 15-saniye

icinde cevap vermeyen fareler test alanindan alindi1 (cut off time) (147).

Sekil 23: Fare kuyrugunun kizilétesi 151n ile 1s1ya maruz birakilmasi.
Hot-Plate Test- Sicak Plaka Testi

Fareler, pleksiglas silindir ile ¢evrelenmis igindeki sicak plaka tizerinde (Orchid
Scientific and Innovative India Pvt. Ltd., Maharashtra, India) nosiseptif yanitlar i¢in
test edildi (Sekil 24). Plakanin sicaklig1 yaklasik 55 © C olarak belirlendi. Bu sicaklik
hayvan refahini olumsuz etkilemeksizin agrili yanitlarini izlemeye olanak sagladi.
Agrili uyaranlara yanit siiresi; arka patileri yalamaya baslanmasi, ¢ekmesi veya
zeminden ziplayarak kagmasi olarak belirlendi (11,131,142). Fareler en fazla 30 saniye
test alaninda bekletildi (cut off time) (147). Her testten sonra % 70 etil alkol ¢ozeltisi

ile pleksiglas ici ve sicak plaka temizlendi.
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Sekil 24: Hot-plate test- sicak plaka testi uygulamasi.
Otenazi Yontemi, Kan ve Ornek Numunesi Alma

P105. Giin tiim farelerin sakrifikasyonu enjektabl genel anestezi altinda
gerceklestirildi (27). Enjektabl anestezik olarak intraperitoneal yolla, ketamin ve
ksilazin kombinasyonu uygulandi. Ketamin 100 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg dozda
uygulandiktan sonra 20-30 dakikalik anestezi siiresi saglandi ve vena cava
caudalis’ten kan alma gerceklestirildi (Sekil 25) (148). Bu sayede genel anestezi
altinda eksanguinasyon ile hem sakrifikasyon gergeklestirildi, hem de kan ornekleri
toplandi. Ependorf tiiplere alinan kanlar iki saat oda sicakliginda bekletildi. Fare
kanlari, DEUTF ARLAB’da bulunan santrifiij ile 3500 devirde 10 dk santrifiij edildi
(Sekil 26). Daha sonra elde edilen plazma Ornekleri yeni bir ependorf tiiplere
aktarilarak, -80 °C buzdolabinda KORT, ACTH, leptin ve ghrelin enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) ayr1 ayr1 calisilmak {izere saklandi (105). Farelerin sag
ve sol adrenal bezleri eksize edilip, agirliklar1 hassas terazi (Kern abt 220-5dm,
Almanya) ile ol¢iildii ve kayit altina alind1 (Sekil 27). Fare adrenal dokulari ileride
calisilmak tizere -80 °C buzdolabinda saklanmaktadir. Ayrica beyin dokular1 da sag ve
sol hemisfer craniumdan ¢ikarilarak ependorf tiiplere aktarildi ve yine ileride

calisilmak iizere, -80 °C buzdolabinda saklanmaktadir.
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Sekil 25: Vena cava caudalis 'ten enjektor araciligiyla kan alma.

Sekil 26: Kan orneklerinin santrifiij edilmesi.

50



_garree

Sekil 27: Adrenal bez agirliklarinin hassas terazi ile dlglimii.
3.7. Arastirma Plani ve Takvimi
Arastirma plani

Calismamiz arastirma, basvurular, deneysel hayvan calismasi, analizlerin
gerceklestirilmesi, sonuclarin eldesi, degerlendirilmesi ve yazilmasi olarak is
paketlerine ayrildi. Baglangic tarihi Ekim 2018, tez projesi tamamlanma tarihi Agustos
2021 dir.

Proje Hazirlik Asamasindaki Is Paketleri

e Deneysel hayvan calismasi i¢in konunun arastirilmasi, literatiir tarama ve
danigman ile toplant1 gerceklestirildi (19.10.18- 23.11.18).

o Konuya uygun, literatiir destekli proje yazildi (26.11.18- 05.02.19).

e DEUTF Multidisiplin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu basvuru siireci
gerceklestirildi, toplant1 sonucunun beklendi ve etik onay alindi (08.02.19- 13.02.19).

e Tez izlem jiiri iiyelerine yeni tez Onerisi hakkinda bilgi verildi ve toplanti
gerceklestirildi. DEUTF Multidisiplin Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’na hayvan
talebi i¢in basvuru gercgeklestirildi (13.02.19- 21.02.19).
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e DEU Saglk Bilimleri Enstitiisii Kurulu'na sunulmak iizere ilgili formlarin
doldurulmasi ve karar bekleme siireci tamamlandi. Projede kullanilan malzemelerin
proforma talepleri ilgili firmalardan yapildi (21.02.19- 28.02.19).

e DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) basvuru siireci

icin gereken belgeler hazirlandi ve proje bagvurusu yapildi (28.02.19- 08.03.19).
Proje Asamasindaki Is Paketleri
1. Is Paketi: Malzemelerin tedarik edilmesi/satin almmasi (12 ay)

e Fareler temini; Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisiplin
Laboratuvar1 Deney Hayvanlar1 Birimi’ne hayvan talebi i¢in bagvuru gerceklestirildi.

o Altlik ve yem

e [s10lger

e Biyokimyasal analiz kitleri

e Cerrahi set

e Davranis test diizenekleri

e Sarf malzemeler
2. Is Paketi: Hayvanlarmn iiretimi ve takibi (6 ay)

e DEUTF Multidisiplin Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan talep edilen
hayvanlar elde edildi ve FO jenerasyon katima alinda.

e FO ve F1 jenerasyon deney hayvanlar1 verilerinin kayitlar1 diizenli olarak
tutuldu.

e F2 jenerasyondan 48 adet erkek fareler elde edildi ve adaptasyon siireci
tamamlandi.

e F2 jenerasyon fareler P 63 giin yasta deneyin baglangici olarak kabul edildi.
3. Is Paketi: Deneysel calismalar (7 ay)

e Metabolik verilerin eldesi: Deneyde kullanilan tiim farelerin dogum tarihlerine

gore diizenli olarak viicut agirlig1 ve 1s1s1 6lgiimlerinin yapildi.
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e Davranis calismalar1 (OFT, EPM, tail-flick, hot-plate): Davranis testlerinin ve
agr1 deneylerinin altyapisi saglandi ve deneyler farelerin dogum tarihlerine gore belli

donemlerde gergeklestirildi. Elde edilen veriler kayit altina alindu.

e Bir aylik bir siiregte deneyde kullanilan farelerin sakrifikasyonu yapildi ve kan

ile doku 6rnekleri alind.

e Biyokimyasal analizler: Biyokimyasal analizler DEUTF ARLAB’da yapild.

Degerlendirilen analizlerin sonuglar1 alindu.
4. Is Paketi: Sonuglarin eldesi ve degerlendirilmesi (6 ay)

e Tezden elde edilen tiim veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Veriler tablo

ve grafiklerle belirtildi.
e Konu ile ilgili glincel literatiir yapild1 ve proje yazildi.
e Tez bitirme siireci baslatildi.

e Sonug raporu DEU BAP’a ibraz edildi.

Arastirma Takvimi

is Paketi
No

is Paketi Tanimu

Malzemelerin tedarik edilmesi/satin alnmasi (12 ay)

Hayvanlarmn iiretimi ve takibi (6 ay)

Deneysel ¢aligmalar (7 ay)

O VRN IS N

Sonuglarn eldesi ve degerlendirilmesi (6 ay)

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Biyokimyasal Degerlendirme Yontemleri

Farelerden alinan kanlardan elde edilen plazmalar -80 °C buzdolabinda
biyokimya analiz gilinline kadar saklandi. Plazmalar ile ELISA testi yapildig: tarihte
oda sicakliginda calisildi. Plazmalardan dort farkli parametre i¢in, her bir farenin
plazma 6rnegi dorde boliindii. Leptin, ghrelin, ACTH ve KORT parametrelerinin

ELISA analizleri her bir kitin iretici firmasinin Onerdigi prosediire gore
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gerceklestirildi (Sekil 28). ELISA testinin prensibi; antijen-antikor iliskisine bagl

olup, antikor-enzim konjugatlarinin miktarlar1 spektrofotometrik ol¢iimle belirlendi.

Leptin seviyesi 201-02-0651 katalog numarali mouse leptin receptor (LR/Ob-
R) ELISA kit (Sunred Technology Co.,Ltd, Sangay, Cin) ile ¢calisild1 ve degerler ng/ml
olarak verildi. Ghrelin diizeyleri EZRGRA-90K katalog numarali, rat/mouse ghrelin
(active) kit (Millipore, Amerika) ile ¢aligildi ve degerler pg/ml olarak verildi. ACTH
analizi 201-02-0266 katalog numarali, mouse ACTH ELISA kit (Sunred Technology
Co.,Ltd, Sangay, Cin) ile ¢alisildi ve degerler pg/ml olarak verildi. KORT analizi
KGEO009 katalog numarali, corticosterone parameter assay kit (R&D Systems,
Minneapolis, Amerika) ile ¢alisild1 ve degerler ng/ml olarak verildi (105,149-151).
Elde edilen veriler, test icerigiyle beraber gelen referans standart egri grafigi ile

caligilarak sonuglar analiz edildi.

