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Deney Hayvani Se¢imi

Tayfun IDE, Ali Reha AGAOGLU
Giilhane Askeri Tip Akademisi, AR-GE Merkez Baskanligi,
Deney Hayvanlari Kismi, Etlik, Ankara

Giris

Hayvan deneyleri hakkinda en eski bilgiler yunan filozof ve fizik¢i Aristotle
(M.O. 384-322) tarafindan yazilan metinlerden giiniimiize ulagmistir (1). Ayrica ilk
yazilh tip kitabi olan Corpus Hippocraticum’da (yaklasik M.O. 400) hayvanlarin,
insan vucudunun igleyisini anlayabilmek igin kullanildiklarina iligkin ornekler
bulunmaktadir (2). Erasistarus (M.O. 304-250), yasayan hayvanlar tzerinde ilk
bilimsel deneyi gerceklestirmistir. Milattan sonra 130-201 yillar arasinda Roma’da
yasamis olan doktor ve fizyolog olan Galen; domuz, maymun ve kdpeklerde
deneyler yapmis ve fizyoloji bilimine bulyudk katkilar saglamistir. Deneysel
arastirmalarin ilk c¢cagr Galen ile son bulmus, Ortacag Avrupasi’nda, kilisenin
etkisiyle bilimsel galismalar ciddi bir duraklama dénemine girmis ve bu alandaki
gelismeler de durma noktasina gelmistir. Deneysel galismalar bin yil kadar bir sure
yasaklanmistir.

Arastirmalarda hayvanlarin genis bir bigcimde kullanimlari gegtigimiz ylzyilin
ortalarinda Avrupa’da baslamis ve ¢ok hizli bir sekilde ¢alisma alanlari buylimustar.
Deney hayvanlari modellenerek; fizyoloji, mikrobiyoloji, immunoloji, onkoloji,
farmakoloji ve cerrahi gibi birgok biyomedikal alanlarinda arastirmalar yapilmakta ve
daha sonra insan modellerine gegilmektedir (3).

Bilimin ilerlemesiyle geligtirilen hucre kulturt, matematiksel hesap yontemleri,
simulasyon modelleri gibi in vitro yontemleri, arastirmalarda hayvan kullaniimali mi?
sorusunun olugsmasina yol acmistir. Ancak geligtirilen bu in vitro ydntemlerin
kompleksisitesinin dusuk olmasi, kisacasi etkilenen hucrelerin diger hucreleri,
dokulari, organlart hatta tum organizmayl nasil etkileyebilecegine yanit
alinamamaktadir. Diger yandan, olugturulan hayvan modellerinin, insan
davraniglari, psikolojisi, yasam kalitesi gibi konularda bilgi veremeyecegi de kesindir
(4). Ancak; “laboratuvar hayvan modeli”, normal biyoloji veya davraniglarin
calisilabilecegi, kendiliginden gelisen ya da uyarimig bir patolojinin
arastirilabilecegi, biyolojik ydonden de insana benzerlik gosteren yegane arastirma
modeldir (3).

immiinoloji Arastirmalarinda Hayvan Modelleri

Hayvan modellerinde yapilacak deneysel calismalarda ve yontemin
planlanmasinda en 6nemli nokta, calisilacak etkenin deneysel hayvan modelinde
olusturdugu enfeksiyonun &zelliklerinin, Kklinik belirtilerinin  ve ortaya c¢ikan
immunolojik reaksiyonlarin insana en yakin Ozellikte olmasidir. Hayvan
modellerindeki deneysel ¢alismalarin en dnemli dezavantaji, insan patojenlerinin bu
modellere inokulasyonunu takiben etkenin deney hayvanina uyumudur. Buna bagh
olarak patojenin yayilmasi veya replikasyonundan ziyade konagin immun yanitlari
analiz edilebilmektedir.



Imminolojide hayvan modellerinin kullanilmasi; bagdigiklik sisteminin uyum
becerisini, yaglanma surecinde olugan dedgisiklikleri, otoimmun hastaliklarin
mekanizmalarini ve dejeneratif degisikliklerin nasil oldugunu anlamamizi saglar.
Bagisiklik sistemi vicuda ait olmayan ve olani ayirir. Ancak bu durum erken fetal
donemde immun adaptasyon ile engellenir. Yani % 50’si babaya ait olan fetusa
immun yanit olusmaz. Bu konuda gebelik immunolojisi Uzerine yapilan galismalar
vardir.

Immiinolojide deneysel galismalar tasarlanirken; yaniti aranacak olan sorunun
belirlenmesi, yapilabilir bir model olmasi ve konuyla ilgili en iyi modelin bulunmasi
gereklidir.

Hayvan modeli secilirken; hayvanin tard, irki, soyu, yasi, cinsiyeti ve gevre
faktorlerinin cok iyi belilenmesi gereklidir. immiinolojik ¢alismalarda, arastirma
yontemi tasarlanirken yapilan en buyuk hatalar; melez hayvanlarin kullanilmasi,
canli agirhk olguminde yapilan hatalar sonucu yanlis ila¢g dozlamasi, elde edilen
verilerin kayitlari sirasinda yapilan hatalar, ¢evre kosullarinin uygun olmamasi (ses,
Is1, nem, besin ihtiyaci, kafes tipi vb.), ani yem degisiklikleri olarak siralanabilir (16).

immiinolojide indiiklenmis Hayvan Modelleri

insanda goériilen problemlerin hayvanlarda deneysel olarak olusturulmasi
olarak da ifade edilebilir. Ornegin, ratlar “streptozotosin” ile uyarilarak diyabet
yapilabilirler. Ayni sekilde MPTP uyarisi ile primatlar Parkinson hastaligina
tutulabilirler.

immiinolojide Negatif Hayvan Modelleri

Bu tip modeller; belirli bazi hastaliklarin dogal olarak olugsmadigi hayvanlari
icerir. Ornegin; “opposum” (Avustralya’da yasayan kiiclk, keseli bir hayvan) dogal
olarak kuduz virtstine direnglidir. Rhesus maymunlari, hepatit B’ye direnclidir. Agag¢
sicanlari, yilan zehrine kargi bagisiktirlar. Kopek baliklari kansere Kkarsi
dayanikliyken gerbiller ise radyasyondan etkilenmezler.

immiinolojide Spontan Hayvan Modelleri

Bu modeller kendiliginden hastalanan ve insan hastaliklarina benzeyen bir
seyir gosteren hayvanlari kapsar. Ornegin Doberman Pinscher kdpekler dogal
olarak von Willebrands hastalijina yakalanirlar ya da 6zel olarak Uretilmis bazi rat
ve fare soylari diyabet gibi bazi hastaliklara dogal olarak yakalanirlar.

immiin Yetersizlik (immunodeficiency) Modelleri

Bu modeller 6zellikle immunoloji ve onkoloji galismalarinda kullanilir. Amag
bagisiklik sisteminin hastalik surecinde Ustlendigi rollerin ortaya konmasidir. Ayrica
tumor hucrelerinin gelismesi, cogalmasi ve yayllmasi agamalarinin incelenmesinde
de kullaniimaktadir (16).

Spontan immiin Yetersizlik Modelleri

immiin vyetersizlik modeli calismalarinda en c¢ok genetigi degistiriimis
hayvanlar kullanilmaktadir. Bu hayvanlarda 6zellikle; lenfositler, makrofajlar ya da
hematolojik faktorlerin yetersizlikleri veya yokluklari s6z konusudur. Bu hayvanlara



ornek olarak verilebilecek olan giplak fare (nude mouse) dogustan timusu yoktur. Bu
durum bu farede T hucrelerinin olmadigi anlamina gelmektedir. Bu nedenlerle bu tip
farelerin 6zel barinma ve beslenme kosullarinin saglanmasi gereklidir. Bu tip
farelerin yani sira; B hicre defekti bulunan CBA/N (B hicre proliferasyonu
baskilanir), Xid (X baglantili immun yetersizlik, bu tip mutasyonda tirozin kinaz
enzimi yetersizligi olur. Bu durum B hiicre fonksiyonlarini bozar) Asplenik fare
soylari bulunmaktadir. B ve T hucre defektleri birlikte bulunan SCID (severe
combined immunodeficiency) hastaligina sahip soylar ve dogal o6ldirict hicre
defektine sahip olan “Beige” soyu fareler bulunmaktadir (16).

indiiklenmis (uyarilmis) immiin Yetersizlik Hayvan Modelleri
Bu amacla kullanilan yontemler su sekilde siralanabilir;

A. Cerrahi yontemler: Cerrahi yontemlerle timus bezinin uzaklastiriimasi vb.,

B. Kimyasal yontemler: Toksik ajanlarla DNA veya RNA’nin sentezinin
engellenmesi,

C. Radyasyon ile uyarma: Gamma isinlari (kobalt izotoplarl, sezyum
izotoplar),

D. Transgenik ve knock out teknolojisi: Spesifik genetik immun yetersizligi
olan hayvanlarin Gretilmesi (16).

Antikor Uretimi

A. Klasik asi uretimi: Hastalik olusturan organizmalar veya komponentlerinin
alici hayvanlara verilerek olusturulan antikorlar ile Uretilir.

B. Poliklonal antikorlar: Tavsanlar, koyunlar ve keciler kullanilir. Deri alti (SC),
kas ici (IM) ve intradermal (ID) antijen enjeksiyonlari yapilir. Enjeksiyondan 3
hafta sonra serum toplanir ve antikor varhigi arastirilir. Olusan antikorlar
heterojendir.

Kanser Modelleri
Uyariimis Kanser Modelleri

Toksinler, virusler ve diger bazi uyaranlarla kanser olusumu saglanabilir.
Dogrudan kanser hucresi enjeksiyonu, kanser olusumuna neden olacak
kimyasallarin topikal uygulamalari, ayni soyda bulunan inbred hayvanlar icerisinde
spontan olusmus bir kanserin bireyler arasinda transplantasyonu.

Spontan Olusan Kanser Modelleri

Bazi inbred kemirgen soylari dogal olarak kansere yakalanma riskine
sahiptirler. Ornegin AKR soyu fareler bir yasina gelmeden 6nce % 80 oraninda
I6semi olmaktadirlar (16).

Uygun Hayvan Modeli Se¢iminde Dikkat Edilmesi Gereken Konular

Hayvan deneylerinden elde edilen bulgularin dogrulugu ve gecerliligi uygun bir
hayvan modelinin secgilmesine baglidir. Arastirma bulgularinin  insanlara
uyarlanabilmesi hayvan tipine, arastirmanin 6zelligine ve caligilan parametrelere
baghdir. Model olan hayvandan elde edilen bulgularin insanlara uyarlanmasina



iliskin kesin kurallar yoktur. Bununla birlikte, arastirma konusu ile ilgili olarak
karsilagtirmali biyomedikal bilgilere sahip olunmasinin yarari vardir (5).

Sik Kullanilan Deney Hayvanlarinin Genel Biyolojik Ozellikleri
Fare

Biyomedikal arastirmalarda en c¢ok kullanilan memeli tarudur. Ev faresinden
(Mus musculus) taretilmistir. Cok sayida mutasyona sahip olmalarindan dolayi
genetik calismalarda en ¢ok tercih edilen tur olmustur. Dinyada arastirma amaciyla
yetigtirilen, inbred ve outbred olmak Uzere 400 degisik fare soyu bulunmaktadir.
Farelerin inbred soylari arasinda anatomik ve fizyolojik farklar bulunur. Yapilacak
olan arastirmalar dogrultusunda cesitli 6zelliklere sahip 6zellesmis fare soylari
uretilmistir. Bu fareler baslica; kanser, immunoloji, agi yapimi gibi alanlarda
kullaniimaktadirlar.

Boylari kuyruk uzunlugu ile birlikte 12-15 cm. arasinda degismektedir.
Bedenleri kisa ve sert killarla kaplidir. Kuyruklari uzun ve kilsizdir. iskelet sistemleri;
kafatasi, omurga, sternum, pektoral kusak, pelvik ¢ati ve iki ¢ift ekstremiteden
olusur. On ayaklarda 4, arka ayaklarda 5 parmak bulunur. Omurga formiilleri; 7C
13T 6L 4S 28C, dis formulleri ise; 1/1-0/0-0/0-3/3 seklindedir.

Solunum sistemi U¢ ana bdlime ayrilmaktadir. Anterior bdlge; nostril, nazal
bosluk, nazofarinksten olusur. intermediyer bélge; larinks, trachea ve bronglardan,
posterior bdlge ise; akcigerlerden olusmaktadir. Sol akciger lobu tek, sad akciger
lobu dort loptan olusur.

Kalpleri dort odacikhidir, sistolik kan basinci 84-105 mm Hg, kalp atim sayisi
dakikada 310-840’drr.

Disi reproduktif organlari; bir ¢ift ovaryum ve oviduktlar, uterus, serviks,
vagina, Klitoris ve Klitoral bezlerden olugsmaktadir. Disiler, bes ¢ift meme bezine
sahiptirler. Bunlarin Gg ¢ifti servikotorasik bolgede, iki ¢ifti inguinoabdominal bolgede
yer alir. Erkek reprodUktif organlari ise bir cift testis, uretra, penis ve eklenti bez ve
kanallarindan olusur. Digiler 3 haftalikken, ovaryumlarinda foliktl gelisimi baslar.
Cinsel olgunluga ise 6 haftalikken ulasirlar. Fareler polidstrik hayvanlardir. Ostrus
sikluslari 4-5 gun surer. Fareler spontan ovulasyon gosterirler.

Fertil bir ciftlesme sonrasi gerceklesen gebelik; 19-21 gun surer. Yeni
doganlar yaklasik olarak 3 hafta stt emerler (6).

Sigan (rat)

Deneysel arastirmalarda kullanilan siganlar, Rattus norvegicustan koken
almislardir. Bu amagla Uretilen ilk sigan soyu Philedelpihia’da bulunan Wistar
Enstitist’nde Uretilmistir. GUnimuzde arastirmalarda kullanilan inbred soylarin
blyuk bolimua Wistar Albino soyundan kdken almistir.



Siganlar; temel tip, farmakoloji, gida, davranig gibi alanlarda yapilan
arastirmalarda kullaniimaktadir. Genetik olarak tanimlanmis yaklasik 400 inbred ve
50 outbred soy bulunmaktadir.

Siganlarda orbitanin medialinde yerlesmis “Harderian bezleri” bulunmaktadir.
Bu bezler porfirin iceren kirmizi-kahverengi salgi uretirler. Saglhklh hayvanlar
normalde bu salgilarini temizlerler. Hayvanlar strese girdigi zaman (beslenememe,
dehidratasyon, hastalik, ¢cevresel faktorler vs.) ise bu iglem aksar. Klinik olarak bu
durum ratlarin saglik durumlari hakkinda bilgi veren bir goésterge olarak kabul edilir.
Boylari  kuyruk uzunlugu ile birlikte 20-25 cm arasinda degismektedir.
Arastirmalarda en c¢ok kullanilan ikinci bir irk olan Sprague-Dawley, Wistar
sicanlardan daha buyuktir. Kuyruklari uzun ve kilsizdir. Iskelet sistemleri; kafatasi,
omurga, sternum, pektoral kusak, pelvik cati ve iki ¢ift ekstremiteden olusur.
Omurga formulleri; 7C 13T 6L 4S 27-30C, dis formulleri ise; 1/1-0/0-0/0-3/3
seklindedir. Mideleri iki bolume ayrilir; bunlardan kardiyak bolum, glanduler yapilara
sahip degilken, pilorik bolum glandular bir yapiya sahiptir. Akcigerler, solda tek loblu
sagda dort loblu olmak Uzere yerlesmistir. Akciger loblari kalbi her yonden sarar.
Kalbin yalnizca kranioventral yuzu serbesttir (11).

Kobay

Deney hayvani olarak kullanilan kobaylarin (Guinea pig) ana yurdu Glney
Amerika’dir. Kobaylar 0zellikle; anaflaksi, astim, gnobiyotikler, immunuloji,
enfeksiydz ve nutrisyonel hastaliklarin arastirmalarinda kullanilirlar.  Tdm
Caviida€’ler, 6n ayaklarinda dort arka ayaklarinda ¢ parmaga sahiptirler. Burunlari
kUt ve kisadir. Buyuk bir kafalari, buyuk kulaklari, inguinal bolgede bir ¢ift memeleri
ve vestigial kuyruklari vardir. Boylari 25 cm kadardir. Kisa tuyluler, beyaz, siyah,
kahverengi, kirmizi vb. renklere ve bunlarin ikili G¢lU alacalilarina sahip olabilirler ve
“Ingiliz Kobay!1” olarak adlandirilirlar. Uzun tiyliiler ise; “Habesistan Kobay!” olarak
adlandirilirlar. Dis formilleri; 1/1-0/0-1/1-3/3 seklindedir. Ogutiict digleri, capraz
bicimde egik ve ¢ene hareketleri 6nden arkaya dogrudur. Hem kesici hem de
ogutucu disleri surekli uzama egilimindedir (hypsodontic). Omurga formdulleri; 7C 13-
14T 6L 3-4S 7C seklindedir. Akcigerler kalbi sol ventrikil ve kulakgiklar agikta
kalacak sekilde sarar. Mide karacigerin gerisinde yer alir. Tek midelidirler. BuyUkge
bir sekumlari vardir. Genellikle 4-7 yil yasarlar. Kobaylar, cevre kosullarina, 6zellikle
nem ve sicakliga ¢ok duyarhdirlar. % 70 ve Ustiinde nem ve 28°C isinin Ustiindeki
sicakliklara tolerans gOsteremezler. Bakteriyel enfeksiyonlara karsi asiri
duyarlidirlar.  Penisilin ~ ve  tlrevleri  kobaylar igin  oldurici  olabilir.
Kortikosteroidlerden ¢ok az etkilenirler ve histamin kobaylarda olumle
sonuglanabilecek brongiyal spazmlara yol acgabilir. Kobaylar, insan ve diger
primatlar gibi C vitamini sentezleyemezler. Bu nedenle rasyonlarinda C vitamini
bulunmak zorundadir.

Kobaylar mevsime bagl poliéstrik hayvanlardir. Ostrusta, disilerin vaginasini
kapatan zar acilir. Bu nedenle kolay ayirt edilirler. Ciftlesme sonrasi kobaylarda da
vaginal tipa olusur. Dogum 6ncesi symphysis pubis ayrilir ve dogum kanali genisler.
Yavrular gelismis olarak dogarlar. Diger kemirgenlere oranlar uzun bir gebelik
suresine sahiptirler (ortalama 68 gin) (7).



Tavsan

Evcillestiriimis ve deneysel caligmalarda kullanilan Yeni Zellanda soyu,
Oryctolagus cunicul’den kdken almigtir. Dis formdulleri 2/1-0/0-3/3-3/3 seklindedir.
Disleri strekli uzama egilimindedir. Ust dudaklari yariktir. Agizlari rolatif olarak,
kuguktur, agiz boglugu ve farinks uzun ve dardir. Mide gastrointestinal kanalin %
15’ini olusturacak sekilde buyuktir. Sekum midenin yaklasik on kati buyukliktedir.
Karacigerleri dort lobludur. Farinks, uzun ve dardir. Akcigerler, ikiser adet kranial,
intermediyal ve kaudal lop olmak Uzere alti lopludur. Sag bdébrek sol bdbrege goére
daha kranialde yer alir. Idrarlari, amonyum magnezyum fosfat ve kalsiyum karbonat
monohidrat yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle normal olarak bulaniktir. idrar,
sari-kahverengi arasinda degisir, albuUmindri normaldir ve idrar baziktir (pH: 8.2).
Digilerde uterus iki kornudan olusmustur. Her bir kornunun kendisine ait serviksi
vardir. Ovulasyon kendiliginden olusmaz. Ovulasyon giftlesmeyle birlikte “provake
ovulasyon” seklinde olusur. Gebelik yaklasik olarak 30-33 gulin strer (8).

Koyun

Koyunlar (Ovis aries) birgok irk ve alt irka sahip yuksek varyasyon gdsteren
hayvanlardir. Sahip olduklari irk 6zellikleri disinda genel hatlariyla koyun; cift tirnakli
bir ruminanttir (gevis getiren hayvan). Dis formduilleri; 3/0 — 0/0 — 3/3 — 3/3, omurga
formulleri; 7C 13T 6-7L 4S 16-18Co seklindedir. Dort midelidirler (rumen, retikulum,
omazum, abomazum). Sol akciger Ug, sag akciger ise 4-5 lopludur. Karacigerleri 3
lopludur.

Koyunlar mevsime bagli polidstrik hayvanlardir. Sekstel aktiviteleri kuzey
yarim klrede giinlerin kisalmaya baslamasiyla baslar. Ulkemizde, Ekim-Kasim
aylarinda seksulel sezona giren koyunlar bu donemde ciftlestikten yaklasik 150 giin
sonra dogururlar (9, 10).

Domuz

Sus scrofa, ginumuzde bilinen birgok domuz irkina kaynak olusturmaktadir.
Biyomedikal arastirmalarda kullanilan domuzlar, genellikle ilag, asi ve gida
arastirmalar icin tercih edilmektedirler. Ayrica, insanlarla anatomik ve fizyolojik
benzerliklere sahip olmalarindan oturla deri, iskelet, gastrointestinal sistem,
pankreas, bobrek, kalp damar sistemleri ile ilgili calismalarda hayvan modeli olarak
tercih edilmektedirler.

Domuzlar tek mideli ve omnivordurlar. Dis formulleri; 3/3 — 1/1 — 4/4 — 3/3
seklindedir. Kopek digleri yukari dogru kivrilmistir ve igleri bostur. Bu disler surekli
uzama egilimindedir. Omurga formalt 7C 14-15T 6-7L 4S 20-23Co seklindedir. Cift
tirnakh hayvan grubundadirlar. Sol akciger 3, sag akciger 4 lopludur. Karaciger 5
lopludur. Disilerde, bir ¢ift ovaryum ve ovidukt, uterus bicornis, serviks, vagina ve
vulva bulunur. Erkeklerde, bir ¢ift testis, vesicula seminalis, prostat, Cowper bezleri
ve penis bulunur. Evcil domuzlar, poliéstrik hayvanlardir. 21 gun arayla dstrus
gosterirler (9, 10).

Anahtar Elementin Belirlenmesi ve Tiir Seg¢imi

Calismaya baglamadan Once, arastirmanin temelini olusturacak bilimsel
yontem, soru ve varsayimlarin net olarak ortaya konulmasi, ¢alisma igin segilecek



olan hayvan modelinin belirlenebilmesi igin dnemlidir. Bu elementin belirlenmesi,
¢alismanin devami ig¢in zorunludur. Anahtar element; hastalikli mi saglikli mi,
gelismekte olan mi, erigkin mi yoksa yash mi gibi sorularin yanitlarini
kapsamaktadir. Hastalikli hayvanlar kullanilacaksa, hastalik induklenmis bir modelin
mi yoksa spontan gelisen bir modelin mi daha uygun oldugu sorusunun da yanitinin
verilmesi gerekir.

Hayvan modeli belirlemede izlenecek asamalar kisaca su sekilde 6zetlenebilir;

|. Temel anahtar sorunun tanimlanmasi,

Il. Temel anahtar elementin ne olmasi gerektigine karar verilmesi,

lll. Temel anahtar elementin, hangi hayvan hangi Irk ve hangi soyda
bulundugunun belirlenmesi,

IV. Anahtar elementi iceren hangi hayvan tir/soyunun teknik olarak daha
avantajli oldugu ve deneysel islemlerden hangi hayvanin en az duzeyde
rahatsizlik hissedeceginin belirlenmesi,

V. Hayvanlarin temini, barindiriimasi, bakimi, takibi, literatir bilgileri,
hayvanlarla ilgili deneyim gibi uygulamada karsilasilacak olan faktorlerin
belirlenip gbzden gegiriimesi,

VI. Bilimsel, uygulama ve etik yonlerden uygun bir hayvan modelinin secgilmesi

(5).

Genel olarak deneysel calismalarda kullanilacak olan hayvanlarin fiziksel
baydklukleri arttikgca kullanilacak hayvan sayisi azalir. Cok sayida 0Ozellik
arastirilacaksa, buyuk hayvan kullanildiginda olgum tahmini artiyorsa, istatistiksel
olarak hassasiyeti daha az olan analizler sonug verme agisindan yeterli oluyorsa,
daha az sayida ve daha buyuk hayvanlar kullanilabilmektedir. Bu durumun yani
sira, genetik olarak birgok varyasyonlara sahip olan fareler daha ¢ok genetik
calismalarda, ratlar ise normal kontrolli deneylerde tercih edilmektedirler (11).

Hayvanlarin Saglik Durumlari

Bilimsel ¢alismalarda kullanilan hayvanlarin saglik durumlarinin koétu olmasi,
deneysel c¢alismalarin sonuglarini  olumsuz etkileyebilir. Tum laboratuvar
hayvanlarinda c¢esitli viral, bakteriyolojik ve paraziter nedenli hastaliklar
bulunmaktadir. Bu hastaliklar klinik veya subklinik olarak seyrederler ve hayvanlarin
yasam surelerini kisaltmak, deneysel ¢alismalarin sonuglarinin hatali olmasina yol
acmak ve bazi zoonotik etkenler araciligiyla c¢alismacilara bu hastaliklari
bulastirmak gibi durumlara neden olurlar. Klinik veya subklinik hastaligi bulunan
hayvanlar ¢cok ylksek oranda degiskenlik gdsterecedi igin istatistiksel olarak bir
sonuca varmak zor olmakta, sonuglar ya anlamli olmamakta ya da daha gok hayvan
kullanimini gerektirmektedir. Bu nedenlerle hasta hayvanlarin bilimsel ¢calismalarda
kullaniimasi etik agidan sakincalidir (11).

SPF (Specific patogen free) hayvanlar tim énemli patojenlerden arindiriimis
hayvanlardir. SPF hayvanlar, mimkin olan her g¢alismada hem daha ekonomik
hem de daha guvenilir sonuglar verecedi icin tercih edilmelidirler (11). SPF fare, rat,
tavsan ve diger bazi turler birgok ticari Ureticiden kolaylikla elde edilebilmektedir.

Genetik Tiplendirme

Fare ve sicanlar genetik olarak U¢ ana sinifa ayrilirlar;



I. Genetik olarak tanimlanmamis “outbred” stoklar

Il. Genetik olarak tanimlanmis izogenik soylar (inbred, kongenik, konsomik,
rekombinant inbred soylar ve F1 hibridler)

[ll. Genetik olarak kismen tanimlanmis soylar (mutant ve transgenler) (12).

Bu siniflar igerisinde, degisik Ozellikleri bulunan bir¢ok farkli soy ve stoklari
bulunmaktadir. Bir aragtirma icin uygun ozelliklere sahip soyun belirlenmesi uzun bir
sureci kapsayabilir. Orneg@in hipertansiyon, spesifik bir timér veya diyabet gibi
istenen o6zelliklerinden dolayr 6zel bir soy, mutant veya transgenik soylar tercih
edilebilir.

Laboratuvar Hayvanlarinin Temel Siniflarinin Ozellikleri
Outbred Soylar

Genel olarak, ozellikle bir tiplendirme yapilmadikga, genotipleri hakkinda kisitli
bilgilere sahip olunan veya hi¢ bilgi bulunmayan hayvanlardir. Outbred bir stok;
bagka stok veya soylardan yeni hayvan girisinin olmadigi, kapali bir koloni halinde
barindirilan, genetik olarak heterojen bir dagilm gdsteren hayvan grubudur. Temel
avantajlari; satin alma veya Uretimlerinin ucuz olmasidir.

Outbred soylar; genotipin 6énemli olmadigi ¢alismalarda kullanilirlar. Ayrica;
izogenik alternatiflerin bulunmadigi turlerde ve arastiricilarin izogenik soylarin
avantajlarindan haberdar olmamalari durumunda da kullaniimaktadir (12).

Outbred soylarin bilimsel arastirmalarda kullanimlari her gegen gun
azalmaktadir. Bunun nedenleri; fenotipik olarak izogenik soylardan daha c¢ok
varyasyona sahiptirler. Istatistiki sonuclara varabilmek igin daha fazla sayilarda
kullaniimalari, uygun standartlarda tutulmadiklarinda birka¢ jenerasyon icinde ciddi
genetik kayiplar olusmasi olarak siralanabilir (11).

izogenik Soylar

Bu siniftaki hayvanlar; inbred, F1 hibrid, kongenik ve konsomik soylar ile
monozygous ikizlerdir. Bu soylarin en onemli 6zelligi her bireyin genotipinin bir veya
daha fazla bireyde replikasyonudur. inbred soylar, 20 ve daha fazla ardigik
jenerasyon erkek ve disi kardeslerin ciftlestiriimesiyle elde edilir (F20). Yirmi veya
daha fazla jenerasyon boyunca tim yavrular tek bir atasal gifte kadar geri izlenebilir.
Bdyle inbred uretilen soylar izogenik (genetik olarak tanimlanmis) soylar olarak
tanimlanir. Soylar fenotipik olarak tek tip olma egilimindedirler. Bu soylar birgok
jenerasyon boyunca stabil olarak kalirlar ve onemli bir kismi genotiplendiriimig
durumdadir. Her soy igin kdken, gecmis genotipik ve fenotipik bilgiler mevcuttur
(12).

Dunya uUzerinde 400'den fazla fare, 200’den fazla rat inbred soyu
bulunmaktadir. izogenik soylarin kullanildigi arastirmalarin % 80’inden fazlasi en
populer 10 soy Uzerinde yapilmistir. Her soy kendine 6zgu 6zellikler tasimaktadir.
Bazi soylar yuksek oranda kanser insidensi gOsterirken bazilari da kalp
hastaliklarina predispozisyon gésterirler. Ornegin, AKR fare soyuna ait bireyler,
uzun suren arastirmalarda kullanilmamalidir. Cunki bu farelerin buytk bolimu bir
yasina gelmeden I6semiden olurler (12).



Izogenik soylar kullanilan arastirmalar baska laboratuvarlarda da
tekrarlanabilir. izogenik soylara bazi 6zel rakam ve sayilar verilmistir. Bu nedenle
izogenik soylarla yapilan arastirmalarin yayinlanmasi agsamasinda, bu hayvanlara
ait nomenklatir dogru bir sekilde verilmistir. Bu nomenklatur kurallari;
www.informatics.jax.org internet sayfasinda bulunmaktadir.

izogenik soylar fenotipik olarak outbred soylara gore bir drnektirler. Bu
nedenle anlamli bir istatistik sonug elde edebilmek igin daha az sayida izogenik
hayvana ihtiyag vardir.

Kongenik, konsomik ve rekombinant inbred soylar izogenik soylarin 6zel
tipleridir. Kongenik soylar; iki inbred soyun, 5-10 jenerasyon geriye melezlenmesiyle
elde edilir. Genetik bir 6zellik bu sekilde devamli geri melezleme ile bir inbred soya
aktarilabilir. Kongenik soylar genellikle transplantasyon immdinolojisinde, kanser
arastirmalarinda, diyabet, hipertansiyon arastirmalari yapilan ¢alismalarda
kullanilirlar.

Konsomik soylar; bir kromozomun bagka bir inbred soyun homolog
kromozomuyla yer degistirmesi sonucu olugturulurlar. Rekombinant soylar ise iki
farkli inbred soyun melezlerinin F2 jenerasyonuna ait bireyleri arasinda yapilan 6z
kardes birlestirmesiyle uretilmis soylardir (13).

Bakim ve Barinma Kosullari

Yapilan deneysel ¢aligmalarin sonuglarini, deney hayvanlarinin barindirildigi
ortam, kafeslerin durumu, altlhklar ve beslenme gibi c¢evresel faktorler de
etkileyebilmektedir (14, 15, 16).

Hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yemlerin, muhtemel kontaminasyonlara
kargi kontrollerin yapildigi, profesyonel ureticilerden alinmasi gerekir. Kemirgen
yemleri, hayvanlarin metabolik ihtiyaclarina gore formule edilmig; gebelik ve dogum
sonrasi laktasyon doneminde artan ihtiyaglar karsilar 6zellikte olmalidir (11).

Tek basina barindirilan hayvanlar; grup halinde barindirilan hayvanlara oranla
daha degigsken viucut agirliklarina sahiptirler. Bu nedenle bir 6rneklik agisindan
gruplar halinde barindirma tercih edilmelidir (17).

Sonug

Sonug olarak immunolojik arastirmalar yapilacak hayvan deneylerinde, klinik
ve subklinik olarak hastaliklardan arindiriimig, genetik tanimlamasi yapiimis
(izogenik, mutant, transgenik vb.) iyi bakim ve besleme kosullarina sahip, iyi
kalitede hayvanlar kullaniimaldir. Boylece daha az sayida hayvan kullanilabilecek,
sonuglar daha guvenilir olacak ve yapilan deney herhangi baska bir laboratuvarda
tekrarlanabilir 6zelliklere sahip olacaktir.
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Summary

Allergic disease such as asthma, rhinitis, and eczema are increasing
prevelance and affect up to 15 % of population in Westernized countries. Among
them, asthma is a chronic inflammatory disease of airways and the underlying
physiological and immunological processes are not fully understood. Mouse models
of asthma dupicates many features of human asthma, including airway
hyperreactivity, andairway inflammation. Therefore, relevant models for asthma are
important to understand the mechanism of disease and therapeutical approach. In
this article, basicly various animal models of asthma and some therapeutic
approaches are disscussed.

