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OZET

Bu tez ¢alismasinda otizm hayvan modelinde ¢ift tarafli transkutandz auricular vagus sinir
stimiilasyonu yaparak noroinflamasyon hakkinda bilgi elde etmek amaglanmistir. Otizm
modeli, C57BL/6 gebe farelere embriyonik dénemin 12,5’inci giiniinde valproik asit
uygulayarak gergeklestirilmistir. OFT, EPM, MCT, TCT olmak {izere 4 farkli davranis
deneyi ile de hayvanlarin davranis deneyleri saglanmistir. Calisma igin 3 grup
olusturulmustur; Kronik Otistik Transcutandz Auricular Stimulasyon Grubu (KOTASG),
Kronik Otistik Kontrol Grubu (KOKG), Kronik Saglikli Kontrol Grubu (KSKG). Her grupta
8 disi 8 erkek fare olmak Uzere 16 fare yer almistir (N=48). KOTASG grubuna genel anestezi
altinda transaurikular vagus sinir sitimulasyonu uygulanmistir. U¢ grubunda kan ve beyin
dokularin1 kullanarak, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler ELISA yéntemi ile
incelenmistir. Kanlarda IL 1 Beta, IL 6, IL 10, IL 22, TNF-alfa ve beyin dokularinda NLRP3
diizeylerine bakilmistir. TNF-alfa parametresi tiim denekleri cinsiyete gore kiyasladigimizda
disiler ve erkekler arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p<0,05), IL10 ve IL22 kanda,
NLRP 3 parametresi beyin dokusunda gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur
(p<0,05). Otizmin altinda yatan mekanizmalar heniiz yeterince aydinlatilmadigi i¢in su anda
davranigsal kriterlere gore teshis edilmektedir. Erken teshis kritiktir bu nedenle biyobelirteg
kesfi biiyiik 6nem tasimaktadir. Inflamasyon otizmin hem etiyolojisinde hem de potansiyel
biyobelirteclerinde énemli bir yere sahiptir. Vagus siniri onuncu ve en uzun kranial sinirdir,
bu sinirin stimulasyonu otizmde terapétik bir hedef olarak umut vaadetmektedir. insidansi
hizla artan bu ndérogelisimsel bozuklugu daha iyi anlamak, erken teshisini saglamak,
biyobelirte¢ bulmak ve tedavi yontemleri gelistirebilmek i¢in yeni ¢alismalarin yapilmasi
blyuk 6neme sahiptir. Calismamiz vagus sinir sitimulasyonunun sitokinlere etkileri ve otizm
ve inflamasyon iligkisi konusunda bilim diinyasina veri saglamistir, bu nedenle ileride bu
alanda gerceklestirilecek caligmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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ABSTRACT

In this thesis, it was aimed to obtain information about neuroinflammation by performing
bilateral transcutaneous auricular vagus nerve stimulation in an autism animal model. The
autism model was performed by administering valproic acid to C57BL/6 pregnant mice on
day 12.5 of the embryonic period. Behavior experiments of animals were also provided with
4 different behavioral experiments: OFT, EPM, MCT, TCT. Three groups were formed for
the study; Chronic Autism Transcutaneous Auricular Stimulation Group (KOTASG),
Chronic Autism Control Group (KOKG), Chronic Healthy Control Group (KSKG). Each
group included 16 mice, 8 females and 8 male mice (N=48). Transauricular vagus nerve
stimulation was applied to the KOTASG group under general anesthesia. Pro-inflammatory
and anti-inflammatory cytokines were investigated by ELISA method using blood and brain
tissues in three groups. The levels of IL 1 Beta, IL 6, IL 10, IL 22, TNF-alpha in blood
samples and NLRP 3 in brain tissues were investigated. TNF-alpha parameter was found to
be significantly different between females and males when we compared all subjects
according to gender (p<0,05), IL10 and IL22 were found to be significantly different in
blood tissue, NLRP 3 parameter was found to be significantly different between groups in
brain tissue (p<0,05). As the underlying mechanisms of autism have not been sufficiently
elucidated, it is currently diagnosed according to behavioral criteria. Early diagnosis is
critical, so biomarker discovery is of great importance. Inflammation has an important place
in both the etiology and potential biomarkers of autism. The vagus nerve is tenth and longest
cranial nerve, stimulation of this nerve is promising as a therapeutic target in autism. It is of
great importance to carry out new studies to better understand this neurodevelopmental
disorder, whose incidence is increasing rapidly, to provide early diagnosis, to find
biomarkers and to develop treatment methods. Our study provided data on the effects of
vagus nerve stimulation on cytokines and the relationship between autism and inflammation,
so we think that it will shed light on future studies in this field.
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1. GIRIS

Otizm, karsilikli sosyal etkilesim ve iletisim becerilerinde gecikme ve sapmalar, stereotipik
davranislar, daralmis ilgi alanm1 ve smirli aktiviteler ile karakterize norogelisimsel bir
bozuklukdur. Prognoz, zihinsel engelliligin varligindan biiyiik 6l¢iide etkilenir. Otizm erkek
cocuklarda kiz ¢ocuklarina oranla yaklasik dort kat daha fazla gortlmektedir. Otizm ilk kez
1943 yilinda psikiyatrist Leo Kanner tarafindan bagkalariyla iletisimde sorunlar1 olan ve
cevrelerindeki degisikliklere karsi yiiksek hassasiyet gosteren c¢ocuklarda goriilen bir
bozukluk olarak tanimlanmistir ve yayginligi o zamanlardan giinUmize kadar istikrarla
artmistir [1, 2]. Otizm prevalansi son yillarda dramatik bir sekilde artmustir ve veriler diinya
genelinde yayginliktaki yiikselisi dogrulamaktadir. Otizmin Diinya ¢apinda niifus da
yayginligi yaklasik % 1'dir. Otizmin erken teshisi 6nemlidir, ilaglar uyumsuz davranislar ve
eslik eden psikiyatrik durumlar i¢in yardimci tedavi olarak kullanilabilir, ancak Otizm
Spektrum Bozuklugunun (Autism Spectrum Disorders- ASD) tiim semptomlar1 i¢in etkili
olan tek bir tibbi tedavi yoktur [2, 3].

Otizme neden olan patojenik mekanizma heniiz net olarak agiklanamamuistir. Otizme genetik
yatkinlik ilk olarak 1977'de 11 monozigotik (MZ) ve 10 dizigotik (DZ) ikiz ¢iftinde otistik
bozukluk uyumlulugunu karsilastiran bir ¢alismada bildirilmistir. Otistik bozuklugu olan
bireylerin kardesleri arasinda otistik bozuklugun yayginhigi %2 ile %6 arasinda
degismektedir [4, 5]. Bagisiklik sistemi ile otizmi birbirine baglayan yol, mevcut verilerdeki
sinirliliklar ve otizme yol agan norogelisimsel siirecin dogasi ve zamanlamasi hakkindaki
belirsizlik nedeniyle hala net degildir. Otizm tanili ¢ocuklardan alinan beyin omurilik sivisi
ve periferik kan orneklerindeki anormal diizeylerdeki néral antijenler, imminoglobulinler,
inflamatuar sitokinler ve atipik otoantikor seviyeleri bagisiklik sistemlerinin diizensizligine
ve / veya dismatiirasyonuna isaret eder. Otizmli bireylerden alinan post mortem merkezi
sinir sistemi dokusu, Ozellikle serebellumda, kronik inflamatuar bir siireci temsil ettigi
diisiiniilen dogustan gelen bagisiklik sistemi anormalliklerinin kanitlarini gosterir. [6-8].
Norotransmiterler, néropeptidler ve norotrofinler, bagisiklik ve endokrin sistemlerini igeren
karmasik iletisim aglar1 araciligiyla norogelisim ve sinirsel islevini diizenleyen protein
sinyal molekdlleri aileleridir ve otizmin etiyolojisine potansiyel katkilar1 vardir [9]. Ayrica
otizmin etiyolojisinde endokrin faktorler, obstetrik faktorler, neonatal faktorler,
ksenobiyotik maruziyeti, ¢evresel faktorler, hamilelik doneminde kullanilan bazi ilaglar, agir

metaller, endokrin bozucular, alkol sigara ve uyusturucu madde kullaniminin da yer aldiginm



gosteren arastirmalar mevcuttur [5]. Beyinde bir dizi néroanatomik anormalligin ASD ile
iligkili oldugu bildirilmistir. Bir¢ok ¢alisma ASD'de serebellar anormallikler bildirmistir,
ASD'li bireylerin beyinlerinin post mortem analizinde gézlemlenen en tutarli néroanatomik
anormalliklerden biri, esas olarak posterolateral neoserebellar ve arkiserebellar
kortekslerdeki Purkinje hicrelerinin boyutunda ve sayisinda 6nemli bir azalmadir. Purkinje
noronlart serebellumun tek ¢iktisi oldugundan, bu bulgularin biiyiik fonksiyonel 6nemi
olabilir. Bir dizi ¢alisma otizmli bireylerde erken yaslarda artan amigdala hacmini
bildirmistir, néron sayisinda azalma bildiren arastirmalarda mevcuttur. Frontal korteks,
karar verme, planlama, isleyen bellek, duygular, sosyal davranig, 6grenme ve iletisim gibi
iist diizey bilissel siirecler de dahil olmak {izere beynin yiiriitiicii islevlerinin ¢ogunu kontrol
eder. ASD'de goriilen sosyal etkilesim ve duygu bozukluklar1 nedeniyle frontal korteks de
son yillarda oldukga ilgi géren bir beyin bolgesi olmustur. ASD'deki ana g6zlemler, anormal
kortikal bliylime paternlerini, kortikal kalinliktaki anormallikleri ve kortikal katmanlar
boyunca néronlarin diizensizligini ve bunlarin beynin diger bolgeleriyle olan baglantilarini
igerir.[10]. Otizmin belirtilerinin pozitif yonde azalmasina neden olan girisimsel ¢aligmalar
mevcuttur. Bunlardan biri “vagal stimulasyon”dur. Merkezi sinir sistemi ve bagisiklik
sistemi cesitli sekillerde birbirine baglhidir. Hem dogustan gelen hem de adaptif bagisikligin
kollarinin otizmin patofizyolojisine dahil oldugu varsayilmaktadir. Yardimer T hiicreleri,
sitokinler ~ Ureterek dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin islevini  diizenler.
Psikondroimmunolojik disiplin g6z 6niine alindiginda, sitokinler norotrofik etkileri yoluyla
noronlarin fonksiyonel biitiinliigii i¢in gerekli destegi saglar. Bununla birlikte, asiri
Uretimleri, noroanatomik yapilarda ve noronal plastisitede bozulmalara neden olan
immunositotoksisiteye yol acar. Pro-inflamatuar sitokinlerin ve 6zellikle timoér nekroz
faktorin (TNF) otistik deneklerin serumunda arttigi1 gézlenen ¢aligmalar bulunmaktadir.
Otizm tanili g¢ocuklarmn daha yiksek konsantrasyonda IL-1B, IL-4, IL-6 ve IL-13
seviyelerine sahip oldugunu gosteren calismalar mevcuttur ve interlokinlerin tanida
potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur. Otistik ¢cocuklarda BDNF
ve TNF-a gibi sitokinlerin normal gocuklara gore daha yiiksek oldugunu ortaya koyan
caligmalar da vardir ve etkilerini vagus sinirinden efferent lifler aracilifiyla uygulamaktadir

[11-13].

ASD i¢in heniiz spesifik bir tedavi mevcut degildir. Bu yilizden genetik, noral ve
farmakolojik manipiilasyonlar ile ASD arastirmalarinda hayvan g¢alismalar1 gereklidir.

Hayvan calismalari, insan ¢caligsmalarindan farkli olarak, hastaligin patogenezinde genetik ve



cevresel faktorlerin roliiniin kisitlanmasini, bununla birlikte ASD'de degisen beyin
fonksiyonu ve davramig arasindaki iligkilerin ¢6ziilmesini miimkiin kilar [14]. ASD
bozukluklari i¢in belirlenen hayvan modelleri bir veya birkag otizm belirtisi gostermektedir
(bilissel katilik, sosyal etkilesimlerin ihlali ve nitel iletisim bozukluklar). Ilgili
similasyonlar ya genetik mihendisligi teknikleri (nakavt sicanlar ve fareler) ya da belirli
cevresel faktorlerin erken (dogum oOncesi ya da dogum sonrasi) etkileri kullanilarak
gergeklestirilir. Model hayvanlarin davranissal durumlarini degerlendirmek icin davranis
deney yontemleri kullanilmaktadir. Bunlarin bir kism1 “klasik™ (6r. Agik alan testi, Morris
su labirenti, T benzeri labirent ve radyal labirent) digerleri ise otizm modelleri igin 6zel

olarak tasarlanmistir [15, 16].

Arastirmamizin amaci otistik hayvan modelinde ¢ift tarafli transkutanéz auricular vagus
sinir stimdlasyonu yaparak noéroinflamasyon hakkinda veri elde etmek ve otizmin
patofizyolojisi hakkinda daha net bilgilere sahip olmaya calisarak semptomlar1 ve tedavisi
hakkinda literatiire katki saglamaktir. Ayrica Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinleri
inceleyerek biyobelirteg alaninda yapilan arastirmalara katki saglamaktir. Otizmin
patofizyolojisinin heniz net olarak agiklanamamis olmasindan dolayr ve alanda
biyobelirteglere duyulan biiyiik ihtiyac sebebi ile bu alanda yapilan ¢alismalar otizmi daha

iyi anlayabilmek adina biiyiik 6neme sahiptir.






2. GENEL BILGILER

2.1 Bebeklik ve Cocuklukta Norolojik Hastahklar

Bebeklik ve cocukluk doneminin norodejeneratif hastaliklari, merkezi sinir sisteminin
yapisal anormalliklerinden dolay1 ilerleyici nérolojik fonksiyon kaybinin oldugu
bozukluklari igerir. Cogu nadiren goriilen alt1 yiizden fazla rahatsizlik bu kategoriye dahil
edilebilir [17]. "Norolojik bozukluk™ terimi, beynin veya sinir sisteminin bir béliminde
fiziksel ve / veya psikolojik semptomlarla sonuglanan bir islev bozuklugunun neden oldugu
herhangi bir durum icin gecerlidir. Insan beyninin gelisimi hamilelikte baslar ve bebeklik,
cocukluk ve ergenlik donemine kadar devam eder. Cogu beyin hiicresi dogumdan 6nce
olusur, ancak bu sinir hiicreleri (ndronlar) arasindaki trilyonlarca baglanti bebeklik
donemine kadar gelismez. Belirtiler, hasarin nerede olustuguna baglhidir. Hareketi, iletigimi,
duymay1 veya diistinmeyi kontrol eden alanlar etkilenebilir. Norolojik bozukluklar ¢ok
cesitlidir. Cesitli nedenleri, komplikasyonlar1 ve sonuglari1 vardir. Cogu, dmiir boyu yonetim
gerektiren ek ihtiyaclarla sonuglanir. Norolojik bozukluklarin semptomlart degisiklik
gosterir. Fiziksel, bilissel, duygusal ve davranigssal semptomlar, bu semptomlarin
kombinasyonlarina veya kiimelerine sahip spesifik bozukluklarla birlikte mevcut olabilir.
Ornegin, serebral palsi (CP) daha fazla fiziksel semptom gdsterme egilimindeyken, dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB) davranis iizerinde daha biiyiik etkilere sahip olma
egilimindedir. Pek ¢ok norolojik bozukluk “dogustandir”, yani dogumda mevcutlardir.
Ancak bazi bozukluklar “edinilmis” olup, bu da dogumdan sonra gelistiklerini gosterir.
Nedeni bilinmeyenler "idiyopatik" olarak adlandirilir [18, 19]. Norolojik bozukluklarin
dogustan gelen nedenleri arasinda genetik mutasyonlar, kromozom anomalileri, metabolik
bozukluklar, konjenital malformasyon yer alirken pre-perinatal nedenler arasinda toksinler
ve cevresel faktorler, beslenme eksiklikleri, enfeksiyonlar, hipoksi, asfiksi, dogum sonrasi
komplikasyonlar, prematiire, diisiik dogum agirlig1 gibi nedenler yer almaktadir. Dogumdan
sonra gelisen nedenler arasinda; bagisiklik bozuklugu, dogum sonrasi enfeksiyonlar,
travmatik beyin hasari, omurilik yaralanmalari, timdrler, toksin maruziyeti yer almaktadir

[19, 20].

Norolojik bozukluklardan biri olan otizm, daha ¢ok davranis temelinde teshis edilen
heterojen bir nérogelisimsel bozukluklar grubudur. Taninma yas1 genelde 0-36 ay arasidir,

cinsiyet orani ele alindiginda; erkeklerde kiz ¢ocuklarindan daha fazla goriilmektedir. Beceri



kaybr degiskendir, sosyal beceriler ve iletisim yetenekleri genellikle ¢cok azdir. Nobet
bozuklugu yaygindir. IQ araligi siddettli mental retardasyondan normale degiskenlik gosterir
[21]. ASD ve norotipik beyinler arasinda tanimlanan en ilgi ¢ekici anatomik farkliliklardan
bazilar1 serebellum, amigdala, frontal korteks, kortikal mikro yapilar gibi beyin bolgelerinde
belirlenen anormalliklerdir [10].

2.2 Otizm

2.2.1 Tamim ve tarihce

'Otizm', benlik anlamina gelen Yunanca 'autos' kelimesinden gelmektedir. Otizm, ilk olarak
1943'te Leo Kanner tarafindan, baskalariyla normal duygusal temas kurmakta dogustan
gelen bir yetersizlik olarak tanimlanmistir ve boylece Kanner erken ¢ocukluk otizminin ilk
sistematik tanimini yayinlamistir. Sonraki yillarda tanisal simiflandirmadaki revizyonlar,
ailelerde daha genis otizm fenotiplerinin tanimlanmasi, gelisimsel modeller, genetigin
Oneminin anlasilmasi ve genetik metodolojideki ilerlemeler, nérogoriintiilemede gelismeler
hem mutant fare modellerinde hem de transgenik primat modellerinde oldugu gibi hayvan
modellerindeki gelismeler, otizmin tanima yenilikler getirmistir. Leo Kanner 1943'te klasik
davranislar1 tanmimlamis olsa da, bozuklugun 'Zihinsel Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel
El Kitab1, 3. baski' (DSM III)'e ayr1 bir hastalik olarak dahil edilmesi 1980 yilin1 bulmustur
[22, 23].

Kanner tarafindan 1943°te gergeklestirilen arastirmada, Kanner’in calismaya katilan
cocuklarda gozlemledigi baz1 6zellikler; 1srar, endise, 6fke nobetleri, kelimeleri anlamindan
farkli kullanma, dogru climlelerle iletisim kuramama, el ¢irpma, viicut sallama seklindedir.
Ayrica konusmanin biiylik bir kismini tekrarlayan sorularin olusturmasi, etraftakilere
ilgisizlik, parmak emme veya nesneleri agzina alma, yalnizlik, diinyay1 belli bir rutinde
yasama, aynilig1 siirdiirmede israrcilik ve rutinin disim1 tolere edememe de gozlemleri
arasinda yer alir. Kanner’e gore; saplantilar, stereotipi ve ekolali kombinasyonu temel
sizofrenik olaylarin bazilar1 ile iligkili olsa da, bu benzerlige ragmen, goézlemledigi bu
davraniglar ¢ocukluk donemindeki sizofreninin tiim diger bilinen Orneklerinden birgok

acidan farklidir [22].



Otizme genetik yatkinlik ilk olarak 1977'de ikiz kardeslerde otistik bozukluk uyumlulugunu
karsilastiran bir ¢calismada bildirilmistir [4, 5].

1980'de Amerikan Psikiyatri Birligi (APA) otizmi mental bozukluklarin tanisal ve istatiksel
klavuzunda (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders- DSM-3) ayri bir
kategori olarak tanimis ve onu infantil otizm olarak tanitmistir. 1994°de otizm yaygin

gelisimsel bozukluklar (YGB) i¢inde DSM-4'te tanitilmistir [24].

Otizm spektrum bozuklugunun genetik, ailesel ve cevresel etmenlerden kaynaklanan bir
bozukluk olarak tanimlanmasindan giiniimiize kadar gegen sure iginde beyin anatomisi,
fizyolojisi, histolojisi ve islevleri alaninda yapilan caligmalarla, bu karmasik sendromun
norobiyolojik bir sendrom oldugu ve bu nedenle bireyin sosyal iliskileri, iletisim becerileri,
ilgi alanlar1 ve davranislarini olumsuz etkiledigi konusunda 6nemli bilgiler saglamistir [25,
26]. Bu 0zel tan1 6zelliklerine ek olarak, diger spesifik olmayan bir dizi sorun; fobiler, uyku
ve yeme bozukluklari, 6fke ndbetleri, anksiyete, depresyon, kendine zarar verme yaygindir
[27-31]. Otizmli bireyler; sosyal bilis ve sosyal algi bozuklugu, atipik algi ve bilgi isleme
gibi biligsel profillere sahiptir. Genetik ve cevresel faktorler otizmin altinda yatan sebepler
arasinda anahtar bir role sahiptir. Hastaligin ortaya c¢ikisinda pek ¢ok faktor arasindaki

etkilesimler gosterilmektedir [2, 3].

Komorbid durumlar

1) Bilissel Bozukluk [Kiiresel gelisimsel gecikme (Global developmental delay GDD) veya
Zihinsel yetersizlik (Intellectual disability ID)]: Bu, %50-70 bireylerde bildirilmistir. Genis
degiskenlik, degerlendirme  yontemlerindeki farkliliktan ~ kaynaklanmaktadir.

Degerlendirme, agirlikli olarak s6zel olmayan becerilere dayanan araglarla yapilmalidir.

2) Epilepsi: Bimodal prezentasyonda (bebeklik ve ergenlik) tim nobet tipleri %25-30

oraninda goriiliir.

3)Psikiyatrik Hastaliklar: Dikkat Eksikligi Hiperaktivite bozuklugu, Depresyon, Anksiyete

ve Obsesif-Kompulsif bozukluklar.



4) Beslenme Bozukluklari: Bunlar ¢ignemede azalma, gida kabuliinde azalma, asir1 gida

seciciligi, gidadan kaginma veya yemek zamani yanlis davraniglarini igerir.