Sekil 28: Sirasiyla leptin, ACTH, ghrelin ve KORT ELISA analizleri gorseli.
Istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler Windows icin Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) siirlim 24 istatistik programi kullanilarak yapildi. Elde edilen tiim
veriler Shapiro-Wilk normalite testi ile normal dagilip, dagilmadig1 incelendi. Normal
dagilan veriler, parametrik testlerden iki grup karsilastirmalarinda #-test, dort grup

karsilastirmalar1 tek yonli ANOVA testi ile degerlendirildi. Tek yonli ANOVA
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testinde gruplarin birbirleriyle karsilastirmalarinda Levene’s homojenite testi yapildi.
Varyanslar homojen ise post-hoc analiz icin, Bonfferroni, varyanslar heterojen ise
Games-Howell testleri yapildi. Veriler ortalama + STD olarak gdsterildi. Normal
dagilim gostermeyen verilerin grup karsilastirmalari non-parametrik testlerden Mann
Whitney U testi ile yapildi. Veriler median (minimum-maksimum) deger olarak
belirtildi. Karsilastirilan gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklari p <0.05

ise kabul edildi (145,152,153).
3.9. Arastirmanin Simirhliklar:

Bilimsel aragtirma projelerini destekleme birimi tarafindan projemizin kabul
bildirim tarihi 18.10.2019 olarak tarafimiza iletildi. Hayvan iiretiminin baslamast i¢in
oncelikle yem ve altik talebinde bulunuldu. Talebimizin onaylanma siireci ve
malzemelerin bir kisminin tedarigi Ocak 2020 de gergeklesti. Malzeme tedariginin
gecikmesi nedeniyle hayvan iiretimine yaklasik {i¢ (3) ay gecikmeli baslandi. Ayrica
hayvan iiretiminde gebelik oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle, yeni c¢iftlesme
gruplarii olusturuldu (Subat 2020). Mart 2020’de iilkemizde ilan edilen pandemi
nedeniyle ekipman, tibbi ve sarf malzeme alim islemlerinde ulusal ve global olarak
aksakliklar meydana gelmistir. Projenin yliriitiilmesinde zaman yonetimi konusunda
kisitlamalar olustu. Ek siire talebi ile projenin yiiriitilmesindeki eksiklikler
tamamlandi. Projede belirtilen tiim prosediirler calisma prensipleri dogrultusunda

tamamlandi.
3.10. Etik Kurul Onay1

Doktora tez projesi, DEU Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’na (HADYEK) etik acisindan degerlendirilmek iizere sunuldu. 13.02.19
tarihli HADYEK toplantisinda proje etik acidan sakinca olmadig1 oy birligi ile uygun
goriildi. 08/2019 protokol no’lu proje 48 adet erkek Balb/c fare kullanimi i¢in etik

onay1 alinmistir.
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4. BULGULAR

OTC kafes sistemlerinde barindirilan FO jenerasyon farelerden projenitor
parentler olusturuldu. OTC ve IVC kafes sistemlerinde F1 ve F2 jenerasyon fareler
tretimleri gerceklestirildi. F2 jenerasyon fareler elde edildikten sonra, erkek olanlar
calisma icin kullanildi. Her fare anne karnindan itibaren ilgili kafes sistemlerinde
barmdirilarak, OTC ve IVC kafes sistemlerinin barindirilma etkisine her yas donemi
araliginda maruz kaldi. OTC ve IVC kafeslerde barindirilan hayvanlar naive kontrol
(n=8) ve deney (n=16) gruplar1 olacak sekilde toplamda dort grup, 48 adet erkek fare

ile ¢aligild1. Gruplara 6zgii parametrelerin karsilagtiritlmasi Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6: Naive kontrol ve deney ve gruplarda test edilen parametrelerin

karsilastirma tablosu.

Gruplar OTC Naif IVC Deney
OTC Deney * Hok
IVC Naif o *

* Prosediirlere bagl etkinin degerlendirilmesi:

Alandaki bulunma siiresi- alan degisikligi- manipiilasyon (tutma, test alanina koyma, daha
fazla insana maruz kalma siiresi)-bilinmeyen olasi degiskenlerin etkisi

** Yasam alanmin farkl etkileri:

Davramigsal (OFT, EPM), agn (tail-flick, hot-plate), biyokimya (leptin, ghrelin, ACTH,
KORT), fizyoloji (viicut agirligi, viicut sicakligi, adrenal bez agirliklar)

*** Yasam alaninin farkli etkileri:

Mikro ve makrogevre etkisi, biyokimya (leptin, ghrelin, ACTH, KORT), fizyoloji (viicut

agirhigi, viicut sicakligi, adrenal bez agirliklarn)

4.1. Canh Viicut Agirhik Degisimleri

OTC ve IVC'de barindirilan naive kontrol ve deney gruplarindaki erkek
farelerin, P30 (siitten kesme), P58, P66, P76, P86, P103 ve P105’inci giinlerde, viicut
agirhiklar kaydedildi. Istatistiksel olarak analizleri standardizasyon acisindan P58 ve
P105’inci giinler arasinda degerlendirildi. Veriler normal dagilim gostermistir. Bu
nedenle istatistiksel analiz i¢in one-way ANOVA kullanildi. Heterojen dagilim

gosteren veriler i¢in post-hoc Games-Howell (P58), homojen dagilim gosteren veriler
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icin post-hoc Bonferroni (P66, P76, P86, P103, P105) testleri kullanilmistir. Farkli
kafes sistemlerinde barindirilan naive kontrol ve deney grubundaki farelerin agirlik

degisimleri bakimindan gruplar aras1 anlamli bir fark bulundu (p<0,0001) (Tablo 7,
Grafik 1).

OTC Naive Kontrol ile IVC Naive Kontrol Gruplarindaki Agirlik Degisimleri

OTC ve IVC naive kontrol gruplar arasinda fark bulunmustur. IVC naive kontrol
grubundaki farelerin agirlik artiglar1 tim zaman dilimlerinde, OTC naive kontrol

grubuna gore daha fazla oldugu tespit edildi (p<0,001).
OTC Naive Kontrol ile OTC Deney Gruplarindaki Agirlik Degisimleri

OTC kafes sistemlerinde barindirilan farelerin zamana bagh agirlik

Olctimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
IVC Naive Kontrol ile IVC Deney Gruplarindaki Agirlik Degisimleri

IVC kafes sistemlerinde barindirilan farelerin naive kontrol grubu, deney
grubundaki farelere gore P86 ve P105’inci giinlerde agirhik artisinin az oldugu

saptanirken (p<0,0001), diger zamanlarda anlamli bir fark bulunmamustir.
OTC Deney ile IVC Deney Gruplarindaki Agirlik Degisimleri

IVC deney grubundaki fareler, OTC deney grubuna gore agirliklar: tim zaman
dilimlerinde anlaml1 olarak artis gozlendi (p<0,0001).
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Tablo 7: Naive kontrol ve deney grubundaki farelerin postnatal giinlere gore

viicut agirliklari.

Postnatal (P) giinlere gore viicut agirhg (g)

(ortalama:tss)
Hayvan
Grup  sayisi (n) P30 P58 P66 P76 P86 P103 P105
OTC
Naive 8 17,5+1,4 30,3+£2,1% 31,6+1,8* 33,8+2,2% 35,1+1,6* 34,9+1,2% 36,5+1,6*
kontrol
];)e}:gy 16 20,6+4,0 32,4+41,3%*  343+1,7%%  353+]1,7**  356+1,5%*  36,3£1,9**  36,6+2,3%*
IvC
Naive 8 26,5 £3,0 37,443,2 38,3+£3,3 40,4+2,6 40,4+1,5%%* 40,8+1,6 41,8£2,4%%*
kontrol
vC
16 14,1+1,7 39,6+1,7 40,9+2,3 41,8+2,7 45,2+2,1 46,6+2,2 47,6+3,1
Deney
o degerlendiril # # # # # #
p degeri N=48 medi 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Gruplar arasi karsilastirma one-way ANOVA ile test edilmistir. Gruplar aras1 anlamli fark vardir (p<

0,0001%).

Heterojen dagilim gésteren veriler igin post hoc Games-Howell (P58), homojen dagilim gdsteren

veriler igin post hoc Bonferroni (P66, P76, P86, P103, P105) testleri kullanilmustir.

OTC ve IVC naive kontrol gruplari karsilastirildiginda p<0,001%*,

OTC ve IVC deney gruplart karsilastirildiginda p<0,0001 **,

IVC naive kontrol ve IVC deney grubu karsilastirildiginda p<0,0001*** anlamli farklilik

bulunmaktadir.

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

s

Gram

P30

Viicut Agirhig

P58 P66 P76

=@=(TC Deney
OTC Naif

=@=[VC Deney

«=@=1V C Naif
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Postnatal Giinler

Grafik 1: OTC ve IVC'de barindirilan farelerin zamana bagli postnatal viicut

agirliklarinin grafik ile gdsterilmesi (Bkz; Tablo 7’nin altindaki agiklamalar).
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4.2. Viicut Sicakhig1 Degisimleri

OTC ve IVC'de barindirilan naive kontrol ve deney grubundaki erkek farelerin,
P58, P66, P76, P86, P103’lincii glinlerde, viicut sicakligi dlgiimleri yapildi. Veriler
normal dagilim gosterdigi icin, one-way ANOVA istatistiksel analizi kullanildi.
Heterojen dagilim gosteren veriler i¢in post-hoc Games-Howell (P58), homojen
dagilim gosteren veriler i¢cin post-hoc Bonferroni (P66, P76, P86, P103) testleri
kullanilmistir. Farkli kafes sistemlerinde barindirilan naive kontrol ve deney
grubundaki farelerin viicut sicakligi degerlendirmeleri gruplar arasi istatistiksel

anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001) (Tablo 8, Grafik 2 ).