Introduction

The prevelance of allergic diseases such as allergic asthma, allergic rhinitis,
atopic dermatitis and food allergy are rapidly increasing mostly in Westernized
countries, with the prevelance over % 30 in childhood (1, 2). Human allergic asthma
is a chronic inflammatory disorder of the airways and is characterized by airway
inflammation, persistent airway hyperresponsiveness (AHR) and intermittent,
reversible airways obstruction (3). Additional histopathological features of asthma
are structural changes in airways including subepithelial and airway wall fibrosis,
goblet cell hyperplasia/metaplasia, smooth muscle thickening and increased
vascularity, that are shown not to be reversed by corticosteroids (4, 5). These
structural changes referred as ‘airway remodelling’ and result with repeated
exposure to allergen, that lead to chronic inflammation in the airways (6).

Although, today there are several therapeutic and preventive approaches
disscussing for allergic asthma, there is still important part left to be understood.
Because of the ethical reasons, clinical studies with allergic individuals are limited
and experimental murine models became more important for drug treatment
studies.

Animal models, especially mouse models, have been developed for almost all
allergic diseases as asthma (7), allergic rhinitis (8), food allergy and anaphylaxis (9),
atopic dermatitis (10), and allergic conjunctivitis (11). These murine models are
important in order to examine the mechanism of the disease, the activiy of a variety
of genes and cellular pathways, and to predict the safety of new drugs or chemicals
before being used in clinical studies (12). As a result, animal models have been
developed to study pathogenesis of the diseases, including genetic factors, to
define the pathogenic pathways and suggest new therapeutic views (13). This
review focuses on the murine models of asthma and discusses current therapeutic
approaches carried on mouse models of asthma.



Immune Response to Allergens

Immune tolerance cannot be established to certain allergens such as,
aeorallergens, foods and insect venom, leads to induction of type | hypersensitivity
reactions. Several factors, including genetic susceptibility, the nature of antigen, that
initiates the disease (antigen dose, time of exposure, route of exposure, and
structural characteristics), and challenge with infections and bacteria, (14) influence
the type of immune response.

The initial event responsible for the development of allergic disease is the
generation of allergen-specific CD4" T helper cells. Depending on the stimulus,
naive T cells can differentiate into Thl, Th2, Th1l7 or recently suggested Th9
effector cells. Based on these T-cell subsets, the immune system can promote
different types of inflammatory responses. The current view is that with the IL-4
stimulation in an appropriate condition, naive T cells easily differentiate into T helper
(Th) 2 cells (15, 16). Once Th2 response is established, further allergic immune
response may establish in two main phases: first sensitization and development of
memory and later followed by effector phase and tissue injury. In sensitization
phase, CD4" Th2 cells secrete IL-4, IL-5 and IL-13 and mediate several regulatory
and effector functions. These cytokines induce class switching of antibody isotypes
to the ¢ heavy chain for IgE antibody production by B cells, development and
recruitment of eosinophils, production of mucus and contraction of smooth muscles
(15-17). Later, this allergen specific IgE, binds to high affinity receptor for IgE (FceRI
receptors) on the surface of mast cells and basophils. These series of activation
lead to the sensitization of the patients to a specific allergen. In the final phase,
upon the re-exposure to sensitized allergens, effector cells are activated and tissue
injury occurs. Here, the degranulation of basophils and mast cells by IgE mediated
by crosslinking of receptors that is the crucial event in the type | hypersensitivity,
which may lead to chronic allergic inflammation. All these events require allergen
specific T cell activation in allergic individuals and for healthy ones, peripheral T cell
tolerance prevents formation of atopic immunopathology.

Animals Used in Allergic Asthma Models

Experimental studies revealed that, there is wide variety of animal models of
asthma in different species. Mice, rats, guinea pigs, dogs, sheep, monkeys and
horses have been employed to study the inflammatory processes and alternations
in airway function (18-20).

Within these animals, mice are the most common animal studied in models of
asthma. We will disscuss mouse models of asthma later in this review.

Although a majority of studies of allergic airway disease are carried out in the
mouse, the guinea pig initially was utilized as an animal model of pulmonary
hypersensitivity and AHR for many decades (21). Studies with guinea pig showed
increased 1gG1 and IgE in response to allergen and hyperreactivity reaction due to
allergen sensitization. Model studies showed, allergen sensitization requires
allergen inhalation. One of the benefits of the model is that the lung serves as the
primary target organ of type | hypersensitivity reactions to allergen. Further
immediate and late phase reactions are also seen in carried asthma models.
Another advantage of the asthma model with guinea pigs is the rich eosinophilic
and neutrophilic pulmonary infiltration. On the other hand, one of the major



disadvantages in guinea pig is the predominance of IgG1 rather than IgE as the
major anaphylactic antibody (22).

In several studies, investigators have been used another small rodent, rat, for
allergic animal models. Allergen specific IgE production is predominant and plays
crucial role in anaphylaxis. Once, asthma model with rat developed, there is long-
lasting airway hyperreactivity. Also immediate- and late-phase airway responses
established in the succesful asthma model. In comparison with guinea pig asthma
model, sensitization requries injection of allergen, rather than administration via the
inhalation route (23, 24).

The rabbit elicit an asthma model and lung is the target organ for anaphylactic
response as humans. Moreover, both immediate- and late-phase airway responses
are seen with the increased IgE which is the anaphylactic antibody.

Although, larger animals such as monkey, sheep and horses have been used
in asthma models, they are hard to handle and too expensive in order to use on
regular basis.

Mouse Models of Asthma

Mice are the most common animals studied in animal models of asthma. In
principle, mice are systemically sensitized to allergen with alum as an adjuvant via
intraperitoneal injection and challenged to allergen via the airways. The nature of
acute inflammatory mouse model directly influenced by the genetic background of
the mice, the allergen, the sensitization and challenge protocol (6).

Genetic Background of Mice

In laboratory conditions, it is available to get various inbred mouse strains.
However, it is inappropriate to develop asthma model with all these mouse strains.
Based on the level of allergen-specific IgE/IgG1 production and the degree of
airway inflammation following repeated airway allergen challenges, high- and low-
responder mouse strains were identified. Each different mouse strain shows
different response patterns following immunization to allergens. There ise difference
in the ability to induce allergic inflammation and AHR within those mouse strains.
A/J and AKR/J mice bare high levels of allergen-induced AHR and reactivity to
metacholine (25) while, C3H/HeJ and DBA/2 mice are resistant to the development
of allergen-induced AHR (26).

In many studies, either BALB/c or C57BL/6 mice were used. BALB/c mice are
known as IgE-high responders to many allergens (e.g. Ovalbumin, Bet v 1) and goat
anti-mouse IgD-stimulation, whereas C57BL/6 mice is characterized as a low-IgE
responder animal (27). Supportingly, several experimental mouse models with
BALBI/c strain, showed well developed Ovalbumin (OVA) induced allergic immune
response with allergen-specific IgE, AHR and eosinophilic airway inflammation (4).
On the other side, C57BL/6 mice exhibit Thl1-dominant immune response compared
to BALB/c mice.



Allergen

In order to perform murine asthma model, different types of allergens may be
used. Among them, OVA derived from chicken egg is a frequently used allergen
that induce robust, allergic pulmonary inflammation in mice (28). There are some
advantages to use OVA in models such as considerably inexpensive, can be highly
purified, the immunodominant epitopes have been well characterized, and
recombinant peptides have been generated (29).

The way of allergen administration is important in developing asthma model
without induction of tolerance. Especially, repeated inhalation or sublingual
administration of OVA induces tolerance instead of sensitization. For priming
allergen sensitization, allergen should be given combined with adjuvant and via
intraperitoneal injection (30). Following sensitization, a series of inhaled or
intranasal challenges are administered to elicit allergic response. OVA-induced
allergic airway models may not represent the same conditions experienced by
asthmatics where allergen exposure may be more frequent and much longer
periods of time (28). However, OVA is seldom implicated in human asthma, and
other groups have used alternative allergens that have greater clinical relevance, for
example house dust mite (HDM) and cockroach extracts (31, 32).

Sensitization and Challenge Protocols

Mice do not spontaneously develop AHR or allergic airway inflammation.
There are many different sensitization and challenge protocols existing. Due to
experimental approach, acute or chronic asthma models may be developed. Acute
sensitization protocols usually require multiple systemic administration of allergen in
the presence of an adjuvant. Aluminium hydroxide (ALOH3) is one of the best
choise for adjuvant in case, it promotes the development of the Th2 immune
response when it is exposed to antigen. Although there are adjuvant-free protocols,
they usually require a greater number of exposures to achieve suitable sensitization
(33). Both OVA and HDM can be used as an antigen to induce pulmoner
inflammation. If OVA administered via inhalation instead of systemic delivery,
tolerance can develop. However, inhaled delivery of HDM seems to be more
successful in developing allergy model because of intrinsic enzymatic activity of this
allergen. Extracts or purified protein derived from potent human allergens including
cockroach, ragweed or fungi have been increasingly used as allergens in mice and
other species (34-36). After sensitization period (usually 14-21 days), allergen
challenge via airways will be carried out for several days. The administration of
allergen through airways may be applied by nebulization, intratracheal (i.t) or
intranasal (i.n.) instillation (4). With these sensitization and challenge protocols mice
develop key features of clinical asthma, as increased levels of allergen specific and
total IgE, inflammatory cell infiltration to airways which referred as airway
inflammation, goblet cell hyperplasia, epithelial hypertrophy, AHR to specific
sensitized allergens or metacholine, early- and late-phase bronchoconstriction in
response to allergen challenge (37) (Fig. 1).

Although acute allergen challenge model develops many aspects of human
asthma, there are limitations to these models in comparison with asthmatics. For
this, several research groups have developed chronic allergen challenge models in
order to reproduce more of the features of clinical asthma, such as goblet cell



metaplasia, epithelial hypertrophy, subepithelial fibrosis and limites smooth muscle
hyperlasia which together referred as airway remodelling and persistent AHR (4,
33). In order to develop chronic asthma model, low levels of allergen should be
repeatedly exposured to the airways for periods up to 12 weeks. Mostly in
experimental models, OVA has been used as an allergen (38-40) and in some
experimental models environmentally relevant antigens such as, HDM extract or
grass pollen have been used to develop chronic allegen challenge asthma models
(31, 41).

Regulatory T Cells in Murine Models in Allergic Inflammation

T cells with the capacity of suppressing the unwanted immune response were
first described in the beginning of 1970s (42). Since mid-1990s, the notion of the T-
cell-mediated immune suppression has been strongly explored. T cells with
suppressive ability have been described in several systems, and their biology has
been subject of intensive investigation. Although recent advances of T cells
controlling immune responses via cell-cell interactions and/or the production of
cytokines is currently well described, many aspects of the mechanisms through
which suppressor cells exert their effects are currently being elucidated (43-45).

Type-1 T Regulatory Cells

Type-1 regulatory (Trl) cells, also known as inducible Tregs, are defined by
their ability to produce high levels of IL-10 and transforming growth factor- (TGF-p)
(43, 46). Antigen-specific Trl cells arise in vivo, but may also differentiate from
naive CD4" T cells. IL-10 and IFN-o. have been described to induce the generation
of IL-10-producing Trl cells from naive CD4" T cells activated through T cell
receptor and CD28 (47). In order to inhibit Thl or Th2 differentiation by using anti-
IL-12 and anti-IL-4 Abs, together with a combination of dexamethasone and the
active form of vitamin D3, were shown to induce human and naive CD4" T cells to
differentiate into large numbers of IL-10-producing Trl cells in vitro (48). In
addition, immature DCs and DCs treated with IL-10 or IFN-o were shown to induce
naive CD4" T cells to differentiate into IL-10-producing Trl cells (47, 49, 50).
Activation of inducible costimulator (ICOS) on CD4" T cells by ICOS ligand (ICOSL)
enhances differentiation into IL-10-producing Trl cells (51-53). During the early
course of allergen-specific immunotheraphy (SIT), IL-10- and/or TGF-B-producing
Trl cells in humans are propagated in vivo, which demonstrates that Trl cells are
induced by high and increasing dose of allergens (44, 54-55). IL-10 that is produced
and progressively secreted during allergen-SIT appears to counter-regulate
synthesis of allergen-specific IgE and 1gG (46). IL-10 potently suppresses both total
and allergen-spesific IgE, and it stimultaneously increases IgG4 production (56). In
control of Th2 immune response against naturally exposed harmless environmental
antigens is mediated by Trl cell (57). In contrast to several Treg related suppressor
factors, OX40L has an important role in the negative regulation of the generation
and function of IL-10-producing Trl cells (58).

CD4'CD25" Treg Cells

The naturally occurring CD4" Treg cells, constitute approximately 10 % of
peripheral CD4" T cells in normal individuals, and characteristically express CD25



(the interleukin-2 (IL-2) receptor a chain, that is component of the high-affinity IL-2
receptor) (59). CD4" CD25" Treg cells play major role in maintaining immunological
self-tolerance and immune homeostasis. Depletion of this population leads to a
variety of autoimmune inflammatory disease such as arthritis and diabetes.

The transcription factor forkhead box p3 (Foxp3) is successfully expressed by
CD4'CD25" Treg cells and essential for functioning regulatory activity. Foxp3 was
originally identified as the gene product affected in lethal X-linked recessive
lymphoproliferative disease in mice and human (60). Mutations in the gene
encoding Foxp3 leads to lymphoproliferative disease of the scurfy mouse. Male
mice with Foxp3 deficiency die about third week of age (61, 62). Foxp3 deficient
mice also experience allergic dysregulation (63). Adoptive transfer of CD4"CD25"
Treg cells rescues scurfy mice from disease, and Foxp3-transduced CD4'CD25 T
cells suppressed wasting and colitis induced by transfer of CD4"CD25 T cells into
RAG-deficient mice (61, 64). Foxp3 mutations also results homologous autoimmune
lymphoproliferative disorder in human subjects, termed immune dysregulation
polyendocrinopathy  enteropathy-X-linked (IPEX) syndrome and X-linked
autoimmunity-allergic dysregulation syndrome (XLAAD) (65-67). Males represent
with neonatal autoimmune type 1 diabetes with islet cell destruction by infiltrating T
cells. Another prominent feature of IPEX/XLAAD is severe allergic inflammation with
eczema and food allergy. The IgE levels can be dramatically increased with intense
peripheral eosinophilia (66-68).

Numerous additional evidence support the role of Foxp3 in Treg cells
generation and function. Foxp3-transduced T cells exhibited impaired proliferation
and production of cytokines including IL-2 and IL-10 upon TCR stimulation, up-
regulated the expression of regulatory T cell-associated molecules such as CD25
and CTLA-4 and suppressed in vitro proliferation of other T cells in a cell-cell
contact-dependent manner (69, 70). Foxp3 negatively regulates the gene encoding
IL-2 and enhances CD25 expression and other Treg cell-associated molecules (69,
71-72). Mice genetically deficient in IL-2, CD25, or CD122 (the IL-2 receptor
chain) and humans with genetic deficiency of CD25 have both reduced numbers
and impaired function of Foxp3™ Treg cells. This leads to severe autoimmune
inflammatory disease (69, 73-74). Foxp3 binds to other transcription factors such as
NFAT (nuclear factor of activated T cells) and AML1 (acute leukemia-a)/Runxl
(Runt-related transcription factor 1) and potentially interacts with activator protein 1
and nuclear factor kB (75). The interaction of Foxp3 with NFAT leads the
expression of CTLA-4 and CD25 (76). Recently, thymic production of Foxp3™ Treg
cells was analyzed from birth to 10 years of age in humans. The study suggests
that from birth to 10 years of age, the thymic production of Foxp3™ Treg cells is
stable and correlates with T-lymphopoiesis. However, there is no correlation
between thymic and peripheral Foxp3 levels (77). Taken together Foxp3 is a crucial
regulatory gene for the development and function of CD4"CD25" regulatory T cells,
and can be used as marker for Treg cells. Furthermore, Treg cells de novo
produced from normal naive T cells by Foxp3 transduction can be instrumental for
treatment of autoimmune/inflammatory diseases that require downregulation of
hyperactive immune responses.

Downregulated interleukin-7 receptor (CD127) in Treg cells distinguishes
Treg cells from activated T cells, facilitating both Treg-cell purification and their



functional characterization in human diseases (78). CD127 has been suggested as
a marker, which might distinguish peripheral Foxp3® Treg cells from activated
Foxp3" nonregulatory T cells (79).

Animal model studies have shown that, naturally occurring CD4°CD25" Treg
cells can control allergic airway disease. Anti-CD25-mediated Treg cell depletion
before house dust mite treatment increased several features of the allergic disease
(AHR, eosinophilia, and IgE), which was concomitant with elevated Th2 cytokine
production (80). In this study, Treg cell-depleted mice revealed increased numbers
of pulmonary MDCs with elevated expression of MHCIlI, CD80 and CD86. In
addition Treg cell-depleted mice have capability to stimulate proliferation of T cells
and Th2 type cytokine production with a reduced IL-2 expression. Furthermore,
transfer of CD4"CD25" T regulatory cells to sensitized mice prevents the features of
allergic airway disease in vivo (81). This downregulation of eosinophils, Th2
recruitment, AHR and Th2 cytokine production paralleled with concominant increase
in pulmonary IL-10 production. These studies highlight that CD4"CD25" Treg cells
may be used before allergic sensitization to control the development of allergic
disease.

In an allergic airway inflammation model with Der p 1 antigen showed that
depletion of CD4"CD25" Foxp3™ Treg cells exacerbates lung eosinophilia, increased
draining mediastinal lymph node IL-5 and IL-13, but not IL-10 secretion (82).
Transfer of CD4" CD25" Foxp3® Treg cells from naive mice reverses allergic
inflammation with decreasing IL-5 and IL-13 secretion. In parallel experiment
increased IL-10 secretion from regional lymph nodes was observed. In a recent
study from our group, it was showed that in-vivo CD25 neutralization do not
decrease OVA-specific IgE in intranasal OVA immunotheraphy group (Fig. 2,
Unpublished data).

One of the mechanisms to induce mucosal tolerance is to increase antigen-
spesific Treg cells. Using birch pollen allergen intranasally (Bet v 1) before
(prophylaxis) or after sensitization (treatment) resulted in increased Foxp3 mRNA
expression in CD4'T cells with IL-10 and TGF-B secretion. A prolonged effect was
observed 1 year after immunotheraphy. Long-term efficacy of specific tolerance
seems to be associated with the presence of Foxp3™ T cells (83).

It was previously reported that high levels of the soluble form of the IL-6R (sIL-
6R) stimulates CD4'CD25" Treg cell suppressive function in the airways of
asthmatic subjects (84). Blockade of IL-6 in vivo induced local expansion of
CD4'CD25"Foxp3” lung Treg cells with increased immunosuppressive capacities
(85). Again, blockade of IL-6 led to a significant decrease in inflammatory cells by
an apoptosis-independent mechanism. In another study, local treatment with anti-IL-
6R antibodies that also block signaling via the membrane-bound IL-6R (mIL-6R),
which led to decreased signal transducers and activators of transcription (STAT)-3
but not STAT-1 phosphorylation in the lung of treated mice. Moreover, this
treatment induces apoptosis of the cells present in the airways of OVA-treated mice
as well as apoptosis of lung CD4" effector T cells. Blockade of mIL-6R signaling
leads to cell death of lung effector T cells by activating Treg cells in experimental
model of asthma (86). These recent data suggest that local targeting of IL-6R
signaling upregulates Th2 cell death in allergic airways via Treg cells.



Sublingual administration of two different tricylated pseudo-dipeptidic
molecules modulates Th1l/Treg polarization. While both OM-197-MP-AC and OM-
294-BA-MP polarize naive T cells toward the Thl type with IFN-y production, only
OM-294-BA-MP induces IL-10 gene expression on CD4" naive T cells (87). In this
study, sublingual administration of OM-294-BA-MP with antigen enhances tolerance
in OVA sensitized BALB/c with preventing both airways hyperresponsiveness and
lung inflammation. In another study, adjuvants stimulating IL-10 gene expression by
human or murine immune cells are tested sublingually in BALB/c mice sensitized to
OVA. A combination of 1, 25-dihydroxyvitamin D3 plus dexamethasone (VitD3/Dex)
as well as Lactobacillus plantarum induce IL-10 production by human and murine
DCs. Following stimulation with VitD3/Dex-pretreated DCs, CD4" naive T cells
exhibit a Foxp3*Treg cells (88).

Conclusion

Animal models of allergic disease such as, AR, AD, food allergy, allergic
conjunctivitis and allergic asthma are valuable models in laboratory studies.
Although those models cannot carry all clinical features itself, they are important in
order to understand entire mechanisms of the disease and therapeutic approaches.
Especially mouse models are being developed to model asthma exacerbations, and
investigators are using acute and chronic allergen challenge in their investigations.

Animal models which are more closely reflect asthma, and use of human
system will boarden our knowledge of the disease and help identify and evaluate
new therapeutic targets.

Acknowledgments

This work was founded by Marmara University research project BAPKO No. SAG-
A-070808-0204

OVA Asthma model control

hyperplasic "¢
gobletcells

airnways of airnways. PAS staining /40x

Figure 1. PAS stained lung sections of all groups (40x)



2 -
18 - <
15 -
14 o
12 -

14§
08 -
06 -
04 -
02 -

0

*

—’- mear

0.0*. <
00'0

OVA-Specific IgE ng/ml

Anti-CD25 + Asthma Control intranasal IT
intranasal IT

Figure 2. OVA-specific IgE levels

References

9.

10.

Asher MI, Montefort S, Bjorksten B, et al. Worldwide time trends in the
prevalence of symptoms of asthma, allergic rhinoconjunctivitis, and eczema in
childhood: ISAAC Phases One and Three repeat multicountry cross-sectional
surveys. Lancet, 2006; 368:733-743.

. Janson C, Anto J, Burney P, et al. The European Community Respiratory Health

Survey: what are the main results so far? European Community Respiratory
Health Survey II. Eur Respir J, 2001; 18:598-611.

Bousquet J, Jeffery PK, Busse WW, Johnson M, Vignola AM. Asthma. From
bronchoconstriction to airways inflammation and remodeling. Am J Respir Crit
Care Med, 2000; 161:1720-1745.

. Akkoc T, Tolunay S, Barlan I, Basaran M. Airway remodeling and serum total

immunoglobulin E (IgE) levels in a murine model of asthma. J Asthma, 2001;
38:585-591.

Fish JE, Peters SP. Airway remodeling and persistent airway obstruction in
asthma. J Allergy Clin Immunol, 1999; 104:509-516.

Zosky GR, Sly PD. Animal models of asthma. Clin Exp Allergy, 2007; 37:973-88.

. Nials AT, Uddin S. Mouse models of allergic asthma: acute and chronic allergen

challenge. Dis Model Mech, 2008; 1:213-220.

Wagner JG, Harkema JR. Rodent models of allergic rhinitis: relevance to human
pathophysiology. Curr Allergy Asthma Rep, 2007; 7:134-140.

Dearman RJ, Kimber I. A mouse model for food allergy using intraperitoneal
sensitization. Methods, 2007; 41:91-98.

Jin H, He R, Oyoshi M, Geha RS. Animal models of atopic dermatitis. J Invest
Dermatol, 2009; 129:31-40.

11. Niederkorn JY. Immune regulatory mechanisms in allergic conjunctivitis:

12.
13.

insights from mouse models. Curr Opin Allergy Clin Immunol, 2008; 8:472-476.
Karol MH. Animal models of occupational asthma. Eur Respir J, 1994; 7:555-568.
Bice DE, Seagrave J, Green FH. Animal models of asthma: potential usefulness
for studying health effects of inhaled particles. Inhal Toxicol, 2000; 12:829-862.



14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Akdis M, Akdis CA. Therapeutic manipulation of immune tolerance in allergic
disease. Nat Rev Drug Discov, 2009; 8:645-660.

Romagnani S. Lymphokine production by human T cells in disease states. Annu
Rev Immunol, 1994; 12:227-257.

Mosmann TR, Sad S. The expanding universe of T-cell subsets: Thl, Th2 and
more. Immunol Today, 1996; 17:138-146.

Corry DB. IL-13 in allergy: home at last. Curr Opin Immunol, 1999; 11:610-614.
Schneider T, van Velzen D, Mogbel R, Issekutz AC. Kinetics and quantitation of
eosinophil and neutrophil recruitment to allergic lung inflammation in a brown
Norway rat model. Am J Respir Cell Mol Biol, 1997; 17:702-712.

Bautsch W, Hoymann HG, Zhang Q, et al. Cutting edge: guinea pigs with a
natural C3a-receptor defect exhibit decreased bronchoconstriction in allergic
airway disease: evidence for an involvement of the C3a anaphylatoxin in the
pathogenesis of asthma. J Immunol, 2000; 165:5401-5405.

Shin YS, Takeda K, Gelfand EW. Understanding asthma using animal models.
Allergy Asthma Immunol Res, 2009; 1:10-18.

Noelpp B, Noelpp-Eschenhagen I. Experimental bronchial asthma in the guinea
pig. IV. Experimental asthma in the guinea pig as an experimental model. Int
Arch Allergy Appl Immunol, 1952; 3:207-217.

Ricciardolo FL, Nijkamp F, De Rose V, Folkerts G. The guinea pig as an animal
model for asthma. Curr Drug Targets, 2008; 9:452-465.

Watanabe A, Hayashi H. Allergen-induced biphasic bronchoconstriction in rats.
Int Arch Allergy Appl Immunol, 1990; 93: 26-34.

Bellofiore S, Martin JG. Antigen challenge of sensitized rats increases airway
responsiveness to methacholine. J Appl Physiol, 1988; 65:1642-1646.

Ewart SL, Kuperman D, Schadt E, et al. Quantitative trait loci controlling allergen-
induced airway hyperresponsiveness in inbred mice. Am J Respir Cell Mol Biol,
2000; 23:537-545.

Mcintire JJ, Umetsu SE, Akbari O, et al. Identification of Tapr (an airway
hyperreactivity regulatory locus) and the linked Tim gene family. Nat Immunol,
2001; 2:1109-1116.

Herz U, Renz H, Wiedermann U. Animal models of type | allergy using
recombinant allergens. Methods, 2004; 32:271-280.

Kumar RK, Herbert C, Foster PS. The "classical" ovalbumin challenge model of
asthma in mice. Curr Drug Targets, 2008; 9:485-494.

Fuchs B, Braun A. Improved mouse models of allergy and allergic asthma -
chances beyond ovalbumin. Curr Drug Targets, 2008; 9:495-502.

Conrad ML, Yildirim AO, Sonar SS, et al. Comparison of adjuvant and adjuvant-
free murine experimental asthma models. Clin Exp Allergy, 2009; 39:1246-1254.
Johnson JR, Wiley RE, Fattouh R, et al. Continuous exposure to house dust mite
elicits chronic airway inflammation and structural remodeling. Am J Respir Crit
Care Med, 2004; 169:378-385.

Sarpong SB, Zhang LY, Kleeberger SR. A novel mouse model of experimental
asthma. Int Arch Allergy Immunol, 2003; 132:346-354.

Blyth DI, Pedrick MS, Savage TJ, Hessel EM, Fattah D. Lung inflammation and
epithelial changes in a murine model of atopic asthma. Am J Respir Cell Mol Biol,
1996; 14:425-438.

Barrett EG, Rudolph K, Bowen LE, Muggenburg BA, Bice DE. Effect of inhaled
ultrafine carbon particles on the allergic airway response in ragweed-sensitized
dogs. Inhal Toxicol, 2003; 15:151-165.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Kurup VP, Choi H, Murali PS, Resnick A, Fink JN, Coffman RL. Role of
particulate antigens of Aspergillus in murine eosinophilia. Int Arch Allergy
Immunol, 1997; 112:270-278.

Chapoval SP, lijima K, Marietta EV, et al. Allergic inflammatory response to short
ragweed allergenic extract in HLA-DQ transgenic mice lacking CD4 gene. J
Immunol, 2002; 168:890-899.

Takeda K, Gelfand EW. Mouse models of allergic diseases. Curr Opin Immunol,
2009; 21:660-665.

Fernandez-Rodriguez S, Ford WR, Broadley KJ, Kidd EJ. Establishing the
phenotype in novel acute and chronic murine models of allergic asthma. Int
Immunopharmacol, 2008; 8:756-763.

Temelkovski J, Hogan SP, Shepherd DP, Foster PS, Kumar RK. An improved
murine model of asthma: selective airway inflammation, epithelial lesions and
increased methacholine responsiveness following chronic exposure to
aerosolised allergen. Thorax, 1998; 53:849-856.

Wegmann M. Animal models of chronic experimental asthma - strategies for the
identification of new therapeutic targets. J Occup Med Toxicol, 2008; 3 Suppl
1:54.

Kim CH, Ahn JH, Kim SJ, et al. Co-administration of vaccination with DNA
encoding T cell epitope on the Der p and BCG inhibited airway remodeling in a
murine model of chronic asthma. J Asthma, 2006; 43:345-353.

Gershon RK, Kondo K. Cell interactions in the induction of tolerance: the role of
thymic lymphocytes. Immunology, 1970; 18:723-737.

Groux H, O'Garra A, Bigler M, et al. A CD4+ T-cell subset inhibits antigen-
specific T-cell responses and prevents colitis. Nature, 1997; 389:737-742.

Akdis CA, Blesken T, Akdis M, Wuthrich B, Blaser K. Role of interleukin 10 in
specific immunotherapy. J Clin Invest, 1998; 102:98-106.

Akdis CA, Blaser K. IL-10-induced anergy in peripheral T cell and reactivation by
microenvironmental cytokines: two key steps in specific immunotherapy. Faseb J,
1999; 13:603-609.

Akdis M, Akdis CA. Mechanisms of allergen-specific immunotherapy. J Allergy
Clin Immunol, 2007; 119:780-791.

Levings MK, Gregori S, Tresoldi E, Cazzaniga S, Bonini C, Roncarolo MG.
Differentiation of Trl cells by immature dendritic cells requires IL-10 but not
CD25+CD4+ Tr cells. Blood, 2005; 105:1162-1169.

Barrat FJ, Cua DJ, Boonstra A, et al. In vitro generation of interleukin 10-
producing regulatory CD4(+) T cells is induced by immunosuppressive drugs and
inhibited by T helper type 1 (Thl)- and Th2-inducing cytokines. J Exp Med,
2002; 195:603-616.

De Smedt T, Van Mechelen M, De Becker G, Urbain J, Leo O, Moser M. Effect of
interleukin-10 on dendritic cell maturation and function. Eur J Immunol, 1997;
27:1229-1235.

Jonuleit H, Schmitt E, Schuler G, Knop J, Enk AH. Induction of interleukin 10-
producing, nonproliferating CD4(+) T cells with regulatory properties by repetitive
stimulation with allogeneic immature human dendritic cells. J Exp Med, 2000;
192:1213-1222.

Akbari O, Freeman GJ, Meyer EH, et al. Antigen-specific regulatory T cells
develop via the ICOS-ICOS-ligand pathway and inhibit allergen-induced airway
hyperreactivity. Nat Med, 2002; 8:1024-1032.



52.

53.

4.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Beier KC, Hutloff A, Dittrich AM, et al. Induction, binding specificity and function
of human ICOS. Eur J Immunol, 2000; 30:3707-3717.

Witsch EJ, Peiser M, Hutloff A, et al. ICOS and CD28 reversely regulate IL-10 on
re-activation of human effector T cells with mature dendritic cells. Eur J Immunol,
2002; 32:2680-2686.

Jutel M, Akdis M, Budak F, et al. IL-10 and TGF-beta cooperate in the regulatory
T cell response to mucosal allergens in normal immunity and specific
immunotherapy. Eur J Immunol, 2003; 33:1205-1214.

Nasser SM, Ying S, Meng Q, Kay AB, Ewan PW. Interleukin-10 levels increase in
cutaneous biopsies of patients undergoing wasp venom immunotherapy. Eur J
Immunol, 2001; 31:3704-3713.

Punnonen J, de Waal Malefyt R, van Vlasselaer P, Gauchat JF, de Vries JE. IL-
10 and viral IL-10 prevent IL-4-induced IgE synthesis by inhibiting the accessory
cell function of monocytes. J Immunol, 1993; 151:1280-289.

Akdis M, Verhagen J, Taylor A, et al. Inmune responses in healthy and allergic
individuals are characterized by a fine balance between allergen-specific T
regulatory 1 and T helper 2 cells. J Exp Med, 2004; 199:1567-1575.

Ito T, Wang YH, Duramad O, et al. OX40 ligand shuts down IL-10-producing
regulatory T cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 2006; 103:13138-13143.
Sakaguchi S. Regulatory T cells: key controllers of immunologic self-tolerance.
Cell, 2000; 101:455-458.