5) Gastrointestinal Hastaliklar: Anormal disbiyotik durumlar, sik kusma, gastrodzofageal
reflli, tekrarlayan ishal, kronik kabizlik, gec¢irgen bagirsak sendromu ve tekrarlayan karin

agrisi sik goriilen sikayetlerdir.

6)Uyku Bozukluklari: Uykuya dalmada giicliik, tekrarlanan gece uyanmalari, olagan disi

yatma zamani rutinleri, giindiiz davranis sorunlarinin artmasina ve ebeveyn stresine yol acar.

7)Dismorfizm: Bu, %18-20 bireylerde gozlenir (sendromik veya spesifik olmayan dismorfik
ozellikler) [32].

Tibbi komorbiditelerin bir arada goriilme sekli, diger noérogelisimsel bozukluklarla
karsilastirildiginda en ¢ok otizmde dikkat g¢ekicidir. Otizm vakalarinin ¢ogunda goriilen
gastrointestinal problemler, otizmin sadece psikiyatrik bir bozukluk olmadigini, fizyolojik
bir temele sahip oldugunu gostermektedir. Bagirsak mikrobiyotasi insan sagliginda 6nemli
bir role sahiptir ve otizimde de giincel ¢alisma konular1 arasinda yer almaktadir. Fizyolojik
homeostaz, glutatyon metabolizmasi, amino asit metabolizmasi vb. otizimde bagirsak beyin
ekseninin roliinii agiklamada 6nemli metabolik yollardir [33]. Otizm spektrum bozukluguna
eslik eden uyku bozuklugunun kesin nedenleri net degildir; bununla birlikte, arastirmacilar
genellikle uyku sorunlarinin biyolojik, psikolojik ve sosyal / ¢evresel faktorlerin karmagik
bir kombinasyonundan kaynaklandigini ileri siirmektedir. Obstriiktif uyku apnesi dahil
olmak tizere uyku bozukluklarinin belirlenmesi ve tedavisi, otizm spektrum bozuklugu olan
cocuklarda giindiiz davranisini iyilestirebilir [34]. Otizmde artan ancak degisken bir epilepsi
riski vardir. Komorbidite orani, yasa ve bozuklugun tiiriine bagli olarak degisir ve su anda
komorbidite vakalarinin konservatif tahmini tiim spektrumun % 20-25'idir. Nobet olusumu
icin baslica risk faktorleri; zeka geriligi ve ek ndrolojik bozukluklarin yani sira bazi spesifik
iligkili tibbi durumlardir. Epilepsi ve otizm arasindaki iliski, son on yilda kapsamli bir
sekilde tamimlanmis ve belgelenmistir. Cocuklarda epilepsi prevalansinin % 2-3 oldugu,
otizmde ise konservatif bir epilepsinin yaklasik % 25 oldugu bilinmektedir [35, 36]. Epilepsi
ve uykunun ¢ift yonli iliskileri vardir ve her ikisiyle ilgili sorunlar ASD'li ¢ocuklarda

oldukga yaygindir [37].



2.2.2. Klinik belirtiler

Otizm tanisinin giincel standardi, Amerikan Psikiyatri Birligi'nin Ruhsal Bozukluklarin
Tanisal ve Istatistiksel El Kitabinda (DSM) ve Diinya Saglik Orgiitii'niin Uluslararasi
Hastalik Siniflandirmasinda (ICD) tanimlanmistir. Bu tanimlara ek olarak, farkindaligi ve
erken degerlendirmeyi tesvik etmek icin ASD tarama araglart mevcuttur. Bu araglarin ¢cogu,
tan1 tanimlarindan ve belgelenmis davranissal 6zelliklerden olusturulmustur [38, 39].

Tarama ve izleme, ¢ocuklarda gelisimsel bozukluklarin erken tespiti igin ¢ok Onemli

bilesenlerdir. DSM-V kriterlerine gore otizm iki alanda yetersizlikle kendini gostermektedir;

1.Toplumsal iletisim ve etkilesimde gii¢liikler,

2. Tekrarlayict davranis driintiileri [40].

Otizmli ¢ocuklarda iletisim alaninda gozlenen baz1 6zellikler; az ve tutarsiz goz temasi,
insanlart dinlememe egilimi, adina tepki vermemek, konusma akisinda giicliikler,
alisilmadik ses tonu, bagka bir kiginin bakis agisin1 anlamakta giigliik ¢cekmek seklindedir.
Tekrarlayici davranislar alaninda gbzlenen bazi 6zellikler; belirli konulara siirekli yogun ilgi,
rutindeki kiiciik degisikliklere tepki, 151k, giiriiltli, sicaklik gibi duyusal girdilere diger
insanlardan daha duyarli ya da daha az duyarli olmak, uyku sorunlar1 ve sinirlilik, hareket

eden nesnelere asiri ilgi seklindedir [21].

ICD-10 ( International Classification of Diseases 10th / Hastaliklarin ve Saglik Sorunlarinin
Uluslararasi Siniflama Sistemi) Cocukluk otizmi icin Kriterler (F84.0) ;
A. Asagidaki alanlardan en az birinde anormal veya bozulmus gelisim 3 yasindan Once

belirgindir:

1. sosyal iletisimde kullanilan alic1 veya ifade edici dil;

2. segici sosyal baglarin veya karsilikli sosyal etkilesimin gelisimi;
3. islevsel veya sembolik oyun.

B.(1), (2) ve (3) ‘ten toplam en az alt1 semptom bulunmali en az ikisi (1)’den olmahidir , (2)

ve (3)’ Un her birinden en az bir tane olmalidir.
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1.Sosyal etkilesimdeki niteliksel bozukluklar, asagidaki alanlardan en az ikisinde kendini

gosterir:

a. sosyal etkilesimi diizenlemek igin goze bakisi, yiiz ifadesini, viicut duruslarini ve jestleri

yeterince kullanamama;

b. karsilikli ilgi, aktivite ve duygu paylasimini i¢eren akran iliskileri gelistirememe (zihinsel

yasa uygun bir sekilde ve bol firsatlara ragmen);

C. diger insanlarin duygularina bozulmus tepki veya sosyo-duygusal karsiliklilik eksikligi;
veya sosyal baglama gore davranista degisiklik olmamasi; veya sosyal, duygusal ve

iletisimsel davraniglarin zayif entegrasyonu;

d. diger insanlarla keyfi, ilgi alanlar1 veya basarilari paylasmaya kendiliginden ¢aba

gostermeme (Ornegin, bireyin ilgisini ¢eken nesneleri bagkalarina gdstermeme).
2.Asagidaki alanlardan en az birinde ortaya ¢ikan niteliksel anormallikler;

a. alternatif bir iletisim modu olarak jest veya mimik kullanimiyla telafi etme girisiminin

eslik etmedigi konusma dilinin gelisiminde gecikme veya tamamen yoksunluk;

b. diger kisinin iletisimlerine karsilikli yanitin oldugu, karsilikli konusma aligverisini
baslatmada veya silirdiirmede goreceli basarisizlik (dil becerisinin mevcut oldugu herhangi

bir seviyede);

c. dilin basmakalip ve tekrarlayan kullanimi, s@zciiklerin veya ifadelerin kendine 0zgu

kullanimu;
d. ¢esitli spontane inandirici oyunlarin veya sosyal taklit oyunlarinin eksikligi.

3.Kisitlanmis, tekrarlayan ve basmakalip davranis kaliplari, ilgi alanlari ve faaliyetler

asagidakilerden en az birinde kendini gosterir:

a. icerik veya odak acisindan anormal olan bir veya daha fazla kliselesmis ve kisith ilgi
modeli ile kapsaml1 bir mesguliyet; veya igerigi veya odak noktasi olmasa da yogunlugu ve

siirli dogasi geregi anormal olan bir veya daha fazla ilgi alani;
b. belirli, islevsel olmayan rutinlere veya ritiiellere goriiniiste zorunlu baglilik;

C. ya el ya da parmak ¢irpma ya da biikiilme ya da karmasik tiim viicut hareketlerini igeren

basmakalip ve tekrarlayan motor davranislari;
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d. Oyun malzemelerinin kismi nesneler veya islevsel olmayan 6geleriyle mesgul olma

(kokular1, yiizeylerinin hissi veya iirettikleri giiriiltii veya titresim gibi).

Her olgudan istenmesi Onerilen incelemeler; Ayrintili tibbi ve gelisimsel oykii, motor
beceriler ve el kullanimi, isitme-gorme muayenesi, kromozom analizidir (Array CGH ve
FMR-1). Gelisimsel regresyon gosteren olgularda, dismorfizmi olan veya nobet 6ykisu
olanlarda bu incelemelere ek olarak; Kromozomal analiz (erkeklerde 15g11-13 monozomi,
trizomi, kismi tetrazomi, kizlarda MECP2) ,EEG (6zellikle yavas uyku sirasinda ), MRI,
norometabolik bozukluklar, aminoasit ve mitokondriyal bozukluklar igin incelemeler

onerilmektedir.

Degerlendirmenin ¢ok disiplinli ve gelisimsel olmasi gerekir ve erken teshis, erken
miidahale i¢in gereklidir. Erken kapsamli ve hedefe yonelik davranigsal miidahaleler sosyal
iletisimi gelistirebilir, kayg1 ve saldirganhig1 azaltabilir. Ilaglar komorbid semptomlari
azaltabilir, ancak sosyal iletisimi dogrudan gelistirmez. Bireyin farkli oldugunu kabul eden
ve ona saygi duyan destekleyici bir ortamin yaratilmasi ¢ok énemlidir [3].

ASD ayrica immiin, endokrin ve bagirsak mikrobiyota sistemleri gibi diger nemli fizyolojik

sistemleri de etkiler [41, 42].

Otizmde beyin gelisimi {izerine yapilan ilk arastirmalardan elde edilen en tutarh bulgulardan
biri, dogumda kafa biiyiikliigliniin normal olmasi, ancak 2 ila 3 yaslarinda beyin boyutunun
onemli Ol¢lide bliylimiis olmasidir [43, 44]. Goériintilleme verilerinin yorumlanmasinda,
belirli beyin alanlarinin hacminin ve boyutunun degerlendirilmesinde ve bunlarin genis bir
otizm fenotipine iglevsel olarak ¢evrilmesinde bir¢ok tartigma vardir [45]. NOrodejeneratif
bozukluklar tizerine yapilan arastirmalar, beyindeki degisikliklerin genellikle klinik
belirtilerden Once gorildiigiinii gostermistir. Beyinle 1ilgili degisikliklerin davranig
degisikliklerinden daha erken ortaya c¢iktigimi ve gelecekteki davranigsal taniy1 tahmin
etmede faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Bazi c¢alismalarda ASD tanisi alan
bebeklerde beyin farkliliklar: 6 aylikken bildirilmistir; ancak, bu spesifik beyin yapilarinda
bildirilen grup farkliliklari, ASD'nin erken tespiti i¢in etkili olmasi gereken duyarlihigi ve

Ozgiilliigi heniliz gostermemistir [46].
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2.2.3. Etiyoloji

ASD, yaygin gelisimsel bozukluklar arasinda yer alan noérogelisimsel bir bozukluktur [47,
48]. ASD'ye eslik eden ek hastaliklar genellikle yaygindir, komorbid durumlara ASD’li
bireylerde sik rastlanir [49]. Davranislar, biyolojik bulgular ve tedaviye yanittaki yiiksek
degiskenlik nedeniyle, birgok uzman, her biri biraz farkli bir etiyolojiye sahip, birgok farkli
otizm teorisini varsaymaktadir [35, 36]. 20. ylizyilin sonuna kadar, otizmin nedeni iizerine,
genetik arastirmalar diginda, nispeten az miktarda biyokimyasal/ndrolojik arastirma
yapilmistir. Otizme genetik yatkinlik ilk olarak 1977'de 11 monozigotik (MZ) ve 10
dizigotik (DZ) ikiz ciftinde otistik bozukluk uyumlulugunu karsilagtiran bir ¢aligmada
bildirilmistir. 20. yiizyilin sonlarina dogru 6zellikle, birgok monozigotik ikiz ¢alismalarinda
her ikisinin de %90'ma kadar otistik davranis sergiledigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte,
kapsamli ¢alismalar, otizm vakalarinin sadece %5-10'unda major mutasyonlar tanimlamigtir
[4, 50]. Giintimiizde otizmin etiyopatogenezi hakkinda yapilan arstirmalar pek ¢ok farkli
konuya yoOnelmistir. Giderek prevalansi artan otizmin altinda yatan sebepler arasinda;
genetik yatkinlik, epigenetik, norolojik faktorler, metabolik faktorler, psikososyal faktorler,
prenatal/postnatal etkenler, hiicresel stres, cevresel ve imminolojik faktorler arasindaki
etkilesimler gosterilmektedir [2, 25, 51-54]. Ayrica anne/baba yasi, hamilelik sirasindaki
stres faktorleri, dogum oncesi agir metaller, etil alkol, zirai ilaglar, ftalatlar, poliklorlu
bifeniller, hava kirliligi gibi toksik kimyasala maruz kalma, gebelikte valproat kullanimi,
gebelikte gecirilen cesitli enfeksiyonlar, maternal diyabet, annenin kilo alimi ve
hipertansiyon, gebelik sirasinda D vitamini eksikligi, dogum 6ncesi folat takviyesinin diisiik
olmasi ve ya yiiksek doz folat, gebelikte beslenme, prematiire dogum, diisilk dogum agirlig1
(<1500 g), yenidoganda antibiyotik kullanimi ile de otizmi iliskilendiren calismalar
mevcuttur [1, 53, 55-59]. Otizmin altinda yatan sebepler hala belirsiz olmasina ragmen, en
cok kabul goren nedensellik hipotezi birden ¢ok faktoriin karsilikli etkilesimler ile otizime
yol agtig1 yoniindedir. Bunlarin nérotransmiter dengesizligine, islevsiz noronal yollara,

anormal sinaptogeneze ve noronal baglantiya yol agtigi diisiiniilmektedir [32].
Genetik
ASD’li bireylerin yaklasik %20 kadar1 tanimlanabilir genetik anormalliklere sahiptir (major

mutasyonlar ve- ve ya nokta mutasyonlar1). Bazi genetik ve metabolik bozukluklar

(Angelman's, Prader-Willi, Fragile X ve Smith-Lemli-Opitz sendromlar1) ve cevresel
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nedenler (konjenital kizamikgik, antenatal valproat alimi ve ensefalit) ile giiglii iliskiler
bulunmustur. Otizmin kiz ¢ocuklarina gore erkek gocuklarda yaklasik dort kat daha fazla
goriilmesi de genetik yatkinlik ile iliskilendirilmektedir [32]. Glnlmuzde molekiler genetik
caligmalar1 otizme yiizlerce gen varyantmin dahil oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Ornegin,
1921 duplikasyon ve 15911-ql13 duplikasyon sendromlart ASD’ler de meydana gelen
onemli genetik farkliliklardir. ASD'lerde kromodomain helikaz DNA baglayict 8’in
mutasyonlar1 da dikkat ¢ekicidir. Bu genin, transkripsiyonel duizenleme, epigenetik yeniden
modelleme, hiicre ¢ogalmasinin desteklenmesi ve RNA sentezinin diizenlenmesi gibi gesitli
islemlerde gorev aldigi gosterilmistir. Bu genin alelik varyantlar1 otizm ile
iliskilendirilmektedir. ASD'ler ile iliskili varyantlar, ¢ogunlukla nadirdir ve bireysel baz
ciftlerinin (tek niikleotid varyantlar1 (single nucleotide variants-SNV'ler)) mutasyonlarini
kapsar; yerdegistirmeler (substitution), eklemeler (insertions), ve silmeler (deletions)
seklinde olabilir. Kalitsal varyanta ek olarak, ¢ok sayida ¢alisma, ASD'li bireylerde de novo
genetik varyantlarin oraninin arttigini, yani probandda ilk kez tespit edilen ve ebeveyn
genomunda bulunmayan varyantlarin oldugunu gostermistir [60]. Otizmde komorbid
durumlarin sik goriildiigii artik iyi bilinmektedir ayrica otizmin gugli genetik bir yone sahip
oldugu da pek ¢ok arastirma ile gosterilmistir. Ornegin Isvec'te yapilan ikiz bir arastirma,
otizmin hem yiiksek oranda kalitsal oldugunu, hem de genetik varyansinin dortte Uginin
DEHB ile paylasildigint gostermistir [61, 62]. Otizm semptomlart; Ret sendromu, fragile
X, fenilketontiiri gibi bircok genetik hastalik ile iligkili bulunmustur. Ancak bu genetik
hastaliklar otizm vakalariin %10’undan sorumlu bulunmustur. Aslinda, genis ASD ¢ocuk
orneklerinde genomda genis ¢apta genetik arastirmalar yapan bir¢cok yeni arastirma, sadece
nadir de novo mutasyonlari tanimlamis, bu nedenle kalitsal genetik sendromlardan ziyade
DNA bakimindan hatalarda ikincil mutasyonlara ve gen-gen, gen-cgevre iliskilerine isaret
etmistir [63, 64]. Epilepsi de otizmle beraber gorilen dnemli komorbid durumlardan birisidir
ve her ikisinde de genetik, cevresel faktorler(6r; diisiik dogum agirligi, geng gebelik yasi ve
anne ve babanin ileri yas1 ) , immiinolojik faktorler (6r; mikroglia ve astroglianin anormal
aktivasyonu) onemli bir yere sahiptir [65]. Farkli néropsikiyatrik bozukluklarin ortak bir
genetik etiyolojiye sahip oldugu goriilmektedir, bu da otizme yatkinlik yaratan genleri ortaya
¢ikarma ¢abalarinda dikkatli olunmasi gerektigini gostermektedir. Gézlemlenen bazi dogum
oncesi ve erken yasam faktorlerinin gen-gevre korelasyonu yoluyla potansiyel olarak otizme
katkis1 gesitli arastirmalar ile gosterilmektedir. Bulgular, genetik ve cevresel etkilerin
birbirinden bagimsiz olmadigini vurgulamaktadir. Otizmin altinda yatan potansiyel anahtar

biyolojik yollar1 belirlemek i¢in farkli gen varyantlarinin ayn1 gen ekspresyonu ve protein
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aglar1 iizerinde nasil birlestigi hala agikliga kavusturulmasi gereken konular arasindadir
bdylece gen varyantlarmin farkli beyin hiicre tipleri iizerinde, beynin farkli yerlerinde ve

farkl1 gelisim donemlerinde nasil etki gosterdigi de daha net ortaya ¢ikacaktir [61].

Epigenetik

Epigenetik, genomda degisiklik olmaksizin gen aktivitesini ve ekspresyonunu etkileyen
kromozomdaki degisikliklerle ilgilenir. Epigenetik degisikliklerin en 6nemli 6zelligi, DNA
dizinini (niikleotidsekansi; ACTG) degistirmemesidir. Buna ragmen genlerin promotor
bolgelerinde neden oldugu diizenleme ile ilgili genin transkripsiyonunda nicel degisikliklere
neden olmaktadir. Bu, iliskili genin transkripsiyonunu baskilayabilir veya serbestlestirebilir.
Omegin DNA metilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlar; altta yatan genomik dizileri
etkilemeden gen ekspresyonunu kalitsal bir sekilde degistirmeye katkida bulunabilir.
Epigenetik aktarimin altinda yatan mekanizmalar arasinda; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, pasif DNA demetilasyonu, spesifik mRNA'larin kalitimi, kromatin
yeniden modellenmesi, saperonlarin aktivitesinin etkinlestirilmesi(Or; Hsp 90) gibi
molekiiler mekanizmalar yer almaktadir [66]. Cevresel ve epigenetik faktorlerin otizm
etiyolojisinde onceden diisiiniilenden daha giiclii bir rol oynadigina dair artan kanitlar vardir.
Insan genomundaki 28 milyon CpG (CpG bélgeleri veya CG bélgeleri, bir sitozin
niikleotidini, 5' — 3" yonii boyunca lineer baz dizisinde bir guanin niikleotidi tarafindan takip
edilen DNA bolgeleridir) diniikleotidinin yaklasik %60-80't metillenmistir. DNA
metiltransferazlar (DNMT), hemimetillenmis bolgeleri (koruyucu metilasyon) veya spesifik
metillenmemis dizileri (de novo metilasyon) tanir. Gen ifadesinin dinamik agma/kapama
anahtari, DNA demetilasyonuna karst DNA metilasyonunun dengeli bir eylemini gerektirir.
Acosta ve arkadaslar1 tarafindan Johns Hopkins Tip Fakiiltesinde gerceklestirilen ¢aligsmada,
epigenetigin ASD'ye katkisini anlamaya c¢alismak igin, dorsolateral prefrontal korteks,
temporal korteks ve serebellum dahil olmak tzere ¢ beyin bélgesinde otizmli bireylerin
oliim sonrasi beyin dokularinda DNA metilasyonu (DNAm) incelenmis ve genom capinda
onemli diferansiyel olarak metillenmis bolgeler (DMR'ler) belirlenmistir [67]. ASD ile ilgili
epigenom alanindaki ¢alismalarin bazi bulgular1 arasinda, temporal korteksin kromozom 6
ve kromozom 11'in ¢esitli genomik lokuslarinda DNA'nin hipo- ve hipermetilasyonu yer
alir. Diger bir epigenetik modifikasyon, asetilasyon, deasetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon vb. yoluyla translasyon sonrasi histon modifikasyonlaridir. Tek histon ve ya

histon kombinasyonu, DNA'nin fonksiyonel durumunu belirler. Histon modifikasyonlari,
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noronal devrelerin kararliligimi ve plastisitesini etkiler. H3K4Me (histon H3 proteini
Uzerindeki lizin 4'e ii¢ metil grubunun eklenmesi) ile iligkili metiltransferazlar, demetilazlar
ve benzerleri, otizm gibi norogelisimsel hastaliklarda degisir. 257 beyin Ornegi ile yapilan
histon asetilasyon c¢apinda iliskilendirme ¢alismasi, ASD vakalarinin %68'inden fazlasinda
prefrontal ve temporal Kortekste ortak bir asetilasyon imzas1 bulmustur [66-69]. Ilging bir
sekilde, ASD i¢in nadir goriilen genetik varyantlar, epigenetik diizenlemenin bagka bir yonii
olan kromatin yeniden sekillenmesini icerir. Rett Sendromu, Fragile X ve Angelman
Sendromunun altinda yatan sebepler arasinda epigenetik dnemli bir yere sahiptir ve her biri
ASD ile fenotipik ortiismeyi paylasir. Epigenetik degisikliklerin kalitsal hastalik fenotipleri

Uzerinde gucli etkisi oldugu 6ngoriilmektedir [70].