OTC Naive Kontrol ile IVC Naive Kontrol Gruplarindaki Viicut Sicaklig

Degisimleri

IVC naive kontrol grubundaki farelerin, OTC naive kontrol grubuna gore viicut
sicakligr degerleri tiim zamanlarda daha yiiksek oldugu tespit edildi. P76, P86 ve
P103’iincii giinlerde viicut sicakliklari arasindaki fark ¢ok belirgin iken (p<0,0001),
P58 ve P66 giinlerde de istatistiksel olarak anlamli1 fark bulunmaktadir (p<0,05).

OTC Naive Kontrol ile OTC Deney Gruplarindaki Viicut Sicakligi Degisimleri

OTC kafes sistemlerinde barindirilan farelerin naive kontrol ve deney gruplari

arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05).
IVC Naive Kontrol ile IVC Deney Gruplarindaki Viicut Sicaklig1 Degisimleri

IVC kafes sistemlerinde barindirilan farelerin naive kontrol grubu deney
grubundakilere gére P66 giiniinde viicut sicakligi daha diisiik bulunken (p<0,05), P86
giinde yapilan 6l¢timde viicut sicaklig1 naive kontrol grupta daha yiiksek tespit edildi
(p<0,01). P58, P76 ve P103’{incii giinlerde anlaml fark bulunamadi (p>0,05).

OTC Deney ile IVC Deney Gruplarindaki Viicut Sicakligr Degisimleri

OTC deney grubundaki farelerin viicut sicakligi, IVC deney grubundaki farelere

gore tlim zaman dilimlerinde anlaml1 derecede daha diisiik olarak bulundu (p<0,0001).
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Tablo 8: Naive kontrol ve deney grubundaki farelerin postnatal giinlere gore

vicut sicakliklari.

Postnatal (P) giinlere gore viicut sicakhigi (°C)

Hayvan (ortalamadss)
sayis1
Gruplar (n) P58 P66 P76 P86 P103
OTC
Naive 8 37,1£0,5 36,6+0,3 36,3+0,3 36,3+0,2 36,6+0,3
kontrol
OTC
D 16 36,8+0,3* 36,6+0,4* 36,5+0,4* 36,4+0,5* 36,5+0,3*
eney
IvC
Naive 8 37,5+0,5%* 37,2+0,3** 37,9+0,5% 38,0+0,5% 38,3+0,5*
kontrol
IvC st
16 37,5+0,2 37,6+0,3*** 38,1+£0,2 37,4+0,3 38,0+0,4
Deney
p degeri N=48 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*

Gruplar arasi1 kargilagtirma one-way ANOVA ile test edilmistir. Gruplar aras1 anlamli fark vardir (p<
0,0001%).

Heterojen dagilim gdsteren veriler igin post hoc Games-Howell (P58), homojen dagilim gosteren
veriler i¢in post hoc Bonferroni (P66, P76, P86, P103) testleri kullanilmistir.

OTC ve IVC deney gruplari karsilastirildiginda p<0,0001%,

OTC ve IVC naive kontrol gruplar1 karsilastirildiginda p<0,05**, p<0,0001",

IVC naive kontrol ve IVC deney grubu karsilastirildiginda p<0,05***, p<0,01** anlaml farklilik
bulunmaktadir.

Viicut Sicaklig

39,0 #i

38,5 # "

38,0

37 5 kk Rk i
o 370 F % . . P =@=0TC Deney
© 365 . —— OTC Naif

36,0 =

35.5 ==V C Deney

35,0 «=@=[VC Naif

34,5

P58 P66 P76 P86 P103

Postnatal Giinler

Grafik 2: OTC ve IVC'de barindirilan farelerin zamana bagl postnatal viicut

sicakliklarmin grafikle gosterilmesi (Bkz; Tablo 8’in altindaki aciklamalar).
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4.3. Acik Alan Davrams Test (OFT) Sonuglar:

OTC ve IVC'de barindirilan deney grubundaki erkek farelere, P70’inci giin
anksiyete davranislar1 lizerine etkisini incelemek amaciyla, OFT yapildi. OFT
alanlarindaki (merkez, kenar, kose) frekans, kalis siireleri, ilk giris zamanlari, aldiklari
toplam mesafe, hizlari, hareketli ve hareketsiz olduklari toplam siireler agisindan
veriler elde edildi. Normal dagilim gdstermeyen veriler Mann Whitney U test ile,

normal dagilim gosteren veriler ise z-test ile degerlendirilmistir (Tablo 9, Grafik 3 ).
Frekans

Farelerin OFT merkez alanindaki frekansinda gruplar arasinda anlamli fark yok
iken (p>0,05), IVC deney grubunun kenar ve kdse alanlar1 frekanst OTC deney
grubuna gore daha ytliksek bulundu (p<0,01).

Kalis Siireleri

OFT merkez ve kose alanlarinda kalig siiresi bakimindan gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05), IVC sistemde barindirilan farelerin, OTC’de

barmndirilanlara gére kenardaki kalig siirelerinin daha fazla oldugu saptanmistir

(p<0,01).
Ik Giris Zamanlari, Aldiklart Toplam Mesafe ve Hiz

Farelerin OFT alanlarina ilk giris zamani, alinan toplam mesafe ve hiz acisindan

iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
Hareketli ve Hareketsiz Olduklar: Toplam Siireler

OFT alaninda hareketli ve hareketsiz olduklari siire bakimindan iki grup arasinda

anlaml bir fark bulunmadi (p=0,051).
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Tablo 9: Deney gruplarindaki farelerin OFT’deki davranis yanitlart

OTC (n=16) IVC (n=16) p degeri
Frekans
Merkez 90,6 +26,3 84,4 £30,4 0,550
Kenar 98,3 +22,1 119,8+11,5 0,002*
Kose 27,6£7,5 33,8+4,8 0,010%
Kals siiresi (sn)
Merkez 87,6+£32,7 68,8+23,5 0,072
Kenar 118,9+18.4 139,2+14,9 0,002*
Kose 82,3+26,9 80,5+24,2 0,837
i1k giris zamam (sn)
Merkez 25,2 (12-56)% 36,6 (12-121)* 0,094
Kenar 19,6 (14-37)" 22 (4-53)* 0,956
Kose 22,6+9,9 28,6+20,8 0,310
Alman toplam mesafe (cm) 1786,8 (6-2248)* 1914,2 (1462-2240)* 0,119
Hiz (cm/sn) 5,9+1,1 6,4+0,9 0,174
Hareligiioldugu toplam 210,3 (149-220)" 215,7 (187-240)" 0,051
siire (sn)
Hareketsiz kaldig1 toplam 89,7 (80-151)* 84,1 (60-113* 0,051

siire(sn)

#

non parametrik dagilim Ol¢iisii ortanca (en kiigiik-en biiyiik deger) olarak sunulmustur ve iki

bagimsiz grup karsilastirmast Mann Whitney U test edilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir.

Parametrik olan iki bagimsiz grup karsilastirmalari #-testi ile yapilmistir, gruplar arasindaki anlamlilik

p <0,01 *ile ifade edilmistir. Parametrik veriler ortalama+ss olarak sunulmustur.

140,0
120,0
100,0
80,0
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*
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Grafik 3: Deney gruplarindaki farelerin OFT’deki davranis yanitlarinin grafik

ile gosterilmesi (Bkz; Tablo 9’un altindaki agiklamalar).
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4.4. Yiikseltilmis Art1 Labirent Test (EPM) Sonuclar

OTC ve IVC'de barindirilan deney grubundaki erkek farelere, P 77’inci giin
anksiyete davraniglarini incelemek tizere, EPM yapildi. EPM alanlarindaki (merkez,
kapali ve acik kollar) frekans, kalis stireleri, ilk giris zamanlari, hizlar1 ve aldiklar
toplam mesafe agisindan veriler elde edilmistir. Normal dagilim gostermeyen veriler
Mann Whitney U test ile, normal dagilim gosteren veriler ise #-test ile

degerlendirilmistir (Tablo 10, Grafik 4).
Frekans

EPM, merkez ve kapali kollar alaninda frekans agisindan gruplar arasi anlaml
fark yok iken (p>0,05), sadece bir agik kol alaninda IVC deney grubu, OTC deney
grubuna gore daha yiiksek frekans bulundu (p<0,001).

Kalis Siireleri

EPM test alaninda kalig siiresi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmadi (p>0,05).
Ik Girig Zamanlar

EPM alanlarina ilk giris zaman1 bakimindan kapali ve agik kollarda anlaml1 bir
fark bulunamazken (p>0,05), IVC sistemde barindirilan fareler, OTC’de barindirilan
farelere gore merkez alanina ilk giris daha ge¢ olmustur ve istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0,05).
Aldiklart Toplam Mesafe ve Hiz

EPM test alanindaki, alinan toplam mesafe ve hiz agisindan iki grup arasinda

anlaml bir fark olmadigi tespit edildi (p>0,05).
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Tablo 10: Deney gruplarindaki farelerin EPM testindeki davranig yanitlari.

OTC IvC .