Godfrey VL, Wilkinson JE, Russell LB. X-linked lymphoreticular disease in the
scurfy (sf) mutant mouse. Am J Pathol, 1991; 138:1379-1387.

Fontenot JD, Gavin MA, Rudensky AY. Foxp3 programs the development and
function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nat Immunol, 2003; 4:330-336.

Lyon MF, Peters J, Glenister PH, Ball S, Wright E. The scurfy mouse mutant has
previously unrecognized hematological abnormalities and resembles Wiskott-
Aldrich syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A, 1990; 87:2433-2437.

Lin W, Truong N, Grossman WJ, et al. Allergic dysregulation and
hyperimmunoglobulinemia E in Foxp3 mutant mice. J Allergy Clin Immunol, 2005;
116:1106-1115.

Khattri R, Cox T, Yasayko SA, Ramsdell F. An essential role for Scurfin in
CD4+CD25+ T regulatory cells. Nat Immunol, 2003; 4:337-342.

Bennett CL, Christie J, Ramsdell F, et al. The immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome (IPEX) is caused by
mutations of FOXP3. Nat Genet, 2001; 27:20-21.

Chatila TA, Blaeser F, Ho N, et al. JM2, encoding a fork head-related protein, is
mutated in X-linked autoimmunity-allergic disregulation syndrome. J Clin Invest,
2000; 106:R75-81.

Wildin RS, Smyk-Pearson S, Filipovich AH. Clinical and molecular features of the
immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X linked (IPEX)
syndrome. J Med Genet, 2002; 39:537-545.

Nieves DS, Phipps RP, Pollock SJ, et al. Dermatologic and immunologic findings
in the immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
syndrome. Arch Dermatol, 2004; 140:466-472.

Hori S, Nomura T, Sakaguchi S. Control of regulatory T cell development by the
transcription factor Foxp3. Science, 2003; 299:1057-1061.

Yagi H, Nomura T, Nakamura K, et al. Crucial role of FOXP3 in the development
and function of human CD25+CD4+ regulatory T cells. Int Immunol, 2004,
16:1643-1656.



71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Gavin M, Rudensky A. Control of immune homeostasis by naturally arising
regulatory CD4+ T cells. Curr Opin Immunol, 2003; 15:690-696.

Sakaguchi S, Powrie F. Emerging challenges in regulatory T cell function and
biology. Science, 2007; 317:627-629.

Fontenot JD, Rasmussen JP, Gavin MA, Rudensky AY. A function for interleukin
2 in Foxp3-expressing regulatory T cells. Nat Immunol, 2005; 6:1142-1151.
Sakaguchi S. Naturally arising Foxp3-expressing CD25+CD4+ regulatory T cells
in immunological tolerance to self and non-self. Nat Immunol, 2005; 6:345-352.
Ziegler SF. FOXP3: of mice and men. Annu Rev Immunol, 2006; 24:209-226.

Wu Y, Borde M, Heissmeyer V, et al. FOXP3 controls regulatory T cell function
through cooperation with NFAT. Cell, 2006; 126:375-387.

Tuovinen H, Laurinolli TT, Rossi LH, Pekkarinen PT, Mattila I, Arstila TP. Thymic
production of human FOXP3(+) regulatory T cells is stable but does not correlate
with peripheral FOXP3 expression. Immunol Lett, 2008; 117(2):146-153.
Tiemessen MM, Jagger AL, Evans HG, van Herwijnen MJ, John S, Taams LS.
CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells induce alternative activation of human
monocytes/macrophages. Proc Natl Acad Sci U S A, 2007; 104:19446-19451.

Di lanni M, Del Papa B, De loanni M, et al. Mesenchymal cells recruit and
regulate T regulatory cells. Exp Hematol, 2008; 36:309-318.

Lewkowich IP, Herman NS, Schleifer KW, et al. CD4+CD25+ T cells protect
against experimentally induced asthma and alter pulmonary dendritic cell
phenotype and function. J Exp Med, 2005; 202:1549-1561.

Kearley J, Barker JE, Robinson DS, Lloyd CM. Resolution of airway inflammation
and hyperreactivity after in vivo transfer of CD4+CD25+ regulatory T cells is
interleukin 10 dependent. J Exp Med, 2005; 202:1539-1547.

Leech MD, Benson RA, De Vries A, Fitch PM, Howie SE. Resolution of Der pl-
induced allergic airway inflammation is dependent on CD4+CD25+Foxp3+
regulatory cells. J Immunol, 2007; 179:7050-7058.

Winkler B, Hufnagl K, Spittler A, et al. The role of Foxp3+ T cells in long-term
efficacy of prophylactic and therapeutic mucosal tolerance induction in mice.
Allergy, 2006; 61:173-180.

Doganci A, Sauer K, Karwot R, Finotto S. Pathological role of IL-6 in the
experimental allergic bronchial asthma in mice. Clin Rev Allergy Immunol, 2005;
28:257-270.

Doganci A, Eigenbrod T, Krug N, et al. The IL-6R alpha chain controls lung
CD4+CD25+ Treg development and function during allergic airway inflammation
in vivo. J Clin Invest, 2005; 115:313-325.

Finotto S, Eigenbrod T, Karwot R, et al. Local blockade of IL-6R signaling
induces lung CD4+ T cell apoptosis in a murine model of asthma via regulatory T
cells. Int Immunol, 2007; 19:685-693.

Mascarell L, Van Overtvelt L, Lombardi V, et al. A synthetic triacylated pseudo-
dipeptide molecule promotes Thl/TReg immune responses and enhances
tolerance induction via the sublingual route. Vaccine, 2007; 26:108-118.

Van Overtvelt L, Lombardi V, Razafindratsita A, et al. IL-10-inducing adjuvants
enhance sublingual immunotherapy efficacy in a murine asthma model. Int Arch
Allergy Immunol, 2008; 145:152-162.



Deneysel Hayvan Modeli ve Bazi indiiklenmis Hayvan Modelleri

B Osman YILMAZ ]
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakliltesi, Izmir, Tiirkiye

Tabiatta olmus, olan ya da olmasi muhtemel olaylarin laboratuvar sartlarinda
kontrolli olarak ortaya konulmasina ve incelenmesine DENEYSEL ARASTIRMA
denir. Deneysel ¢calismalar klinik 6ncesi veya klinik ¢calismalar olarak ikiye ayrilabilir.
Genel olarak hayvan modellerini fizyolojik modeller ve insan hastaliklari modelleri
olarak ayirmak mumkuindur (1).

Bir model, kurulan bir hipotezin acgiklanmasi, bir olusum sireci ve
mekanizmasi anlamak i¢in kurulan ya da olusturulan duzenlemelere denir. Modeller
temsil ettikleri gergcek olaylarin hep belli basitlestirmeler ve varsayimlar
bulundurmaktadir. Bir hayvan model sec¢imli, deneysel g¢alisma tasariminda en
onemli basamaklardan biridir. Bu durum sadece canli hayvan g¢alismalari i¢in degil
ayni zamanda in vitro ¢alismalari i¢cinde gecerlidir. Bir hayvan modelinde karmasik
bir "biyolojik sistem” olarak tanimlanir, bu nedenle se¢im surecinde kendi 6zellikleri
denemenin gereksinimleri ile eslesen ve yeterince tUm c¢alisma suresince takip
edilebilen bilesenleri icerir.

Fizyolojik modeller, outbred hayvanlar, inbred hayvanlar ve genetik
tanimlanmis hayvanlar olmak Uzere U¢ kategoride toplanabilir. Outbred hayvanlar
olarak bugln kullanilan fare, sigan, tavsan, hamster, kobay, koyun, képek, kegi ve
domuz gibi turler ve alt soylari bulunmaktadir. inbred hayvanlar bugiin en gok fare
ve sicanlar kullaniimakla beraber tavuk ve gunie pig kismen inbred olarak
kullaniimaktadir. Bunlardan baska genetik olarak tanimlanmis F1 hibritleri, koizenik
ve kongenik soylar da bulunmaktadir.

insan hastallk modelleri ise insanda karsilasilan ya da karsilasiimasi
muhtemel bir hastaligi patolojisini agiklamak ya da bir tedavi stratejisi gelistirmek
amaciyla gelistiriimis modellerdir. izomorfik modeller, bu modelde etiyolojik ve
fizyopatolojik prosesten ziyade klinik semptomlari dikkate alinmaktadir. Ornegin
ratlarda streptozotosin verilerek pankreas beta hucrelerindeki lezyonun yarattigi tip
| diyabet incelenmesi igin kullanilmaktadir. Ote yandan homolog modelleri benzer
bir etiyoloji sahip modellerdir. Burada diyabet olusturmak igin insanlarda oldugu gibi
viraslerin kullanilmasi ve diyabet olusturulmasi s6zkkonosodor.

insan hastallk modelleri; inbred soylar, poligenik modeller, monogenik
modeller (obezite, diyabet, gibi tek gen ile transgenetik olarak yapilan modeller),
indUklenmis modeller (cerrahi, toksik ajan vb.) ve kombine modeller (insandaki
tumaord nude mice aktariimasi) olarak toplanmasi mumkundur (1).

Genel olarak hayvan modellerini 4 grupta toplamak mumkundur; ( 2, 3)
Model Tipleri

Spontan (kendiliginden gelisen) modeller
Negatif modeller

OlasI modeller

indiiklenmis (uyariimig) modeller



+ Spontan (kendiliginden gelisen) modeller

4 Genetik nedenlerle kendiliginden gelisen ve insanlardaki hastaliga benzer
patoloji ve semptomlar gosteren modellerdir. Degisik tir ve 1irk
hayvanlarda bu sekilde olusan birgok hastalik vardir. Bu tip modeller hem
inbred hem de randonbred soylarda gézlenebilir.

4 Migaki, deneysel olarak induklenmemis fakat hayvanlarda dogustan
metabolik bozukluklara bagl 206 hastalik bildirmigtir (1982).

* Negatif modeller

& Belirli bir hastaligin kesinlikle gelismedigi hayvan tard, irki veya soylardir.
4 Belirli bir hastalik veya tepkinin gekillenmemesinin aragtirilip ¢ozulmesi
bilimsel anlamda buyuk yararlar saglar.

» Olasi modeller

4 Modele esas teskil eden hastalik ilk 0©nce-insanlardan ziyade-
hayvanlarda gorulmus ve tanimlanmigtir.

& Daha sonra insanlarda da tanimlanabilir amaciyla ¢alisilan modellerdir.

4 Malign epitel timorlerindeki papilloma virusu, lenfoproliferatif bir ajan olan
Marek hastaligi virlsu.

« indiiklenmis (uyarilmig) modeller

4 Gerek cerrahi olarak gerekse biyolojik aktivitesi olan maddelerin
hayvanlara verilmesiyle belirli bir hastalik veya bozukluk olugsturulan
modellerdir.

4 Olusan patolojinin hedef organizmada gorulenlere etiyolojik, patolojik ve
semptomatik olarak benzemesi gerekir.

4 Transgenik hayvanlar alt gruptur.

Hayvan Modellerinin Se¢imi
1. Calismayla ilgili hedefleri ve bununla ilintili beklentilerin kargilamasi,
2. Tum uygun modellerin gézden gegcirilmesi,

3. En uygun hayvan modeli secimi igin ¢evre standartlari da dahil olmak
uzere gerekli nitel 6zellikleri kontrol etmek,

4. Turlerin kendi ozellikleri dahil en uygun hayvan se¢mek; standart genetik,
kalite, cinsiyet ve yas,

5. Model ile ilgili galismanin hedefleri herhangi bir teknik, etik, bilimsel ya da
pratik sinirlamalar,

6. Uygun saglik standart veya mikrobiyolojik durumu g6z énlne almak,



7. Mikro ve makro c¢evre (bakim, yetistirme, barindirma ve uygulamalar)
hayvanlar ve galigma i¢in uygun olmalidir.

8. Bu konuda calisan personelin yeterince egitim ve is tecrubesine sahip
olmalidir (teknisyen, veteriner hekim, mihendis, lojistik destek vb. personel)

9. Tedarikgilerle siki isbirligi (hayvan, malzeme, ekipman, servis) calisma
sonugclari Uzerinde c¢ok etkilidir.

10. En 6nemlisi de bu alandaki ulusal ve uluslararasi yasal duzenleme ve
uygulamalara dikkat edilmelidir.

Secilen Hayvan Modelinin Proje Tasarimi ile iligkilendirilmesi

CoNoOrWNE

Proje personeli

Genel proje bilgileri

Deney hayvani kullaniminin gerekgeleri ve secilen tlran uygunlugu
Hayvan saglama ve barindirma bilgileri

Detay proje bilgileri

Anestezi ve analjezi

Deneylerin sonlandirilmasi (deney hayvani icin deneyin bitig sekli)
Otenazi

Deney sirasinda veya sonrasinda ortaya ¢ikabilecek biyolojik ve
cevresel risk faktorleri

10. Deney hayvaninda izlenecek olasi saglik parametreleri

Deney Hayvanlarinda Standartlasma ve Onemi

Tanim: Kullanilacak hayvanlarin, ¢cevresel ve deneysel kosullarinin sabit olarak
tutulmasi veya kontrol altina alinmasi anlamina gelir.

Amag: Bir deneyden elde edilen verilerin ortalamasinin, deney tekrarlandiginda
ayni veya yakin sonuglar Uretilebilmesini amaclar.

Gilvenirlik: Ayni laboratuvarda veya diger laboratuvarlarda yapilan ayni veya
benzer calismalardan elde edilen veriler arasinda yakinhigin artmasini ve
dolayisiyla arastirma sonuglarina duyulan gtvenin artmasini saglar.

Yapilan Bazi Deneysel Modeller

Ratlarda ekstrakorporal dolagsim,
Ratlarda 5/6 nefrektomi, nefrektomi
Ratlarda bdbrek trasplantasyon,
Farelerde kronik ve akut astim
Ratlarda kontrollli ve kontrolsuz sepsis,
Ratlarda cecal ligation pucture,
Ratlarda migren modeli,

Ratlarda hipoksik-iskemik ensefalopati,
Ratlarda meme timoéri modeli,
Ratlarda diyabet modelleri,

Ratlarda peritonit modelleri,

Ratlarda ureteroperitonestomi,
Ratlarda spinal travma modelleri,



Ratlarda spina iskemi modeli,
Ratlarda parkinson modeli,

Ratlarda kolit ve tlser modelleri,
Ratlarda osteoporoz modelleri,
Tavsanlarda nukleoplasti,
Tavsanlarda kemik kiriklari modelleri
Tavsanlarda hiperkolesterilemi modeli

Secilmis bazi indiiklenmis hayvan modelleri
Model 1
Asfiksi, Hipoksi, iskemi, inflamasyon
Yenidogan Hastahgi: Hipoksik iskemik Ensefalopati
Klinik Ozellikler: Motor ve kognitif problemler, konviilziyonlar
Patolojik Ozellikler: Néronal 6liim, apoptozis, NO diizeylerinde artis
Hayvan Modeli: Vanucci modeli (4)
Anestezi baglangici: “Anesthesia Gas Monitoring 1304, Denmark”

Anestezi idamesi: Oksijen ve halotan dlzeyleri anestezik gaz
monitorinden izlenerek sabit tutulacaktir.

Cerrahi igslem: Deney hayvanlarinin boyunlari hiperekstansiyona getirilerek
orta hattan vertikal olarak 0.5-1 cm’lik cilt, ciltalti insizyonu yapilacak. Trakea
bulunarak sag kommon karotid arter mikroskop altinda 6/0 ipek ile askiya
alinacak, ayni ipek ile sag kommon karotid arter kalici olarak baglanacaktir.

Hipoksi diuzenegi: % 8 O, karisimi 2.5 saat uygulanacaktir. Bu modelde
yapilan yayinlar kaynaklarda verilmistir (5, 6, 7, 8).

Model 2
Beyaz Cevher Hasari, LPS, Miyelin, Oligodendrosit
Yenidogan Hastaligi: Periventrikiler I6komalazi
Hayvan Modeli: intrauterin LPS uygulanmasi
Klinik Ozellikler: Serebral palsi
Patolojik Ozellikler: Hipomiyelinizasyon
PVL Modeli (9)

Gebeliginin 18. ve 19. glnlinde siganlara intraperitoneal olarak steril ve taze
hazirlanmig 500 pg/kg lipopolisakkarit-LPS* enjeksiyonu yapilir (*LPS -Escherichia
coli, serotype 055:B5, Sigma). Normal dogum gergeklesir ve postnatal 7.ginde
degerlendirme yapilir. Bu modelde bazen abortlar ve yavru 6lumleri gdzlenebilir (10,
11).



Model 3 (12)

Prematiirite, Oksijen toksisitesi, inflamasyon
Yenidogan Hastaligi: Bronkopulmoner displazi
Hayvan Modeli: Hiperoksik akciger modeli
Klinik Ozellikler: Kronik akciger hastaligi
Patolojik Ozellikler: Azalmis alveolarizasyon,

anormal kapiller morfolaoji,

fibroproliferasyon

PN 13.gun

%90 O,

= ‘ ! Nem 2680

(Anesthetic Gas Monitor, Type 1304,
Bruel and Kjaer, Denmark)

Model 4 (13)

immatiir beyin, Hiperoksi

Yenidogan Hastaligi: Norodejeneratif beyin Hasari
Hayvan Modeli: Hiperoksik beyin hasari

Klinik Ozellikler: Motor ve kognitif bozukluklar

Patolojik Ozellikler: Azalmis néronal dansite, apoptozis

% 80 Oksijen

_ J—
x %06 21 Oksijen I

Dogum PN 5.gun

%80 O,
Nem %80




Model 5 (14)

immatiir Beyin, Nérotoksisite

Yenidogan Hastalig:: Fetal alkol sendromu

Hayvan Modeli: Hamilelik-etanol-C57BL6 mouse

Klinik Ozellikler: Hiperaktivite, mental retardasyon, égrenme glicliikleri, depresyon

Patolojik Ozellikler: Nérotoksisite

Fetal Alkol Sendromu

1.doz ethanol | ——— | 2.doz ethanol
2.5 g/kg sc 2 saat sonra 2.5 g/kg sc

Model 6
Tavsan Spinal iskemi Modeli (15)

New Zealand White Rabbit arastirmadan 15 glin dnce laboratuvarina getirilip
ortama adapte edilir. Sol kulak venindeki 22 gauge kanulden ringer laktat inflizyon.
Sag kulak arterine MAP monitorizasyonu ve kan gazi analizleri igin kanul yerlegtirilir,
antibiyotik ile profilaksi, spontan solunum korunarak gaz anestetik maske yardimi ile
verilir ve surekli end-tidal CO2 monitdrize edilir. Distal femoral arter monitérizasyonu
icin 22 gauge kanul sag femoral artere yerlestirilir. Rektal vicut sicakhgr 38.5°C’de
tutulmaya calisiir. 40 dakika sure ile oklizyon uygulanir. Sag femoral arter
aracihgilyla izlenen arteriyel basing trasesinin kaybolmasi ile okluzyon
dogrulanmalidir.

Norolojik Degerlendirme:

Drummond ve Moore kriterlerine gore vyapilabilir. Paraplejik hayvanlarda
mesane icerigi gunde iki kez gerektiginde manipule edilerek bosaltiimalidir.



Flank
. Incision,

infrarenal aortik okliizyonun sematik gériiniimii

Model 7

Rat Spinal Travma Modeli

Th3 seviyesinde 53-gr kapama gugli anevrizma klibi ile 1 dk kompresyon uygulanir.

Norolojik dederlendirme BBB skoru takibi ile yapilir. Basso, D. M., Beattie, M. S. &
Bresnahan, J. C. (1996) Exp. Neurol. 139,244-256. (17)

Paraplejik hayvanlarda mesane igerigi gunde iki kez gerektiginde manipule edilerek
bosaltilmahdir

Spinal iskemi ve travma modelinde yapilan yayinlar kaynaklarda verilmistir (15,16).
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Primer Timosit Hiicre Kiilturlerinde Canlilik, ROS ve [Ca™]; Monitorizasyonu
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Konu, Literatir Bilgi ve Kapsam

Organik Klorlu Kkirleticiler: Dunyada son 60 yilda saglanan endustriyel
gelismelere paralel olarak, ¢ok sayida kimyasal maddenin ¢evreye salindigl ve
yaygin sekilde kirlenmeye neden oldugu bilinmektedir. Kalici organik Kirleticiler
(persistent organic pollutants) olarak adlandirilan organik klorlu bilesikler bu
maddeler arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir (1, 2). Bu maddeler kimyasal olarak
kararh bir yapiya sahip olduklarindan ve reaktif olmadiklarindan dolayl dogada ¢ok
uzun yillar boyunca kalabilmektedirler (3). Kalici organik kirleticilerin insan sagligi
ve gevresel ekosistem Uzerine etkileri son yillarda daha ¢ok tartigiimaya ve yuzlerce
bilimsel arastirmaya konu olmaya baslamistir. Diinya Saghk Orgiti’'niin 2001
yilinda Stokholm’de dlzenledigi toplantida bu maddeler siniflandiniimis ve
yeryuziunde yaygin kalici kilenmeye neden olan ¢ok sayida organik klorlu pestisit
ve poliklorlu bifeniller (PCBIler) “en toksik diizine” igine dahil edilmiglerdir (4, 5). PCB
ve pestisitler lipofilik dzelliklerinden dolay! canli organizmaya girdikten sonra yag
dokusunda birikme egilimi gdsterirler (3, 6). Ozellikle bu maddelerle kontamine
olmus sular, balik ve diger hayvansal Urunlerle besin zincirine girerler.

PCB’ler, 1930’lu yillarda endustriyel kullanim amaciyla Uretiimeye baslanan
organik klorlu bilesiklerdir (3, 7). Kimyasal ve fiziksel yapi bakimindan oldukga stabil
(non-flammable) maddeler olduklarindan, baslica kapasitator, trafo, hidrolik pompa,
matbaa murekkebi, boya, pestisit ve elektrik izolasyon sivilarinin yapiminda
(yanmayi ve enerji kaybini dnlemek igin) kullanildilar (3, 6). PCB’ler, bir bifenil
yapisi Uzerine degisik sayidaki (1 ile 10 arasinda) klor iyonlarinin farkl
konfiglrasyonlarda (orto, meta ve para) baglanmasiyla meydana gelen aromatik
bilesiklerdir (7). Klor iyonlarinin baglanma yeri ve sayilari nedeniyle, teorik olarak
209 farkhi PCB bileseni (congener) Uretilebilir (8). Bilinen tim kimyasal maddeler
arasinda dogada en kalici (persistent) olanlaridir. 1977 yilindan itibaren basta
Amerika Birlesik Devletleri olmak Uzere bir¢ok Ulkede kullanimi yasaklanmis, bazi
ulkelerde de sinirlandirilmigtir (3). Ancak birgok Ulkede PCB igeren endustriyel
techizat ve sanayi UrUnleri hala kullaniimaktadir (2). Tdrkiye’nin de aralarinda
bulundugu bircok Ulkede, PCB kontaminasyon alanlari bulunmaktadir. Ulkemizde
PCB bilesiklerinin endustrideki kullanim boyutu tam olarak bilinmemesine ragmen,
Marmara Bolgesi, izmir ve izmit Korfezleri ile Tirkiye'nin bagska bélgelerinde de
kirlenmis alanlarin olduguna dair bulgular vardir (9 - 14). Ayrica, TEDAS sisteminde
kullanilan birgok trafoda PCB yagi ile izolasyon yapildigi bilinmektedir (15). Ayrica
PCB iceren bilesikler Linol, Oleokorlin ve Ormalin adi ile 1970’den 1982 yilina kadar
tarimsal amagla kullaniimig ve kirlenmeye neden olmustur (16).

Besin zincirine girerek, insanlar da dahil olmak Uzere yerylzundeki her canliya
tasindigi bildirilen (8) bu ¢evre kirletici ajanlarin, kanserojenik (17), immun sistemi
baskilayici (3), hepatotoksik, endokrin bozucu (disruptor) (18), norotoksik (19, 20)
ve teratojenik etkilerinin (21) oldugu bildiriimektedir.



Poliklorlu_bifenillerin [Ca*?]; homeostazisi iizerine etkileri: PCB’lerin toksik etki

mekanizmalariyla ilgili olarak bir¢ok arastirmacinin Uzerinde durdugu konulardan bir
tanesi [Ca*?], homeostazisinde meydana gelen degismeler ve buna bagl olarak
gelisen olaylar dizisidir. Nishihara ve ark. (22), non-planar PCB bilesenlerinin
mitokondri membran bitiinligini degistirerek [Ca*?]; homeostazisini bozdugunu
bildirmistir. Notrofiller Gzerinde yapilan bir ¢alismada yine non-planar PCB’lerin
super oksit anyon (O;’) olusumunda artisa sebep oldugu ve bu etkinin hicre digi
Ca*?a ([Ca*?]q) bagh oldugu ileri suriilmustir (23). Wong ve ark. da (24, 25) non-
planar PCB bileseninin (PCB 95) [Ca*?];da bir artis meydana getirdigini géstermisler
ve bu artisin hucre ici endoplazmik retikulumdaki ryanodine duyarli kaynaklardan
Ca'? salinmasi sebebiyle oldugunu belirtmislerdir. 2,2*-dichlorobiphenyl’in insan
granilositlerinde Ca*™ konsantrasyonunu, [Ca*’ bagml olarak yikselttigi
bildirilmistir  (26). Arocolor karisimlari ve non-planar PCB’lerin membran
potansiyelini depolarize edip, voltaj kapili Ca*? kanallari lzerinden Ca*? girisini
artirarak uterus kontraksiyonlarini uyardiglr 6ne surdlmustur (27, 282). Carpenter ve
ark. (29), serebellar graniil hiicrelerinde non-planar PCBlerin [Ca™“]; seviyelerinde
artis saglayarak hucrelerin  6lumine sebep oldugunu rapor etmiglerdir.
Laboratuvarimizdan yakin zamanda yayinlanan bir calismada, PCB bilesik ve
metabolitlerinin  endotel hiicrelerinde [Ca*™]; konsantrasyonlarini  artirarak
sitotoksisiteye neden olduklarini géstermis bulunmaktayiz (30).

Poliklorlu_bifenillerin _serbest radikal olusumu _lizerine etkileri: Bazi organik
klorlu cevre kirleticiler ve adir metallerin serbest oksijen radikali (ROS) olusturarak
kanser ve otoimmunite gibi bircok kompleks hastaligin patogenezinde ve yaglanma
suirecinde rol oynayabilece@i dustnulmektedir (17, 18, 31, 32, 33, 34). Oksidatif
stres olusum mekanizmasinin daha iyi anlagsiimasi, bu hastaliklarin bazilarinin
onlenmesi veya miudahale edilebilir hale getiriimesi bakimindan énemlidir (35). Non-
planar PCB’ler, nétrofillerde Ca*? bagimli nétrofil aktivitesini (Brown 1995) ve O,
uretimini artirmaktadir (36). Narayanan ve ark. (37), Arocolor 1242 ve 2,2°4,4"-
tetrachlorobiphenyl’in insan nétrofillerinde super oksit dismutazi inhibe ettigini
gostermiglerdir. Ayrica, PCB'lerin dihidroksi metabolitlerinin de ROS’u artirdigi rapor
edilmistir (38). Bazi planar PCB bilesenlerinin endotel hiicrelerine zarar verdigini ve
bu etkilerin de muhtemelen oksidatif stres yoluyla tam doymamig yag asitleri
tarafindan potansiyalize edildigi bildirilmistir (39). Toborek ve ark. (40) da bazi
planar PCB'lerin oksidatif stresi artirdigini ve aril hidrokarbon reseptor
aktivasyonuyla endotelyal bariyer fonksiyonunu bozdugunu goéstermiglerdir.

Poliklorlu bifenillerin membran biitiinliigi ve fluditesi lzerine etkileri: Membran
fluditesi, c¢ift kath lipit tabaka icerisindeki fosfolipitlerin hareketleridir ve bu
hareketlerin dizeni tabakada var olan yagd asidi kompozisyonlari, agil zincirlerinin
doymusluk derecesi, kolesterol konsantrasyonu ve sicaklik gibi faktorlere baghdir
(41). Non-planar PCB'lerin ¢ift katli tabakanin fluditesinde degisiklik meydana
getirdigi ancak ayni durumun planar bilesenler i¢in s6z konusu olmadigi bildirilmigtir
(42). Baska bir ¢calismada da non-planar PCB bileseni, membran fluditesinde artis,
kolesterol/fosfolipit oraninda da azalma meydana getirdigi belirtiimistir (43). Farkh
PCB karigimlarinin (Aroclor) sitotoksik olan sinir konsantrasyonlarinin membran
fosfolipit ve nétral lipit yapisinda degisiklik meydana getirerek, membran butinliGgua
ve metabolik fonksiyonlarini (44) ya da lipit kompozisyonu (45) etkileyebildigi
gosterilmigtir. PCB‘ler, membrandaki doymus ve doymamig yag asitleri arasindaki
orani  degistirebilir. Doymusluk indeksinde meydana gelen ylkselme
hematoproteinlerin mobilizasyonunu sinirlarken, indeksteki azalma yukselmis




membran fluditesi tarafindan elektron transferi igin reduktazlarla kontagi
kolaylastirabilir ~ bodylece serbest radikal olusumunun tetiklenmesiyle
kanserogenezde PCB‘ler onemli bir rol oynayabilirler (46). Benzer sekilde PCB'lerin
membran fluditesini degistirdigi gosterilmistir (47). Membran fluditesi ve hicre
morfolojisinin devamliligi arasinda siki bir iligkinin oldugu ve PCB'ler gibi organik
klorlu bilesiklerin maddelerin bu iliskiyi membran fluditesini degistirerek etkiledigi
dUsundlmektedir (48, 49).

Timus bezi: T hdcrelerinin gelisimi i¢in oncelikli organ konumunda olan timus,
cocuklukta 6n Ust mediastinum’un igerisinde, kalbin Uzerinde yer alir. Dogumdan
sonra ergenlik donemine kadar biraz buylr ve sonra ise yavasg yavas gerileyip,
lenfositleri ve retikuler hicreleri ile birlikte yag dokusuna donagsur (50). Bu gerileme
sebebiyle ergin bireylerde ¢iplak gozle timusu gormek zorlasir. Embriyolojik olarak
sag ve solda olmak Uzere iki lobdan olusur. Buyuklukleri birbirinden farkli olan bu iki
lob daha sonraki donemlerde birbirlerine yapisirlar ve ortak bir kapsulle sarilirlar
(51). Farede ise timus bezi insandakinden c¢ok farkli olmayacak sekilde ventral
olarak kalbin Uzerinde yer alir ve yine yaglanmayla birlikte kaculur (52).

Amacg: Bu c¢alismada, timus bezinden primer olarak hazirlanan timosit
kultarlerinde akim sitometri (flow cytometry) yontemiyle hidcre canhligi, ROS ve
[Ca*?], diizeylerinin monitorizasyonu metodoloji agirlikli olarak aciklanmaktadir.
Deneyler iki farkli PCB bilesigi (52, 77) kullanilarak gergeklestirildi. Bu bilesiklerin
sitotoksik etki mekanizmasina yonelik olarak florometri yontemiyle membran
fluditesi Uzerine etkileri de arastirildi.

Gere¢ ve Yontem

Deney hayvanlari: Akim sitometri ve florometri deneylerinde iki aylik 28-30 gr
agirhgindaki ICR erkek fareler (Taconic Farms Inc, Germantown, New York)
kullanildi. Tam fareler 21°C oda i1sisinda, 12 saat karanlik-aydinlik periyoduna sahip
ortamda musluk suyu ve standart sigan/fare yemi ile beslendi.

Kimyasal maddeler: PCB 52 ve 77, Ultra Scientific (North Kingstown, RI, ABD),
Propidium iodide (PI), 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) ve Fluo-3 acetoxymethyl
(AM), Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR, ABD), Sodium phosphate monobasic
anhydrous (NaH,PQ,) ve dibasic anhydrous (Na;HPQO,), Fisher Sci. (Fair Lawn, NJ.
ABD), L-Glutamine ve N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid
(HEPES) ihtiva eden RPMI-1640 ve New Born Calf Serum (FCS), Biological
Industries (israil), Penicillin/streptomycin Mediatech Collegro’dan (VA, ABD) temin
edildi. Kullanilan diger tim kimyasallar Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
ABD)’dan saglandi. Pl deiyonize suda (dH,O) diger problar ve PCB'ler dimethyl
sulfoxide (DMSO)da ¢6zildi. DMSO’nun konsantrasyonu higbir deneyde %
0.2'den fazla olmadi ve tum deney protokollerinde, PCB‘ler ve kontrol grubu ile
beraber DMSO’nun analizi de yapildi.

