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OZET

Valproik Asit ile Olusturulan Rat Otizm Modelinde Tedavi Yontemlerinin

Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Otizm spektrum bozuklugu (OSB); sosyal becerilerde, 6grenme becerilerinde,
dil becerilerinde gerileme ve ardisik anlamsiz tekrar hareketleri ile karakterize
norogelisimsel bir bozukluktur. Otizm prevalansi iilkeler ve eyaletlere gore
degisiklik gostermekle (% 0.5-5) birlikte, diinya genelinde goriilme sikliginda, hizl

ve dramatik bir artig goriilmektedir.

Bu ¢alismada VPA ile indiikkleme metodu ile siganlarda RAT deney hayvani
otizm modellemesi gergeklestirilmistir. Calisma ile hastalik grubunda otizmde
goriilen davranig bozukluklarinin meydana gelip gelmedigi, beyinde meydana gelen
noroimmiinopatolojik degisikliklerin, beyin dokusunda IL1B, IL6, TNFa, GPX,
MDA, ve CASP3 diizeyelerinin, CC2D1A ve CASP3 gen ekspresyonlar1 (RT-PCR)
ile otizm arasindaki iliskilerin belirlenmesi ve elde edilen verilerin kontrol grubu ile
istatistiksel olarak karsilastirllmasi amaglanmistir. Bunlara ilaveten modern tip
tedavilerinde kullanilan fingolimod, suramin, ve N-asetil sistein ile alternatif ve
tamamlayici tip tedavilerinde kullanilan kurkumin, resveratroliin otizmde goriilen
davranis bozukluklar {izerine iyilestirici etkilerinin olup olmadiginin, ve ayrica
CC2D1A ve CASP3 gen ekspresyon seviyeleri tizerine olan etkilerinin arastirilmasi

amagclanmistir.

Calismada kullanilan toplam 30 adet disi sicanlardan 25’ine otizm
modellemesi icin VPA indiiksiyonu uygulanmis iken, 5’ine VPA indiiksiyonu
uygulanmamistir. Yirmibes adet anne siganlardan dogan otistik bebek siganlardan
48’1 hastalik grubunu, 5 adet saglikli anne sicanlardan dogan 8 bebek sicanlar ise
saglikli kontrol grubunu olusturmustur. Hastalik Grubunu olusturan, yavru siganlar
(48), herbiri 8’er adet yavru si¢anlar iceren 6 alt gruba ayrilmistir ki; bunlardan besi
tedavi grubunu; biri ise hastalik (tedavi) kontrol grubunu olusturmustur. Bes tedavi
gruplariin her birine, bes ajanlardan birisi verilmistir. Hastalik (tedavi) kontrol
grubuna higbir ajan verilmemistir. Hastalik grubu ile tedavi gruplarindan elde edilen

veriler kendilerine ait kontrol gruplarindan elde edilen veriler ile karsilastirilmis ve



istatistiksel analizler yapilmistir. Kognitif fonkisyonlar1 degerlendirmek i¢cin Water
Maze Davranig testi uygulanarak skorlanmistir. Sakrifikasyon islemi sonrasi elde
edilen beyin doku materyallerinden ELISA yontemi ile IL1B, IL6, TNFa GPX,
MDA, ve CASP3 diizeyleri ol¢iilmiistiir. Beyin dokularindan RT-PCR yontemi ile
CC2D1A ve CASP3 gen ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Beyin dokularindan
elde edilen materyallerden hazirlanan ve hematoksilen eozin (H&E) ile boyanan

slaytlarin histopatolojik mikroskobik incelemeleri yapilmistir.

Hastalik Grubu ile Kontrol grubu Davranis test sonuglar istatistiksel olarak
anlaml farkli bulunmustur (p<0,05). Davranis bozukluklarinin iyilestirici etkilerine
ait fingolimod, suramin, kurkumin, ve resveratrol tedavi gruplar1 sonuglari ile tedavi
kontrol grubu sonugclar1 birbirleri ile kasilastirildiginda, tedavi gruplarinin dordiinde
de istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Suramin verilmesi davranis
testleri lizerine istatistiksel anlamli fark olacak derecede olumsuz etki olusturmustur.
N-Asetil sistein tedavi grubu ile tedavi kontrol grubu sonuglarinda istatiksel anlamli
fark bulunmamistir (p>0,05). Histopatolojik incelemelerde beyinde kramatolizis,
fokal glial hiicre infiltrasyonu, noronofaji alanlari, noronal vakuolizasyonlar,
noroenflamasyon belirlenmistir. Beyinde goriilen histopatolojik anormal bulgularin
iyilestirici etkilerine ait fingolimod, suramin, ve N-asetil sistein, kurkumin ve
reseveratrol tedavi gruplari, ile hastalik (tedavi) kontrol gruplar1 sonuglarinin
karsilastirmasinda; biitiin tedavi gruplart istatisiksel anlamli farkli bulunmustur.
Beyinde goriilen histopatolojik anormallikler i¢in en giiclii iyilestirici etkinin

fingolimod tedavi grubunda oldugu belirlenmistir.

Tedavi gruplart ile tedavi kontrol gruplarindan elde edilen biitiin ELISA
Olctim sonuclar1 karsilastirmali olarak incelendiginde; fingolimod tedavi grubu ile
tedavi kontrol grubu sonuglarinda sadece GPX (p<0.05) ve CASP3 (p<0.05) test

sonuglari, fingolimod tedavi grubunda istatistiksel anlaml1 farkli olarak bulunmustur.

Genetik, epigenetik, ve ¢evresel faktdrlerin otizmin etiyopatogenezi ile iligkili
oldugu bildirilmistir. Genetik faktdrlerden CC2D1A geni, ¢ift kivrimli ve C2 domain
iceren protein 1A geni olup; bir serotonin reseptor 1A (HTR1A) ekspresyon
baskilayicisi olarak tanimlanmistir. Maalesef CASP3 gen ekspresyonuna ait anlamli

sonuclar elde edilememistir. Hastalik grubu ile kontrol grubu CC2D1A gen



eskpresyon seviyesi sonuglari birbirleri ile kasilastirildiginda istatistiksel anlamli fark

bulunmustur (p<0,05).

Tedavi gruplarinda CC2D1A gen ekspresyonu baskilama etkisi agisindan
tedavi kontrol grubu ile kasilastirdigimizda fingolimodun (p<0,05) kurkumin
(p<0,05) ve resveratrol (p<0,05) tedavi gruplarinda istatistiksel anlamli farklar
bulunmus iken; suramin (p>0,05) ve N-asetil sistein (p>0,05) tedavi gruplarinda
istatiksel anlamli farklar bulunmamistir. Biitiin tedavi gruplari i¢inde, fingolimodun
CC2D1A gen ekspresyonu baskilamada en giiclii etkiye sahip oldugu kurkumin ve

resveratroliin ise sirasi ile ayni etkiye sahip olduklar1 bulunmustur.

Otistik  beyinde farklt noéré-immiinopatolojik degisiklikler meydana
gelmektedir. Calismadan; otistik davranis bozukluklar1 gelisimi ve gen
ekspresyonlarinin, beyinde meydana gelen bu patolojik degisiklikler ile tetiklendigi

sonucu ¢ikarilabilir. Ayrica asagidaki sonuglar da elde edilmistir;

1. Modern tip tedavilerinde kullanilan fingolimod ile tamamlayici ve
alternatif tip tedavilerinde kullanilan kurkumin ve resveratroliin; otizm ile
iligkili odugu bulunan CC2D1A gen eskpresyon seviyelerini baskilayici
etkilerinin oldugu, fingolimodun represyonda en giiclii etkiye sahip
oldugu, fingolimod ile  resveratrolin  otistik  bozukluklarin
tyilestirilmesinde en etkili iki ajan olduklari,

2. Suramin verilmesinin davranis bozukluklarini olumsuz olarak etkiledigi,

3. CC2DIA gen eskpresyon seviyesinin kiritk dneme sahip oldugu, ve hipo
veya hiper ekspresyonun otizm siirecinde negatif sonuglari tetikledigi

Sonuglarina ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler:CC2D1A geni, Deney Hayvan Modeli, Noro-immiinoptaoloji,
Otizm Spektrum Bozuklugu, Tamamlayici ve Alternatif Tip, Valproik Asit.



SUMMARY

Comparison of Effifciency of Treatment Methods in Valproic Acid Induced Rat
Model of Autism

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder
characterized by regression in social skills, learning skills, language skills and
successive pointless repetition. Although the prevalence of autism varies by countries
and states (0.5-5 %), there is a rapid and dramatic increase in the incidence

worldwide.

VPA induced animal model of autism in rats was carried out in this study.
Determination of whether autistic behaviour disorders exist or not, neuro-
immunohistopathologic changes occured in the brain, IL1B, IL6, TNFa, GPX, MDA,
and CASP3 levels in the brain tissue, relationship between autism and CC2D1A,
CASP3 gene expression levels (RT-PCR) in the Control Group, and compare the
obtained data statistically with Control Group were aimed in the study. In additon to
these, investigation of whether fingolimod, suramin, and N-acetyl sistein used in the
modern medicine treatments, and curcumin, resveratrol used in the complementary
and alternative medicine treatments, have ameliorating effect on the autistic
behaviour disorders or not, effects on the expression levels of CC2D1A and CASP3
genes, and comparison of results obtained from both the two treatment groups, with

each other also were aimed in the study.

Of the totally 30 female rats used in the study, while 25 were induced by
VPA for autism modelling, 5 were not induced by VPA. Fourty eight pups delivered
from the 25 mother rats were included to disease group, and eight pups delivered
from 5 healty mother rats were included to the healthy control group. All the pups
included to the disease group (48) were devided in to six subgroups that; five of them
were consisted treatment groups and the one was disease (treatment) control group.
One of the five agents were administered to each of the five treatment groups. No
agent was administered to the disease (treatment) control group. Data obtained from
the patient and treatment groups were statistically compared with control groups of

each ones.
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Water Maze behaviour test were performed and scored in order to asses
cognitive functions. IL1p, IL6, TNFa, GPX, MDA, and CASP3 levels were assayed
by ELISA method in the brain tissue materials obtained after sacrification procedure.
Expression levels of CC2D1A and CASP3 genes were determined in the brain tissue
by RT-PCR method. Histopathologic microscobic examinations were made with
slides prepared from brain tissue materials and stained with hematoxylin-eosin
(H&E).

Behaviour test results of the disease group and control group were found
statistically significanty different (p<0,05). Statistically significant difference were
found when comparing the results of the amelorative effects of the fingolimod,
suramin, curcumin, and resveratrol groups with each disease (treatment) fourth of the
control groups (p<0,05). Suramin administration created negative effect on behaviour
test with statistically significantly difference degree. No statisticallysignificant
difference were found when comparing of the N-acetyl sistein treatment group’s
results with the disease (treatment) control group (p>0,05). Chromatrolysis, focal
glial cell infiltration, areas of neuronophagy, neuronal vacuolation, neuro
inflammation were found in the brain with histopathological examinations. Results of
ameliorative effects of histopathological abnormal brain findings; fingolimod,
suramin, and N-acetyl sistein treatment groups compared with each treatment control
group; all the treatment groups were found statistically different. The strongest
ameliorative effect for histopathological brain abnormalities were found in the

fingolimod treatment group.

When all the ELISA assay results evaluated comperatively obtained from
treatment groups and treatment control groups; only GPX (p<0,05) and CASP3
(p<0,05) test results were found to be statisticallysignificant difference at fingolimod

treatment group.

It was reported that etiology of the autism was related with genetic,
epigenetic, and enviromental factors. Of the genetic factors CC2D1A gene; the
coiled-coil and C2 domain containing protein 1A (CC2D1A) gene was identified as a
repressor of serotonin receptor 1A (HTR1A) expression. Unfortuantely meaningful
results were not able to found for CASP3 gene expression levels. CC2D1A
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expression level results of the disease group and control group compared to each
other; statistically significant difference was found (p<0,05).

When compared repressor effect of the treatment groups for CC2D1A gene
expression with treatment control group; while fingolimod (p<0,05), curcumin
(p<0,05), and resveratrol (p<0,05) were found to be statistically significant
difference; statistically significant difference was not found at suramin (p>0,05) and
N-acetyl sistein (p>0,05) treatment groups. Of all the treatment groups fingolimod
has the strongest repressor effect on the CC2D1A gene expression, and curcumin and

resveratrol have the same effect respectively.

Different neuro-immunopathologic changes occured in the autistic brain.
Development of autistic behavior disorders and gene expressions may be triggered
by these pathologic changes, can be concluded from the study. In additon, the

following results were also obtained;

1. Fingolimod used for modern medicine therapies, curcumin and resveratrol
used in the alternative and complementary therapies were found as
repressors of the CC2D1 gene, and fingolimod was the strongest repressor
effect, fingolimod and resveratrol was found as the most effective two
agents for amelioriation of the autistic disorders.

2. Suramin administration effected behaviour disorders as negativeley.

3. Expression elvels of CC2D1A gen has ciritical value, and hipo or hiper

expressions trigerring negative results with survive of autism.

Keywords: Animal Model, Autism Spectrum Disorder, CC2D1A Gene,

Complementary and Alternative Medicine, Neuro-immunopathology, Valproic Acid.
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1. GIRIS

1.1. Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) Tamimi, Prevalansi, Etiyolojisi

1.1.1. OSB Tanim

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal etkilesim ve iletisim zorluklari ve
tekrarlayan davraniglar ve ilgi alanlari ile karakterize nérogelisimsel bir bozukluktur.
OSB diinyada ve lilkemizde giderek artis gosteren yayginlik oranlar ile dikkati
tizerine ¢ekmektedir. Ayrica giiniimlizde en sik rastlanan gelisimsel bozukluklarin
arasinda yer almaktadir (Arneson vd., 2009). Diinyada tiim irk ve etnik gruplarda
goriilmekte fakat sikligi konusunda kesin bilgiler bulunmamakla birlikte yillar

igerisinde artig gosterdigi belirtilmistir (Blumberg vd., 2013).

1.1.2. OSB Prevalansi

Gorlilme siklig tlkelere ve iilkeler icinde eyalet/bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. ABD’ de: %1,5-%3, Giiney Kore: %3, Japonya: %3, Tirkiye’de
kesin olmayan verilere gore %1, Avrupa genelinde 0.3-%1 seklinde oldugu
bildirilmistir (MacFabe vd., 2007; MacFabevd., 2011; Sharon vd., 2019; Shultz vd.,
2009; Shultz vd., 2008).

Hastalik Kontrol Kontrol Merkezi (CDC) raporunda Amerika Birlesik
Devletleri Mental Bozukluklar Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi (DSM-5)
Olciitlerinin esnetilmesiyle birlikte, hasta sayisinda dramatik bir artis izlenmistir
(Fombonne, 2009). 2001 yilinda 1/250, 2007 yilinda 1/150°de, 2009 yilinda 1/110,
2012 yilinda 1/68, 2014 yilinda 1/59 yani her 59 ¢ocuktan 1’inin OSB tanis1 aldigini
belirlenmistir (Christensen vd., 2016).

Otizmin etiyolojisinde genetik, epigenetik ve cevresel faktorlerin birlikte
etkilesimi so6z konusudur. Etiyolojiyi aydinlatmaya yonelik olarak yapilan klinik
caligmalarin yetersiz olusu hastaligin etiyolojisinin anlagilmasinda siirlamalara
neden olmakta ve hastalik etiyopatogeneze ait gizemini korumaktadir (MacFabe vd.,

2011; Sharon vd., 2019; Shultz vd., 2009; Shultz vd., 2008; Yamawaki vd., 2018).



1.1.3. OSB Etiyolojisi

Otizm etiyolojisinin {i¢ ana bilesen ile bunlarin da birlbirleri ile de iligkili

oldugu bildirilmistir (Shultz vd., 2008, Yamawaki vd., 2018;);
1. Genetik Faktorler

2. Epigenetik Faktorler

3. Cevresel Faktorler

OSB’nin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Yapilan arastirmalar dogum
Oncesi ve sonrasit bireyin maruz kaldigi kimyasal etmenler, bulundugu cevresel
ortam, beyin gelisimini etkileyen faktorler, bagirsak mikrobiyotasinda meydana
gelen degisiklikler gibi cesitli faktorler ile sosyal iletisim, gelisimi bozuklugu ve
kisith ilgi alanlar1 ve tekrarlayici davraniglara yol agtigi ve OSB’ ye neden oldugu
belirtilmistir (Gupta vd,2018; MacFabe vd., 2007; MacFabe vd., 2011; Sharon vd.,
2019; Shultz vd., 2009; Shultz vd., 2008).

1.2. OSB {le insan Bagirsak Mikrobiyotas1 Arasindaki iliski

Bagirsak mikrobiyotasi, konakgilart ile simbiyotik bir iligkisi olan karmasik
bagirsak mikrobiyal toplulugunu ifade eder (Backhed vd., 2004; Collins vd., 2012).
Bagirsak mikrobiyomu bu mikrobik toplulugun kolektif genomlarini ifade ederken,
bagirsak mikrobiyotasi iirettikleri bakteri ve metabolitleri igerir (Backhed vd., 2005).
Bilesimi saglikli bireyler arasinda bile yliksek cesitlilik gosterse de, bagirsak
mikrobiyotasina esas olarak Firmicutes ve Bacteroidetes filumuna ait organizmalar
hakimdir (Eckburg vd., 2005; Human Microbiome Project, 2012). "Insan bagirsak
mikrobiyota filogenetik cekirdek" analizlerinde Faecalibacterium, Ruminococcus,
Eubacterium, Dorea, Bacteroides ve Bifidobacterium cinsinin iyelerini igeren
orneklenmis bireylerin en az %50'sinde bu bakteriler mevcuttur (Tap vd.,
2009).Bagirsak mikrobiyotasi, bagirsak bariyeri ile ortiisen bir gelisim seyrini takip
eder. Bagirsak veya bagirsak bariyeri, bagirsak bariyeri gecirgenligini diizenleyen
karmasik protein yapilar1 olan siki baglantilarla kontrol edilen dinamik bir fiziksel

bariyerdir (Kelly vd., 2015). Bagirsak bariyerinin bozulmasi, liimen igeriginin kan



dolasimina gegisiyle iliskilidir, bu da bagisiklik tepkisini aktive eder (Ulluwishewa
vd.,, 2011). Bu kapsamda bagirsak bariyerinde gecirgenlik artist ve ¢esitli
gastrointestinal bozukluklar meydana gelir. Bu nedenle, bagirsak bariyerinin
biitiinliigi hem bagisiklik / hasar verici tepkilerde hem de gastrointestinal

semptomlarinda rol oynadigi belirtilmistir (Viggiano vd., 2015; Wang vd., 2015).

Bagirsak bariyeri biitiinliigiinii etkileyen faktorlerden biri, siki baglanti
proteinlerinin  ekspresyonunu ve dagilimmi degistirerek bagirsak  bariyeri
fonksiyonunu diizenleyen bagirsak mikrobiyotasidir (Ulluwishewa vd., 2011).
Bagirsak mikrobiyotasi ayrica besinlerin, hormonlarin ve vitaminlerin sentezinden ve
metabolizmasindan ilaglarin ve toksinlerin temizlenmesine kadar bir¢cok Onemli
biyolojik ve metabolik fonksiyonda yer alir; ve konakei igin baska tlirli mevcut
olmayan diyet kaynaklarindan, bagirsak-beyin ekseni yoluyla beyin aktivitesi ve
davraniginin modiilasyonuna enerji tedarikinden sorumlu oldugu beliritlmistir (Louis,

2012; Mangiola vd., 2016; Sharon vd., 2016).

Son yillarda, mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni, OSB davranislarinin
olusumundaki rolii i¢cin 6nemli bir arastirmanin odagi haline gelmistir. Bu o6zellikle
OSB ile iligkili davraniglarda bagirsak mikrobiyotasini etkileyen deneysel hayvan
caligmalarinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikmistir (Desbonnet vd., 2014; Li vd.,
2016). OSB'li bireylerin bagirsak mikrobiyotalari i¢in, spesifik suslarin prevalansinin
azalmas1 ve artmasiyla ilgili bulgular c¢alismadan arastirmaya degisiklik
gostermektedir ve bagirsak mikrobiyotas: profili i¢in net bir egilim heniiz ortaya
¢ikmamugtir. Toksin {ireten Clostridia gibi bazi suslarda bazi tutarli artislar vardir,
ancak OSB, farkli calismalarda Bacteroidetes ve kisa zincirli yag asitleri gibi
bakteriyel iirlinler gibi diger suslarin hem artmasina hem de azalmasina baglanmastir.
OSB'de bulunan metodolojik farkliliklar ve heterojenlik nedeniyle ve bu bulgular,
daha yiiksek antibiyotik kullanimi1 ve OSB'li bireylerin farkli diyetleri / tekrarlayan
diyet se¢imleriyle karistirilabilir (Cryan ve Dinan, 2012; Louis, 2012; Mangiola vd.,
2016; Vuong ve Hsiao, 2017). Saglikli bireylerin mikrobiyotalarinda goriilen genis
heterojenlik ve OSB'deki temel bozukluga ilaveten goriilen bozukluklar ile ilgili
kosullarin  heterojenligini de OSB tanist konan bireylerde semptomlarin

degerlendirilmesi igin olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmistir. inflamasyon veya diger



bagirsak metabolik anormalliklerin viicudun normal bagirsak toleransini bozabilir
bagirsak hastaligi olan kisiler de bu anormallikler gosterilmistir (Macpherson vd.,
1996).

OSB!l bireylerin beyinlerinde ndéroglial ve dogustan gelen néroimmiin sistem
aktivasyonunun OSB fenotiplerinin gesitliligine katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir
(Slattery vd., 2016). Yasamin ilk yillarinda ¢esitli bir mikrobiyota ile kolonizasyon,
bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi ve diizenlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Bagirsak
mikrobiyotasi, yasamin ilk yillarinda hem spesifik hem de spesifik olmayan
bagisiklig1 uyarir ve bagirsak mikrobiyotasinin siirekli bagisiklik uyarimi genel
olarak yararh kabul edilir, ancak OSB ic¢in risk altindaki ¢ocuklar i¢in zararh olabilir
(Madore vd., 2016). % 80 civarinda tahmin edilen bagisiklik sistemi, bagirsak
mukozasi i¢inde ve ¢evresinde bulunur. Bagirsak mikrobiyotasi, Bifidobacterium ve
Lactobacillus gibi spesifik suslar iiretilen sitokinler ve bagisiklik sisteminin
olgunlagsmasinda ve modilasyonunda o6nemli bir rol oynar. Clostridium ve
Ruminococcus proinflamatuvar sitokinler iiretir. Bagirsak mikrobiyotasi ve bagigiklik
sistemi arasindaki iliski ¢ift yonlidir ve OSB'nin fare modellerinde, maternal
bagisiklik aktivasyonu gibi bagisiklik aktivasyonlari, bagirsak mikrobiyota
degisikliklerine ve sosyallik, iletisim ve tekrarlayict davranislarda bozukluklara
neden olur. OSB’li bireylerde bagirsak gegirgenliginin arttigi (sizdiran bagirsak
"Leaky gut") ve toksinlerin, bakteriyel iiriinlerin kan dolasimina gecerek beyin

fonksiyonlarimi etkiledigi bildirilmistir (Sekil 1) (Li vd., 2017).
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Sekil 1.1: Bagirsak Beyin Ekseni. (Martin vd., 2018)

Dogum oncesi yillarda veya yasamin erken donemlerinde goriilen hasar ve
immiinolojik yanitlar OSB' de rol oynamustir. Elde edilen epidemiyolojik bulgular,
12 haftalik gebelikten sonra ilkbaharda OSB tanisi ile ilk trimesterde maternal viral
enfeksiyon, ikinci trimesterde maternal bakteriyel enfeksiyon ve iigiincii trimesterde
maternal ates ile daha fazla atese maruz kalma riskine bagli olarak iligski gosterir
(Atladottir vd., 2010; Hornig vd., 2018). Bu iliski maternal atese Ozgiidiir ve
antipiretik ila¢ kullanan annelerde atesle iliskili OSB riskinin antipiretik ilag
kullanmayanlara gore azaldigi hamilelik sirasinda yasanan atesin goriilmesi olasi bir
durumdur (Zerbo vd., 2013). Ek olarak, daha sonra OSB tanisi konan yenidoganlarin,
dogum oOncesi veya erken dogum sonrasi bagisiklik sistemi fonksiyonlarinda farkli
kemokin profilleri olusmaktadir (Zerbo vd., 2014). Artan kanitlar, OSB'de bagisiklik
diizensizligi i¢in onemli bir role isaret etmektedir, buna bagli olarak bagisiklik
diizensizligine devam etme / kanama ve enfeksiyona girme, enfeksiyon, fetal reaktif

antikorlar, otoimmiinite, degismis bagisiklik hiicresi fonksiyonu elde edilen



kanitlardan bazilaridir.Son zamanlarda, OSB'li bireylerden tiiretilmis astrositler ve
proinflamatuar sitokinler (Estes ve McAllister, 2015) in daha yiiksek seviyelere sahip
oldugu ve kontrol kaynakli néronlara kiyasla fizyolojik olarak bozulmus oldugu
bulunmustur (Estes ve McAllister, 2015; Onore vd., 2012). Elde edilen bulgular ile
OSPB’li bireylere ait noronlar kontrol astrositleri ile birlestirildiginde, OSB noronal
morfolojisi ve sinaptogenezi gelismektedir, ancak saglikli bireylere ait noronlar
OSB'den tiiretilen astrositler ile birlestirildiginde, kontrol néronlar1 OSB néronal
fenotipini gostermektedir (Russo vd., 2018). Bu bulgular, OSB'li bireylerin
astrositlerindeki yanginin néron ve sinaps gelisimini etkileyebilecegini ve en azindan
gelen vakalarda OSB patogenezine katkida bulunabilecegini diisindiirmektedir
(Pardo vd., 2005).

1.2.1. Bagirsak-Beyin Bariyeri (BBB)

Bagirsak bariyeri 2 tabaka ile karakterizedir: siki kavsaklar ile birbirine bagl
epitel hiicrelerinin bazal tek tabakasi ve kalinligi ve bilesimi zaman i¢inde degisir ve
IgA salgis1 ve antimikrobiyal peptidler i¢eren bir mukus tabakasi (Kelly vd., 2015).
Spesifik mikrobial iirlinlerin tespiti lizerine GI mukoza boyunca bulunan patern
tanima reseptOrleri gelismis antimikrobiyal savunma indiiksiyonunu, bagirsak
iltihaplanmasini ve hatta immiinolojik toleransi artirdi (Ivanov vd., 2009; Round vd.,
2011). Saglikli homeostatik kosullar altinda birgok mikroorganizma ve
makromolekiiller mikro kivrim hiicreleri iizerinden giris kazanarak (M hiicreleri)
bagirsakta bulunan ve mukoza ile iligkili lenfoid doku, bagisiklik hiicreleri taratindan
stirekli 6rnekleme alinmasinin saglar (Kucharzik vd., 2000). Paneth hiicreleri otonom
anlamda antimikrobiyal faktorleri tetikleyen MyD88-bagimli Toll-benzeri reseptor
aktivasyonuna ragmen, bakterileri 6zerk olarak algilar ve sonugta konak dokuya
bakteriyel penetrasyonu sinirlar (Vaishnava vd.,2008). Mikroplar ve mikrop kaynakli
ligandlar biitiinliikicin kritik olan hiicre-hiicre kavsaklarin1i korumaya yardimcidir
(Hooper vd., 2001; Rakoff-Nahoum vd., 2004). Probiyotik tedavisinde bilinmeyen
mekanizmalar araciligiyla strese bagli bariyer kusurlarinda normallesmeye yardimci
olabilir (daha sonra tartisildi) (Da Silva vd.,2014).