(n=16) (n=16) p degeri
Frekans
Kapali Kol (1) 11,8451 8,8+3,4 0,058
Kapali Kol (2) 8,1+5.4 10,34+3,9 0,202
Kapali Kollar (1+2) 19,94+4,2 19,1+5,7 0,651
Acik Kol (1) 13,8+5,6 10,6+3,3 0,054
Acik Kol (2) 3,9+1,6 6,7+2,6 0,001*
Agik Kollar (1+2) 17,8+5,5 17,3+4,3 0,778
Merkez 31,1+8,8 31,2+5,3 0,981
Kalis siiresi (sn)
Kapali Kol (1) 108,3+50,8 116,8+42.2 0,612
Kapali Kol (2) 68,1+39,2 75,5+29.8 0,551
Kapali Kollar (1+2) 176,4+34,2 192,3+29 0,167
Acik Kol (1) 35,2+16,7 28,4+11,8 0,194
Acik Kol (2) 4,2(1-20)" 9,2(1-38)" 0,289
Agik Kollar (1+2) 41,6x15,5 40,5+18,1 0,856
Merkez 72,3£25.4 58,9+15,6 0,081
Ik giris zamam (sn)
Kapali Kol (1) 12,7(2-83)* 14,1(0-141)* 0,925
Kapali Kol (2) 20,0(1-99) 28,2(1-165)" 0,651
Kapali Kollar (1+2) 19,5(7-53)* 27,3(9-100)" 0,407
Acik Kol (1) 0,9(0-35)" 1,7(0-34)" 0,339
Acik Kol (2) 1,4(0-98)" 1,1(0-58)" 0,651
Acik Kollar (1+2) 2,6(1-49)" 10,0(1-29)" 0,283
Merkez 0,9(0-11)* 1,9(0-30)" 0,047**
Hiz (cm/sn) 3,7£0,9 3,7+0,6 0,853
Alinan toplam mesafe (cm) 1094+272 1108,7+171,3 0,856
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# non parametrik dagilim 6l¢iisii ortanca (en kiiciik-en biiyiik deger) olarak sunulmustur ve iki
bagimsiz grup karsilastirmas1 Mann Whitney U test edilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir fark var

ise p < 0,05 ** ile gosterilmistir.
Parametrik olan iki bagimsiz grup karsilagtirmalari z-testi ile yapilmistir, gruplar arasindaki

anlamlilik p < 0,05 * ile ifade edilmigtir. Parametrik veriler ortalama=ss olarak sunulmustur.
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Grafik 4: Deney gruplarindaki farelerin EPM testindeki davranis yanitlarinin

grafik ile gosterilmesi (Bkz; Tablo 10’un altindaki aciklamalar).

4.5. Diskilama Sayisi

OTC ve IVC'de barindirilan deney grubundaki erkek fareler P 70’inci glin OFT

ve P 77’inci glin EPM testleri yapildi. Testler siiresince farelerin defekasyon miktari

incelenmistir. Veriler normal dagilim gostermedigi icin Mann Whitney U test ile

degerlendirildi (Tablo 11, Grafik 5). Digki miktar1 bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Tablo 11: Deney gruplarindaki farelerin OFT ve EPM test

digkilama sayisi.

alanlarindaki

Davranis test alaninda bulunan diski miktar: (adet)

Hayvan
sayisl
Gruplar (n) OFT EPM
OTC Deney 16 2,5(1-4) 0,5(0-4)
IVC Deney 16 3(1-5) 1(0-4)
p degeri N=32 0,104 0,660

Non parametrik iki bagimsiz grup karsilastirmas1 Mann-Whitney U ile test edilmistir.

Veriler ortanca (en kiigiik deger-en biiyiik deger) olarak sunulmustur.
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Grafik 5 : Deney gruplarindaki farelerin OFT ve EPM test alanlarindaki

Adet

diskilama sayisinin grafikle gosterilmesi (Bkz; Tablo 11’in altindaki aciklamalar).
4.6. Kuyruk Cekme Testi (7ail-Flick Test) Yanitlar

OTC ve IVC'de barindirilan deney grubundaki erkek fareler P84’iincii giin agri
esigi Olglilmesi amaciyla tail-flick testi yapildi. Normal dagilim gdstermeyen veriler
Mann Whitney U test ile, normal dagilim gosteren veriler #-test ile degerlendirilmistir
(Tablo 12, Grafik 6). Ardisik olarak 0. 10. ve 20. dakikalarda yapilan testlerde gruplar

arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 12: Deney gruplarindaki farelerin kuyruk ¢ekme (fail-flick) yanitlari.

Kuyruk Cekme Yanitlari (sn)

(ortalamadzss)

Gruplar i 0. dakika 10. dakika 20. dakika Oﬁzﬁ‘l‘t“a
OTC 16 42-11) 5,5(3-10) 7:3.4 7(3-8)
Ve 16 4(2-9) 7(4-11) 8,642, 1 6,8(6-9)

pdegeri  N=32 0,605 0,091 0,129 0,255

Non parametrik dagilim 6lgiisii ortanca (en kii¢iik-en biiyiik deger) olarak sunulmustur ve iki
bagimsiz grup karsilastirmast Mann Whitney U test edilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir
fark yoktur, p > 0,05.

Parametrik olan iki bagimsiz grup karsilastirmalar ¢-testi ile yapilmistir, gruplar arasinda

anlamli fark bulunamamuistir, p > 0,05. Parametrik veriler ortalama=ss olarak sunulmustur.
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Grafik 6: Deney gruplarindaki farelerin kuyruk ¢ekme (tail-flick) yanitlarinin
grafik ile gosterilmesi (Bkz; Tablo 12’nin altindaki agiklamalar).

4.7. Sicak Plaka Testi (Hot-Plate Test) Yanitlar

OTC ve IVC'de barindirilan deney grubundaki erkek farelere P 85’inci giinde
agr1 esigi Ol¢lilmesi amaciyla hot-plate testi yapildi. Normal dagilim gdsteren veriler
t-test ile, normal dagilim gostermeyen veriler ise Mann Whitney U test ile
degerlendirildi (Tablo 13, Grafik 7). Ardisik olarak 0. 10. ve 20. dakikalarda yapilan
testlerde; gruplar arasinda 0. ve 10. dakikada IVC kafeste barindirilan farelerin arka
ayak reaksiyonundaki siire daha uzun iken (sirasiyla p<0,01, p<0,05), 20. dakikada
anlamli bir farkin olmadigi saptandi (p>0,05). Ancak ardisik ii¢ 6l¢limiin ortalamasina
bakildiginda, IVC gruptaki fareler termal uyariya daha gecikmeli yanitlar verirken,

OTC grubundakilerin daha hizli yanit verdigi tespit edildi (p<0,01).
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Tablo 13: Deney gruplarindaki farelerin hot-plate reaksiyon yanitlari.

Sicak Plaka Testi Yanitlar: (saniye)

(ortalama:tss)
Hayvan
Gruplar sayisi (n) 0. Dakika 10. Dakika 20. Dakika  Ortalama Yamt
OTC 16 6,9+1,6 2,5(2-8) 2,5(1-9) 4,3(4-7)
IvC 16 8,9+2.3 6(2-13) 3(1-9) 5,6(4-9)
p degeri N=32 0,007* 0,023** 0,862 0,003 #**

Parametrik olan iki bagimsiz grup karsilagtirmalari t-testi ile yapilmistir, gruplar arasindaki
anlamlilik p < 0,01 * ile ifade edilmigtir. Parametrik veriler ortalama=+ss olarak sunulmustur

Non parametrik dagilim 6lgiisii ortanca (en kiigiik-en biiylik deger) olarak sunulmustur ve iki
bagimsiz grup karsilastirmasi Mann Whitney U test edilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir fark var

ise p < 0,05 ** p <0,01 *** ile gosterilmistir.

Hot-plate Yanitlari
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=
5]
~ 8,0
'g ** ***
56,0
n
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2 40 Y
< [VC Deney
O 2,0
]
; 0,0
Q 0. Dakika 10. dakika 20. Dakika Ortalama

Yanit

Grafik 7: Deney gruplarindaki farelerin hot-plate reaksiyon yanitlarinin grafik
ile gosterilmesi (Bkz; Tablo 13’{in altindaki agiklamalar).

4.8. Adrenal Bez Agirhig Olciimleri

OTC ve IVC'de barindirilan naive kontrol ve deney grubundaki erkek fareler
P105’inci giinde sakrifiye edildikten sonra, sag ve sol adrenal bez agirliklari tartild.
Adrenal bez agirliklar sol, sag, ortalama ve adrenal bez agirligi/ viicut agirligi oram
Tablo 14 ve Grafik 8’de gosterilmektedir. Tiim veriler normal ve homojen dagilim
gosterdigi i¢in, grup karsilastirmalar1 one-way ANOV A ve post-hoc Bonferroni ile test

edildi. Tiim gruplardaki parametrelerde (sol, sag, ortalama ve adrenal bez agirligl/
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viicut agirligr orani) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (sirasiyla p<0,05,

p<0,0001, p<0,001, p<0,0001).