Timus hiicrelerinin_izolasyonu: Fareler servikal dislokasyonla olduruldikten sonra
sirtustl olarak diseksiyon tablasina sabitlendi. Gogus kafesinin bittigi kismindan
cerrahi bir makasla sirasiyla deri, kas dokusu, diyafram ve bilateral olarak
kaburgalar kesilip timus bezinin oldugu kisma kadar gelindi. Bir pens yardimiyla
timus loblari total olarak alindi ve sogutulmus 0.01 M fosfatla tamponlanmig tuzlu su
(PBS; phosphate buffered saline) bulunan petri kutusuna birakildi. Daha sonra
timus bezi ile birlikte alinmis olan doku, kan ve diger pargaciklar temizlenerek




icerisinde soguk PBS bulunan basgka bir petriye aktarildi. Temizlenmis olan timus
bezi parcaciklari iki adet mikroskop lami arasinda ezilerek hticrelerin PBS igerisine
gecmesi saglandi. 0.01 M PBS sollsyonunun igerigi asagidaki gibi hazirlandi:

0.01 M PBS: 0.2 M Na;HPO den 200 ml, 0.2 M NaH,PO,den 4 800 ml karistirildi
ve karisimin pH’si 7.3’e ayarlandi. Karisimdan 50 ml alinip dH,O ile 1000 ml'ye
tamamlandi ve karisimin igerisine final konsantrasyonu 0.2 M olacak sekilde NaCl
ilave edildi.

Hiicre canlih§ (viability), ROS ve [Ca*?], seviyelerinin belirlenmesi icin akim
sitometri ve membran fluditesinin tespiti icin ise florometre deney protokolleri
uygulandi.

Akim Sitometri Analizleri

Timositlerin_hazirlanmasi: 0.01 M PBS igerisindeki timus htcreleri (timositler) bir
Thoma lamr'na alinarak hicre sayimi yapildi. Uygun miktarda Tyrode sollsyonu
ilave edilerek (148 mM NacCl, 5 mM KCI, 2 mM CacCl;, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES,
10 mM D-glukoz ve pH 7.3) her deney tiipiinde hiicre sayisi 1x10®ya ayarlandi ve
analizlerinden once suspansiyondaki hucreler asagidaki islemlere tabii tutuldu.

1. Hulcre suspansiyonunun 2 ml’'si bir falkon tiptne diger kismin tamami da
baska bir falkon tupune alinip, tzerine ¢alisma (final) konsantrasyonu 500 nM
olacak sekilde 1 ul fluo-3 AM ilave edildi ve karanlikta 34°C’de 20 dk.
bekletildi.

2. inkiibasyondan sonra her iki tiip 2000 rpm devirde 5 dk. santrifiij edildi ve
ust kisimdaki solusyon uygun miktarda Tyrode solusyonu ile degistirildi.

3. Dikkatli sekilde triturasyon (pipetle ayristirma ve karistirma islemi) yapilarak
hucrelerin homojen olarak solusyona dagiimasi saglandi.

4. Hulcre solusyonu, 62 um por ¢apina sahip naylon filtreden gegirilerek, akim
sitometri tUplerine aktarildi.

5. iki tiip hari¢ (negatif kontrol ve fluo-3 AM kontrol) diger tiiplerin tamamina,
final konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde 1 ul Pl ilave edildi ve 34°C’de 5 dk.
bekletildi.

Hicreler Ca bulunmayan ortamda yapilan deneylerde de ayni prosedire tabi
tutuldular. Farkh olarak sadece Ca icermeyen Tyrode solisyonu (140 mM NaCl, 3
mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 10 mM D-glukoz ve pH 7.3) kullanildi.

Hiicre canlihd, ROS ve [Ca*?];_seviyelerinin belirlenmesi: Hiicre canlihgi, ROS ve

[Ca*?]; seviyeleri, Center for Functional Genomics Laboratuvarinda (University at
Albany, NY. ABD), Coulter Epics Altra (Coulter Eectronics, Sheffield, Ingiltere)
marka bir akim sitometre kullanilarak tayin edildi.

Akim sitometride temel prensip, lazer 1gininin éniinden hicrelerin bir tagiyici
vasitasiyla tek tek gegcmelerini saglamak ve bu esnada kullanilan prob/problarin
emisyon floresaninin goruntilenmesi esasina dayanir. Bu sekilde hicrelerin
morfolojileri hakkinda bilgi elde edilebilir. Bu bilgi lazer i1sinini sagicilar (scatter)
tarafindan saglanir. Akim sitometride, ileri dogru (forward) ve yan (side) olmak



tzere iki farkli lazer 1sin sagici vardir. lleri dogru 1sin sagici hiicrelerin blydklikleri,
yan 1sin sagici ise hucrelerin granuler yapisi hakkinda bilgi saglar. Nispeten
homojen olarak belirli bir alanda gorulen timosit grubu, analizler i¢in sinirlandirildi
(gated; Sekil 1). Burada amag, hem morfolojik hem de buylklik olarak birbirlerine
en yakin olan timositlerden sonug¢ elde etmektir. Hucreler, 6zellikleri bilinen (dalga
boylari birbirinden farkli) floresan problarla uygun sekilde muamele edilirlerse ayni
anda birden fazla sonug elde etmek mumkun olabilmektedir (Sekil 2).

10i=

Forward Scatter

a T T T T T T T T LT
Side Scatter

Sekil 1. Analiz i¢cin sinirlandirilan (gated) alanda nispeten homojen olan canli
hucre toplulugu gorulmekte. Yukari ok yonunde daha uUst kisimda kalan
hlcreler daha buyuk, yonu saga dogru olan oka gbre daha sagda kalan
hlcreler de daha yogun granuler igcerige sahiptir.
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Sekil 2. Hiicre canliigi ve [Ca*?]; seviyelerinin belirlenmesi icin Pl ve fluo-3 AM ile
boyanmig olan timus hucrelerinin akim sitometri diyagrami. B1 alaninda
Pl pozitif (81l hiicreler), B2 alaninda ift pozitif (61t ancak [Ca*?]; igerigine
sahip), B3 alaninda cift negatif (hicreler canli ancak fluo-3 AM pozitif
degil) ve B4 alaninda da fluo-3 AM pozitif (hiicreler canli ve [Ca*?]; igerigi
de normal) hiucrelerin gorunimu.



_Analizlere baslamadan once akim sitometrinin kalibrasyon iglemleri yapildi.
Olcumler esnasinda tim problar i¢in uyariima (excitation) dalga boyu 488 nm idi.
Emisyon dalga boyu ise fluo-3 AM igin 525 nm, Pl iginse 575 nm olarak segcildi.

Taplerdeki hucrelerin canhilik oranlari kontrol edilip canlihk orani % 90’in
Uzerinde oldugu durumlarda analizlere baglandi. Analizler, PCB bilesikleri ve pozitif
kontrol maddelerinin ilavesini takip eden 5, 15, 30 ve 60. dakikalarda alindi ve her
Olcimde 10.000 (gated) hucre sayildi. Deneyler farkli gunlerde farkli hayvanlardan
elde edilen hucrelerle en az 10 kez tekrar edilip sonuglarin ortalamalari alindi.
Veriler Expo 32 software programi kullanilarak degerlendirildi.

Hiicre canliigi olgiimlerinde floresan prob olarak Pl, [Ca™]; seviyesinin
belirlenmesi icin de fluo-3 AM kullanildi. Normalde, canli htcrelerin plazma
membranlari PI'nin hicre igcerisine girmesine izin vermez. Fakat hicre membran
batlnliginde bir bozulma meydana geldigi zaman Pl hiicre DNA’sina baglanir ve
floresanda bir artis meydana gelir (53). Membran butunligtu olmayan hucrelerin
verdigi floresan saglam hucrelerin verdigi floresandan daha fazladir (54).

[Ca*?]; seviyesinin belirlenebilmesi icin floresan prob olarak kullanilan fluo-3
AM hiicre zarindan kolaylikla gecebilmekte ve Ca*®ye baglandiktan sonra artmis
bicimde floresan vermektedir (55).

Deneylerimizde fluo-3 AM’nin galigip ¢alismadigindan emin olmak amaciyla
pozitif kontrol olarak 2 uM ionomycin kullanildi. lonomycin bir kalsiyum kanal
acicidir ve hem hucre digi ortamdan hem de hucre i¢i kaynaklardan kalsiyum
gecisini saglar, bdylece [Ca*?’], seviyesi maksimuma ulasir (56). Yaptigimiz
deneylerdeki ionomycin ilavesinden sonra fluo-3 AM floresaninda meydana gelen
dramatik artis, [Ca*™]; miktarini belirlemek igin fluo-3 AM’nin kullaniimasinin uygun
oldugunu gdéstermektedir.

Dihydrorhodamine 123 (DHR) hliicre membranindan kolaylikla gecebilen ve
hdcre ici ROS olusumunu incelemek amaciyla kullanilan bir maddedir (57). DHR
normalde floresan sacma 6zelligine sahip degilken, hicre icinde ROS varliginda
rhodamine 123’e donuslur ve yuksek diuzeyde yesil floresan 06zelligi kazanir.
Rhodamine 123 hicre igerisinde (6zellikle mitokondride) tutulur ve membran
batinligu devam ettigi strece floresan yayabilir (58). DHR igin uyarilma ve emisyon
dalga boylari (sirasiyla) 500 ve 536 nm’dir. Akim sitometri deneylerinde ROS
dizeylerini belirlemek amaciyla timosit hiicreleri DHR ile yUklendi. Daha énce Rothe
ve Valet (59) tarafindan tanimlanan metot modifiye edilerek kullanildi. Deneylerde
sadece DHR, sadece PI, DHR + PI kontrol tuplerinin (timosit kultarlerinin) yani sira,
final konsantrasyonu 8.8 mM olan hidrojen peroksit (H,O,) de pozitif kontrol olarak
kullanildi.

ROS ve [Ca*¥; diizeylerinin belirlenebilmesi igin kullanilan floresan problarin
(DHR ve fluo-3 AM) emisyon dalga boylari birbirine yakin oldugundan, deneyler
birbirinden farkh timosit kaltlrlerinde gergeklestirildi. Hlcre canlihdini takip etmek
amaciyla, her iki deney setinde de PI kullanildi (PI + fluo-3 AM ve PI + DHR).

Florometri ile Membran Fludite Olgiimleri

Florometri deneylerinde kullanilacak timositler de yukarida tanimlanan sekilde
elde edildi. Hucrelerin sayimi yapilip Tyrode sollisyonu ilavesiyle hlcre sayisi



2x10%ml'ye ayarlandi ve 62 um por capina sahip naylon filtreden gegcirilerek
polystyrene tupler icerisine aktarildi. Florometre deneyleri, Wadsworth Research
Center'da (Albany, New York) “Structural and Cell Biology Laboratuvarinda isin
filtrasyonuna sahip (deneylerde 390 nm olarak kullanildi) bir Perkin-Elmer LS 50B
floresan spektrofotometre kullanilarak gergeklestirildi (60, 61). Uyarilma dalga boyu
360 nm, emisyon dalga boyu ise 430 nm olarak ayarlandi (61). Tim tiiplere 10* M
DPH ilave edilerek oda isisinda karanlikta 30 dk. inkiibasyona birakildi (62, 63).
Daha sonra test ajanlari tiplere ilave edilerek, 5, 15 ve 30. dakikalarda kararli
durum (steady-state) floresan polarizasyon (P) sonuglari kaydedildi. Her veri 10
OlcimUn ortalamasi olarak alindi ve deneyler bes farkli ginde en az sekiz defa
tekrar edildi. Tim deney 20 + 2°C oda isisinda ve karanlik bir ortamda
gerceklestirildi.

Membran fluditesi, membranin yapisal diizeni, membran proteinleri ve lipitlerin
kismi hareketlerini kapsayan ve tam kesinlik arz etmeyen bir kavramdir. Membran
fluditesi, membranin lipit kompozisyonu, Isi ve diger fiziksel 6zelliklere baghdir.
PCB’ler lipofilik olduklari icin membranda c¢oztlebilir, fluditede ve devaminda da
hicre fonksiyonlarinda degisiklige sebep olabilirler. PCB’lerin membran fluditesi
uzerine olan etkilerini belirlemek i¢in yapilan analizlerde, molekuler prob olarak DPH
kullanildi. DPH polarizasyonunda meydana gelen bir azalma, membran fluditesinde
bir artis oldugu anlamina gelmektedir.

DPH membran lipit tabakasi igerisine kolaylikla yerlesebilir (64) ve floresan
polarizasyonun dedismesiyle membran fluditesindeki degisiklikler belirlenebilir.
Mekanizma kisaca soyledir: Rotasyon seklindeki hareket floresan yapan grubun
polarizasyonunu etkileyen en 6nemli faktordir. Bu hareket icin gli¢, temel olarak
DPH’nin membrandaki lipitlerin hidrofobik kuyruklari ile etkilesiminden ortaya ¢ikar.
Molekilin uzun ekseninin ardisik re-oryantasyonu molekulin floresan
polarizasyonunu yansitir.
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Sitma

GUnumuzde laboratuvarlarda sitma modelleri olusturmak igin kemirgen
tirlerinden  Plasmodium vyoelii ve Plasmodium berghei yaygin olarak
kullaniimaktadir.

Enfekte fareden koltuk alti veni kesilerek alinan ve enfeksiyon orani 107 /ml
P. yoelii olarak seyreltilen kandan her fareye 0.25 ml. (2,5 x 107 adet P. yoelii)
kuyruk veninden intraven6z olarak verilmelidir. P.bergheii ise ayni miktarda
peritondan verilebilir. Enjeksiyondan sonra 2 gun ara ile, farelerin kuyruk ucu
kesilerek alinan kandan vyapilan preparatlarda sitma enfeksiyon ylzdeleri
saptanarak parazitemi izlenmeli ve P. begheii’de 7 glinde P.yoelii’de ise 12 ginde
bir pasaj yapilarak susun canliligi surdurilmelidir (Resim 1-16).

(Ozbilgin 1992, Girginkardesler 1997, Ceber 2005, Moll 2008, Ozbilgin 2010 )

Resim 1. Farenin koltuk altindan enfekte  Resim 2. Fare kuyruk damarinin
kanin alinmasi vazodilasyonu



; ‘ £

Resim 7. Farelere ¢ipin takiimasi Resim 8. Cip bilgilerinin okunmasi



Resim 10. Farelerin kan
yaymalarinin yapilmasi

Resim 11. Kan yaymalarinin giemsa ile Resim 12. Etken maddelerin
boyanmasi gavaja cekilmesi

Resim 14. Etken maddelerin
verilmesi

Resim 13. Gavaj ve fare



Resim 15 - 16. Giemsa ile boyali ince yaymada Plasmodium’ lar

Leishmaniasis

Leishmaniasis modeli olusturmak i¢in kullanilacak promastigotlar, 10 mi
kultar sivisinin 1500 devirde 10 dakika santrifUjlenip, dipte kalan ¢okeltinin steril
serum fizyolojik ile 3 kez ylkanmasi ile elde edilmektedir. Mikroskopta sayilarak
promastigot siispansiyonunun son konsantrasyonu 1x10°® promastigot/ml olacak
sekilde ayarlanmalidir.

a- Kutanoz Leishmaniasis

Farelerin sol ayak tabanlarina, derialtina 15 pul Leishmania tropica
promastigot solisyonu enjekte edilmelidir. inokiilasyonun 2. haftasinda ayak
tabaninda kizarikhk ve sisme olan farelerin lezyonlarini genisligi ve deriden
yuksekligi mikrometrik 6lcim aleti ile haftalik olarak dlgulerek lezyon takip edilebilir.
Saglam doku sinirindan tuberkllin enjeksiyonu ile serum fizyolojik verilip aspire
edilerek alinan 6rneklerden NNN besiyerlerine ekim yapilarak, yayma preparat
hazirlanip Giemsa ile boyanip incelenerek Leishmania amastigotlarinin varligi
arastirihr.

b- Visceral Leishmaniasis

Leishmania infantum izolatlarinin promastigot solisyonu 15 pl intravenoz
olarak farenin kuyruk veninden verilir. Farelere promastigotlarin veriimesinden 30
gln sonra otopsi yapilarak karaciger ile dalaklari c¢ikarilip ornekler NNN
besiyerlerine ekim yapilir, yayma preparat hazirlanip Giemsa ile boyanip incelerek
Leishmania amastigotlarinin varligi arastirilir.

Olusturulan bu modellerde etken madde taramalari yapilabilinir (Resim 17-32)
(Girginkardesler 1997,Yardley 1999 a,Yardley 1999 b).



Resim 17. Sark Ciban’li hastadan Resim 18. Visseral leishmaniasis
materyal alimi (Deri biyopsisi) hastasindan materyal alimi (kemik iligi)

Resim 23, 24. Fare ayak tabanda kutan6z leishmaniasis modeli



Resim 31. Ayak tabanina etken Resim 32. Gavaj ile mideye etken
madde verilmesi madde verilmesi



Toxoplasmosis

Genellikle fareler kullanilir. infeksiyon icin her 40 biyltmeli objektif sahasinda
4-5 adet takizoit gorulen suspansiyondan 22 G bir igne ile 0.2-1.0 ml arasinda
peritona verilir. Her 3-4 glnde bir periton sivisi alinip takizoitler kontrol edilip yeni
pasajlar yapilmalidir (Resim 33-40).

Calismalar tamamlandiktan sonra bu parazit suslari kriyoprezervasyon
yapilarak saklanmaktadir (Resim 41, 42).

Sonug olarak; etik ve bilimsel kurallara uygun olarak planlanan ve uygulanan
hayvan modellerinin, parazitolojinin birgok alanina buyulk katkilari olmaktadir.

Resim 37 - 38. Fare periton sivisinin alinmasi



Resim 39. Toxoplasmo gondii Resim 40. Fare’nin intraperitonal
trofozoitleri enjeksiyonu

Resim 41 - 42. Parazitlerin kriyoprezervasyonu

Kaynaklar

1. Ceber K, Soran AF, Ozardali i. Plasmodium berghei Anka susunun Balb/c
farelerde kultiri ve deneysel serebral sitmanin arastirilmasi. Turkiye
Parazitoloji Dergisi, 2005; 29(3):154-156.

2. Degerli K, Kilimcioglu AA, Kurt O, Tamay AT, Ozbilgin A. Efficacy of
azithromycin in a murine toxoplasmosis model, employing a Toxoplasma
gondii strain from Turkey. Acta Tropica, 2003; 88:45-50.

3. Girginkardesler N, Balcioglu IC, Yereli K, Ozbilgin A, Ozbel Y. Cutaneous
Leishmaniasis Infection in Balb/c Mice Using a Leishmania tropica Strain
Isolated From Turkey. J Parasitol, 2001; 87(5):1177-1178.

4. Girginkardesler N, Balcioglu iC, Degerli K, Limoncu ME, Ok Uz, Ozbilgin A.
Trimetoprim-Silfametaksazol,  Eritromisin  ve  Klorokinin  farelerdeki
Plasmodium yoelii enfeksiyonuna kargi in vivo etkilerinin karsilastiriimasi.
Turkiye Parazitoloji Dergisi, 1997; 21(3):233-236.



. Moll K, Jungstrom I, Perlman H, Scherf A, Wahlgren M. Methods in Malaria
Research. Fifth Edition.  Malaria Research and Reference Reagent
Resource Center (MR4), American Type Culture Collection, 10801 University
Boulevard, Manassas, VA, 2008; 20110-2209. Chapter: Animal models, 141-
146.

. Ozbilgin A, Parazitolojide Hayvan Modelleri, XXXIV. Turk Mikrobiyoloji
Kongresi 7-11 Kasim 2010, K.K.T.C.- Girne 84-85.

. Ozbilgin A, Kuman HA, Ozcel MA. Chloroquine ile ateniie edilmis
Plasmodium berghei’'nin eritrositer formlari ile immuanizasyon caligmalari.
Tlrkiye Parazitoloji Dergisi, 1992; 16(1):16-23.

. Yardley V (a), Croft SL, Animal Models of Cutaneous Leishmaniasis,
Handbook of Animal Models of Infection. Ed. Zak, O. and Sande AM.
Academic Pres Newyork, 1999; 775-781.

. Yardley V (B), Croft SL, Animal Models of Visceral Leishmaniasis, Handbook
of Animal Models of Infection. Ed. Zak, O. and Sande AM, Academic Pres
Newyork, 1999; 783-787.



Mikolojide Hayvan Modelleri

) Kenan DEGERLI
Celal Bayar Universitesi Tip Fakliltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Manisa, Tiirkiye

Deney hayvanlari, hipotezi bilimsel kurallara gore kurulmug arastirmalarda ve
biyolojik testlerde kullanilan hayvanlardir.

Fungal infeksiyonlarin arastirimasinda hayvan modellerinin kullanildigi
calismalar vazgecilmezdir. In vivo ve in vitro sartlarda mantarlar farkli hareket ederek,
morfolojilerini, fizyolojilerini ve bazen de antifungal etkenlere verdikleri cevabi
degistirirler. Hayvan modelleri olmadan, mikroorganizmalarin insan vucudunu nasil
istila ettiklerini ve defans sistemiyle aralarinda gecen olaylari anlamak muimkun
degildir.

Mikoloji labotaruvarlarinda mantar infeksiyonlarinin virlansi, fizyopatalojisi, tani
yontemleri, tedavi ve korunma yontemleri, ilag denemeleri biyokimyasal 6zelliklerin
arastinlmasi immunolojik ve serolojik alanda birgok konunun aydinlatilmasinda
hayvan modellerinden yararlaniimaktadir.

Kanser tedavisi, organ transplantasyonu gibi immun sistemi baskilayan ve son
yilllarda artan AIDS vakalari sonucu ortaya cikan firsatci enfeksiyonlar ile ilgili yeni
fungal ajanlarin gelistiriimesi, fungal genetik, yeni fungal patojenlerin tanisi, sitokin ve
kemokinlerin antifungal ajanlarla kombine edilerek tedavide kullanimlarinda hayvan
modelleri son yillarda énemli yer tutmaktadir (1, 2).

Mikolojide Kullanilan Hayvan Modelleri

Maymun Modeli: insanlara yakin akraba canlilar olduklari igin insan galismalarina
ge¢cmeden onceki hayvan modellerinin son basamagidir. Ancak temini, laboratuvar
bakimlari oldukga glic ve maliyetleri yiksektir. Ozellikle Candida tirleri ile yapilan
oral ve vaginal kandidoz modelleri icin en uygun hayvan modelidir (3, 4).

Kopek Modeli: Kopeklerdeki caligmalar 6zellikle blastomikoz, koksidiodomikoz ve
histoplazmoz modelleri tGizerinde yogunlasmistir (5).

Tavsan Modeli: Dermatofitozlar, invaziv aspergiloz, blastomikoz, koksidiodomikoz,
histoplazmoz, zikomikoz ve kandidoz modelleri Gzerinde galismalar yapiimaktadir (3,
5,6,7,8,9).

Kobay Modeli: Dermatofitler, Candida turleri, aspergilloz, zigomikoz,
koksidiodomikoz, histoplazmoz, modelleri Uzerinde galismalar yapilmaktadir (5, 6, 9,
10, 11).

Hamster Modeli: intraperitoniyal yoldan infekte edilen hamsterlerde histoplazmoz,
blastomikoz, sporotrikoz, penisilloz, parakoksidioidomikoz gibi dimorfik ve sistemik
mantar enfeksiyonlari olusturulmaktadir. Ayrica yeni bir dimorfik mantar olarak
tanimlanan Emmonsia pasteuriana igin en iyi hayvan modelinin hamsterler oldugu
belirtilmigtir (12, 13).




Sican Modeli: Bircok mantar enfeksiyonu modeli kolaylikla olusturulabilmektedir.
Vaginal ve oral kadidoz, son yillarda 6nemi artan Pneumocystis carinii igin en uygun
hayvan modelidir. Blastomikoz, aspergilloz, koksidiodomikoz Uzerinde ¢alismalar
yapiimaktadir (1, 3, 5, 14, 15).

Fare Modeli: En kolay bulunan, bakimi zahmetsiz olan, mikolojik galismalarda en ¢ok
kullanilan ve oldukg¢a ucuz bir deney hayvanidir. aspergilloz, sistemik kandidoz, oral
kandidoz, zigomikoz, blastomikoz, koksidiodomikoz, histoplazmoz Uzerinde
calismalar yapiimaktadir ( 3, 5, 6, 14, 16).

Tedavi ¢caligmalari mikolojide hayvan modellerinin en sik kullanim alani olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Hayvanlarla yapilan tedavi c¢alismalarinda kullanilan
antifungalin  sinerjik ve antagonistik etkisine, farmakokinetigine ve canl
organizmadaki dozunun optimum olmasina dikkat edilmelidir (6). Bu alanda basta
Candida tarleri olmak Uzere hemen hemen tum mantarlar i¢in c¢esitli modeller
olusturularak calismalar yapilmakta, dokulardaki organizma yogunluklari olgulerek
yeni bulunan antifungal ajanlarin tedavi etkinlikleri incelenmektedir (14, 17, 18, 19,
20, 21).

Basta Candida tirleri olmak Uzere gesitli mantar patojenler icin patogenez
calismalari yapilmaktadir. Bu c¢alismalarda hayvanlar her gun izlenmeli, vicut
agirhiklar ve davraniglarindaki degisiklikler kontrol edilmeli, olugabilecek lezyonlara
dikkat edilmelidir. Hayvan oldurildukten sonra organlar makroskobik ve histopatolojik
olarak incelenmeli, mikolojik yénden kultlra yapilmalidir (6, 22, 23, 24, 25).

Mikolojide hayvan modelleri ayni zamanda agilama ve immunoloji ¢alismalari
(7, 16), virilans calismalari (27) ve tani galismalarinda (26) kullaniimaktadir.

Hayvan modelleri yeni geligtirilen tani yontemlerinin 6zgulluk ve duyarlihdini
Olcmede bize yardimci olmaktadir. Bu tani yontemleri insanlardan alinan klinik
orneklere uygulanmadan 6nce deneysel olarak infekte edilmis hayvanlardan alinan
orneklerde incelenmekte ve guvenli tani konulabilecek en dusuk organizma miktarlar
saptanmaktadir (7).

Ayrica hayvan modelleri degisik tip mikozlarda hangi sira ile hangi dokularda ne
yogunlukta infektif organizma yUki oldugunu saptamada, enfeksiyon etkenine ve
cesidine gore hangi doku ve yontemin secilmesi gerektigi konusunda bize yol
gosterici olmaktadir (7).

Polanco ve ark. (8) akut dissemine kandidoz modelini gergeklestirdikleri bagisik
sistemi tam Yeni Zellanda tavsanlarinin kaninda nested PCR’in Candida albicans’lari
saptamada PCR ve lizis-santrifigasyon kan kultir yonteminden daha basarili
oldugunu bildirmislerdir.

Hussain ve ark. (28) bir bagka c¢alismada invaziv kandidoz olusturduklari fare
modelinde PCR yontemini histopatolojik incelemelerle karsilastirmis ve PCR
yonteminin duyarlihgini % 85.71 6zgulluguniu % 88.52 olarak bildirmislerdir.

Bialek ve ark. (29) olusturduklari fare histoplazmozisininin tani, tedavi ve
sifasinin takibinde nested PCR ydnteminin doku ve kan orneklerinde glvenle
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Becker ve ark. (15) aspergilloza 6zgul PCR ve galaktomannan seviyesinin
tespiti icin kullanilan ELISA ydntemlerini sigcan modelinde olusturduklari invaziv
pulmoner aspergillozda karsilagtirmiglar ve  galaktomannan  seviyesinin



saptanmasinin invaziv pulmoner aspergillozun izleminde ve tanisinda PCR
yonteminden daha degerli oldugunu bildirmiglerdir.

Khan ve ark. (30) notropenik disi BALB/C farelerde yaptiklari ¢alismada cinse
ozgul tek tur PCR ile tire 6zgul nested PCR yonteminin duyarliigini karsilastirmis,
nested PCR ydnteminin kandidiyaz ve kandidemi vakalarinda kanda Candida
turlerinin saptanmasinda guvenle kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Moragues ve ark. (31) tavsanlarda olusturduklar sistemik infeksiyon modelinde
Candida dubliniensis ve diger Candida turlerinin, olusan spesifik antikorlar ile ayird
edilebilecegini ve bu yontemle Candida dubliniensis tanisinin kolayca
konulabilecegini gostermiglerdir.

Pitarch ve ark. (32) farkh duyarlliklara sahip iki degisik fare tirinde (BALB/C ve
CBA/H) de olusturduklari sistemik kandidoz modelinde Candida albicans’a karsi
olusan bagisik serumun iki yonli poliakrilamid jel elektroforezini yapmis ve 31’den
fazla immuanreaktif protein ayristirmiglardir. Elde edilen immuanreaktif proteinlerin
¢ogunun insan bagisik serumunda da bulundugu belirtilen galismada arastirmacilar
Candida albicans antijenlerinin taninmasi ve olusan hastaligin izleminde iki yonli
elektroforezin immunoblotting ydntemiyle kombinasyonunun kullanilabilecegini
belirtmiglerdir.

Hurst ve ark. (7) tavsan modelinde olusturduklari invaziv aspergilloz modelinde
antijenemi ve antijenurinin duyarli, 6zgul ve hizli tanisinda lateks aglutinasyon ve
sandwich enzyme immunassay (SEIA) yontemlerini enzyme immunassay (EIA)
yontemi ile karsilastirmiglardir. Calismanin sonucunda EIA ydnteminin, invaziv
aspergillozun serum ve idrardan en erken ve en yuksek duyarlilikla tani potansiyeline
sahip oldugu belirtilmistir.

Lowenstein ve ark. (33) allerjinin molekiler tanisinda fare ve tavsanlara
saflastirimis allerjenler vererek, RAST (radioallergosorbent test) ve ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) yontemleriyle Alterneria ve Cladosporium’a karsi
gelisen antikor titrelerindeki artigi izlemislerdir.

Bagisikhgr baskilanmig kisilerin toplumdaki artan oranlari ile her gegcen gun
daha sik ve olumcul enfeksiyonlar olarak karsimiza g¢ikan mantar hastaliklarinin
Ozellikle erken ve dogru tanisi onem kazanmaktadir. Bu tip hastalarla calisan
hekimler yeni tedavi ve tani yontemlerine ihtiyag duymakla birlikte hastalar Uzerinde
sinirli olabilecek uygulamalar ve durumun ciddiyeti nedeniyle yeni tedavi ve tani
yontemleri 6ncelikle hayvan modelleri Uzerinde galisiimaktadir.

Tani amaciyla mikolojide hayvan modellerinin  kullanimi ile olugan
enfeksiyonlarin evrelerine goére etkenin doku dagihmlari ve uygun tani ydntemi
hakkinda yonlendirici sonuglar elde edilmektedir. Yeni gelistirilen antifungallerin
denenmesinde yol gosterici oldugu gibi yeni tani yontemlerinin denenmesi, duyarlilik
ve 0zgulluklerinin belirlenmesinde de bizlere yardimci olmaktadir.

Yaptigimiz 6rnek calismada siganlara deri altindan haftada iki kez 2 mg
deksametazon ile immunsUpresyon uyguladik. Olusabilecek enfeksiyonlari dnlemek
amaciyla igme sularina litreye 500 mg olacak sekilde tetrasiklin ilave ettik. 4.
haftadan itibaren 1000 mg/lt olacak sekilde tetrasiklin dozunu artirdik. Uglinci hafta
sonundan itibaren siganlarda Pneumocytis carinii infeksiyonunun gelisimi gdézlendi.
Tedavi ediimeyen siganlarin hepsi 12. hafta sonuna kadar éldiiler. istenirse igme
suyuna 2 mg/lt deksametazon katilir. igme sularina 500 mg/lt tetrasiklin konur.



Doérdinclu haftadan sonra 1000 mg/lt tetrasiklin igme suyuna, 4. haftanin sonundan
15. hafta sonuna kadar hayvanlar yasar. Fakat % 15 oraninda enfeksiyon olusur (20
farede 3).