Kolon mukus tabakasi 2 katman halinde diizenlenmistir: daha kalin gevsek dis

tabaka ve epitele sikica bagli bir i¢ tabaka (Atuma vd., 2001). Kommensal mikroplar



dis tabaka i¢inde yasiyor, biyofilm ic¢in kritik bir yasam alan1 olusturur ve
glikoproteinler agisindan zengin, giivenilir bir enerji kaynagi i¢inde bulunur, bu da
diyet lifinden yoksun oldugu zaman mikrobiyotanin bozulmasina, daha sonra patojen
duyarliligin artmasia neden olur (Desai vd., 2016; MacFarlane, ve Dillon, 2007). I¢
tabaka genellikle bakteri igermez ve fiziksel ayirma yoluyla mikrobiyal temas epitel
hiicreleri korumak i¢in hizmet vermektedir, antimikrobiyal peptidler de dahil olmak
tizere dogustan gelen bagisiklik mekanizmalar1 ve IgA salgis1 dahil adaptif bagisiklik

olaylar1 var (Johansson vd., 2011).

1.2.2. Kan-Beyin Bariyeri (KBB)

Kan-Beyin Bariyeri (KBB) dolasim sistemi ve MSS’nin beyin omurilik sivisi
arasindaki molekiiler trafigi diizenler. Bagirsak mikrobiyotas1 okliidin ve klaudin-5
de dahil olmak tizere siki kavsak proteinlerin ekspresyonunu diizenleyebilir, bu
nedenle BBB gecirgenligini azaltir (Braniste vd., 2014). Intrauterin yasamdan
yetiskinlige kadar GF fareleri kontrollerle karsilastirildiginda daha gecirgen bir
bariyere sahiptir, ama GF yetigkinlerinin normal bagirsak mikrobiyotast kismen
fonksiyonu geri getirir. Gegirgenlik, SCFA iireten bakterilerin monokolonizasyonu
ve sodyum biitiratla oral lavaj ile azalir. SCFA’lar BBB gelisim ve bakimindan
hiicrelere girerek fenotip ve epigenetik olarak, histon deasetilaz inhibitorleri olarak
veya GPR41 ve/veya GPR43’¢ baglanma yoluyla ¢alisan birincil sinyal metaboliti
olarak hizmet verebilir (Brown 2003 vd., Michel ve Prat, 2016).

Sistemik immiin aktivasyon BBB degisikliklerine neden olabilir ve genellikle
LPS kullanilarak modellenmistir. Ancak sistematik bir incelemede in vivo LPS
etkilerini BBB fonksiyonu iizerinde degerlendiren caligmalar sadece zamanla %60
bozulma gosterdi, potansiyel yaym yanlisligina maruz kaladi (Varatharaj ve Galea,
2017). Ilgingtir ki, ev sahibi tiirlerde varyansi agiklayan tek onemli belirleyici:
farelerde BBB degisim gosterme olasiligr sicanlardan 4 kat daha muhtemeldir. Doza
bagl etkiler tiim caligmalarda gozlenmemis olmakla birlikte, kullanilan diizeyler
cogunlukla septik dozlara esdegerdi. Sistemik immiin aktivasyon modelinde BBB
yanitinin  degiskenligi, ozellikle patolojik olmayan durumlarda c¢ogu preklinik

bulgularin insan mikrobiyom etkilesimlerine genellenebilirligini sinirlar.



Beyin-bagirsak-mikrobiyom ekseni, merkezi sinir sistemi, gastro-intestinal
(Gl) sistem ve gastrointestinal sistemde yasayan mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimleri ifade eder. Bu etkilesimlerin arastirilmasi otizm spektrum bozukluklar
(OSB) olan gocuklarda gastrointestinal bozukluklarin neden yaygin olarak ortaya
ciktiginin bir mantigini saglar. Fonksiyonel GI bozukluklar1 (FGID) ile yakindan
iligkili olan degismis beyin-bagirsak etkilesimlerinin belirtileri, OSB’li ¢ocuklarda
yaygin olarak ortaya c¢ikar. OSB’deki mikrobiyom ¢alismalari, bagirsak
mikrobiyomundaki degisikliklerin OSB’li ¢ocuklarda OSB ve GI bozukluklari ile
iligkili olabilecegini diisiindliirmektedir. Beyin-bagirsak-mikrobiyom eksenine
yonelik daha ileri ¢alismalar, OSB’li ¢ocuklarda GI bozukluklarini tanimlamak i¢in
yeni tekniklere ve OSB davranislarini tedavi etmek igin yeni tedavilere yol agabilir.
Beyin-bagirsak-mikrobiyom ekseni merkezi sinir sistemi (MSS), Gl sistemi ve
bagirsakta yasayan trilyonlarca mikroorganizma arasindaki son derece entegre
etkilesim ve iletisimi ifade eder (Sekil 3). Bu etkilesimlerden ortaya ¢ikan
caligmalarda bu eksendeki degisikliklerin otizm spektrum bozukluklar1 (OSB) dahil
olmak iizere cesitli bozukluklarda saglik ve refahta diizenleyici bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. OSB’nin en son DSM-5 tanimina dayanarak OSB
tanist alan bir birey sosyal iletisim ve etkilesimlerin yani sira sinirli ve/veya
tekrarlayan davranis, ilgi veya etkinlik kaliplarinda kalict agiklar da sergilemektedir
(American Psychiatric Association, 2013).

Cesitli ¢alismalar OSB ve GI fonksiyonu arasinda yakin bir iliski ortaya
koymaktadir. Yakin zamanda yapilan bir metaanaliz, GI bozukluklarinin OSB’li
cocuklarda noérotipik gelisimi olan ¢ocuklara gore daha yiiksek oranlarda ortaya
ciktigin1 gostermektedir (McElhanon vd, 2014). Diger galigmalar GI bozukluklarinin,
Ozellikle inkontinanshi ve inkontinanssiz fonksiyonel kabizliklarin varliginin OSB
kriterlerini karsilama olasilig1 yiiksek olan c¢ocuklarin belirlenmesine yardimci
olabilecegini gostermektedir (Peeters vd., 2013). Bu bulgular OSB ve Gli
bozukluklarinin o kadar yakindan iligkili oldugunu, OSB’li c¢ocuklarin GI
bozukluklar1 i¢in taranmasi gerektigini ve 6zellikle GI bozuklugu olan ¢ocuklarin
OSB taramasi yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Cocuklarin herhangi bir populasyonundaki GI bozukluklarinin degerlendirilmesi

ve tedavisi zordur, ancak OSB’li ¢ocuklarda 6zellikle zordur. OSB ile iliskili gesitli



davranigsal ve gelisimsel agiklar, sadece saglayicilarin OSB’li ¢ocuklarda GI
bozukluklarini tedavi etme yetenegini degil, ayni zamanda bu c¢ocuklarda GI
disfonksiyonunun ne zaman olustugunu da belirler. Birgok OSB’li ¢ocuk karin
rahatsizlig1 belirtileri ve bulgularinda iletisim kurmak i¢in gerekli sézel becerilere
sahip degildir. Genellikle, bir GI bozuklugunun OSB olan bir ¢ocukta meydana
geldiginin tek gostergesi bir davranis degisikligi veya patlamadir (Buie vd., 2010).
Tabii ki, her degisiklik veya davraniglardaki patlama GI disfonksiyon veya karin
rahatsizligi nedeninden kaynaklanmiyor. Tibbi saglayicilar genellikle OSB olan
cocuklarda davranig sorunlarmin altta yatan bir GI bozuklugu nedeniyle olup
olmadigini belirlemek i¢in miicadele ediyor.

Ortaya ¢ikan kanitlar beyin-bagirsak-mikrobiyom ekseninin daha iyi anlasilmasi
sadece OSB olan g¢ocuklarda GI disfonksiyon belirlemenize yardimeci olmadigini,
ayn1 zamanda potansiyel OSB i¢in yeni tedaviler saglamak oldugunu gdstermektedir.
Son olarak bu makalede beyin-bagirsak-mikrobiyom etkilesimlerinin daha iyi
anlagilmasimnin OSB ile iligkili GI ve/veya davranis bozukluklar1 i¢in yeni tedavi

terapilerine nasil yol acabilecegini arastirilacaktir.

1. 3. OSB’de Fonksiyonel Gastrointestinal Bozukluklar

OSB’li ¢ocuklarda GI semptomlarinin potansiyel nedenleri agisindan prospektif
olarak degerlendirilen bir ¢alismada, OSB’li ¢ocuklarda GI sikayetlerinin ¢ogunun
fizyolojik veya organik nedenlerden degil, fonksiyonel nedenlerden kaynaklandigin
gostermektedir (Gorrindo vd., 2012). Gorrindo ve ark. OSB’li 40 ¢ocuk ve GI
sikayetleri ile norotipik gelisimi olan 36 cocugu topladi. Pediatrik GI uzmanlar
tarafindan yapilan degerlendirmede, her iki grupta da GI sikayetlerinin en sik nedeni
fonksiyonel GI bozukluklart (FGID) oldugu bulunmustur. OSB grubunda 40
cocuktan 37’sinde FGID saptandi. Fonksiyonel kabizlik OSB ¢aligma grubunda en
stk goriilen GI bozuklugu oldu. Pediatrik uzmanlarin konsensus bildirimleri ve
uygulama oOnerileri, OSB’li ¢ocuklarda GI semptomlarinin ¢ogunun norotipik
gelisimi  olan ¢ocuklarda goriilenlere benzer fonksiyonel bozukluklardan
kaynaklandigint ve OSB’ye 6zgii fizyolojik bir duruma bagl olmadigini daha da
desteklemektedir (Buie vd., 2010; Buie vd., 2010b; Furuta vd., 2012)



Organik veya fizyolojik bir hastaligin GI semptom(lar) nedeni oldugu tespit
edildiginde FGID tanis1 konur (Rasquin vd., 2006; Hyman vd., 2006). Yayinlanan
raporlar, OSB’li c¢ocuklarin ebeveynleri tarafindan bildirilen en sik GI
semptomlarinin  karin agris1t ve diski paternlerinin degistirilmesi oldugunu
gostermektedir. (Buie vd.,2010b; Gorrindo vd., 2012; Ibrahim vd., 2009; Mazurek
vd. 2013). Karin agrisina ve diski diizenini degistirebilen FGID’ler fonksiyonel karin
agrisi, fonksiyonel kabizlik, irritabl barsak sendromu ve fonksiyonel dispepsi gibi
cesitli rahatsizliklari i¢erir (Hyman vd.; 2006Rasquin vd., 2006).

Anormal digki paternleri ve karin agris1 varligina dayanan FGID’ler anormal
davraniglar, duyusal tepkiler ve uyku diizeni gibi beyinbagirsak etkilesimlerinin
belirtileri ile yakindan iligkilidir (Jarrett vd. 2000; Mazurek vd. 2013; Waters vd.,
2013; Walker vd., 1989;). Bozulmus beyin-bagirsak fonksiyonu belirtileri sadece
yaygin OSB olan ¢ocuklarda meydana gelmez, ayn1 zamanda OSBpopiilasyonda GI
semptomlarinin artan insidansi ile iligkilidir. Mazurek ve ark. GI belirtileri olmayan
OSB vakalan ile karsilastirildiginda karin agrisi, kabizlik veya ishal ile basvuran
OSB’li ¢ocuklarda anksiyete davranislarinda ve duyusal responsitte artis saptanmistir
(Mazurek vd. 2013). Peters ve ark. OSB’li gocuklarin artmig katt kompulsif
davraniglarinda kabizlik ve tuvalet sorunlar1 olma olasiliginin daha yiiksek oldugunu
buldular (Peters vd., 2014). Maenner ve ark. OSB’li 487 ¢ocuk iizerinde yapilan bir
calismada GI semptomlarinin muhalif davranislar ve anormal uyku diizeni ile iligkili
oldugu bulunmustur (Maenner vd., 2012). Tlgingtir ki, Maenner ve ark. ayricaOSB’li
cocuklarda muhalif davranislarin ve uyku bozukluklarinin o kadar yaygin oldugunu
buldular ki, onlarin varligt GI bozukluklar1 icin OSB’li ¢ocuklarin taranmasinda
sinirl1 bir yarara sahip.

Bozulmus beyin bagirsagi fonksiyonu ve GI disfonksiyonu belirtileri arasinda
giicli bir iligki saptanmistir. GI bozukluklar1 nérotipik ¢ocuklara gore OSB’de daha
sik ortaya ¢ikmistir. Daha fazla ¢alisma bozulmus beyin-bagirsak etkilesimlerinin
OSB olan c¢ocuklarda nasil GI bozukluklarima yol agabildigini onaylamak igin
gereklidir.
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1.4. Belirgin OSB Mikrobiyomu Kanit1

Aslinda, bagirsak bakterileri i¢in bir rol tanimlamaya artan ilgi MSS hastalig1 ve
tersi icin terim olarak beyin-bagirsak-mikrobiyom ekseninin ortaya ¢ikmasina yol
acmistir (Sekil 3). OSB’li cocuklarda norotipik kardesler ve/veya saglikli kontrollere
gore cesitli bakteriyel organizmalarin tipleri ve bilesimleri arasindaki farkliliklar
bildirilmistir (De Angelis vd., 2013; Finegold vd., 2010;Kang vd., 2013; Wang vd.,
2013; Williams vd., 2011;). Bu calismalar sayesinde farkli mikrobiyomlarin gesitli
OSBpopiilasyonlar ile iliskili olabilecegine dair kanitlar saglanmustir.

Iki calismada OSB popiilasyonlar ile ilgisiz saglikli kontroller arasinda bakteri
bilesiminde farkliliklar tespit edilmistir (Kang vd., 2013; Wang vd., 2013; De
Angelis vd., 2013). Kang ve ark. raporlarinda OSB deneklerinde mikrobiyom (n=20)
daha az cesitli ve Prevotella, Coprococcus ve siniflandirilmamis Veillonellaceae
norotipik ¢ocuklarin mikrobiyomu ile karsilastirildiginda daha diisiik seviyelere
sahip (n=20) (Kang vd., 2013). De Angelis ve ark. ayrica OSB’li ¢ocuklar (n=10),
yaygin gelisimsel bozuklukaksi belirtilmeyen (n=10) ve norotipik ¢ocuklar (n=10)
arasinda bagirsak mikrobiyal farkliliklar1 kesfetti (De Angelis vd., 2013). OSB tanisi
alan ¢ocuklarin mikrobiyomu, nérotipik gelisimi olan ¢ocuklarin mikrobiyomu ile
karsilastirildiginda Sarcina, Clostridium ve Barnesiella intestihominis’in bollugunu
icermistir (De Angelis vd., 2013). Tam tiir varyasyonlar1 bu iki ¢alisma arasinda ayni
olmasa da, bu bulgular OSB’li ¢ocuklarin bagirsak mikrobiyomu ile norotipik
gelisimi olan c¢ocuklar arasinda belirgin farkliliklar oldugunu gostermektedir.
Calisma katilimcilarindaki GI fonksiyonu degerlendirilmedigi i¢in calismalar da
OSB tanisindan ¢ok OSB’li cocuklarda mikrobiyal farkliliklarin GI disfonksiyonu ile
iligkili olup olmadigini belirleyemedi.

Williams ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, OSB ve norotipik g¢ocuklar
arasindaki bagirsak mikrobiyom varyasyonlarinin OSB’li ¢ocuklarda Gl dis
fonksiyonuna baglt olup olmadigini, OSB ile iliskili belirgin bir mikrobiyom
bilesimine bagli oldugunu 6ne siirmektedir (74). OSB (n=15) ve ndrotipik gelisim
(n=7) olan ¢ocuklarda cesitli GI bozukluklarmmin klinik degerlendirmesinin bir
parcas1 olarak kolonoskopi sirasinda alinan intestinal biyopsilerin degerlendirilmesi

bu iki grup cocuk arasinda mikrobiyal farkliliklari saptadi. OSB’li ¢ocuklarin
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mikrobiyomu Sutterella’da bir artis da dahil olmak {izere, Bakteroidetlerin nispi
olarak bolluklarinda azalma ve OSB’de goreceli olarak artan Firmicutes ve
Proteobacteria bolluklarini gosterdi (Williams vd., 2011). Bu OSB ve nérotipik
cocuklar arasindaki mikrobiyom farkliliklarinin GI disfonksiyonundan bagimsiz
kendine 6zgiin bir sekilde oldugunu gostermektedir.

Mikrobiyomdak: diger ¢aligsmalar, mikrobiyomun FGID’li ve FGID’siz OSB’li

cocuklar arasinda farklilik gosterebilecegini gostermektedir (Buie vd., 2010).
Williams ve ark., Wang ve ark. ayrica Sutterella sp.’ninOSB’li ¢ocuklardan alinan
diskr 6rneklerinde (n=23) tipik olarak gelismekte olan kardeslerden (n=22) ve ilgisiz
norotipik c¢ocuklarin (n=9) diski 6rneklerinden (n=9) fazla oldugu bulundu (Kang
vd., 2013). OSB ve FGID (n=9) olan ¢ocuklarda OSB’li ve GI semptomlar1 olmayan
cocuklara gére Ruminococcustorques’de artis saptandi (n=14) (Wang vd., 2013). Bu
bulgular OSB’li ¢ocuklarda benzersiz mikrobiyal paternlerin mevcut olabilecegini ve
OSB ve FGID’li c¢ocuklarda daha fazla mikrobiyal farklilik olabilecegini
diistindiirmektedir.
Daha fazla galisma gergekten OSB’da farkli bir mikrobiyom karakterize edilebilir
olup olmadigini belirlemek i¢in gereklidir. 2010 yilinda Finegold ve ark. 33 OSB’li
cocuk, 7 etkilenmemis kardes ve 8 saglikli kontrol grubunda inceleme yapti
(Finegold vd., 2010). Williams ve ark. biyopsi tabanli ¢alisma ile ¢elisen bulgularda
sonug olarak artan Bacteroidetes ve azalmis Firmicutes bilesimi ile OSB’de artan
bakteriyel ¢esitlilik oldugunu 6nerdi (Finegold vd., 2010; Williams vd., 2011). Daha
fazla c¢eliski Gondalia ve ark. ve Son ve ark. etkilenmemis kardesleri ile
karsilagtirildiginda OSB’li ¢ocuklarin bagirsak mikrobiyomlarinda anlamli  bir
farklilik saptanmadi1 (Gondalia vd., 2012; Son vd., 2015). Bu ¢alismalarin higbirinde,
OSB ¢ocuklartyla iliskili mikrobiyal farkliliklar1 tespit eden g¢aligmalarda oldugu
gibi, norotipik gelisimi olan bir grup alakasiz ¢ocuklarin dahil olmadig
unutulmamalidir.

Mikrobiyal bilesimin OSB’li ¢ocuklarda farklilik gosterip gostermedigini ve bu
popiilasyonda GI semptomlar1 olanlarda daha da farkli olup olmadigini belirlemek
i¢cin daha biiylik ve iyi tasarlanmis ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. Gelecekteki caligmalar

farkli bir OSB mikrobiyomunu dogrularsa, o zaman belirli mikrobiyom

12



farkliliklarinin ~ bilinmesi OSB’li ¢ocuklarda davranig sorunlart ve/veya GI

disfonksiyonu i¢in yeni tedavi terapilerinin gelistirilmesine yol acabilir.

ASD davramssalsemptomlar
. Tekrarlayan davranislar
. Duyusal zorluklar
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. Tletisim zorlugu
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Sekil 1.2: Mikrobiyota Bagirsak Beyin Ekseni Iki Yonlii Etkilesim (Luna vd., 2016)

Beyin bagirsak-mikrobiyom ekseni otizm spektrum bozuklugunda kritik bir rol
oynamaktadir. Otizm spektrum bozuklugu (OSB) yaygin olarak hem davranigsal
semptomlar (6rnegin, tekrarlayan ve/veya kendi kendine zarar veren davranislar)
hem de gastrointestinal (GI) semptomlar (6rn., karin agrisi) ile karakterizedir. Diyet
ve antimikrobiyal kullanim da dahil olmak {izere c¢esitli faktorler bagirsak
mikrobiyomunu etkileyebilirken, enterik ve merkezi sinir sistemlerinin birbirine
baglhiligi, pediyatrik OSB’de hem davranigsal hem de GI semptom tezahiiriinii
etkileyebilir.

1. 5. Terapétik Mikrobiyoloji Tedavi Stratejileri i¢in Kanit

Beyin-bagirsak-mikrobiyom etkilesim calismalari bagirsak mikrobiyomu
manipiilasyonu yoluyla OSB davraniglar1 ve komorbid kosullar1 tedavi i¢in umut
saglar. Hem hayvansal hem de klinik ¢aligsmalar, bagirsak mikrobiyomunu degistiren
tedaviler uygulayarak norolojik fonksiyon ve davraniglarda degisiklikler rapor eder

(Messaoudi vd., 2011; Bravo vd., 2011). Probiyotiklerin hayvan davranig
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modellerinde kullanimi bagirsak bozukluklarinda iyiye dogru degisiklik olduguna
dair kanit saglar, mikrobiyom, anksiyete ve depresyon ile iliskili davranislari
iyilestirebilir (Sekil 4) (Bravo vd., 2011; Messaoudi vd., 2011). Messaoudi ve ark.
Lactobacillus helveticus ve Bifidobacterium longum’un probiyotik formiilasyonunun
anti-anksiyete ajanlarini taramak igin tasarlanmis yerlesik bir sigan modelinde
anksiyete davraniglarini azalttigimi bildirmistir (Messaoudi vd., 2011). Bravo ve
arkadaslar1 Lactobacillus rhamnosus’un fareler tarafindan yenilmesinin anksiyete ve
depresyona bagli davraniglarin azalmasina yol agtigin1 ve duygusal davranislardaki
degisikliklerin vagal sinir sinyalinin aracilik ettigi merkezi GABA reseptor
ekspresyonundaki degisikliklerle iligkili oldugunu buldular (Bravo vd., 2011). Bu
calismalar bagirsak mikrobiyom manipiilasyonu ile potansiyel anormal davranislarin
tedavisinde yardimci olmak i¢in kullanilabilir kanit saglar.

Bu potansiyel hayvanlardaki OSB fenotiplerinin patogenezinde beyin-bagirsak-
mikrobiyom ekseninin roliinii vurgulayan ve mikrobiyomun manipiile edilmesinin
birgok OSB davranisin1 nasil tersine c¢evirdigini vurgulayan raporlarla daha da
desteklenir (de Theije vd., 2014; Hsiao vd., 2013; Clarke vd., 2012). Otizmin
maternal bagisiklik aktivasyon modelini kullanan Hsiao ve arkadaslar1 sadece bu fare
modeliyle iligkili GI disfonksiyonunu degil, ayn1 zamanda bir probiyotik ile takviye
edildikten sonra GI disfonksiyonunun goriiniir diizeltmesini ve bu durumda
Bacteroides fragilis’i belgeleyebildiler (Hsiao vd., 2013). Ancak bu ¢aligmanin en
zorlayict sonuglari anksiyete, sensorimotor kapilar, tekrarlayan davranislar ve
iletisimde iyilesmenin gorildigi davranigsal semptomlar tlizerindeki etkisidir (Hsiao
vd., 2013).

Hayvan calismalarinda  bulgularin  OSB’li  cocuklara  doniistiiriiliip
cevrilemeyecegi heniiz bilinmemekle birlikte, OSB dis1 popiilasyonlarda yapilan
klinik caligmalardan elde edilen sonuglar probiyotiklerin karin agrisini
hafifletebilecegini, stresli uyaranlara verilen tepkileri degistirebilecegini ve beyin
aktivitesini  degistirebilecegini gostermektedir (Korterink vd., 2014; Tiequn vd.,
2015;Tillisch vd., 2013 ). Iki yeni metaanalizler probiyotiklerin karmn agrisi ile ilgili
FGID olan ¢ocuk ve ergenlerin tedavisinde plasebodan daha etkili oldugunu buldu,
Ozellikle irritabl barsak sendromu olan hastalar agisindan (Korterink vd., 2014;

Tiequn vd., 2015). FGID tedavisinde ek olarak, probiyotiklerin saglikli goniilliilerde
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psikolojik sikintilar1 hafifletmeye yardimci oldugu bulunmustur (Messaoudi vd.
2011). Mikrobiyom degisikliklerinin dogrudan beyin fonksiyonlarini nasil
etkiledigini gosteren umut verici Dbilgileri fonksiyonel manyetik rezonans
gorlntiileme ile saglikli kadinlar tarafindan bir probiyotik ile fermente siit iiriinliniin
4 haftalik alimi ile merkezi duygu ve his kontrolii beyin bolgelerinin aktivitesini
etkilemesiyle Tillisch ve ark. Gosterdi (Tillisch vd., 2013).

Calismalar OSB i¢in bir tedavi olarak beyin-bagirsak-mikrobiyom
etkilesimlerini hedeflemeyi destelerken, OSB olan ¢ocuklarda bagirsak mikrobiyomu
degistirmek icin yontemler gelistirilmesi ve kullanilmasinda istihdam edilmelidir.
Kanitlanmamis veya eksik bulgulara dayali olarak OSB igin yeni tedaviler
gelistirmeye calisan insanlar ¢ocuklar ve aileler icin Onemli zararlar gostermistir
(James vd., 2015). Yanlis bilgi ve tibbi kanit eksikliginden kaynaklanan asilardan ve
selat agir metallerden kaginma ¢abalari dliimlere yol agmis ve halk sagligi krizlerine
yol agmustir (Pegorie vd., 2014; Brown vd., 2006). Su anda, mikrobiyomu
degistirmenin  diyet miidahaleleri kullanimi1  gibi, probiyotik takviyesi,
antimikrobiyaller ve digki mikrobiyota nakli gibi yollar1 vardir (Frye vd., 2015).
Diyet ve probiyotikler OSBdahil rutin ¢esitli bozukluklarin tedavisinde kullanilir. Bir
saglik kurulusu veya diyetisyen gozetiminde uygun sekilde yapilan bu miidahaleler
cocuklar icin ¢ok az risk olusturmaktadir. Ancak, antimikrobiyallerin (antibiyotikler
ve antifungal ilaclar) kullanimi ve fekal mikrobiyota nakli 6nemli risk tasirlar
(Aroniadis vd., 2013; Sandler vd., 2000). Bir ¢ocukta ilaca direngli bakterilerin
gelistirilmesi ve yasami tehdit eden enterik patojenlerin tanitilmasi gibi advers
reaksiyonlar, OSB’li ¢ocuklarda bu tedavileri uygulamadan 6nce klinisyenlere ve
ailelere ara vermelidir (Aroniadis vd., 2013; Sandler vd., 2000). Beyin-bagirsak-
mikrobiyom etkilesimleri hakkinda ¢ok daha fazla bilgi giivenli bir sekilde belirli
tedaviler gelistirmek icin gereklidir. Daha ileri c¢aligmalar beyin-bagirsak-
mikrobiyom ekseninin belirli OSB iliskili degisiklikler kurmak ve mikrobiyom
fonksiyonu degisiklikleri OSB olan ¢ocuklar igin yararli terapdtik sonuglar

saglamasini degerlendirmek i¢in gereklidir.
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Sekil 1.3: Mikrobiyota-Bagirsak-Beyin Ekseni ve Otizm Spektrum Bozuklugunda Potansiyel
Rolii. (Li ve Zhou, 2016).