Norobiyoloji

ASD’nin altinda yatan pek ¢ok faktér ve karmasik mekanizmalarin varli§i nedeni ile
norobiyolojisi hakkinda heniiz az sey bilinmektedir. Arastirmacilar beyin biiylimesi, islevsel
sinir aglari, néropatoloji, elektrofizyoloji ve ndrokimyay1 inceleyerek otizmin nérobiyolojik
yoOniinii aydinlatmaya ¢alismaktadir. ASD ile baglantili nadir varyantlarin analizi, ii¢ ortak
biyolojik yolu isaret etmektedir; kromatin yeniden sekillenmesi, sinaptik hlicre adezyonu ve
sinaptik farklilasma ve noronal sinyallesme ve gelisme [48]. Otizm arastirmasinin temel
zorluklarindan biri, bilis ve duyumun gesitli yonlerini birlestiren ortak noktay1 belirlemektir.
Otizmli bireyler, ‘agaglar1 goriiyor ama ormani degil’ , hangi nérobiyolojik degisiklikler,
sosyal bilis ve duyusal alg1 kadar farkli stiregleri etkileyebilir? Bu noktada otizmin norolojik
yonii daha derin olarak arastirilmalidir. Otizmde GABAerjik yol dnemli bir yere sahiptir
fakat yolun hangi bolimunun atipik olabilecegi belirsizligini korumaktadir [71]. ASD’deki
degismis norogelisim ve degismis norofizyoloji hakkindaki temel sorular — ne zaman, nerede
ve hangi hiicre tiplerinde meydana geldigi de dahil olmak iizere — tam olarak ¢oziilmemistir.
Gegmis analizler, ASD genlerinin iki ana fonksiyonel grubunu tanimlamigtir: kromatin
dizenleyiciler ve transkripsiyon faktorleri dahil olmak Uzere gen ekspresyon
diizenlemesinde (GER) yer alanlar ve sinaptik fonksiyon dahil noronal iletisimde (NC) yer
alanlar. Insan korteksinden elde edilen tek hiicreli gen ekspresyonu verileri, ASD riskinde
hem uyarict hem de engelleyici soylarda orta-ge¢ fetal gelisim ve olgunlasan ve olgun
noronlart igerir. GER ASD genlerinin, beynin belirli bolgelerindeki uyarici ve engelleyici

noronlarin sayisini degistirerek uyarici-inhibitor dengesini etkiledigi diistiniilebilir. ASD, bu
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cesitli norobiyolojik yoriingeler arasindaki fenotipik yakinsama ile ortaya ¢ikiyor olabilir
[72].

Glial hiicreler, sinaptik fonksiyon i¢in gerekli kimyasallar1 koruyan, noral aksonlar1 izole
eden miyelin {ireten, beyin omurilik sivisim1 sentezleyen, iltihabi kontrol eden ve atik
Urtinleri ortadan kaldiran bagisiklik sisteminin bir parcasidir. Glial hiicreler, sinirlerdeki
elektriksel uyar: iletimine veya aksonlar ile dendritler arasindaki sinaptik etkilesimlere
dogrudan katilmazlar, ancak sinirsel sinyal gecisinin hizini etkilerler. Glia'nin potansiyel
rolleri derinlemesine incelendiginde otizmin temel biyomolekdler dzelliklerine dair gesitli
bilgiler ortaya ¢ikarilmaktadir. Norogenez/miyelinizasyonda baskilanmis IGF-1 (insilin
benzeri blylme faktoru 1) gibi yenidoganin erken doneminde ortaya ¢ikan biyokimyasal
eksikliklerle ilgili bulgular birgok laboratuvarda vurgulanmaktadir. IGF 1’in neo-noron

miyelinasyonu ile fonksiyonel iligkisi bu noktada biiyiik dneme sahiptir [50].

Otizm spektrum bozuklugunun altinda yatan biyolojik mekanizmalara iliskin birlestirici bir
kanit; sinaptik disfonksiyona neden olan, noroligin 4 ( NLGN4X ) ve néroligin 3 (NLGN3)
gibi sinaptik molekdllerdeki nadir mutasyonlarin bulgularindan gelmistir [73].

Fosfoinosititler, lipit membranlarin temel bilesenlerindendir; sinyal iletimi, vezikiil trafigi,
membran kimliginin belirlenmesi, membran reseptor lokalizasyonu ve aktivitesi dahil olmak
uzere birgok hicresel fonksiyonun dnemli dizenleyicileridir. Diizenlenmis fosfoinositit
metabolizmasi, hiicresel fonksiyon icin ¢ok oOnemlidir. Bu islevler, fosfoinositidlerin
dinamik ve yuksek duzeyde diizenlenmis metabolizmasina baghdir ve spesifik fosfoinositid
kinazlarin ve fosfatazlarin iyi dengelenmis aktivitesini gerektirir. Genetik ve fonksiyonel
calismalardan elde edilen bulgular ve artan kanitlar, bu enzimlerin otizmde siklikla diizensiz
veya mutasyona ugramis oldugunu gostermektedir; O0zellikle fosfoinositid 3-kinazlar ve
bunlarin diizenleyici alt birimlerinin siklikla etkilendigi goriilmektedir [74, 75]. Otizmin
etiyolojisinin IGF1/IGFR/IRS1/PI3K/AKT/mTOR hiicre i¢i sinyal yolagi bozukluklariyla
iliskili olduguna dair artan kanitlar vardir. Ozellikle bu kanal, miyelogenezi desteklemek
icin IGF-1'in gevirisini etkiler. Hiicre dis1 ve hiicre igi ortam arasindaki baglant1 olan
IGFR'nin tirozin kinaz reseptdr bolgelerinin aktivasyonu, vazomotor ve metabolik etkileri
indikleyen bir dizi sinyal yolunu etkiler [50, 76].
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Mitokondri hucrede enerji Ureten organeldir. Mitokondri, memeli hicrelerinde kendi
genomuna sahip tek organeldir. Elektron tasima zinciri (ETZ), hem mitokondriyal DNA
(mtDNA) hem de niikleer DNA (nDNA) tarafindan kodlanir. Mitokondriyal disfonksiyon,
cesitli psikiyatrik ve norolojik bozukluklarla iliskilendirilmistir ve otizm de bunlardan
biridir. ETZ, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) baskin kaynagi ve ana hedefidir ve
mitokondriyal spesifik superoksit dismutaz ve glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar
tarafindan ROS'un neden oldugu hasardan korunur. Memeli beyin hiicreleri oksidatif strese
kars1 ¢ok hassastir (6rnegin, ROS'un neden oldugu hasar). Beyindeki yiiksek oksijen iletimi
ve tuketimi, ROS uretmek igin gerekli oksijen molekiillerini saglar. Mitokondriyal
disfonksiyonun otizmin gelisimi ile nasil iligkili olabilecegini daha iyi anlamak ayrica
antioksidanlar ve mitokondrial kofaktorler ile olasi potansiyel otizm tedavilerine katki

saglamak i¢in alanda yeni arastirmalara ihtiyag¢ vardir [77, 78].

Fetal ortam, prenatal /postnatal cesitli etmenler

Otizmin etiyolojisinde fetal ortam dnemli bir yere sahiptir 6rnegin Seks steroidleri, maternal
enfeksiyonlar, immin aktivasyon, obezite, diyabet, hipertansiyon, ultrason muayeneleri,
perinatal ve obstetrik olaylar (6rn. Hipoksi), ila¢ tedavisi gibi. Bu faktorlerin ¢ogu kritik
zaman araliklarindaki gen transkripsiyonu ve ekspresyonu (zerine etki egilimindedir ve
fetal-maternal-plasental sistemi tehlikeye atma potansiyeline sahiptir. Hem akut hem de
sistemik kronik inflamasyon (SCI) tarafindan tetiklenen maternal immiin aktivasyonun
(MIA), norogelisimsel bozukluklarin patogenezinde yer alan mekanizmalardan biri oldugu
ongorilmektedir. Ebeveynde gorulen SCI epigenetik degisiklikler yoluyla bir “DNA
enflamatuar imzas1” oarak yavrulara aktarilabilir. Epidemiyolojik kanitlar, otizm i¢in bir risk
faktorl olarak maternal enfeksiyonu isaret etmektedir, 1964’de kizamikg¢ik salginina maruz
kalan popiiasyonlardaki otizm insidansinin artisida bunun ilk gostergelerindendir. Hamilelik
sirasinda enfeksiyon, maternal bagisiklik sistemini harekete gegirir, sitokin sinyalini tetikler,
plasentadan gecer ve muhtemelen gelismekte olan fetal beyinde ¢ok sayida olumsuz noral
etkiye neden olur. Ayrica siddetli maternal obezitenin ve ylksek yagli beslenmenin; diisiik
dereceli noéroinflamasyon, artmis oksidatif stres, insiilin direnci, glukoz ve leptin
sinyallemesi, diizensiz serotonerjik ve dopaminerjik sinyal verme, sinaptik plastisitedeki
karigikliklar ve degisen surecler yoluyla fetal ndrogelisimi {izerinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Gebelik sirasindaki hipertansiyon, hem annenin hem de c¢ocugunun

perinatal morbidite ve mortalitesine 6nemli 6lglide katkida bulunur, potansiyel olarak fetal
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gelisimi degistirebilir ve yavrularda uzun vadeli vaskiiler, biligsel ve psikiyatrik sonug riskini
artirabilir [58, 79-84].

Anne baba yas1 norogelisimsel bozukluklar da 6nemli bir yere sahiptir ve ASD’de bir risk
faktorl olarak gorilmektedir. Cesitli ilaglarin kullanimi1 anormal motor gelisim, dil gelisimi
ya da sosyal gelisimde gerilikler ve otizm ile iliskilendirilmektedir. Prenatal valproat
maruziyeti ile ASD arasindaki iligki iizerine yapilan incelemeler, valproat maruziyetinin
norogelisim {lizerinde zararli bir etkiye sahip oldugunu ve ASD gelistirme riski ile iligkili
oldugunu bulmustur [68, 85-88]. Valproik asit (VPA) veya 2-propilpentanoik asit, klinik
olarak epilepsi i¢in bir tedavi ve bipolar bozuklukta bir duygudurum diizenleyici olarak uzun
stiredir kullanilmaktadir. Gebelikte valproik asit kullanimi, dogustan malformasyonlar,
gelisimsel gecikme ve biligsel islev bozuklugu dahil olmak iizere ¢ocuk i¢in ¢ok sayida risk
olusturmaktadir. Hayvan modelleri; valproata maruz kalmanin hem kisa hem de uzun vadeli
norogelisimsel yoriingeleri etkiledigini, embriyonik gelisim sirasinda kritik noktalarda noral
gd¢ yollarma miidahale ettigini ve potansiyel olarak noral tiip defektlerine katkida

bulundugunu gostermektedir [58, 89, 90].

2.2.4 Otizm ve hayvan calisma modelleri

Otizmin patojenik mekanizmasi heniiz net olarak agiklanamamistir, henliz spesifik bir
tedavisi mevcut degildir ve biyobelirteg ihtiyact vardir [53]. Bu ylzden genetik, noral ve
farmakolojik manipiilasyonlar ile ASD arastirmalarinda hayvan calismalar1 gereklidir.
Hayvan calismalari, insan ¢caligsmalarindan farkli olarak, hastaligin patogenezinde genetik ve
cevresel faktorlerin roliinlin kisitlanmasini, bununla birlikte ASD'de degisen beyin

fonksiyonu ve davranig arasindaki iliskilerin ¢6ziilmesini miimkiin kilar [14].

ASD bozukluklart igin belirlenen hayvan modelleri bir veya birka¢ otizm belirtisi
gostermektedir (bilissel, sosyal etkilesim ve nitel iletisim alanlarinda bozukluklar sekilinde).
Ornegin VPA’ya dogum dncesi maruz kalan siganlar, sosyal alanda ¢ok cesitli farkliliklar
goOsterir. Bebeklik ddneminde sosyal iletisimde eksiklikler gdsterirler, Yyuvadan
cikarildiklarinda anneleri ve kardesleriyle diizgiin bir sekilde iletisim kuramazlar ve nétr bir
koku ile kendi yuva kokularini ayirt edemezler. Otizmili hayvan modelleri olusturulurken
ilgili simiilasyonlar ya genetik miihendisligi teknikleri (nakavt sicanlar1 ve fareler) ya da

belirli gevresel faktorlerin erken (dogum o6ncesi ya da dogum sonrasi) etkileri kullanilarak
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gerceklestirilir. Model hayvanlarin davranigsal durumlarini degerlendirmek i¢in davranig
deney yontemleri kullanilmaktadir. Bunlarin bir kismi “klasik™ (6r. A¢ik alan testi, Morris
su labirenti, T benzeri labirent ve radyal labirent) digerleri ise otizm modelleri i¢in 6zel

olarak tasarlanmustir [91, 92].

Fare modelleri, normal beyin gelisiminin altinda yatan hiicresel ve molekiiler siireglerin yani
sira genetik varyasyonun (6rnegin, polimorfizmler, mutasyonlar, silinmeler ve kopya sayisi
varyantlar1) ve toksik ajanlara maruz kalmanin merkezi sinir sisteminin gelisimini nasil
degistirebilecegini anlamak i¢in 6nemli araglar haline gelmistir. Fare modeli sistemleri,
otizmin etiyolojisine mekanik bir bakis saglamak i¢in uzun stiredir kullanilmaktadir ve insan

hastaliklar1 i¢in farmakolojik tedavilerin kesfedilmesinde etkili olmustur [93].

Otizm icin genetik ve genetik olmayan hayvan modelleri mevcuttur. Cogu c¢alisma otizmi
indiiklemek i¢in gebelikte veya dogum sonrasi donemde valproik asit (VPA) kullanir, beyin
gelisiminin farkli agsamalarinda VPA’ya maruz kalma otizm benzeri davranislar tetikler
[91]. Ayrica genel kabul goren otizm modelleri arasinda; patolojik lireme ile olusturulan
modeller, stres modelleri, genetik modeller, gen nakavt modeller, propiyonik asit modeli,
otizm ile iliskili beyin zonlarina miidehale ile olusturulan modeller ( cerebellum, amigdala,
medial prefrontal korteks gibi), inflamasyon modelleri (Or; maternal IL 17a yolu veya
norotoksin yukleme gibi, maternal immin aktivasyon=MIA modeli), rahimde
lipopolisakkarit (LPS) maruziyeti ile olusturulan deneysel otizm modelleri yer almaktadir
[15, 93, 94]. CRISPR yontemi ile elde edilen otizm benzeri davraniglar sergileyen hayvan
modelleri mevcuttur [95]. Baslangigta insiilin direnci, diyabet kaynakli nefropati ve
feniloketoniiri lizerine ¢aligmalar i¢in yetistirilen BTBR T + Itpr3 tf / J farelerin (BTBR),
giiclii ve tutarli otizmle ilgili davraniglar sergiledigi tespit edilmistir, otizm alaninda tercih
edilen BTBR fare modelleri; korpus kallosumun ve hipokampal komissurin ciddi sekilde
azaltilmasi ile elde edilmektedir [96, 97].

Model hayvanlarin davranissal durumlarini degerlendirmek icin davranis deney yontemleri

kullanilmaktadir [98].
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2.2.5 Vagal sinir stimulasyonu ve otizm

Otizm icin her ne kadar tam bir tedavi bulunamasa da belirtilerinin pozitif yonde azalmasina

neden olan girisimsel ¢alismalar mevcuttur. Bunlardan biri de “vagal stimulasyon”dur [13].

Vagus siniri (kraniyal sinir [CN] X), hem afferent hem de efferent bakimdan hem motor hem
de duyusal fonksiyonlari igeren viicuttaki en uzun kraniyal sinirdir. Bilateral olarak beyin
sapinda baglayan ve boyun, toraks ve karin i¢inde yaygin olarak kivrilirak ve dongiiler yapan
10. kranial sinirdir [99]. Vagus siniri medulla oblongata'da kdkenlidir ve kafatasindan
juguler foramen yoluyla ¢ikar [99, 100]. Miyelinli A ve B liflerinin yan1 sira miyelinsiz C
liflerinden olusur. Vagus sinirinin en 6nemli islevi, beyne bagirsak, karaciger, kalp ve
akcigerler gibi i¢ organlarla ilgili bilgileri getiren afferenttir. CN X'in islevleri arasinda, kalp,
farenks, dil ve gastrointestinal sistem gibi viicudun ¢esitli organ sistemlerini igeren motor,
duyusal, tat ve kemoreepsiyon islevleri yer alir. Bu sekilde viicudun otonom sinir sisteminin

bircok fonksiyonuna dahil oldugu gézlenmektedir [101, 102].

Boyunda vagus siniri, yutma ve seslendirmeden sorumlu olan farenks ve girtlak kaslarinin
coguna gerekli innervasyonu saglar. Toraksta, kalbe ana parasempatik kaynagi saglar ve kalp
atis hizinda bir azalmay1 uyarir. Bagirsaklarda vagus siniri diiz kaslarin kasilmasini ve
glandiiler sekresyonu diizenler. Vagal efferent liflerin preganglionik ndronlari, medullada
bulunan vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdeginden ortaya ¢ikar ve hem lamina propriada
hem de muskularis eksternada bagirsagin kas ve mukozal katmanlarini innerve eder [100,

103].

Vagus siniri, kalp atis hizini, gastrointestinal motilite ve sekresyonu, pankreas endokrin ve
ekzokrin sekresyonunu, hepatik glikoz iiretimini ve diger viseral fonksiyonlari kontrol
ederek metabolik homeostazi diizenler. Ek olarak, vagus siniri, patojen istilas1 ve doku hasar1
sirasinda dogustan gelen immiin tepkileri ve enflamasyonu kontrol eden noral refleks

mekanizmasinin (inflamatuar refleks) ana bilesenidir [104, 105].

Vagus sinir stimilasyonu (VNS), epilepsi ve diger nérolojik durumlarin tedavisinde rutin
olarak kullanilan tibbi bir tedavidir. Vagus sinir stimilasyonunun tedaviye direngli
depresyon, travma sonrasti stres bozuklugu ve enflamatuar bagirsak hastaligi igin timit verici

bir ek tedavi olduguna dair 6n kanitlar vardir. Bu siniri hedef alan tedaviler vagal tonusu
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artirir ve sitokin tiretimini engeller. Vagus sinir stimilasyonu vagus sinirine elektriksel
uyarilar uygulayarak calisir. Vagus sinirinin uyarilmasi iki farkli sekilde gergeklestirilebilir:
su anda en sik kullanilan uygulama olan dogrudan invaziv bir uyar1 ve dolayli bir
transkiitandz invazif olmayan uyarim. invazif VNS (iVNS), kiiciik bir puls iiretecinin sol
torasik bolgede subkutan olarak cerrahi implantasyonunu gerektirir [103]. Cok sayida
caligma, VNS tedavisinin giivenli oldugunu ve yetiskinlerin yan sira 6 aylik kadar kiiclik

cocuklara minimum yan etki ile verilebilecegini belgelemistir [106, 107].

Bir dizi kanit, VNS’nin otizmli bireyler igin bazi semptomatik rahatlamalar
saglayabilecegini gostermektedir. Pek ¢ok otizmli bireyde, parasempatik sistem diizensizdir
ve siklikla azalmis vagal tonus gozlenir. Azalmis vagal aktivite hem otistik davranislar hem
de dil bozuklugu ile iligkilendirilmektedir. Hem epilepsi hem de otizm spektrum bozuklugu
olan cocuklarda VNS kullanan galismalar olumlu sonuglar vermistir. VNS, otizmli

bireylerde nobet sikligini azaltir ve yasam Kalitesini iyilestirir [107, 108].

2.2.6 Otizm ve sitokinler

Sitokinler, metabolizma, iltihaplanma ve kan basinci dahil olmak tizere ¢ok sayida biyolojik
ve fizyolojik stireci kontrol etmede kritik olan, bagisiklik sisteminin islevlerini diizenleyen
glikoproteinlerdir. Pro- ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dengedeki degisiklikler,
sayisiz inflamatuar hastaliga yol agan yikici sonuglara yol agabilir. Sitokinler,
mikroorganizmalara kars1 konake¢i savunmasinda 6nemli bir rol oynar. Koruyucu lokal
inflamasyonu ve sistemik akut faz tepkilerini indiikleyerek dogustan gelen bagisikligi
dizenlerler. Ayrica adaptif bagisikligin  baglatilmasinda, giiclendirilmesinde ve
diizenlenmesinde onemlidirler. Sitokinler, metabolizma, iltihaplanma ve kan basinci dahil
olmak lizere ¢ok sayida biyolojik ve fizyolojik siireci kontrol etmede kritik Gneme sahiptir.
Hiicresel, doku ve organizma diizeyinde homeostaz1 siirdiirmek icin gerekli dengeyi

saglarlar. [109, 110].

Sitokinler ¢ok farkli hiicreler tarafinda {iretilebilmeleri ve bir¢ok farkli hiicreyi
etkileyebilmeleri nedeniyle, fonksiyonlarina veya kaynagina gore farkli kategoriler halinde
smiflandirilabilir. Lokositlere etki eden sitokinlere interlokin adi verilir. Bunlar, 16kositleri
uyararak farklilagsmalarini ve ¢ogalmalarini saglarlar. Lokositler dogustan gelen sitokin

yanitlarinin ana kaynagi olmasina ragmen, parankimal hiicrelerin ayn1 zamanda dogustan
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gelen inflamatuar sitokinler iirettigi ve konak savunmasi olusturmada sitokin yanitlarini
optimize etmek i¢in I6kositlerle etkilesime girdigi giderek daha fazla kabul edilmektedir.
Lenfositler tarafindan sentezlenen sitokinlere Lenfokin, monosit ve makrofajlar tarafindan
sentezlenen sitokinlere Monokin denilmektedir. Bazi kaynaklarda lenfokin ve monokin
terimleri ¢ikartilmig, ana isleviyle tanimlanan IL terimi benimsenmistir. Sitokinler
fonksiyonlarina gore; interferonlar, timor nekroz faktér (TNF), kemokinler olarak
smiflandirilabilir. Birgok konvansiyonel imminomodulator ilag, terapotik etkilerini, en
azindan kismen, zararli sitokinlerin etkilerini azaltarak indiikler. Bu ilaglar
glukokortikoidleri icerir. Hedefleri, inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu indikleyen
transkripsiyon faktorleri, niikleer faktor ve aktivator protein 1’i icerir. Biyolojik tedavilerin
klinik etkinlik gdsterdigi sitokinler; TNF- a, IL-6, IL-1, IL-2, IL-12,IL-23,IL-17A, IL-10
seklinde gruplanabilir [109].