Guvenilir bir hayvan modelinin olusturulmasi basit goérinebilmekle birlikte
ulagiimasi son derece gugtur. Yuksek ureme, insan enfeksiyonlarina yakinlik,
yapilabilme pratikligi gibi pek ¢ok sartlar yerine getirilmelidir. Bu nedenle, pulmoner
aspergilloma ve H.capsulatum var. duboisii tarafindan yol agilan histoplasmosis gibi
pek cok 6nemli fungal enfeksiyon igin uygun hayvan modellerinin olmayisi sasirtici
degildir. Daha da 6nemlisi gunimuzde arastirmacilarin hayvan modeli ¢alismalari
yapmaya olan ilgilerini acikgca kaybediyor olmalaridir. Hayvan modellerinin
olmamasinin, medikal arastirmalarda ve potansiyel faydal bilgilerin klinik ortamda
basariyla uygulanmasinda ¢ok ciddi sorunlar doguracagi unutulmamalhdir.
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SOK VE SEPSIS ILE ILGILi DENEYSEL ARASTIRMALAR

) Tutku SOYER
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali, Kirikkale,
Tiirkiye

Giris

Sok, dokularda hipoksi ve metabolizmanin bozulmasina bagh olarak ortaya
¢clkan dolasim ve doku perfiuzyonunda azalma olarak tanimlanmaktadir. Sokun
ortaya c¢lkmasindan bircok karigik mekanizma sorumlu tutulmaktadir. Doku
perfuzyonunda bozulmaya neden olan duruma gore sok, hipovolemik, kardiyak,
norojenik ve septik olmak Uzere cesitli tiplere ayriimistir. Sokun neden oldugu
hicresel olaylarin ve olusan immun yanitin degerlendiriimesi ve bu mekanizmalari
Onleyebilecek tedavi alternatiflerinin ortaya konulmasi igin deneysel calismalara
ihtiyac duyulmaktadir. Bu amacla gectigimiz yillarda sok ve Ozellikle septik gsoka
yonelik bircok deneysel model gelistiriimis ve buradan elde edilen bilgiler klinige
uygulanmaya calisiimigtir. Ancak hayvan deneyleriyle elde edilen klinik degisikliklerin
ve immunolojik yanitin insanlarda gorulen sok tablosunu birebir yansitmadigi
gorulmektedir. Buna kargin son yirmi yildir bu konuya iliskin yapilan bine yakin
deneysel calisma sok ve sepsisin oOnlenmesine ve tedavisine 1sik tutmaya
calismaktadir.

Deney hayvanlarinda olusturulan sok ve sepsisin yontemsel farkhliklar
nedeniyle sonuglari kargilastirilmasi gugtur. Bu nedenle insandakine benzer bir klinik
ve immiun yanitin elde edildigi ideal bir modelin ortaya koyulmasini da
zorlagtirmaktadir. Bu amagla sik kullanilan sok ve sepsis modellerinden hemorajik
sok ve septik sok modellerinin yontem ve sonuglarinin sunulmasi planlanmaktadir.

Hemorajik Sok ile ilgili Deneysel Arastirmalar

Hemorajik sok herhangi bir nedene baglh kan hacmin kaybedilmesi ile ortaya
clkan ve dolasim sistemi yoluyla dokularin metabolik ihtiyaglarini kargilayabilecek
yeterli perfuzyonun saglanamadigi sok tablosudur (1). Hemorajik sokta gecikmis
immuin yanit ve butlin retikiloendotelyal sistem iglevleri baskilanir (2). Klinikte
hemorajik sok olabilmesi i¢cin kan hacminin % 25’inin kaybedilmesi gerekir (1).
insanlarda ortaya cikan hemorajik sok hipotermi, hipoksi, hipotansiyon, asidoz,
kaogllopati ve doku, organ zedelenmesi ile bulgu verir (3). insanlarda gériilen
hemorajik tablosunun taklit eden ideal bir deney modeli olmamakla birlikte, hemorajik
sok modelleri G¢ baglkta toplanir (3). Bunlar;

1. Sabit basingl veya Wigger hazirhigi: Denek sabit bir basingla daha 6nce
belirlenen sure boyunca kanatilir.

2. Sabit hacim modeli: Belirlenen bir sire boyunca sabit bir kan hacmi
dolagimdan uzaklagtirilir. Kan basinci degisiklikleri sabit degildir.

3. Siregelen kanama modeli: Kanama cerrahi olarak kontrol edilmez.

Klinik olarak insanlarda ortaya c¢ikan sepsis bulgusuna en yakin model
suregelen kanama modelidir (3). Ancak bu modelde deneylerin standardizasyonu
gl¢ oldugundan sonuglari degerlendiriimede de tutarsizliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu



nedenle en sik kullanilan yontem sabit basingli Wigger hazirhgidir. Bu yontemin
basamaklari agsagida 6zetlenmistir (4).

- Genel anestezi altinda 22G kateter yardimiyla femoral arterden invazif
monitorizasyon yapilir.

- Invazif monitorizasyon sayesinde ilk sistolik, diyastolik ve ortalama arter basinci
(OAB) monitorize edilir.

- Daha sonra femoral venden OAB 40 mmHg’a dusene kadar vendz kan heparinle
yikanmis enjektore alinir.

- Toplam sure 10 dakika olup, OAB’nin 40 mmHg’'nin Ustune g¢ikmasi durumunda
basinci dugurene kadar kan alinmaya devam edilir. Deney suresi 60 dakikayi
gecmemelidir.

Bu modelin ¢esitli modifikasyonlari birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.
Bunlar arasinda femoral arter yerine karotis arterin kullanilmasi ve OAB’nin 35
mmHg’e kadar azaltilmasi yer almaktadir (3). Basincin 35 mmHg’ye dusuruldugu
modellerde kanatma suresi 5 dakika, deney suresi ise 30 dakikaylr gegmemelidir.
Heparinize enjektore cekilen kanin 30 dakika sonra geri infuzyonu ise iskemi
reperfuzyon modeli olarak kullaniimaktadir (5).

Diger bir hemorajik sok modeli ise hacim kontrolli kanama yontemidir. Bu
yontemin uygulanmasi igin sigan kan hacmi TKH= 6.12 £ 0.3 ml/kg olarak hesaplanir
ve bu kan hacminin % 40’1 30 dakikada kanatilarak kontrolli bir kanama olusturulur
(6). inflzyon setinin ters baglanmasi ile12 ml/saatte kan alinmasi ile olusturulan
hacim kontrolli yontemlerde bulunmaktadir.

Hemorajik modellerinde gsok olusturulduktan sonra sivi inflzyonu yapilmasi
immun sistemi aktive eder. Notrofiller ve mikrosirkilasyonunda katildigi abartili bir
sistemik enflamatuvar yanit olusur. TNFa ve IL-6 gibi proenflamatuvar maddelerde
artis gozlenmektedir (6). Hemorajik sokun ge¢ ddoneminde kompleman sistemi
aktivasyonu ve kapiller gecirgenlikte artis olmakta ve fagositik aktivite artmaktadir (1,
2). Sonu¢ olarak hemorajik sok modelleri kolay uygulanabilen ve soka bagl ortaya
¢ctkan immun yanitin aragtiriimasina olanak saglayan deneysel modellerdir.

Sepsis ve Septik Sok ile ilgili Modeller

Sepsis, konak ile enfeksiyoz ajan arasindaki karisik bir seri etkilesim sonunda
enflamatuvar yolaklarin aktivasyonuna, sitokin salinimina ve koagulasyona neden
olan klinik bir sendromdur (7). Septik sok ise sepsise bagli ortaya ¢ikan dolasim
kollapsidir. Sepsis izleminde ve tanisinda kullanilan yéntemlerin gelisimine ve tedavi
seceneklerindeki yeniliklere ragmen halen 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir.
insanlarda ortaya cikan sepsis ve ona bagh sokun fizyopatolojisinin bilinmesi yeni
tedavi alternatiflerinin ortaya konulmasi icin gereklidir. Bu amagla bircok deneysel
model ortaya konulmustur. Ancak bu modellerin hangisinin insanlardaki sepsis
tablosunu yansittigi tartisma konusudur. Sepsis modellerinin  sonuglarini
deg@erlendirmek icin sepsiste ortaya ¢ikan enflamatuvar yanitin kisaca hatirlanmasi
gerekir. Sepsis hiperenflamatuvar ve onu takip eden hipoenflamatuvar fazlari igerir
(8). Bu fazlar,



- Hiperenflamatuvar faz: Sepsis dogal immunitenin aktivasyonunda artisa neden olur.
Bunun sonucunda birgok enflamatuvar mediyator ve sitokinler salinir. Burada esas
olan proenflamatuvar sitokinler IL-6 ve TNF’dir. Polimikrobiyal sepsiste dnemli sitokin
ise IL-17°dir (8).

- Hipoenflamatuvar faz: Notrofillerdeki sinyal yolaklarinin ortadan kalmasi
immunsupresif faza neden olmakta ve lenfositler ve dendritik hiicrelerde apoptosise
neden olmaktadir (9, 10). Bu evrede hastalar nozokomiyal enfeksiyonlar nedeniyle
kaybedilirler. Sepsis tedavisinde apoptosis dnlenmesi dnemli bir yer tutar (8).

Sepsis ve septik sok igin tariflenen modellerin klinige uygunlugu olusturduklari
hiper ve hipoenflamatuvar faza gore degerlendirilir. Wichterman ve arkadaglar
1980’de ilk kez deney hayvanlarinda 4 c¢esit septik sok yontemi tariflemistir (11).
Bunlar:

1. intravenéz bakteri inflizyonu

2. Fekal veya bakteriyal stispansiyonlarla peritonit olusturulmasi

3. Ekstremitelerde yumusak doku absesi

4. Gastrointestinal sistemde bariyerlerin bozulmasi ile elde edilen yontemlerdir.

Gecgmis yillar igerisinde bu yontemler icinde en sik kullanilanlari canh bakteri
inflzyonlari, endotoksin modelleri ve ¢gekal baglama - delme yontemidir.

Canli bakteri inflizyonu

intravendz canli bakteri uygulamasi ile sepsis benzeri tablonun olustuguna dair
calismalar bulunmaktadir (11, 12). Bu amagcla en sik kullanilan mikroorganizma
E.coli'dir (13). Intraven6z yoldan 10 (8-10) bakteri/kg E.coli verilmesini takiben ikinci
saatte sepsisin hiperdinamik fazina benzer tablo olusur (14). Bu modelde olugan
sepsis E.coliye bagh oldugundan insanlardakine benzer polimikrobiyal sepsis
olusmaz. Canli bakteri inflUzyonun bir diger dezavantaji ise sepsisde bu kadar hizli
bakteriyemi olmamasidir (13, 14).

Ahrenholz ve Simmons 1980°'de 2x10% organizmayr % 100 serum fizyolojik
icinde periton igine uygulayarak peritonit ve ona bagl sepsis modeli gelistirmiglerdir
(15). Canli bakterilerin feces icine yerlestirilip batin icine koyulmasiyla da
intraabdominal abse tablosu olusturulmaya caligsiimaktadir. Tum bu arastirmalara
ragmen sepsis modeli icin canli bakteri kullaniimasi en sik tercih edilen model
degildir.

Endotoksin modelleri

Gram (-) bakterilerin hicre duvarindan elde edilen endotoksinler veya
lipopolisakkaridler (LPS) birgcok hucreden enflamatuvar medyatorlerin saliveriimesine
ve sepsise yol agan olaylarin baslamasina neden olur. Endotoksinler ile olusturulan
modellerin hangi hayvanlarda uygulanacagir énemlidir. CUnkl kemirgenler, kedi ve
kopekler endotoksin direnglidir (13). Yuksek doz (5 mg/kg) LPS uygulanmasi ani
kardiyopulmoner kollapsa ve erken 6lime neden olurken disik doz (1-3 mg/kg) ise
hiperdinamik yanit ve erken kardiyak outputta artisa neden olmaktadir (13). LPS’lere
bagli degisiklikler doz ve tlr bagimlidir. LPS’in en 6énemli avantajlari; kullaniminin
kolay olmasi, tek doz halinde veya infuzyonla verilmesi, kontrolliU ve standart bir



model olmasidir (8, 14). Ancak buna ragmen LPS veriimesi endotoksik sok igin
uygun bir model olmakla birlikte sepsis icin ideal bir model degildir (13). LPS
modelinin dezavantajlari su sekilde siralanabilir;

1. Bu yontemde Gr (-) sepsis olusur, insandakine benzer polimikrobiyal bir sepsis
olusmaz.

LPS’ye bagli hemodinamik degisiklikler insanlardaki sepsise benzer degildir.
Kemirgenler endotoksinlere direngli iken, insanlar oldukga hassastir.

Islem dncesi bakteri Gretimi ve sayimi gereklidir.

o M w0 D

Sitokin olusumu endotoksin veriimesini takiben yliksek miktarda ve hizl iken
insanlarda daha yavas ilerleyen bir stregte olur.

o

insan sepsisinin aksine LPS’de glukoneogenez baskilanir ve hipoglisemi olur.
7. Dokuda olg¢llen endotoksin miktari klinikle esgudumlu degildir.

LPS’ler disinda eksojen bir endotoksin olan zimozan da sepsis modeli
olusturmak amaciyla kullaniimaktadir (14).

Cekal Baglama ve Delme (Cecal ligation and puncture)

insanlarda goriilen sepsisi en iyi taklit eden hayvan modeli cekal baglama ve
delmedir (CBD). CBD’de olusan doku hasari ¢gekumun nekrozu ile enfeksiyonun
peritona yayllmasina ve peritonit tablosunun olugmasina yol agar. Peritonit sonrasi
enterik bakteriler kan akimina transloke olup enflamatuvar yanitin olugsmasina ve
septik sok tablosunun gelismesine neden olur (8). Cekumun baglanma uzunlugu,
delme sayisi, delme amaciyla kullanilan igne kalinhg@i gibi bircok nedene bagh CBD
sonrasi farkli sonuglar elde edilmektedir (17, 18). Bu nedenle yaklasik 30 yildir
sepsis modeli olarak altin standart olarak kabul edilen bu ydntemin sonuglarinin
tartisiimasi icin standart bir modelin olusmasi gerekmistir (8). Bu amacla 2009 yilinda
Nature Protocols’da standart bir model protokoll olusturulmustur (19). Burada bu
protokolun basamaklari 6zetlenmigtir (19).

- Deneyler ginun ayni saatinde yapilarak sirkadyen ritime bagl degisiklikler onlenir.
- Ketamin (80-100 mg/kg) ve Xylazine (5-15 mg/kg) ile anestezi yapilir.

- Karinda cerrahi saha temizligi ve traglama yapildiktan sonra uzunlamasina orta hat
kesisi yapilir.

- Cogu kez ¢cekum karinda solda yerlesir. Bulunduktan sonra insizyondan gikarilir.
- Cekum mezenteri kesilir (Bu yalnizca siganlarda uygulanan bir basamaktir).

- Olusturulmak istenen sepsisin ciddiyetine gére ¢gekum baglanir. Cekum ileogekal
valve ne kadar yakin baglanirsa o kadar ciddi sepsis olugsmaktadir. Bunun
standardize edilmesi igin su oran kullanilir;

Cekum ucu ile baglanan mesafe: ileocekal valv ile cekumun baglandigi mesafe



Orta evre sepsiste bu oran % 50 : % 50 iken, ileri evre sepsiste bu oran % 75 : %
25’dir (19).

- Cekal delme yapilmadan dnce ¢ekum igerigi distale dogru itilir. Hava ve gaz nazikge
aspire edilir.

- Cekum tek bir yerden fareler icin 21G, sicanlar icin 18G igne ile gekumun ucu ile
baglama yerinin tam ortasindan barsagin mezenterik kismindan antimezenterik
kisimi boyunca delinir.

- Mezenterik ve antimezenterik kisimdan ¢ikan fekal igerik goruldikten sonra gekum
karin igine geri birakilip karin kapatilir.

Postoperatif izlem

- Subkutendz yolla 37°C sicakliktaki serum fizyolojik her 100 g viicut agirhdi igin 5 ml
olacak sekilde verilir. Eger sivi resustasyonu yapilmaz ise sepsisin hiperdinamik fazi
olusamaz. Bu nedenle sivi tedavisi mutlaka yapilmaldir.

- Hayvanlar iglem sonrasi 12 saat gundiz 12 saat gece dongusunde, i1sI kontrollu
(22° C) bir ortamda, istedikleri kadar su ve yem almalarina izin verilerek takip edilirler.

CBD’nin avantajlari;
- Basit bir islemdir, endotoksin uretimine gerek yoktur.

- Polimikrobiyal sepsise neden olur. En sik Uretilen bakteriler; E.coli, Proteus,
Enterekoklar, streptekoklar (viridans, bovis) ve Bactroides fragilistir (11). En erken
6. saate kan kulturinde Ureme saptanabilir (20).

- insandaki sepsise benzer hem hiperdinamik hem de hipodinamik fazlarin ortaya
¢lkmasina neden olur.

- Uzamig ve zamanla artan sitokin salimi nedeniyle insanlarda gorulen sepsise
benzer. Perfore apandisit ve divertiktilite benzer tabloya neden olur.

CBD’nin en 6nemli dezavantaji ise yontemsel farkliliklar nedeniyle sonuglarin
tartisiir olmasidir. CBD sonrasi elde edilen bilgilerin insanlarda goértlen sepsisle
karsilastiriimasi sonuglarin degerlendiriimesi igin gereklidir. Tablo 1’de insan sepsisi
ile CBD modeli karsilagtiriimasi yer almaktadir.

Tablo 1. CBD ile insan sepsisinin karsilagtiriimasi

Farkliliklar CBD modeli insan sepsisi

Yas Geng hayvanlar Yenidoganlar veya yaslilar
Agirhk Esit Degigken

Cinsiyet Genelde tek cinsiyet Her iki cins

immun durum Optimum Cogdu kez suboptimal
Beslenme durumu Esit Farkl




Genetik inbred Heterojen

Sosyal faktorler Cok nadir Sik; sigara, alkol, stres
Cevre Tanimlanmig, patojen free | Degisken

Baslangic Cogu kez ani Genellikle yavas

Etken Polimikrobiyal, miksed Gram (-)'ler, Gram (+)’ler,

enterik bakeriler

viris ve mantarlar

Antibiyotik kullanimi Bazen Cogu kez kullanilir

Tedavi Genellikle erken Genellikle ge¢

Antikoagulan Yuksek Dusuk tolerans

Eslik eden hastaliklar Nadir Sik; hipertansiyon,
diyabet, kanser,
immunsupresyon

Destek tedavi Nadir Sik; antibiyotikler, sivi

resistasyonu, mekanik
ventilasyon, vazopresorler

Yukarida bahsedilen protokol uygulanarak yapilan CBD’den 12 saat sonra
sicanlarda ates, piloereksiyon, gugsuzlik, azalmigs motor aktivite ortaya cikar.
Mortalite genellikle 18-24 saatte ortaya c¢ikar (19). Orta derecede sepsiste 72 saatin
sonunda farelerde % 40 mortalite ile sonuglanir (19). Mortalite postoperatif 5-7.
gunlerde % 20’den fazla olmaktadir. Ciddi sepsis yapilan hayvanlarda 4. glinde tim
hayvanlar kaybedilir (19).

¢CDB’de yontemsel fakliliklarin sonuglar arasinda tutarsizlik olusturdugu ve
sonuglarin delme sayisi ve delme amaciyla kullanilan igne buyuklukleri ile degistigi
bilinmektedir (21). Cift delme sonrasi 24 saatin sonunda sag kalim % 25, tek delme
de ise % 70’dir (11). Delme igin 18G igne kullanimi sonrasi 48 saatin sonunda sag

kalim % 30, 22G igne ile delme sonrasi ayni surede sag kalim % 54’dur (11).

CBD sonrasi ortaya ¢ikan enflamatuvar yanitin farkl olmasi saglayan en énemli
yontemsel farklilik ise ¢ekumun baglanma uzunlugudur. Cekum ne kadar uzun
baglanirsa o kadar fazla IL-6 ve TNF-alfa duzeyleri o kadar fazla olur (17).

Bahsedilen tim bu kisitlamalara ragmen CBD en sik kullanilan ve sonuglarina
en sik guvenilen sepsis modelidir.

Cikan Kolon Stent Peritoniti (Colon ascendes stent peritonitis)

Kemirgenlerde kullanilan bir diger polimikrobiyal sepsis modeli gikan kolon stent
peritonitidir (CKST) (22). Cikan kolona cerrahi olarak yerlestirilen stent aracilig ile
surekli intestinal bakteri kagadi olmakta bu da polimikrobiyal sepsisle
sonuclanmaktadir.




CKST vyaygin peritonit olusumuna neden olurken CBD’nin daha c¢ok
intraabdominal abse yaptigi 6ne surtlmektedir. CBD’de en sik artisi saptanan sitokin
TNF-alfa iken, CKST'de IL-2 ve IFN-gamma 0On plandadir (22). CKST ile ilgili
sonuglar oldukga kisitli olup standart bir yontem tarifi bulunmamaktadir. Bu nedenle
de cok sik kullanilan bir yontem degildir.

Sonug¢

Sepsis ve septik sok ile ilgili deneysel ¢alismalar yontemsel farkliliklar ve bazi
kisithliklar nedeniyle insanlarda olusan sepsis ve soku birebir kargilamamaktadir. Bu
yontemler arasinda en sik basvurulan CBD yontemidir. Bu yontemle ile ilgili ortaya
konulan protokoller hayvan modellerinden elde edilen bilgilerin standardizasyonu ve
bu sonuglarin insan sepsisinin sonuglarini degerlendirmede ve sepsiste tedavi
alternatiflerini ortaya koymada kullaniimaktadir. Ancak laboratuvarda elde edilen
verilerin klinige uyarlanmasi yeni ¢alismalari gerektirmektedir.
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Deney Hayvanlarinda Yara Modelleri

) Cemal AYGIT
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Deri epidermis ile dermis tabakalarindan olusur, kalinhdi ise vicudumuzun
cesitli bolgelerinde farkliliklar gdsterir. Deri kalinliginin blyldk kismini ise dermis
olusturur (1). Yara, derinin (dokunun) butunligunin bozulmasi durumudur. Kismi
kalinlikta bir yanik yarasinda iyilesme esas olarak epitelizasyonla olurken, yara
kenarlari karsilikli gelen, insize edilmis temiz bir yaranin iyilesmesinde esas rol
kollajen olusumuna aittir. Kenarlari bir araya getiriimesi imkansiz, genis doku defekti
olan yaralarin iyilesmesinde ise temel sure¢ sekonder yara iyilesmesidir (2-4).
lyilesme sireci, epidermal blyiime faktérii, keratinosit blyilime faktori, temel
fibroblast buyime faktoru, transforme edici buyime faktoru-a, trombosit derive edici
bayume faktorl gibi faktorler tarafindan duzenlenir (3, 5).

YARA IYILESMESINDE GENEL PRENSIPLER
A. Epidermal Rejenerasyon

Kismi kalinlikli deri yaralanmasinda, epidermis tamamen ortadan kalkmis,
dermal tabaka ise kismen hasar gérmustir (6). Yaralanmadan birka¢c saat sonra,
yara kenarlarindaki keratinositlerde morfolojik degisikler belirgin hale gelir. Epidermal
hicre katmani kalinlasir ve marjinal bazal huicreler defekte dogru goéc¢ ederler.
Keratinositler go¢ etmeye basladiginda, epidermal devamlilik saglanincaya kadar bir
daha bolinmezler. Yara kenarlarinin yakinindaki zonda, kil folikilleri, ter ve yag
bezleri gibi epitelyal ekler tarafindan da yeni epitelyal hlcreler (epidermal
keratinositler) olusturulur (2, 4, 6). Epitel hlcrelerinin gog¢l, denatlire olmamis hicre
digi matriks proteinlerinin, epitelyal hucrelerin plazma membranlarindaki integrin
reseptorleri tarafindan algilanmasina baglidir (6).

B. insizyonel / Eksizyonel Yara lyilegsmesi

Yara iyilesme sureci i¢ ice gecen 3 evreye ayiriimistir: Enflamasyon (reaktif faz),
proliferasyon (rejeneratif faz) ve maturasyon (remodelling fazi) (2, 4, 6, 7). Bu sureg
erken, orta, ge¢c ve son evre olmak Uzere dort asama olarak da incelenebilir (3).
Erken evrede, notrofillerin hakim oldugu enflamasyon ve hemostaz gerceklesir.
Notrofillerin - yerini zamanla makrofajlar alir. Orta evrede, mezenkimal hicre
proliferasyonu ve gogu, epitelizasyon ve anjiogenez meydana gelir. Geg evrede ise
kollajen ve diger matriks proteinlerinin sentezi ile yara kontraksiyonu gerceklesir. Son
evrede de yaranin yeniden sekillenmesi (remodelling) meydana gelir (3, 8). Primer
yara iyilesmesi ile sonug¢lanan insizyonel yaralanma ile sekonder yara iyilesmesi ile
sonuglanan eksizyonel yaralanma arasindaki en onemli fark, sekonder iyilesmede
meydana gelen yara kontraksiyonudur. Hayvanlarda yara kontraksiyonu kapasitesi
insanlara gore ¢ok daha belirgindir (2, 9).

C. Kikirdak ve Tendonda Yara iyilesmesi

Kikirdak, hucre disi matriksinde kondrositlerle beraber proteoglikan, kollajen ve
suyun birarada bulundugu o6zellesmis bir dokudur. Yaralanma sonrasi kikirdagin
iyilesme surecini, hucrelerin kapsulle c¢evrelenmis olmasi ve damarsal ag



bulundurmayan yogun hucre disi matriks gibi yapisal ozellikleri etkiler. Kikirdagin
yaralanmasi perikondriyumu uyararak ¢ogalmaya, eslik eden kan invazyonu ise skar
olusumuna yardimci olur (10, 11).

Tendon iyilesmesi de normal yara iyilesmesi basamaklarini igerir. Makrofajlar ve
enflamatuvar hdcreler onarim alanina akin ederken, fibrin pihti kesik iki ug arasini
doldurur. Epitenon ve endotenon gibi ekstrinsik peritendinbz dokulardan koken alan
hucreler, yaralanan bolgeye dogru go¢ eder ve morfolojik olarak fibroblastlara
donUslip cogalarak kollajen Uretmeye baslarlar. Skar dokusu artmis su, DNA ve
glikozaminoglikanla beraber tip | ve tip Il kollajen igerir (12).

D. Yanik Yarasi

Yanigi takiben yaralanmanin merkezinde nekroz olusur, gevreye dogru siddeti
azalir. 1953 yilinda Douglas Jockson'in tarif ettigi, yanikta “yaralanmanin 3 zonu”
hala gecerlidir (1, 13). ‘Koagulasyon zonu’, canli hucrelerin kalmadigi “hayalet
hicreler” den olusan yara merkezidir (1, 10). Canli ve cansiz hucrelerin birarada
oldugu, kapiller vazokonstriksiyon ve iskemi ile karakterize ‘staz zonu' ise daha
periferdedir (1, 14). Bu ince alan ‘risk zonu’ olarak da tasvir edilebilir ¢inku
hipoperflizyon, kuruma (dessication), 6dem, enfeksiyon ve gesitli sistemik faktorlerin
etkisiyle nekroza gidebilir. En distaki zon ise, canli hicreler ve lokal enflamatuvar
hicrelerin  sebep oldugu vazodilatasyon nedeniyle “hiperemi zonu” olarak
isimlendirilir. Bu zondaki doku, enfeksiyon veya siddetli hipoperfiizyon ile komplike
olmadigdi surece tamamen iyilesir (1). Termal yaralanmanin endotelyal hasarlanma,
I6kosit adheransi ve notrofil aktivasyonunu igceren enflamatuvar kaskadi baslattigi
bilinmektedir (15).

E. Fetal Yara iyilesmesi

Erken gestasyon dénemlerinde fetal dermal yaralanmalar, rejeneratif olarak,
fibrozis ve skar dokusu olugsmadan iyilesebilir (2, 16). Skarsiz iyilesen fetus
yaralarinda, dermis ve epidermis normal yapi! olusacak sekilde onarilir. Kollajen
matriks paterni retikiler olup, kil folikulleri ve ter bezleri de normal olarak gelisir.
FetUsteki skarsiz yara iyilesmesi fetal cevreye bagl degildir. Fetal deri greftleri
postnatal transplante edildiginde de skarsiz iyilesir. Bu yuzden amniyotik sivi, fetal
cevre ve fetal serum faktorleri skarsiz iyilesmeyle bagdastirilamaz. Skarsiz iyilesme
fetal dokuya ve muhtemelen deri gelisim faktorlerine baglidir (2). Ornegin P-selektin
eriskine gore fetliste daha az salinir. Bu da fetal yarada azalmis enflamasyon
yanitinin bir agiklamasi olabilir. Fetal ve erigskin doku komponentleri arasinda molekul
ve sitokin bazinda c¢esitli farkhliklar olsa da, en 6énemli fark, fetal yarada
enflamasyonun olusmamasidir (16). Hem gestasyonel yas hem de yaranin boyutu
fetislin skarsiz iyilesmesinde o©nemlidir. Skarsiz iyilesmeden skarl iyilesmeye
donusim, “intermediate” onarimin meydana geldigi dereceli bir gegis surecidir.
“Gegis yarasl”, hem skarli iyilesmenin (deri ekleri yoktur) hem de skarsiz iyilesmenin
(normal ekstraselliler matrikse sahiptir) 6zelliklerine sahiptir. Fetal yara iyilesme
biyolojisini anlamak, skar ve fibrozisi minimalize etmek igin klinisyenlere yardimci
olacaktir (2).



Il. YARA MODELLERI

A) In vivo hayvan modelleri
Eksizyonel yara iyilesmesi modelleri

Normal bir yara iyilesmesinde altta yatan ve bu sureci kontrol eden molekuler ve
hicresel mekanizmalari ortaya koymak igin, degisik hayvan modelleri geligtiriimistir.
Hem saglikh hem de bozulmus veya degistiriimis iyilesme durumlari ile karakterize
hayvan modelleri Uzerinde, eksizyonel yara iyilesmesindeki molekuler, hucresel ve
doku degisiklikleri incelenmigtir. Bozulmus veya degistiriimis yara iyilesmesi
durumlari, genetik olarak defektli hale getiriimis veya transgenik olan hayvanlar
uzerinde calisiir. Hayvan modelinde hemoraji, granulasyon dokusu olusumu ve
anjiogenik suregler gibi tamir mekanizmalari ile birlikte goérilen kompleks doku
degisiklikleri arastiriir. Hayvan deneylerinde, kiyaslanabilirligi ve yinelenebilirligi
garanti altina almak igin, her bir deneyde belirli bir yas ve agiliktaki hayvanlar
kullaniimaldir. Yaralanmis fareler olusturulan hasara dayaniklidir ve anestezinin
etkisi gectikten hemen sonra hareketlenerek, temizlenme ve beslenmeye baslarlar.
Yaralanmadan birka¢ saat sonra yaranin Gzeri ince bir kabukla ortulur ve bu kabuk
onarimin ilk iki gininde daha gucli bir hale gelir. Fareler genellikle yaralanma
sonrasi 1, 3, 5, 7 ve 13. gunlerde, yarali dokudan numune almak icin sakrifiye
edilirler. Bu gunler, enflamasyon, keratinosit gocu ile proliferasyonu ve yeni stromanin
olusumunu da igeren tamir surecinin merkezi zamanlarini yansitirlar. Yara, sakrifiye
edilmis hayvandan bir makas yardimiyla cikartilir. Burada Onemli olan vyara
kenarlarini ¢cevreleyen yeterli derecede doku gikariimasi ve alttaki derin dokularin da
buna ilave edilmesidir. Boylece olugsan granudlasyon dokusunun tamaminin
cikarilmasi saglanmis olur. Yara kenarlari ve granulasyon dokusu tamir surecinin
merkezi oldugundan, daha sonra yapilacak olan yara kaynakli gen ekspresyonu ve
histolojik incelemeler icin kritik dneme haizdir. Yara modelleri, hem farmakolojik
ajanlarin (enzimatik inhibitorler gibi) etkilerini hem de normal veya bozulmus yara
iyilesmesi durumlarinda, rekombinant buyume faktorlerinin etkilerini arastirmaya
olanak sadlarlar (2, 3, 17).

insizyonel yara iyilesmesi modelleri

Epidermisin bazal hucreleri mitotik aktivite ile ¢ogalir ve zamanla granulasyon
dokusu gelisip, kollajen fibriller ortaya ¢ikar. Kollajen fibriller arasinda olusan gapraz
baglar ile yara direnme gucu uguncu ayda onemli oranda normale doner. Yara
direnme gucune iligkin deneysel ¢alismalar siklikla gine domuzu, sigan ve farelerde
yapilmigtir. Bu hayvan modelleri, insandaki yara iyilesmesini tam olarak karsilamaz.
Hayvanlar yara enfeksiyonlarindan insanlar kadar c¢abuk etkilenmezler ve skar
olusumu da daha azdir (2, 8). Histolojik olarak insanlarda bulunmayip alt memelilerde
bulunan gevsek areolar doku altindaki “pannikulus karnozus” kasi, bolgesel cildin
istemli hareketlerine ve yaranin kontraksiyonuna yardimci olur. insanlarda ise alttaki
yapilara uzanan deri ekleri dermal mobilizasyonu azaltir. Deneysel calismalardaki
yara kapanma oranlarini insanlardakine uyarlarken bu faktérler g6z 6ndnde
tutulmahdir (2, 8, 9).