(A) Mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni icindeki ¢ift yonli iletisim esas olarak
otonom sinir sistemi (ANS), HPA ekseni, néroendokrin ve néroimmiin yollar yoluyla
gerceklesir. (B) OSB patolojisinde mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni igindeki
bozukluklarin tezahiirleri. Otistik bozukluklar gastrointestinal semptomlar ve
bagirsak mikrobiyotasindaki kompozisyon degisiklikleri ile iligkilidir. Tersine,
bagirsak mikrobiyotasindan ve bagirsak anaerobik bakteri enfeksiyonundan tiiretilen
zararli metabolitler OSB gelisimine katilabilir. Probiyotikler ve Trichuris suis ova
(TSO) gibi mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni modiilatérlerinin, OSB’de potansiyel
terapotik etkiler gosterilmistir. HPA: hipotalamus-hipofiz-adrenal; KZY A’leri: Kisa
zincirli yag asitleri (SCFA, Short chain fatty acids)
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1.6. Beyin-Bagirsak-Mikrobiyom Arastirmasinin Gelecekteki Yonelim Ve

Potansiyelleri

Mikrobiyomun gelecekteki calismalariin metabolomu, yani mikrobiyoloji
tarafindan iiretilen amino asit ve kanda bulunan ve kanda atilan antioksidanlardaki
degisiklikler gibi metabolitleri de dikkate almas1 gerekir. Idrar drneklerindeki amino
asitleri ve antioksidanlar1 analiz eden ¢alismalar OSB ¢ocuklari ile saglikli kontroller
arasindaki bakteri metabolitlerinde O6nemli farkliliklar oldugunu gostermektedir
(Cozzolino vd., 2014; Emond vd., 2013; Mavel vd., 2013; Ming vd., 2012; Yap vd.,
2010). Bugiine kadar bu iki popiilasyon arasindaki diski metabolomunu karakterize
etmek i¢in yalnizca bir rapor denendi ve ilging bir sekilde bu calisma yaygin
gelisimsel bozukluk-NOS tanis1 olan g¢ocuklarda serbest amino asitler ve ugucu
organik bilesiklerin seviyelerinin belirgin sekilde etkilendigini bul-mustur (n=10) ve
otizm (n=10) ile saglikli kontrollere kiyasla (n=10) (De Angelis vd., 2013).

OSB ile iligkili biyobelirteclerin belirlenmesi hangi bireylerin veya spesifik
popiilasyonlarin hastalik gelisimi i¢in risk altinda olabilecegini daha iyi anlamay1
saglayacaktir. Hayvan c¢aligmalar1 bagirsagin baslangictaki bakteri kolonizasyonunun
beyin gelisimini 6nemli Olgiide etkileyebilecegini gostermektedir (de Theije vd.,
2014; Stilling vd., 2015).

Bagirsak  bakterilerinden yoksun mikropsuz farelerin degerlendirilmesi
amigdalada bazal noéronal aktivitenin arttigini, hipokampusta norojenez iizerinde
potansiyel etkileri, farelerin konvansiyonel ortama verildiginde tamamen tersine
donmeyen ve bakterilerin GI kanallarini doldurmasima izin verilen degisiklikleri
ortaya ¢ikardi (Stilling vd., 2015). Son raporlar ayrica MSS nérotransmisyonunda ve
hayvanlarda OSB fenotiplerinin  patogenezinde beyin-bagirsak-mikrobiyom
ekseninin roliinii vurgulamaktadir (Alemi vd., 2013; Clarke vd., 2012; de Theije vd.,
2014;).

OSB’nin erken saptanmasina ek olarak, beyin-bagirsak-mikrobiyom etkilesimleri ile
iligkili biyobelirtegler, OSB’li ¢ocuklarda ortak morbid GI durumlarmni teshis etmek
icin bir yontem saglamaya yardimci olabilir. Bu denekler genellikle sozlii olarak

bozulmakta ve semptomlarini, 6zellikle karin agrisim1 ifade edememektedir. GI
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disfonksiyonu ve rahatsizlig1 siklikla davranislarda ani bir degisiklik veya provoke

edilmemis davranig patlamalari ile ortaya ¢ikar (Buie vd., 2010).

Sonu¢Beyin-bagirsak-mikrobiyom ekseninin gelecekteki calismalar1 biiyiik 6l¢iide
OSB anlayisimizi artirabilir, 6rnegin GI semptomlarininOSB’li ¢ocuklarda neden bu
kadar yaygin oldugunu agiklamak gibi. Ayrica, ¢alismadaki bu ¢izgi GI bozukluklari
ve OSB ile iligkili davramigsal sorunlar i¢in tedavi ig¢in potansiyel hedefleri
belirlemenize yardimci olabilir. Son olarak GI disfonksiyonu ile iligkili
biyobelirteglerin belirlenmesi ve OSB gelistirme riski ile 6nemli 6l¢iide stipheli bir

OSB tanisi olan bireylerin degerlendirilmesi i¢in mevcut stratejileri etkileyebilir.

1.7. OSB Ve Néro-immiinopatoloji

Bagisiklik sistemi ve noroinflamasyon OSB gelisiminde temel bir rol
oynadigi goriilmektedir (Poletaev vd., 2014). Bagisiklik, apoptotik ndronlarin
giderilmesinin yani sira ndronal proliferasyonu, sinaps olusumunu ve plastisiteyi
diizenleyen, ayn1 zamanda bir¢cok norolojik aktiviteye aktif olarak katilan merkezi ve
periferik sinir sistemlerinin nérogelisiminde 6nemli rol oynar (Ashwood vd., 2011b;
Li ve Zhou, 2016; Wang vd., 2014). Son kirk y1l boyunca yapilan ¢esitli ¢alismalar,
OSB tanist konan bireylerde degisen bagisiklik yanitlarini ele almaktadir (Estes ve
McAllister, 2015; Hsiao vd., 2012). OSB'li bir¢ok insan siklikla enfeksiyonlar,
cevresel ve gida alerjileri, astim, ndbetler, aciklanamayan cilt dokiintiileri ve kalici
bagirsak maya enfeksiyonlari gosterir (Li ve Zhou, 2016; Sakamoto vd., 2015).
Ayrica, bagisiklik tolerans kaybi belirtileri, 6rnegin alerjiler, asilara / enfeksiyonlara
asir1 tepki ve tan1 konmamis otoimmiin bozukluklar OSB tanis1 konan kisilerde daha
yaygin olarak ortaya ¢ikmistir (Kern vd., 2014; Ruggeri vd., 2014; Wang vd., 2014).
Bagisiklik sisteminin OSB'nin ndrobiyolojik paternine dahil edilmesi su anda yogun

bir arastirma konusudur(Bjorklund vd., 2016).

Noroinflamasyon siirecinde T hiicreleri saglikli beyinde islev goren kan beyin
bariyerini ge¢mektedir. Ancak bu gecis enfeksiyon gibi durumlarda ve aktive-T
hiicre ile olmaktadir (Poletti vd., 2019). Aktive-T hiicreler ilgili antijenle karsilaginca

cogalir, endotel iizerinde etki eden sitokin ve kemokinleri tireterek diger T hiicreler,
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B hiicreler ve monositler gibi diger lokositlerin kandan gecisini saglamaktadir.
Uretilen proinflamatuar sitokinler ayni zamanda lokal mikroglia ve astrositlerin
aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktive olmus mikroglia ve astrositlerin iirettigi ek
proinflamatuar sitokinler, kemokinlerve proteazlar inflamatuar cevabi arttirmaktadir
(Ojo vd., 2019). Artan perivaskiiler inflamasyon kan beyin bariyerini bozarak
inflamatuar hiicrelerin gecisini arttiran bir dongiiye ve parankim hasarina yol
agmaktadir. Inflamasyonun olusumuna aracilik eden Aktive T hiicreleri merkezi sinir
sisteminde ilgili antijene rastlamaz ise kana, lenfatik sisteme donebilir veya apoptoza
ugramaktadir (Matta, vd., 2019; Ojo vd., 2019; Poletti vd., 2019).

Normal fizyolojik kosullar altinda, astrositler ve mikroglia sitokinlerin ve
kemokinlerin salinimi ile sinapslarin olusumu ve budama yani sira plastisiteyi
diizenlemektedir. OSB’li bireylerde kan beyin bariyerindeki bozulmalar, bagisiklik
hiicrelerinin alimi1 ve reaktif astrosit ile beyindeki glial fenotipik degisiklikleri ve
sitokinlerin ve kemokinlerin artmis salgilanmasini tetiklemektedir. Meydana gelen
degisiklikler sinaps olusumu, budama ve plastisite gibi siirecleri bozmakta ve noéronal
dendritik dallanma ve omurga yogunlugunu, belirli beyin bdolgelerinin yetersiz ve

spin yogunlugunu ve noronal baglantiyr degistirmektedir (Sekill.4) (Matta vd.,

2019).
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Bireylerde CD4+ T+ yardimci hiicrelerin, daha diisiik T hiicresi sayisinin (CD2+
hiicreleri) ve daha digiik yiizdelerin ve toplam lenfosit sayisinin azalmaktadir
(Ashwood vd., 2011b; Lopez vd., 2016; Warren vd., 1990; Yonk vd., 1990). Ayrica,
CD4+ T hiicre alt popiilasyonlar1, baskilayict T hiicrelerini uyarmaktan sorumlu olan
CD4RA+ T hiicrelerinde bir azalma goriilmektedir (Ahmad vd., 2017; Yonk vd.,
1990). OSB!l bir ikiz modelinde CD4+ depresyonu, diger norolojik komorbiditelerle
iliskili interferongama (IFN-y) ve interlokin-17 (IL-17) tiretiminde bir diizensizlik
belirlenmistir (Magid vd., 2015). CD4+ T hiicresindeki azalma OSB'de sik rastlanan
bir bulgudur. Azalmig sayida CD4+ Thiicresi ve yardime1 hiicresi (CD4+, CDS) olan
OSB hastalarinin yaklasik %35'inde T lenfositlerinde anormallikler bildirilmis, CD4
/ CD8 oranlarin1 degistirmis ve baskilayict sayisii arttirmigtir (Gupta vd., 1996;
Gupta vd., 1998). Bunu desteklemek i¢in, yapilan ¢ift kor bir ¢alisma, giiglii opiat
antagonisti naltrekson ile tedaviyi takiben OSB ¢ocuklarinin %56'sinda otistik
semptomlarda 6nemli bir azalma oldugunu bildirmistir. Ilag, T yardimci
indiikleyicilerinin sayisini arttirmig ve T - sitotoksik baskilayicilarin sayisinda
azalma, bu da CD4 / CD8 oraninin normallesmesine neden olmustur. Son
zamanlarda yapilan girisimler, bagisiklik bozuklugu Oriintiisii lizerinde stres yaratan
bir hayvan otizm modeli gelistirmeye calismistir (Scifo vd., 1996). Maternal
bagisiklik aktivasyonu (MIA) uygulanan fare modellerinde annelerin yavrulari,
bagisiklik profilleri degismistir (Hsiao vd., 2012). immiinolojik degisiklikler, CD4+,
TCRP (+) Foxp3 (+) CD25 (+) T diizenleyici hiicrelerinde bir eksiklik, artan CD4
aracili IL6 ve IL - 17 iretimini ve anormalligi olan artmis periferik Gr- (1) +
hiicrelerini arttirmistir. Isinlanmis fareler MIA farelerinden bagisiklik hiicreleri ile
yeniden dolduruldugunda, bagisiklik fonksiyonunun uzun siire yeniden
programlanmasin1 etkileyen bireyin periferik baglammin varligini destekleyen
kanitlar saglayan bagisiklik fenotipini geri yiiklememistir. Bununla birlikte,
basmakalip ve tekrarlayan tutumlar ve anksiyete benzeri davranislar sergileyen ve
kontrol veya MIA kaynakl1 bagisiklik popiilasyonlari ile nakledildiginde, normal bir
davranigsal ve ndrolojik patern sergileyen, OSB arasinda temel bir iliski gosteren,
daha 6nce 1sinlanmis, davranigsal olarak anormal MIA tiirevi yavrular ve bagisiklik

diizensizligi tespit edilmistir(Hsiao vd., 2012).
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1. 8. Otizm Immiino-Patolojisinde Rol Oynayan Elemanlar
1.8.1.T Hiicreleri

T hiicreleri, lenfositlerin bir alt kiimesini olusturur ve bagisiklik yanitinda 6nemli
bir yere sahiptir. Immiinolojik agidan CD4+ lenfosit yardime hiicre aktiviteleri temel
olarak Thl (hiicre aracili bagisiklik) ve Th2 (humoral bagisiklik) ikiye ayrilir. Thl,
oncelikle viral, mantarlar ve protozoalara karsi ilk savunma hattidir. Th2 ise B
hiicrelerinin antikor tiretmesine yardimer olur (Hirahara vd., 2016; Moore vd., 2001;
Rossignol, 2007). T1 hiicresi yanitinin OSB'deki rolii, Th1l, Th2 veya Th17 fenotip
iceriginde gozlenen bozukluklar, dogustan ve edinilmis bagisiklik ile iliskilerinde
bagisiklik diizensizligi, B hiicresi vemajor sitokinlerin, 6rn. IL-1B, TNFa, IL-2, IL-4,
IL-13, IL-17 ve IL-10 ifadesi nedeniyle giindeme gelmistir (Estes ve McAllister,
2016; Li vd., 2009; Molloy vd., 2006; Moore vd., 2001; Rossignol, 2007). Ayrica,
OSB’li bireylerde bir dizi anormal immiin adaptif yanit bildirilmistir (Singh, 1996;
Stubbs, 1995). Yapilan g¢aligmalar, yiikksek IL-12 ve interferon iiretimi ile Thl
sisteminin aktivasyonunu ortaya koymustur (Ross vd., 2013). OSB'de IL-12, IL-1,
IL-6, TNF-a, IL-23 ve beyin kaynakli nérotrofik faktor (BDNF) gibi
proinflamavatuar sitokinlerin seviyesindeki degisiklikler bildirilmistir(Ricci vd.,
2013). OSB’li ¢ocuklar artmis IFNy ve IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra) eksprese
ederler, bu da Thl egriligiyle sonuglanir(Croonenberghs vd., 2002; Goines vd.,
2011). Ayrica, bireylerde TNFo 'min arttirtlmig T hiicre tiretimi ve azalmig IL-10
tretimi ile birlikte, hiicre aracili bagisiklik belirteclerinin iiretiminde bir artis
gozlenmistir (Ashwood vd., 2011b; Rossignol, 2007). Birgok ¢alisma OSB’li CD4 +
hiicre popiilasyonunda Th1 hiicrelerinden Th2 hiicrelerine belirgin bir kaymaya sahip
oldugunu gostermistir (Ashwood vd., 2011b; Gupta vd., 1996; Gupta vd., 1998). Bu
degisiklik OSB'de kronik viral enfeksiyonlara yatkinligi arttirmaktadir
(Croonenberghs vd., 2002). Ayrica bireylerde immiinoglobulin E (IgE) ve IL-4
treten CD4+ T hiicreleri ve diisiik IL- 2 tireten CD2+ Thiicreleri liretimine sahip
oldugunu gostermistir (Gupta vd., 1996; Gupta vd., 1998; Rossignol, 2007,
Theoharides, 2013).T hiicresi aracili immiin yanittaki bozukluk nedeniyle OSB'de
bagirsak epitelyal bozuklugu ve bagirsak mikrobiyom bozuklugu da bildirilmistir
(Furlano vd., 2001; Luna vd., 2016). Bireylerin yaklasik %5'inin IgA eksikligine

ve% 30-40"min serum IgA diizeylerinin diisiik oldugu tespit edilmistir (Ashwood vd.,
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2004; Gupta vd., 1996; Lau vd., 2013). Bireyler genellikle saglikli kisilere kiyasla
artmis anti-gliadin antikorlar1 ile glutene karsi gelismis bir duyarlilik gosterir
(Rosenspire vd., 2011). OSB'de, ozellikle regresif OSB'si olan gocuklarda, serumda
immiinoglobulin bilesiminde, diisiik normal IgA ve B23 eksprese eden B23
hiicrelerini igeren bir degisiklik gozlenmistir (Wasilewska vd., 2012).Mukozal
bagisiklik, diizenleyici T hiicrelerini de etkilemektedir (Chirumbolo, 2015; Kinoshita
ve Takeda, 2014). Th17 hiicrelerinin mukozal bagisikliktaki aktivitesi, bu baglamda
ve mukozal bagisiklik toleransinda D vitamininin rolii ile de iliskilendirilmistir (Al-
Ayadhi ve Mostafa, 2012; Cannell, 2013; Saad vd., 2016). Yapilan deneysel
modellerde bozulmus Th17 fonksiyonu ile OSB arasinda bir iliski oldugu rapor
edilmistir (Choi vd., 2016). OSB'li ¢ocuklar, eslik eden astim ile birlikte artmis
miktarda IL - 17 ve IL - 17a eksprese ederler (Akintunde vd., 2015; Al-Ayadhi ve
Mostafa, 2012). Bu nedenle IL - 17'nin OSB'deki rolii 6nemli ilgi ¢ekmektedir
(Cabanlit vd., 2007; Connolly vd., 2006). Son olarak, beyin proteinlerine reaktif
antikorlar tretebilen otistik bir "endofenotip" tipik karakterize edici 6zelligi, 1)
proenflamatuar sitokinler ve IL <10 iireten bagisiklik hiicrelerinin varlig1 ve artisi; 2)
CD8 + saf (CD45RA +/ CCR7 +) T lenfositleri ve CD8 + efektor bellek (CD45RA-
| CCR7-) hiicrelerinde bir artis ve ayrica 3) CD4 + terminal olarak farklilasan
(CD45RA- / CCR7 +) bir azalma bir immiinolojik paterne sahip gibi goriinmektedir
(Saresella vd., 2009). Bu veriler ayrica OSB tanist konan ¢ocuklarda adaptif immiin

yanitlarda 6nemli degisiklikleri desteklemektedir.

1.8.2. B Hiuicreleri

B hiicresi, humoral bagisiklik yanitinda biiyiik bir rol oynayan lenfositlerdir.
Insan viicudu her giin milyonlarca farkli B hiicresi tipi iiretir ve her tipin zarinda
belirli bir antijene baglanabilecek 6zel (6zgiin) bir reseptdr proteini vardir. Insan
viicudunda kan ve lenfte milyonlarca B hiicresi antikor iiretmeden dolasir. Herhangi
bir B hiicresi antijen ile karsilastiginda ve bir yardimer T hiicresinden ilave sinyal
aldiginda; asagida tanimlanan iki farkli B hiicresi tipinden birine farklilasir. B
hiicreleri dogrudan bu hiicre tiplerinden birine doniisebilecekleri gibi, bir ara
adimdan sonra da doniisebilirler. OSB tanis1 konan g¢ocuklarin kan hacmi basina

yaklasik %20 ila 25 arasinda artan mutlak B hiicresi sayisina sahip oldugu
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bildirilmistir (Ashwood vd., 2011; Heuer vd., 2008). Yapilan bir arastirma, CD157
veya kemik iligi stromal hiicre antijeni-1 (BST-1), ozellikle rs10001565'teki CT
genotipi, tek niikleotid polimorfizmindeki (SNP'ler) degiskenligin, OSB’li bireylerle
iliskili oldugunu, ve boylece OSB'de bozulmus bir B hiicre popiilasyonu olasiligini
gosterir (Yokoyama vd., 2015). Hem CD38 hem de CD157'in T ve B hiicrelerinde
dogustan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik tepkisini modiile ettigini belirtmek ilgi
cekicidir. OSB'li kisilerde, B in hiicrelerindeki mitokondriyal disfonksiyon,
OSB'deki B lenfositlerinin neden OSB baslangict ile iliskili &strojen,
dihidrotestosteron ve hormon rahatsizliklarina farkli bir bagisiklik tepkisi
sergiledigini agiklamaktadir(Malavasi vd., 2006). Thimerosal i¢in dis uyaranlara B
hiicresi duyarlilig1 da bildirilmistir. OSB'li bireylerde azalmis sayida B - hiicresi ve
artan miktarda NK hiicresi goriiliir. Bu kanitlar, OSB'de gozlenen immiinoglobulin

diizeylerindeki azalmanin B hiicresi tiikenmesinin veya bozulmasinin bir sonucudur

(Heuer vd., 2008; Sharpe vd., 2013).

1.8.3. Periferik Monokluat Hiicreler

Monositler, ¢evre dokulara gog¢ ettikten sonra makrofajlara ayrilir. Makrofajlar da
patojenleri fagositize eder ve lenfositlere antijenler sunar (Berdowska vd., 2001;
Sweeten vd., 2003). IFNy tarafindan uyarildiginda, monositler ve makrofajlar artmig
miktarda neopterin {iretir. Yiiksek seviyelerde neopterin, monosit / makrofaj
aktivasyonunun yani sira T hiicrelerinin aktivasyonunun ve hiicre aracili bagisikligin
bir gostergesidir (Berdowska vd., 2001; Zhao vd., 2015). OSB'de daha 6nce yapilan
caligmalar, saglikli kontrollere gore OSB'deki toplam l6kositlerle iliskili olarak biraz
daha fazla sayida mutlak monosit sayis1t ve onemli Ol¢lide daha yiiksek monosit
yiizdesi ortaya koymustur (Denney vd., 1996; Sweeten vd., 2003). Ayrica, bu
monositler iizerindeki aktivasyon belirteclerinin = arttirilmis ekspresyonu, bu
hiicrelerin aktive edilmis bir durumda oldugunu diisiindiirmiistiir (Ashwood vd.,
2011). OSB arastirmalarinda sorulmasi gereken temel bir soru, OSB'deki néroimmiin
degisikliklerin etkisidir (Gottfried vd., 2015; Siniscalco, 2015). Yapilan
arastirmalarda OSB'de dogustan gelen bagisiklikta immiinolojik bozukluk
gozlenmistir. Periferik kan monositlerinin, TLR2 ve TLR4 uyarania ve 6zellikle

IL-6 ve IL-10'a yanit olarak IL-1B, TNFa ve IL-6 gibi inflamatuvar sitokinleri
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arttirdigr bulunmustur (Jyonouchi vd., 2014; Jyonouchi vd., 2005; Manzardo vd.,
2012). IL-6 ve IL-1p tretiminin artmasi, OSB tanisi konan bireylerde artan sosyal
davraniglarda bozulma ile iliskili bulunmustur (Enstrom vd., 2009). Dogustan gelen
bagisiklik OSB gelisiminde temel bir rol oynamaktadir. Dogustan gelen bagisiklik ile
iligkili sitokinler ve kemokinler OSB'de kontrollerle karsilastirildiginda degistirilir ve
bu molekiillerin OSB risk bagisiklik belirtegleri olarak kullanilabilmektedir (Masi
vd., 2015; Li vd., 2015; Zerbo vd., 2016). OSB'de alternatif mRNA ekleme
bozuklugu, monosit / makrofaj ve dogal oldiiriicii hiicrelerde bazi bozulmalari

aciklamaktadir (Stamova vd., 2013).

OSB'de proinflamatuvar isaretlere ragmen son raporlar, OSB’li bireylerin
TLR7/8'in aktivasyonundan sonra azalmig proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-23),
T hiicresi mitojenleri (IFN-y, IL-17 ve IL-12p40) ile uyaransiz (I -1B, IL-6 ve
TNF-0) TLR2 / 6 (IL - 6), TLR4 (IL-12p40) 12p40) ve Candida cinsinden
antijenlerle (IL - 10 veya IL) 12p40) {iretildigi periferal monosit / makrofajlarin
sitokin paternine sahip oldugunu gostermistir (Jyonouchi ve Toruner, 2012).
Kannabinoid reseptorii tip 2 (CB2R) yoluyla bagisiklik tepkisini modiile edebilen bir
sistemde yer alan endokannabinoid reseptoriiniin makrofajlarda ve mikrogliada
yiiksek oranda eksprese olmasina ragmen, fonksiyonunun OSB’li bireylerde bozulma
gosterdigi tespit edilmistir (Siniscalco vd., 2014). Lokosit reseptorlerinin yani sira
bircok ¢oziiniir faktor OSB'de temel belirteglerdir. Ornegin, beyin IL-6, OSB
baslangicinda ve gelisiminde Onemli bir néroimmiin aract olarak kabul edilir.
Makrofaj aktivitesi OSB'de de degisir(Wei ve Li, 2013). Baska bir drnek olarak,
makrofajdan tiiretilmis kemokinler (MDC) veya CCL22 ve timus ve aktive / regiile
edilmis kemokin (TARC) veya CCL17 gibi birgok CCR4 ligandinin OSB’li
cocuklarda kontrollere gore yiiksek oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda makrofaj
gocti 6nleme faktorii (MIF) igin, MIF ve OSB i¢in genetik promotorde fonksiyonel
bir polimorfizm arasinda genetik bir iligki oldugu bildirilmistir. Sonug¢ olarak,
MIF'nin OSB patogenezinde onemli bir fonksiyonel rol oynayabilecegi One

stiriilmiistiir (Al-Ayadhi ve Mostafa, 2013; Grigorenko vd., 2008).