Mevcut veriler sitokin degisiklikleri ile otizm arasinda olas1 bir iliskiye isaret etmektedir.
Bununla birlikte, otizmdeki néroimmiinolojik faktdrlerin sistematik arastirmalarina ihtiyag
vardir [111]. Sitokinler, konak¢1 immiin tepkisini koordine eder ve ayrica merkezi sinir
sistemi (CNS) de dahil olmak Gzere immun ve immin olmayan kdkenli hiicreler arasindaki
normal sinyallemeye aracilik eder. Gelismekte olan CNS igindeki hiicreler, otokrin ve
parakrin sinyallemesi i¢in sitokinleri kullanir, sitokinlerin ¢ogu aynmi zamanda immiin
modiilator olarak goérev yaptigindan, normal sitokin aracili gelisimsel siirecler sitokin

dengesizlikleri tarafindan bozulmaya kars1 hassastir.

Noroimmiin iletisim sistemindeki anahtar devre, efferent vagus sinir lifleri ve kolinerjik
sinyal ile saglanir. Devam eden arastirmalar, ndroimmiin iletisimin, bagisiklik ve
inflamasyonun sinirsel diizenlenmesinin organize ve entegre bir sekilde gerceklestigini
ortaya koymaktadir [112]. Noroimmiin iletisimdeki sinir devreleri, sinir sisteminin
kardiyovaskiiler, gastrointestinal (GI), solunum ve diger fizyolojik fonksiyonlar
diizenledigine benzer bir sekilde bagisiklik fonksiyonunu diizenler. Noroimmiin iletisimdeki
onemli bir néroimmiinomodulatér devre vagus siniri temelli “inflamatuar refleks”tir.
Periferik sitokin seviyelerinde ve diger inflamatuar molekiillerde degisiklikler afferent vagus
siniri periferik uclar1 tarafindan tespit edilir ve beyin sap1 ¢ekirdegi tractus solitarius (NTS)
ile iletilir. NTS anatomik ve fonksiyonel olarak periferal immin yanitlart ve sitokin
salinimini diizenleyen efferent (motor) vagus sinir néronlarinin ana kaynagi olan vagusun

dorsal motor ¢ekirdegi (DMN) ile baglantilidir [104].
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Vagus siniri, metabolik homeostazin diizenlenmesinde énemli bir role sahiptir ve efferent
vagus siniri aracili kolinerjik sinyal verme, immiin fonksiyonu ve inflamatuar refleks yoluyla

proinflamatuar yanitlari kontrol eder [103].

CNS
(Brain, spinal cord)
- Sympathetic
- Sensory DRG neurons
neurons
- Vagus nerve
- Sensory neurons in neurons

the vagus nerve
- HPA axis

- Pathogens S

- Tissue injury \

O D@

Immune system
(Macrophages, monocytes, neutrophils, T cells)

g
’

Sekil 2.1. Merkezi sinir sistemi (CNS) ve bagisiklik sistemi (Immune system) arasindaki
iletisim [117]. (Sinir sistemi ve bagisiklik sistemi; patojen istilasina, doku
hasarina ve diger homeostatik tehditlere yanit olarak iletisim kurar. Makrofajlar,
notrofiller, monositler, T lenfositler ve diger bagisiklik hiicreleri, patojen
bilesenlerinin ve doku hasar1 molekiillerinin varligini tespit eder ve sitokinleri ve
diger sinyal molekiillerini serbest birakir. Periferik immiin homeostazdaki bu
degisiklikler, dorsal kok ganglionlarinda (DRG) bulunan duyu néronlar1 ve
omurilige ve beyne sinyal gonderen vagus siniri afferent noéronlar1 tarafindan
tespit edilir. Patojenler ayrica dogrudan afferent noronlar1 aktive eder. Bu
sinyaller, katekolaminler ve ACh salinimi ile sempatik ve efferent vagus sinir
lifleri (mor kutu) yoluyla azalan sinyallerle merkezi sinir sistemine entegre edilir.
Bu nérotransmiterler, bagisiklik hiicreleri ile etkilesime girer ve bagisiklik hiicresi
islevini ve tepkilerini kontrol eder. Noronlardan salinan diger ndrotransmitterler
de bagisiklik kontroliinde rol oynar. Kortikosteroidlerin salinimi ile hipotalamik-
hipofiz-adrenal (HPA) ekseni ayrica beyinden bagisiklik diizenlemesine bir kanal
saglar.)
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2.2.7 Otizm ve biyobelirte¢ arayisi

Klinik arastirmalarda, 'biyobelirte¢' veya 'biyolojik belirteg' terimi, dogru ve tekrarlanabilir
bir sekilde dl¢iilebilen ve hastaligin insidansini ve sonucunu tahmin edebilen genis bir tibbi
isaret kategorisini veya tibbi durumun nesnel gostergelerini ifade eder. Bir biyobelirteg
gelistirilebilmesi i¢in, belirtecin semptomlarin baslangicindan énce mevcut oldugunun ve
hastaliga 6zgii oldugunun gosterilmesi gerekir. Olgulebilir biyolojik siirecler ve klinik
sonuclar arasindaki iliskiyi anlamak, tiim hastaliklar i¢in tedavi olanaklarimiz1 genisletmek
ve normal, saglikli fizyoloji anlayisimizi derinlestirmek i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Bir

biyobelirtec i¢in ti¢ potansiyel kullanim vardir;

1) Genetik ¢alismalarda bir bozuklugun homojen alt tiplerini tanimlamak i¢in giivenilir bir

fenotip,

2) Zor vakalarda taniy1 destekleyebilen sorunlarin gergek oldugunu gosteren ve 6zel bir

tedaviye duyulan ihtiyaci dogrulayan klinik taninin giivenilirligini artirmak,

3) Bir bozukluk gelistirme riskini belirlemede bebekler ve ¢ocuklar igin guvenilir bir tarama

aracil.

Testlerin duyarliliklari, ozgiilliikkleri ve pozitif tahmin degerleri ¢ok Gnemlidir.
Norogelisimsel bozukluklar1 olan gocuklar, erken miidahale ve tedavilerden en ¢ok fayda
saglayan gruplardandir. Objektif taniya yardimci olmak i¢in biyobelirteglerin gelistirilmesi
ve dogrulanmasi, bu klinik ama¢ icin 6nemlidir. Otizm taramasi igin gelistirilecek bir

biyobelirtecin gegcerlilik testlerinden de ge¢cmesi gerekir. Bu gecerlilik testleri sunlar1 igerir:

1) Biyobelirteg semptomlarin baglamasindan 6nce mevcut mu?
2) Biyobelirte¢ hastaliga 6zgii mii?

3) Biyobelirteg, bozuklugu tan1 koymak i¢in kullanilan davranissal semptomlardan bagimsiz

olarak m1 tanimliyor?

Otizmde erken tarama i¢in herhangi bir basarili biyobelirtec testi, otizm semptomlarinin
varligindan 6nce gelmeli, otizme 6zgli olmali ve yanlis pozitifleri sinirlamali ve ayrica
bozuklugu teshis etmek i¢in su anda kullanilan davranigsal 6nlemlerden bagimsiz olmalidir

[113-115].
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Otizm spektrum bozuklugu, 68 cocuktan 1'ini etkileyen heterojen bir durumdur. Tani,
yasamin ikinci yilinda ortaya ¢ikan ve bu nedenle tipik olarak 3 ila 4 yasina kadar
yapilmayan karakteristik davranig bozukluklarinin varligina dayanir. Yasamin ilk 2 yilindaki
davranissal isaretler, daha sonraki bir otizm teshisini dogru bir sekilde tahmin etmek i¢in
yetersiz kalmistir. Yeni bulgular, yasamin ilk yilindaki erken beyin goérintiilemenin,
ASD'nin presemptomatik tahmini i¢in biiylik umut vaat ettigini gostermektedir. Otizmin
beyin temelli potansiyel biyobelirtecleri arasinda; Yapisal Manyetik Rezonans Goriintiileme
(MRG), dinlenme durumunda fonksiyonel emar (MRI), ¢ok modlu MR gibi beyin
goriintiileme yontemleri yer almaktadir. ASD'de beyin gelisimi lizerine yapilan erken
caligmalardan elde edilen en tutarli bulgulardan biri, dogumda kafa boyutunun normal
oldugu, ancak 2 ila 3 yasina kadar beyin boyutunun 6nemli 6l¢tide biiyiidiigii olmustur [113].
Son zamanlarda yapilan iki ¢alisma, daha sonra ASD tanisi konan bebeklerde yasamin ilk
yilinda baska bir beyin anomalisi saptamistir; ilk ¢alismada, daha sonra ASD gelistiren
bebeklerde beynin kortikal yiizeyini g¢evreleyen subaraknoid boslukta asirt miktarda beyin
omurilik s1vis1 (BOS) bulunmustur ( "ekstra eksenel BOS" ) [116]. ikinci ¢alismada, daha
sonra ASD gelistiren bebeklerde 6 ayda kontrol gruplarina gére %18 daha fazla ekstra
eksenel BOS ( EA-CSF) belirlenmistir [117]. Ayrica Otizmli bireylerde makrosefali, beyin
ve beyincikte tutulumlar, serotonerjik ndronlarda etkilenmelerde gozlemlenen farkliliklar
arasindadir [50]. Hem mikroglia hem de astrositler, beyin degisikliklerine hizla uyum
saglamak i¢in morfolojilerini degistirir; birbirini bir dizi sinyalle etkiler. Bu mekanizmalar
normal gelisim igin kritik 6neme sahiptir ve hatta gelisimin erken evrelerinde hafif bir
dengesizlik, dogum oncesi donemde yogun mikroglial proliferasyon ve aktivite, sonrasinda
bozulma ile birlikte homeostaz kaybina yol agabilir. Sinaptik fonksiyonlarda bozulmanin,
genel kronik noroinflamasyonda bozulmanin ve proinflamatuar ajanlarin anormal ve zararli

uretiminin ASD patogenezinde anahtar rolii oldugu diistiniilmektedir [118].

Otizmden etkilenen birgok bireyde kromozomal anormallikler, delesyonlar veya
duplikasyonlar, tek gen bozukluklar1 veya varyantlar1 tesbit edilmektedir bu nedenle
genomik caligsmalari otizim biyobelirte¢ arayisinda dnemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte,
birgok hastada, potansiyel olarak ASD biyobelirtecleri olarak kullanilabilecek biyoakiskan
metabolom ve proteom profilleri tanimlanarak bir dizi metabolik anormallik vurgulanmistir.
Proteomik ve metabolomik dahil olmak tizere yeni nesil dizileme ve diger omik platformlari,

spesifik genomik ve diger omik bulgulara bagli olarak hastadan hastaya degisebilen yeni tan
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araclarina ve tedavi hedeflerine yol agabilecek, erken yasta hastalig1 teshis edebilecek
biyobelirtecler icin umut 26adetmektedir. Hasta genetik ve klinik verileri ayrica mikrobiyota
dahil c¢evresel faktorlerle birlikte biyobelirteg adaylart olan yeni proteinlerin ve
metabolitlerin asamali olarak tanimlanmasi, kisisellestirilmis tip i¢in makine modellerinin
gelisimini ve yapay zeka tarafindan gergeklestirilen klinik karar destek sistemlerini
getirecektir [119].

Otizmin altinda yatan hastalik mekanizmalart ve iligkili tibbi, norolojik ve psikiyatrik
komorbiditeler henliz yeterince aydinlatilmadigi i¢in su anda davranigsal kriterlere gore
teshis edilmektedir. Tan1 yontemleri ve tarama araglar1 biraz 6zneldir ve kiigiik cocuklarda
degerlendirilmesi zordur. Erken teshis kritiktir ¢linkii davraniglar {izerine terapi miidahalesi
ne kadar erken baslarsa erken miidahalenin faydalar1 tipik olarak o kadar artar. ASD riskini
tahmin edebilen, erken teshise yardimci olabilen ve hatta potansiyel terapotik hedefleri
tanmimlayabilen bir biyolojik belirtecin kesfi, biiylik klinik 6éneme sahiptir [120]. Otizm
alaninda yapilan arastirmalara gore biyobelirtegler birka¢c ana tipe ayrilmaktadir;
Davranigsal, Genetik, Biyokimyasal, Bagisiklik, Tibbi Oykii- Prenatal belirtecler (Aile
Oykiisii, Gebelik Komplikasyonlar1), Metabolik, Norogoriintiileme, Norofizyoloji, Besinsel
gibi. ASD icin bircok umut verici biyobelirteg arastirmasi gerceklestirilmektedir. Yine de,
bircok biyobelirteg baglangic niteligindedir, tekrar tekrar dogrulanmalari, biiyiik
orneklemlerde kanitlanmalari ve otizmin tani ve tedavisindeki rollerinin gosterilmesi gerekir
[121].

Serotonin

Otizmde tanimlanan ilk biyobelirteg, 50 yil 6nce tanimlanan yiiksek tam kan 5-HT (elevated
platelet serotonin=ylksek trombosit serotonin) veya hiper-serotonemidir [122]. Amino asit
triptofandan biyosentezlenen serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), esas olarak serotonerjik
noronlarda, enterokromaffin hiicrelerinde ve kan trombositlerinde bulunur. 5-HT, merkezi
sinir sistemindeki (CNS) bir dizi nérobiyolojik stireci kontrol eden ¢cok énemli bir hormon
ve norotransmiterdir. Bu siireglere 7 alt ailede siniflandirilan bir grup seretonin reseptorii
aracilik eder. Bir norotransmitter olarak serotonin, erken nérogelisimsel asamada ¢ok dnemli
bir rol oynar. Ozellikle 5-HT’nin nérit biyiimesi, dendritik omurga morfolojisi, néronal
devreleri sekillendirme, sinaptik iletim ve sinaptik plastisite gibi 6nemli rolleri vardir [123].

Serotonin veya 5-HT, norotransmisyon, vaskiler ton, hemostaz, kemik rezorpsiyonu, Gl



27

islevi ve hiicresel proliferasyon dahil olmak (izere ¢esitli islevlere atfedilen pek gok yerde
bulunan bir sinyal molekdltddr. 5-HT, triptofan hidroksilaz (TPH) ve ardindan L-amino asit
dekarboksilaz iceren 2 asamali bir enzimatik islemle triptofandan tiiretilir, triptofan
hidroksilaz-2 CNS seretonini i¢in hiz sinirlayict enzimdir, triptofan hidroksilaz 1 ise enzimin
periferik izoformunu kodlar [124, 125]. Serotonin kan-beyin bariyerini gecmez ve bu
nedenle beyin serotonini yalnizca merkezi sinir sisteminde (CNS) sentezlenir. Orada
monoamin oksidaz A tarafindan katabolize edilir ve iiriin kana salgilanir. Serotonerjik
sistem, memeli embriyosunda en erken gelisen ve ayni zamanda en yaygin olarak dagitilan
sistemlerden biridir. Noronlarin ¢ogu medyan ve dorsal rafe c¢ekirdeklerinde bulunur.
Birincisi esas olarak kortekse ve ikincisi hipokampusa lif saglar. Serotonerjik sistem beynin
neredeyse tiim alanlarini innerve ederken, serotonin gelisimsel bir sinyal olarak hareket ettigi
serotonerjik olmayan hicrelerde de bulunur. Serotonerjik noronlar insan beyninde 5.
Gebelik haftasindan itibaren saptanabilir ve sonraki aylarda hizla biiyiir ve gogalirlar [126].
Seretonin reseptorleri otizm spektrum bozuklugunda terepdtik hedefler arasinda yer
almaktadir. Seretonin reseptorleri i¢in oldukca segici bir dizi ligandin gelistirilmesinin
muhtemel ASD tedavilerinin kesfi i¢in yeni firsatlar saglayacagina inanilmaktadir [123].
Otizmde secici seretonin inhibitorlerinin kullanimi su anda yogun bir arastirma altindayken,
bir bagka alternatif gelisimsel miidahale olan 5-Hidroksitriptofan’in erken uygulanmasi,
potansiyel olarak umut verici bir secenek olarak 6nerilmektedir. Bununla birlikte, herhangi
bir insan ¢aligmasi baslatilmadan &nce, biiyiik 6lglide hayvanlar lizerinde ve 6zellikle otizm

hayvan modellerinde denenmesi gerekir [126].

Melatonin

Otizimde biyokimyasal biyobelirte¢ arastirmalar1 ele alindiginda; daha diisiik melatonin
salgilanmasi/atilim1 6nemli bir yere sahiptir. Melatonin esas olarak epifiz bezinde Uretilen
bir hormondur, Uretimi belirgin bir sirkadiyen ritme sahiptir ve kanda seviyeleri tipik olarak
gece 2 civarinda zirve yapar. insanlarda bu giinliik ritim genellikle 3-4 aylikken mevcuttur.
Melatonin ayrica bagirsak duvarinda ve plasentada da tiretilir. Melatonin uyku gecikmesini
azaltir, bioritmileri gliglendirir, giiglii bir antioksidandir, norogelisim ve plastisitede roli
vardir ve plasental homeostazda onemlidir. Otizmde melatonine ilk ilgi, esas olarak
uykudaki roliinden ve otizmle iligkili uyku sorunlart i¢in bir tedavi olarak potansiyel
kullanimindan ve belki de serotonin ile olan yakin metabolik iliskisinden gelmektedir.

Melatonin, L-triptofandan birka¢ metabolik ara 0riin, 6zellikle de serotonin yoluyla
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sentezlenir [127, 128]. Bir¢ok ¢alisma otizmde; 6zellikle gece melatonin salgilanmasi ve
metabolitlerinin atiliminda azalma, melatonin sirkadiyen ritimlerinde degisiklikler gibi
melatonin salgilanmasinda anormallikler bildirmistir [129]. Melatonin nérogelisimdeki
belirgin rolii ile de otizm arastirmalarinda ilgi ¢ekicidir. Melatonin hucre ici strecleri (6rn;
G-proteinleri) ve ikinci habercilerin (6rn; cCAMP, IP3, Ca2+) aktivitesini duzenleyebilir.
Norogelisim sirasinda, melatonin tarafindan diizenlenen bu aktiviteler, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi igin hiicre i¢i sinyallesmede 0nemli bir role sahiptir. Otizmde terapo6tik yeni
bakis acilar1 gelistirmek i¢in dncelikle sirkadiyen ritimler gibi bazi temel diizenli fizyolojik
ritimleri eski haline getirmek gerekir. Bu nedenle, melatonin énemli bir potansiyele sahiptir
[130].

Oksidatif stres ve glutatyon

Oksidatif stres, pro-oksidanlar ve antioksidanlar arasinda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
veya reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) neden oldugu hiicreye zarar verici bir etkiyle
sonuglanan bir dengesizlik olarak tanimlanabilir [131]. Reduksiyon-oksidasyon reaksiyonu
ROS'un dUretildigi hiicrelerin hiicresel fizyolojik siirecinde vazgegilmez bir reaksiyon
tiiriidiir. ROS, normal fizyolojik siireclerde hiicrelerin antioksidan savunmasi ile elimine
edilir ve viicut fizyolojik bir denge halindedir. Bununla birlikte, ROS iiretiminde bir artis
veya hucre antioksidan kapasitesinde bir azalma olursa bu denge bozulacak ve oksidatif
strese neden olacaktir [132]. Pekgok makale, otizmde redoks durumunun degistigini veya
oksidatif stresin arttigini bildirmistir. Calismalarin ¢ogu plazma glutatyon o6l¢iimiine
odaklanmistir ve ¢ogu arastirmaci ASD'de daha diisiik seviyelerde indirgenmis glutatyon
(GSH), daha yiiksek oksitlenmis glutatyon (GSSG) seviyeleri gozlemlemistir ve glutatyon
ile iliskili anormallikler bildirmistir. Glutatyon redoks dengesizligi, otizm spektrum
bozuklugunda 6nemli bir faktordiir [133]. Glutatyon; hicreleri serbest redikaller, peroksitler
ve agir metaller gibi reaktif oksijen tiirlerinin etkilerinden koruyan bir antioksidandir,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda ve hiicre i¢i redoks yollarinda dengenin
korunmasinda anahtar rol oynar. GSH, yani tripeptid gama Glutamil-Sisteinil-Glisin
hiicresel redoks dengesinde 6nemli bir rolii olan tek tiyol donanimli peptitdir ve tim memeli
hicrelerinde bol miktarda bulunur. Reaktif oksijen tirleri, hicreler igin toksik bir molekiil
olan hidrojen peroksit dretir. Mitokondri ve sitozolde glutatyon peroksidaz ve
peroksizomlarda katalaz hidrojen peroksiti (H 2 O 2) ortadan kaldirabilir. Bu islev; saglikli

gelisim gosteremeyen, mitokondriyal disfonksiyonu bulunan otizmli ¢ocuklarda tehlikeye
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girebilir ve oksidatif strese yol acar [134]. Otizimde en 6nemli komorbiditelerden biri
epilepsidir, oksidatif stresin hem ndbet baglangicinda hem de epilepsinin ilerlemesinde rol
oynayabilecegine dair kanitlar vardir. Oksidatif stresin otizimin patofizyolojisinde de 6nemli
bir rol oynadigi bilinmektedir. Oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, protein ve DNA
oksidasyonu, inflamasyon, degismis bagisiklik tepkisi, azalmis DNA metilasyonu ve
epigenetik diizensizlik gibi bir takim degisikliklere yol acar. Antioksidan durumunun erken
degerlendirilmesi ve tedavisi, beyindeki oksidatif stresi daha fazla geri doniisii olmayan
beyin hasarina neden olmadan dnce azaltabileceginden daha iyi bir prognoza neden olabilir
[131, 135]. Merkezi sinir sistemi (CNS), sinirli antioksidan kapasitesi, daha yiiksek enerji
gereksinimleri ve daha yiiksek lipid/keton ve demir seviyeleri nedeniyle oksidatif strese karsi
ozellikle hassastir. Beyin viicut kiitlesinin yaklasik %2'sini olusturur ancak viicudun
metabolik oksijeninin %20'sini tiiketir. Bu nedenle, ndronlar viicut enerjisinin orantisiz
olarak buylk bir bolimanu tiketir. Noronlarin glutatyon iiretim kapasitesinin olmamasi
nedeniyle, CNS'nin ROS'u detoksifiye etme kapasitesi sinirlidir. Bu nedenle noronlar,
ROS'taki artistan ve antioksidanlarin eksikliginden etkilenen ilk hiicrelerdir. Bu anlamda,
noronlar oksidatif strese en duyarli hiicrelerdir. Ayrica, CNS gelisiminin erken kritik
doneminde néronal sagkalim i¢in antioksidanlar gereklidir. Bu nedenle oksidatif stres birgok

norodavranigsal bozuklugun patolojisinde rol oynamaktadir [131].