Reepitelizasyon modelleri

Gunumuzde, yara iyilesmesi sureci makroskopik hucre biyolojisi duzeyinde ¢ok
lyi tanimlanmis olmakla beraber, molekuler dizeyde g¢ok az bilgiye sahibiz.
lyilesmeyen vyaralardan alinan sivi ve doku orneklerinin analizi, iyilesen ve



iyilesmeyen yaralar arasindaki molekuler farkhliklari ortaya koymaktadir. Karakteristik
olarak, iyilesen yaralarda, iyilesmeyen yaralara oranla enflamatuvar sitokinlerin ve
proteazlarin azaldigi ayrica buyuame faktor duzeylerinin yuksek oldugu goralur (2, 3,
5, 6). Son zamanlarda, yanik vyarasi iyilesmesinde, buylme hormonlarinin
kullanilmasina iligkin tedavilerin gelistiriimesi icin, kismi kalinhkli cilt yarasi
olusturulmus hayvan modelleri kullaniimaktadir (5, 6). Epidermal iyilesme icin degisik
hayvan modelleri tarif edilmigtir. Bunlar, bant ile abrazyon, kismi kalinlikli cilt
eksizyonu, vakum yardimli kabarcik olusturma, haslanma yaniklari ve kismi kalinlikli
termal hasar olusturma modelleridir (6).

Yanik yarasi modelleri

Termal yaralanma, hucresel koruma mekanizmalari, hipermetabolizma, uzamig
katabolizma, organ disfonksiyonu ve immun supresyon gibi lokal ve sistemik
yanitlarla karsimiza cikabilir (18). Uygun bir yanik modeli su elementleri icermelidir;
yanigi olusturmakta kullanilacak aletler, ilgili aletin sicaklik derecesi ve temas suresi,
termal yaralanmayi uygulama metodu. Yanik icin kullanilan herhangi bir havan
modeli tekrar edilebilir ve glvenilir olmalidir. Deneyde ayni temas suresi ve sicaklik
uygulanmali, benzer hasar ile sonuglanmalidir (19).

Lokal etkiler: Ahlaki ve etik agilardan insan derisinin in vivo deneylerde kullaniimasi
sinirhdir.  Arastirmalarda deri yaniklari Gzerinde c¢alismak icin degisik hayvan
modellerinin yani sira in vitro preparasyonlar da kullaniimistir.

Yanik patolojisinde hicre duzeyindeki pekgok bilgi, 6zellikle fare ve sigcan gibi
rodent modellerinden elde edilmistir. Degisik tedavi ajanlarini degerlendirmek igin
kismi kalinlikh temas ve haglanma yaniklari olusturulan domuz modelleri de
kullaniimistir (5, 19). Domuz derisi, hem anatomik hem de fizyolojik olarak insan
derisine benzer. insanlardaki yara iyilesme calismalar ile kiigik memelilerdeki
calismalar % 53 oraninda uyum gosterirken, domuzda bu oran % 78’dir (9, 20).

Sistemik etkiler: Termal hasar ve sepsisteki degismis doku cevaplarinin
mekanizmalarini daha iyi anlamak igin, yanik patolojisini degisik acilardan yansitan
bir modele ihtiya¢ vardir. Son yillarda termal yaralanma sonrasi immun baskilama
gelisimini gosteren ¢ok sayida arastirma yapiimistir. Toksik oksijen metabolitlerinin
sistemik enflamatuvar cevap sendromu ve yanik sonrasi organ disfonksiyonu
uzerindeki etkisini destekleyen pekgok deneysel ve klinik galisma vardir (14, 15).
Dogal hiicresel bagisikhdin aktivasyonu, sistemik enflamatuvar cevap sendromunun
proksimal medyatorleri olan pro-enflamatuvar sitokinlerin tretilip salinmasina énculik
eder (1, 18).

iskemik yara iyilesmesi modelleri

Uzamis iskemi, yarada enfeksiyon, enflamasyon ve nekroza yol acar.
Enfeksiyon halinde bakterilerin ortamdan uzaklastirilmasi igin yara iyilesmesinin
enflamasyon fazi uzayarak, yara iyilesmesi gecikir (4, 21). Diyabet, basi yarasi,
periferal vaskuler hastallk ve vendz staz durumlarinda ortaya ¢ikan iskemi, yara
iyilesmesini bozan dnemli bir etkendir (21, 22). Ginumuzde kronik yara igin ideal bir
hayvan modeli yoktur. Deri iskemisi, sigan sirtinda hazirlanan “H” seklinde random
pattern flep (21), domuz sirtinda tam kalnlikh bipedikulli flep (20) ve siganlarda
olusturulmus flep (23) modellerinde galisiimistir. Bir bagska modelde de tavsankulagi
iskemik hale getirilmistir (21).



Diyabetik yara iyilesmesi modelleri

Diabetes mellitus doku tamiri bozulmasinin en 6nemli sebebidir (24). Bu
hastalarda sadece yara gelismesine egilim olmayip, yara iyilesmesi problemleri de
ortaya cikar. /in vivo ve in vitro arastirmalar géstermistir ki, hem hiperglisemi hem de
glikoz oksidasyon urlnleri yara iyilesmesinin bozulmasina yol ag¢maktadir (25).
Diyabetik yapilan ve diyabete genetik predispozisyonu olan hayvanlarda, doku tamiri
modelleri gelistiriimigtir. Diabetes mellitus ¢gok kompleks hastaliklar spektrumu olup,
insandaki tum formlar temsil eden bir hayvan modeli yoktur. Degisik hayvan
modellerinden hangisinin, insandaki diabetes mellitusun hangi yonuyle eslestigini
anlayarak, planlanan galismaya uygun dogru modelin secimi yapilmalidir. Diyabette
makrovaskuler hastaliga ek olarak mikrovaskuler yapilar da etkilenir, bu da doku
beslenmesinin bozulmasi ile iskeminin gelismesine sebep olarak yara iyilesmesinde
gecikmeye yol acar (4, 24, 26). Ayni zamanda kapilerlerin bazal membraninda da
degisiklikler meydana gelerek perfizyon problemleri ortya c¢ikar (24). Bir diger
olumsuz faktor ise diabetes mellitusta ortaya ¢ikan néropatidir (4, 24). His kaybi, kas
zayiflamalari, azalmis terleme ve kuru cilt problemleri gértlir. Son olarak diabetes
mellitus, immun fonksiyonlarin bozulmasina, dolayisiyla da enfeksiyona yatkinhgda yol
acgar. Diabetes mellitus icin degisik hayvan modelleri tarif edilmistir. Genel olarak
pankreas! cikarilmig, kimyasal olarak alloksan veya streptozotocin uygulanmis,
genetik olarak insulin-bagimli ve insulin-direngli hale getirilmis hayvan modelleri
bulunmaktadir (24-26).

Fetal yara iyilesmesi modelleri

Skarsiz fetal yara iyilesmesi fenomenini anlamak, bir gun bize erigkindeki yara
iyilesmesi islemini degistirip skarsiz iyilesmenin yolunu agabilecektir (2, 27). Erken
gestasyonel donemde fetal yaranin skarsiz bir sekilde iyilesmesi islemini dizenleyen
sitokinler arastirilmistir. Gestasyonun 16 ve 18. glnlerinde, cilt iyilesmesinde skarsiz
iyilesmeden skarli iyilesmeye bir gegis olur. Erigkin yara iylesmesi iglemine katildigi
bilinen pekgok sitokinin, endojen gen ekspresyonu duizeyleri Olgllebilmektedir (16,
27). Erken gestasyonel surecten mid-gestasyonel sirece kadar olan zamandaki fetal
dermal yaralanmalarin rodent, tavsan, koyun ve maymun gibi turler Gzerinde yapilan
calismalarinda, dermal ve epitelyal dokunun hizli bir sekilde yenilenerek fibrozis ve
skar olusumu gelismeden, belirgin bir iyilesme kapasitesine sahip oldugu artik kabul
g6rmektedir (16).

Hipertrofik skar ve keloid hayvan modelleri

Keloid ve hipertrofik skar insanlara o6zgudir ve bilinmeyen bir sebeple
hayvanlarda olusmaz (2). Bu nedenle, nude mice modellerinde hipertrofik skar
gelisimi arastiriimasi igin, sirtlarina insandan alinan kismi kalnlikli ve tam katli deri
greftleri transplante edilmistir. liging olarak kismi kalinlikli deri grefti uygulanan
hayvan modellerinde daha fazla skar dokusu geligsmistir (28, 29). Hipertrofik skar,
yaranin olustugu bolgede lokalizedir ve yukselmis skar dokusu zamanla geriler
(2). Keloid ise, yara kenarlarinin disina dogru bliyime egilimindedir ve yavas bir
blyUme paternine sahip benign deri tUmorleri gibi davranir. Otozomal dominant
genetik predispozisyon gosterir (2, 29). Keloid dokusu transplante edilmis atimik
nude fare modelinde keloidin morfolojik paternini ve glikozaminoglikan dagilimini
arastiran ¢alismalar vardir (29). Hem hipertrofik skar hem de keloid artmig yara
iyilesmesinin oldugu fibroproliferatif hastaliklardir (2, 28). Genelde, hem keloidde
hem de hipertrofik skarda fibroblastlarda kollajen sentezi, depozisyonu ve birikimi



artmigtir. Keloid fibroblastlari, hipertrofik skar fibroblastlarina gore skari stimile eden
sinyallere daha fazla yanit verirler. Ornek olarak; disardan verilen TGF-R, keloid
fibroblastlarinda hipertrofik skar fibroblastlarina oranla ¢ok daha fazla artisa sebep
olur. Yapilan g¢alismalarda normal skar, hipertrofik skar ve keloiddeki apoptoza
bakilmistir. Normal skar ve hipertrofik skarda yara kenarlarinda benzer sayida
apoptotik hicre sayisi bulunmustur. Keloid dokusunda ise fibroblast
aktivasyonunun surmesini agiklayacak sekilde apoptotik gen ekspresyonunda
azalma gosterilmigtir (2).

Kikirdak ve tendonda yara iyilegsmesi modelleri

Perikondriyum, kikirdak rejenerasyonunda buyuk rol oynasa da olgun kikirdagin
rejenerasyon kapasitesinin olmadigina inanilir. Ratlar dzerinde yapilan bir ¢alismada
hasar gérmus olgun olmayan kikirdagin, derin perikondriyal hicrelerin kondrositlere
doénusmesi ve kondrositlerin mitozu ile prolifere oldugu goésterilmistir (10). Tendon
iyilesmesinde trombositten zengin plazma (PZP) nin etkilerini arastiran bir ¢alisma,
Yeni Zellanda beyaz tavsanlari Uzerinde yapilmistir. Bu c¢alismada, asil tendonu
kesilen PZP grubundaki tavsanlarda, iyilesmenin erken doneminde buyime hormonu
(IGF-1)'nun epitenon ve endotenonda lokalize oldugu gdsterilmistir (30).

B) In vitro modeller
Cilt kaltarleri

Reepitelizasyonun da dahil oldugu, kompleks iyilesme slreci esas olarak
degisik in vivo hayvan modellerinde galisiimistir. Bazi deneysel sorular igin, deney
sistemini basitlegtirilip ilgilenilen tek bir degisken izole edilmek istenebilir. Bu da en iyi
in vitro hicre kultara sistemi ile saglanabilir (31, 32). Tek tip hiacre kalturu ile hayvan
modeli kiyaslandiginda deneyin dediskenleri dramatik bir sekilde azalir. Ancak in vitro
hdcre kultura sistemleri, in vivo hucrelerin yanitlarini etkileyen diger komponentlerden
yoksundur (6). Degisik irklardaki farkli morfolojik yapilar ve yaralanmis mikrogevrenin
kompleks dogasindan dolayi, insan cildinin reepitelizasyonunun degisik evreleri
hakkinda bilgi edinmek zordur. Bu zorluklari agsmak igin deri organ kultard modelleri
geligtiriimistir (31, 32). Hayvan modelleri olusturmanin zor oldugu, hipertrofik skar ve
keloid gibi durumlarda insan fibroblast kilttrl in vitro olarak cahsilimistir. Keloid
dokusunda TGF-B1 mRNA molekil seviyelerinin normal hiicrelere oranla bariz olarak
artmis oldugu yapilan fibroblast kilturlerinde gosterilmistir (33, 34).

Fibroblast - kollagen etkilegimleri

Dermal defektlerin iyilesmesi, onarim alaninda yeni konnektif doku matriksinin
integrasyonu ve yerlesmesi ile olur. Bu da fibroblastlar ve kollajen arasinda etkilesimi
gerektirir (2, 35). Bu slreci daha iyi anlamak igin in vitro modellerin kullaniimasi
uygundur. Bu modellerden birisi de dermal fibroblast iceren kollajen kafestir. Bu
calismalarda insan cildine benzer bir yapi olusturulmustur (35, 36).
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Beyin Mikrodiyaliz ve Mikropang Teknikleri: Monoamine Analizi igin Ornek
Alinmasi
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Beyin dokusunda ndrokimyasal analizler igin, ¢cok sayida arastirmaci doku ve
hiucre digi sivi drnekleme metodu gelistirmeye ¢alismaktadir. Bu amacgla basvurulan
ilk metotlardan biri, beyin mikropan¢ teknigidir (1). Bu metoda gore, deney
hayvaninda post-mortem beyin dokusu diseksiyonla hizla c¢ikartilarak kuru buz
uzerine alinir. Dondurulmusg beyin dokusundan sogutmali bir mikrotom yardimiyla ve
Paxinos & Watson (2) rat beyin atlasi rehberliginde 500 ym kalinliginda koronal
olarak kesit alinir (3). Kesitler kuru buz Uzerinde sogutulmus lamlar Uzerine alinir ve
arastirimasi amacglanan beyin bolgeleri, atlasta belirtilen koordinatlara gore, ucu kit
0zel mikropancg igneleriyle c¢ikartilarak tlpler icerisine transfer edilir ve hemen sivi
azotta dondurulur. Daha sonra bu beyin 6rnekleri 0.1 M HCI icerisinde homojenize
edilir, Ust sivi icerisindeki monoaminler (noradrenalin, dopamin, serotonin ve bunlarin
metabolitleri) YuUksek Performans Sivi Kromatografi — Elektrokimyasal Detektor
(HPLC — ECD) yodntemiyle analiz edilir. Santrifij sonrasi tipun dibinde kalan doku
pelletinin protein igerigi spektrofotometrik olarak olgimlenerek agirliklari belirlenir.
HPLC — ECD analizlerinde elde edilen monoamin degerleri, protein agirhigina
bdlunerek bulgular pg amin/ug protein olarak hesaplanir.

Mikropang yontemiyle ancak post-mortem beyin dokusunda nérokimyasal
analizler yapilabilmesi, arastirmacilari yeni metotlarin gelistiriimesine yoneltmigtir.
Beyin dokusunda hucre digi sivi orneklemesine yonelik olarak gelistirilen en dnemli
metot, mikrodiyaliz’dir. Daha o6nce gelistirilen ve kullanilan “push-pull perfusion”,
mikrodiyaliz yontemine gore daha invaziv ve kullanimi zor bir metot idi (5). Urban
Ungerstedt (1991) tarafindan gelistirilen mikrodiyaliz teknidi, deney hayvanlari ve
beyin dokusu disinda gunumuizde klinikte ve diger dokularda da uygulanan bir
ornekleme metodudur (6). Beyin mikrodiyaliz yonteminde, deney hayvani anestezi
altinda stereotaksik cihaza yerlestirilir ve Paxinos & Watson beyin atlasina gore
Bregma noktasi referans alinarak koordinatlar belirlenir. Daha 6énceden hazirlanan ve
suni beyin omurilik sivisi (BOS) ile doldurulan mikrodiyaliz probu belirlenen beyin
alanina vyerlestirilir ve sabitlenir. Mikrodiyaliz siringasi mikrodiyaliz pompasina
yerlestirilir ve dar boru Uzerinden proba BOS pompalanir (akim hizi ortalama 2
MI/min). Probun ucundaki diyaliz membrani (konsantrasyon farki prensibine gore)
BOS igerisinde uygulanan kimyasal maddenin beyin dokusuna infuzyonuna,
kargiliginda da dokular arasi sivida bulunan dusik molekiler agirhga sahip
maddelerin prob membranindan disari gegmesine ve drneklenmesine imkan saglar.
Bu molekiller (monoaminler, amino asitler, ndropeptitler veya sitokinler) uygun
yontemlerle analiz edilirler. Ornegdin, diyaliz sivisinda monoamin diizeyleri HPLC -
ECD metoduyla 6lgimlenir (6). Beyin mikrodiyaliz teknigi, anestezi altindaki veya
bilingli hayvanda (gesitli davraniglar sirasinda) bu molekdllerin in vivo érneklenme ve
analiz edilmesine imkan saglar.

Beyin mikrodiyaliz tekniginin uygulanmasinin zor ve zaman alici olmasi, ayrica
deney sirasinda beyin dokusunda probun travma olugturmasi gibi dezavantajlari da
vardir. Bu nedenle, ginUmuzde daha az invaziv ve beyin norokimyasi ile ilgili daha
hizli sonug¢ verebilen ve tekrarlanabilir ydntemler gelistirme c¢abalari devam



etmektedir. Voltametri metoduyla bir karbon fiber mikroelektrotun beyin dokusuna
yerlestiriimesi ve dogrudan in vivo beyin norotransmitterlerinin  dlgimlenmesi
yapilabilmektedir (7). Bu metoda gore, fiber mikroelektrotla belirli bir voltaj
uygulandiginda noradrenalin, dopamin, serotonin ve glutamat gibi nérotransmitterler
oksidasyon reaksiyonuna girmekte, elektron salivermekte ve bu yolla akimda
Olcimlenebilen bir degisiklige neden olmaktadir. Voltametri'nin hizli analize imkan
saglayan “fast-scan cyclic voltammetry” formu daha ¢ok kullaniimaktadir (8).
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Ozet

Hayvan modelleri, birgok hastaligin etiyopatogenezinin ortaya c¢ikartiimasinda
onemli yontemlerden biridir. Multipl skleroz (MS) gibi sinir sistemi ve bagisiklik
sistemini etkileyen ya da onlardan etkilenen kompleks bir hastalikta, hayvan
modelleri hastaliin mekanizmasinin anlasiimasina yardimci olmaktadir. MS,
enflamatuvar, demyelinizan ve ndrodejeneratif 6zellikler gdsteren, otoimmun oldugu
dusundlen bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Hastahgin klinik ve radyolojik farkh
Ozellikler tasiyan alt tipleri vardir. MS, mekanizmasinin tam olarak
aydinlatilamamasinin yani sira, kalici olarak iyilesme saglayan bir tedavisi de henluz
yoktur. Hastaligin mekanizmasinin anlagsilmasina ve tedavi denemelerinin
yapilmasina yoénelik hayvan modelleri, MS’in patofizyolojisini aydinlatmada édnemli bir
rol oynamaktadir. Fakat MS’de gorulen klinik heterojenite, hayvan modeli kurmayi ve
amaca yonelik veriler toplamayi zorlastirmaktadir. Bu nedenle, MS’in farkh
Ozelliklerini yansitan farkli hayvan modelleri bulunmaktadir. Bu hayvan modellerini,
olusturulmalari ve sebep oldugu biyolojik slireclere goére, i) toksik demyelinizan, ii)
enflamatuvar, iii) virus kaynakli demyelinizan ve iv) myelin-mutant transgenik hayvan
modelleri olarak doért sinifta toplayabiliriz. Herbir hayvan modeli, MS’in
patofizyolojisinde goérllen bir ya da bircok 6zelligi tagimakta olup her bir modelin
kendi igerisinde c¢alisilan konuya ve sorgulanan hipoteze gore avantajlari ve
dezavantajlari bulunmaktadir.

Giris

Multipl skleroz (MS) gibi olusum mekanizmasi tam olarak anlasilamamis ve
buna bagli olarak da tedavi yontemlerine kesin ¢oztimler getirilememis hastaliklarda
deneysel hayvan modelleri bilimsel arastirmalara dnemli dlglide katki saglamaktadir.
MS merkezi sinir sisteminde (MSS) bagisiklik sistemi kdkenli, enflamatuvar,
demyelinizan ve nérodejeneratif 6zellikler tasiyan bir hastaliktir. Sinir hicrelerinde
myelin kihf elemanlarina, myelin kilif Greten hicrelere ve sonrasinda onunla iliskili
bircok sinir sistemi elemanina kargi gelisen nodro-immunolojik bir sendrom olarak
nitelendiriimektedir (1, 2). Hastaligin klinik tablosu, patolojik fenotiplere gbre
heterojenite gostermektedir (3): Tek atakl, yineleyen ve diuzelen ya da tam duzelme
gOstermeyen atakli ya da yavasca ilerleyen ataklar seklinde klinik alt tipleri
bulunmaktadir. Ote yandan zaman icinde hastaligin ilerlemesi ve semptomlarin
gosterdikleri degisikliklere gore bu alt tipler arasi gecigler de gbdzlemlenebilmektedir
(1,3)

Hastaligin mekanizmasi ve mekanizmaya yonelik tedavi modeliteleri hala buyuk
oranda bilinmemektedir. Fakat iyi karakterize edilmis ¢esitli MS hayvan modelleri



bulunmaktadir. Bu modeller hastaligin patojenezinde gézlemlenen demyelinizasyon,
oligodendrositlerin 6limu, aksonlarin ve noéronlarin yikilmasi ya da enflamatuvar
surecleri gbzlemleyebilmemize, anlayabilmemize ve o mekanizmalara yonelik tedavi
seceneklerinin test edilebilmesine olanak sadlamaktadir. Bu baglamda, farkh etken
maddeler ya da yontemler kullanilarak, hastalikta gorulen slreglerin
gozlemlenebildigi farkli MS hayvan modelleri olusturulabilmektedir.

MS Deneysel Hayvan Modelleri

Bugune kadar yapilan MS hayvan modeli ¢galismalarinin her birinde, MS'’in bir
ya da birka¢ 6zelligi modellenmeye calisilarak, olusturulan patofizyolojiyi mimkuin
oldugu kadar MS benzeri bir hale getirebilmek ve MS disi durumlarin modeldeki
varligindan kurtulmak istenmistir. Bu amagcla olusturulan butiun hayvan modellerinin
avantaj ve dezavantajlari vardir.

Deneysel MS hayvan modelleri, modeli olusturma yontemi, kullanilan ajanlar ve
ulasiimak istenen amaca goére siniflandirilabilir. Burada 6ncelikle literatlirde var olan
tum MS modelleri, yukarida belirtilen 6zelliklerine gore siniflandirilarak 6zetlenmeye
calisiimistir. Hangi durumlarda nasil bir MS hayvan modeli segilmesi gerektigi
konusunda literatlr bilgisine dayanarak bir derleme yapilmigtir. Ayrica grubumuzun
MS hayvan modellerinden birisi olan cuprizone modeli ile fareler tzerinde yapilan
deneylerden elde edilen bulgular verilmigtir.

Toksik Demyelinizasyon Hayvan Modelleri

Merkezi sinir sistemindeki (MSS) tamir mekanizmasini 6grenmenin en iyi
yollarindan biri de toksik demyelinizasyon modelleridir. Lysolecithin (4) ya da
ethidium bromide’in [5] fare ya da sigcanlarda MSS’de beyaz maddenin,
demyelinizasyon gozlemlemek istenen bolgesine enjekte edilmesi ile secici olarak
myelin kaybi gerceklestirilebili. Bu modelin en onemli avantaji deneylerin ayni
standartlarda tekrarlanabilirligi ve istenilen alanlara yapilan enjeksiyon ile
demyelinizasyonun belirlenen alanlara 6zgl olarak yapilabilmesidir. Fakat toksinlerin
enjeksiyonu sirasinda, kuguk bir travmatik yara meydana gelir. Bu yara kan beyin
duvarinin (KBD) kismi olarak yikilmasina ve enflamatuvar hucrelerin enjeksiyon
bdlgesine go¢ etmesine neden olur. Bu problemi ¢bézmek igin ise, ethidium bromide
enjeksiyonunu takiben, farelere ya da siganlara radyasyon uygulanmasi ile go¢ eden
ve prolifere olan hlcrelerin elimine olmasini saglanir. Fakat radyasyon dozunun ve
suresinin ayarlanmasi ya da radyasyonun noronlar ve diger glial htcreler Uzerindeki
yan etkileri deneyden toplanacak verilerin 6zgunlugunu etkileyecektir.

Bir diger toksik model ise cuprizone hayvan modelidir. Bu modelde, bir bakir
¢Okturlcu ajan olan noérotoksik cuprizone (Biscyclohexanone Oxaldihydrazone)
hayvanlarin besinlerine belirli oranlarda katilarak, 6 - 12 haftalik diyete tabi tutulurlar
(6, 7). Bu suregte 6 - 8 hafta sonra cuprizone’un besin diyetinden ¢ikariimasi ile akut
demyelinizan model olusturulurken, daha sonraki donemde remyelinizasyon sureci
takip edilebilir. Fakat cuprizone diyeti 12 - 14 hafta boyunca devam ederse bu kez
demyelinizasyon kronik bir hal alir ve remyelinizasyon sureci tamamlanamayabilir (8,
9). Bu iki patojenez de MS’in patofizyolojisinde farkh Kklinik alt tiplerde
g6zlemlenebilmektedir. Cuprizone MS modelinin birgok 6zelligi, molekuler, hicresel
ve dokusal seviyede incelenmistir. Cuprizone zaman ve doz oranlarina bagl olarak
demyeline olan fiberler (10), oligodendrosit 6lumu (11) ve astrositlerin reaktivasyonu
(11) ve bu sureg igerisinde T hucrelerinin seviyelerindeki degisiklikler (7, 12) farkl



calismalarda gosterilmistir. MSS’de cuprizone diyetinden en ¢ok etkilenen bolge
corpus callosumdur (cc) (13, 14). CC beynin iki hemisferini birbirine baglayarak, iki
hemisfer arasi iletisimi saglamaktadir (15). Bu Ozelligi ile ¢ok miktarda myelin kilif
bulundurur. Yani basinda ise, myelin kilifin olusmasinda ve olgunlastiriimasinda
gorevli birgok hicre grubu bulunur (16). % 0.2 cuprizone diyetine 8 hafta maruz kalan
C57BL/6J farelerde, metabolik dizenin bozulmasi, olgun oligodendrositlerin 6lima
ve buna bagli olarak myelini olusturan myelin basic protein (MBP), myelin associated
glycoprotein (MAG) miktarlarinda énemli derecede dusus yasanmistir (17, 18).
Yapilan diger calismalarda cuprizone kaynakli demyelinizasyona ilk tepki olarak
mikroglia ve makrofajlarin aktivasyonu (7), ardindan 1 - 2 hafta sonra reaktif
astrositlerin ortaya c¢ikmasi (11) ve daha sonra cuprizone diyetinin 6 - 8 haftalari
arasinda ise, oncul oligodendrositlerin ve hatta olgun oligodendrositlerin lezyon
bdlgesinde birikmeye baslamasi (10) gdzlemlenmistir. Devaminda eger cuprizone
diyetten c¢ekilmezse oligodendrosit hucrelerinin  de olume qittigi bir sureg¢
baslamaktadir (10).

Turanli ve ark. 2010 yilinda yaptiklari galismada ise, 12 hafta cuprizone diyetine
tabi tutulan ve daha sonra 4 haftada remyelinizasyon igin goézlemlenen C57BL/6J
farelerinden alinan doku ve kan érneklerinde cesitli nérolojik ve bagisiklik sistemi
hicre ve molekulleri incelenmistir. Farelerden alinan CC kesitlerinde yapilan
immunhistokimyasal analizde, 12 haftada kronik demyelinizan bir model
olusturulabildigi g6zlemlenmistir. Ayrica bu suregte farelerden alinan kan
orneklerinde akim sitometrisi ile yapilan analizlerde, enflamatuvar ve regulator T
hicrelerinin (CD4"/CD25"/FoxP3") miktarinin demyelinizasyona paralel olarak arttig
ve remyelinizasyon surecinde de azaldigi gézlemlenmistir. Ayni sirecgte, aktif B
hicrelerinin (CD80'/CD86") miktari ise demyelinasyonun baslangi¢ sirecinde artis
gOsterirken daha sonraki donemlerde surekli dusus gostermektedir. Bu veriler,
cuprizone fare modelinde kronik demyelinizasyon slrecinde regulatér ve yardimci T
hdcrelerinin aktif bir sekilde rol alirken, B hucrelerinin ise, hastaligin baslangic
asamasinda B hucrelerinin de etkili olabilecegini goéstermektedir (yayinlanmamig
veri).

Toksik MS modelleri, olusturulmalari bakimindan kolay, tekrarlanabilir ve
standardize edilebilir modeller olmasina ragmen, modeldeki patofizyoloji halen
sorgulanmaktadir. Demyelinizasyonu indukleyici ajanin uygulanmasinin ardindan
gerceklesen demyelinizasyonun, enflamatuvar suregten 6nce gelmesi ve bir anlamda
enflamatuvar slreci demyelinizasyon surecinin tetiklemesi, bu modelin MS’i tam
olarak yansitmadigini dusundurtmektedir. Fakat demyelinizasyon surecini ¢alismak
ve o surecteki patofizyolojik etkilesimleri degerlendirmek i¢in halen en uygun yontem
toksik MS modelleridir.

Enflamatuvar Hayvan Modelleri

MSS’de enflamasyon igin yaygin olarak kullanilan hayvan modellerinden biri de
autoimmune encephalomyelitis (EAE) modelidir. EAE, MSS’e bir doku pargasi,
saflastirimis myelin, myelini olusturan proteinler ya da peptitlerin enjeksiyonu ile
olusturulabilir (19). Bu proteinlerden en ¢ok kullanilanlari ise, MBP, MOG, PLP, MAG
OSP vb. myelin kilif yapisinda ya da olgunlasmasinda goérev alan proteinlerdir. Buna
ek olarak, EAE yukaridaki proteinlere 6zgul aktive T hicrelerinin farelere transferi ile
de olusturulabilir. Burada kullanilan farenin cinsi, yasi ve genetik 6zellikleri kurulacak
olan modelin karakteristigine gére 6nem tasimaktadir (20). Uyariima protokolu ve



farelerin genetik altyapilarina gbére bu modelde enflamasyon sonrasi,
demyelinizasyon sureci gézlemlenebilmektedir. MOG ile uyariimis ve farkli genetik
altyapili fareler kullanilarak, bircok MS patofizyolojisi olusturulabilmektedir. Lewis
siganlarinda MSS’ine myelin, MBP, MOG ya da PLP enjeksiyonu ile T hicre
enflamasyonunun yanisira antikor tepkisi olusturarak guvenli bir model kurulabilir
(21). Bu model genelde MS’'de immun yanita tedavi ¢alismalarinda kullaniimaktadir
(22). Birka¢ myelin ajaninin (MBP, MOG, S-100 ve GFAP) birlikte sicanlara enjekte
edilmesi ile birlikte MSS’de bir¢ok lezyonun da birlikte gozlemlendigi, T hulcre
enflamasyonunun goruldugu bir model olusturulabilir. Bu modelde, enflamasyon hizli
gerceklesir ve homojen bir ilerleme gdsterir (23). Anti-MOG antikorlarinin enjeksiyonu
ile olusturulan EAE modelinde ise, reaktif T hicresi sizmasinin yaninda
demyelinizasyon da gézlemlenmektedir, fakat bu demyelinizasyon yalnizca gegici bir
sure icin varhgini surdurebilir ve kisa sure igerisinde remyelinizasyon gergeklesir
(24). Kongenik Lewis sicanlarinda yapilan ¢calismada ise, myelin ile indiklenmis EAE
modelinde, si¢anlara rekombinant MOG peptidinin (1 - 125 arasi aminoasitler)
enjekte edilmesi ile MS’in bir alt tipi olan yineleyen - dizelen (RRMS) bir hastalik
olusturulmustur (25). Daha sonra bu hayvanlardan alinan dokularda vyapilan
histopatoloji calismalari ile de RRMS ve bu model arasinda histopatolojik olarak
benzerlik tamamiyla ortaya konulmustur. Ayrica, bu model, hastaligin kronik olarak
ilerlemesi, ilk olarak optik sinirlerde hasara yol agmasi ve aksonal hasarinda
gozlemlenmesi, RRMS’i modellemek i¢in uygun bir hayvan modeli olugturulabildigini
gostermigtir (25).

Enflamatuvar hayvan modellerinde EAE’ye ek olarak kullanilan bir diger model
segcenegi de antikorlar kullanilarak yapilan modellerdir. Bu yontemde anti-
galactocerebroside antikorlari uygun tamamlayicilar (complement) ile birlikte
kullanilarak, farelere enjekte edildiginde, antikor aracili demyelinizan bir model
kurulabilir (26, 27).

Enflamatuvar  modeller, toksik  demyelinizan  modellerinin  tersine,
demyelinizasyonun enflamatuvar bir sirecin sonucu olarak ortaya ¢iktigi modellerdir.
Bu yobnuyle MS patofizyolojisini taklit edebilmesine ragmen, bu modellerde
remyelinizasyonu incelemek her zaman mimkuin olmamaktadir. Clnkli enflamasyon
tetikleyici ajanin enjekte edilmesinden sonra T hucrelerinin reaktif ya da hiperaktif
hale gelip kan beyin duvarini ge¢meleri ile devam eden sure¢ ¢cogu zaman geri
donUsimu olmayan bir demyelinizasyon olusturmaktadir. Ayrica, ¢ogu EAE
modelinde MS patofizyolojisinde goézlemlenen, oligodendrosit kaybi, microglia
aktivasyonu vb. mekanizmalar gozlemlenememektedir.