24



1.8.4. Dogal Oldiiriicii (Natural Killer NK) Hiicreler

Dogal immiinitenin elemani olan dogal 6ldiiriicii (natural Killer- NK) hiicreler,
kemik iligi kokenli, biiyiik graniillii lenfositlerdir. Bunun aksine T ve B lenfositleri
esas olarak edinsel immiin yanitta rol alirlar. Patojenler ve tiimorlere karsi spontan
litik aktivite gosteren NK hiicreleri periferik kan lenfositlerinin %5-15"ini olusturur
ve karaciger, peritoneal kavite, plasenta gibi periferik dokularda bulunur. OSB'deki
NK hiicrelerindeki anormallikler, bireyleri kritik gelisim donemlerinde otoimmiinite
ve olumsuz néroimmiin etkilesimlerin gelisimine yatkin hale getirir (Enstrom vd.,
2010). Merkezi sinir sistemi (MSS) proteinlerine karsit otoantikorlarin varligi,
OSB'de yaygin bir bulgudur ve anormal NK hiicresi aktivasyonu ile baglatilabilen
OSB'li bireylerde devam eden bir inflamatuvar ve otoimmiin siirecini yansitir
(Ashwood vd., 2006). Bu durumda, NK hiicre sayilarinin genislemesi, muhtemelen
homeostatik tiretimin artmasit ve sitokinler gibi bliylime faktorlerinin aracilik ettigi

yogun bagisiklik / otoimmiin yanitlardan kaynaklanmaktadir (Ashwood vd., 2011).

Ashwood ve ark. yaptiklari ¢alismada OSB tanist konan ¢ocuklarda mutlak NK
hiicresi sayisinin yaklasik% 40 daha yiiksek oldugunu bildirmistir (Ashwood vd.,
2011). Bu veriler, OSB tanist konan g¢ocuklarda kontrollere gore daha fazla sayida
NK hiicresi ve NK hiicresi ile iligkili hiicresel reseptorlerin ve efektor molekiillerin
gen ekspresyonunun arttigini bildiren Enstrom ve ark. ile uyumludur (Enstrom vd.,
2010). Bununla birlikte, Vojdani vd. (2008), OSB’li ¢ocuklarin %45'inin in vitro
stimiilasyona karst NK hiicrelerinin yanitlarinda azalma oldugunu bildirmistir. Bu
nedenle NK hiicre sayilarindaki artis, NK hiicre fonksiyon eksikliklerini telafi etmek
icin hiicre sayilarini arttirmak icin telafi edici bir mekanizma ortaya ¢ikarmaktadir
(Ashwood vd., 2011). CD57+CD3- lenfositlerinin sayisinin OSB’li ¢ocuklarda klinik
olarak kabul edilen araligin altina distiigii gorilmistir (Siniscalco vd., 2016).
Ayrica, OSB'li ¢ocuklar KIR / HLA komplekslerini (aKIR / HLA) aktive eder,
burada KIR, NK hiicreleri iizerinde ifade edilen katil hiicre bagisiklik globulin
benzeri reseptordiir, yani uteroda bu bagisiklik etkilesimleri OSB'de bagisiklik
aktivasyonunu tesvik etmektedir (Guerini vd., 2014).
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1.8.5. Dentritik Hiicreler

Dendritik hiicreler dogustan gelen bagisikliga aktif olarak katilir ve ayrica
adaptif bagisiklik tepkisini ve bagisiklik toleransint modiile eder. Bunlar, mikroplar
tizerinde patojenle iligkili molekiiler patern molekiilleri (PAMP) veya endojen
dokularin hasara bagli molekiiler patern molekiilleri tarafindan hedeflenen birkag
dogal patern tanima reseptorii (PPR) eksprese eden fagositik hiicrelerdir (Breece vd.,
2013; Steinman, 2007). Ligandar1 bagladiktan sonra dendritik hiicreler, gog
hareketliligini arttiran, diger bagisiklik hiicrelerini doniistiirmek i¢in kemokinler
tiretir Efektor T hiicrelerinin uyarilmasi i¢cin komsu bagisiklik hiicrelerini kontrol
ederek biiylik uyarici molekiiller iireten ve biiyilk miktarlarda sitokin salgilayan
olgunlagma asamalarini {istlenirler (Banchereau vd., 2000; Breece vd., 2013; Ueno
vd., 2007). Miyeloid dendritik hiicre sikligt OSB'de artmaktadir.Linl
BDCA1+CD11c + ve Linl BDCA3+ CD123 olarak tanimlanan fenotipli miyeloid
dendritik  hiicreler veLinl BDCA2+CD123+ veya Linl BDCA4+CD11c
plazmositoid fenotiplerin OSB'deki gelisimsel gerileme ve amigdala hacmindeki artis
ile iligkili goriildigi belirlenmistir (Breece vd., 2013). Ayrica, dendritik hiicreler
hem merkezi hem de periferik toleransin indiilklenmesinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Cevredeki dendritik hiicreler, silme, yanit vermeme indiiksiyonu veya
uyarlanabilir T diizenleyici hiicrelerin {iiretilmesiyle toleransi korumak igin sinirh
veya yok ko-uyarimi olan diisik dozlu immiinojenik olmayan antijenleri siirekli
olarak yakalar ve sunarlar (Steinman, 2007). Breece vd. (2013), OSB teshisi konan
kiigiik cocuklarda kan miyeloid dendritik hiicrelerinin dolagim hizlarinin arttigin
tespit etmiglerdir. Bu artmis frekanslar, artmig amigdalar hacmiyle ve OSB'li

hastalarda artmis tekrarlayan davranislarla iligkilidir (Breece vd., 2013).

1.8.6. immiinoglobulin Degisikligi

OSB tanis1 konan bireylerde immiinoglobulin diizeylerinde degisiklikler
oldugu bildirilmistir. IgG ve IgM seviyeleri OSB’li bireyleride anormal seviyede
artmis (Croonenberghs vd., 2002b) veya azalmis seckilde tespit edilmistir
(Croonenberghs vd., 2002; Gupta vd., 1996; Heuer vd., 2008). Anti-glutamik asit

dekarboksilaz antikorlar1 (anti-GAD) dahil olmak iizere anti-néronal antikorlarin
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serumdaki varligi belirlenmemistir (Bayram vd., 2016). OSB’li bireylerde plazma
belirtecleri degerlendirilerek kazein, yumurta aki, yumurta saris1 ve yer fistigina karsi
serum IgG antikorlarida tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda OSB’li bireylerde
1p13.3 konumunda glutatyon S transferaz (GSTM) yoklugu ve glutatyon S
transferaz 1105V (GSTP1) yoklugunda polimorfizm ve OSB hastalarinin
mitokondriyal gen siiperoksit dismutaz A16V (SOD2) genetik polimorfizm
goriilmiistiir. (Esparham vd., 2015). Bu nedenle, beslenme, ¢evresel ve immiinolojik
faktorler OSB patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. OSB tanisi konan
cocuklarda diisiik seviyelerde immiinoglobulin (IgG ve IgM) rapor etmislerdir.
Bununla birlikte, 6nceki ¢aligmalarin karsilastirilmasinda, farkliliklar farkli 6rneklem
biiyiikliiklerine, OSB'li bireylerin medyan yasina, kontrol numunesi tiirlerindeki
farklilasmaya ve farkli deneysel yaklasimlara baglanmaktadir (Heuer vd., 2008).
Maternal bagisiklik globiilinlerindeki degisiklikler ve otoantikorlarin varligr da
dogan bireylerde OSB'ye neden olmaktadir (Brown vd., 2015; Poletaev vd., 2014).
OSB'de diizensiz antikorlar1 anlamamizi artirmak i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag

vardir.

1.8.7. Sitokinler Ve Kemokinler

Sitokinler ve kemokinler, bagisiklik veya hormon benzeri bilgilendirici
aktiviteye sahip diger somatik hiicreler tarafindan salgilanan kiiglik proteinlerdir.
Komsu duyarli hiicrelerde modifikasyon indiikleme yetenegine sahiptirler. Bazi
sitokinler proinflamatuar olarak kabul edilir ve bagisiklik sisteminin hiicrelerini
enfeksiyon bolgesine almak igin bir bagisiklik yaniti sirasinda uyarilir ( Wang vd.,
2014). OSB tanist konan bireylerin saglikli kontrollere gore sitokin profillerinin
degistigi ve kronik sitokin indiiksiyon durumunda oldugu gdzlenmistirOSB tanisi
konan hastalarda azalmis Th2 antilnflamatuar yamiti ve Thl proinflamatuar sitokin
yanit1 artar. Bu, Thl yolag1 yoluyla gelistirilmis dogustan gelen ve adaptif bir
bagisiklik reaksiyonunu igerir ve lokalize beyin iltihab1 ve otoimmiin disfonksiyonun
OSB'de yer alabilecegini gostermektedir (Ashwood vd., 2011a; Ashwood vd., 2011c;
Wang vd., 2014). Elde edilen veriler dogrultusunda, OSB tanis1 konan ¢ocuklarda IL
- 1B, IL - 6, IL - 8 ve IL - 12p40, MCP - 1, RANTES ve eotaksin dahil yiiksek
sitokinler tespit edilmistir (Ashwood vd., 2011a; Ashwood vd., 2011c). Artmis

27



inflamatuar aracilar IFNy, MIF, trombosit kaynakli biiylime faktorii - BB (PDGF-
BB) ve IL-18'in diizensizligiOSB'li  bireylerde anormal davranislarla
iliskilendirilmistir (Ashwood vd., 2011a; Ashwood vd., 2011c; Grigorenko vd.,
2008; Kajizuka vd., 2010; Singh, 1996). Hiicrelerin bagisiklik diizensizligi de

sitokinlerin islevini ve tiretimini etkilemektedir (Businaro vd., 2016).

1.8.8. Otoantikorlar

Antikorlar organizmayi bakteri ve viriis gibi patojenlere karsi savunur. Ancak
bazi bozukluklarda bu antikorlar normal hiicrelere de saldirarak otoimmiin
hastaliklarin ~ olugsmasimna sebep olabilir. OSB’li bireylerde beyine 06zgi
otoantikorlarin yiiksek diizeyi, hastaligin olast otoimmiin mekanizmasinin
aydinlatilmas1 gerekliligine isaret etmektedir. Otoantikorlar OSB'de ¢ok sayida ve
cesitli hedeflerde rol oynamaktadir. Inflamasyonun artmasi gizlenmis antijenleri ve
epitop yayilmasini ortaya ¢ikaran hiicresel hasara yol agmaktadirlar (Onore vd.,
2012). OSB’li ¢ocuklarda serebellar Purkinje hiicrelerine ve diger noral proteinlere
yonelik antikorlar dahil olmak iizere bircok ndrona 6zgii antijene ve ¢apraz reaktif
peptitlere kars1 yiikseltilmis serum otoantikorlart bulunmustur (Onore vd., 2012;
Wang vd., 2014). Birden fazla ¢alisma OSB tanist konan ¢ocuklarda saglikli
cocuklara kiyasla beyine ve merkezi sinir sistemine tepki gosteren yliksek sayida
otoantikor tespit edilmistir (Cabanlit vd., 2007; Wills vd., 2007). Yapilan
caligmalarda sadece beyne 6zgii IgG otoantikorlar yiiksek siklikta goriilmemis, ayni
zamanda daha siddetli olan anti-néron antikorlar1 yiiksek siklikta belirlenmistir
(Cabanlit vd., 2007; Elamin ve Al-Ayadhi, 2014; Piras vd., 2014). OSB’li bireylerde
beyin otoantikorlar1 yliksek kan civa (BHg) seviyeleri, diisik serum
dokosaheksaenoik asit (DHA) seviyeleri ile de iliskilidir (Mostafa ve Al-Ayadhi,
2012; Mostafa vd., 2016a). Cocukluk Otizm Derecelendirme Olgegi (CARS) skorlari
ile serum norokinin A ve BHg diizeyleri arasinda pozitif bir iliski bulmustur
(Mostafa vd., 2016a). OSB'li ¢ocuklarda yiiksek Hg seviyeleri, Hg'ye maruziyetin
artmastyla iliskilidir, ancak ayni1 zamanda daha yiiksek viicut yiikiine yol agan Hg
salgilama yeteneginin azalmasinin bir sonucudur (Khaled vd., 2016). Artmis
norokinin A seviyeleri ile noroenflamasyon, OSB'li baz1 c¢ocuklarda goriiliir ve

yiiksek BHg seviyeleri ile kanitlanir. Ayrica Pb, OSB'de néroenflamasyon ve
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otoimmiiniteyi indiikler (Mostafa vd., 2016b). OSB'li baz1 ¢ocuklarda artmis BPb
diizeylerinin serum anti - ribozomal P antikorlarinin iiretimini tetiklemektedir
(Mostafa vd., 2016b). OSB’li ¢ocuklarin saglikli kontrollere gore kanda daha diisiik
¢inko (Zn) / bakir (Cu) oranina sahip olduklar1 bildirilmistir (Craciun vd., 2016;
Faber vd., 2009; Li vd., 2014). OSB'si olan ¢ocuklarda Hg birikiminin bir nedeni
olarak metallotiyonin (MT) islev bozuklugunun ortaya ¢ikabilecegi ve aym islev
bozuklugunun Zn eksikligine de yol agabilecegi One siiriilmiistiir (Bjorklund, 2013).
Cinko bagisiklik sisteminde onemli bir rol oynar ve Zn eksikligi olan hastalar ¢esitli
patojenlere karsi artan duyarlilik olusturmaktadir. Hem eser elementler (veya agir
metaller) hem de otoantikorlar ndroenflamasyonun nedenlerindendir. Hamilelik
sirasinda fetal beyin gelisimi ilizerinde zararli bir etkiye sahip olabilen maternal
otoantikorlarin otoantikorlar fetiise ulasir ve fetal beyin dokusunu etkiler (Croen vd.,
2008; Zimmerman vd., 2007). Bu nedenle, beyne 6zgii maternal otoantikorlarin bazi
norolojik gelisimsel bozukluklarda bir etkisi mevcuttur. Ayrica, OSB tanis1 konulan
bireylerde ailede sik tip 1 diyabet ve iilseratif kolit gibi otoimmiin bozukluk oykiisii

vardir (Wang vd., 2014; Zimmerman vd., 2007).

Sonu¢Diinyada ve ilkemizde goriilme sikligi giderek artan OSB, hem
sosyoekonomik hem de halk sagligi acgisindan degerlendirilmesi gereken bir
bozukluk olarak ortaya g¢ikmaktadir. Hastalik belirtilerinin erken teshisi, bireyin
yasam kalitesini arttirmakla kalmaz ayn1 zamanda ileride uygulanabilecek tedavi ve
egitim programlarim1 da olumlu ydnde etkiler. OSB genetik, immiinojenik,
metabolik, mikrobiyom ve ¢esitli ¢evresel faktorlerin etkisinde, heterojen bir hastalik
olarak tanimlanabilir. Bircok nérodejeneratif ve otoimmiin hastaliga benzer sekilde,
OSB’nin patogenezinde de kemokinlerin ve sitokinlerin rol oynadigi sinyal
bozukluklarinin oldugu goriilebilmektedir. Bunun yani sira, otistik hastalarin T ve B
lenfositlerinde, immiinoglobulinlerinde ve NK hiicrelerinde gdzlenen fonksiyonel
degisikliklerin, hastalik etiyolojisinde onemli olabilecegi diisliniilmektedir.OSB’de
uyku ve davranis bozukluklarinin yani sira diyare, kabizlik, siskinlik, reflii gibi GIS
problemleri de sik¢a goriilmektedir. Ozellikle antibiyotik kullanimiile toksik
maddeler iireten patojenlerin sayica artmasi ve buna bagh olarak bozulan
mikrobiyota, bagirsak inflamasyonuna ve ESS bozukluklarina neden olabilmektedir.

Bagirsaktaki artmis Clostridium tiirlerinin iirettigi giiclii nérotoksinler, bagirsak
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bariyerinin biitiinliigiinii bozarak istenmeyen maddelerin bagirsaktan gegisine neden
olur. Bu maddelerin MSS’ye dogrudan veya dolayli etkisinin, otistik davranislar ile
iliskili olabilecegi o©ne siiriilmektedir. Giiniimiizde probiyotik tedaviler otistik
davraniglarin tamamen ortadan kaldirilmasinda yeterli olmamakla birlikte gelecekte
OSB ve bir¢ok norodejeneratif hastaligin tedavi asamalarinda 6nleyici/ destekleyici
olarak degerlendirilebilir. OSB’li bireylerin kan, idrar ve digki analizleri sonucu
belirlenen potansiyel biyo belirte¢ler, hem OSB’nin etiyolojisinin anlasilmasi igin,
hem de otizm semptomlarinin hafifletilmesine yonelik yapilacak bilimsel ¢alismalar

icin yol gosterici olabilir.

1.9. Otizm Ve Genetik

Gegmis yillarda ikizlerde yapilan ¢aligmalarda otizmin geentik yonii hakinda
cok daha yiiksek ihtimalli verileri paylasilmis idi (%90’a kadar) (Bailey vd., 1995),
ancak son yillrda yapilan yeni ¢aligmalarda otizm ile genetik iligkisinin bu kadar
giiclii olmadig: bildirilmistir (Hallmayer vd., 2011; Waye vd., 2018). Bu veriler
arasindaki celiski otizmin farkli subtiplerindeki yillarin ge¢cmesi ile etiyolojik

etkenlerde goriilebilen bilinmeyen degisiklikler ile ilgili olabilir (Waye vd., 2018).

Otizm ile ilgili genetik son zamanlarda Honk Kong, Taiwan ve Cin’de
yiiriitiilen caligamalar1 da igeren ¢esitli calismalar farkl lilkelerde gerceklestirilmistir
Otizmde 600’den fazla gen ¢alisilmistir ancak bunlarin pek ¢ogunun otizm f{izerine
etkisinin oldukg¢a kii¢iik oldugu belirlenmistir (Chien vd., 2011; Siu vd., 2016; Wang
vd., 2016; Warrier vd., 2015, Waye vd., 2018). Fragile X, SHANK3, CASPR2 gibi
birka¢ genlerin otizm ile iligkisi 1yi olarak anlasilmis olmakla birlikte, giiniimiizde
hala otizmli birgok vakalarda, genlerin otizm iliskisi cok giiclii olarak ortaya
konulamdigr gibi bir¢ok bilinmeyen genetik faktorler hala kesfedilebilmis de
degildir. Bunlarin bir sonucu olarak da otizmin tanisinda kullanilabilecek klinik
genetik bir test de heniiz gelistirilememistir. CNTNAP2, SHANKS ile modellenmis
transgenik (knockout) fareler ile yapilan deneysel hayvan modelleme c¢aligmalari,

otizmin tedavi yaklagimlarinda yeni oposiyonlar ile umut vaad etmektedirler (Waye
vd., 2018).
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MECP2 gen mutasyonu, OSB’li hastalarin % 4’linde goriilen tekrarlayan
mutasyonlardan birisidir (Wang vd., 2016, Waye vd.,2018). MECP2 Rett sendromlu
(steriotipik el hareketleri, otizlerin bazi tipleri ile birlikte kognitif bozukluk ile
karekterize ve smirli goz temasi ve sosyalizasyon eksikligini igeren) ¢ocuklarda

mutasyona ugramaktadir (Waye vd., 2018).

Bazi vakalarda, otistik 6zellikler tek gen bozuklugunun (Rett sendromu, Fragil
X sendromu, Angelman sendromu gibi) fenotipik ekspresyonunun bir pargasi iken,
digerlerinde ise; popiilasyonda goriilen yaygin genetik varyasyonlarin
kombinasyonlar1 ile genetik olmayan faktdrler genis bir otizm fenotipnie katkida
bulunarak adeta tamamlayici/tetikleyici rol iistlenmektedirler. Otizmli vakalrin %
10’u bir genetik sendromun bir pargasidir ki bu durumda malformasyonlar ve/veya
dismorfik 6zellikler eslik etmketedirler ve bunlara ’sendromik otizm’’ denilmektedir
ve biitlin vakalarda erkek/kadin goriilme orani birbirine esittir. (Eapen, 2011;
Ghahramani Seno vd., 2011; Goldani vd., 2011, O’roak ve State, 2008; Persico ve
Napolioni, 2013; Talkowski vd., 2013; Sener vd., 2016).

Aday genler sekanslama galismalart ile NRXN1, NLGN3, NLGN4, SHANK?2,
SHANKS, ve CNTNAPZ2genlerini icine alan bazi genler otizme duyarlilik genleri
olarak tanimlanmislardir (Cho vd., 2009; Ghahramani Seno vd., 2011; Goldani vd.,
2011, Sener vd., 2016).

Feliciano vd, (2019) 457 otizmli ailelerde, otizm ile iligkili olabilecek risk
genlerini ekzom sekanslama ve genis genom tek niikleotid polimorfizm (SNP, single
nucleotide polymorphism) genotipleme 6l¢iimii ile daha onceden genetik bulgular
olmayan OSB’li cocuklari olan ailelerde %10.4 oraninda, c¢alisilan genlerde ve
lokuslarinda varyantlara rastlanmigtir. Bu sonucun OSB tanili ¢ocugu olan ailelerin
%14’linde genetik bir neden olabildigini de ortaya koymuslardir. Caligilan genler
icindealt1 ¢esit gen 6zellikle otizm ile genetik iliski acisindan anlamli ve giiglii iliskili
olarakbulunmustur; BRSK2, FEZF2, ITSN1, PAX5, DMWD, ve CPZ. Bu alt1

genlerden iseBRSK2geni otizm ile en gii¢lii iliskili olarak bulunmustur.

Persico ve Napolioni, (2013), tarafindn hazirlanan otizm genetigi adli kapsamli

derlem yazisinda, otimz genetigi ve otizm ile iligkili olabilecek genler ¢ok giizel
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smiflandirlarak sistematik olarak ele alinmistir. Konu baglica iki ana kisma

ayrilmistir; 1. Monogenik otizm 2. Non Sendromik otizm.

Monogenik otizm yedi alt gruba ayrilmistir;

1.

Otizmin eslik ettigi ana genetik sendromlar: Frajil X Sendromu (FXS), ve
Tuberosklerozis (TS).

Sinaptik protein sentezi regiilasyon genleri: FMR1, TSC1/2, EIF4E, ve PTEN
Otizm ile siki iliskilidirler.

Kopya say1 varyantlari (CNVs)

Sinaptik genler: Noroliginler, SHANK (1,2,3) ve Noroksinler.

Noronal sinaps formasyonu, maturasyonu ve stabilzasyonu ile iliskili kiritik
Ooneme sahip preteinleri kodlayan genler. SHANKI1,2,3: Noronal sinapslarin
mitkemmel yapist ve fonksiyonui i¢in sinaptik iskele yapisini olusturan
proteinleri kodlar

Kromatin mimar genleri: MECP2.

Dogru Beyin fonksiyonu ve gelismi igin gereklidir. MECP2 geni fonksiyon
kaybi, noronal maturasyonda ve sinaptogenezde gecikme ile sonuglanir.
Morfogenetik ve biiylimeyi regiile eden genler: HOXAL, PTEN, EIF4E.

Fasial dismorfizm, malformasyonlar, mikrosefali, makrosefali, mikrozomi
veya makrozomi ile iligkilidirler.

Kalsiyum ile iligkili genler: CACNA1C, CACNAlF, KCNMA1, ve
SCNZ2A.Fonksiyon artirict mutasyonlar; voltaj bagimli kanal inaktivasyonunui
Onleyerek asir1 miktarda kalsiyum girsine neden olmaktadirlar.

Mitekondriyal formlar.

Mitekondriyal DNA (mtDNA) veya niikleer DNA (nDNA) da meydana gelen
mutasyonlar, agir mitekondriyal fonksiyon bozukluklarina neden

olmaktadirlar.

Bugiine kadar otizm ile iliskili olan genler ve bu genlerin davraniglar izerine

etkileri iizerine ¢ok farkli lilkelerde ve merkezlerde cok sayida caligmalar yiirtitlerek

tamamlanmis ve bildirilmistir. Bu g¢alismalarda belirlenen genler ve davraniglar

tizerine etkileri Cizelge 1.1 de verilmistir (Auerbach vd., 2011; Blundell vd., 2010;
Chao vd., 2010; Cheh vd., 2006; Chubykin vd., 2007; Duffney vd., 2015; Gao ve
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Penzes, 2015; Ghahramani Seno vd., 2011; Gogolla vd., 2009; Haws vd., 2014;
Hung vd., 2008; He ve Portera-Cailliau, 2013;Jamain vd., 2003; Kim vd., 2017,
Kwon vd.; 2006; Lee vd., 2017;Lin vd., 2013; Lugo vd., 2014; Ma vd., 2018; Molosh
vd., 2014; Patel vd., 2018; Peca vd., 2011; Pop vd., 2014; Provenzano
vd.,2012;Tabuchi, vd.,; Yi vd., 2016).
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Cizelge 1.1: Otizm ile iliskili genler ve sorumlu olduklar1 davranislar

Gen Gen Ad1

Davranis Fenotipi

ATG7 Otofaji iliskili 7

1S

SHANK1 SH3 ve Coklu ankirin tekrar domeinleri
SHANK3SH3 ve Coklu ankirin tekrar domeinleri

PTEN Fosfataz ve tensin homologu

1SM, |FC,M, uzun donemSM
tanksiyete, kisa donemSM, |OSB kor LM

1S, duyusal uyariya cevap

TSC1 Tuberosklerozisl 1S, LM, FC
TSC2 Tuberosklerozis2 liletisim, LM, FC
FMR1 Fragil X mental retardasyon S, iletisim, algi, dikkat eks, nobetler
DPP6 Dipeptidil peptidaz6 LM
NLGN1 Noroliginl 1S, LM, tsteriotipik davranig
NLGN2 Noroligin2 1S, [steriotipik davranis
NLGN3 Noéroligin3 1S
NLGN4 Noroligin4 1S
MECP2 Metil-CpG-baglayan protein2 |steriotipik davranig, ndbetler
NF1 Norofibrominl 1S, SM
EN2 Engrailed homebox2 1S, LM, ndbetler
RELN Reelin | OSB kor, motor n6betler

CNTNAP2 Contactin-iliskili protein benzeri-2 1OSB kor, Hiperaktiv, nébetler
UBE3A Ubiquitin protein ligaz E3A 1OSB kor, LM, motor, alg1, nobetler
SYNGAP1 Sinaptik Ras GTPaz aktive eden protein la LM, entellekt yet.
CNTN4 Kontaktin4 lalgi, duyusal cevap
NRXN1 Noroeksinl tsteriotipik davranig, motor
GABRB3 Gama aminobutirik asit tipA reseptor beta3 subunit ~ |OSB kor, LM, motor, alg1
CACNALC Kalsiyum voltaj kanali subunit alfalC  hiperakt., nobetler, |S, LM, entellekt yet.

S; sosyallik, SM; Mekansal Hafiza, M; Motor fonksiyon, FC; korku durumu, OSB kor: Sosyal ve iletisim

problemleri ve ardisik/steriotipik davranislar, LM; Ogrenme & hafiza.
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1.10. Otizm Ve CC2D1A Geni

CC2D1A Gen ekspresyonu, varyasyonlart ve OSB ile ilgili sinirli sayida
litetatiire ulasilmis olup, bu caligmalarin tamami dikkatlice incelenmistir. CC2D1A
genii OSB (ASD) ile birlikte mental retardasyon (MR), entellektiiel yetersizlik
(EY/Intellectual Disability, ID) ile de iliskilendirilmistir ki; entellektiicl yetersizlik
OSB’ye de eslik edebilmektedir (Zamarbide vd., 2018).