Oksitosin

Oksitosin, biyokimyasal olarak tanimlanan ve sentezlenen ilk ndropeptit hormondur;
viicudun genel sagligi, adaptasyon, gelisme, ireme ve sosyal davranis i¢in genis etkileri olan
pleiotropik bir hormondur. Oksitosin, otonom sinir sistemini ve bagisiklik sistemini etkiler.
Oksitosin-vazopressin sistemi, hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin yani sira
asetilkolin, GABA, glutamat, opioidler, kanabinoidler, katekolaminler, indolaminler ve
steroidlerle etkilesime girer. Norohormon oksitosin (OT), hayvanlarda ve insanlarda sosyal
ogrenme ve bagllk davramsinda rol oynar [136]. Insanlarda, OT’nin gormeyi
kolaylastirdigi, biyolojik harekete aktivasyonu arttirdigi ve sosyal motivasyonu arttirdigi
bildirilmistir. Genetik ¢alismalar, OXTR genindeki iki yaygin tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) varyantinin, sosyal davranistaki bireysel degiskenlik ile iligkili oldugunu gostermistir.
ik varyant rs2254298, otizm ve depresyon ile iligkilendirilmistir. OXTR, G proteinine bagl
bir reseptordur ve fosfolipaz C’ye pozitif olarak baglidir. Memelilerde, OXTR erken gelisim
donemlerinde daha yuksek seviyelerde ifade edilir ve davraniglarla ilgili beyin bolgelerinde
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yogunlasir. Yapilan arastirmalarda OXTR nakavt farelerin, sosyal izolasyona tepki olarak
daha az ultrasonik ses ¢ikarttigi ve daha agresif davramislar gosterdigi belirlenmistir [137,
138]. Cesitli aragtirmalarda OT reseptdr geni OXTR’nin ASD ile iliskili oldugu ve OXTR
metilasyonunun derecesi ile canlilik algisi tarafindan uyarilan beyin aktivitesi arasinda bir
iliski oldugu bildirilmistir [127]. Oksitosin ile tedavi, OSB’de ilag tedavisi arastirmalarinin
en aktif alanlarindan biridir. Klinik deneyler birka¢ yolla yiiriitiilmektedir 6rnegin; tek
seferlik bir OT dozunun etkisinin incelenmesi veya uzun sureli OT tedavisinin etkisinin

incelenmesi gibi [139].

Sitokinler, kemokinler ve bagisiklik sistemi

Son 10 yilda, ASD’ye katkida bulunan inflamatuar mekanizmalara isaret eden birgcok kanit
birikmistir ve bagisiklik diizensizliginin beyin baglantist ve islevini nasil degistirdigini
ayrica otizm fenotiplerinde nasil bir rol oynadigimi tam olarak belirlemek igin yogun
arastirmalar yapilmistir [140]. Otizmde bagisiklik sistemindeki degisiklikler, BOS ve kanda
yiksek pro-inflamatuar sitokin profilleri, beyne 0zgi oto-antikorlarin artan varligi, otizmli
cocuklarin annelerinde bagisiklikla ilgili sorunlarin arttigina dair epidemiyolojik kanitlar,
6liim sonrast ASD’li bireylerin beyinlerinde néroinflamatuvar durumlarin goézlemleri ve
degisen sitokin seviyeleri raporlari, ASD ile bagisiklik arasindaki iliskileri gostermektedir.
Biyokimyasal arastirmalarin ¢ogu sitokinlerin interlokin ve interferon ailelerine
odaklanmistir ve buralarda bir biyobelirte¢ arayisi i¢indedir, Western blot ve ELISA
teknikleri kullanilarak, otizmde cesitli hedeflere veya spesifikliklere karsi reaktivite
sergileyen antikorlarin varlig1 tespit edilebilir. Proteomik analizler; sitokinler, kemokinler,
kompleman proteinleri, adezyon molekulleri ve bilylime faktorleri gibi plazma ve serumdaki
birgok bagisiklik proteininin seviyelerinin ASD’de degistigini gosterir. Ozellikle, ASD’de
IL-1pB, IL-6, IL-8 ve IL-12p40 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve ayrica MIF (makrofaj gocl
engelleyici faktdr = macrophage migration inhibitory factor) ve trombosit kaynakli biiylime
faktorunin (PDGF = platelet derived growth factor) plazma seviyelerinde artis1 rapor
edilmistir, kemokinler MCP-1 ve RANTES oranlarinda anormallikler bildirilmistir.
Plazmadaki sitokinlerin yiiksek seviyelerinin, zayif iletisim ve bozulmus sosyal etkilesim
davranislari ile iligkili oldugunu gdsteren ¢alismalarda mevcuttur [140-142]. TUmor nekroz
faktori-o (TNF-a), bagisiklik sistemi hiicreleri ve CNS arasindaki etkilesimler tarafindan
uretilen sitokinlerden biridir. TNF-alfa, beyin immiin ve enflamatuar aktivitelerinde énemli

roller oynayan bir polipeptittir. Cesitli ¢alismalar, plazmada, beyin omurilik sivisinda ve
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ASD’li ¢ocuklarin beyinlerinde TNF-a’nin yiikseldigini bildirmistir. ASD’li ¢ocuklarda
artan serum TNF-a diizeylerinin, visfatin ve resistin gibi adipokinlerin serum diizeyleriyle
3106rele oldugu da bildirilmistir [143]. Gelecekteki ¢aligmalarda bu bulgular tekrarlanirsa,
yasamin ilk birkag¢ giliniinde bagisiklik sistemi islevinin dl¢iilmesinin belirli nérogelisimsel
yoriingelerin erken tanimlanmasina yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir [144]. Otizm
patogenezinde maternal bagisiklik sistemi 6nemli bir role sahiptir. Maternal bagisiklik
sistemi ile otizm arasinda iliski ilk olarak, enfekte annelerden dogan ¢ocuklarda otizm
insidansinin 6nemli Ol¢iide arttig1 1960°lardaki Kizamikg¢ik salginindan sonra Onerilmistir.
O zamandan beri, epidemiyolojik ve hayvan calismalari bu hipotez i¢in ek destek
saglamistir, ancak maternal immiin aktivasyonun (MIA) ASD riskini arttirdigi
mekanizmalarin olusumu ve tam sirast hala belirsizligini korumaktadir, bu nedenle herhangi
bir tibbi miidahale heniiz gelistirilememistir [145]. Sitokinler, kemokinler ve inflamasyon
hakkinda ¢ok sayida calisma sitokin seviyeleri ile ASD durumu arasinda bir korelasyon

oldugunu gostermistir [146].

IGF-1

IGF-1 (insllin benzeri buyime faktori-1), 70 amino asit iceren tek zincirli bir polipeptittir.
Genel olarak, IGF-1’in normal fetal ve neonatal sinir gelisimindeki rolleri, ndronal hasari
onlemeyi, noronal dejenerasyonu azaltmayi ve miyelinasyonu artirmayi igerir. Otizmin
etiyolojisinin IGF1 (insilin benzeri biyume faktoru) /IGFR (IGF reseptori) /IRS1 (insulin
reseptorii  substrat1) /PI3K (fosfoinositid-3-kinaz) /AKT (protein kinaz B) /mTOR
(Rapamisinin memeli hedefi) hiicre i¢i sinyal yolag1 bozukluklariyla iliskili olduguna dair
artan kanitlar vardir. Ozellikle bu yolak, miyelogenezi desteklemek icin IGF-1’in gevirisini
etkiler. IGF-I/PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, hiicre biiyimesi, ¢ogalma, farklilasma,
hareketlilik, hayatta kalma, metabolizma ve protein sentezinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynar. Dogumda ya da daha Once tespit edilen biyobelirtecler, otizmin daha sonra ortaya
cikmast i¢in 6ngoriicii olabilirler, eksik serum IGF-1 de bunlardan biridir [50, 76]. IGF-1
otizim alaninda yapilan terapotik arastirmalarda 6nemli bir potansiyele sahiptir, bu alanda
yapilan kok hiicre caligmalari umut vericidir [147, 148]. Gelecekte PI3K/AKT/mTOR, diger
standart farmakolojik midahalelerle kombinasyon halinde terapétik bir hedef olarak
kullanilabilir [149]. Dogumda gébek kordon kanindan IGF 1 6l¢limii otizm tanist i¢in umut

vadeden yontemlerden birisidir [50].
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Fosfoinosititler

Fosfoinosititler lipit zarlarin temel bilesenleridir ve sinyal iletimi, zar reseptor lokalizasyonu
ve aktivitesi, zar kimliginin belirlenmesi dahil olmak Uzere bir¢ok hicresel fonksiyonun
onemli duzenleyicileridir. Fosfoinositid sinyal sistemi, sinir gelisimi, hiicre hayatta kalmasi
ve plastisitenin ¢ok 6nemli bir diizenleyicisidir. Otizmde degisen fosfoinositit metabolizmasi
potansiyel bir biyomarker olarak gorilmektedir. No6ronlarda fosfoinositidlerin; sinaps
yapisini ve sinaptik protein sentezini diizenleyen sinyal iletimi, sinaptik vezikul endositozu,
ekzositozu gibi streclerde yer aldigi bilinmektedir. Bu islevler, fosfoinositidlerin dinamik
ve yiiksek diizeyde diizenlenmis metabolizmasina baghidir ve spesifik fosfoinositid
kinazlarin ve fosfatazlarin iyi dengelenmis aktivitesini gerektirir. Genetik ve fonksiyonel
calismalardan elde edilen kanitlar, bu enzimlerin otizm spektrum bozukluklarinda siklikla
diizensiz veya mutasyona ugramis olduguna gostermektedir; ozellikle fosfoinositid 3-
kinazlar ve bunlarin diizenleyici alt birimlerinin siklikla etkilendigi goriilmektedir. Bazi
fosfoinositid kinazlar i¢in izoforma 6zgii inhibitorler, kanser aragtirmalar1 ve tedavisi igin
halihazirda gelistirilmistir ve insanlar da kullanim i¢in degerlendirilmektedir. Otizm igin de

fosfoinositid metabolizmasi terapétik hedef olarak umut vericidir [74, 150].

Noropeptit reseptor

Otizmli ¢ocuklarda ndropeptid reseptor gen ekspresyonu daha diisiiktiir. Diislik kan
noropeptid reseptdrii mevcudiyetinin, ASD’li bireylerde hastalik varligi ve semptom siddeti
icin umut verici bir biyobelirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. Diigiik ndropeptid reseptor gen
ekspresyonu, sosyal davraniglarda bozulmalar ve tekrarli basmakalip davraniglarla
iliskilendirilmistir [151]. Oksitosin (OT) ve arginin vazopressin (AVP), insanlar dahil olmak
Uzere birgok memeli tiirtinde bulunan, birbiriyle iligkili iki kii¢lik néropeptid hormondur. Bu
ndropeptitlerin diizensizligi, davranigtaki degisikliklerle 6zellikle de sosyal etkilesimlerle
iliskilendirilmistir. Oksitosin (OXT) ve arginin vazopressin (AVP) sinyal yolaklar1 ve
bunlarin reseptorleri olan OXTR ve AVPR1A otizmde biyobelirte¢ ve terap6tik hedeflerin
kesfinde umut vericidir [151, 152].
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Proteomik arastirmalar; kan protein paneli, tikirik poli omik RNA 06lciimi, idrarda

proteomik analizler

Proteomik analizler, plazma/serumdaki bircok proteinin seviyelerinin ASD’de degistigini
gOsterir, bu da bir protein panelinin ASD igin bir kan biyobelirteci saglayabilecegini
disiindiiriir. Otizmde nérojenez (NFP, tubulin, tau, MAP-2 ve alfa-senklinal), miyelin
olusumu (MBP ve MAG) ve astrogliogenez (GFAP ve S100B, her ikisi de astrositler
tarafindan salgilanir) ile iliskili ndral proteinlere kars1 dolasimdaki immiuinoglobulin (IgG)
sinift otoantikor seviyelerinin 6nemli dl¢iide yiikseldigini gosteren arastirmalar mevcuttur.
Aragtirmalar ASD’li ¢ocuklarin taranmasinda anti-noronal ve glial protein otoantikorlarinin
biyobelirteglerinin onemini giiclii bir sekilde desteklemektedir [120, 153]. Otizmli
cocuklarda apo B-100 proteinin daha diisiik olmasi dikkat g¢ekicidir [154]. MikroRNA
(miRNA) ve piwi etkilesimli RNA (piRNA) gibi faktorler, kromatin organizasyonunda,
transkripsiyonel diizenlemede, sinaptik fonksiyonda ve diger kritik néronal yollarda yer alan
genlerle etkilesime girer. OSB’li ¢ocuklarda bu yollarin bozulmasi, periferik miRNA ve
piRNA seviyelerinde degisikliklere yol agabilir. Otizm teshis siireci giiniimiizde agirlikli
olarak davranigsal analizlere dayanmaktadir. Otizmin heterojenligi tek bir Ol¢limiin tim
cocuklara genellenmesini zorlagtirmaktadir. Biyobelirte¢ arayisinda invaziv olmayan
toplama avantajiyla tiikiiriik, diger viicut sivilarina 6zellikle kana bir alternatif olabilir,
nispeten kisa bir siire i¢inde tekrar tekrar toplanabilir. Hem insan hem de mikrobiyal kdkenli,
protein ve protein olmayan molekiillerin bir niikleik asit kaynagi olarak tiikiiriik,
organizmanin mevcut durumu hakkinda kompleks bir goriis sunar. Tikiiriik insan ve oral
mikrobiyal DNA ve RNA icerir; bu nedenle izole edilen DNA ve RNA’nin ¢ogu oral
mikrobiyomdan kaynaklanir ve izole edilmis insan niikleik asitlerinin miktar1 nispeten
dusiiktir fakat su anda, tukurik érneklerinde bulunan insan niikleik asitlerini stabilize etmek
ve ¢ikarmak igin farkli spesifik toplama ve izolasyon kitleri mevcuttur [155, 156]. Tukdrik
poli-omik RNA 6l¢iimu, ASD’li cocuklart dogru bir sekilde tanimlayabilmede yeni, invazif
olmayan bir yaklagim olabilir. Bu teknoloji, ASD degerlendirmesi i¢in veya ASD tanilart
icin nesnel destek saglayabilir [156]. Ayrica Kiitle spektrometrisi proteomiklerini kullanarak
otizmde potansiyel idrar biyobelirteclerini analiz eden ¢alismalarda mevcuttur. YUksek
oranda protein iceren kanin aksine, idrar proteinleri nispeten stabildir ve bu da onlari

proteomik arastirmalar i¢in daha uygun hale getirir [157, 158].
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Metabolomik

Omik ve meta-omik disiplinleri su anda biyolojik sivilardan dokulara kadar genis bir
numune panelinde ASD'nin derinlemesine arastirilmasina izin vermektedir. Metabolomik,
battin bir organizmadaki hiicresel surecin son triinleri olan tum metabolitleri iceren biyolojik
bir siirecin ¢alismasidir. Hastalar ve belirli hiicresel siireclerin geride biraktigi saglikli
bireyler arasindaki metabolit parmak izlerinin belirlenmesi, insan hastaliklarinin
patofizyolojisi hakkinda fikir verebilir. Otizmli bireylerde serum metabolitlerindeki
farkliliklar potansiyel biyobelirte¢ olabilir [119, 159]. Yapilan bir arastirmada; otizmin 2
0zel metabolitle iliskili oldugu gosterilmistir: sfingosin 1-fosfat ve dokosaheksaenoik asit
[159].

Tam kan sayimi, hemogram

ASD’li bireylerde immdinolojik anormallikler ilk olarak 1977’de rapor edilmistir [160].
ASD’nin altinda yatan kesin patofizyolojiler belirsiz olsa da, artan kanitlar diizensiz
noroinflamasyonun roliini desteklemektedir. Bazi inflamatuar belirtecler, geleneksel ve
ucuz tam kan sayimi (CBC) yontemiyle incelenebilir. Kan hiicresi sayimi, kirmizi kan
hlcreleri, monositler, notrofiller, lenfositler, kandaki trombositler gibi hiicre bilesimi ve
ayrica notrofil-lenfosit orant (NLR), trombosit-lenfosit orani, lenfosit-monosit oran1 (LMR)
gibi sistemik inflamatuar yanitlar i¢in belirte¢ler olarak kullanilabilen hiicre oranlari
hakkinda bilgi saglamaktadir. Otizmin immiinolojik boyutu ele alindiginda periferik kanda
kronik inflamasyonun bir géstergesi olan ylksek monosit seviyesi ve ASD siddeti ile iligkili
lenfosit-monosit oran1 LMR’nin otizmde tanisal bir degeri olabilir. Otizmde torombosit
fonksiyonlarinda bozulma 6ngoéren arastirmalar mevcuttur. ASD’nin siddeti agisindan bu
parametrelerin rolinu anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir [161-163]. Yuksek
kan monosit sayilar1 genellikle otoimmiin ve baz1 bulasict hastalik durumlarinda bulunur.
Neopterin proinflamatuar bir bagisiklik durumunun gostergesidir. YUksek neopterin
seviyeleri, yiiksek hiicre aracili bagisiklik ile tutarli olarak, iyi bilinen bir bagisiklik
aktivasyon belirtecidir. Sitokin interferon gama tarafindan uyarildiginda, monositler ve
makrofajlar artan miktarlarda neopterin molekult Gretir. Ylksek neopterin seviyeleri,
monosit/makrofaj aktivasyonunun yani sira T hiicrelerinin aktivasyonu ve hiicre aracili
bagisikligin bir gostergesi olarak hizmet eder, otizmli bireylerde bu degerlerin kontrollere

kiyasla yiiksek oldugunu bildiren aragtirmalar mevcuttur [164].
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Folata bagl tek karbon metabolizmasi

Folat, piirin ve timidin biyosentezi, glisini serine doniistiirerek ve metionini sentezleyerek
amino asit homeostazini siirdiirmek, homosistein yeniden metilasyonu yoluyla epigenetigi
korumak ve redoks tirlerinin tretilmesi ve tiketilmesi icin dénemlidir. Transstlfirasyon (TS)
yolu, folat bagimli tek karbon metabolizmas1 (FOCM) ile i¢ icedir ve hucre ici redoks
durumunun korunmasina ve toksinlerin viicuttan atilmasina yardimei olan birincil bir
antioksidan olan glutatyon Uretiminden sorumludur. Bu yollar igindeki anormallikler,
Ozellikle azaltilmis bir S-adenosilmetiyoninin S-adenosilhomosisteine orani (DNA
metilasyonu igin kapasitenin azaldigin1 disiindiiriir) ve oksitlenmis gulutatyonun
indirgenmis glutatyona oraninin artmasi (hiicre ici oksidatif stresin daha yiiksek seviyelerini
gosterir), ASD ile yakindan iliskilendirilmistir [38]. Bozulmus FOCM ve transsulfiirasyon
(TS) yollar1 ASD tanisini tahmin etmek icin aragtirmalar siirdiiriilen yolaklardan birisidir.
Klinik bir ASD biyobelirteci icin en umut verici adaylardan biri, FOCM/TS o6l¢umlerini
kullanan kan bazli bir testtir. FOCM ve TS; DNA metilasyonu ve redoks durumunu
tanimlayan Olclimlerdir bu nedenle sadece tanisal belirtecler olarak degil, ayn1 zamanda
gelecekte tedavi sonucunun gostergeleri olarak da deger sunabilir [165]. FOCM/TS
metabolitlerini tan1 amaglh arastirmanin yani sira, FOCM ve TS yollarindaki aktivitenin
diizeltilmesi, otizm patofizyolojisine katkida bulunan altta yatan biyolojik strecleri
etkileyebilir ve boylece bu yollarda metabolik anormallikleri klinik tedavi icin umut verici
hedefler haline getirebilir [166].

Bevin temelli biyobelirtecler

Beyin goriintlileme temelli ¢aligmalarda; tarayici ortaminda uzun siire hareketsiz kalma ve
s0zIU talimatlara uyma gereksinimi arastirmalara kisitlilik getirmektedir, dogal gorsel
dikkatin incelenmesi gibi yaklasimlarin bazilari daha umut verici genis 6lgekli uygulamalara
sahiptir. Gri madde hacmi, kortikal kalinlik, beyaz cevher mikro yapisi, amigdalanin asiri
blylUmesi, subkortikal hacimler, superior temporal sulkus anormallikleri biyobelirtec
aragtirmalarinda Onemli potansiyele sahiptir. Yapisal emar, dinlenme durumunda
fonksiyonel MRI, ¢ok modlu MR c¢aligmalar1 ile biyobelirteg arayis ¢alismalar1 devam
etmektedir, daha biiyiik 6rneklemli ¢alismalara ihtiya¢ vardir [113, 167]. N170, yiiz algisinin
iyi ¢alisilmig bir noral belirtecidir. Bu yiize duyarl olaya iliskin potansiyel (ERP), bir y(iziin
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goruntilenmesinden ~170 milisaniye (ms) sonra oksipitotemporal kafa derisi Uzerinde
negatif bir sapma olarak belirgindir [168]. Norolofizyoloji alaninda yapilan uyarilmig yanit
caligmalarinda Yiizdeki N170 latanst ASD igin olasi bir biyobelirte¢ olarak gortlmektedir
fakat orneklem kiigtikliikleri, IQ gibi etkiler nedeni ile daha ¢ok arastirmaya ihtiyag vardir.
Gorsel dikkat, klinik ortamda yaygin uygulama potansiyeli nedeniyle ASD i¢in erken bir
biyobelirte¢ olarak daha yaygin kullanilsada kii¢k ¢ocuklar tizerinde daha fazla randomize
caligmalara ihtiyag¢ vardir [169, 170]. ASD’de makrosefali prevalansi, kontrollere kiyasla
daha yuksektir, Asirt Toplam Beyin Hacmi, ¢esitli arastirmalar da otizm ile
iligkilendirilmektedir [171].