Viral Demyelinizasyon Hayvan Modelleri

Viral yollarla tetiklenen enfeksiyon temelli MS modelleri de MS ¢alismak igin
kullanilan hayvan modelleri arasindadir. Theiler's murine encephalomyelitis virus
(TMEV) normalde farelerde enfeksiyona neden olan bir RNA virisudur (28). Bu
patojenin bazi fare irklarinin MSS’ne intraserebral enjekte edilmesi ile farede ilk
olarak akut enflamasyon temelli oligodendrosit olumunin de gdzlemlendigi
demyelinizan bir hastalik tablosu gézlemlenir. TMEYV ilk olarak hipokampus, striatum,
korteks ve omurilikte replike olmaya baslar (28). Bu surecte T hucrelerinin TMEV
virusu ile olan savasi sonrasinda normal sartlarda virisin temizlenmesi gerekir.
Fakat transgenik olarak CD8" hicreleri bulunmayan farelerde bu siire¢ kronik
demyelinizasyonla sonlanan bir MS modeli olusturmaktadir (9).



Deneysel viral demyelinizasyon icin kullanilan bir diger virls ise Mouse Hepatitis
Virus (MHV)'dir. Intrakraniyel ya da intranasal olarak verildiginde MHV virast, TMEV
virusu gibi enflamasyona bagl demyelinizan bir hastalik tablosu olusturmaktadir (29).
Bu model genellikle MHV virisunU yok edici ajanlar ya da hucreler kullanildiktan
sonra remyelinizasyon surecini gozlemlemek icin kullanilir. Cunki MHV virGsundn
sebep oldugu akut demyelinizasyon, virusun ortadan kaldirilmasi ile kisa surede
remyelinizasyon slrecine gegmektedir (29). Viral yolla tetiklenen modellerde
kullanilan bir diger viris Semliki Forest Virus (SFV)dir. SFV virlsu intraperitonel
olarak verildiginde, MS’de kan beyin duvarinin patofizyolojisini incelemek icin
kullanitlir (30) ve Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) ile olan yapisal
benzerliginden dolayi da demyelinizasyona yol agtigi dusunilmektedir (31).

Viral yollarla olugsturulan demyelinizan MS modelleri, toksik ve enflamatuvar
hayvan modelleri gibi hastaligin bir yonunu ¢alismak icin secilebilecek modellerdir.
Fakat bu modeller aralarinda, calisiimasi en zor olan yontemlerdir. Viruslerle
calismanin getirdigi tehlikenin yani sira, enjekte edilen virGs miktarinin
optimizasyonu, virusin konak hucrede ¢ogalmasinin kontrol edilmesinde yasanan
guglUkler ve bunlara bagli olarak yasanan hayvan kayiplari deneylerin yapilabilirligini
zorlastirmaktadir.

Genetik Myelin-Mutantlari Kullanilarak Olusturulan Modeller

Son yillarda, myelin proteinin yapisinda bulunan ya da olumuna katkida
bulunan proteinlerin transgenik farelerde mutant hale getirilmesi ile transgenik
demyelinize fare modelleri olusturulmustur. Bu modellerde remyelinizasyon ¢alismak
icin ise, transgenik farelere yapilan transplantasyon galismalari ile, myelin kilif Greten
sistemlerinde mutasyon olan transgenik farelerde, myelin kilif olusturma surecleri
gozlemlenmistir (32, 33). Transgenik myelin-mutant fareler ile yapilan galigmalar,
aslinda remyelinizsyon mekanizmalarini c¢alismak icin kullanilan yontemlerdir ve
buna ragmen diger yontemlere kiyasla daha az uygundurlar. Cunku MS gibi
tamamiyla genetik olmadidi bilinen bir hastalikta, hastalin temel patofizyolojisinden
direkt sorumlu genlerin model hayvanin metabolizmasindan c¢ikarilmasi, hastalgi
taklit etmek yerine, hastaligin olusum surecini taklit etmeden, sadece semptomlarini
taklit etmektedir. Bu ise hastaligin olusumuna dair mekanizmlarin gézden kagmasina
neden olabilmektedir. Bu nedenle, transgenik myelin mutant hayvan modelleri,
demyelinize farelerde hastaligin olusumundan ziyade, iyilesme sureci olan,
remyelinizasyonu galigmak icin daha uygun bir yontem olabilirler.

Sonug

MS, farkli klinik alt tipleri ve patofizyolojisindeki gesitlilikler dolayisiyla kompleks
bir hastaliktir. Hastaligin modellenmesi, MS’de gbézlemlenen tim patofizyolojiler igin
mumkun degildir. Bu nedenle farkli hayvan modelleri, farkh o6zellikleri gostererek
hastaligin anlasiimasinda bir yol olusturmaktadir. Yukarida doért sinifta 6zetlenen
yontemler, hastaliga ait farkh 6zellikleri, hayvan modellerinde olusturmaktadir. Her bir
yontemin kendine 0zgu avantajlari ve dezavantajlari oldugundan, onemli olan
caligilacak alanda dogru hayvan ve metot seciliminin yapiimasidir. Bu nedenle,
kurulacak olan model, c¢alismanin baglangicindaki dogru sorulmus sorulari test
etmeyi basarabilmelidir.
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Gastrik immiinopatoloji Modeli ve immiinregiilasyon

) ) Ayca SAYI YAZGAN ]
Istanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik B6liimii, Istanbul,
Tiirkiye

Mide kanseri, dunyada olume yol agan kanserler siralamasinda ikinci siradadir
(1, 2). Epidemiyolojik ve deneysel c¢aligmalarda, mide kanserine yol acan
Helicobacter pylori (H.pylori), beslenme ve hijyenin yaninda énemli bir risk faktori
olarak tanimlanmistir. Bu nedenle 1994°te H.pylori, Dinya Saglik orgutu tarafindan
Sinif 1 karsinojen olarak deklare edilmigtir. H.pylori, kiguk (0.5-3uym), gram negatif,
spiral, kivrimli, haraketli bir bakteridir. Mikro-aerofilik ortamda 37 derecede Urer.
H.pylori, ilk defa kronik gastritli bir hastanin gastrik mukozasindan izole edilmistir (3).
Tarkiye'de populasyonun % 80°i H.pylori ile enfektedir. H.pylori ile enfekte tim
bireylerde asemptomatik kronik gastrit gelisirken, yaklasik % 15-20 'sinde midenin
daha ciddi hastaliklari; peptik Ulser, mukozaya eslik eden lenfoid doku lenfomasi ve
karsinoma gelismektedir (4). Dunyadaki toplumlar mide kanseri riskleri ve H.pylori
prevelansina gore farklilik gosterirler (Sekil 1).

B <59 B <96 <146 B <236 W <100

Yetiskinlerdeki H.pylori prevelansi : Mide kanserinin insidansi
{Her 100.000 kisi icin yas standizasyon orani)

Sekil 1. Dunya ¢apindaki yetiskilerdeki H.pylori prevalansi ve mide kanserinin
insidansi

Mide kanseri, histolojik olarak diffiz (infiltre olan, az farklilasmis, kohesif
olmayan kanser hucreleri genis fibroz stroma icinde) ve intestinal (kohesif, bezel gibi
hicre gruplar) alt tiplerine ayrilir (5). H.pylori ve bu iki tip patoloji arasinda
epidemiyolojik korelasyon gésterilmistir. Ornegin intestinal tipin olusumu sirasinda
gelisen pre-kansorojen lezyonlar (kronik gastrit, atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve
dizplazi) ile H.pylori epidemiyolojik olarak baglantihdir (6, 7).

H.pylori enfeksiyonunun yol agtigi patogenezin bazi yénleri (bakterinin virilans
faktérleri gibi) fare modelleri kullanilarak galisilmistir (8, 9). insandan izole edilen
H.pylori izolatlarinin birgogu fareleri etkin olarak enfekte edemedidi icin, bu izolatlar
farede yapilan birka¢ pasaj sonrasinda yeni konakgisina adapte hale getirilir (6).
Yalniz bu adaptasyon sirasinda bakteri immunojenitesini kaybeder (10). Bu nedenle,
immanolojik ¢calismalarda, farelerin, H. pylori ile ayni aileden ve farede immunolojik
cevap gosteren H.felis ile enfekte edilmesi tercih edilmektedir. Uzun sureli H.felis ile
enfekte olan farelerde insandakine benzer sekilde T-yardimci 1 tipi (Th-1) immun
cevap gozlemlenmektedir (11-15). Enfekte olan farelerde kronik aktif gastritten
metaplaziye kadar ilerliyebilen patolojiye rastlanmaktadir. Bunun yanisira eger



enfeksiyon uzun suregli olur ve fare ayni zamanda ylksek tuz diyetinde tutulursa
farenin in situ karsinom gelistirmesi mumkindudr (16, 17). Deney fare modeli
calismalarimda, C57BL/6 fare modellerinde mide pre-neoplastik degisimlerin
mekanizmasini arastirmak igin H.felis’i kullandim. H.felis enfeksiyon modelinde
gozlemlenen en belirgin pre-neoplastik degisim, Ozellesmis hicre kaybiyla
karakterize gastrik atrofi ve hemen sonrasinda gelisen epitelyal hiperplazi ve
intestinal metaplazi idi (18). Calismalarim, bu farelerin midesinde, Th-1 hicrelerinden
uretilen proenflamatuvar IFN-y sitokininin ylksek seviyede bulunmasi mukozadaki
Helicobacter kolonizasyonundaki dusus ile dogru orantili oldugunu gdstermistir. Ayni
zamanda, midedeki IFN-y seviyesinin ylksek olmasi mide patolojilerinin
olusmasindaki temel etkendir (18).

Toplumdaki enfekte bireylerin % 20'sinde goérilen ve kansere kadar ilerleyebilen
patolojiye ragmen, bireylerin geri kalaninda kronik gastrite ragmen herhangi bir
semptom gorilmemesi, midede veya periferal lenf digumlerinde enflamatuvar immun
cevabi baskilayan regulator mekanizmalarin varhigina isaret eder. Bu lokal immin
baskilanma Helicobacter'in konagin yasam suresi boyunca temizlenememesinin
nedenine aciklik getirebilir. Anti-enflamatuvar immun cevaptaki 6nemli hlcrelerden
biri dogal CD4"CD25"FOXP3" regiilatér T hicreleridir (Treg) (19). Treg'lerin gérevi,
enfeksiyon sirasinda asin kolateral doku hasarinin olusmasini engellemektir.
Treg'lerin, Helicobacter enfeksiyonu sirasinda dokuya infiltre olup, konak ve
Helicobacter arasinda bir denge saglayarak bakterinin uzun sureli devamlilgini
sagladigi ve dokuya karsi yikici enflamasyonun olusumunu o6nledigi gosterilmistir
(20).

Yakin zaman 6nce, fare otoimmun hastaliklari (multipl skleroz, romatoid artrit)
ve kronik bagirsak enflamasyon modellerinde, immin regulatér olarak 6zellesmis
Treg'lere alternatif B hucre populasyonlarinin (Breg) varhigi onerilmistir (21-23).
Ancak, Treg'lerin aksine, Breg’'ler hakkindaki mevcut bilgiler oldukga sinirlidir (24-26).
Farkli fare hastalik modellerinde yapilan galismalarda farkli B hlcre alt gruplarinin
regulator fonksiyon gdsterebildikleri bulunmustur. Bunlarin arasinda, bakteriyel
lipopolisakkarit (LPS)’e cevap olarak aktive olan CD1d"CD5" B hiicreleri (B10), CD40
stimilasyonu ile aktive olan CD21Y%s¢ CD23* degisici (transitional) B hiicreleri ve
CD21" marjinal B hiicreleri sayilabilir (27, 28). Farkli modellerde gosterilen bu farkli B
hicre alt gruplarinin ortak 6zelligi anti-enflamatuvar bir sitokin olan interleukin-10 (IL-
10) Uretmeleridir (29). Yakin zaman once yayinlanan ¢alismamizda, ilk defa bir
bakteriyel enfeksiyon fare modelinde, Helicobacter - spesifik regulator B hucre
grubununun  (Hsps-Breg) varhigini  goésterdik (30). Hsps-Breg'lerin  aktivasyonu,
Helicobacter kaynakli Toll-benzeri reseptér-2 (TLR-2) ligandinin TLR-2 reseptorine
baglanmasi ve bunun hucre igi adaptor proteini olan myeloid farklilasma protein 88'i
(MyD88) aktive etmesi sayesinde gergeklesmektedir. TLR-2 -MyD88 yoluyla uyarilan
Hsps-Breg hucrelerinin yizeylerinde MHC-Il, CD-40 ve B7 ekspresyonlari artarken,
ayni zamanda IL-10 ve IL-6 salgilanmaktadir (Sekil 2-soldaki aktive olan B hucresi).
Hsps-Breg'ler fonksiyonlarini, naif T hicrelerinden T regulatér-1 (Tr-1) hucrelerini
uyararak saglamaktadir. Aktive olan B hicreleri naif T hucreleriyle karsilasinca
CD40-CD40L, B7-CD28 ve MHC-II-TCR aracilikh htcre-hlcre etkilesimleri sonucu
naif T hdcrelerini IL-10 Ureten T regulatér-1 (Tr-1) hicrelerine gevirir. Tr-1 regulator
hicre alt grubu immin baskilayici rolini  drettigi IL-10 aracihgiyla
gerceklestirmektedir (31). Daha 6nceden yapilan galismalarimiz, in vivo'da IL-10™
(IL-10 icermeyen) farenin H.felis ile enfeksiyonunun farede ylksek duzeyde patoloji



olusmasina ve buna paralel bakterinin mukozadan temizlenmesine yol agtigini
gostermistir. IL-107 farelere Breg ve Tr-1 hiicrelerinin adoptif transfer metoduyla
verilmesinin immudn yaniti baskilayarak patoloji olusumunu onledigini ¢galismalarimiz
gostermistir (30). Hsps-Breg'lerin detayli karakterizasyonu, Helicobacter baglantili
mide hastaliklarinin gelisimlerinde immunoregulasyonun rolinin anlagiimasina katki
saglayacaktir.
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Sekil 2. Hsps Breg'in Helicobacter TLR-2 ligandi ile aktivasyonunun yol agtigi CD40,

MHC-II ve B7 ekspresyonu ve IL-10 ve IL-6 Uretimleri ile Hsps Breg'in naif T
hucrelerini Tr-1 hucrelere gevirme mekanizmasinin hucre-hucre etkilesimini
gerektirdigi 6zetlenmistir (30).
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Diyabet ve Aterosklerozda Deneysel Modeller
Umit ZEYBEK
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Ateroskleroz Galismalari igin Modeller

Ozellikle memeli organizmalarinda gergeklesen mekanizmalarda ortaya ¢ikan
defektler, defektlerin sebep oldugu yolak bozukluklari, bozukluklarin tamir edilebilme
durumlari, onarilamayan hasarlar sonucu gelisen hastaliklarin tespiti onemlidir.
Cunku hastaliklarin meydana gelmesinde birden fazla faktor rol almaktadir.

Bu faktorlerin hepsinin aydinlatilmasi ile tani ve tedaviye yonelik yararli bilgiler
elde edilebilmektedir. Hlcre yapisi ve fonksiyonu, membran transportu ve kimyasal
sinyaller ile proteinler, enzimler, nikleik asitler gibi molekllerin kimyasal ve fiziksel
yapilarini ve aktivite ile fonksiyon duzenlenimlerini aydinlatma konusunda
caligilabilmektedir.

insan sagligi ile ilgili iki genel deneysel uygulama tercih edilir:
a) insan hastalik modellerine yaklasan modeller olusturarak insan veya primat
hucreleri, dokulari ve organlarini incelemek.
b) insan saglik problemleri ile ilgili olan ancak primatlar veya insanlarin
uzerinde galisiimasi uygun olmayan cesitli model sistemleri kullanmak.

Ozellikle 1990’lardan itibaren The Committee on New and Emerging Models in
Biomedical and Behavioral Research ve National Center for Research Resources
(NCRR) kurumlarinin én planda yer aldigi arastirmalarda bu tir modellemeler 6nemli
derecede kullaniimigtir. Biyomedikal modeller insan hastalik modellerinin hayvan
modellerinden hayvana uygulanmasi, in vitro veya insan hastalik ve biyolojisi ile ilgili
caligsmalari kapsayan bir gruptur

Deney Hayvani Modelleri

Normal biyoloji ve davranislarin yani sira spontan ya da induklenmis bir
patolojik durumun arastiriimasina olanak saglayan modellerdir. Bir model en az bir
biyolojik islev yoninden insan ya da diger hayvan tirlerine benzerlik gostermelidir.
Kacinilmaz olarak, mevcut turler, tUm ihtiyaclara cevap veremedigi durumlarda ozel
arastirmalar igin yeni deneysel model tasarimlari yapiimaktadir.

Deneysel modeller;
Farmakoloji ve Toksikoloji modelleri
Fotal buylme ve gelisim modelleri



Nefrolojik bozukluk modelleri

Ksenotransplantasyon modelleri

Sinirbilimde modeller

Psikolojik bozukluk modelleri

Mikolojide modeller

iskelet hastaliklari modelleri

Kanser aragtirmalarinda modeller

Agdiz hastaliklarinda modeller

Diyabetik Modeller

Kardiyovaskuler Hastalik Modelleri seklinde genel olarak siniflandirilabilir.

Dogru Model Segimi

Ateroskleroz arastirmalari i¢in ideal hayvan modeli segim kriterleri arasinda;
insana benzeyen kardiyovaskuler anatomiye sahip olmasi, hemodinamik yapisi,
fizyolojisi, insan hastaliklarina karakteristik benzerlikler tasimasi, komplikasyonlara
kisa bir zaman icinde mudahele edebilme olanagina sahip olmasi sayilabilir.
Anjiyoplasti (damar genigletiimesi) sonrasi restenoz (tekrar daralma) olusumu
modelleri, domuz ve primat gibi bUyuk hayvanlar ile sigan ve tavsan gibi kuguk
hayvanlarda calisma acgisindan o6nemli farkliliklar gostermektedir. Domuzda,
anjiyotensin converting enzim (ACE) inhibitéri olan cilazapril ile 6n tedavi
uygulanmasi, siddetli veya ilimh balon hasari sonrasi karotid neointimal
myoproliferasyonunun azalmasinda basarisiz olmustur.

Benzer olarak, primat modelinde, cilazapril ile ACE inhibisyonu yapilmis ve
endarterektomi (karotis i¢ katmaninin aterosklerotik plagl icerecek sekilde
cikariimasi), balonun yol acti§i erozyon veya vaskuler sentetik greftleme islemleri
sonrasi gorulen hasarli arterlerde ki intimal kalinlasmayi azaltmamistir. Buna karsilik,
sicanlarda, ACE inhibisyonu, karotid arterinin balon hasari sonrasi gorulen neointima
olusumunu azaltmigtir.

Diger bazi calismalarda ise siganlarda cilazapril 6n uygulamasini takiben
yapilan balon hasarlarinin yol agtigi diz kas hticre proliferasyonunda azalmalar
saptanmigtir.

Kan basinci dizenlenmesi, lipoprotein metabolizmasi veya hasarlara karsi
hicresel cevap gibi arastirmalarda ugranabilecek hayvan kayiplar telafi
edilebilmelidir. Ek olarak, hipertansiyon, ateroskleroz ve diger kardiyovaskuler
hastaliklari galigabilecek iyi hayvan modellerini olugturmada sigan, tavsan ve domuz
turleri ile sinirh kalinmaktadir.Kolestrolle beslenmis tavsanlar genelde insan sartlarini
yanisitacak bir modeldir, ancak insanlardan asiri derecede yuksek kolestrol duzeyi
ve daha yagli makrofajdan zengin lezyonlar gelistirirler. BlyUk hayvanlar tedavilerin
yeterliligi ve gelisiminin gdzlenmesi igin objektif ve invazif olmayan bir sekilde
kardiyovaskuler hastaliklarin molekiler goérintlileme c¢alismalarinda rahatlikla
kullanilabilirler. Goéruntileme erken teshis ve tanisini mimkin kilar. Aterosklerozda
goruntileme calismalari, 6zelikle aterosklerotik plaklarin gézlenmesi igin, ultrason,
bilgisayarli tomografi veya manyetik rezonans gibi gesitli gortintileme ydntemlerini
kullanarak plak bilesiminin belirlenmesine odaklanmistir. Molekller goruntileme ise
lipid (okside LDL), proteaz aktivitesi, aktive olmus endotelyum veya makrofaj gibi
hicresel ve molekiler hedeflerin dizey Olgimuni yaparak yuksek riskli hassas
plaklari saptar.



Goruntuleme sistemlerinin birgogu tavsan veya domuz gibi baylk hayvanlarda
kullaniimasina ragmen farede de aterosklerotik lezyonu goérintilemek mUmkuinddar.
Transplant ateroskleroz calismalari, vaskuler transplantasyonun gergeklestiriimesi
teknik olarak daha kolay oldugu igin genelde sigan, tavsan, domuz, kdpek gibi blytk
hayvanlarda yapilmaktadir. Farkli soylar arasinda transplantasyon (allograft)
yapilarak organ transplantasyonu yaninda ateroskleroza benzerlik gosteren
olusumlar da elde edilir. Ayrica iskemik/reperfiUzyon yaralanmasinin sinerjetik
etkilerini  kullanarak Uretilen sican modelinde immun reaksiyon transplant
aterosklerozunun siddetini arttirmaktadir.

Yesil floresan protein veya LacZ eksprese eden fareler kullanilarak kemik iligi
hicrelerinin vaskiler yaralanma alanlarinin (lezyonlarin) olusumunda rol alan
vaskuler projenitor hicreleri meydana getirdigi gosterilmistir. Bu vaskuller progenitor
hicreler endoteliyal hicrelere veya diz kas hucrelerine farklilasabilir, boylece
vaskuler onarim veya lezyon olusumuna yardimci olurlar.

Bu bulgular 1s1ginda vaskuler hastaliklari hedefleyip isleme baglama, durum
bilgileri edinme, proliferasyon ve dolasimdaki vaskuller projenitér hicrelerin
farklilagsmasi i¢in yeni terapotik stratejilerin geligimi igin bir temel saglayabilir. Cesitli
saf soylarin (genetik olarak homojen) uygunlugu, genetik manipllasyonun kolayhg,
yuksek derecede genetik bilgiye sahip olma ve 6zellikle ateroskleroz icin farkl fare
soylarinin bulunmasindan dolayi, fareler genetik yaklagsimda tercih edilen deney
hayvanlardir.

Kantitatif lokus 6zellikli analizlerde kromozomal harita lokusunu belirten kiguk
araliklari da iceren fare genomunu kapsayan 100-200 soya 6zgu polimorfik belirteg
kullantlir.

Aterosklerotik Lezyon Tirleri

insanlardaki lezyon gelisimine benzer sekilde farelerin, biiylik veya orta
blayuklUkteki elastik veya kas arterlerinin intimasinda hucre disi lipid birikimleri,
matriks depolanmalari, lipid yukli makrofajlar, enflamatuvar ve diz kas hicre
olusumlari gézlenmistir.

Lezyonlar, genellikle akim turbulanslarinda veya damarlarin dallanma ya da
bukulme noktalari gibi yerlerinde meydana gelebilir ve aort koku, pulmoner, karotis,
subklavyen, koroner ve brakiyosefalik arter, aortik arkusun kuguk kurvaturu, bdbrek,
interkostal ve iliak arterler gibi arteriyal aga¢ boyunca yaygin olabilirler. Amerikan Kalp
Birligi tarafindan insan lezyonlarina gére yapilan siniflandirmalari kullanarak fare
lezyonlari; yag cizgileri (damarlari), orta ve ileri lezyonlar olarak kategorize edilir.
Kisaca yag cizgileri lezyonlari subendoteliyal alanin iginde bulunan lipid dolu
makrofajlar ya da képuk hicrelerinin varhgi ile karakterize olabilir. Orta siddetli 6zellik
gOsteren durumlar, kollajen lifleri gibi diz kas hudcrelerinin ve hicre digi matriks
birikimleri ile ayirt edimektedir. Gelismis lezyon, genis fibrozis, damar duvarinin
incelmesi ve kolesterol kristalleri ile nekrotik ve kalsifiye doku varligi gibi 6zelliklere
sahiptir.

Farelerde aterosklerozu gelistirmek icin kullanilan bati tipi ve aterojenik diyet
olarak iki tip diyet bulunmaktadir. lkisi de diuzenli olarak kullanilan diyetlere kiyasla
daha fazla yag ve kolesterol igerir. Bati tipi diyet sadece % 0.15 (w/w) kolesterol ve %



21 (w/w) yag, aterojenik diyet ise % 1 (w/w) kolesterol icerir. Aterojenik diyete, diyet
bileseninde bulunmayan kolik asid eklenerek enflamasyon gelisimi tetiklenir ve
bdylece aterojeniklik yiikselir. Ornedin C57BL/6 soyunun, C3H soyuna gére
ateroskleroza yuksek elverigliligi, hiperlipidemiye endoteliyal hucrelerin cevabinin
farkli olmasiyla baglantili olabilir. Shi ve ark., C57BL/6 farelerin aortundan izole
edilmis endoteliyal hicreleri inceleyerek minimal sekilde dedismis disuk yogunluklu
lipoproteine (LDL) cevapta enflamatuvar proteinlerin induklemesinin 6nemli rol
oynadigini goéstermistir. Ancak C3H farelerde ¢cok az ya da hi¢ indiklenme
g6zlenmemektedir.

Aterosklerozda Yeni Zelanda (NZW) tavsani en ¢ok kullanilan model olmustur.
Tavsanlar lezyon karakterizasyonunda, ilag mudahalelerinde, mekanik damar
yaralanmalarinda ve damar metabolizmasi g¢aligmalarinda kullaniimigtir. Hastahgin
siddeti ve uyarilma zamanina bagli olarak, 4 - 16 hafta arasi % 0.5 - 2 kolesterol
diyeti ile beslenmektedirler. Bu diyet tavsanlar tarafindan iyi tolere edilebilmekte ve
lezyon boyutunda belirgin degisiklikler ile beraber lezyonlar surekli olarak ortaya
¢cikmaktadir. Bu ailede en ¢ok taninan tavsan soyu olan Watanabe Heritable
HyperLipidemic (WHHL) (watanabe kalitsal hiperlipidemi) tavsani, ylksek kolesterole
sahip tek tavsandan inbred Uretim ile Watanabe tarafindan geligtiriimigtir. WHHL
tavsanlarinin membran LDL reseptorlerinde eksik LDL katabolizmasi ile sonuglanan
bir bozukluk bulunmaktadir. Golden Suriye hamsteri insanlara benzer sekilde,
normalde yliksek HDL-C duzeylerine sahiptir, buna karsilik diyet kolesteroli (~ 0.1
%) anlamh derecede LDL-C seviyesini arttirir ve doymus yaglar da bu seviyeleri
yukseltmektedir. Doymus yag ve kolesterol kombinasyonu, aterosklerozu tetiklerken,
6 haftalik uygulama sonrasi insana benzer aterosklerotik lezyonlar gozlenir.

Makaslama Kuvveti (Shear stres) Modeli

Cerrahi: boyun diseksiyonu vasitasiyla sol common carotis artere, damarda % 90
oraninda tikaniklik yaratacak bir perivaskuler silikon kilif yerlestirilir.



Cerrahi islem sonrasi: Tavsanlar 12 hafta boyunca % 1’lik hiperkolesterolemik yem
ile beslenirler. Arterlerin bifurkasyon bolgeleri ve aort kavsi gibi kan akim paternlerinin
degistigi bolgelerde izlenmesi, bu bolgelerde olusan kan akiminin 6zelliklerinin
incelenmesine yol acmistir. Bu bolgelerde kan akimi nedeni ile olusan shear stress
(makaslama kuvveti)’in turbulan ya da az olmasinin, ateroskleroz gelisimi ile
yakindan iligkili oldugu gozlenmektedir.

internal memeli
arteri

Karotid arter

insana benzer kardiyovaskiiler anatomiye sahip, spontan lezyon ve omnivor
diyet tuketimi sonrasi olusan domuz modelleri ateroskleroz arastirmalarinda onemli
avantajlar saglamaktadir. Aort, koroner ve serebral damarlarda belirgin sekilde
bulunan lezyonlarin dagilimi insan lezyonlarina benzerlik gosterir. Ornegin Yucatan
minyatur domuz diyetle uyariimis ateroskleoza duyarli ve insana benzer lezyonlarin
gelisimine olanak saglayan bir soydur. Bu domuzlarin LDL katabolizmasinda oransal
azalma bulunmaktadir ve kendiliginden gelismis ateroskleroz sonucu plaklar arasi
kanama olugmaktadir.




Diyabet Galigmalari igin Modeller

Tip1 Diabetes Mellitus modelleri

Kimyasal indiikleme Modelleri

Alloksan (2, 4, 5, 6 Tetraokzohekzahidropirimidin);

Urik asit tiirevi toksik bir glukoz analogudur. Glukozla uyarilan insilin salinimini
inhibe eder (Ylksek dozda B hiicre nekrozu). Ayrica mitokondriyal transport sistemini
inhibe ederek hucre i¢i pH’In yukselmesine ve hucre 6lumune de neden olur. Serbest
radikal hasari olusturan etkisi de bulunmaktadir. Alloksanin diyabetojenik dozu 40 -
120 mg/kg’dir. In vivo agidan dezavantajlari, fizyolojik pH’da stabil olmamasi,
diyetteki sekerlerin koruyucu olabilmesi tlire ve yasa gore genis varyasyona sahip
olmasi ve yuksek dozda nefrotoksik etkili olmasi sayilabilir.

Streptozotocin (STZ2) (2-deoxy-2-({[methyl(nitroso)amino]carbonyl}amino)-B-D-
glucopyranose);

Farelerde c¢oklu dusik doz uygulama ile Tip 1 Diyabet olugsmaktadir.
“Streptomyces achromogenes’in” metaboliti olan STZ’nin antibiyotik, antitimoral ve
karsinojenik etkileri vardir. STZ pankreasin B hucrelerine dogrudan toksik etkilidir.
Yapisindaki glukoz molekuli nedeniyle plazma membranindaki glukoreseptorlere
(GLUT2) baglanir. STZ glukozla uyarilan insulin salimini bloke eder. Siganlarda 50-
100 mg/ kg dozlarinda i.p ya da i.v yollarla uygulanabilir. Siganlarda yalniz tek -
yuksek doz uygulanirken farelerde ek olarak ¢oklu dusuk “subdiyabetojenik” dozlarda
da uygulanabilmektedir (40 mg/kg x 5 glin veya 35 mg x 6 gliin). Bu modelle adacik
hdcrelerinde hucresel immun yanitin  artisi ile agir bir mononukleer hucre
enfiltrasyonu-instilitis olusturulmaktadir. STZ’in temel etki yerlerinden biri de ¢ekirdek
DNA’sidir. STZ’in hicre iginde dekompozisyonu ile olusan reaktif karbonyum iyonlari
DNA bazlarinda alkilasyona neden olur. DNA tamiri izler ve bu sirada gorev alan poli
(ADP) riboz sentetaz hiicre igindeki NAD™1 kullandigindan NAD" depolari bosalir.
Oksidan o6zelliktedir, B hucrelerinde glutatyon, eritrositlerde ise SOD duzeylerini
dusurur. Nefrotoksik ve hepatotoksik etkileri de mevcuttur.

Alloksan-Streptozotocin;

Alloksan ile daha yuksek kan sekeri diizeyleri elde edilir. Kan glukozunun STZ'e
yaniti trifazik iken Alloksan’a yanit tetrafaziktir. Alloksan ile ketoz tablosu daha sik
olusur. STZ diyabetinde noéropati daha siddetli seyreder. STZ ile [ hicre
rejenerasyonu ve adenom riski daha fazladir (% 5-99). “Onkojenik etki” STZ'in
hiicre toksisitesi daha spesifiktir. Alloksan serbest radikal olusumu ile etki gosterirken
STZ DNA alkilasyonuna neden olmaktadir.

Spontan modeller

BB Sigan;

60-120 gun arasinda Tip 1 Diabetes Mellitus geligir. Diyabetik insidans cinsiyete
gore farkhhk gostermez (% 80-90). Hiperglisemi, hipoinsulinemi, glikozuri,
dehidratasyon, poliuri, polidipsi ve polifaji gelisir. Gunlik insulin tedavisine
gereksinimi, ketoasidoz riskinin yliksek olmasi (% 60-80) dezavantaj olusturmaktadir.
BB siganlarda diyabet yaklasik 3 aylikken baglar. BB siganlarin diger ozellikleri ise



genetik predispozisyonun varligi ile diyabet sikligi agisindan cinsiyet farki
olmamasidir.