OTC Naive Kontrol ile IVC Naive Kontrol Gruplarindaki Adrenal Bez Agiwrhik
Degisimleri

Adrenal bez agirligl/ viicut agirligt oraninda bir fark bulunmazken (p>0,05), IVC
naive kontrol grubunun OTC naive kontrol grubuna gore sol adren (p<0,05), sag adren
(p<0,001) ve ortalama adrenal bez agirlig1 (p<0,001) istatistiksel olarak daha yliksek

bulundu.
OTC Naive Kontrol ile OTC Deney Gruplarindaki Adrenal Bez Agirlik Degisimleri

OTC sistemde barindirilan naive kontrol grup, deney grubuna gore sol adren
agirhiginda anlamh bir fark olmamasina karsin (p>0,05), OTC naive kontrol grubun
sag adren agirlig: istatistiksel olarak daha diisiiktiir (p<<0,001). OTC naive kontrol
grubun ortalama adrenal bez agirligt OTC deney grubuna gore anlamli olarak daha
diisiik iken (p<0,05), adrenal bez agirligi/ viicut agirligi orani naive kontrol grubunun

deney grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksektir (p<0,05).
IVC Naive Kontrol ile IVC Deney Gruplarindaki Adrenal Bez Agwrlik Degisimleri

IVC deney grubu ile IVC naive kontrol grubuna gore adrenal bez agirligl/ viicut

agirligl oran1 anlaml olarak yiiksektir (p<0,05).
OTC Deney ile IVC Deney Gruplarindaki Adrenal Bez Agirlik Degisimleri

IVC deney grubu, OTC deney grubuna gore adrenal bez agirligl/ viicut agirlig
orani anlamli olarak daha yiiksektir (p<0,0001).
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Tablo 14: Naive kontrol ve deney grubundaki farelerin adrenal bez agirliklari.

Adrenal bez agirhg:
(ortalamazss)
Adrenal bez agirhgy/
Hayvan . Ortal Ad 1 . o
sayist Sol (mg) Sag (mg) bre: :grﬂf:lgl (l;:;g;l Viicut agirhgi oram
Gruplar (n) (mg/g)
OTC
Naive 8 3,08+0,42 2,46+0,37" 2,77+0,35"" 0,10+0,01""
kontrol
OTC 16 3,36+0,41 3,31+0,45 3,34+0,41 0,08+0,01*
Deney
IvC
Naive 8 3,7740,50%*  3,49+0,58%** 3,6340,41%%* 0,08+0,01
kontrol
IvVC +++
16 3,37+0,47 3,39+0,54 3,38+0,45 0,09+0,01
Deney
pdegeri N=48 0,03% 0,0001%# 0,001% 0,0001%

Parametrik olan bagimsiz grup karsilastirmalari one-way ANOVA ile yapilmistir. Veriler homojen
dagildig i¢in post hoc Bonferroni gosterilmistir.

OTC naive kontrol ve OTC deney gruplari karsilastirildiginda p<0,001*, p<0,05*,

IVC naive kontrol ve IVC deney grubu karsilastirildiginda anlamli farklilik p<0,05*,

OTC ve IVC deney gruplart karsilastirildiginda p<0,0001%*,

OTC ve IVC naive kontrol gruplari karsilastirildiginda p<0,05**, p<<0,001***,

Gruplar arasindaki anlamlilik p < 0,05 #, p<0,001 ## ile ifade edilmistir.

Ortalama Adrenal Bez Agirliklart

4 O skskok

o I
I

53’0 ++
£ 2,0
<
210
]

0,0

OTC Naif OTC Deney IVC Naif IVC Deney

Grafik 8 Naive kontrol ve deney grubundaki farelerin adrenal bez agirliklarinin

grafik ile gosterilmesi (Bkz; Tablo 14’iin altindaki aciklamalar).
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4.9. Leptin, Ghrelin, ACTH ve KORT ELISA Analiz Sonuclar:

OTC ve IVC'de barindirilan naive kontrol ve deney grubundaki erkek fareler P
105’inci gilin sakrifiye edildikten sonra kanlari alindi, plazmadan leptin, ghrelin,
ACTH ve KORT seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Normal dagilim gosteren veriler Mann
Whitney-U ve normal dagilim gdstermeyen veriler ise Kruskal-Wallis testleri ile
degerlendirildi. Her bir parametre i¢in, gruplar arasi karsilastirmalar istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,0001) (Tablo 15, Grafik 9).
Leptin Seviyesi

OTC deney grubunun leptin seviyesi, OTC naive kontrol ve IVC deney gruplari
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla p<0,001,
p<0,0001). IVC naive kontrol grubu ile OTC naive kontrol ve IVC deney gruplari

arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05).
Ghrelin Seviyesi

OTC sistemde barindirilan naive kontrol grubunun ghrelin seviyesi; OTC deney
grubuna gore daha yiiksek (p<0,0001), IVC naive kontrol grubuna gore daha diisiiktiir
(p<0,05). IVC deney grubu ile IVC naive kontrol ve OTC deney gruplar1 arasinda bir
fark yoktur (p>0,05).

ACTH Seviyesi

OTC naive kontrol grubunun ACTH seviyesi, [VC naive kontrol ve OTC deney
grubuna gore diistiktiir (p<0,001). IVC deney grubunun ACTH seviyesi ise hem IVC
naive kontrol, hem de OTC deney grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (sirasiyla

p<0,01, p<0,0001).
KORT Seviyesi

IVC deney grubunun KORT seviyesi, OTC deney grubuna gore daha yiiksektir
(p<0,0001). OTC naive kontrol grubu ile IVC naive kontrol ve OTC deney gruplar1
arasinda fark bulunmadi (p>0,05). IVC naive kontrol ve IVC deney gruplari arasinda
da fark yoktur (p>0,05).
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Tablo 15: Naive kontrol ve deney grubundaki farelerin leptin, ghrelin, ACTH
ve KORT ELISA analiz sonuglari.

Hayvan Biyokimya Analiz Sonuglar1

sayisi
Gruplar (n) Leptin (ng/ml) Ghrelin (pg/ml) ACTH (pg/ml) KORT (ng/ml)

oTC
Naive 8 9.4(8-11)* 612(48-77)  28,1(21-32)* 13,8442.60
kontrol
OTC

16 141(11-16**  557(50-75y%*  34.9(25-48)%*  13,63+1,26%*
Deney
\ze
Naive 8 7,9(7-12) 712(58-82)"  437(37-50)"  15,93+0,82
kontrol
ve 16 8,5(7-12) 68.2(58-77)  61,7(31-70) ***%  1586+0,65
Deney 9 9 9 b b
pdegeri  N=48 0,0001# 0,0001# 0,0001# 0,0001%

Non parametrik dagilim 6l¢iisii ortanca (en kiigiik-en biiyiik deger) olarak sunulmustur ve gruplarin
karsilastinlmasinda Kruskal-Wallis Test kullanilmistir ve anlamli farkliik p<0,0001% ile
gosterilmigtir.

Non parametrik iki bagimsiz grup ortalamalart Mann Whitney U Testi kullanilarak karsilastirilmustir.
OTC naive kontrol ve OTC deney gruplari karsilastirildiginda p<0,001%*,

OTC ve IVC deney gruplari karsilastirildiginda p<0,0001*%*,

IVC naive kontrol ve IVC deney grubu karsilastirildiginda anlamli farklilik p<0,01%**%*,

OTC ve IVC naive kontrol gruplari karsilagtirildiginda p<0,057, p<0,001*",

Parametrik olan bagimsiz grup karsilagtirmalari one-way ANOV A ile yapilmistir. Gruplar arasindaki
anlamlilik p<0,0001% ile ifade edilmistir. Veriler heterojen dagildig: igin post hoc Games-Howell ile
gosterilmistir.

OTC ve IVC deney gruplar karsilastirildiginda p<0,0001***
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Grafik 9: Naive kontrol ve deney grubundaki farelerin leptin, ghrelin, ACTH ve
KORT ELISA analiz sonuglarinin grafikle gosterilmesi (Bkz; Tablo 15’in altindaki

aciklamalar).
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda farelerde farklt barindirma kosularinin davranis,
metabolizma, ve Ozellikle agrili yanitlara duyarlilik degisimleri incelenmistir. Bu
amacla farelerde yaygin olarak kullanilan konvansiyonel (OTC) ve bariyerli (IVC)
sistemler tercih edilmistir. Laboratuvar hayvanlarinda ¢evre/barinma kosullarinin
degisimi Ozellikle hayvan gonenci (refah) agisindan 6nemli bir stres faktorii olup,
strese bagli mekanizmalarin tanimlanmasi1 davranigsal boyutta incelendi ve iliskili
olabilecek hormonal/metabolik mekanizmalar1 ile tanimlandi. Bu amacla bu
calismamizda, barinma-stres iliskisi OFT, EFT ve tail-flick/hot-plate agn testleri gibi
davranig testleri ile aragtirilarak, ghrelin, leptin, KORT, ACTH gibi iliskili

parametrelerle desteklenmistir.

Genellikle arastirmalarda kullanilan fareler calismalarin dizaynina gore
soylarina/altsoylarina, cinsiyetlerine, viicut agirligi, ve/veya yaglara gore
siiflandirilarak planlanir ve standart 6zelliklerde fareler kullanilmaktadir (153,154).
Farelerle ilgili yapilan in vivo arastirmalarda, tireme hormonlarindan dolayi cinsiyet,
yas ve altsoy farkliliklarina bagli olarak c¢alisma sonuclart etkilendigi
gozlemlenmektedir (155-159). Deneysel tasarimda hayvanlarla ilgili standartlarin
belirlenmesi, istatistiksel test sonuclarini etkiledigi gibi aym1 zamanda farkh
ozelliklerin calismalardaki degiskenleri nasil etkiledigini de gosterir (153). Bunedenle
calismamizda diinya genelinde hayvan arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan mus
musculus (ev faresi) tiirtinlin BALB/c albino altsoyu erkek fareleri kullanilmistir. Bu
tiir ayn1 zamanda, farkli barindirma kosullarini karsilastirma, IVC kafeslerinin yaygin
olarak kullanilmasi, davranis ve agri calismast modellemelerine uygunluk gibi

avantajlar da saglamaktadir.