CC2D1A geni 19p13.12 iizerinde lokalize 20 ekzon igeren genis 24,640 bazpair
icerir ve ilk Once mental retardasyon ile iliskilendirilmistir (Basel-Vangaite vd.,
2007; Shi vd., 2012). Bu gen 951 aminoasitli bir protein kodlar (Basel-Vanagaite vd.,
2006). CC2D1A NF-kB promotor orijinal aktivatorii olarak tanimlanmustir ki, NF-

Kb’nin hafiza ve noral plastisite konusunda ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir (Basel-

Vanagaite vd., 2007; Matsuda vd., 2003, Sener vd., 2016).

Simdiki bilgilerimiz CC2D1A fonksiyonunun fazlaligt veya eksikligi her
ikisinin de, NF-kB aktivasyonunun artirdigini dogrulamaktadir (Manzini vd., 2014).
Bununla birlikte CC2D1A’nin fizyolojik fonksiyonu hala biiyiik oranda
bilinmemektedir (Zhao vd., 2011). Daha sonralari, transfeksiyon calismalarinda
CC2D1A’nin serotonin -1 A reseptoriiniin  (5-HT1A) 5° represor elementine
baglanarak, reseptoriin ekspresyonunun tekrar baskilanmasini sagladigi gosterilmistir
(Rogaeva vd., 2007, Sener vd., 2016). HTR1A reseptorii serotonerjik néronlarin
soma ve dendtrilerinde yerlesmis olan bir otoreseptordiir. Bu nedenle HTR1A
otoreseptor fonksiyonunda azalma serotonin transmisyonunda azalmaya neden
olmaktadir, bu durumda ise, HTR1A nin aracilik ettigi hedef nodronlarin
fonksiyonunda azalmanin sonucunda néronal transmisyonun etkisinde azlama ile
sonug¢lanmaktadir (Albert vd., 2011, Sener vd., 2016).

CC2D1A geni, cift kivrimli ve C2 domain igeren protein 1A geni olup; bir
serotonin reseptor 1A (HTR1A) ekspresyon baskilayicisi olarak tanimlanmistir

(Basel-Vanagiate vd., 2016, Sener vd., 2006).

CC2D1A’nin eksikligi 5-HT1A reseptori’niin daha yiiksek seviyelerde

ekspresyonuna yol agarak, adenilat siklazi inaktive ederek, cAMP yolagimin
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inaktivasyonuna neden olabilir (Basel- Vanagiate vd., 2007; Rogaeva vd., 2007,
Sener vd., 2016).

Serotonin sinaptogenez ve noronal migrasyonda onemli roller oynayan bir
norotransmiterdir (David vd., 2005; Oblak vd.,2013). Serotonin sistemindeki
anormalliklerin otizmi de igine alan birtakim psikiyatrik bozukluklari ile likskli
oldugu goterilmistir (Albert vd., 2011; Gabriele vd., 2014; Selvaraj vd., 2014, Sener
vd., 2016). Hiperserotoninemi (serotonin seviyesinin kandaki miktarinin artmasi)
otistik hastalarin yaklasik 1/3’linde goriilmektedir (Coutinho vd., 2007; Kesper ve
Homberg, 2015).

CC2D1A

ldentifiers

Aliases CC2Z2D1A, FREUD-1, Freud-1/Aki1, MRT3,
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Sekil 1.5: Insanlarda CC2D1A Geni Lokalizasyonu (Int. Kyn.2).
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Sekil 1.6: SicanlardaCC2D1A Geni Pozisyonu (Int.

1.11. Deneysel Hayvan Modelleri Ve Otizm

Kyn.4).

Deney hayvanlart otizm modelleme c¢alismalar ile ilgili ¢alismalariigeren

literatiirleriinceledegimiz zaman

calisamalarinkemirgenler

(rodent)

(fare/mice/murine, sigan/rat)ile yapilmis olduklarini gormekteyiz (MacFabe v.d.,

2007Watts, 2007).

Deney hayvanlari ile yapilan otizm modelleme ¢aligmalarini incelendigi zaman;

otizm i¢in asagidaki

gormekteyiz;

modelleme yontemlerininbaglica olarak kullanildigini

1. Intra serebro ventrikiiler olarak (ICV) sicanlarmm sag ventrikiiliine

propiyonik asitin, (PPA)tek doz (0.26 M de 4pul) olarak verilmesi. Bu

uygulmadan 24 saat sonra siganlarda otistik bozukluklarin meydana
gelmeye basladigi bildirilmistir (MacFabe v.d., 2007; MacFabe v.d., 2011).

2. Disi gebe siganlara gebeligin 12.5.gilinlinde valproik asitin intraperitoneal

olarak tek doz (600 mg/kg) olarak verilmesi ile dogan bebek siganlarin

otizmde goriilen davranis bozukluklarini sergiledgi gosterilmistir. Bu

calisgmamizda bu modeli uygulanmstir (Al-Askar M v.d., 2017).
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3. Belirli kirterlere (otizm disinda herhangi bir noropsikiyatrik tanis ve
bozuklugu olmayan, mikrobiyota ile iligkili olabileck herhangi bir
metabolik hastalik tanig ve bozuklugu olmayan, son bir ay i¢inde bagirsak
mikrobiyotasina wetki eden harhangi bir ilag ve gida takviyesi (probiyotiki
antibiyotiki, anitfingal, anti paraziter, antiviral ajanlar) kullanmamis ve
aktif gastorenterit tablosu bulunmayan, KOVID testi negatif olan ve otizm
tanili ¢ocuklardan elde edilen gaita 6rneklerinin fekal mikrobiyota transferi
icin 0n hazirlik islemleri uygulandiktan sonra gaitadan elde edilen bagirsak
mikrobiyotasi igeren slispansiyonun belirli hacimde (150pl) oral gavaj ile
tek doz transferini takiben 21 giin beklemeye alinmasindan sonra gebe
kalan disi farelerden dogan bebek farelerin otizm de goriilen davranis
bozukluklarini sergiledigi bildirilmistir (Sharon v.d., 2019).

Yukaridaki modelleme i¢in bagirsak mikrobiyotast ve viicutta
mikroroganizma igerip igermemesi agisindan en ideal denek grubu steri fare
olarak bilinen viicudunda hicbir bolgede mikroroganizma icermeyen,
mikroganizmalardan arinmug farelerdir (germ free mice). Ancak bu grup
deney hayvanlar1 ile bdyle bir calisma yapabilmek i¢in deney hayvani
laboratuvarinin biyogiivenlik diizeyinin BGD-3 (BSL-3; Biosafety Level)
olmas1 gerkmektedir ki bu giin tarii itibar1 ile maalesef Ulkemizde BGD-3
Deney Hayvanlart Laboratuvart bulunmamaktadir.

Bagirsak mikrobiyotas: ve viiciitta mikroroganizm igerip icermemesi
acisindan deney hayvanlar1 baglica ii¢ gruba ayrilabilir (steril fareler; germ
free mice, GF mice, belirli mikroorganizmalardan arinmis ve arndirilmis
oldugu testler ile belgelenmis olan fareler; spesific apthogen free mice, SPF
mice, viicudunda ve bagirsaklarina normal mikrobiyota igeren fareler).
Belirli mikroorganizmalardan armmmis ve arindirilmis oldugu testler ile
beleglenmis olan fareler; (spesific apthogen free mice, SPF mice) ile
yapilacak deney hayvani modellem ¢aligmalar1 i¢in biyogiivenlik diizeyi
BGD2 (BSL2) deney hayvani laboratuvarlar1 gerkemektedir ki; Ulkemizde
bu seviy sartlarnia sahip olan 3-5 laboratuvar bulunmaktadir. Ayrica ¢esitli
viiriislere ait antikorlardan arinmis deney hayvanlarinin temini de

miimkiindiir (Virus Antibody Free, VAF). Bu 6zel deney hayvanlarinin
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tiretimi ve temini i¢in iki laboratuvar (The Jackson Laboratories, JAX, Bar
Harbor, ME, USA, Charles River Laboratories, MA, Wilmington, USA)
Ozellesmistir ve profosyonel hizmet sunmaktadir. Bu 6zel grup deney
hayvanlar1 bagisikliklar1 agisindan iki grup halinde (immiinitesi normali
immnucompetent, immiinetesi baskilanmis, immuncomprimised) temin
edilebilmektedir.
Oitzm odellemelri igin Mus musculus cinsinde yer alan iki fare tipinden
(BALB/c, Swiss albino) Swiss albino cinsi daha 6ok tercih edilmektedir.

4. Transgenik (knockout) fareler. Bu grup ise belirli hastaliklarda (Otizm,
Alzheimer Hastaligi...vs) ileri arastirmalar yapmak {izere Oncden
modellenmis farelerdir ki Ulkemizde Yeditepe Universitesi Norofizyoloji

AD, bu fare gruplar: farkli hastaliklar i¢in iiretilmeye baslanmistir.

Calismamizda; iigli (fingolimod, kurkumin, ve N- asetil sistein) modern tipta,
ikisi (kurkumin ve resveratrol) alternatif ve tamamlayici tipta kullanilan toplam bes
adet etken maddelerin, otizmde goriilen davranis bozukluklari tizerine iyilestirici
etkileri arastirilmistir. Calismamaizda kullanilan bes ayri eken maddelerin etks
mekanizmalar1 ve otizm ile muhtemel olumlu iligkilerihakkinda tartisamnin giris

kisminda ayrintili bilgiler verilmistir.

1.12. Geleneksel Ve Tamamlayici Tip Ve Otizm

Calismamizda Gesenkesel ve Tamamlayict Tip (GETAT, COM, Complementary
and Alternative Medicine) kapsaminda, iki etken madde (kurkumin ve resveratrol)
denenmistir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Ulusal Tamamlayic1 ve Alternatif
Tip Merkezi (NCCAM; The National Center for Complementary and Alternative
Medicine) tarafindan GETAT/COM su sekilde tanmilanmistir; “’genellikle
kanvansiyonel tibbin bir parcast olmayan bir grup farkli tibbi ve saglik bakim

sistemleri, uygulamalar, ve iiriinleridir’> (Akins vd., 2010; Int. Kyn.1)

Otizmli c¢ocuklarda GETAT/COM kullanim prevelansi, toplumun genelindeki
kullanim sikligina gore en yiiksek orandadir; %52-95 ve sosyo-ekonomik seviyesi
yilksek ve anne babadan en az birisinin iiniversite lisans mezunu ailelerde daha

yiiksek kullanim oranlar1 bildirilmistir (Akins vd., 2010; Hanson vd., 2007; Wong ve
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Smith, 2006). Otizmli ¢ocugu olan ailelerin birgok GETAT/COM tedavi
yontemlerini tercih ettikleri ve %50-70’nin ise biyolojik tabanli GETAT/COM
yientemini tercih etttikleri bildirilmistir (AKkins vd., 2010; Harrington vd., 2006; Levy
ve Hyman, 2003; Nickel ve Gerlach, 2001).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Ulusal Tamamlayic1 ve Alternatif Tip
Merkezi siniflandirma sistemine gore alternatif ve tamamlayici tip uygulamalr

baslica bes ana gruba ayrilmistir;

Diisiince-Beyin Tedavileri: Meditasyon, dua, mental iyilesme
Biyoloji Temelli Pratikler: Bitkiler, vitaminler ve diyet ilave maddeleri
Manuplasyon Uygulamalar1 ve Viicut Bazli Uygulamalar

Enreji Tibb1: Cigong, reiki, tedavi edici dokunuslar)

o B~ WD

Biitin Medikal Sistemler: ik doér maddede zikredilen sistemlerin

kombinasyonu seklinde uygulamalardir.

Otizm tedavisinde bugiine kadar faz III caligmalar1 tamamlanarak insanlarda
kullanim i¢in onay ve ruhsat almig bir ilag bulunmamaktadir. Otizmin tedavisine
bakis agis1 noktasinda Diinyadaki egilimler ile Ulkemizdeki egilimler birbirleri ile
benzerlik gosteren noktalar icermekle birlikte; kapsam ve igerik acisindan farklilik
bulunmaktadir. Kisaca basta ABD olmak {izere diinya genelinde bircok iilkede otizm
tdavisine medikal tedavi + Ozel egitim konsepti ile yaklasim benimsenmis ve
kurumsal olarak da bu anlayis desteklenerek somut uygulamalarin yiirtitildiigi
merkezler kurulmustur. Ulkemizde ise otizm tedavisinde tek yon olarak dzel egitim
seklinde yaklagilmakta ve medikal yaklasim maalesef red edilmekte, ve hatta
hastaligin medikal yonii olmadigi konusunda bilimsel literatiir destegi olmayan,
Onyargilara dayali bir nalayis oldugu izlenmektedir. Halbuki multisistemik etiyoloji
ile iligkili oldugu yiiriitiilmiis ve yayimlanmis olan bir¢ok calismalar ile (deneysel
hayvan modelleme ¢aligmalari, insan progenitorndronal hiicreler dahil hiicre kiiltiir
caligmalar1, post mortem insan beyin dokusu otopsi ¢aligsmalari, ve otistik ¢ocuklar
ile saglikli kontrol grubu c¢ocuklar, ve bazilarinda anneleri ile birlikte yapilmis olan
calismalar) ispatlanan bir hastaliga bakis ve yaklasim konusunda multidispliner ve
multisistemikbir konsept ve biitiinciil yaklasim anlayiginin ortaya konulmasi ve

benimsenmesi kuskusuz hastaligin etiyo-petogenez seyrine ve tibbi tabiatina daha
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uygundur (Abdelli vd., 2019;Di Stasi vd.,2019; Garbett vd., 2008; Huuskonen VD.,
2004; Li vd., 2019; MacFabe vd., 2007; MacFabe vd., 2011; Matta vd., 2019;
Meeking vd., 2020;Ruhela vd., 2019; Sharon vd., 2016; Sharon vd., 2019;Schleider
vd., 2019; Shultz vd., 2008; Shultz vd., 2009; Wu vd., 2020; Yang vd., 2020).

Calismamizda otzimde goriilen bozukluklarin iyilestirilmesi va azaltilmasi amaci
ile bes farkli maddeler denenmis ve etkinlikleri birbirleri ile ve tedavi kontrol grubu
ile kasilagtirmal1 olarak aragtirlmistir; fingolimod, kurkumin, resveratrol, siiramin ve
N-asetil sistein. Calisma kapsamina alinan iyilestiric etkileri olup olmadigi arastirilan
bes maddelerden iigii (fingolimod, suramin, ve N asetil sistein) modern tip alaninda,
ikisi (kurkumin toz; zerdegal ve resveratrol toz;siyah iiziim g¢ekirdegi ekstrakti) ise
geleneksel ve tamamalayict tip (GETAT)/ tamamlayici ve alternatif tip (CAM,
complementary and alternatve medicine) kapsaminda uygulamalarda kullanilan etken
maddelerden olusmaktadir. Bu maddelerin se¢imlerinde hem daha 6nce yapilmis
olan c¢alismalar incelenmis, hem de caligma kapsamina alinan maddelerin etki
mekanizmalart ile otizm seyrinde meydana gelen ve goriilebilecek olan patolojik

degisiklikler ve bozukluklar dikkate alinmustur.

Calismamamizda otizm modellemesinde kullanilan Valproik asit (VPA) basit ve
kompleks epilepsilerin tedavisinde kullanilan antiepileptik bir ilactir. Epilepsili gebe
kadinlarda VPA kullanim1 fetiiste baslica; spina bifida, yarik damak, dudak
bozukluklarina ve kardiyak malformasyonlara neden olabilen bir riske sebebiyet
verebilir (Browne vd., 1980; Kini vd., 2006; Sunand vd., 2020). VPA giiclii bir
teratojen maddedir ki, prenatal veya postnatal donemde VPA’ya maruz kalmak;
oksidatif stres faktorlerinin tetiklenerek aktive olmasina ve bunun sonucunda da
sinirlerin biiylime ve gelisimlerinin bozulmasina neden olabilir (Ming vd., 2008;

Sunand vd., 2020).

Calismamizda kullanilan fingolimod (FTY720); sfingozin 1 fosfat (S1P) analogu,
immiinmodiilator etkili, SIP1 reseptorlerinin (S1P1R) modiilasyonu ile lenfopeniyi
indiikleyerek immiin sistemi baskilayict etkisi olan, oral bir ajandir (Cipriani vd.,
2015; Gao vd.,2012; Sharma vd., 2011; Wu vd.,2017). Fingolmiod 2010 yil1 Eyliil
aymnda multiple sclerozis (MS) tedavisinde kullanimi i¢in Amerikan Gida ve Ilag

Dairesi (US FDA, Food and Drug Administration) tarafindan onay almistir (Cipriani
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vd., 2015; Gao vd.,2012; Sharma vd., 2011; Wu vd.,2017; FDA approves the first
oral drug for reducing multiple sclerosis relapses).FTY720’nin antioksidan,
antiapopitotik, ve anti-inflamatuvar etkileri nedeni ile koruyucu veya onarici etkileri
oldugu, noéronlarda da koruyucu etki gosterdigi, Huntington hastalii, inme, ve
Alzheimer hastaligi (AD, Alzheimer disease)gibi norolojik birka¢ hastaliklarda
kognitif fonksiyonlar1 artirdigi bildirilmistir (Brunkhorst vd., 2013; Cipriani vd.,
2015; Ghasemi vd., 2016;Nazari vd., 2016; Wu vd., 2017; Zhang vd., 2016).

Caligmamizda kullanilan suramin; piirinerjik sinyal inhibitorii olan antipiirinerjik
etkili (APDs; antipurinergic drugs) ve ¢ok iyi bilinen ve yillardir Afrika Uyku
Hastalig1 (tripanozomiazis) tedavisinde kullanilan ve halen de bu hastaligin
tedavisinde kullamlmas1 Diinya Saghk Orgiiti (DSO, WHO, World Health
Organisation) tarafindan tavsiye edilen bir ilagtir (Burnstock, 2006; Naviaux, vd.,
2017). Diisiik doz suramin uygulamasinin maternal immiin aktivasyon ve Fragil X
fare modelli otizm {izerine etkili oldugu cesitli calismalarda gdsterilmistir (Naviaux

vd., 2013; Naviaux vd., 2014; Naviaux vd., 2015, Naviaux vd., 2017).

Calismamamizda kullanilan N- Asetil sistein (NAC); antioksidan olarak uzun
yillar bilinen ve yaygin olarak kullanilmis olan bir ilagtir ve yapilmis cesitli
calismalar otizmli hastalarin 6zllikle steriotipik ardisi tekrar harektlerinin alternatif
tedavi stratejisinde bir potansiyle sahip olabilecegi 6nerilmistir (Al-Dbass, 2014, Farr
vd., 2003; Zhang vd., 2017).

Calisgmamamizda kullandigimiz kurkumin (Curucuma longa); Asya zerdegal
koklerinden ekstrakte edilen, “’altin baharat’” veya ‘“’hayatin baharati’” olarak da
nitelendirilen, toksisk olmayan yiiksek dozlarda kan beyin bariyerini (BBB)
gecebilen, oral yoldan verildiginde biyoyarararlanimi diisiik oldugu i¢in oral yoldan
kullanildiginda kan seviyeleri ¢ok diisiik olan dogal fenolik bir triindiir.(Al-Askar
vd., 2017; Bhandari ve Kuhad, 2015; Di Meo vd., 2019, Gan vd., 2019).

Calismamizda kullandigimiz resveratrol (RSV)bir polifenolik stilbenoiddir ve
antioksidan, antienflamatuvar ve dolayisi ile de noéronkaruyucu etkileri oldugu
bilinmekle birlikte; son yillarda bir¢cok deney hayvani modellemelerinde bazi

norolojik hastaliklarin ve aptogenezinde immiin modiilasyon bozukluklar1 ve
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oksidatif stress ve enflamasyon yolaklarinin (ndroenflamsyonun) aktive oldugu
bilienen OSB gibi norogelisimsel bozukluklarin iylestirilmesinde denenmistir (Arafat
ve Shaban, 2019; Malaguernera vd., 2020).

Bu calismada otizmde beyinde meydana gelen patolojik degisikliklerin gosterilmesi
ve otizmde goriilen bilissel becerilerdeki bozukluklarin hafifletilmesi agisindan bes
etken maddelerin etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Buna ilaveten CC2D1A
gen ekspresyon seviyeleri ile otizmde goriilen bozukluklar arasindaki korelasyonun,
ve iyilestirici olupl olmadiklari arsatirilan bes etken maddelerin CC2D1A gen
ekspresyon seviyesi iizerine etkilerinin kasilastirmali olarak belirlenmesi

amagclanmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Etik Kurul Onay1

Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(AKUHADYEK) AKUHADYEK-195-13 nolu etik kurul raporu alinarak ugulamalar
gergeklestirilmistir.

2.2. Deneysel Otizm Modellemesi Ve Uygulanmasi

Calisma Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Arsatirma Merkezinde

yiirlitiilerek tamamlanmastir.

Wistar albino cinsi 30 adet disi ratlar, 6 adet erkek ratlar ile konsepsiyon
sonucu gebe kalmalar1 sgalanmistir. Gebelik olustuktan sonra ratlar baslica iki gruba
ayrilmustir. 1. Grup Kontrol grubu, 5 rat. Geri kalan 25 adet ratlarin tamami ise
calisgma grubunu olusturmustur. Kotrol grubu ratlara higbir islem yapilmayarak
dogumlar1 saglanmis ve bebek ratlardan 8 tanesi kontrol grubu olarak galismaya
dahil edilmistir. Gruplarin ayrintilar1 asagida 2.3. Deney Hayvanlari ve Calisma
Gruplarmin Olusturulmasi bashigi altina agiklanmistir. Calisma grubu 25 adet ratlarin
gebelikleri Afyon Kocateep Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali
tarafindanvaginal sekresyonlari takip edilerek gebeligin 12.5. giinii belirlenmistir. Bu
giinde disi gebe ratlardan ¢alisma grubuna ayrilan ratlarin tamaminaintra peironeal
olarak 600 mg/kg dozunda valproik asit tek doz olarak uygulnamistir. Dogumu
takiben 48 adet bebek ratlar ile calisma grubu olusturulmustur. 1. Grup Hastalik
kontrol gubu, 8 adet bebek rat. ikinci grup tedavi grubu 40 adet bebek rat. Tedavi
grub ise herbiri 8 adet olan bes alt gruba ayrilarak (toplam 40 bebek fare) bes farkli
maddenin otizmde goriilen davarnig bozukluklart icin iyilestirici 6zlikte olup
olmadiklar1 incelenmistir. Tedavi amaci ile ti¢ii (N Asetil sistein, suramin, ve
fingolimod) modern tipta kullanilan ikisi (resveratrol ve kurkumin) ise alternatif ve

tamamlayici tipta kullanilan bes farkli etken madde test edilmistir.
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Otizm modellemesi valproik asit ile uygulnamigtir. Gebeligi 12.5 gilinlinde
disi gebe ratlara tek doz (600mg/kg) valproik asitin intra peritonel olarak verilmesi

ile bebek farelerin otzimli dogmalar1 saglanmustir.

2.3. Deney Hayvanlari1 Ve Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada 30 adet disi, 6 adet erkek Wistar albino cinsi rat kullanilmistir. Disi biitiin
ratlarin erkek ratlar ile konsepsiyonu sonucunda tamammin gebe kalmasi

saglanmistir.

Denek Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma Grubu

Yirmi bes adet gebe disi rat, gebeligin 12.5 giinlinde intraperitoneal olarak tek doz
600 mg/kg Valproik asit (VPA) wuygulamas: ile deneysel otizm modeli

olusturulmustur.
Saghkh Kontrol Grubu
Bes adet gebe disi rata hi¢bir madde verilmemistir.

Higbir madde verilmeyen 5 adet gebe ratlardan dogan 8 adet yavru ratlar ile Saglikli

Kontrol Grubu olusturulmustur.

Saglikli kontrol grubu bebek ratlar 7. Glinlinden baglayarak tiger kez Morris Water

Maze testi uygulanmis ve base line skorlar (saglikli 6l¢iimler) kaydedilmistir.
Hastahk Grubu

Intraperitoneal Valproik asit verilen 25 adet disi gebe ratlardan dogan 48 adet bebek

ratlar ile hastalik grubu olusturulmustur.

Yenidogan ratlar 7 gilinliik olunca bir hafta (7 giin siire ile) 7.- 14. Gilinler arasinda
Morris Water Maze testi uygulanarak skorlar elde edilmis ve kaydedilmistir boylece

otizm gelisip gelismedigi belirlenmistir.

Otizm modeli olugsmayan bebek sicanlar ¢alisma kapsami disinda tutulacaktir.

45



Otizm karar1 verilirken saglikli kontrol grubuna ait base line davranis testlerine ait

Olciim degerleri ile karsilagtirlmigtir.
Otizm modeli gelisen ratlar 14. Giinde (200-250 gram agirligina ulastiklarinda)

Hastalik grubunu olusturan 48 adet bebek si¢anlar, herbiri 8’er adet olmak {izere 6 alt

gruba ayrilmisti

r, bunlardan herbiri tedavi grubunu, altincis1 ise tedavi kontrol grubunu

olusturmustur.

Tedavi Grubu 1 Tedavi grubu 1’1 olusturan 8 adet bebek sicanlara tedavi denemesi

amach suramin verilmistir.

Intra peritoneal yol ile 20 mg/kg Suramin (Suramin Sodium Salt, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany), steril distile su i¢inde ¢ozlilmiistiir, glinde

bir doz 4 hafta siiresince verilmistir.

Tedavi Grubu 2 Tedavi grubu 2’yi olusturan 8 adet bebek si¢anlara tedavi denemesi
amacli olarak N-Asetil sistein (NAC) (N-Acetyl-L-cysteine, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Germany) steril distile su iginde ¢oziillmiistiir, ve verilmesi

saglanmistir.
150 mg/kg, intraperitoneal yol ile, giinde bir doz NAC, 4 hafta boyunca verilmistir.

Tedavi Grubu 3 Tedavi grubu 3’1 olusturan 8 adet bebek siganlara tedavi denemesi
amagh fingolimod (FTY720, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

steril distile su i¢inde ¢oziilmiistiir ve verilmesi saglanmistir.

1 mg/kg dozunda, giinde tek doz olmak iizere 4 hafta siiresince oral yoldan

fingolimod (FTY720) verilmistir.

Tedavi Grubu 4 Tedavi grubu 4’1 olusturan 8 adet bebek siganlara tedavi denemesi
amagl resveratrol steril distile su i¢inde ¢oziilmiistiir ve 1 g/kg dozunda olacak
sekilde, 1 ml oral yoldan, giinde bir doz resveratrol (Resveratrol, Chem Cruz, Sant

Cruz Bitochnology, Inc, Dallas, TX, USA), 4 hafta boyunca verilmistir.
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Tedavi Grubu 5 Tedavi grubu 5’1 olusturan 8 adet bebek sicanlara tedavi denemesi

amach kurkumin verilmistir.