NOD fare;

80-200 gunde Tip 1 Diabetes Mellitus gelisir. Diyabet insidansi cinsiyete gore
farklilik gosterir (2 % 80-90 ve & % 60). Hipoinsulinemi, glikoziiri, hiperkolesterolemi,
ketonuri, polidipsi, politri, ve polifaji gelisir. Orta derecede ketoasidoz ve insdulitis
g6zlenir. Bir bugday proteini olan gluten BB sican ve NOD fare icin gugli bir
diyabetojendir.

Tip 2 Diabetes Mellitus Modelleri
Kimyasal indiikleme modelleri

Alloksan ve Streptozotocin;

Farelerde ¢oklu disik doz STZ “subdiyabetojenik doz” uygulamasi ile orta
dereceli insulin yetersizligi olusturulabilir. DUsUk dozlarda verildiginde B hicre
kitlesinin kismen azalmasina ve toksisitesine sebep olur. Ketoza egilimli olmayan orta
derecede bir insulin eksikligi gozlenir. Pankreas insulini normalin % 10’nun altina
dustiginde Tip 2 Diabetes Mellitus gelisir. Yaklasik 100 mg/kg neonatal STZ
uygulamasi da son yillarda siklikla tercih edilen bir modeldir. Diger yandan STZ +
Nikotinamid uygulamasi ile orta derecede hiperglisemi ortaya ¢ikar.

Spontan Modeller

Db/Db Diyabetik Fare;

Db/Db farelerin 4. kromozomunda bulunan hipotalamik leptin reseptort geninde
mutasyon gdzlenmektedir. Leptine karsi reseptdr cevabi olusmaz. insilin direnci,
hiperglisemi oncesi saptanabilir. Diren¢ ile beraber hipergliseminin seviyesi de
yukselir. Karbohidrat monomerlerinden zengin diyet diyabetin baslangicini hizlandirir.
Adacik lezyonlari ile hipergliseminin ciddiyeti artar.

Ob/Ob Fare;

Orta dereceli hiperglisemi ile birlikte obezite gozlenir. Yani obez-diyabetik bir
modeldir. Db farelerden farkli olarak hem leptin geninde ki mutasyon 6. kromozomda
bulunmakta hem de retinopati, periferik noéropati ve bdbrek lezyonlari
gorulmemektedir. Bununla birlikte hiperinsulinemi, obezite, hiperfaji ve insilin direnci
ile karakterize edilirler. NOoroendokrin ve hipotalamik anomaliler de vardir.

GK (Goto-kakizaki) Sigan;

Glukoz toleranssizligi, uzun sureli ve orta derecede hiperinsilinemi ve insulin
direnci bulunan bu model stabil oldugu i¢in deneysel agidan avantajlidir. Bu modelde
B hlcresi glukozu tantlyamayip ona karsi bir yanitsizlik ortaya koyar.

Transgenik Modeller
Tip 1 diyabet patogenezinin anlagilmasinda onemli katkilar saglamaktadirlar.

Zucker-Lepr*fa sican;



Kromozom 5 lizerinde otozomal resesif mutasyon gozlenir. Insilin direnci,
hiperfaji, kas atrofisi, hiperlipemi tablosu vardir. Adiposit hipertrofisi ve hiperplazisi, ile
hiperkolesterolemi ve hiperinsulinemi de olusmaktadir.

Zucker fa/fa sigan;

Bu kategorideki esas modeldir. Bu fare insilin direnci, hiperfaji ve
hiperinsulinemi modeli olarak genis ¢apta arastirilmigtir. Normal degerinin 10-20 kat
uzerinde plazma insulin duzeylerine sahiptirler. Kahverengi yag dokusu
termogenezinde azalma ve erken donemde hiperfaji ve hiperinsilinemi gozlenir.
Diger 6nemli modellerden birisi ise obese NOD-Leprdb-5J/Lt faredir.

Cerrahi modeller

Parsiyel Pankreatektomi;
Pankreasin % 90’1 c¢ikartiirsa orta derecede hiperglisemi olusmaktadir.
Hipotalamik lezyonlar bu modele ait dnemli bulgulardir.

Diyet ve Erken Malnditrisyon;
Yuksek yagli ve sukrozca zengin diyet insulin konsantrasyonlarini arttirabilir,
glukoz toleransini bozabilir.

Hormonal Indiiklenme;
Deksametazon ve glukokortikoidler, insulin direncini etkileyebilir, endokrinopati
ve hiperglisemiye yol acgabilir.
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Obezite ve Deneysel Model

Aydin CEVIK
istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE)
Deney Hayvanlari Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dall,
istanbul, Tiirkiye

Obezite, Diinya Saglik Orgiti(DSO) tarafindan “Sagligi bozacak sekilde yag
dokularinda anormal veya asiri miktarda yag birikmesidir” seklinde tanimlanmaktadir.
Daha kapsamli bir ifadeyle, obezite, bedenin yag kitlesinin yagsiz kitleye oraninin
asirl artmasi ve davranissal, hormonal ve metabolik degisikliklerle karakterize edilen
kompleks, multifaktoriyel ve kronik bir hastaliktir. Obezitenin gelisiminde enerji
dengesini dizenleyen noroendokrin mekanizmalar Gzerinde etkili olan gevresel ve
genetik faktorlerin birbirleriyle etkilesimlerinin 6nemli rol oynadigi 6ne surilmektedir.

Viucuda besinlerle alinan enerjinin, metabolizma ve fiziksel aktivite sonrasinda
harcanan enerjiden fazla olmasi durumunda, pozitif enerji dengesi olustugundan
fazla enerji vucutta yag olarak depolanmaktadir. Yag dokusundaki artigin sonucu
olarak vucut agirhgr da artmaktadir. Vicut agirligindaki bu artig, obezite
degerlendirme olgitlerinden biri olan beden kitle indeksinde (BKI) artisa neden
olmaktadir. BKi degeri (viicut agirhgi/boyun karesi) = 30 ise kisi obez olarak kabul
edilmektedir.

Obezite basta tip 2 diyabet olmak Uzere hipertansiyon, kalp-damar hastaliklari,
kanser, dislipidemi, infertilite, polikistik over sendromu, lumbago, astim, safra kesesi
hastaliklari, lumbago, uyku apnesi gibi bircok hastaligin gelisimine katkida bulunarak
insanlarda yasam suresi ve kalitesine olumsuz etki yapmaktadir. Kuresellesme ve
kentlesme sireci igerisinde beslenme aligkanliklarinin degismesi, fiziksel aktivitenin
azalmasi ve yuksek enerijili yiyeceklere kolay erisimle birlikte gelismis ve gelismekte
olan llkelerde prevalansi hizla artmaktadir. Diinya saglik érgutti (DSO) tarafindan ilk
kez infeksiyon olmayan bir hastaligin hizli ve yaygin artisini vurgulamak amaci ile
“obezite pandemisi ” ifadesi kullaniimistir.

Hayvan Modelleri

Bir hastaligin hayvan modeli, o hastaligin patofizyolojik karakteristiklerinin
timunt ya da c¢ogunu temsil etmesi durumunda iyi bir model olarak
nitelendiriimektedir. Patogenezi henlz tam olarak agikliga kavusturulamayan
obezitenin molekuler mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi igin iyi hayvan
modellerinin varligi ¢ok 6nemlidir. Obezitenin hayvan modelleri, obezitenin ortaya
¢lkma zamanina, kapsamina, diyabet veya insulin direncinin eglik edip etmedigine,
metabolizma degisikliklerine ve besin alimina bagl olarak buylk olgude farklihk
gOstermektedir.

Enerji dengesini dizenleyen homeostatik mekanizmalarin aydinlatiimasi,
yuksek yag icerikli diyetlere verilen yanitlarin degerlendiriimesi, obezite tedavisine
yonelik farmasotiklerin geligtirilmesi, monogenik ve poligenik mutasyonlarin obezite
patogenezindeki rolleri, hayvan modelleri UGzerinde arastiriimaktadir. Obezite
calismalarinda en c¢ok kullanilan hayvan modelleri, gen haritasinin iyi bilinmesi ve
cok sayida transgenik, knockout, spontan mutant soylarinin bulunmasi nedeniyle
farelerdir. insanlarda da fare obezite genleri ile homolog genlerde ya da ayni
metabolik yolakta etkili genlerde mutasyonlar tanimlanmis ve hayvan modellerinde



yapilan c¢alismalar sonucunda segilen aday genlerde mutasyon c¢alismalari
yurutulmektedir.

Cevresel Faktorlerle indiiklenen Obezite

Kemirgenlerde % 20 - 60 oraninda yag iceren yuksek yagli diyetlerle
beslenmeyle obezite indliklenebilmektedir. Bu amacla, S.Dawley, Wistar albino, Long
Evans sigan soylari ve C57BL/6 fare soyu kullaniimaktadir. Kemirgenlerde hayvansal
yadlar ve omega-3 ve omega-6 yag asitleri iceren bitkisel yaglarla obez ve insulin
direncli fenotip olusturulabilirken balik yagi ile beslenen hayvanlarda obez fenotipi
gelismemektedir. Ayrica fenotip kadar obezitenin patogenezi de insanlardakine
benzerlik gostermelidir. Bunlarin yanisira, diyet aliminin dogru olgulebilmesi icin
bireysel kafeslerde barindiriimasi, gece aktif hayvanlar olmalarina dikkat edilmesi
gerekmektedir. Nutrient kompozisyonu bilinen yuksek yagli ya da yuksek yag ve
yUksek sukroz (yagdan gelen enerji % 21 - 31) igeren diyetlere alternatif olarak
kullanilan kafeterya diyetinin (en az % 40 yag) dezavantaji, nutrient
kompozisyonunun kontrol edilememesi ve yetersiz protein alimina yol agabilmesidir.
Obezite galismalarinda yabani tip kemirgenler arastirmacilar tarafindan daha g¢ok
tercih edilmektedir.

Spontan mutantlar

Bazi kemirgen soylarinda obez fenotiple sonuglanan spontan mutasyonlara
nadiren de olsa rastlanmaktadir. Bir pigment kontrol geni olan ve 1992 yilinda
Bultman ve ark. tarafindan klonlanmig olan aguti, molekller dizeyde ilk obezite
genidir. Tek gen mutasyonu o6rneklerinden biri de 1994 yilinda ob/ob farelerde
kesfedilen leptin genidir. Leptin yag dokusundan salinan ve enerji kullanimini arttiran
onemli bir anaoreksigenik faktordir. Leptin geni veya reseptorinde spontan
mutasyon gorulen fare ve sigan soylari yine arastirmalarda siklikla tercih edilirler.
Karboksipeptidaz E geni (POMC ve proinsilin), Tubby geni, Yellow A “V/- , attractin
geni mutasyonlarinin kemirgen modelleri obeziteyle iligkili diger spontan mutasyon
ornekleridir (Tablo 1).

Tablo 1. Cevresel yolla induklenen obezite ve spontan mutantlar

Obezite Modeli Orijin Tip Fenotip Diyet

Cevresel model s/f | diyetsel | geg insulin direnci; diyet yag % | y.yagh
Lep®®/Lep® fare spontan | erken | leptin fonksiyonu; morbid | normal
Lep®™/Lep™res F | spontan | erken | leptin direnci; morbid,T2D | normal
Zucker “@ sican | spontan | erken | leptin direnci; morbid normal
ZDF ™ gican spontan | erken | ins ve lep direnci, T2DM y. yagh
Koletsky ™™ sican | spontan | erken | leptin direnci; morbid, HT | normal
Tubby fare spontan | erken | retinal dejenerasyon normal
GH-n dwarf sigcan | spontan | ge¢ GH noks. bagl obezite y. yagli
Yellow AAY" fare | spontan | gec ins ve lep direnci, hiperfaji | normal
CPE gen mut. fare | spontan | ge¢ ins duy.; POMC olug;DM normal

Poligenik Obezite Modelleri

Monogenik modellerin obezitenin biyolojisi hakkinda 6nemli bilgiler saglamasina
karsin insan obezitesi poligenik karakter tagimaktadir. Bir poligenik model olan erkek



NZO farelerde tip 2 diyabet gelismektedir. insandakine benzer sekilde hiperfaiji,
azalmis enerji tiketimi ve fiziksel aktivite obeziteye neden olmaktadir. TSOD
farelerde obeziteye diyabet, hiperglisemi ve hiperinsulinemi eslik eder. Diger ornekler
M16 (hiperfaji, hiperleptinemi ve hiperinsilinemi erken ortaya c¢ikan obezite), KK
(insulin direnci ve tip 2DM fenotipli obez) farelerdir.

Gen Miihendisligi Uriinii Mutantlar
Overekspresyon modelleri

Transgenik overekspresyon yoluyla elde edilen fare modelleri insanlardaki gibi
poligenik yapidaki obezitenin patojenezi ve enerji dengesinin fizyolojik ve molekuler
mekanizmalari  Uzerine tasarlanan c¢alismalarda vyararli modeller olarak
kullaniimaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Overekpresyona dayali modeller

Ob Model -OE | Orijin | Tip Fenotip Diyet

CREF fare Tg erken | trunkal obezite; ge¢ diyabet normal
AGRP fare Tg gec ins, lep direnci, hipf, pigment. | normal
GLUT-4 fare Tg erken |y.d.da glu. met; adiposit farkl. | normal
Sindropin fare | Tg matir | hiperins;ilimh; MCR agonist normal
MCH fare —-mel | Tg gec ins direnci; orta yas ob, |y.yagh

T2DM

GH inaktiv. Tg A/K GH(-) lipoliz diz.; GH met fiz. | normal
SLOB sigan Tg gec farkli bir obezite fenotipi normal

Gen Disrupsiyonuna Dayali Modeller

Gen hedefleme (knockout) yoluyla ilgili reseptorlerin inaktivasyonu, obez
fenotipe sahip (Melanokortin-4 Reseptor noksan, Pro-opiomelanokortin mutant,
oreksin noksan, Noropeptit-Y1 reseptor gen mutant knockout (KO) fare soylarinin
uretiimesine olanak saglamaktadir. KO farelerin barindirilma kosullari (bireysel ya da
grup halinde barindiriima, kafes tipi, kafes zemini, oda sicakligi ve c¢evre
zenginlestirme) beslenme davraniglarini, yem alimini ve agirlik kazanimlarini énemli
Olcude etkiledigi dikkate alinmalidir. Bu genetik modeller enerji homeostazi ve
metabolizmasina iligkin  mekanizmalarin daha iyi anlasiimasina katkida
bulunmaktadirlar (Tablo 3).

Tablo 3. Gen disrupsiyonuna dayali modeller

Ob Model -dr- fare | Orijin | Tip Fenotip Diyet
MC4-R noksan KO erken | Morbid; i.d; MC4-R agonist | normal
MC3-R noksan KO geg MC sist rol; ago-anta.; i.d. | normally.y
POMC noksan KO geg MC res ago; en denge; i.d. | normally.y
CART noksan KO geg koka&amf en. deng. etki y.yagli
Oreksinn ablasyon | KO gec narkolepsi; hipofajik ob normal
Bs-Adren.res. n F KO erken | Bs3-AR ligandl. se¢ & fonks. | normal
Nhlh2 n del. F KO gec d bireylerde infertilite normal
BAT ablasyonu KO erken | az. en tiketimi; i.d.; T2DM normal
NPY-Y1-R noksan | KO erken | hiperins.; thml; NPY | normal




agonist
NPY-Y2-R noksan | KO erken | hafif; néropeptit Y2 agonist | normal
serotoninyc-R n KO gec Hipf ob; orta yas ob; | normal
hiperins
PPAR-a-R noksan | KO erken | Hipf (-) ob?; peroksizom | normal
aktv.
ICAM-1 noksan KO er/ge¢ | i. normal gec/yy erken ob | normallyy
BombesinRS-3n KO gec thmh; T2DM; kan basinci 1 | normal
NIRKO IR gen. in. | KO erken | i.d patogen.; hipertrigliser. y.yagdl

Kimyasal ve Cerrahi Manipulasyonlar

Noérotransmisyonu bozabilen spesifik lezyonlar mekanik olarak elektrolitik
(ventromediyal hipotalamus (VMH), Paraventrikiler hipotalamus (PVN), Amigdala)
radyofrekansi, cerrahi kesi (hipotalamus, ortabeyin) ve kimyasal (kolsisin veya kainik
asit, ibotenik asit, monosodyum glutamat ve altin tioglukoz gibi néronal toksinler),
viral (Scrapie, CDV) yollarla spesifik lezyonlar uretilebilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4. Kimyasal veya cerrahi manipulasyonlar ile elde edilen modeller

Obez Model | Orijin Tip Fenotip Diyet

VMH lezyon | Kim/Cer | degisken | hiperfaji; obezite, normal
PVN lezyon | Kim/Cer | degisken | hiperfaiji; insulin direnci normal
ARC lezyon | Kim/Cer | degigken | hiperfaji; insulin direnci normal

Sonug ve beklentiler

insanda obeziteden sorumlu tutulan tek gen mutasyonlarina nadiren
rastlanmaktadir. Obezitenin ¢ogu kez cevresel faktorlerle poligenik faktorlerin
karsilikli etkilegsimlerinin sonucunda ortaya ciktigi one surulmektedir. Bu konuda
yapilan c¢alismalar degerlendirildiginde, insandaki obezite i¢in en uygun hayvan
modelinin, bir outbred soyun bireylerinin gevrenin deneysel amacli manipulasyonlari
sonucunda yag kazanimlari oldugu gorulmektedir. Bununla birlikte, yag kutlesinde
artisa yol acan spontan ve gen muhendisligi Grind mutantlarin yalnizca alternatif
modeller olmayip ayni zamanda terapdtik ilaglarin denenmesi, dizenleyici yolaklarin
ve fizyolojik mekanizmalarin incelenmesi bakimindan essiz kaynak sagladiklarini
ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, obezite arastirmalarinda kullanilan hayvan sayisini azaltmak
uzere gelistirilen yeni bilgisayar modellemelerinin veya hucre kaltirl ¢alismalarinin
sayisindaki artisin, hayvanlarin deneysel amacli kullanimlarinin énemini azaltmak
yerine bilgilerimizi daha da zenginlestirecegi ongorulmektedir.
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ABSTRACT

Food allergies are increasing in prevalence but models for analysis of
mechanisms of immune sensitization and anaphylactic responses are limited. Mice,
like humans, are normally tolerant of ingested antigens. As IL-4 is a critical cytokine
in Th2 responses and since IL-4 receptor (IL-4R) polymorphisms have been linked to
atopy, we hypothesized that mice with enhanced IL-4R signaling would generate
specific IgE responses to food antigens and that they would exhibit anaphylactic
reactions upon challenge. To test this hypothesis F709 mice, in which the IL-4Ra
immuno-tyrosine inhibitory motif (ITIM) motif is inactivated, were gavage fed with
ovalbumin (OVA). F709 mice exhibited increased OVA-specific IgE responses along
with increased intestinal mast cell numbers and evidence of mast cell activation and
systemic anaphylaxis upon enteral OVA challenge. Anaphylaxis was IgE-dependent.
We conclude that augmented IL-4Ra signaling results in increased sensitivity to food
allergens and that food anaphylaxis, unlike systemic anaphylaxis, is IgE-dependent.

Introduction

Food allergy has emerged as a major health issue in developed countries with
an estimated prevalence of up to 6 % in children and 3 % in the adult population (1,
2). Children are typically sensitized early in life and their allergies manifest either as
immediate hypersensitivity (urticaria, anaphylaxis) or as chronic inflammatory
responses including atopic dermatitis and food protein-induced enteropathies.
Treatments for food allergy are very limited and management generally involves
counseling patients regarding lifelong avoidance of the food allergen(s).

IL-4 and IL-13, both products of activated T-helper cells are critical in
sensitization to allergens and in inducing the physiologic, inflammatory and
immunologic manifestations of allergic diseases (3-7). While they signal through a
common receptor and are each, independently, capable of eliciting many aspects of
allergic pathophysiology, separate functions have been defined for the two cytokines.
IL-4 but not -13 is both necessary and sufficient for the effective induction of CD4"
TH2 responses and plays a major role in IgE synthesis. However IL-13 is expressed
by more cell types and is present at higher levels at sites of allergic inflammation
where it appears to play a dominant role in driving aspects of allergic
pathophysiology including enhanced airway responsiveness to cholinergic agonists
and mucus cell metaplasia in airway epithelium (8). IL-13 but not IL-4 is necessary
and sufficient for the physiologic manifestations of asthma in murine asthma models
(3,7, 9-11).

IL-4 binds to two distinct receptors (types | and Il) whereas IL-13 binds and
signals only via the type Il receptor (12-14). The type | receptor is composed of a



cytokine-binding a-chain, capable of binding IL-4 and the y. signaling chain shared by
several cytokine receptors. The type Il receptor, also a heterodimer, contains the
same IL-4-binding IL-4Ra chain in association with the IL-13Ral chain which
recognizes IL-13. Thus the type | receptor can deliver signals in response to IL-4,
and the type Il receptor is triggered via both IL-4 and IL-13.

The type | and type Il receptors activate distinct signaling pathways. JAK3 is
activated by y. while Tyk2 and JAK2 are stimulated upon IL-13Ral engagement.
The activated protein tyrosine kinases phosphorylate SH2 domains in the IL-4Ra
cytoplasmic domain which, in turn, serve as docking sites for STAT6. A second
signaling intermediate, IRS-2, is also recruited to the IL-4Ra chain following ligand
binding and binds to the 14R (insulin/IL-4R) motif at Y*’ (15). IRS-2 is a target of
phosphorylation by JAK3 and JAK2 and then, via the action of phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) activates downstream signaling by the Akt and other pathways. In
cells (like macrophages) expressing both type | and Il IL-4 receptors, IRS-2
phosphorylation is more efficiently induced by IL-4 signaling, while in cells expressing
only the type Il receptor IRS-2 is not activated implicating the type | receptor chains
in IRS-2 activation (16). We have shown that targeted disruption of the I14R site
(Y500F) elicits an enhanced allergic phenotype (17). The homologous mutation is
associated with asthma in human populations suggesting a negative regulatory
function for IRS-2 signaling pathway(s) (18, 19). This negative effect could be
mediated both by y.-dependent induction of genes whose products inhibit allergic
inflammation including FIZZ1 and YM-1 (a chitinase) and by suppression of genes
associated with allergic inflammation (20, 21).

Reports of associations between genetic polymorphisms of cytokines and
receptors in the IL4/13 axis with atopic diseases have suggested that mutation-
induced alterations in IL-4/13 signaling give rise to enhanced susceptibility to allergy
(18, 22-32). However the genetic data implicating these loci has been interpreted
with caution since the identified polymorphisms could exist in linkage disequilibrium
with pathogenic mutations in neighboring genes. Chatila and colleagues have
undertaken a direct analysis of the functional consequences of alterations in IL-4Ra
structure in vivo by generating “knock-in” mice which harbor signaling mutations. We
have previously characterized the allergic responses of these animals. Mice
harboring the Y709F mutation which disrupts the immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif of IL-4Ra, which is known to bind to negative-regulatory
phosphatases including SHP-1, SHP-2 and SHIP, have markedly elevated IgE levels
and increased susceptibility to allergen induced airway inflammation (33). We have
recently taken advantage of the allergic phenotype of these animals to develop a
novel model of food allergy which will be reviewed here (34).

Materials and Methods
Animals

Wild-type (Y709) BALB/c mice were purchased from Taconic Farms
(Germantown, NY). C.129.114ra""%®F"% (F709) mice were bred onto a BALBI/c
background (ten generations). All mice were housed in a specific pathogen-free
environment and were 6 to 12 weeks old. All experiments were carried out in
accordance with the IACUC policies and procedures of Children’s Hospital, Boston.



Sensitization of mice

For sensitization, Y709 or F709 mice were treated intragastrically (i.g.) with
sterile PBS or 5 mg ovalbumin (OVA; Sigma) and 20 ug CT in 250 pl sterile PBS
(saline) on days 0, 1, 2 and 7. This was followed by weekly sensitization with OVA
and CT for 8 more weeks. In the 9" week, mice were challenged with a large dose
(150 mg) of OVA. In the 9™ week, mice were challenged with 150 mg OVA.

Measurement of anaphylaxis

Anaphylaxis was assessed in challenged mice by measuring changes in body
temperature using transponders placed subcutaneously two days prior to challenge
(34).

ELISA’s for murine mast cell protease- 1(mMCP-1), total and OVA-specific IgE

An mMCP-1 ELISA was performed on serum samples using a kit (Moredun
Scientific Ltd., Scotland). Total IgE levels as well as OVA-specific IgE were measured
using sandwich ELISA’s.

Splenocyte stimulation and ELISA’s for IL-4, IL-5 and IL-13  One million spleen
cells were cultured in triplicate with 200 pg/ml OVA or 0.2 ug/ml CD3 and CD28 in
1ml complete RPMI 1640 with 10 % fetal calf serum. Supernatants were collected at
24, 48 and 96 hr and levels of IL-4, IL-5 and IL-13 determined by ELISA according to
the manufacturer’s instructions (IL-4 and IL-5 from BD Biosciences; IL-13 from R&D
Systems).

Results

Most established models of food allergy require parenteral priming
(intraperitoneal injection of allergen with alum adjuvant) in order to induce immune
responses. Even in primed mice enteral challenge does not drive the type of intense
allergic responses (systemic anaphylaxis) observed in human subjects. We
hypothesized that animals with an activating mutation of the IL-4Ra chain would have
an enhanced sensitivity to enteral allergen exposure (Ig and T cell responses) and
would exhibit more intense reactions upon enteral allergen challenge (systemic
anaphylaxis). Using ovalbumin (OVA) as an allergen, we showed that F709 mice
indeed mounted stronger food allergy response and the data are reviewed here (34).

F709 mice were subjected to a murine food allergy model adapted from
Knippels and colleagues in which sensitization is performed enterally in the presence
of the adjuvant, cholera toxin, over a 9-week period with no intraperitoneal priming
and challenge is also by gavage (Figure 1A) (35). In addition to having elevated IgE
at baseline, the F709 animals exhibited stronger OVA-specific and total IgE
responses to OVA (Figure 1B). OVA-specific T cell responses were also increased in
the IL-4Ra mutant mice. Splenocytes of enterally sensitized mice were stimulated
with OVA and supernatants analyzed by ELISA for the presence of Th2 cytokines, IL-
4, IL-5 and IL-13. While OVA-exposed wild-type (Y709) mice did mount a specific IL-
5 response, allergen-specific induction of both IL-4 and IL-13 was markedly
enhanced in the F709 T cells (Figure 2). These findings indicate that amplification of
IL-4 signaling leads to increased sensitization to food antigens with elevated IgE
production and specific Th2 responses.
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Figure 1 Allergic sensitization of F709 mice. A. Schematic representation of the
sensitization protocol. Animals are gavaged weekly with 20 ug cholera toxin (CT)
together with 5 mg OVA. After 9 weeks they are subjected to challenge by gavage
feeding of 200 mg OVA. Control mice are sensitized with CT alone and challenged
with OVA. B. Total IgE levels following completion of this protocol in F709 and Y709
(WT) mice. C. Induction of OVA-specific IgE antibodies as determined by IgE-
capture ELISA.
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Figure 2. Induction of systemic Th2 responses in F709 mice. Y709 and F709 mice
were treated with OVA and CT as indicated in the protocol of Figure 1. After



challenge, splenocytes were harvested and cultured with OVA. Supernatant levels of
IL-4, IL-5 and IL-13 were measured by ELISA.

Allergic responses to foods in humans are associated with evidence of mast cell
expansion and mast cell activation, including release of the mast cell enzyme,
tryptase, which can be detected in plasma following allergic reactions. We
hypothesized that the enhanced anaphylactic responses of F709 mice might reflect
mast cell activation and furthermore that these mice might harbor increased numbers
of mast cells. In order to enumerate mast cells, collagenase digests of jejunal tissue
were analyzed by flow cytometry for the presence of FceRI™ c-kit™ cells (Figure 3A).
Mast cells increased in the F709 mice from 1.59 % to 12.9 % of lineage-negative
mononuclear cells, an 8-fold difference. No significant difference was seen in wild-
type Y709 mice. Consistent with this increased mast cell number, we observed
markedly higher release of the mast cell mediator, mouse mast cell protease-1
(mMCP-1) following enteral OVA challenge in F709 mice than in wild-type Y709
controls (Figure 3B).

A 17281 ) %54 4 » - AT Salmy

1.59

B FO00E00
*
= —
Ez-—
= *
= 150000
o 1esese
i 5000 &
5-1 Tai r
. r o

FIE. T TT N, ST

Figure 3. Mast cell expansion and mediator release in F709 mice. A. Single cell
suspensions were prepared from jejunum of OVA treated mice by collagenase
digestion. Flow cytometry was performed and the fraction of CD45'lineage
(CD3,CD19) cells with mast cell phenotype (FceRI™ c-kit") determined. B. Plasma



levels of mouse mast cell protease-1 (MMCP-1) were measured by ELISA following
OVA challenge in Y709 (WT) and F709 mice sensitized with OVA or saline (Sal).

Anaphylaxis was detected by noninvasive measurement of body temperature
using subcutaneously implanted radio frequency transponders (Figure 4A). A rapid
drop in core body temperature was induced by OVA challenge in F709 mice while
wild-type (Y709) mice showed no reaction. Mice exhibiting hypothermia also
displayed symptoms of anaphylaxis with decreased activity and reduced responses
to physical stimulation. All F709 animals had diarrhea. In general, Y709 mice had
only very mild symptoms. In order to assess the role of IgE antibodies in the reaction
the responses of F709/IgE™ and Y709/IgE” mice were comparied (Figure 4B). In
contrast to F709 mice capable of producing IgE, the IgE-deficient F709 animals
exhibited no significant temperature drop. This finding indicates that IgE antibodies
are required for the induction of anaphylaxis in this food allergy model.
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Figure 4. Systemic anaphylaxis in F709 mice. A. Y709 and F709 mice were treated
with OVA and CT (or CT in normal saline -NS) as indicated in the protocol of Figure
1.Immediately after challenge with 200 mg OVA via gavage, body temperatures were
monitored every 5 minutes over a 60 minute period using previously implanted
transponders. B. Y709/IgE” and F709/IgE™ mice were subjected to the same
protocol.



Discussion

A number of mouse models have previously been developed for investigating
food allergy (35-44). These models commonly require injection of antigen and
adjuvant, prior to feeding the allergenic food in order to generate significant
responses. Furthermore, it has not previously be possible to demonstrate robust
systemic anaphylactic responses upon enteral challenge of mice sensitized only by
ingestion. Thus the model we have developed represents a unique and powerful tool
for the study of food allergy mechanisms (34).

Our findings implicate IL-4 and its receptors as central players in the regulation
of immune responses to foods. Genetic variants of IL-4 and/or IL-13 and their
receptors have been shown to modulate asthma risk (18, 45-47) and associations
with food allergy have been observed (48, 49). Previous investigations have pointed
to roles for IL-4 and IL-13 in the pathogenesis of gastrointestinal allergic responses
(50-56). Our results confirm that amplification of IL-4 signaling confers a very
dramatic sensitivity to food allergen (34). Mice with the F709 mutation had not only
heightened immune sensitization, with both enhanced specific IgE antibodies and
Th2 responses, but also increased numbers of intestinal mast cells and the ability to
display intense anaphylactic responses upon enteral challenge. It is possible that
increased target organ responsiveness to mast cell mediators partially accounts for
the increased anaphylactic sensitivity of F709 mice. It has previously been shown
that intravenous IL-4 given immediately before anaphylactic challenge results in more
intense responses and (greater tissue sensitivity to platelet activating factor,
histamine, serotonin, and cysteinyl leukotrienes (57, 58).

The requirement for IgE antibodies demonstrated in this food allergy model
contrasts with our prior observation that systemic anaphylaxis induced by i.v. antigen
challenge in mice sensitized by i.p. immunization with OVA and alum can occur in the
complete absence of IgE (59). In that experimental system, IgG antibodies are
sufficient to mediate anaphylactic responses. The data presented here indicate that
the response to enteral challenge is IgE dependent and that the presence of IgG
responses is insufficient to mediate food anaphylaxis. Using the allergic diarrhea
model, Osterfeld and colleagues have previously shown that reactions to food
allergens in parenterally sensitized mice are IgE dependent (60). However, our data
show for the first time that IgE is necessary for the induction of active anaphylaxis to
food antigens using exclusively enteral routes for both sensitization as and challenge.
In our study, neither IgE-/- mice nor F709/IgE”" animals displayed physiologic signs
of anaphylaxis upon enteral allergen challenge despite having significant anti-OVA
IgG1 titers. This observation suggests that either the amount of absorbed antigen in
the gut is insufficient to trigger non-IgE pathways or that mast cells, are preferentially
IgE responsive. Our finding provides support for the hypothesis that anti-IgE therapy
might block food allergy responses, an issue currently being evaluated in clinical
trials. We believe that the F709 mice will be a valuable resource in the investigation
of food allergy. We hope that the findings reviewed in this report will seed interesting
studies on the mechanisms of food allergy.
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