Laboratuvarda yetistirilen farelerin barindirilmasinda hayvan refahinin
saglanmasi ve fenotipik 6zelliklerinin korunmasi agisindan, OTC ve IVC tercih edilen
kafes sistemleridir. Viicut agirliginin barinma kosuluna gore degisiklik gosterildigi
arastirmalar da belirtilmistir (160). OTC kafeslerdeki mikrocevre ortami statik olarak
hava akis1 saglarken, IVC kafeslerde mekanik olarak saglanmaktadir. OTC
kafeslerindeki diisiik hava hiz1 kafes i¢indeki amonyak, nem ve CO> miktarlarini

arttirmaktadir. IVC kafesler de ise hava akiginin yiiksek olmasi ile OTC kafeslerdeki
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olumsuz nitelendirilebilir ortam kosullari1 ortadan kaldirmistir. Ayrica OTC
kafeslerde barindirilan farelerin su tilkketimleri ve kilo alimlari, IVC kafeslerde
barindirilan farelere oranla daha diisiik oldugu gézlenmistir (161). Bu ¢alismanin tam
tersi bir durumun da gozlendigi ¢calisma mevcuttur. [IVC kafes sisteminde barindirilan
farelerin, OTC kafes sisteminde barindirilan farelere kiyasla viicut agirliklar1 6nemli
Olciide azaldig1 saptanmistir (145). Motorlu olan IVC sistemleri hava besleme {initesi
calisirken, motrosuz olan IVC kafes sistemlerin de ise hava besleme iinitesi
caligmamaktadir. Bir ¢alismada, motorlu ve motorsuz IVC kafes sistemlerinde 87 giin
boyunca barindirilan erkek farelerin viicut agirligi, motorlu IVC'lerde barindirilan
farelerde, motorsuz IVC'lerde barindirilan farelere gore onemli Olglide daha diisiik
bulunmustur. Buna karsin, iki grup tarafindan tiiketilen yem miktarlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (10). Arastirmalarda siklikla kullanilan diger bir
laboratuvar hayvani olan siganlarda ise durum biraz daha farklidir. Kostomitsopoulos
ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi calismada IVC ve OTC sistemlerde barindirilan
P 21 giin yastaki erkek Wistar sicanlarin biiylimesini ¢ok etkilemese de, ozellikle
puberte doneminde yem tiiketiminde dnemli farkliliklar oldugu gézlenmistir. OTC ve
IVC kafeslerin farkli mikrogevre kosullar saglamasi siganlarda viicut agirliginda

degisiklige sebep olmamstir (142).

Aragtirmamizdaki OTC ve IVC farkl1 iki sistemde barindirilan tiim naive kontrol
ve deney gruplarinda farelerde viicut agirliginda degisimlerin oldugu tespit edildi.
OTC naive kontrol ve deney gruplar1 arasinda fark olmamasi, alandaki bulunma siiresi,
alan degisikligi, manipiilasyon (tutma, test alanina koyma, daha fazla insana maruz
kalma stiresi) veya bilinmeyen olas1 degiskenlerin etkisi gibi, prosediirlerin herhangi
bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. OTC ve IVC sistemlerde barindirilan naive
kontrol ve deney gruplarindaki anlamlilik, farkli yagam alanlarinin etkisi oldugunu
gostermektedir. [IVC naive kontrol grubunun, OTC naive kontrol grubuna gore yiiksek
viicut agirligr artisi; makrogevre ve mikrogevrenin etkisinden kaynakli oldugunu ifade
eder. Ozellikle IVC sistemlerde barindirilan farelerin OTC grubundaki farelere gore
kilo alimlarmin her donemde artmasi, yeme ihtiyacini ve besin tiikketiminin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu durum yasam alaninin énemini vurgulamaktadir. IVC
sistemlerde barindirilan deney grubundaki fareler, IVC naive kontrol grubundaki

farelere oranla fazla kilo alimi da prosediirlere bagli stres faktoriiniin viicut agirliginin
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artisgina bir etkisi oldugunu belirtmektedir. Farkli kafes sisteminde barindirilan
farelerin yasam alanlarindaki giiriiltii ve titresim miktarindaki farkliliklar, bu farelerin
kilo alimindaki farkliliga etkisinin bulunmasi olasidir. Yasam alanindaki guriiltii
kaynaklarina bagh bir etkiyi calismamizda arastirilmamis olsak da, bu etkinin kilo
alimlarindaki  degisikligin  aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla arastirilmasi

gerekmektedir.

Hayvanlarin barindirilmasina bagl olarak gelisebilecek stresin, viicut sicakligi
gibi metabolik faktorleri etkiledigi gosterilmistir. Takao ve arkadaslar1 2016 yilinda
farelerde yaptiklar1 ¢aligmada, testten once farelerin kafesten ¢ikarilma siralamasina
bagli olarak gelisen stresin hipertermiyi indiikledigini gostermislerdir (144).
Calismamizda deney ve naive kontrol gruplarindan OTC kafes sisteminde barindirilan
farelerin viicut sicakliklari, IVC kafes sistemlerinde barindirilan farelere oranla diisiik
bulunmustur. Bu durum farkli kafeslerde barindirilan farelerin yasam alanlarindaki
strese bagli degisimi gostermektedir. Ayrica IVC deney grubunda bulunan farelerin,
IVC naive kontrol grubuna gore hipertermik olmalar1 ¢alisma siiresince uygulanan
prosediirlerin de stres olusturdugunun ve strese bagl viicut sicakliginda artisa isaret
ediyor olabilir. OTC deney ve naive kontrol grubundaki farelerin termoregiilasyon
bakimindan benzer sonuglarin ¢ikmis olmasi, konvansiyonel kafeslerde barindirilan
farelerin, metabolik acidan prosediirlere daha az stresli bir yanit vermis olduklarini

gostermis olabilir.

Farkli kafes sistemleri farelerde, anksiyete davranislarini degerlendirmek i¢in
kullanilan davranis testlerinin sonuclari lizerinde bir etkisi oldugu belirtilmistir. Bu
etki cinsiyete gore degisiklik gostermekle birlikte, OTC ve IVC kafeslerinde
barindirilan disi ve erkek BALB/c farelerde cinsiyete bagli anksiyetesi farkli diizeyde
gozlemlenmistir (9). Cinsiyet etkisinin yani sira, deneysel arastirmalarda kullanilan
farelerin genetik altyapis1 da anksiyete degerlendirmesinde kullanilan agik alan test
sonuclarini etkiledigi bildirilmistir (156,162). Yapilan farkli aragtirmalarda ise; OTC
ve IVC kafes sistemlerinde barmndirilan farkli genotipe sahip farelerin davranigsal
fenotip Ozelliklerini ¢ok degistirmedigi belirtilirken (163), aym1 genotipe sahip
farelerde kismen de olsa davranigsal o6zelliklerde farklilik oldugu gosterilmistir (40).

IVC kafes sistemlerinde kafes icine temiz hava akisi, firma tedarikgilerine gore
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farkliliklar olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu farkliliklar IVC kafes
sistemlerindeki kafes i¢ine verilen hava akisinin bazi firmalarda hayvan seviyesinde
olurken, bazi tedarikgiler de temiz hava girisi kafesin iist kismindan olmaktadir. IVC
sistemde barindirilan BALB/c farelerin bu iki farkli tedarik edilen kafeslerin anksiyete
etkisi bulunmamistir (37). Ayrica c¢evresel faktorlerden; kafes ebatlari, kafeslerin
yapisi, kafeste bulunan hayvan sayisi, kafes altligi, kafes zenginlestirme materyalleri
gibi parametreler, laboratuvar hayvanlarinin fizyolojik ve davranigsal gelisimlerini

etkilemektedir (30,164,165).

OFT, kare seklindeki bir kutu igerisine yerlestirilen kemirgenlerin, kamera
kullanilarak test alaninda merkezi ve periferal bolgelerdeki lokomotor aktiviteleri ile
anksiyete seviyelerinin analizini yapmak i¢in davranislarinin izlendigi bir testtir (166).
Calismamizda OFT test alaninda IVC kafes sistemlerinde barindirilan deney grubu
fareler alanda daha fazla kesif yapmasi, daha hareketli ve daha hizli oldugu
gozlemlenmistir. [IVC grubu fareler, OTC grubu farelere gore tigmotaksis davranisi
daha ¢ok gostermislerdir. IVC grubu farelerin kenarlarda kalma siirelerinin fazla olusu
anksiyetelerinin daha yiiksek oldugunu gdstermekte, calisma sonucunda bekledigimiz
bir davranis seklidir. Yine ayn1 gruptaki farelerin kenar ve kdse frekanslarinin ytiksek
olmast IVC kafeslerde barindirilan farelerin daha fazla stresli oldugunu gostermekle

birlikte, hipotezimizi desteklemektedir.