1 g/kg dozunda olacak sekilde, 1 ml, oral yoldan, giinde bir doz kurkumin
(Curcumin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany, 0.5M sodyum
hidroksit (NaOH) i¢inde ¢oziilmiistiir, ve 4 hafta boyunca verilmistir.

Hastalik (Tedavi) Kontrol Grubu Hastalik grubu igindeki 6. Alt grupta yer alan 8
adet bebek sicanlara tedavi edici hi¢gbir madde verilmemistir ve bdylece hastalik
(tedavi) kontrol grubu olusturulmustur. Bu gruba tedavi denemesi yapilmaksizin %

0.9 Saline verilmistir.

(%0.9 Saline, 5 pl/g) tedavi denemesi yapilmayan hastalik (tedavi) kontrol grubu

olusturulmustur.

Davranig testleri tamamlandiktan 21 giin sonra ratlarin tamami sakrifiye edilerek
beyin dokusu ornekleri (hippocampus) elde edilmistir. Hippocampiis dokusundan
kesitler alinarak preparatlar hazirlanacak ve immiin histokimya metodu ile histolojik
ve patolojik incelemeler yapilacaktir. Hematoxilen Eosin (H&E) boyama

uygulanmistir.

Beyin dokusundan RNA ekstrakasiyonu takiben, real time PCR (rt-PCR) metodu ile
CC2D1A ve CASP3 genlerine ait mRNA ekspresyon seviyleri belirlenmistir.

Beyin dokusu 6n islemeler ile ELISA testlerinin ¢aligilabilmesi i¢in homogenizasyon

islemi uygulanarak hazir hale getirilmeleri saglanmistir.

Homojenizasyon sonrasinda ise asagidaki testler ELISA yontemi ile beyin

dokularindan ¢alisiimistir.

Interlokin 1 beta-IL1B

Interlokin 6-1L6

Timor nekrozis faktor alfa-TNFa
Glutatyon peroksidaz-GPX
Malondialdohit-MDA
Kaspaz3-CASP3

o a k~ w N E
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Tedavi denemesi uygulanan bes gruplarile, tedavi denemesi uygulanmayan
kontrol grubuna ait beyin Kkesitlerine ait histopatolojik bulgular birbirleri ile
karsilastirilmistir. Otizmin ile meydana gelen beyindeki hasar, degisimler ve tedavi

denemesi sonrasi beyin dokusunda nasil bir etkinin oldugu incelenmistir.

2.4. Deney Hayvanlarimin Sakrifiye Edilmesi Ve Beyin Dokusu Orneklerinin

Alinmasi

Ratlarin canli agirliklar1 belirlendikten sonra agri ve acit ¢ekmemeleri igin
intraperitoneal olarak 10 mg/kg rompun (Xylazinbio %2, Bioveta, Cek Cumhuriyeti)
ve 70 mg/kg ketamin (Ketasol %10, Richter Pharma Ag, Avusturya) ile anestezi
uygulanarak o6tenazi uygulanmustir. Servikal dislokasyon gerceklestirildikten sonra
usuliine uygun olarak kalvaryum uzaklastirilarak beyin dokusu elde edilmistir. Elde
edilen Beyin, dokusu oncelikle makroskobik olarak muayene edilmistir. Daha sonra
isebeyin dokusu sagital kesit ile ikiye bolinmiistir. Beynin kisimlari olan sag
hemisfer, beyincik ve beyin kokii elde edilmistir. Elde edilen beyin dokusunun bir
hemisferihistopatolojik incelemeler i¢in %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonuna
alimmistir. Diger hemisfere ait olan beyin dokusu iseELISA olgiimleri ve gen
ckspresyon analizi i¢in -80°C de derin dondurucuda analiz zamanma kadar

saklanmustir.

2.4.1. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik incelemeler igin beyinden alinan doku o6rnekleri %10’luk
tamponlu formalin soliisyonunda tespit edilmistir. Formalin tespitindeki doku
ornekleri 2-3 mm kalinlikta ve uygun biiyiikliiklerde kiigiiltiilerek doku takip
kasetlerine alinmistir. Cesme suyunda bir gece yikandiktan sonra 50, 70, 80, 96’lik
ve absoliit alkol ile ksilol, ksilollii parafin ve 56-58 °C’de erimis parafinde 2’ser saat
tutulmus ve sonra da parafinde bloklanmigtir. Her parafin bloktan mikrotom (Leica,
RM 2245) ile 5 mikron kalinliginda kesilen drnekler su banyosu (Leica, HI 1210)
araciligiyla lamlara alinmistir. On dakika etiivde kurutularak (Thermo, Heraterm)
histopatolojik yontemlerde kullanilmak iizere hazir hale getirilmistir. Tiim kesitler

absoliit, 96, 80, 70 ve 50’lik alkol serileri ile ksilol serilerinden gecirilerek
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hematoksilen-eosin (HE) ile metoduna gore boyanmuistir. (Luna, 1968). Boyamalari
yapilan preparatlar, binokuler baslikli 1s1k mikroskobunda (Nikon, Eclipse Ci,
Tokyo, Japan) incelenmistir. Gerekli goriilen preparatlardan mikroskobik resimler

cekilmistir. (Nikon DS Fi3, Microscopic Digital Camera Systems, Tokyo, Japan).

2.5. Gen Ekspresyon Analizleri

2.5.1. Dokudan RNA izolasyonu

30 mg doku RNAase free ependorflara tartilmistir. 300 ul Lysis Buffer
Soliisyonu eklendi, preslenerek pargalanmistir ve 10 sn. vortekslenmistir. 600 pl
Proteinaz K soliisyonu eklenmistir ve 24,5°C de 10 dk inkiibe edilmistir. 10 dk.
12000 g’ de +4 ° C de santrifiij edilmistir ve yeni RNAase free tiiplere aktarilmistir.
450 pl ethanol (96-100 %) eklendi ve pipetlenmistir. 700 pl soliisyondan alinarak
filtreli coloumn tiiplere aktarilmistir. 1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edilmistir.
Cikan tiipiin alt kismi dokiilmiistiir, iist kismina kalan soliisyon aktarilmigtir.1 dk.

12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edilmistir.

700 pul Wash Buffer 1 soliisyonu eklenmistir. 1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de
santrifiij edilmistir, alt kismi dokiilmistir. 600 pl Wash Buffer 2 soliisyonu
eklenmistir. 1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edilmistir, alt kismi dokiilmistiir.
250 pl Wash Buffer 2 soliisyonu eklenmistir. 2 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij
edilmistir, alt kisimlar1 yeni RNAase free ependorflarla degistirilmistir. 100 pl
Nuclease-free water eklenmistir, 2 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edilmistir.
Daha sonra tekrar 1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edilmistir. Izole edilen RNA

‘lar -70 ° C de saklanmistir. Bu ¢aligmanin tiim agamalar1 buz tizerinde yapilmisti.
Lysis Buffer Soliisyonu: 1200 pl Lysis Buffer Soliisyonu

25 pl Mercaptoethanol
Proteinaz K soliisyonu: 10 pl Proteinaz K

590 pl Water

Wash Buffer 1 soliisyonu: 8 pl Wash Buffer 1
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2 pl ethanol
Wash Buffer 2 soliisyonu: 4600 ul Wash Buffer 2
7800 pl ethanol

2.5.2. Real Time PCR Analizleri

Her bir kuyu i¢in 5 ul SYBR green master mix (Promega), 0,2 pl Primer
karisimi (Forward ve Reverse, 10 pmol) ve 2,8 ul nukleaz igermeyen distile sudan
alimip bir PCR reaksiyon ortami hazirlanmistir. Real-time mikroplate tizerindeki
kuyucuklara 2 pl cDNA oOrnekleri dagitildiktan sonra, hazirlanan bu karigim
eklenmistir. Ardindan PCR mikroplate film ile kaplanarak, 1500 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Light cycler Roche 480 cihazinda asagidaki reaksiyon

basamaklar izlenerek real-time PCR gergeklestirilmistir.
Reaksiyon basamaklari ise sdyledir;

Pre-inkiibasyon: 95°C 10 dakika

Amplifikasyon: 95°C 10 saniye

Baglanma: 55 °C 30 saniye

Uzama: 72°C 1 dakika

2.5.3. Data Analizleri

Analiz LightCycler 480 cihazinin 465-510 kanali kullanilarak yapilmistir.
Rolatif kantitasyon analizi ile elde edilen degerler (Target gene / referans gen)
kullanilarak, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin degisim oranlart 2 -
AACt metodu ile hesaplanarak grafik olusturulmustur (Pfaffl 2001). Hesaplamada
AACt= (Ct hedef gen-Ct App) denek grubu- (Ct hedef gen-Ct App) kontrol grubu

formiiliinden yararlanilmistir.

2.5.4. Kullamilan Primerler

B-actin: NC 005111.4 Rattus norvegicus (kontrol geni)
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F 5°: GAGGGAAATCGTGCGTGACAT 3°

R 5’: ACATCTGCTGGAAGGTGGACA 3°

cc2dla: NM_001013869.1Rattus norvegicus (225 bp-360 bp)
F:CTGCTGGTTGACTTCTCCCC

cc2dlaR : AGGGGACCTTTGCCTTTCAG

Caspaz 3: NM_012922 Rattus norvegicus
F: 5'-GTGGAACTGACGATGATATGGC-3’

R: 5'-CGCAAAGTGACTGGATGAACC-3'

2.6. ELISA Ol¢iimleri

2.6.1. Rat Beyin Dokusu Homojenizasyonu

Ratlardan alinan beyin dokular1 beyin hipokampus, beyin sap1 ve
kortekslerinde; Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNFa), Interlokiné (IL6), Interlokinl
Beta (IL1B), Kaspaz3 (Casp3), Glutatyon Peroksidaz (GPX), ve Malondialdohit
(MDA), ELISA test d¢iimleri i¢in dokularm agirhigma goére 1/10 (agirlik/voliim)
oraninda fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) (0,1 M / pH: 7,4) eklenip doku
homojenizatorii ile homojenize edilmistir. Homojenatlar 10 dk 2000 g’de santrifiij
edildikten sonra siipernatantlar1 ayrilmistir, ve ependorf tiiplere alinarak -80 °C’

derin dondurucuda analizlerin yapilacagi zamana kadar saklanmistir.

2.6.2. ELISA Olgiimlerinin Uygulanmasi

ELISA Testleri asagida markalarive iiretici firmalar1 veirlmis olan iiretici firmalarin

direktiflerine gore caligsmistir.

GPX, MDA, CASP3 (Elabscience, Inc., Houstan , TX, USA)
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TNFa, IL1B, IL6 (USCN, Business Co., Ltd. Wuhan, China)

Yikayict cihaz olarak BioTek 50 Microplate Washer (BioTek Instruments, Inc.
Winooski, VT, USA)

ELISA okuyucu cihazi olarak ise BioTek 800 Microplate Reader
(BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT, USA) cihaz1 kullanilmustir.

Biitiin testlere ait okumalar 450 nm dalga boyunda yapilarak optik dansite (OD)
degerleri elde edilmisitr. Elde edilen opitk dansite degerleri ithalatg1 firma tarafindan
kullanilan program (Radim Alisei Q.S. Fully Automatic Microtiter Plates ELISA
Analyzer, RADIM Diagnostics, Italy) araciligi ile sonu¢ verilerine doniisiimii

saglanmistir.

2.6.3. ELISA Calisma Protokolii-1 (TNFa, IL1p, IL6)

Reaktif Hazirlama

1-Kullanmadan 6nce tiim kit bilesenlerini ve 6rnekleri oda sicakligina getirildi. Kit
tek seferde kullanilmayacaksa, litfen yalmizca gerekli durumdaki stripleri ve

reaktifleri ¢ikarilmistir.

2- Standart Caligma Sollisyonu Hazirlama: Standart Diliientten 500 mikrolite alindi
ve standart sulandirilarak vortekslendi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. 7
adet tiipe 250 mikrolite Sample diliient eklenmistir. Hazirladigimiz soliisyondan 250
mikrolitrelik seri diliisyonlar yapilmistir. 6. tiipe kadar seri diliisyonlar
gerceklestirilmistir. 6. tiipden alinan 250 mikrolitre ¢ope aktarilmustir. 7. tlipe bir

islem yapilmamustir.

3-Saptama Reaktifi A ve Saptama Reaktifi B Hazirlama: Kullanmadan 6nce stok
Saptama A ve Saptama B vortekslenmistir. Saptama A reaktifi i¢in; Calismada
kullanilacak 6rnek sayis1 kadar 1 mikrolitre konsantre A konjugat ve 99 mikrolitre
oraninda A konjugat diliient eklenmistir. Saptama B reaktifi i¢in; Caligmada
kullanilacak 6rnek sayis1 kadar 1 mikrolitre konsantre B konjugat ve 99 mikrolitre

oraninda B konjugat diliient eklenmitir.
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4- Yikama Tamponu Hazirlama: 20 mL Konsantre Yikama Tamponu 580 mL

deiyonize veya distile su ile seyreltilmistir..

5-TMB substrat1 hazirlama: Substrata pipetaj yapildi ve ayr1 bir tiipe kullanilacak

miktar kadar alinmistir. Substrat sisesi i¢cinden dagitim yapilmamustir.
ELISA Test Prosediirii
1. Tiim reaktifleri, 6rnekleri ve standartlart hazirlanmistir.

2. Seri diliisyonlarla hazirlanmis standart soliisyonlarindan 1. 3. 5. 7. Ve 8. Tiip ilk 5
kuyucuga 100 mikrolitre dagitilmistir. Daha sonra 6rnekler diger kuyucuklara 100
mikrolitre olarak dagitilmistir. Mikropileytin tizeri yapiskan ile kapatilarak 37 © C'de

1 saat inkiibe edilmistir.

3. Kuyucuklar aspire edilmistir ve herhangi bir islem yapilmamistir. Ardindan 100
mikrolitre Saptama Reaktifi A 100 mikrolitre her kuyucuga dagitilmistir.
Mikropileytin iizeri yapiskan ile kapatilmistir 37 °C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

4. BioTek 50 Microplate Washer (Winooski, Amerika) yikama cihaz1 ile 3 kez 300

mikrolitre yikama yapilmaistir.

5. 100 mikrolitreSaptama Reaktifi B 100 mikrolitre her kuyucuga dagitilmistir.
Mikropileytin tizeri yapiskan ile kapatilarak 37 © C'de 30 dakika inkiibe edilmistir.

6. BioTek 50 Microplate Washer (Winooski, Amerika)yikama cihazi ile 5 kez 300

mikrolitre yikama yapilmustir.

7. Her kuyucuga 90 mikrolitre Substrat Reaktifi eklenmistir. Mikropileytin iizeri
yapiskan ile kapatilarak 37 © C'de 10-20 dakika inkiibe edilmistir.

8. Her kuyuya 50 mikrolitre Durdurma Soliisyonu eklenmistir.

9. 450 nm'ye ayarlanmis BioTek 800 Microplate Reader (Bio Tek Inc., Winooski,
VT, USA) okuyucu cihazi ile her kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri) bir

defada belirlenmistir.
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2.6.4. ELISA Cahisma Protokolii-2 (GPX, MDA, CASP3)

Reaktif Hazirlama

1. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri oda sicakligina (18 ~ 25 ° C) getirilmistir.
Kurulum i¢in Mikroplak okuyucu kilavuzu takip edildi ve OD 6l¢iimiinden 6nce 15

dakika dnceden 1sitilmistir.

2. Yikama Tamponu Hazirlama: 30 mL Konsantre Yikama Tamponu 720 mL

deiyonize veya distile su ile seyreltilmistir.

3. Standart Calisma Soliisyonu Hazirlama: Standardi 1 dakika boyunca 10.000 x g'de
santrifiijlendi. 1000 mikrolitre sample diliient konsantre standart {izerine eklenmistir,
vortekslenmistir, 10 dakika bekletilmistir. Bu sulandirma, 2000 pg / mL'lik bir
caligma soliisyonu {iretilmistir. Yedi adet tiipe 500 mikrolite Sample diliient
eklenmistir. Hazirladigimiz 2000 pg / mL'lik soliisyondan 500 mikrolitrelik seri
dilisyonlar yapilmistir. 6. tiipe kadar seri diliisyonlar gerceklestirilmistir. Altinci

tiipden alinan 500 mikrolitre ¢ope aktarilmistir. Yedinci tiipe bir islem yapilmamaistir.

4. Biyotinlenmis Antikor Belirleme Soliisyonu Hazirlama: Calismada kullanilacak
ornek sayisi x 50 mikrolitre biyotinlenmis antikor belirleme seyrelticisinden stok
soliisyonu hazirlanarak 5 dk vortekslenmistir. Daha sonra Calismada kullanilacak
ornek sayist kadar konsantre biyotinlenmis antikor belirleme soliisyonundan 1
mikrolitre ve biyotinlenmis antikor belirleme soliisyonundan 99 mikrolitre oraninda

eklenerek ayr bir tiipde soliisyon hazirlanmustir.

5. Konsantre HRP Konjugat Soliisyonu Hazirlama: Calismada kullanilacak 6rnek
sayist kadar 1 mikrolitre HRP konsantre konjugat ve 99 mikrolitre oraninda HRP

konjugat diliient eklenmistir.
ELISA Test Prosediirii

1. Seri diliisyonlarla hazirlanmis standar soliisyonlarindan 1. 3. 5. 7. Ve 8. tiip ilk 5
kuyucuga 100 mikrolitre dagitilmigtir. Daha sonra ornekler diger kuyucuklara 100
mikrolitre olarak dagitilmistir. Mikropileytin {izeri yapiskan ile kapatilarak 37 © C'de
90 dakika inkiibe edilmistir.
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2. Kuyucuklar iaspire edilmistir ve herhangi bir islem yapilmamistir. Ardindan 100
pL  biyotinlenmis antikor belirleme soliisyonu 100 mikrolitre her kuyucuga
dagitilmistir. Mikropileytin iizeri yapigkan ile kapatilarak 37 © C'de 60 dakika inkiibe

edilmistir.

3. BioTek 50 Microplate Washer (Bio Tek Inc., Winooski, VT, USA) yikama cihazi
ile 3 kez 300 mikrolitre yikama yapilmistir.

4. Her kuyucuga 100 mikrolitre Konsantre HRP konjugat soliisyonu eklenmistir.
Mikropileytin iizeri yapiskan ile kapatilarak 37 © C'de 30 dakika inkiibe edilmistir.

5. BioTek 50 Microplate Washer (Bio Tek Inc., Winooski, VT, USA) yikama cihazi
ile 5 kez 300 mikrolitre yikama yapilmstir.

6. Her kuyucuga 90 mikrolitre substrat reaktifi eklenmistir. Mikropileytin {lizeri
yapigkan ile kapatilarak 37 © C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

7. Her kuyuya 50 mikrolitre durdurma soliisyonu eklenmistir.

8. 450 nm'ye ayarlanmig BioTek 800 Microplate Reader (Bio Tek Inc., Winooski,
VT, USA) okuyucu cihazi ile her kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri) bir

defada belirlenmistir.

ELISA testlerinden elde edilen OD degerleri kitlerin iireticisi firmaya ait olan

program aracilig ile kesin sonug degerleri hesaplanmistir.

2.7. istatistik Analizleri

Aragtirmada, Davranis sonuglarimin analizinde 64 hayvandan veri
toplanmistir. Toplanan verilerin analizinde tekrarli 6lgiimler anova analizi (Repeated
Measures) testi uygulanmistir. Arastirmada elde edilen veriler SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) 22.0 programu ile analiz edilmistir. Verilerin analizinde
deneklerimizin giin giin tekrarli 6l¢limiimiiz oldugu igin veri setimize uygun olarak
tekrarli Olglim anova testi uygulanmistir. Sphericity (kiiresellik varsayimi) testi
yapilmis olup cikan degere gore kiiresellik varsayimi karsinlanip karsilanmadigr test

edilmistir.Her tablodan once ilk sphericity testine bakilip ¢ikan degerin anlamlilik
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durumuna gore Sphericity Assumed Greenhouse-Geisser Huynh-Feldt analizi ile

cikan 3 farkli degerden anlamli olan degerlendirmeye alinmstir.

2.7.1. Davrams Testleri Verileri Analizi

Arastirmada, 64 hayvandan veri toplanmistir. Toplanan verilerin analizinde
tekrarli 6l¢limler anova analizi (Repeated Measures) testi uygulanmistir. Arastirmada
elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 22.0 programu ile

analiz edilmistir.

2.7.2. ELISA Verileri Analizi

Veriler IBM SPSS 20.0 programinda analiz edildi. Veriler normal dagilis
gostermediginden iki bagimsiz grup karsilastirmalart Mann-Whitney U, ikiden ¢ok
bagimsiz grup karsilastirmalar1 Kruskal-Wallis testi ile test edildi. p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

2.8.Water Maze Testinin Yapihs1 (Morris Su Labirenti Testi, Ogrenme Testi)

Ogrenmeyi test etmek amaciyla onceden hazirlatilan Richard Morris
tarafindan gelistirilen Morris su labirentikullanildi. Richard Morris tarafindan
gelistirilen Morris su labirenti uzamsal hafizay1 test etmek icgin tasarlanmis bir
davranis deneyidir. Morris su labirenti, igerisinde gizli bir platformu bulunduran, i¢i
su dolu, genis, sirkiiler bir tanktir. Tankin ¢ap1 120 cm, yiiksekligi 60 cm, su
yiiksekligi 40 cm. dir. Morris su tanki1 24-26 derece su ile doldurulmustur. Platform
su yiizeyinden 5 cm derine yerlestirilmis olup, ¢cap1 10 cm, havuz kenarindan uzaklig
ise 17 cm.dir. Platformun Ustli ise ratlarin tutunmasim saglayacak ve kendisini

giivende hissedecegi sekilde lifli bir kumasla kaplanmistir (Shultz v.d.,2013).
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Resim 1: Water Maze Testi Platformu.
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3. BULGULAR

3.1. Davranis Testi Bulgular:

Cizelge 3.1: Suramin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Kargilagtirmasi.

df Mean Square F Sig.
gun
Sphericity Assumed 11 336,770 2,066 031
Greenhouse-Geisser 3,240 1143,478 2,066 015
Huynh-Feldt 6,385 580,151 2,066 070
Lower-bound 1 3704,467 2,066 189
gun*grup

Sphericity Assumed 1 389,652 2,391 012
Greenhouse-Geisser 3,240 1323,034 2,301 028
Huynh-Feldt 6,385 671,250 2,301 038

P<0,05

Cizelge 3.1'de sphericity var sayimi karsilanmadigi i¢in Greenhouse-Geisser

degeri dikkate alinmigtir. Suramin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu arasinda

yapilan dlgiimlere yonelik tekrali 6l¢lim anavo testi sonuglari verilmistir. Buna gore

Olclimler arasinda fark tespit edilmistir. Suramin ve suramin kontrol grubu arasinda

stireler bakimindan anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). (Suramin verilmesi

davranis testlerinde
olusturmustur).
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Sekil 3.1: Suramin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu.
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Cizelge 3.2: N-Asetil Sistein Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Karsilagtirmasi.

df Mean Square F Sig.

gun

Sphericity Assumed 7 1627,629 2,012 070

Greenhouse-Geisser 2,759 4129,086 2,012 ,145

Huynh-Feldt 4,884 2333,032 2,012 ,100

Lower_bound 1’000 11393,400 2,012 ,194
gun*grup

Sphericity Assumed 7 1903,143 2,352 ,035

Greenhouse-Geisser 2,759 4828,031 2,352 ,104

Huynh-Feldt 4,884 2727,952 2,352 ,060

Lower-bound 1,000 13322,000 2,352 164
P>0,05

Cizelge 3.2’de sphericity var sayimmi kargilanmadigi i¢in Greenhouse-Geisser
degeri dikkate alinmistir. Yapilan ¢alismada N-Asetilsistein Tedavi Grubu ve Tedavi
Kontrol Grubu olgiimlerine yonelik tekrali 6lglim anavo testi sonuglar1 verilmistir.

Buna gore 6lgtimler arasinda fark tespit edilmemistir (p>0,05).
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Sekil 3.2: N-Asetil Sistein Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu.
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Cizelge 3.3: Kurkumin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Karsilagtirmasi.

df Mean Square F Sig.
gun
Sphericity Assumed 11 2156,079 6,573 ,000
Greenhouse-Geisser 4,064 5835,226 6,573 ,061
Huynh_Feldt 9,819 2415,347 6,573 ,000
Lower-bound 1’000 23716,867 6,573 ,033
gun*grup

Sphericity Assumed 11 1427,506 4.352 ,000
Greenhouse-Geisser 4,064 3863,412 4,352 076
Huynh-Feldt 9,819 1599,163 4,352 ,000

p<0,05

Cizelge 3.3'de sphericity var sayimi karsilanmadigi i¢in Greenhouse-Geisser
degeri dikkate alinmistir. Goriildigii tizere Kurkumin Tedavi Grubu ve Tedavi
Kontrol Grubu olgiimlerine yonelik tekrali 6lglim anavo testi sonuglart verilmistir.

Buna gore 6lglimler arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.3: Kurkumin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu.
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Cizelge 3.4: Fingolimod Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Karsilastirmasi.

df Mean Square F Sig.
gun
Sphericity Assumed 12 815,492 3,375 ,000
Greenhouse-Geisser 3,359 2912,952 3,375 1029
Huynh_Feldt 6,808 1437,341 3,375 ,005
Lower_bound 1,000 9785,908 3,375 ,1,03
gun*grup
Sphericity Assumed 12 839,744 3,476 ,000
Greenhouse-Geisser 3,359 2999,578 3,476 ,026
Huynh-Feldt 6,808 1480,084 3,476 ,004
Lower-bound 1,000 10076,923 3,476 ,099
p<0,05

Cizelge 3.4'de sphericity var sayimi karsilanmadigi i¢in Greenhouse-Geisser
degeri dikkate alinmigtir. Fingolimod Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu
havuzdan ¢ikis siireleri karsilagtirilmasinin sonuglart verilmistir. Tablo ya gore

anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.4: Fingolimod Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu.
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Cizelge 3.5: Resveratrol Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Kargilastirmasi.

df Mean Square F Sig.
gun
Sphericity Assumed 12 949,921 5,136 ,000
Greenhouse-Geisser 3,632 3138,109 5,136 ,004
Huynh_Feldt 9,114 1250,704 5,136 ,000
Lower-bound 1,000 11399,050 5,136 058
gun*grup

Sphericity Assumed 12 345,274 1,867 ,050
Greenhouse-Geisser 3,632 1140,629 1,867 ,042
Huynh-Feldt 9,114 454,602 1,867 073

p<0,05

Cizelge 3.5'de sphericity var sayimi karsilanmadigi i¢in Greenhouse-Geisser
degeri dikkate alinmistir. Cizelge 3.Sincelendiginde Resvatarol Tedavi Grubu ve
Tedavi Kontrol Grubu havuzdan ¢ikis siireleri karsilastirilmasinin - sonuglari

verilmistir. Cizelge 3.5’e gore anlaml bir fark tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.5: Resveratrol Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu.