Eser element degisiklikleri

Mevcut veriler, ASD ile biyolojik olarak gerekli ve toksik eser elementlerin durumu arasinda
onemli bir iliski oldugunu gostermektedir. Arastirmalar otizmli ¢ocuklarin lityum (Li),
manganez (Mn), selenyum (Se), baryum (Ba), civa (Hg) ve kalay (Sn) diizeylerinin yas ve
cinsiyete gore onemli dl¢lide azaldiginmi gostertermektedir, plazma krom (Cr) ve vanadyum
(V) konsantrasyonlarinda artis bildirmektedir [172]. Metallerin norogelisim tizerindeki
genel etkisi 6nemlidir. Bir¢ok ¢alisma, metallerin, 6zellikle civa (Hg), ¢inko (Zn), bakir
(Cu), aliminyum (Al) ve kursunun (Pb) ASD’nin gelisimi iizerindeki olast etkisini
arastirmistir [173]. Ornegin kursuna gelisimsel siirecte maruziyet NMDA reseptor
hipofonksiyonuna ve ardindan beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) sinyallemesinin
dizensizligine yol agabilir. Pb, civadan sonra kiiresel halk sagligi komplikasyonlarinin
%0,6’sma katkida bulunan en tehlikeli 2. Agir metaldir. Merkezi sinir sistemi Pb’ye karsi
oldukea hassastir ve dogum 6ncesi ve dogum sonrasi Kritik donemlerde maruziyet anormal
norogelisime yol agar ve ndrodavranissal bozukluklara neden olur. Norotoksisitesinin olasi
iyilestirilmesi beyin sinaptik fonksiyonlarinda olumlu etkiler getirebilir. Otizmin Kkesin
etiyolojisi bilinmemekle birlikte, ¢aligmalar genetik ve g¢evresel kirleticiler arasinda bir
baglant1 oldugunu gdstermistir. Cevre kirletici agir metallerden biri olan kursun (Pb) otizm
ile iliskilendirilmektedir. Ozellikle hamilelik sirasinda annenin Pb’ye maruz kalmasi
gelismekte olan fetliste oksidatif stresi artirir, norogelisimi etkiler ve otistik benzeri

davranislara neden olur [174, 175].
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Genetik

Otizmin goriiniirdeki yiiksek kalitsalligi nedeniyle, altta yatan genetigine odaklanan
aragtirmalar uzun siiredir devam etmektedir. Genetik testler, baz1 genetik¢ilerin, genomun
kodlama yapmayan bdlgelerinin dahil oldugu bozukluklari tanimlamak ve poligenetik
faktorlerin karmasik etkilerini incelemek i¢in tim genom dizilimini gergeklestirmesiyle
gelismeye devam etmektedir. ASD ile iligkili, bilinen genomun disinda yeni genler
arastirilmaktadir [121]. Otizm tanili bireylerde otizmin siddeti ve fenotipi, hastalar arasinda
onemli bireysel farkliliklar ile heterojendir. Otizm tanili bireylerdeki heterojenlik hem lokus
hem de allelik heterojenligi igerir. Kapsamli arastirmalara ve genetikteki bazi kesiflere
ragmen, bugiin hala otizm teshisi ile toplu olarak iliskili herhangi bir genetik farklilik seti
tanimlanmamugtir. Folat ve Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) polimorfizmleri
otizmi iligkilendiren ¢alismalar mevcuttur. Ayrica, hiicre sinyalizasyonu, hilicre adezyonu ve
sinaptik fonksiyon veya plastisite ile ilgili protein ailelerinin bazi fonksiyonel iiyelerini
kodlayan bu genlerdeki diger bazi mutasyonlar 6rnegin, SHANK, neurexins, noroligin
proteinleri, glutamat reseptorleri, BDNF ve KIRREL3, TOR ve FMRP sinyal yolaklart,
otizm teshisi konanlarin sergiledigi semptomlarla iligkili nedensel hipotezlerle giiglii bir
sekilde iliskilendirilmistir. Bu proteinlerin gen dizenlenmesindeki rollerinde heniiz
belirsizlikler olsada c¢ok sayida biyolojik yol yapilan arastirmalarda otizm ile
iliskilendirilmistir [143]. MikroRNA’lar (miRNA’lar), 18-25 niikleotid uzunlugunda,
mesajct RNA’lara baglanarak transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu negatif
olarak diizenleyebilen, kodlanmayan kiicik RNA molekiilleri grubudur. Insanlarda
tanimlanmis MIRNA’larin yaklasik yarist beyinde ifade edilir ve merkezi sinir sisteminin
gelisimi ile ilgili birgok biyolojik siire¢ igin 6nemli diizenleyici islevlere sahiptir. miRNA
biyogenezindeki ve miRNA-hedef etkilesimindeki bozulmalar, psikiyatrik bozukluklar da
dahil olmak tizere CNS hastaliklar1 ile iliskilendirilmektedir, ASD ¢alismalarina
mMiRNA’larin dahil edilmesi, farkli hastalik alt gruplari arasinda ayrim yapilmasini
kolaylastiracaktir [176]. ASD ile iliskili yapisal DNA degisiklikleriyle ilgili arastirmalar,
Down sendromu gibi 1yi bilinen kromozomal degisiklikleri, 15q11.2 mikrodelesyonu gibi
kopya sayist varyasyonlarini, Phelan McDermid Sendromu gibi tek gen bozukluklarini ve
Fragile X gibi triniikleotid tekrar bozukluklarini i¢erir. Bununla birlikte, c¢alismalar yapisal
genetik kusurlarin otizm vakalarinin yaklasik %15-20’1ik bir kismindan sorumlu oldugunu
ileri sirmekte ve daha cok nokta mutasyonlarmma odaklanmaktadir. Tek nikleotid

polimorfizmleri (SNP’ler) olarak bilinen genomdaki yaygin varyasyonlar, otizmde dikkat
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cekicidir. Cogu SNP sessizdir, ¢iinkii %98’i DNA’nin intron veya intergeneik bolgelerinde
meydana gelir. Bununla birlikte, bazilar1 otizm gibi degisken semptomatik kosullarda
tanimlanmistir. Bir polimorfizm olarak siiflandirilmasi i¢in, en az %1 veya daha fazla bir
olusum frekansina sahip olmalidir. Potansiyel otizm gelisiminin belirlenmesiyle ilgili
olabilecek SNP’lerden bazilar1 sunlardir: Insiilin reseptori benzeri biyume faktori (IRS-
1)—G972R, DESP15—rs3746599, IGF1/Tasl ve IGF1/SmaBl, IGF-1—rs1520220, IRS-
1—rs1801123, FOXP2—rs2056202rs—2292813, GSBRB3—rs878960. Cesitli dokularin
genomunda 6l¢tilen metilasyon paternleri, otizmi tanimlayan baska bir olasi tani araci olarak
aragtirtlmaktadir  [50, 169]. Son 40 yilda otizmin genetigine iliskin ¢ok ilerleme
kaydedilmistir. Aile ve ikiz ¢alismalari ile otizmin kalitsal yonii ortaya koyulmus ve tipik
olarak cok faktorli bir kokene sahip oldugu anlasilmistir. Bununla birlikte, otizm, genetik
heterojenligin yan1 sira muazzam bir klinik heterojenlik gosterir. Genetik kesifler biiyiik bir

ilerlemeyi temsil ederken, bu ¢alismalari klinik arastirmalarla iliskilendirmeye ihtiya¢ vardir
[62].

Mitokondrial disfonksiyon

ASD’li ¢ocuklarda mitokondriyal disfonksiyonun biyobelirtegleri yaygindir. Karnitin,
laktat, pirruvat ve laktat/piruvat orani anormallikleri otizmde tanimlanan anormal
mitokondriyal fonksiyon belirtecleridir. Ayrica kreatin kinaz, amonyak ve aspartat
aminotransferaz (AST) gibi diger standart kan belirtecleri, otizmde mitokondriyal islev
bozuklugu i¢in yaygin olarak kullanilan biyolojik belirteclerdir. Laktat dehidrojenaz, laktat
oksidaz, piruvat kinaz ve heksokinaz, Na+/K+ ATPaz, Kaspaz-3 gibi yeni mitokondriyal
islev bozuklugu biyobelirtegleriyle, otizmi kontrollerden ayirt etmeye calisan aragtirmalar
mevcuttur. Olgiimlerin standardize olmamasi, 6rneklem kiictklukleri ve mitokondriyal islev
bozuklugunun biyobelirteclerinin spesifik olmayan dogasi, otizm arastirmalarinin bu
alanindaki ilerlemesini kisitlamaktadir [121, 169]. Su ana kadar yapilan otizm alanindaki
mitokondriyal disfonksiyon ¢alismalarinda; bagisiklik ve bukkal hiicrelerde, fibroblastlarda,
kas ve gastrointestinal dokuda ve otizmli bireylerin beyinlerinde mitokondriyal
anormallikler tanimlanmustir. Birkag vaka serisi, otizmdeki mitokondriyal disfonksiyon ile
epilepsi arasindaki iliskiye dikkat cekmistir. Mitokondri, dogrudan eksojen cevresel
stresorlerden ve ikincil olarak ROS, inflamatuar mediatorler ve enterik mikrobiyom gibi

lokal metabolik modiilatorler gibi i¢sel faktorlerden etkilendiginden, otizmde mitokondrial
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disfonksiyon gen ¢evre etkilesimleri ile iliskilendirilmistir. Mitokondriyal disfonksiyonun

etiyolojisi ve otizmli bireylerde nasil tanimlanacagi su anda net degildir [177].

Gama aminobiitirik asit (GABA)

Gama aminobiitirik asit (GABA), glutamat dekarboksilazin etkisi sayesinde glutamattan
elde edilir ve noronal uyarilabilirligi dengeleyen karmagsik ve homeostatik bir iligkiye
sahiptir. Olgunlasmamis beyinlerde, GABA reseptorleri yetiskin beyinlerinden farklidir.
GABA, beyin gelisimi sirasinda ana uyarict ndrotransmitteri temsil eder ve proliferasyon,
migrasyon, sinaps olgunlasmasi, farklilasma ve hiicre 6liimiinii etkiler. Gabaminerjik ve
glutaminerjik sistemlerdeki degisiklikler, uyarici/inhibitdr dengenin bozulmasina neden olur
ve ayrica otistik davraniglar ve cesitli norogelisimsel bozukluklar i¢in potansiyel
mekanizmalardir. Otizmli c¢ocuklarda plazma GABA ve glutamat seviyeleri degisir.
Ozellikle, plazma GABA’sinda ve glutamat/glutamin oraninda &nemli bir yiikselme varken,
plazma glutamin seviyeleri ve glutamat/GABA oranlar1 kontrollerle karsilastirildiginda
Onemli dl¢lide daha diisiiktiir. GABA ve glutamat ndrofizyolojisindeki uyarici ve engelleyici
mekanizmalar arasindaki bu dengesizlik, gelisimsel gecikme ve zeka geriligi, sizofreni ve
epilepsi gibi diger norogelisimsel bozukluklarla iliskilendirilmektedir. Otizmde GABA
modiilatorleri ile farmakolojik yaklasim, uyarici glutamaterjik ve inhibitor GABAerjik
yollar arasindaki dengesizligi hedeflemeyi amaclar. Arbaklofen, akamprosat, bumetanid ve
valproat en ¢ok calisilan maddelerdir. Ornegin Arbaklofen gibi GABAb agonistleri,
GABA’y1 aktive eder ve glutamat salinimini preklinik olarak inhibe eder. Teorik olarak bu,
ASD’de uyarici ve engelleyici ndrotransmisyon dengesini yeniden saglamalidir, bunun igin
biiyiik 6rneklem gruplarina sahip daha fazla sayida arastirmaya ihtiyag duyulmaktadir [178,
179]. Otizmde anormal GABA islevine iliskin kanitlar sinirhidir. Birkag vaka raporu ve
kiigtik ¢alisma, kontrollere kiyasla plazma, trombositler ve idrardaki GABA seviyelerinde
farkliliklar oldugunu bildirmistir. Yiikselmis plazma GABA seviyeleri, Otistik Bozuklugun
biyokimyasal bir belirteci olabilir. Giderek artan arastirmalar, Otistik Bozuklugun
etiyolojisinde veya patofizyolojisinde GABAerjik mekanizmalarin rol oynadigi hipotezini
desteklemektedir [180].
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Besinsel (Folat, B12 Vitamini, D Vitamini, PUFA-Omega 3, Selenyum, Ubikinonl0-
koenzim Q10)

Hamilelik sirasinda folat, embriyoda otizm gelisimi ile karmasik bir iliskiye sahiptir.
Hamilelikte folat eksikligi, yavrularin otizm gelistirme riskini artirir fakat bununla birlikte
dogumda ¢ok yiiksek maternal folat veya vitamin B12 kan konsantrasyonlarinin, otizm
gelistirme riskinin artmastyla iligkili oldugunu 6ne siiren ¢alismalarda mevcuttur bu nedenle
doz ¢ok 6nemlidir. Folatin plasenta boyunca tasinmast ASD’li ¢ocuklarin annelerinde bloke
olabilir ve bu da kanda daha yliksek folat seviyelerine neden olabilir. ASD’li ¢ocuklarin
annelerinde Folat Reseptor Alfa Otoantikorlar1 (FRAA’lar) ve rediikte folat tasiyicisinda
(RFC) tek nukleotid polimorfizmi (SNP) prevalanst daha ytiksektir [121].

Diger onemli beslenme biyobelirtecleri, gebelikte ve otizmli bireyler de D vitamini
eksikligidir. D vitamini, norogelisimde 6nemli rol oynayan bir ndrosteroid hormondur.
Noral hiicre proliferasyonu, nérotransmisyon, oksidatif stres ve bagisiklik fonksiyonu,
Merkezi Sinir Sisteminde D vitamininin aracilik ettigi ana mekanizmalar1 temsil eder. Bu
nedenle, hamilelik ve erken cocukluk doneminde eksikligi, gelismekte olan bir beyni 6nemli
Olclde etkileyerek ASD dahil olmak iizere olasi olumsuz néropsikolojik sonuglara yol
acabilir. D vitamini eksikliginin otizmin etyopatogenezindeki olast katkisini ve ASD
cekirdek semptomlarinin iyilestirilmesinde hormon takviyesinin potansiyel etkinligini daha
iyi anlamak icin hamilelik ve erken bebeklik doneminde yuruttlen daha fazla Randomize
Kontrollii Calismalar gereklidir [181].

Birka¢ ¢aligma, ASD'de yer alan noronal siire¢lerde ve immiin modiilasyonda lipidlerin
temel roliinii vurgulamistir. Ozellikle, coklu doymamus yag asitleri (PUFA'lar), beyin
gelisimi ve olgunlagsmasi igin gerekli olan temel yag asitleridir. Beslenme yoluyla
saglanmalar1 gerektiginden, bu besinlerdeki eksiklikler veya dengesizlikler, hem onculer
hem de uzun zincirler beyin fonksiyonlarini yalnizca gelisim sirasinda degil, ayn1 zamanda
yasam boyunca ve Ozellikle noroinflamasyon donemlerinde giiclii bir sekilde etkiler. Son
kanitlar, n-3 PUFA homeostazinin ASD'de, ya beslenme dengesizligi ya da genetik kusurun
bir sonucu olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir. n-3 PUFA eksikligi modelleri iizerine
yapilan ¢ok sayida calisma, GABAerjik, dopaminerjik ve kolinerjik ndrotransmisyonda
derin degisiklikleri ortaya ¢ikartmistir. Lipid metabolizmasi gen alelleri, PUFA

metabolizmas1 ve beyin hastaliklar1 arasinda bazi baglantilar mevcuttur. Beslenme
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mudahaleleri, 6zellikle n-3 PUFA'larin anti-inflamatuar 06zelliklerinden yararlananlar,
ASD'de hem néroinflamatuar bilesenleri hem de mikrobiyota disbiyozunu potansiyel olarak

modiile edecekleri i¢in umut verici adaylardir [140].

Selenyum, selenoproteinler araciligiyla antioksidan savunma saglayan temel bir mikro
besindir. Selenyum insan saglig1 i¢in elzemdir ve spesifik selenoproteinlerin antioksidan
aktivitesi (veya eksikligi), merkezi sinir sistemi hastaliklarinda 6zellikle ilgi ¢ekicidir. Beyin
viicuttaki tiim organlar arasinda metabolik olarak en aktif olanidir ve toplam kiitlenin sadece
%?2’sini temsil etmesine ragmen, beyin metabolizmasi insan viicudu tarafindan tiiketilen
oksijenin yaklasik %20°’sini ve glikozun %25’ini olusturur. Bu yuksek metabolik aktivite
ile uyumlu olarak, beyindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin yiiksek konsantrasyonu, onu
peroksidasyona karsi daha savunmasiz hale getirir. Selenoproteinler, dogal antioksidan
aktiviteleriyle, serbest radikal savunma sisteminin bir pargasi olarak temel roller oynarlar
[182].Cesitli arastirmalar, otizmli ¢ocuklarin saglarinda ve kanlarinda, kontrol grubu
cocuklara gore Onemli 6lgiide daha diisiik Se diizeylerine sahip oldugunu gdstermistir.
Selenyum takviyesi otizmli ¢ocuklarin klinik semptomlarini hafifletebilir mi? Bu soru i¢in
alanda yeni arastirmalara ihtiya¢ vardir. Se, norotransmiter seviyelerini duzenleyerek,
oksidatif stresi azaltarak, néroinflamasyonu hafifleterek ve noral hiicre hasarini kurtararak

hipokamplsde koruyucu bir rol oynayabilir [131, 183].

Beyin mitokondrisi, serbest radikallerin olusumunda ve ATP iiretiminde 6nemli bir rol
oynar. Mitokondrideki solunum zincirinin énemli bir bileseni, hiicre biyoenerjetigi i¢in
onemli bir faktoér olan Koenzim Q 10'dur (CoQ 10 ). Bir antioksidan olarak oksidatif stresi
azaltir. Otizmli ¢ocuklarda ubiquinol destekleyici tedavisinin davranis, fizyolojik islevler,
antioksidan durum ve lipid peroksidasyonu gibi yararli etkileri yeni arastirmalarla
degerlendirilmelidir [184].

Ayrica bu konulara ek olarak;
-Tioredoksinler

-Plazma F2t izoprostanlar
-Lipofuksin

-Plazma 3 klortirozin
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- 3 Nitrotirozin
-Neopterin
-Homosistein ve sistein
-Sulfat

-Kortizol

-Porfirinler

-M 50, M100

-Isitsel salinim (MEG auditory oscillations)
-Metilasyon

-Acil karnitin

- Laktat

-Pirtvat

-Laktat/ piriivat orani
-Alanin/ lizin orani
-Zonulin

- Fetal beyin antikorlar1
-Kalp atis hiz1 degisiklikleri
- EEG Gama band
-Mikrobiyota

- Asetilkolin

-Dopamin

-Tiamin

-Histamin

gibi konular da otizm ve biyobelirte¢ arayisi konusunda ele alinan basliklar arasinda yer

almaktadir [121, 143, 185-187].
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma icin gerekli olan etik kurul izni Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan almmustir (18.05.2021 tarihli, G.U.ET-21.031 kod numarali). Gazi BAP
birimine yapilan proje Onerisi bagvurusu 19.08.2021 tarihinde kabul edilmis ve
desteklenmesi uygun goriilmiistiir (Proje Basligi: Deneysel otizm modelinde transaurikular
nervus vagus stimulasyonun pro inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler (Gzerine
etkilerinin incelenmesi, Proje No: TDK-2021-7245, Proje Turu: Doktora, Siresi: 18 Ay,
Baglama Tarihi: 19.08.2021). (Arastirmamizda 20.029 kod nolu ¢alismada kullanilan 30 adet
C57BL6 farenin yavrularindan elde edilen dokulari kullanilanilmistir BAP Proje No:
76/2020-01)

Calismamizda; GUDAM laboratuvarlarindan 8-10 haftalikken satin alman C57BL/6 disi
farelerden elde edilen yavru fareler kullanilmistir. Otizmli yavru gruplari gebe farelere VPA
uygulanarak elde edilmistir. Bir anne fareye maksimum iki kez VPA uygulamasi
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu yavrularini elde etigimiz annelere herhangi bir kimyasal

uygulamasi gerceklestirilmemistir.

Calismamiz i¢in 3 grup olusturulmustur; Kronik Otistik Transcutan6z Auricular
Stimulasyon Grubu (KOTASG), Kronik Otistik Kontrol Grubu (KOKG), Kronik Saglikli
Kontrol Grubu (KSKG). Her grup 8 disi, 8 erkek yavru olmak iizere 16 yavru ile
olusturulmustur. 32 adet otistik davranis gosteren C57BL/6 yavru fare ve 16 adet C57BL/6
saglikli yavru fare olmak iizere toplamda 48 adet C57BL/6 yavru fare kullanilmistir. Cizelge

3.1’de kronik etkilerin incelenecegi yavrularin gruplar1 gosterilmektedir.

Otizm spektrum bozuklugunun valproik asit (VPA) hayvan modeli, sahada en yaygin
kullanilan hayvan modellerinden biridir. Bu model, otizmli bireylerde goriilebilecek bir¢cok
yapisal ve davranigsal Ozelligi gostermektedir. VPA, yaygin olarak kullanilan bir
antikonvilsan duygudurum diizenleyicidir. VPA maruziyet modeli, ASD ¢alismasi igin en
dogrulanmig modellerden biri olarak kabul edilir ve ASD'nin etiyolojisini, gen
ekspresyonunu ve néronal isleyisini incelemek igin 6nemli bir aragtir. Otizm modelinde
hipokampiiste piramidal hiicre kaybi gibi bir dizi degisiklik meydana gelmektedir. Gebelik
sirasinda VPA'ya maruz kalma zamanlamasinin VPA'min davranis iizerindeki etkilerini

etkiledigi g6z onilinde bulundurulmalidir. Arastirmalar fare ve ratlarda gebelikte embriyonik
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glinlin 9 ve 14,5. giinleri arasinda VPA’ya maruz kalmanin otistik benzeri davranislar
gelistirmeye sebep oldugunu gostermektedir. Otizm benzeri davranislar i¢in gebeligin 12,5.
embriyonik guninde VPA'ya maruz kalmanin en etkili oldugunu gosteren calismalar

mevcuttur.