EPM test diger davranigsal testlerden biri olmakla birlikte, kemirgenlerin agik
alanlarin/yiiksekliklerinin kaygis1 veya korkusu oOlciilmektedir. Anksiyetesi yiliksek
olan kemirgenler agik kollardan kagmir ve kemirgenler zamanin ¢ogunu kapali
kollarda gecirirler (123). IVC kafeste barindirilan fareler, OFT test alaninda da benzer
davraniglar sergileyerek, anlamli sonu¢ olmamasina karsin, test alaninda daha fazla
yol kat etmislerdir. IVC gruptaki fareler OTC grubundaki farelere kiyasla kapali
kollarda daha fazla kalmis olup, kapali kollara ilk giris zaman1 daha ge¢ olmustur. Agik
kollarda ise daha az vakit geciren IVC gruptaki fareler, acik kollara ilk giris siireleri
de gecikmelidir. Merkez alaninda daha az siireyle kalan IVC grubu fareler, anlaml
farklilik gostererek merkeze ilk girisleri oldukca geg bir siirede gerceklesmistir. Her
iki grubun test alanindaki hizlarinin ve frekanslarin esit olmasi, IVC grubu farelerin

daha fazla kapali kollarda vakit gegirerek alanda daha fazla yol kat etmis olmalari, IVC
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grubu farelerin anksiyetesinin daha yiiksek oldugunu gosteriyor olabilir. Bu durum
farelerde davranis testi sonuclarmi degerlendirilirken, yasamsal alanlarinin yani

barinma kosullarinin dikkate alinmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

Calisma sonuglarimizi destekleyen, Pasquarelli ve arkadaslarinin 2017 yilinda
yapmis olduklari ¢alismada; OTC ve IVC kafes sistemlerinde barindirmanin etkilerini
OFT ve EPM’de test ederek analiz etmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore,
IVC’de barindirilan laboratuvar farelerinde stresin daha fazla oldugu bulunmustur
(145). Alan kesfi ve stres benzeri davranislar: degerlendirmek i¢in kullanilan davranig
testlerinin sonuglari, farkli kafes sistemlerinin fareler {izerinde bir etkisi olabilecegi
belirtilmistir (40). Davranis testlerimizle uyumlu olan bu arastirma ile farelerde
davranis testi sonuglarini rapor ederken, analiz ederken ve/veya sistematik olarak

gbzden gegirirken barinma kosullarini dikkate almak dnemlidir (9) (39).

Calismamizda anksiyete degerlendirmesi i¢in kullanmis oldugumuz OFT ve
EPM test alanlarindaki digkilama miktar1 da anksiyetenin seviyesini gostermek igin
kullanilmaktadir (124) (146) (124). OFT ve EPM test alanlarindaki digkilama miktar1
sonuglar1 anlamli olmasa da, IVC sistemde barindirilan farelerin sayisal olarak daha
fazla oldugu saptanmistir. Calismamiza benzer sonuglari olan; Mineur ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 arastirmada, IVC sistemde barindirilan BALB/c erkek
farelerin OFT test alaninda daha fazla diski miktar1 Ol¢iilmistir (9). Bir diger
caligmada ise iki farkli IVC sistemde barindirilan farelerin OFT ve EPM test
alanindaki anksiyete seviyeleri Ol¢lilmiis ve bu test alanlarindaki digki sayisi
kaydedilmistir. Daha stresli olan farelerde, davranis test alanlarindaki digkilama
sayisinda artis oldugunu gostermislerdir (37). Bu durum, barindirma sistemlerinin

kemirgenlerdeki anksiyete diizeyine olan etkisi ile a¢iklanabilir.

Stresin viicuttaki etkisi ile ilgili ilk tanimlama, Cannon tarafindan 1900’li
yillarin baginda yapilmistir. Cannon ayn1 zamanda ‘’homeostasis’’kavramini/teorisini
de ilk tanimlayan arastirmacilardan biridir (167). Streste viicudun yanit vermesini
saglayan néroendokrin yapt HPA eksendir (84). Stres olustugunda omurilik veya 6n
beyindeki limbik bolgeleri aktive eder. Hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegindeki
hipofizyolojik ndronlarin aktive olmasi ve kortikotropin salgilatici hormon etkisiyle

on hipofizden ACTH salgilanmasi baglar (82) (83). Stresle birlikte aktivitesi artan
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HPA cksen nedeniyle, KORT diizeyinde ve adrenal bez agirligi artar (168).
Calismamizda IVC kafes sistemlerinde barindirilan deney grubu fareler; hem ayni tip
kafes sisteminde barindirilan IVC naive kontrol grubu fareler hem de farkl tip kafes
sisteminde barindirilan OTC deney grubu farelere goére adrenal bez agirligi/viicut
agirlig1 orani oldukga yiliksek bulunmustur. Hem ¢alismamizdaki prosediirlerin, hem
de farkli yasam alaninin hayvanlarda strese verdigi cevap olarak bu oranin yiiksek
bulunmasi hipotezimizi desteklemektedir. Ayrica OTC deney grubunun, OTC naive
kontrol grubu arasindaki tek farkin prosediirlerin etkisi oldugu ve strese bagl adrenal
bezin ortalama agirliginda OTC deney grubunda daha yiiksek oldugu ile deneysel
stirecin strese sebebiyet verdigini dogrulamaktadir. IVC naive kontrol grubunun sag,
sol ve ortalama adren agirliginin OTC naive kontrol grubuna gore yiiksek bulunmasi

yasam alanlarinin hayvanlar {izerindeki stresin etkisini gostermektedir.

HPA eksenin aktivitesinin artmast ile ACTH ve KORT seviyesinin
degistirmesinin yani sira, gida alimu ile iligkili leptin ve ghrelin hormonlar tizerinde
de etkisi bulunmaktadir (168) (169). Normal kosullardaki hayvanlarda ghrelin miktar
diisiik konsantrasyonlarda oldugu belirtilmistir. Stresin varligi ile plazma ghrelin
miktarinda artis gozlenir ve bu anksiyete seviyesi iligkili oldugu diistiniilmektedir.
Ghrelinin anksiyete benzeri davranis iizerindeki bu farkli rolleri ile ilgili yeterli bir
arastirma olmasa da, hayvanlarda stresli bir durumla basa ¢ikmak i¢in ghrelin
seviyesindeki bu ani degisimler olustugu diisiiniilmektedir. Ghrelin varlig: ile, 6n
hipofizden ACTH salinimimi uyardi8i, ardindan strese yanit olarak glukokortikoid
negatif geri beslemesini azalttigi belirtilmistir (170). Glukokortikoidlerin fazla
salgilanmasi, hipokampal atrofiyi uyararak hafiza kaybina yol agabilmekte ve gida
alimin1 uyararak asir1 kilo alimina yol agar. HPA eksenindeki bu diizensizlik
anksiyeteye yatkinlik yaratir. Bu nedenle, ghrelinin HPA eksenini diizenleme
yetenegi, normal stres yaniti olusturabilir ve bozulmus ghrelin uyarimlari ile anksiyete
bozukluklarini hizlandirabilir (170) (171). Strese bagli ghrelin salgilanmasinin nedeni
tam olarak bilinmese de, ghrelin diizeyinin stresle birlikte arttig1 ve bu durum gida
almini arttirdigr diisiiniilmektedir (172). Ghrelin'in enerji metabolizmasi ile ilgili
hipotalamik ve hipotalamik olmayan etkileri bulunmaktadir (173). Strese maruz kalan
farelerde, diisiik yagh diyetle beslenmelerine ragmen, kalori aliminda artisa neden

olmustur (174). Stres kaynakli bir kilo aliminda artis gozlemlenirken, kronik stresli
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farelerin yag kiitlesinde genel bir kayip ve daha diisik yaglanma durumu
gozlemlenmistir (175). Calismamizdaki tiim gruplarin plazma ghrelin seviyesi anlamli
olarak farkli bulunmustur. IVC deney ve naive kontrol gruplarindaki farelerin, OTC
deney ve naive kontrol gruplarindaki farelere kiyasla plazma ghrelin seviyeleri yiiksek
bulunmus, c¢aligma siiresince kilo artist da fazla oldugu gozlenmistir. Yasam
alanlarmin farelerde strese yol actigi diisiiniilerek, daha fazla gida tiiketim ihtiyact
dogmus olabilecegini diistinmekteyiz. OTC deney grubu farelerin ghrelin seviyeleri
anlamli olmasa da OTC naive kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. Ayni sekilde
IVC deney grubu farelerin de IVC naive kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bu durum calisma siiresince uygulanan prosediirlerin gida alimi
thtiyactm1  azalttigin1i  gostermektedir. Bu sonucglarimiza goére, barinma-stres-
metabolizma iliskisindeki hayvan agirliklarindaki yansimalarinda artan ghrelin

iligkisini mekanistik olarak ortaya koymaktadir.

Leptin seviyesinin, stresle birlikte degistigini Holubova ve arkadaslari tarafindan
2016 yilinda siganlarda yaptiklari ¢alisma ile gostermislerdir. Stresli hayvanlarda
leptin seviyesinin daha diisiik oldugunu gdstermislerdir (105). Arastirmamizdaki tiim
gruplarin leptin seviyeleri anlamli olarak farkli bulunmustur. IVC kafes sistemlerinde
barindirilan deney grubu farelerin leptin seviyesi, OTC kafeslerde bulunan deney
grubu farelere kiyasla anlaml olarak diisiik, IVC naive kontrol grubu farelere gore
anlamli olmasa da daha yiiksektir. OTC deney grubu farelerin de, OTC naive kontrol
grubuna gore leptin seviyesi sonuglart istatistiksel olarak daha yiiksek c¢ikmistir.
Zamana yayilan ¢alisma prosediirlerinin leptin seviyesinde artisa neden oldugu ve ayni
ghrelinin etkisinde oldugu gibi prosediirlerin yaratmis oldugu strese bagli gida alimi
ithtiyacin1  azalttigin1  desteklemektedir. Bu da, barmma-stres- metabolizma
iliskisindeki hayvan agirliklarindaki yansimalarinda azalan leptin iliskisini mekanistik

olarak ortaya koymaktadir.