62



Cizelge 3.6: Hastalik Grubu ve Kontrol Grubu Karsilastirmasi.

df Mean Square F Sig.
gun
Sphericity Assumed 7 1554,422 3,843 ,000
Greenhouse-Geisser 4,333 2511,041 3,843 ,004
Huynh-Feldt 4.767 2282,587 3,843 ,003
Lower-bound 1,000 10880,951 3,843 ,054
gun*grup
Sphericity Assumed 7 619,619 1,532 ,0154
Greenhouse-Geisser 4,333 1000,945 1,532 1039
Huynh-Feldt 4,767 909,879 1,532 073
Lower-bound 1,000 4337, 1,532 220
p<0,05

Cizelge3.6'dasphericity var sayimi karsilanmadigi i¢in Greenhouse-Geisser

degeri dikkate alinmistir. Cizelge 3.6 incelendiginde Hastalik Grubu ve Kontrol

Grubu havuzdan ¢ikis stireleri karsilastirilmistir ve istatistiksel olarak sonuglari

verilmistir. Cizelgeye gore anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05).

A0, 00—

30, 00—

zaman [sn)

20, 00—

10,00 e

0=

gun

Sekil 3.6: Hastalik Grubu ve Kontrol Grubu Karsilastirmasi.
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Sekil 3.7: Her Grubun Ortalama Degerlerinin Karsilagtirmast.
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Sekil 3.8: Kontrol Grubu ve Hastalik Grubu Ortalamalarinin Karsilagtirmasi.
Verilerin analizinde deneklerimizin giin giin tekrarli dl¢limiimiiz oldugu i¢in veri

setimize uygun olarak tekrarli 61¢iim anova testi uygulanmistir. Sphericity (kiiresellik
varsayimi) testi yapilmis olup ¢ikan degere gore kiiresellik varsayimi

karsinlanmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.9: Suramin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubunun Giin Giin Karsilastirmasi
(Her Renk 1 Giinii Icermektedir).
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Sekil 3.10: N-Asetil Sistein Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Giin Giin

Karsilagtirmasi.
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Sekil 3.11: Kurkumin Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Giin Giin Karsilastirmasi.
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Sekil 3.12: Fingolimod Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Giin Giin Karsilastirmasi.
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Sekil 3.13: Resveratrol Tedavi Grubu ve Tedavi Kontrol Grubu Giin Giin Karsilastirmasi.
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Sekil 3.14: Gruplarin Biitiin Olarak Karsilagtirmalari.



3.2. ELISA Ol¢iimlerine Ait Bulgular

Cizelge 3.7: Hastalik Kontrol Grubuve Tedavi Gruplart ELISA Test Sonuglar1 Ortalama
Degerleri Karsilagtirmasi.

ELISA

TESTi GRUP Min Max Range Median Test ist. p
HASTALIK KONTROL 2,80 6,76 3,96 4,70
SURAMIN 2,31 12,20 9,89 6,76
, IO| gl;_/:anBL) RESVERATROL 2,06 4,70 2,64 3,96 9,706 0.084
CURCUMIN 1,90 11,30 9,40 3,79
N-ASETIL SISTEIN 2,97 7,34 4,37 3,38
FINGOLIMOD 4,21 9,89 5,68 6,72
HASTALIK KONTROL 46 2,08 1,62 1,01
SURAMIN 77 2,30 1,53 1,32
" é |/_ne;>L) RESVERATROL 86 4,35 3,49 1,13 3304 0,640
CURCUMIN 40 6,04 5,64 2,36
N-ASETIL SISTEIN 58 2,21 1,63 1,38
FINGOLIMOD 80 3,10 2,30 1,34
HASTALIK KONTROL 8,47 13,44 4,97 9,92
SURAMIN 9,92 19,04 9,12 15,93
Tl(\lng /,;AnILI;A RESVERATROL 13,44 18,42 4,98 15,31 7,060 0216
CURCUMIN 9,51 20,70 11,19 12,82
N-ASETIL SISTEIN 9,30 22,17 12,87 14,07
FINGOLIMOD 6,20 28,39 22,19 14,59
HASTALIK KONTROL 36,64 58,19 21,55 45,26
SURAMIN 4741 80,82 33,41 65,73
GPX RESVERATROL 59,27 685,98 626,71 64,66%
(pg/mL) . b 13,933 0,016*
KURKUMIN 59,27 76,84 17,57 68,37
N-ASETIL SISTEIN 48,49 93,08 44,59 68,87
FINGOLIMOD 63,58 97,76 34,18 72,10
HASTALIK KONTROL 18,92 36,69 17,77 21,95
SURAMIN 8,45 30,14 21,69 17,09
( rll\g/?n'?_ | RESVERATROL 22,25 36,80 14,55 26,03 5234 0,388
CURCUMIN 8,57 39,03 30,46 31,36
N-ASETIL SISTEIN 17,16 57,04 39,88 32,47
FINGOLIMOD 5,04 49,70 44,66 35,31
HASTALIK KONTROL 21 66 45 29
SURAMIN 19 46 27 29
(ﬁ?/ﬁqpf) RESVERATROL 24 62 38 ,40:: 12381 0.030*
KURKUMIN 24 59 35 38
N-ASETIL SISTEIN 36 54 18 42%
FINGOLIMOD 28 1,14 86 62"
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(IL1B; Interldkin 1 Beta, IL6;interlokin 6, TNFa; Tiimdr Nekrozis Faktor Alfa, GPX; Glutatyon Peroksidaz,
MDA; Malondialdehit, CASP3; Kaspaz 3). (Hastalik Kontrol Grubu = Tedavi Kontrol Grubu)

Cizelge 3.7°ye gore Tedavi i¢in kullanilan bes etken maddelerden, arastirilan alti
cesit ELISA test markerline karsi sadece Fingolimod Tedavi Grubunda; GPX ve
CASP3 i¢in Hastalik Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmustur (p<0,05). GPX veCASP3 i¢in Fingolimod Tedavi Grubu ile
Hastalik Kontrol Grubu arasinda istatistiki 6nemli farklilik vardir (p<0,05).

Diger dort Tedavi Gruplar1 (Suramin, Resvareatrol, Kurkumin, ve N-Asetil sistein)
ile Hastalik Kontrol Grubu arasinda ise incelenen diger bes adet ELISA testlerinde
(IL-1B, IL-6, TNF-a ve MDA) istatistiki onemli bir farkliik bulunmamustir.
(p>0,05).

IL-1B, IL-6, TNF ALFA ve MDA ig¢in ortanca ELISA testleri sonuglarina gore biitiin
tedavi gruplar ile hastalik kontrol gruplari arasinda istatistiki 6nemli (anlamli) bir
farklilik yoktur (p>0,05).
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Sekil 3.15: Hastalik Kontrol Grubu ve Tedavi Gruplar Interlokin 1 Beta (IL1B pg/mL)
ELISA Test Sonuglari.
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Sekil 3.16: Hastalik Kontrol Grubu ve Tedavi Gruplar interldkin 6 (IL6 pg/mL) ELISA Test

Sonuglari.
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TNFALFA
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Sekil 3.17: Hastalik Kontrol Grubu ve Tedavi Gruplar1 Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNFa
pg/mL) ELISA Sonuglari.
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Sekil 3.18: Hastalik Kontrol Grubu ve Tedavi Gruplar1 Glutatyon Peroksidaz (GPX pg/mL)
ELISA Sonuglart.
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Sekil 3.19: Hastalik Kontrol Grubu ve Tedavi Gruplart Malondialdohit (MDA ng/mL)
ELISA Sonuglart.
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Sekil 3.20: Hastalik Kontrol Grubu ve Tedavi Gruplar1 Kaspaz 3 (CASP3 ng/mL) ELISA

Sonuglart.
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3.21. CC2D1A Geni mRNA Ekspresyon Bulgulari

Gen ekspresyonu (CC2D1A)

o I

10 -

154

Ekspresyon Sevivesi

Sekil 3.21: Hastalik Kontrol Grubu ile Tedavi Gruplart CC2D1A Geni mRNA Ekspresyon

Kargilastirmasi.

Cizelge 3.8: Hastalik Kontrol Grubu ile Tedavi Gruplari CC2D1A Geni mRNA
Ekspresyonuistatistiki Karsilagtirmast.

Hastalik Kontrol Grubu / Tedavi Grubu Onem Degeri P-Degeri
Hastalik Kontrol / Resveratrol 0.0499* P<0.05
Hastalik Kontrol / Suramin 0.1184 P>0.05
Hastalik Kontrol / Fingolimod 0.0061* P<0.05
Hastalik Kontrol / NAC 0.5107 P>0.05
Hastalik Kontrol / Kurkumin 0.0488* P<0.05

Resveratrol, fingolimod ve kurkumin sonugclari istatistiki olarak anlamli iken,

suramin ve NAC sonugclari istatistiki anlamli degildir. (NAC: N-Asetil Sistein)
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Sekil 3.21 Incelendiginde otizm ile iliskili oldugu ¢esitli calismalarda
gosterilmis olan CC2D1A geni mMRNA ekspresyonu (Dana vd., 2020, Mossa ve
Manzini, 2021; Manzini vd., 2014; Oaks vd., 2017; Ozkul vd., 2020; Sener v.d.,
2016; Sener vd., 2020; Zamarbide vd., 2018; Zamarbide vd., 2019) 6nlenmesinde
fingolimodun en etkili oldugu onu sirasi ile kurkumin ve resveratroliin izledigi
goriilmektedir.

CC2D1A Gen ekspresyonu agisindan Hastalik Grubu ile, Kontrol Grubunu
birbirleri ile karsilastirdigimizda, Hastalik Grubunda, CC2D1A gen eskpresyon
diizeyinin, Kontrol Grubuna gore istatsitiki anlamli olarak yiiksek oldugu
bulunmustur. (p= 0.0190,P < 0.05). Bu durum ilgili gen ekspresyonunun, otizm ile
iligkili oldugunu gostermektedir.

Calismamizda Casp3 Genine ait mRNA ekspresyonu ve tedavi i¢in kullanilan
maddelerin ilgili gen ekspresyonu iizerine etkileri de CC2D1A genine ilaveten
arastirlmis olup maalesef Casp3 Gen ekspresyon sonuglari denenmis olan biitiin
ornekler igin RT-PCR CT degerleri belirlenememistir (undetermined). Bu nednele de
CASP3 gen ekspresyon ile ilgili olarak Hastalik Kontrol grubu ile biitiin Tedavi

Gruplar1 arasinda ayri1 ayri ve karsilagtirmali sonuglar verilememistir.

3.4. Histopatolojik inceleme Bulgular1

Her tablodan once ilk sphericity testine bakilip ¢ikan degerin anlamlilik

durumuna goére Sphericity Assumed Greenhouse-Geisser

Huynh-Feldt {i¢ farkli degerden bakilacak olana karar verilmistir. Bu neden

ile ti¢ farkl deger goriilmektedir, ve ona gore yorumlanmastir.
Al Hastalik (Tedavi Kontrol) Grubu

B1 Suramin Tedavi Grubu

C1 Kurkumin Tedavi Grubu

D1 Resveratrol Tedavi Grubu

E1 N-Asetil Sistein Tedavi Grubu

B2 Fingolimod Tedavi Grubu
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A1,B1,C1,D1,El: KALIN OK: Noronlar vakuolizasyon olusumlari
INCE OK: Kramatolizis

OK BASI: Fokal glia hiicre infiltrasyonu ve néronofaji alani

0 pm

Sekil 3.22: ila¢ Uygulamasimin Ratlarmn Birinci Ay (A1, B1, C1, D1, E1) ve Ikinci Aya (A2,
B2) Ait Beyin Dokularinda Neden OlduguHistopatolojik Degisiklikler.

Tiim sekiller H&E ile boyanmistir. Orijinal biiylitme orani olarak 10x ve 100 pm
kullanilmistir. Beyin dokusunda ndronofaji ve fokal glia hiicre infiltrasyonu
olusumlar1 (ok bas1), noronlarda vakuolizasyon olusumlari (kalin ok), kramtolizis (ok

bast).
(Sekil 1-Al, B1, C1, D1, E1);

(Al) Hastalik (Tedavi) Kontrol Grubu, (B1) Suramin Tedavi Grubu, (C1) Kurkumin
Tedavi Grubu, (D1) Resveratrol Tedavi Grubu, (E1) N-Asetil Sistein Tedavi Grubu,
(A2) Kontrol Grubu, (B2) Fingolimod TedaviGrubu.

(1)’ler birinci ay, (2)’ler ise ikinci aya ait histopatolojik goriintimleri gostermektedir.

A: Kontrol Grubu

B: Hastalik (Tedavi)Kontrol Grubu
C: Suramin Tedavi Grubu

D: Kurkumin Tedavi Grubu

E: Resveratrol Tedavi Grubu

F: N-Asetil Sistein Tedavi Grubu
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G: Fingolimod Tedavi Grubu

B,C,D,E,F,G: KALIN OK: Noronlar vakuolizasyon olusumlari

B,C,D.E,F: INCE OK: Kramatolizis

B,C,D.E : OK BASI: Fokal glia hiicre infiltrasyonu ve ndronofaji alant

ey

Sekil 3.23:1la¢ Uygulamasinin Ratlarin (A, B, C, D, E, F, G) Beyin Dokularinda Neden
Oldugu Histopatolojik Degisiklikler.

Tim sekiller H&E ile boyanmistir. Orijinal biiylitme orani olarak 10x ve 100 pm

kullanilmistir. Beyin dokusunda néronofaji ve fokal glia hiicre infiltrasyonu olusumlar1 (ok

bas1), noronlarda vakuolizasyon olusumlari (kalin ok), kramtolizis (ok bast).

(Sekil 1-B, C, D, E, F, G); (A) Kontrol Grubu, (B) Hastalik (Tedavi)Kontrol Grubu, (C)
Suramin Tedavi Grubu (D) Kurkumin Tedavi Grubu (E) Resveratrol Tedavi Grubu (F) N-
Asetil Sistein Tedavi Grubu (G) Fingolimod Tedavi Grubu.

Cizelge 3.9: Biitiin Calisma Gruplarina Gére Elde Edilen Histopatolojik Bulgular

Organ HistoPatoloji ~ Kontrol Hastalilk  Suramin  Kurkumin Resveratrol N-Asetil Fingolimod “p”
k Bulgular Grubu Grubu Sistein degerleri
Beyin Kramato 0,00£0,0  1,77£0,8  1,06£0,9  0,90+0,79®  0,53+0,88™ 0,36£0,56™  0,18+0,44™ 0,002
lizis 0° 22 3 ¢
Dokusu
Fokal glia 0,00£0,0  2,10+£0,6 1,76£1,0 1,60£0,88®  0,90+0,79™ 0,73£0,056°  0,18+0,44 0,000
hiicre o 3? 3? d
infiltrasyonu
ve noronofaji
alam
Néronlar 0,00£0,0  1,95£0,7 1,9304  1,08%0,66°  0,90+0,79 0,73£0,56*  0,55%0,60" 0,000
vakuo 0° 8 (0
lizasyon
olusumlar

Hastalik grubunda beyinde kapillar damarlar hiperemik olup, kanama alanlar1

gozlendi Perivaskiiler dilatasyon belirgin oldugu goriilmiistiir. Noéron dejenerasyonu

ile birlikte ndronofaji, kramatolizis ve noronlarda vakuolizasyon olusumlar1 dikkati

¢ekmistir. Suramin tedavigrubunda beyinde olgularin tamaminda kortekste kapillar
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damarlar hiperemikti. Parankimde, bazi néronlarda néron dejenerasyonu ile birlikte
noronofaji, kramatolizis ve nodronlarda vakuolizasyon olusumlart goézlenmistir.
Kurkumin tedavigrubunda beyinde kapillar damarlar genellikle hiperemikti. Bazi
noronlarda vakuolizasyon ve perindral dilatasyonla birlikte néronofaji goriilmiistiir.
Resveratrol tedavi grubunda grubunda beyinde bazi noronlarda birkag adet
mikrogliadan olusan fokal mikroglia reaksiyonuna rastlanmistir. N-Asetil sistein
tedavi grubunda beyinde kortekste bazi olgularda, kapillar damarlar hafif siddette
hiperemikti. Parankimde, baz1 noronlarda perindral dilatasyonla birlikte dejeneratif
degisiklikler ve ndronofaji gozlenmistir. Fingolimod tedavi grubunda grubunda

beyinde az sayida vakuolizasyon olusumlari goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

OSB kronik ve yaygin norogelismisel bozukluktur Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) ¢ocuklarda 1:45 oraninda gorilmektedir (Zablotsky vd., 2015). Konusma
becerilerinde, insanlar ile iletisim becerilerinde, yetersizlik ile birlikte, tekrar
hareketleri, yaniz yasama egilmi, motor fonksiyonlarda yetersizlik ve goéz temasi
zay1flig1 veya kaginma...vs gibi noro-davranissal sartlar ile ilgili kompleks bulgular
ile kendini gostermektedir (Sunand vd., 2020). Otizm ekrek cocuklarinda kiz
cocuklara gore 4-5 kat daha fazla goriilmektedir. Otizmin muhtemel nedenleri

genetik, cevresel faktorler, maternal toksisite ve beslenme ile ilgili yetersizliklerdir

(Bromly vd., 2013, Baio vd., 2018; Gonzales vd., 2016; Sunand vd., 2020).

Otizm gibi nérogelismisel hastaliklar ile ilgili hayvan model ¢alismalari énemli
ve gerekli arastirma alamidir. Bu calismalar kullanacaginiz modele ve calisma
planlamasi (dizayni) na gore hastaligin etiyo-patogenezi ile birlikte otizmde goriilen
bozukluklarin iyilestirilmesinde birtakim maddelerin faydali ve etkin olup
olmadiklarinin ortaya konulmasi agisindan da kiymetli ve prediktif (6ngoriide

bulunan) degere sahip sonuglar verebilmektedirler (Nithianantharajah vd., 2017).

VAP ile indiiklenerek olusturulmus otizm modelleme calismalari aslinda kiymetli
bir aragtirma metodudur ki arastirmalar ile baslica; otizmin norobiyolojik seyri,
otizmde gorilen davramis bazoukluklari, ve otizmde goriilen davranis
bozukluklarinin ve sosyal becerilerde goriilen yetersizliklerin iyilestirilmesi ve
azaltilmasina katkida bulunarak faydali olabilecek tedavi edici yeni birtakim
maddlerin kesfedilmesi ve sonuglarinin izlenerek belirlenmesi konularinda ¢ok faydh
bilgilere ulasmamizi sglayabilir (Schneider vePrzewlocki, 2005; Sunand vd., 2020;
Wu vd., 2017; Wu vd., 2018).

Prenatal valproik asite disi siganlarin (rat) veya farelerin (mice, murine), maruz
kalmasi ile yeni dogan yavru (offspring, pup) sicanlarda/farelerde otizm benzeri
davranig bozukluklari, bagirsakta, beyinde enflamasyon, mikrobiyota kompozisyon
degiskilikleri, proniflamatuvar sitokin  aktivasyonu, epigenetik ve gen
ekspresyonregiilasyonlari lizerinde ¢esitli etkiler, ve enflamasyon ve oksidatif stres

yolak aktivasyonu goriildiigli, ve antikonvulsan ajan olan VPA’ya perinatal
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maruziyetin OSB i¢in bir risk faktori oldugu ¢esitli hayvan modelleme
calismalarinda bildirilmistir (Arafat ve Shabaan, 2019; Argyropoulos vd., 2013; Al-
Askar vd., 2017; de Theije vd., 2014;Gonzales vd., 2016; Kazlauskas vd., 2014;
Lucchina veDepino, 2014; Liu vd., 2018;Sunand vd.,2020; Ruhela vd., 2019; Wu
vd., 2017; Wu vd., 2018; Wu vd., 2017; Zhang vd., 2017; Zhou vd., 2016).

Otizm deney hayvan modellemelerinde sadece perinatal VPA verilmek sureti ile
yapilan calismalarda degil ayni zamanda farklt modellemeler ile 6rnegin otistik
cocuklardan elde edilen fekal orneklerin fekal mikrobiyota transferi protokoliine
uygun olarak yapilan 6n hazirlik islemleri sonucunda elde edilen mikrobiyota
siispansiyonunun disi steril farelere (germ free mice) oral gaaj ile aktarilmasindan 21
giin sonra gebe kalamalarini takiben dogan bebek farelerin hepsinde otizmde goriilen
davranig bozukluklarinin oldugu, buna karsik ¢alismada sagliklt kontrol olarak
olusturulan otzim ve noro-psikiyatrik, metabolik, oto-immiin..vs hastaliklar1 olmayan
tamamen saglikli kontrol grubu cocuklardan elde edilen fekal orneklerin aym
metotlari le islenmesi ile elde edilen fekal mikrobiyota 6rneklerinin ayni sekilde
transferi sonucunda dogan bebek farelerin higbirisinde otizmde goriilen davranig
bozukluklarina rastlanilmamis oldugu bildirilmistir. Bu tiir caligmalar géstermektedir
ki; perinatal donemde biyolojik homeostazisi bozmaya yonelik olan bazi maddelere
ve dgisikliklere annenin maruz kalmasi, in-utero donemde fetal organogensis ve
bilhassa norogeneziste beyin dokusunda ve ndronal hiicrelerin say1 ve fonksiyon
olarak diferansiyasyonu ve maturasyonu asamalarinda birtakim bozukluklara yol

acmak sureti ile dogan bebeklerde davranis bozukluklarinin goriilmesine sebebiyet
vermektedir. (Sharon vd., 2019).

Yaptigimiz calismada prenatal VPA’ya maruz kalan disi siganlardan dogan
dogan bebek sicanlarin kognitif (bilissel) fonksiyonlarini degerlendirmeye yonelik
olarak yapmis oldugumuz water maze davranis testinde hastalik grubu ile kontrol
grubu birbirleri ile karsilagtirlldigindahastalik grubunda otizm bulgular1 lehine
bozukluk meydana geldigi ve istatistiki olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir.

(p<0.05) (Cizelge 3.6).
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Caligmamizda elde ettigimiz davranis test bulgulari, benzer modelleme ile
onceden yapilmig olan ¢esitli ve benzer calismalardan elde edilen sonuglar ile

uyumlu ve birbirini destekler mahiyette oldugu anlagilmaktadir.

Sicanlar ile prenatal VPA verilmesi sureti ile yapilan gesitli hayvan deneyi
caligmalarinda da ayni sekilde; dogan bebek siganlarin water maze test sonuglarina
dayanilarak kognitif becerilerde hastlik grubunda otizm lehine bozulmalar oldugu ve
kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalarda istatistiki anlamli farklar bulundugu
bildirilmigtir (Al-Askar vd., 2017; Arafat ve Shabaan, 2019; Liu vd., 2018; Sunand
vd., 2020; Wu vd., 2017; Wuhela vd., 2019; Zhou vd., 2016; Zhang vd., 2017).

Calismamizda beyin dokusundan yapilan histopatolojik  mikroskobik
incelemelerde, hastalik grubunda beyinde kapillar damarlar hiperemik olup, kanama
alanlart gozlendi perivaskiiler dilatasyon belirgin oldugu goriilmiistiir. Noron
dejenerasyonu ile birlikte noronofaji, kramatolizis ve noronlarda vakuolizasyon

olusumlar1 varlig1 belirlenmistir.

Beyin dokusunun histopatolojik incelemeleri ile elde edilen bulgular agisindan
hastalik grubu ile kontrol grubu birbirleri ile karsilastirildiginda, hasta grubunda;
noronal dokuda kramatolizis(p= 0,002), fokal glial hiicre infiltrasyonu ve néronofaji
alan1 (p=0,000) ve noronlarda vakuolizasyon olusumlar (p=0,000) varligi
belirlenmistir. Hasta grubunda goriilen patolojik degisiklikler, kontrol grubuna gore
istatistiki olarak karsilastirildiginda her {i¢ bulgunun da istatistiki olarak anlamli
oldugu (p<0.005), histoptolojik bulgularin onarilmasinda fingolimodun en etkin

madde oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.9).

Yukarida agiklanan beyin dokularima ait histopatolojik bulgular, perinatal
donemde VPA’ya maruz kalmanin, dogan bebek farelerin beyin ve noronal
dokularinda otizm lehine goriilen patolojik bulgular ile uyumlu oldugunu

gostermektedir.

Otizmli insanlarda ve hayvan modelleri ile yapilan cesitli ¢alismalarda; OSB
patolojisinde ¢evresel faktorlerin Onemini vurgulayan o6nemli su bulgulara
rastlanmistir;  néroenflamasyon, mikrogliaaktivasyonu  anormal  sitokin

sinyalizasyonu, peirferal immiin sistem ile ilgili anormallikler (dogal ve kazanilmis
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immiin yolaklarin her ikisinde) (Bjorklund vd., 2016; De Jones vd., 2017; Estes ve
McAullister, 2016; Simon vd., 2020; Suzuki vd., 2013).

Calismamizda elde ettigimiz beyin dokusuna ait histopatolojik inceleme
bulgulari, yukarida agiklanan ¢alismalardan elde eidlen bulgular ile 6rtiismektedir, ve

birbirlerini teyit etmektedirler.

Di Stasi vd. (2019) tarafindan yayimlanan, otizmli nisanlara ait postmortem
beyin dokularindan yaptiklari otopsi ¢alismasinda, beyin dokusundan histoptolojik ve
immiinhistokimya metodlar1 ile incelemele yapmislardir ve baslica su bulgular
belirlemiglerdir; beynin birgcok bdlgesinde beyaz ve gri cevherde ve
leptomeninkslerde, multifokal i¢inde artmis sayida lenfosit igeren perivaskiiler
lenfositik birikimler, CD20+’ye goére predominant olmak iizere CD3+, ve CD8+’e
gore predominanat olmak tizere CD4+ sayilarindaartislar ve yuvarlak membranoz
blebler ve perivaskiiler bolgelerde multfokal hasarlar oldugu ve astrogliozis

(mikroglia ve astrosit aktivasyonu) varligi belirlenmistir.

Otizmde beyinde meydana gelen histopatolojik degisiklikleri gosterebilmeyi
amaglayan deneysel hayvan otizm modelleme ¢alismalarinda beyinde baslica
noroeflamasyon, myelitis, dejenerasyon, noronofaji, kramatolizis ve noronlarda
vakuolizasyon olusumlarinin varliklarina ilaveten gliozis tablosu ile mikroglia ve
astrosit hiicrelerinde aktivasyonlarin varliklari gosterilmistir (MacFabe vd., 2011,
MacFabe vd., 2007; Matta vd., 2019; Meeking vd., 2020; Ruhela vd., 2019; Sharon
vd., 2016; Sharon vd., 2019, Shultz vd., 2008; Shultz vd., 2009).

Cesitli ¢alismalara ait otizm deney hayvan modellemelerinden elde edilen beyin
dokularmin histopatolojik inceleme bulgularinin, ¢alisamizdan elde ettigimiz hasta
grubunun olusturan bebek siganlarin beyin dokularina ait histopatolojik bulgular ile

uyumlu oldugu ve birbirlerini destekledigi anlasilmaktadir.