Otistik fareleri elde etmek icin gebe farelere gebeliklerinin 12,5 gininiide 600 mg / kg VPA
gavaj ile verilmistir,toplam gebelik siireleri yaklagik 21 gilindiir. Tiim hayvanlar gavaj
uygulamasindan hemen sonra kafeslerine geri getirilmistir, dogan yavrular siitten kesilene
kadar rahatsiz edilmeden birakilmistir. Yavrular anneler ile 28 giin ayn1 kafeste tutulmustur.
Arastirmamiz GUDAM’dan temin edilen CS57BL/6 farelerin ciftlestirilmesi, VPA
uygulamasi, yavrulara deney uygulanmasi, stimulasyon grubuna VNS uygulanmasi,

sakrifikasyon ve analizler seklinde ilerlemistir.

3.1. Yavrular

Yavru fareler dogduktan sonra (P1) kuyruklarina rakamlar yazilarak ayri ayr etiketlenmis
ve cinsiyetleri (anogenital mesafeye gore) belirlenerek, bireysel viicut agirliklar1 6l¢iilerek
kaydedilmistir. Anogenital mesafe kumpas ile olgiilerek belirlenmistir.

P 28’de siitten kesilinceye kadar yavru farelerin tumt anneleri ile birlikte birakilmis ve higbir
uygulanma yapilmamamistir. P 28’de siitten kesilen yavrular ayr1 ayri, en az 4 adet yavru
ayni kafese yerlestirilmistir (4 yavru/ 1 kafes). Otistik davranis sergileme durumlarini
kontrol etmek icin; 8. haftaya gelen yavru farelere dogal anksiyete testleri olan open field
test ve elevated plus maze test ve sosyal anksiyete testi olan mirrored chamber test ve three
chamber test uygulanmistir. Yavrulara her gin 1 deney uygulanmis ve deneylerin

sonuglarina gore her yavru otistik davranis bakimindan degerlendirilmistir.

3.1.1. Kronik etkilerin incelendigi gruplar

1. Grup;, Kronik Saghkli Kontrol Grubu (KSKG);, bu gruba cihaz yerlestirilmesi

yapilmamaistir, stimiilasyon verilmemistir fakat tiim gruplarda uygulanan davranis testleri
uygulanmistir. Bu grupta 16 adet saglikli yavru fare kullanilmistir. Elisa ¢aligmalari igin 8.

Haftada baslanan deneylerden 1 ay sonra sakrifiye edilmistir.

2. Grup; Kronik Otistik Kontrol Grubu (KOKG); bu gruba cihaz yerlestirilmesi yapilmamus,

stimiilasyon verilmemis fakat tum gruplarda uygulanan davranis testleri uygulanmstir. Bu
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grupta 16 adet otistik yavru fare kullanilmistir. Elisa ¢alismalar1 i¢in 8. Haftada baslanan
deneylerden 1 ay sonra sakrifiye edilmistir.

3. Grup;
(KOTASQG); bu grupta transcutan6z auricular stimilasyon cihazi 2 kulaga da takilmig ve 2

Kronik Otistik ve Transcutantz Auricular Stimilasyon Uygulanan Grup

kulaktan ayni anda transcutandz auricular stimiilasyon uygulanmistir ve 16 adet otistik

davranis sergileyen yavru fare kullamlmistir. Elisa ¢aligmalar1 igin stimulasyon

uygulamasindan 1 ay sonra sakrifiye edilmistir.

Kronik donem etkilerin incelendigi gruplar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kronik donem etkilerin incelenecegi gruplarin dagilimi

. Islemin | Grupta
Grup Grup alt Gruptaki Gruba sonlandirt | toplam
numa | Gruplar basliklart si/za\z/lralit 4 lf’é’;i;l;::rk Ima yavru
ralart y $ zamant sayisi
8 adet .
kronik. | Kronik, Sagliklt | 5575 Elisa | 1 ay sonra
' .. aliSmalari
Saghky | <ONtrol Grubua | gisi yavry | ¥ 16 adet
1 Kontrol 8 %det _ saglikl
Grubu Kronik, Saghkli | saghkh Elisa 1ay sonra | Yavru
(KSKG) | Kontrol Grubu b | erkek caligmalart
yavru
Kronik Kronik Otistik gt?gttielt( Elisa 1 ay sonra
. Kontrol Grubua | 7. calismalari y
Otistik disi yavru 16 adet
2 Kontrol 8 adet otistik
Grubu Kronik Otistik | otistik Elisa 1 av sonra | Yavru
(KOKG) Kontrol Grubu b | erkek calismalari y
yavru
Kronik, Otistik Stimilasy
_ ve Transcutan0z | 8 adet Elisa on
Kr_Oﬂ_lk, Auricular otistik disi 1 ) uygulamas
Otistik ve | Stimiilasyon yavru catismatatl |y ndan 1 ay
Transcuta | Grubu a sonra
noz . — - — 16 adet
3 Auricular | Kronik, Otistik | 8 adet Elisa Stimilasy | otistik
Stimiilasyo | V& Transcutantz | otistik caligmalar1 | on yavru
n Grubu Auricular erkek uygulamas
(KOTASG Stimilasyon yavru mdan 1 ay
) Grubu b sonra
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3.1.2. Davrams deneyleri

Open Field Test (OFT), Elevated Plus Maze (EPM), Mirrored Chamber Test (MCT), Three
Chamber Test (TCT) olmak tizere 4 farkli davranis deneyi ile hayvanlarin davranis deneyleri
saglanmistir. Kronik grup i¢in ilk hafta davranis deneyleri ardindan ii¢ hafta haftada 2 gin
30 dk stimiilasyon, son hafta davranis deneyleri ve sakrifikasyon uygulanmustir. Stimilasyon

uygulanan giinde davranis deneyi yapilmamustir.

3.1.3. TVNS

2010 yilinda, vagus sinirin kulak kepgesini (Nemos® cihazi) uyaran yeni bir non-invaziv
transkutan6z VNS (tVNS) cihazi, farmakoresistant epilepsinin tedavisi i¢in Avrupa onayini
almistir. Benzer sekilde, electroCore LLC gammaCore cihazi (Basking Ridge, NJ, ABD)
birincil bas agrisini tedavi etmek igin invazif olmayan bir vns’dir. tVNS, migren, depresyon
ve epilepsinin tedavisinde insanlarda ve kemirgen modellerinde ¢esitli pilot ¢alismalarda test

edilmistir.

Vagus sinirin aurikular dalinin (tVNS) noninvaziv bir elektrik transkutan6éz vagus sinir
stimulasyonu, vagus sinirin afferent ve efferent merkezi cekirdeklerinin aktivasyonu ile

gosterildigi merkezi dongiisiiyle sonuglanir.

Arastirmamizda stimiilasyon uygulanacak gruba (KOTASG); elektriksel uyarici ile
transkutandz vagus sinir stimiilasyonu (tVNS) genel anestezi altinda gergeklestirilmistir.
Stimiilasyon izolator ile her iki kulagin konkasmma 5 V, 1 mA, 10 Hz atimli darbe
stimiilatorii, 250 mikro saniye atim genisligi ve bifazik olarak (Vagustim Tiirkiye) 30 saniye

on, 30 saniye of toplam 30 dakika stimulasyon haftalar1 boyunca haftada iki kez yapilmigtir.
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Resim 3.1. TVNS. Farelerde genel anestezi altinda, vagustim cihazi ile trans auricular vagus
sinir stimiilasyonu (C57BL/6). Resim Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi'nde
“Norobilim ve Noroteknoloji Miikemmeliyet Merkezi” projeleri kapsaminda
ekibimiz tarafindan gergeklestirilen vagus siniri uyarim ¢alismalarindan elde
edilmistir

3.1.4. Kan ve dokularin toplanmasi ve deneye hazir hale getirilmesi

Tim uygulamalar bittikten sonra yavru farelerin hepsi sakrifiye edilip hizlica tiim merkezi

ve periferik santral sinir sistemi yapilar izole edilmistir.



48

Cizelge 3.2. Deneklerin sakrifiye tarihleri

08.10.2021 2D-2E(KOTASG)

04.11.2021 2D-1E(KOTASG)

14.01.2022 3D-3E (KOTASG)

22.04.2022 1D-1E (KOTASG) | 1D-1E(KOKG) | 1D-4E (KSKG)
27.05.2022 1E (KOTASG) | 7D-2E (KOKG)

25.08.2022 2D-3E(KSKG)
27.10.2022 5E (KOKG)

11.11.2022 5D-1E (KSKG)

KOTASG: Kronik Otistik Transcutan6z Auricular Stimilasyon Grubu, KOKG: Kronik
Otistik Kontrol Grubu, KSKG: Kronik Sagliklt Kontrol

Kan dokularinin hazirlanmasi

Yavru fareler sakrifiye edilmeden hemen once kardiyak kanlar1 insiilin enjektorleri
kullanilarak bos tiiplere toplanmis ve etiketlenmistir. Toplanan kanlar 30 dk oda 1sisinda
bekletilmistir. Kanlar santrifiij cihazinda; +4°C’de, 5000 RPM’de, 10 dakika santrifiij
edilmistir ve serumlari elde edilmistir. Elde edilen silipernatant kisimlar1 dikkatli bir sekilde
bos eppendorf tiiplerine toplanarak etiketlenmis ve ELISA analizine kadar saklanmak {izere
-80°C’de sogutucu dolaplara kaldirilmistir ( 88400V -86 THERMO Buzdolab1 Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1). Deney giiniinde serumlar
¢cozdiirme protokollerine uygun bir sekilde ¢ozdiiriilmiis ve oda 1sisina geldikten sonra

kullanilmistir.

Bevin dokularinin hazirlanmasi

Beyin dokular1 hayvanlar sakrifiye edildikten sonra hassas terazi ile tartilarak hizla
eppendorf tiiplerine alinmis, etiketlenmis ve kuru buz igerisinde hizla -80 dolabina transfer
edilmistir ( 88400V -86 THERMO Buzdolabi Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal1). Beyin dokular1 deney giiniinde homojenize edilmistir. Beyin

dokularini i¢eren eppendorf tiipleri; deney giiniide oncelikle kuru buz igerisine alinmus.
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Resim 3. 2. Dokularin soguk havan teknigi ile homojenizasyonu

Her bir denege ait beyin dokusu hassas terazi ile tartilmis ve siv1 nitrojen kullanilarak soguk
havan teknigi ile fiziksel olarak pargalanmistir, ardindan ELISA ile uyumlu T-PER TM
Tissue Protein Extraction Reagent iginde (w:v=1:20 1ml buffer 20 mg doku o6rnegi i¢in)
homojenlestirilmistir(pH= 7,6). Termo Scientific Halt TM Protease Inhibitor Cocktail
EDTA Free 78437 eklenmis (1 mL lizis tamponu basina 10 pL. konsantre kokteyl) boylece

hiicresel proteinlerin endojen proteazlar tarafindan bozunmaya karst korunmasi
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hedeflenmistir. Soguk {izerinde 30 dakika stireyle ekstrakte edilmistir, 4200RPM’de 10 dk

santrifiij edilmistir ve siipernatantlar ELISA calismalarina hazir hale getirilmistir.

Resim 3.3. T-PER TM Tissue Protein Extraction Reagent
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3.2. ELiSA Uygulamasi

Enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA-Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),
immiinolojik testler ig¢inde en etkili olanlarindandir.Bu test teknigi antijenlerin ve
antikorlarin kantitasyonu ig¢in basit, hassas, hizli, giivenilir ve ¢ok yonlu bir tahlil sistemidir.
4 adet ELISA tiirti vardir:

Dogrudan ELISA (antijen kapl plaka; tarama antikoru)
Dolayli ELISA (antijen kapl plaka; tarama antijeni/antikoru)
Sandvi¢ ELISA (antikor kapli plaka; tarama antijeni)
Rekabetci ELISA (tarama antikoru)

Analitik yontemlerdeki gelismelerle birlikte, ELISA testi, hassasiyetini artirmak i¢in siirekli
olarak optimize edilmistir ve artik ¢esitli biyobelirtecleri saptamak i¢in farkli ELISA tiirleri
mevcuttur.

Arastirmada yiiksek hassasiyetli ELISA Fare Kitleri kullamilarak tiim gruplardan elde edilen
kanlarda IL 1 Beta, IL 6, IL 10, IL 22, TNF-alfa ve beyin dokularinda NLRP 3 diizeylerine
bakilmistir . Kitler iiretici firmanin talimatlarina gore kullanilmistir. Calismamiz i¢in hazir
kit ekipmanlar1 kullanilmistir. ELISA kitleri; fare serum, plasma, doku homojenatlari, hiicre
lizatlar1 ve diger biyolojik sivi numuneleri ile uyumlu olarak secilmistir. Serum pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin biyobelirtecleri; sandvig tipi, Mus Musculus (Mouse)
ile uyumlu Cloud Clone (USCN) marka ELISA kitleri kullanilarak aragtirilmistir (Cizelge
1). Standart ve Ornekler c¢ift tekrar olarak dikkatli bir sekilde calisilmistir. Bir sandvig
ELISA'da hedefe 6zgii proteinin saptanmasi ve nicelendirilmesi, hedef proteini (antijeni)
plakaya sabitleyen ve dolayli olarak hedef proteinin varligin1 saptayan olduk¢a spesifik
antikorlar kullanilarak gerceklestirilir. Bu tip yakalama tahliline sandvig tahlili denir ¢linkii
Ol¢iilen analit, her biri antijenin farkl bir epitopunu (yakalama antikoru ve saptama antikoru)

saptayan iki birincil antikor arasinda baghdir.
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Cizelge 3.3. Deneyde kullanilan ELISA kitleri

1 IL 1Beta Mouse ELISA Kit 96 Test Cloud Clone (USCN) Marka (SEA563MU)
2 IL 6 Mouse ELISA Kit 96 Test Cloud Clone (USCN) Marka (SEA079MU)

3 IL 10 Mouse ELISA Kit 96 Test Cloud Clone (USCN) Marka (SEA056MU)
4

5

IL 22 Mouse ELISA Kit 96 Test Cloud Clone (USCN) Marka (SEC032MU)
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFA) Mouse ELISA Kit 96 Test Cloud Clone
(USCN) Marka (SEA133MU)

6 NLR Family, Pridin Domain Containing Protein 3 (NLRP3) Mouse ELISA Kit 96
Test Cloud Clone (USCN) Marka (SEK115MU)

6 kitte de kullanilan ¢ozeltiler ELISA kit prosediiriinde belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
(Cozeltilerin hazirlanmasinda analitik saflikta deiyoine su kullanilmistir. Kit prosediiriinde
yikama c¢ozeltisinin 30 kat konsantre olarak verildigi belirtilmistir. Her kit i¢in yikama
solisyonlar1 20 ml konsantre yikama soliisyonu 580 ml deiyonize distile su ile seyreltilmis
ve 600 ml yikama solisyonu elde edilmistir. Analiz Prosediiriinde kullanmadan once tiim
reaktifler oda sicakligina getirilmistir ve analiz oda sicakliginda yapilmistir. Plakadaki
kuyucuklara standartlar ve numuneler her kitte istenilen mikrolitrelerde eklenmistir.
Solisyonlarin eklenme sirasi, yikama sayilar1 ve inkiibasyon siireleri her kitin prosediiriine
uygun olarak ilerletilmistir. inkiibasyonlarda plakalar sizdirmaz bir film ile 6rtiilmiistiir. Son
yikamadan sonra her kuyucuga TMP (tetrametilbenzidin) eklenerek mavi renk reaksiyonu
saglanmistir. Biitiin kuyucuklarda renk reaksiyonu i¢in ayni siirenin ge¢mesi saglanmustir.
Her welle asidik bir stop solisyonu eklendikten sonar rengin maviden sariya hizla doniisii
gozlemlenmis, 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanilarak her kuyucugun

optik yogunlugu 6l¢iilmiistiir.

ELISA yontemi ile ¢alisilan serum ve doku homojenati konsantrasyonlari standart grafigine
gore hesaplanmistir. Analiz sirasinda Combiwash Human marka ELISA plate yikayici ve

Chromate marka okuyucu kullanilmigtir.
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COMBIWASH ARNI2R

- -

L

Resim 3.4. Combiwash Human marka ELISA plate yikayici goriintiisii

ELISA okuyucusu numunelerin absorbanslarini bilgisayar programi ile sonu¢ olarak
vermistir. Elde edilen sonuglar Excel programina aktarilmis standartlara gore kitlerde
istenilen dogrultuda grafikler olusturulmustur. Absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart
konsantrasyonlar1 ile standart egrisi her kitte istenilen talimatlar dogrultusunda
olusturulmustur. Boylece konsantrasyonu bilinmeyen numunelerin konsantrasyonlar1 bu
satandart egrisi grafiklerine gore hesaplanmistir. Ardindan elde edilen tiim bu veriler SPSS

programina aktarilmigtir.
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Resim 3.5. Chromate marka ELISA okuyucu gériintisii

3.3. Arastirma Verilerinin Istatiksel Analizi

Arastirmanin istatistiksel analizi SPSS 25.0 paket programi kullanilarak yapilmigtir.
Tanimlayici istatistikler, frekans dagilimi ve yiizde olarak Cizelge seklinde sunulmustur.
Stirekli degiskenler dagilim yapilarina gore ortanca (Median), ¢ceyreklikler arasi aralik (IQR)
ile kategorik degiskenler ise say1 ve ylizdeler ile belirtilmistir. Verilerin normal dagilima

uygunlugu Kolmogorov - Smirnov testi ve histogram dagilim grafikleri ile degerlendirilmis
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olup normal dagilim gostermeyen durumlar igin parametrik olmayan istatistiksel
yontemlerden yararlamlmustir. Istatistiksel yontem olarak kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasinda Pearson Ki Kare, Yates diizeltmeli Ki Kare, Fisher Ki Kare testleri
uygulanmustir. iki bagimsiz grup arasindaki farklari incelemek i¢cin Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Non parametric dagilim gdsteren ikiden fazla grup icin (k>2) Kruskal Wallis
testi uygulanmustir. Siirekli degiskenlerin kendi aralarinda iliskilerinin degerlendirilmesi i¢in

Spearman korelasyon testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

Calismamiza N=48 adet C57BL/6 yavru fare dahil edilmistir. Otizmli fareler embriyonik
donemin 12,5. giiniide gebe farelere VPA uygulanmasi ile elde edilmistir ve hayvanlarin
davranislari OFT, EPM, MCT, TCT olmak tizere 4 farkli davramis deneyi ile
degerlendirilmistir. Calismamiz i¢in 3 grup olusturulmustur; Kronik Otistik Transcutantz
Auricular Stimulasyon Grubu (KOTASG), Kronik Otistik Kontrol Grubu (KOKG), Kronik
Saglikli Kontrol Grubu (KSKG). KOTAGS grubuna genel anestezi altinda transaurikular
vagus sinir sitimulasyonu uygulanmistir. Her grup 8 disi, 8 erkek yavru olmak iizere 16
yavru ile esit sayilarda olusturulmustur. Arastirmamiz 24 disi yavru fare (%50) ve 24 erkek
yavru fare (%50) ile gerceklestirilmistir. Arastirmamizda 32 (%66,6) adet otistik davranis
gosteren C57BL/6 yavru fare ve 16 (%33,3) adet C57BL/6 saglikli yavru fare kullanilmistir.

Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek

KOTASG KOKG KSKG

Sekil 4.1. Aragtirmaya katilan bireylerin cinsiyet dagilimi

Arastirmamizda disi ve erkek denekler arasinda serum TNF-alfa seviyesi bakimindan
anlamli farklilik bulunmustur p=0,012 (p<0,05). Serum IL 1Beta, IL 6, IL 10 ve IL 22

seviyeleri bakimindan disi ve erkek tim denekler arasinda bir farklilik gozlenmemistir.
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Cizelge 4.1. Serumda incelenen parametrelerin (pg/ml) tim disi ve erkek denekler arasinda
belirlenen median ve p degerleri

Parametreler Disi Erkek p
Median (IQR) Median (IQR)

IL 1 Beta 533,48 530,83 0,757

(pg/ml) (516,54-565,06) (511,40-551,98)

IL 6 447,84 453,16 0,415

(pg/ml) (438,97-462,48) (435,42-474,47)

IL 10(pg/ml) 1260,00 1303,35 0,536
(1093,05-1410,80) | (1115,80-1512,52)

IL 22 1053,14 1115,45 0,279

(pg/ml) (980,43-1147,65) (1007,44-1185,03)

TNF Alfa 885,20 955,50 *0,012

(pg/ml) (867,00-930,65) (910,72-998,05)

*n<0,05 anlaml fark var, p>0,05 anlamli fark yok. Elde edilen verilerimiz normal dagilim
gostermediginden non parametrik test kullanilmis ve Median degerleri ile sunulmustur. IL
1 Beta: interlokin 1 Beta, IL 6: Interlékin 6, IL 10: Interlokin 10, IL 22: Interlékin 22, TNF
Alfa: Timor Nekroz Faktor Alfa. Median: Ortanca, IQR: Interquartile Range (%25-75)

Beyin dokusundan elde edilen homojenatta incelenen NLRP 3 (ng/ml) seviyesi bakimindan
disi (M=1,29) ve erkek (M=1,40) denekler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir
p=0,503.

KOTASG, KOKG ve KSKG olmak uzere 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda IL1 Beta
seviyesi bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Fakat gruplar ikili
olarak kiyaslandiginda KOTASG- KSKG arasinda IL 1 Beta seviyesi anlamli olarak farkli
bulunmustur p=0,010 (p<0,05).

KOTASG, KOKG ve KSKG olmak tzere 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda IL 6 seviyesi

bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik gbzlenmemistir.