Akut ve uzun donem stresle birlikte ACTH ve KORT seviyesi énemli 6lclide
artmaktadir (105). Calismamizdaki IVC kafes sistemlerinde barindirilan farelerin OTC
kafes sistemlerinde barindirilan farelere kiyasla yliksek ACTH seviyesine sahip
olmalar1 barindirma kosullarinin, prosediirlerin ve 6ngoriilmeyen faktdrlerin strese yol

actigim gostermektedir. Ayni1 kafes sistemlerinde barindirilan deney grubu farelerin,
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naive kontrol gruplara gore daha fazla ACTH miktarinin olmasi ile prosediirlerin
fareler iizerinde stres yaratmis oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica plazma KORT
seviyesinin de, [IVC deney grubundaki farelerde OTC deney gruba gore anlamli olarak
yiiksek olmasi, barindirma kosullarinin farelerin stres seviyeleri bakimindan ne kadar
onemli oldugunu gdstermektedir. Bundgaard ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari
calismada, farkli kafes tiplerinde barindirilan fareler arasinda digkida KORT
miktarinda anlamhi bir fark bulmamigslardir (176). Calismamiz farkli kafes
sistemlerinin farelerdeki ACTH ve KORT seviyelerinin 6l¢iilmesi ile ilgili ilk ¢alisma
olarak, literatlire katki yapacagini diisinmekteyiz. Belirleyici bilgilere ulasabilmek
icin, farkli kafes sistemlerinin hayvanlar lizerine etkisini, hormonal agidan daha fazla

arastirmalarin yapilmasi ile gli¢lendirilmelidir.

Arastirmamizin hipotezi “farkli kafes sistemlerinde barindirilan farelerin, agril
uyaranlara yanitlariin da farkli oldugu” nu degerlendirmek i¢in nosiseptif testlerden
tail-flick ve hot-plate testlerini uyguladik. Bu iki test ile akut termal agr1 esigi yanitlar
Olciilmektedir. Tail-flick testte termal uyarana kars1 spinal yanitlar1 6l¢erken, hot-plate
testi, beyinde norolojik islem gerektiren ve akut isiya tepki olarak arka ayagin
kaldirilmasi ve ardindan yalanmasi ile sonuglanan daha karmasik bir davranisi dlger
(177). Calismamizdaki tail-flick test sonucuna gore anlamli olarak; IVC grupta
barindirilan fareler daha gecikmeli yanitlar verirken (ort:6,9 sn), OTC grup fareleri
verilen termal uyartya daha hizli kuyruk ¢ekme yanitlari vermislerdir (ort: 5,8 sn). Hot-
plate testinde ise istatistiksel olarak anlamlilik bulunmasa da, hipotezimizi
destekleyici bir sonu¢ bulunmustur. IVC grupta barindirilan fareler daha gecikmeli
yanitlar verirken (ort:6,0 sn), OTC grup fareleri verilen termal uyariya daha hizli arka
ayak tepki yanitlar1 vermislerdir (ort: 4,6 sn). Farelerdeki barindirilma farkliligina
bagli agrili termal uyaranlara yanitlarda spinal etki daha belirgin olarak farklilik
gostermekte iken, merkezi tepkilerde daha az netlik ile kendini gostermektedir. Diger
bulgular ile irdelendiginde artan stres kosullarinin farelerde agrili yanitlar
geciktirdigini gostermektedir. Yapilan literatiir bilgilerine gére bu iki sistemin
barinma-stres-agr1 iliskisini gosteren bir literatiire rastlanilmamistir. Ancak daha
onceki calismalarda, barindirmadan bagimsiz olarak, hayvanlarda strese bagli olarak
agrili uyaranlara kars1 yanit degisimlerinin oldugunu, ve stresin tepkilerin gecikmesine

yol actigin1 gostermektedir (178).
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Mekanizma iligkisi olarak incelendiginde; bu ¢aligmalarda stres parametreleri
olarak, bircok mekanizma incelenmistir. Bizim ¢alisma kapsaminda barinma-stres ile
iliskili baktigimiz parametreler ACTH, KORT, leptin, ghrelin, adren biyiikligi,
davranig-stres-agrili uyaran degisiklikleri gosterilmistir. Ghrelinin antinosiseptif
Ozellikleri daha onceki yapilan calismalarda bulunmustur (145) (170) (171) (179)
(180). Bu calismadaki sonuglarda da IVC kafeslerde barindirmanin ghrelin
seviyelerini arttirdig1, artan ghrelin seviyesinin hayvanlarda agirlik artisina sebebiyet
verdigi (172), bu baglamda da ghrelinin agrili yanitlarda iliskili oldugu mekanizmasi

ileri surilebilir.

Diger bir metabolik hormon olan leptinin de tersi mekanizmalarla agrida iliskili
olabilecegini diistinmekteyiz. Daha 6nceki yapilan calismalarda leptin seviyesinin
strese bagli olarak leptin seviyesini diisiirdiigiinii gostermektedir (105) (145).
Dolayisiyla ghrelinde bahsettigimiz mekanizmalara benzer sekilde, ancak diisen
seviyerlerde etkili oldugunu ve boylelikle, strese bagli leptin diisiisiiniin, agrili
yanitlar1 geciktirdigini gostermektedir. Daha onceki calismalarda farelere eksojen
olarak verilen leptinin akut nosiseptif yanitlar1 (hot-plate) disiirdiigii (181), bizim
calismamizda da leptin seviyesinin diisiikliigliniin bu mekanizma ile iliskili

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda elde edilen sonuglar ile; farelerde barindirma kosullarinin basit
davranigsal bilesenleri, metabolik aktiviteyi ve agrili uyaranlara yanitlarini islevsel
etkilesimler agisindan farkli boyutlardaki yapisini kapsamli bir sekilde sunulmaktadir.
Calismamiz, BALB/c fare tiirlerinin barindirma kosullarinin (OTC ve IVC) akut
nosiseptif testler kullanarak, agrili uyaranlara tepkisini iceren ilk ¢alismadir. Ayni
zamanda farkli kafes sistemlerinin farelerde ACTH, KORT, ghrelin ve leptin gibi
metabolik hormonlarin diizeyini inceleyen ilk ¢caligmadir. Farelerin barindirilmasinda
kullanilan farkl: kafes sistemlerinin, farelerde anksiyete davranigini 6ne ¢ikardigi ve
buna bagli olarak, agr1 arastirmasi ile ilgili yapilacak ¢aligmalarin barindirmaya 6zgii
ozelliklerini tanimlamanin yeni, kapsamli bir bakis agis1 sunmaktadir. Ek olarak, bu
calismada bildirilen sonuglar, bu iki farkli kafes sistemlerinde yetistirilen farelerin
davranigsal, metabolik ve agr1 uyarimlarina yanitlarinin farkli 6zellikleri oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu ¢aligma ile farelerde davranisi, metabolik aktiviteyi ve agriyi
iceren caligmalar yiiriitiilirken, farelerin barindirildigi kafes sistemlerinin hayvan

refahini azaltip, ¢calisma sonuglarini degistirebilecegini gostermektedir.
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8. EKLER

EK 1: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Onay1

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI MULTIDISIPLIN LABORATUVARI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

/?
35340 Inciralti lzmir-737 4122234

Giindem No/ Toplanti No/Yil : 04/03/2019
Toplant: Tarihi 13 Subat 2019

. Sayin Prof .Dr.Mehmet Ensari GUNELT
DEU Saglik Bilimleri Enstitiisi (SBE)Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Anabilim Dali

"Konvansiyonel (Ustii Acik) Ve

08/2019 Protokel No'lu; yiiritiicisi oldugunuz
Davranis,

Bireysel Havalandirmali (IVC) Kafes Sistemlerinde Barindirilan Farelerin,
Metabolik Ve Agrili Uyaranlara Yanitlarinin Kargilagtirmali Olarak Incelenmesi isimli; Asli
Celik, Osman Yilmaz, Cemre Ural Ozkan, Zahide Cavdar, Mehmet Ates'in  arastirici oldugu,
48 adet erkek Balb/C Farenin verildigi projenin uygulanmasinda etik agidan sakinca olmadigina
oy birligi ile karar verilmigtir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.
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KATKI

Proje basvurusu DEU SBE Yonetim Kurulu tarafindan 09.05.19 tarihinde
rektorliik BAP birimine gonderilmis olup, proje basvurusu BAP Komisyon birimi
tarafindan 21.05.19 tarihinde isleme alinmigtir. BAP Komisyonu’nun 13.09.2019 tarih
ve 8 sayili toplantisi ile uygun bulunmus olup, Rektoriimiiz’tin 07.10.2019 tarihli
Olur’u ile kabul edilmistir. BAP 2019.KB.SAG.060 no’lu projemizin 73.037,43 TL

blitce ve 24 ay siire ile desteklenmesi uygun bulunmustur.
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