Fingolimod Sfingozin 1 fosfat (S1P) analogudur. Sfingozin 1 fosfat (S1P) beyin
gelisminde Onemli bir rolii olan plazma-membran sfingolitlerinnin aktif bir
metabolitidir, ve S1P’nin yolaklarinda meydana gelebilecek degisklikler ise bazi
norolojik ve pskiyatrik hastaliklarin patogenezleri ile iliskilendirilmistir (Anderson
ve Maes, 2014; De Simone vd., 2020; Mihle vd., 2013 van Echten-Deckert vd.,
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2014). Son yillarda yapilan yeni ¢alismalarda hem OSB’li hastalarda hem de otizm
hayvan modellemelerinde S1P diizeyinde artis oldugu belirlenmis olup, bu gercegin
aciga c¢ikmasi otizmin tedavisinde S1P yolaklarinin potansiyel bir terapotik hedef
olabilecegi fikrine isaret etmektedir. (De Simone vd., 2020; Wang vd., 2016; Wu vd.,
2017; Wu vd., 2018). Bu isaret deney hayvanlari ile VPA ile otizm modelleme
calismalar1 ve ndrogelismisel bir hastalik olan Rett sendromu i¢in modellenmis
Mecp2 fareler (knock out mice; transgenic fare; herhangi bir hastalik i¢in 6nceden
modellenmis hazir fareler) hastaligin iyilestirlmesi ve faydali etkilerinin
gozlemlenmesi i¢in S1P reseptor ligandi olan FTY720’nin verildigi ¢alismalar ile
desteklenmistir (Deogracias vd., 2012; De Simone vd., 2020; Wu vd., 2017, Wu vd.,
2018).

Suraminin otizm iizerine etkisi baslica hiicre tehlike cevabir (CDR, cell danger
response) lizerinden olmaktadir ve c¢esitli metabolomik c¢alismalar hiicre tehlike
cevab1 ve piirinerjik sinyalizasyonun Onemini gdstermistir (Naviaux vd., 2013;
Naviaux vd., 2014; Naviaux,2014; Naviaux vd., 2015, Naviaux vd., 2017). Suramin,
deney hayvani modellerinde ve otizmli ¢ocuklarda, merkezi sinir sistemini hedef alan
(MSS, CNS, central nervous system) etkileri oldugu gosterilmistir (Naviaux vd.,
2013; Naviaux vd., 2014; Naviaux, 2014; Naviaux vd., 2015, Naviaux vd., 2017).
Stiraminin dogal immiinite, metabolizma, agri, bagirsak, otonomik, enflamatuvar, ve
prinerjik sinyalizasyon ile diizenlenen diger yolaklar iizerine etkileri vardir ki biitiin
bunlar siiramin ile ilgili gézlemlenen faydali etkilere katkida bulunabilir (Burnstock,
2014; Burnstock, 2006; Naviaux vd., 2013; Naviaux vd., 2014; Naviaux, 2014,
Naviaux vd., 2015, Naviaux vd., 2017;).

Naviaux vd. (2017) Tarafindan insanlarda otizm tedavisinde diisiikk doz suramin
kiiglik randomize klinik deneme Fazl/ll ¢alismasi 10 adet otizmli 5-14 yas arasi
cocuklarda denenmis ve dil ile sosyal becerilerde gelisme ile birlikte sinirlanmig ve
tekrar hareketlerinde de azalma oldugu bildirilmistir. Ancak literatiir incelendiginde
bu ¢alismani daha ¢ok sayida ornekler ile desteklenmedigi ve ¢alismanin ilerlemedigi

gorildiigii gibi insanlarda baska calismalar ile de desteklenmedigi goriilmektedir

Calismamamizda kullanilan N- Asetil sistein (NAC); antioksidan olarak uzun

yillar bilinen ve yaygin olarak kullanilmis olan bir ilagtir ve yapilmis g¢esitli
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caligsmalar otizmli hastalarin 6zllikle steriotipik ardisi tekrar harektlerinin alternatif
tedavi stratejisinde bir potansiyle sahip olabilecegi 6nerilmistir (Al-Dbass, 2014, Farr
vd., 2003; Zhang vd., 2017).

Daha oOnce yapilmis cesitli ¢alismalar otizmin gelisminde oksidatif stresin rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Ghanizadeh vd., 2012; Ghezzo vd., 2013; Zhang vd.,
2017). N- Asetil sistein, L-sistein aminoasidi kaynagidir ve MSS’deki (CNS) hiicre
ici antioksidan olan glutatyonun (GSH) meydana gelmesi i¢in onciil molekiiliidiir ve
bunlara ilaveten serbest oksijen radikallerinidirekt olarak temizlemek sureti ile
MSS’de noronlart koruyucu olarak da islev gormektedir (Al-Dbass vd., 2014; Dean
vd., 2011; Farr vd., 2003; Ghanizadeh ve Derakhshan, 2012; Wang vd., 2007; Zhang
vd., 2017).

NAC kan beyin bariyerini (BBB, Blood-brain barrier) gecebilir, oksidatif stresi,
enflamatuvar sitokin {iretimini, ve glutatyonun (GSH) yeniden ilkmalini azaltict etki
gostermek sureti ile otizm ile iliskili olarak yorumlanan kendine zarar verme
davranisin1 da i¢ine alan otizm ile iligkili irritabiliteyi azaltici etkisi olabilecegi
bildirilmistir (Farr vd., 2003; Holmay vd., 2013; Hardan vd., 2012; Paintlia vd.,
2004Zhang vd., 2017).

Kurkumin ile ilgili yapilmis olan ¢esitli deneysel ¢alismalarda kurkuminin; giiglii
anti-enflamatuvar, antioksidan ve antineoplastik etkisi oldugu onaylanmis olmakla
birlikte, norolojik ve psikiyatrik bozuklukluklarda ndron koruyucu, norogenezi
artiricl, néroenflamasyonu azaltici, mitekondriyal fonksiyon bozukluklarini azaltic
etkisi oldugu gosterilmistir (Aggarwal ve Harikumar, 2009; Al-Askar vd.,
2017;Biswas vd., 2019; Bhandari ve Kuhad, 2015;Bhat vd., 2019; Di Meo vd., 2019,
Gan vd., 2019; Mohammadian Haftcheshmen vd., 2020; Poulose vd., 2017; Shrishail
vd., 2013; Wilson ve Maulik, 2018,Zhong vd., 2020).

Cesitli deney hayvani modelleme ¢alismalarinda, 6rnegin siganlar ile yapilmisg
olan Alzheimer Hastaligt (AD) modelinde kurkuminin tedavisininkognitif
hasarlanmadan anlamli seviyede kurtardigi, hipokampal norogenesisi artirdig

gosterilmistir (Tiwari vd., 2019; Zhong vd., 2020).
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Dong vd, (2019) tarafindan yash siganlarda, yasliliga bagli noronal fonksiyon
kaybinin aragtirdiklar1 bir c¢aligmada, kurkuminin ndronal gelisim ve sinaptik
plastisite iizerine olan muhtemel etkisinden kaynakli olarak bilis, idrak ve

hipokampal norogenezi artidigi bildirilmistir (Dong vd., 2012; Zhong vd., 2020).

Al-Askar vd. (2017) tarafindan sicanlarda VPA ile indiiklenmis otizm
modellemesi c¢alismasinda postnatal kurkumin destek tedavisinin verilmesi ile
noronal maturasyon gecikmesinde olumlu gelismeye neden oldugu ve beyin

toksisitesini de azalltigini bildirmislerdir.

Bhandari ve Kuhad (2015) tarafindan gerceklestirilmis baska bir hayvan deneyli
otizm modelleme calismasinda ise, kurkumin ndéronkoruyucu etkisine bagli olarak
tipik otizm bulgularinda geri doniis oldugu, ve TNF-a ve Matrix metallo proteinase-

9’a (MMP-9) kars1 antioksidan ve antiinflamatuvar etki gosterdigini bildirmislerdir.

Her ne kadar kurkuminin nérogenez iizerine artirict etkisinin altinda yatan
mekanizma tam olarak aciklanamamis olsa da; bu calismalarin otizm ile iliskili
bulgularin tedavisinde kurkuminin terapotikpotansiyele sahip oldugu konusunda
birbirleri ile Kkorelasyon gosterdiklerini ortaya koymustur (Al-Askar vd., 2017;
Bhandari ve Kuhad, 2015; Biswas vd., 2019; Bhat vd., 2019; Di Meo vd., 2019; Gan
vd., 2019; Mohammadian Haftcheshmen vd., 2020; Poulose vd., 2017; Shrishail vd.,
2013; Wilson ve Maulik, 2018; Zhong vd., 2020).

Resveratrolun gerek davranis bozukluklarinin iyilestirilmesi iizerin olumlu
etkilerini, gerkse de antioksidan ve antienflamatuvar iyilestirici etkilerini incelemek
ve gostermek amaglari ile son yillarda yapilmis olan deneysel otizm modellemesi
calismaalrin1 inceledegimiz zaman c¢ogunlugunun siganlar ile ve prenatal VPA’ya
maruz birakilma modeli ile, ¢ok az sayidaki bir iki ¢alismanin ise lateral ventrikiil
icine (ICV, intra cerebro ventricula) propiyonik asitin (PPA) tek doz enjeksiyon
uygulamasi ile yapilmis oldugu ve bu calismalarda RSV’un sosyal becerilerin
gerilemesi steriotipik hareketler, hiperaktivite, anksiyete, ve kognitif fonksiyonlarin
bozulmasinda azaltic1 ve iyilestirici etkilere neden oldugu gosterilmistir (Arafat ve
Shaban, 2019; Bambini-Junior vd., 2014; Bhandari ve Kuhad, 2017; Fontes-Dutra
vd., 2018; Malaguernera vd., 2020).
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CalismamamizdaHastalik Grubu ile Kontrol Grubuna ait davranig test (Water
Maze Testi) sonuglart birbirleri ile kasrilagtirildiginda istatisiki olarak anlamli fark
oldugu gosterilmistir (p<0,05) (Cizelge 3.6 ve Sekil 3.6). Bu sonu¢ VPA ile
tindiiklenmis otizm modellemesinin bagarili oldugunu ve perinatal VPA verilen anne
siganlardan dogan bebek si¢anlarin otizm benzeri davranis bozukluklar1 gosterdikleri,

siganlarin kognitif fonksiyonlarinda bozulmalar oldugu seklinde yorumlanabilir.

Calismamizdan elde ettigimiz davranig testi sonuclarini benzer c¢alismalardan
elde edilen davranis testi sonuglari le karsilastirdigimizda ise; VPA ile indiikleme ile
otizm modellemesi yapilmis olan pek ¢ok c¢alismada, Water Maze davranis test
sonugclari incelendiginde, hastalik grubuna ait kognitif
fonksiyonlarinda,¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar ile uyumlu olarak, otizm
benzeri bozukluklar belirlendigi bildirilmistir  (Al-Askar vd., 2017; Arafat ve
Shabaan, 2019; Bambini-Junior vd., 2014; Bakheet vd., 2016; Bhandari ve Kuhad,
2017; De Simone vd., 2020; Fontes-Dutra vd., 2018; Farr vd., 2003;Hirsch vd., 2018;
Liu vd., 2018; Naviaux vd., 2013;Naviaux vd., 2014;Sunand vd., 2020; Wu vd.,
2017; Wu vd, 2018;Wuhela vd., 2019; Xie vd., 2018; Zhang vd., 2017; Zhong vd.,
2020; Zhou vd., 2016).

Calismamzida tedavi edici olarak kullanilan bes etken maddelerin davranis
testleri ile ilgili sonuglarini inceleyerek karsilastirdigimizda; Suramin (Cizelge 3.1),
fingolimod (Cizelge 3.4), kurkumin (Cizelge 3.3), ve resveratrol (Cizelge 3.5) ile
hastalik ontrol grubu arasinda istatsitki olarak anlamli fark bulunmus iken (p<0,05);
N-asetil sistein (Cizelge 3.2) ile hastalik kontrol grubu arasinda istatistiki anlaml

fark bulunmamistir (p>0,05).

Otizmde goriilen kognitif bozukluklar i¢in iyilestirici etkilerinin olup olmadigt
incelenmis olan veiyilestirici olup olmadig1 ¢alismamizda denenmis olan bes etken
maddelere ait elde ettigimiz davranis test sonuglarini ayni etken maddelerin
kullanildig1 deney hayvani otizm modellemesi uygulanmis 6ncedenyapilmis diger
calismalarindan elde edilen davranis test sonuglari ile karsilagtirdigimizda,
calisamizda inceledigimiz dort etken maddelerin (suramin, fingolimod, kurkumin, ve
resveratrol) kognitif fonksiyonlar iizerine olumlu iylestirici etkiye neden oldugu

belirlenmis olup, bu sonucglarin ayn1 modelleme ile ayn1 etken maddlere ile yapilmis

87



asagidak bildirilmis olan diger calismalardan elde edilen sonuglari le uyumlu oldugu,
ve biitlin calismalardan elde edilen sonuglarin, calisgammizdan elde ettigimiz
sonuglar1 destekledigi belirlenmistir;suramin (Naviaux vd., 2013; Naviaux vd.,
2014), fingolimod(De Simone vd., 2020; Wu vd., 2017; Wu vd, 2018),
kurkumin(Al-Askar vd., 2017; Zhong vd., 2020), ve resveratrol (Bambini-Junior vd.,
2014; Bakheet vd., 2016; Bhandari ve Kuhad, 2017; Fontes-Dutra vd., 2018; Hirsch
vd., 2018; Xie vd., 2018).

Calisamizda, N- asetil sistein uygulamasi sonrasi kogntif fonksiyonlarda
tylestirici etkiye rastalnammis olup, bu sonug¢ daah dnceden yapilmis ¢ok az sayidaki
benzer modelleme ¢alismalarindan elde edilen sonuglardan farklidir (Farr vd., 2003;
Zhang vd., 2017).1lgili literatiirleri dikkat ile inceledgimizde,bu farkliligin sebebi
olarak su nokta dikkatimiz ¢ekmistir; ilgili literatiirler N-asetil sistein uygulamasinin
otizm modellemsi yapilmis deney hayvanlarinda kognitif fonksiyonlarda goriilen
bozukluklarin iyilestirilmesinden daha ¢ok, otizmde gorillen temel davranis
bozukluklarindan birisi olan tekrarlayici/steriotipik davraniglar iizerine iylestirici
ozelligi vurglunnmistir ve Zhang vd. (2017) tarafindan yapilmis ¢alismada bu 6zellik
makalenin bashgma tasmmistir (N-ecetylcystein ameliorates reptitive/steriotypic

behaviour due to its antioxidant properties...).

Calismamamizda beyin dokusundaki miktarlarini ELISA yontemi ile 6l¢tiigiimiiz
alt1 adettest parametreleri (IL-1p, IL-6, TNF-0a, GPX, MDA, ve CASP3) ile ilgili
olaraktedavi edici olarak kullanilmis olan bes etken maddelere ait Tedavi
Gruplarindan elde edilensonuglari, Hastalik Kontrol Grubundan elde edilen sonuglar
ile tek tek karsilagtirdigimizda; fingolimod tedavi grubuna ait GPX ve CASP3
testlerde istatistiki olarak anlmli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Cizelge- 3.7).
Hastalik Kontrol Grubu ile karsilastirildiginda, Fingolimod verilmesinin GPX ve
CASP3 ekspresyonlarini ve dolayist beyin dokusunda her iki molekiiliin 6l¢iilebilen
seviyelerinde belrgin azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Apopitotik yolak
aktivasyonunu Ogstergesi olan kaspaz3 (CASP3) ile, oksidatif stres yolak
aktivasyonunun belirgin gostergelerinden olan gulatayon peroksidaza (GPX) ait doku
seviyelerinin azalmasi fingolimodun her iki yolagin (apopitozis ve oksidatif stres)

baskilanmasinda etkin oldugunu gostermektedir.
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Fingolimodun, CASP3 iizerine anlamli diizeyde etkisi muhtemelen fingolimodun
immiinomodulator etksinden kaynaklanmistir. Fingolimodun GPX {izerine olan etkisi
ise, muhtemelen fingolmiodun oksidatif stres yolaklar1 lizerine nisbeten daha giiclii

olan antioksidan etksinden kaynaklanmistir.

Calismamizda diger dort adet testlerin (IL-1pB, IL-6, TNF-o ve MDA) beyin doku
seviyleri ELISA yontemi ile dlgiilmesi ile elde etmis oldugumuz Hastalik Kontrol
Grubuna aitsonuglarile, diger dort etken maddelerin kullanildigi dort farkli Tedavi
Gruplarindan (Suramin, Resvareatrol, Kurkumin, ve N-Asetil sistein) elde edilen
sonuglart,her bir test parametrsi ve her bir grup i¢in ayr1 ayr1 ve tek tek birbirleri ile
kasrilastirildiginda higbirisinde istatistiki anlamli fark bulunmamustir (p>0,05)
(Cizelge- 3.7).

Calismamizdan elde edilen, ELISA testlerine ait sonuglari benzer ¢alismalardan
elde edilen ELISA testlerine ait sonuglarile karsilastirdigimizda su noktalari
belirleyebiliriz; onccelikle her c¢alismada, oOlglimlerin  yaptigimiz ayni test
paremetrleriningalislmadigini, bazi calilmalarda birk¢ test ile sinirli olmak iizere
benzer tetlerin ¢alisildigini, ancak bu calismalarin ¢ogunlugunda ise beyin
dokusundan yapilan dl¢iimlerde ELISA yonteminin kullanilmadigini, 6zellikle deney
hayvanlarina ait beyin dokusundan yapilan dl¢limler i¢in analitik hassasiyeti ELISA
ile karsilstirldiginda ELISA yonteminde ¢ok daha kesin ve diisiik degerlerin dahi
milkemmmel olarak 6l¢ebilen ancak maliyet agisindan ELISA yontemine gore ¢ok

cok daha pahali olan Western Blott yontemi kullanildig1 goriilmiistiir.

Calismamizda fingolimod tedavi grubuna ait GPX testi i¢in elde ettigimiz
sonuglarin, Wu vd. (2017), tarafiindan VPA indiiksiyonu ve sicanlari le yapilmis
deney hayvani otizm modlleme calismasindan elde ettikleri sonuglari le uyumlu
oldugu, ve Wu vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada CASP3 testinin ¢alislmadig:

belirlenmistir.

Otizm etiyolojisinde epigenetik ve genetik faktorlerin rol oynayabilecegi
konusunda bu giine kadar pek ¢ok farkli genler hakkinda ¢esitli ¢alismalar yapilmis
ve  belirli genlerinekspresyonlarmin ~ (Cc2d1a,Caspr2, Pgrn, Gapd),
hipoekspresyonlarin (Shank3) veya belirli genlerde (MeCP2, PTEN, Shankl,
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Ncorl,Cdkl5) goriilen mutasyonlarin ve bu mutasyonlarin sonucunda meydana
gelebilen gen regiilasyon bozukluklarinin otizm etiyolojisi ile iligkili olabilecegi
belirtilmistir (Almeida vd., 2014; Duffney vd., 2015; Lyu vd., 2016; Ozkul vd.,
2020;Sener vd., 2020; Sener vd., 2016; Waye vd., 2018, Wang vd., 2016,Zamarbide
vd., 2018; Zhang vd., 2012;Zhou vd., 2016;).

Calismamizda ekspresyonunu arastirdigimiz CC2D1A geni, ¢ift kiviimli ve C2
domain igeren protein 1Ageni olup; bir serotonin reseptdor 1A (HTR1A) ekspresyon
baskilayicisi olarak tanimlanmistir (Basel-Vanagiate vd., 2016).

CC2D1A Gen ekspresyonu acisindan Hastalik Grubu ile, Kontrol Grubunu
birbirleri ile karsilastirdigimizda, Hastalik Grubunda, CC2D1A gen eskpresyon
diizeyinin, Kontrol Grubuna gore istatsitiki anlamli olarak yiiksek oldugu
bulunmusgtur (P<0.05). Bu durum ilgili gen ekspresyonunun, otizm ile iliskili
oldugunu gostermektedir. CC2D1A Geni otizm ile iligkisinin, CC2D1A GenininNF-
Kb promoter aktivatorii olmasi1 ve bunun da hafiza ve noral plastisite ile direkt iliskili
olmasindan, CC2D1A geninin bir serotonin reseptor 1A (HTR1A) ekspresyon
baskilayicisi olmasi ve seratoninin ise sinaptogenezde ve noral migrasyonda dnemli
rol oynamsindan ve seratonin reseptOrleri seviyesinin nihai olarak normal ve
patolojik beyin gelismi ile ve noronal transmisynun etkisinde azalma ile ilisikili
olmasindan kaynaklanabilir (Basel-Vanagiate vd., 2007;Carr ve Lucki,, 2011; David
vd., 2005; Jacobs ve Azmitia, 1992; Oblak vd., 2013; Ozkul vd., 2020; Sener vd.;
2016; Rogaeva vd., 2007)

Calismamizda beyin dokusu serotonin seviyesini incelemememis olmakla birlikte
CC2D1A geninin otizm ile iliskisi noronlar1 ve dolayisi ile beyin gelismi ve
fonksiyonlarmi etkileyenyukarida agiklanmis olan mekanizmalar ve dogurdugu

patolojik sonuglariile iligkili olabilecegi diigiiniilmektedir.

Calismamamizda tedavi edici olarak kullanilan bes etken maddelerin CC2D1A
geni mRNA ekspresyonu ile ilgili sonuglarini, Hastalik Kontrol grubu ile tek tek
karsilastirdigimizda;otizm ile iligskili oldugu ¢esitli calismalarda gosterilmis olan
CC2D1A geni mRNA ekspresyonu 6nlenmesinde fingolimodun (p<0,05) en etkili

oldugu onu sirasi ile kurkumin (p<0,05) ve resveratroliin (p<0,05) izledigi, ve
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suramin ve N-asetil sisteine ait etki sonuglarinin ise istatistiki olarak anlamli
olmadigi goriilmektedir(Sekil 3.2, Cizelge 3.8) (Dana vd., 2020;Manzini vd., 2014;
Mossa ve Manzini, 2021; Oaks vd., 2017; Ozkul vd., 2020; Sener v.d., 2016; Sener
vd., 2020;Zamarbide vd., 2018; Zamarbide vd., 2019).

Inceledigimiz listeratiirlerde CC2D1A Gen ekspresyonu ile otizmde goriilen
davranig bozukluklarmin iyilestirilmesine yonelik iyilestirici madde veya maddelerin
birlikte calisildigi deney hayvani otizm modellme calismasi bulunamamistir. Bu
acidan bu calisma yaptigimiz literatlir taramasi1 sonucunda diinyada ilk olma 6zelligi
tagimasi noktasindan hareketle calismanin 06zgiin degerinin yiikksek oldugu
sOylenebilir. Bu nedenle de gen eskpresyonu-etken maddeler ile ilgili elde ettigimiz

sonuclar baska calisamalar ile tartisilamamustir.

Otizm deney hayvan modellemesinde, CC2D1A Gen ekspresyonu ile birlikte, bu
calismada kullandigimiz maddelerin birlikte incelendigi benzeri bir calisamaya
rastlayamadigmiz i¢in, CC2DI1A gen ekspresonu {lizerine baskilayici etkili
olduklarini belirledgimiz fingolmiod, kurkumin ve resveratolun etki mekanizmalari
hakkinida kesin bir litetarir bilgisine ulagilamamistir. Ancak {i¢ etken maddeelrin etki
mekanizmalarim1 dikkate aldigimizda; CC2D1A geni ekspresyonu flizerin olan
belilrlenen etkilerinin muhtemelen her ii¢ maddelere ait néron koruyucu

(neuroprotective) etkileri lie iliskili olabilecegi sdylenebilir.
5. SONUC VE ONERILER

VPA ile indiikleme metodu ile gergeklestirdigimiz sdeney hayvani otizm
modelleme ¢alismasi sonucunda, otizmde goriilen davranis bozukluklari, ve beyin
dokusu histoptaolojik incelemelerinde mikroglia aktivasyonu, ndroenflamasyon
belirlenmis olup, bu bozukluklarin 1iyilestirilmesi amaci igin; {i¢ii (fingolimod,
suramin, ve N-asetil sistein) modern tipta, ikisi ise (kurkumin ve reseveratrol)
tamamlayic1 ve alternatif tip uygulamalarinda (GETAT Geleneksel Tamamlayici
Tip) kullanilan, bes farkli etken maddelerin etkinlikleri arastirilmigtir. Histoptaolojik
bulgularin (kramatolizis, fokal glia hiicre infiltrasyonu ve ndronofaji alani, noronlar

vakuolizasyon olusumlar) onarilmasinda Hastalik Kontrol grubuna nisbet ile bes
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etken maddelerinden olusan biitiin Tedavi Gruplarmin iyilestirici etkileri istatistiki

olarak anlamli bulunmustur.

Histopatolojik bulgularin iyilestirilmesinde fingolimodun en etkin madde oldugu
bulunmustur. Koginitif fonsiyonlar Water Maze davranis testlerii le incelenmis olup,
fingolimod, suramin, kurkumin, ve resveratroliin kognitif fonksiyonlar {iizerine
iylestirici etkilerinin istatiski olarak anlamli diizeyde oldugu, N-asetil sisteinin ise
anlaml1 olmadig1 belirlenmistir. Sakrifikasyon sonrasi elde eidlen beyin dokularindan
ELISA yontemi ile yapilan IL-1B, IL-6, TNF-a, MDA, GPX, CASP3 dl¢iimlerinde;
fingolimodun GPX ve CASP3 mikatrlar1 tizerine azaltici etkisinin istatistiki olarak
anlamli oldugu belirlenmistir. Otizminetiyopatogenezi ileiliskilioldugu bilinenen
baslica ii¢ anafaktorlerlerden (genetik, epigenetik, ve ¢evresel faktorler) ekspresyonu
ile otizm ilikisi belirlenmis olan CC2D1A genine ait mMRNA ekspresyonu, RT-PCR
yontemi ile arastirlmis olup; CC2D1A geni ekspresyonu baskilama konusunda
istatistiki anlamli olarak fingolimodun en etkin oldugu, onu siras1 ile kurkumin ve
resveratroliin izledigi; suramin ve N-asetil sisteninin etkilerinin ise istatistiki anlaml

olmadig belirlenmistir.

Sonug olarak otizmde beyinde pek ¢ok noré-immiinopatolojik degisiklikler
meydana geldigi, belki de bunlarin sonucu olarak hem gen ekspresyonlarinin
uyarildigi, hem de gesitli davranis bozukluklarinin gelistigi; modern tipta kullanilan
fingolimod ile tamamlayici ve alternatif tipta kullanilan kurkumin ve resveratroliin,
onaric1 ve iyilestirici etkilerinin oldugu, bunlar igerisinde ise fingolimodun en etkin

madde oldugu sonucuna ulasilmistir.
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