KOTASG, KOKG ve KSKG olarak 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda IL10 seviyesi
bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur p=0,024 (p<0,05). Daha sonra
yapilan post-hoc analizde asil farkliliga neden olan gruplarin KOTASG ve KOKG oldugu
saptanmistir p=0,014 (p<0,05). KOTASG-KSKG ve KOKG-KSKG Kkarsilalstirildiginda IL

10 seviyesi bakimindan anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.2. Gruplarin IL 10 (pg/ml) bakimindan karsilastirilmasi

KOTASG, KOKG ve KSKG olarak 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda IL22 seviyesi
bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur p=0,013 (p<0,05). Daha sonra
yapilan post-hoc analizde asil farkliliga neden olan gruplarin KOTASG ve KOKG oldugu
saptanmistir p=0,006 (p<0,05). KOTASG-KSKG ve KOKG-KSKG karsilalstirildiginda IL

22 seviyesi bakimimdan anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Her grupta kendi iginde disi ve erkek denekler IL 22 seviyesi bakimindan
degerlendirildiginde; KOTASG grubunda disi ve erkek denekler arasinda IL 22 seviyesi
bakimindan anlamli farklilik bulunmustur p=0,038 (p<0,05).
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Cizelge 4.2. Incelenen serum parametrelerinin her grupta disi ve erkek denekler agisindan p
degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar IL 1 Beta IL 6 IL 10 IL 22 TNF Alfa
KOTASG P=0,372 P=0,793 P=0,599 *P=0,038 P=0,083
Disi-Erkek

KOKG P=0,207 P=0,371 P=0,529 P=0,916 P=0,189
Disi-Erkek

KSKG P=0,115 P=0,833 P=0,401 P=0,916 p=0,092
Disi-Erkek

*n<0,05 anlaml fark var, p>0,05 anlamli fark yok. . IL 1 Beta: interlokin 1 Beta, IL 6:
InterlSkin 6, IL 10: : Interlékin 10, IL 22: : Interlékin 22, TNF Alfa: Tumor Nekroz Faktor
Alfa
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Sekil 4.3. Gruplarin IL 22 (pg/ml) bakimindan karsilastiriimasi

KOTASG, KOKG ve KSKG olmak Uzere 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda TNF Alfa

seviyesi bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

KOTASG, KOKG ve KSKG olmak tizere 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda NLRP 3 seviyesi

bakimindan istatiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir. (p<0,05). Daha sonra yapilan
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post-hoc analizde asil farkliliga neden olan gruplarin KOTASG — KSKG ve KOKG- KSKG
arasinda oldugu saptanmistir p=0,00 (p<0,05).

2,00000

1,50000

1,00000

NLRP3 (ng/ml)

00000
KOTASG KOKG KSKG
GRUPLAR

Sekil 4.4. Gruplarin NLRP 3 (ng/ml) bakimindan karsilagtirilmasi
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Cizelge 4.3. Serumda incelenen parametrelerin (pg/ml) gruplara gére median degerleri

KOTASG KOKG KSKG
Parametre ] ) ) p
Median ( IQR) Median (IQR) Median (IQR)
521,68 533,12 541,70
IL 1 Beta
(511,40-535,97) (510,25-575,98) (528,54-574,06) 0,061
(pg/ml) Disi: 525,11 (513,68-541,69) Disi: 517,11 (510,25-560,55) Disi: 556,70 (536,25-585,70)
Erkek:515,97(502,82-531,97) Erkek: 557,12 (515,97-613,71) Erkek:530,83 (514,25-549,60)
449,61 454,94 447,84
IL6 (438,97-462,48) (438,08-478,46) (435,42-457,60) 0,613
(pg/ml) Disi: 447,84 (438,97-462,48) Disi: 448,73 (430,09-473,57) Disi: 446,42 (436,25-472,40)
Erkek: 449,61 (433,20-44757) Erkek: 470,92 (440,30-493,10) Erkek: 448,73 (435,42-457,60)
1160,25 1329,35 1419,80
L10 1 (1075,72-126760) | (1183,05-1515,80) | L3 T7ASOLIN o
(pg/ml) Disi:1175,40(1089,82-1267,60) | Disi:1281,65(1104,97-1528,77) Disi:1870,00(116,87-1468,15)
Erkek:1459,45(1153,77-
Erkek:1116,10(1052,92-1312,02) | Erkek:1353,20(1206,90-1515,80)
1874,62)
1055,22 1163,22 1042,75
122 1(06590-111545) | (1039,64-1300,32) | 97224 HASD) o
(pg/ml) Disi:982,51 (952,39-1081,18) Disi:1140,38(1024,06-1337,71) Disi:1067 41(931,46-1145,57)
Erkek:1030,29(975,24-
Erkek:1115,45(1010,56-1154,92) | Erkek:1171,53(1057,29-1251,50)
1150,76)
893,70 925,65 923,50
TNF Alfa (844,75-952,25) (884,15-998,05) (883,02-979,97) 0,312
(pg/ml) Disi: 870,30(784,07-911,77) Disi: 900,10(870,27-972,52) Disi:895,80(871,12-981,72)
Erkek: 923,50(869,25-1065,07) | Erkek: 968,25(907,57-1021,50) | Erkek:955,50(922,45-979,97)

*n<0,05 anlamli fark var, p>0,05 anlaml fark yok. Elde edilen verilerimiz normal dagilim

gostermediginden non parametrik test kullanilmis ve Median degerleri ile sunulmugtur. IL
1 Beta: interlokin 1 Beta, IL 6: Interiokin 6, IL 10 : Interlokin 10, IL 22 Interlokin 22, TNF
Alfa: Tumor Nekroz Faktor Alfa. KOTASG: Kronik Otistik Transcutandz Auricular
Stimulasyon Grubu, KOKG: Kronik Otistik Kontrol Grubu, KSKG: Kronik Saglkli Kontrol

Grubu. Median: Ortanca, IQR: Interquartile Range (%25-75)
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Parametre KOTASG KOKG KSKG p
Median (IQR ) | Median (IQR) | Median (IQR)

NLRP 3 1,69 1,63 0,71 *0,00

(ng/ml) (1,29-2,10) (1,40-1,86) (0,50-0,92)

*n<0,05 anlamli fark var, p>0,05 anlamli fark yok. NLRP 3: NLR Family Pyridin Domain
Containing Protein 3. KOTASG: Kronik Otistik Transcutantz Auricular Stimilasyon Grubu,
KOKG: Kronik Otistik Kontrol Grubu, KSKG: Kronik Saglikli Kontrol Grubu. Median:
Ortanca, IQR: Interquartile Range (%25-75)

Ardindan incelenen bu parametrelerin birbirleri ile olan korelasyonu degerlendirilmistir.

Korelasyon katsayisina bakarak pozitif mi yoksa negatif mi korele oldugu
degerlendirilmistir. IL 1 Beta; IL 6, IL 10 ve IL 22 ile pozitif korele (ele alinan degiskenlerin
ayni yonde artmasi ya da azalmasi) bulunmustur fakat TNF Alfave NLRP 3 ile aralarinda

anlamli bir korelasyon gézlenmemistir.

IL 6; IL 1Beta, IL 10, 1L 22 ile pozitif korele bulunmustur fakat TNF Alfa ve NLRP 3 ile

aralarinda anlaml bir korelasyon gézlenmemistir.

IL 10; IL 1 Beta, IL 6, IL 22 ve TNF Alfa ile pozitif korele bulunmustur. NLRP 3 ile

aralarinda anlamli bir korelasyon gézlenmemistir.
IL 22; IL 1 Beta, IL 6, IL 10 ve TNF Alfa, NLRP 3 ile pozitif korele bulunmustur.

TNF Alfa; IL 10 ve IL 22 ile pozitif korele bulunmustur. IL 1Beta, IL 6 ve NLRP 3 ile

aralarinda anlaml bir korelasyon gézlenmemistir.

NLRP 3; IL 22 ile pozitif korele bulunmustur. IL 1Beta, IL 6, IL 10, TNF Alfa ile aralarinda

anlamli bir korelasyon gbzlenmemistir.
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Cizelge 4.5. Beyin ve Serum oOrneklerinde incelenen parametrelerin birbiri

gosteren korelasyon katsayilari

ile iligkisini

Parametreler | IL 1 IL6 IL 10 IL 22 TNF NLRP 3
Beta Alfa (ng/ml)

IL 1 Beta 1,000 0,493 0,559 0,426 0,264 -0,284

(pg/ml)

IL6 0,493 1,000 0,538 0,623 0,206 0,069

(pg/ml)

IL 10 0,559 0,538 1,000 0,592 0,320 -0,219

(pg/ml)

IL 22 0,426 0,623 0,592 1,000 0,344 0,294

(pg/ml)

TNF Alfa 0,264 0,206 0,320 0,344 1,000 -0,42

(pg/ml)

NLRP 3 -0,284 0,69 -0,219 0,294 -0,42 1,000

(ng/mL)

Korelasyon kar sayisi gii¢ diizeyleri; 0<r<0,24 zayif, 0,25<r<0,49 orta, 0,50<r<0,74

guclu, 0,75<r<0,99 ¢ok gucli korele; Nonparametric Corellation
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Correlations
IL_1BETA L6 iL_10 IL_22  TNF_ALFA  NLRP3
Spearman's tho  IL_1BETA  Cormelation Coefficient 1,000 493" 559" 426 264 -284
Sig. (2-tailed) 000 000 003 070 051
N 48 48 48 48 48 48
iL 6 Carrelation Cosfficient 453 1,000 53g 623" 206 0B
Sig. (2-tailed) 000 000 000 160 640
N 48 48 18 18 48 18
iL10 Correlation Coefficient 559 538" 1,000 597 320 - 219
Sig. (2-tailed) 000 000 000 027 135
N 48 48 48 48 48 48
iL_22 Correlation Coeflicient 426" 623 592" 1,000 344 294
Sig. (2-tailed) 003 000 000 017 043
N 48 48 48 48 48 48
TNF_ALFA  Correlation Coefficient 264 206 320 kITY 1,000 - 042
Sig. (2-tailed) 070 160 027 017 778
N 48 48 18 18 48 18
NLRP3 Correlation Coefficient -, 284 069 =218 294 -042 1,000
Sig. (2-tailed) 051 640 135 043 778
N 48 48 48 48 48 48

. Correlation is significant atthe 0.01 level (2-tailed).

* Correlation is significant at the 0.04 level (2-tailed).

Resim 4.1. Beyin (NLRP 3) ve Serum &rneklerinde incelenen parametrelerin birbiri ile korelasyon
iliskisini gosteren p degerleri *p<0,05 anlamli fark var, p>0,05 anlamli fark yok. Sig. (2-

tailet) =p
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Cizelge 4.6. Beyin ve serumda incelenen parametrelerin birbiri ile olan korelasyon iligkisi

IL1 TNF NLRP 3
Parametreler Beta IL6 IL 10 IL 22 Alfa (ng/m)
0,493 0,559 1 426
o Pozitif .
Pozitif o Pozitif
IL 1 Beta (gtcl)
: (orta) (orta) X X
(pg/ml) Korele
korele P<0.05 korele
P<0,05 : P<0,05
0,493 0,538 0,623
IL6 Pozitif Pozitif Pozitif
(pg/mi) (orta) : (gtclu) (giicl) X X
korele Korele Korele
P<0,05 P<0,05 P<0,05
0,559 0,538 0,592 0,320
IL 10 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
(pg/ml) (quclt) | (gueld) : (guclt) (orta) X
Korele Korele Korele korele
P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
0,426 0,623 0,592 0,344 0,294
IL 22 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
(pg/ml) (orta) (gucl) (guclu) . (orta) (orta)
korele Korele Korele korele korele
P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
0,320 0,344
Pozitif Pozitif
IN}:m'?Slfa X X (orta) (orta) : X
P9 korele korele
P<0,05 P<0,05
0,294
NLRP 3 Pozitif
(ng/mL) X X X (orta) X
korele
P<0,05

*n<0,05 anlamli fark var, p>0,05 anlamli fark yok. Korelasyon kat sayisi gii¢ duzeyleri;
0<r<0,24 zayif, 0,25<r<0,49 orta, 0,50<r<0,74 giiclii, 0,75<r<0,99 ¢ok giiclii korele;
Nonparametric Corellation



Cizelge 4.7. Beyin ve serumda incelenen parametrelerin KOTASG ve KOKG gruplari

kiyaslandiginda elde edilen p degerleri

IL1 TNF
Parametreler IL6 IL 10 IL 22 NLRP 3
Beta Alfa
KOTASG/KOKG
0,239 0,402 0,014 0,06 0,224 1
p

KOTASG: Kronik Otistik Transcutan6z Auricular Stimilasyon Grubu, KOKG: Kronik
Otistik Kontrol Grubu (3 grubun ikili analizi oldugu i¢in p<0,05/3= 0,0166 anlamli kabul

edilmistir)

Cizelge 4.8. Beyin ve serumda incelenen parametrelerin KOTASG ve KSKG gruplari

kiyaslandiginda elde edilen p degerleri

IL1 TNF
Parametreler IL6 IL 10 IL 22 NLRP 3
Beta Alfa
KOTASG/KSKG
0,010 0,809 0,023 0,926 0,171 0,00
p

KOTASG: Kronik Otistik Transcutan6z Auricular Stimilasyon Grubu, KSKG: Kronik
Saglhikli Kontrol Grubu (3 grubun ikili analizi oldugu i¢in p<0,05/3= 0,0166 anlamli kabul
edilmistir)
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Cizelge 4.9. Beyin ve serumda incelenen parametrelerin KOKG ve KSKG gruplari
kiyaslandiginda elde edilen p degerleri

Parametreler IL1 IL6 IL 10 IL 22 TNF NLRP 3
Beta Alfa

KOKG/KSKG 0,491 0,423 (0,696 |0,017 |0,926 0,00

p

KOKG: Kronik Otistik Kontrol Grubu, KSKG: Kronik Saglikli Kontrol Grubu (3 grubun ikili
analizi oldugu i¢in p<0,05/3= 0,0166 anlamli kabul edilmistir)

Beyin ve serumda incelenen parametrelerin birbiri ile olan korelasyon iligkisi her grubun
kendi icinde ayr1 ayr1 degerlendirildiginde;

KOTASG grubunda IL 1 Beta ve IL 10 pozitik glclu korele (p=0,003) (korelasyon
katsay1s1=0,694) bulunmustur. IL 22 ile TNF Alfa (p=0,001) (korelasyon katsay1s1=0,730)
ile pozitif gucli korele ve NLRP 3 ile (p=0,03) (korelasyon katsayis1=0,543) pozitif gucli
korele bulunmustur.

KOKG grubunda IL 1 Beta; IL 6(p=0,00) (korelasyon katsay1s1=0,873) ile ¢cok guclii korele
, IL 10 (p=0,024) (korelasyon katsayisi=0,560) ve IL 22 (p=0,022) (korelasyon
katsay1s1=0,567) ile pozitif gii¢lii korele bulunmustur.

KSKG grubunda IL 6; IL 10 (p=0,002) (korelasyon katsayisi=0,721) ile pozitif gucli
korele, IL 22 (p=0,00) (korelasyon katsay1s1=0,881) ile pozitif ¢cok giicli korele ve TNF Alfa
(p=0,025) (korelasyon katsay1s1=0,556) ile pozitif gii¢li korele bulunmustur.
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5. TARTISMA

Calismamiz otizmli hayvan modeli {izerinde C57BL/6 gebe farelere embriyonik dénemde
VPA uygulayarak gerceklestirilmistir. Tiirlerin arasindaki farklilik nedeni ile kullanilan
model otizmin anlagilmasinda ne kadar 6nemli olsada insani tam olarak yansitamamaktadir.
OFT, EPM, MCT, TCT olmak iizere 4 farkli davranis deneyi ile de hayvanlarin davranis
deneyleri saglanmistir boylece VPA ile olusturdugumuz otizim modelinin bir saglamasi da
yapilmaya ¢alisilmistir. KOTASG grubuna genel anestezi altinda transaurikular vagus sinir
sitimulasyonu uygulanmistir. Sectigimiz bu modelde, VNS’ nin insan cevabini daha yakin
simiile etmeye yarar saglamasi1 gdz 6niinde bulundurulmustur. C57BL/6 fareler daha saf bir
irktir ve otizm modelini yansitma amaciyla sahada yaygimn olarak kullanilmaktadir bu
nedenle arastirmanmizda tercih edilmistir. inflamasyon otizmin hem etiyolojisinde hem de
potansiyel biyobelirte¢ arayisinda onemli bir yere sahip oldugu ic¢in arastirmamizda ii¢
grubunda kan ve beyin dokularini kullanarak, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler
ELISA yéntemi ile incelenmistir. Kanlarda IL 1 Beta, IL 6, IL 10, IL 22, TNF-alfa ve beyin
dokularinda NLRP 3 diizeylerine bakilmistir.

Genetik manipiilasyon, patojenik iireme, stres modelleri, otizm ile iliskili beyin zonlarina
midehale (6rnegin BTBR modeli), propiyonik asit modeli, CRISPR modeli, inflamasyon
modelleri (6rnegin MIA), LPS kaynakli otizm modeli gibi ¢ok farkli modeller ile otistik
hayvan modelleri olusturulmaktadir [15, 91-94]. Cogu calisma otizmi indiiklemek igin
gebelikte veya dogum sonras1 donemde valproik asit (VPA) kullanir, beyin gelisiminin farkl
asamalarinda VPA’ya maruz kalma otizm benzeri davraniglari tetikler [91]. VPA modeli
kimyasal bir model olmasi sebebi ile basar1 orani yiiksek bir otizm modelidir. Bu nedenle
arastirmamizda VPA modeli kullanilmistir. Fakat B ve C plan1 olarak sahada yaygin
kullanimi olan iki ayr1 stres modeli yedek plan olarak on gériilmiistiir. B plani; Prenatal stres
modellerinin uygulanmasi; 36 saat sabit 151k, 8 saat sosyal izolasyon, 3 saat talagsiz kafes,
gece boyu 45 derecelik kafes eyimi, ¢oklu kafes degisikligi gibi ve C plani; parlak 151k ve
plastik tutucu modeli ile gebe farelere stres uygulamak seklindedir. C57BL/6 tip fareler
otizm modeli saglanan literatiirde yaygin yer alan farelerdir, bu farelerin temininde bir sorun
gerceklesirse aynt modeli farkli tip fareler ve ratlar ile de saglamak miimkiindiir yedek plan
olarak bunlarda g6z Oniine alinmistir. Literatirde bu konuda pek gok 6rnek caligma yer
almaktadir [188, 189].
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VNS tedavisi ilk kez 1988 yilinda hastalara verilmistir, 1994 yilinda direngli epilepsi
hastalarinda ek bir tibbi tedavi olarak onaylanmistir [190].

VS, niikleus traktus solitarius (NTS) araciligi ile talamus, amigdala ve 6n-beyin ile meduller
retikiler formasyon yolu ile de beynin diger kortikal alanlari ile etkilesir. Vagus sinirinin
uyarilmasi, merkezi sinir sistemindeki norepinefrinin birincil kaynagi olan locus coeruleus'ta
gucll, fazik noral aktiviteyi harekete gecirir, hipokampus ve kortekste norepinefrin
diizeylerini artirir. EK olarak, VNS, BDNF diizeylerini énemli dl¢tide artirir [107, 191].
Vagus sinir stimiilasyonunun etkinligi uzun siirelidir néroepinefrin tarafindan iiretilen
etkilere, locus coeruleus’un biitiinliigiine ve plastisiteye baghdir. Merkezi sinir sistemindeki
néromodulatdr merkezlerin aktivasyonuna ek olarak, VNS, otonom sinir sisteminin
parasempatik dalinin es zamanli aktivasyonunu saglar. Vagus siniri, i¢ organlari innerve
eden parasempatik liflerin biiyiik bir kismindan olusur. Parasempatik aktivasyon, “dinlen ve
sindir” fizyolojik tepkileri ile iliskilidir ve vagus siniri, sakin davranis durumlarina gegise
aracilik eden bilgileri tagir. Bununla tutarli olarak, hastalarda yapilan bir ¢alisma, VNS'nin

anksiyete olglimlerinde bir azalma sagladigini gostermektedir [192, 193].

VNS, otizmli bireyler i¢in potansiyel bir yardimci tedavi olarak goriilmektedir. VNS,
tedaviye direngli epilepsi ve depresyonun siddetini azaltmak i¢in kullanilan FDA onayl bir
tedavidir. Cok sayida ¢aligma, VNS tedavisinin giivenli oldugunu ve yetiskinlerin yani sira
6 ayliktan kiigiik ¢ocuklara minimum yan etkilerle verilebilecegini belgelemistir [107].
Arastirmacilar otsitik deneklerin serum ve beyin omurilik sivisinda artan iflamatuar
sitokinleri ve sitokin dengesizliklerini, bozulmus bilis ve davranislar ile iliskilendirmektedir.
VNS sitokinler tizerine etkileri sebebi ile uzmanlar tarafindan otizm igin potansiyel bir tedavi
olarak gorulmektedir [8, 194, 195].

VNS’nin otizmdeki davranigsal etkileri sorununu en dogrudan ele alan ¢aligsmalardan biri
Tsimerinov ve arkadaglar1 tarafindan 2014 yilinda gergeklestirilen ve yalnizca konferans
Ozeti olarak yayinlanan retrospektif bir vaka serisidir. Rakamlar kiiglik olsa da (12 hasta)
sonuglar (davranigsal iyilesme gosteren 11 hasta) cesaret vericidir. Hull ve arkadaglari
tarafindan 2015°de sunulan vaka raporunda otizmli 10 yasinda bir ¢ocugun VNS ile ndbet
kontroliinde baslangigtaki iyilegsmenin siirdiiriilemedigi, ancak bir y1l boyunca “saldirgan

davranisin kontroliinde kayda deger iyilesme” saglandigi bildirilmistir [108, 196].
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Wang ve arkadaslar1 tarafindan Pekin’de {i¢ pediatrik epilepsi merkezinden arastirmaya
dahil edilen ve ilaca direngli epilepsisi olan 10 otizimli ¢ocuk ile gergeklestirilen ¢alismada;
stabil vagus sinir sitimulasyonunun etkinliginin otistik davranislar iizerine etkileri gézlemsel
olarak incelenmistir. VNS parametreleri 6 cocukta nobet iizerine etkide iyi sonug vermistir.
Ayrica baz1 cocuklarin otistik davranislarinda iki takip arasinda Onemli gelismeler

gbzlenmistir [197].

ASD’li bireylerde VNS tedavisiyle ilgili bugline kadar yapilmis en biiylik ¢alismalardan biri
Levy ve arkadaglari tarafindan Kaliforniya’da gergeklestirilmistir, arastirmaya gore otizmli
ve otizmi olmayan bireyler arasinda ndbet azalmasi benzerdir. Veriler, VNS cihazinin 1997
yilinda ABD FDA tarafindan onaylanmasindan sonra kurulan VNS tedavisi hasta sonug
kayit defterinden elde edilmistir. Iki kohort karsilastirilmistir: 1) kayitta izlenen epilepsisi
olan ancak ASD’si olmayan (ASD olmayan [NASD] Grup, 315 hasta) hastalar ve 2) VNS
cihazi implantasyonu yapilan ASD tanili hastalar (ASD Grubu, 77 hasta). 12 aylik VNS
tedavisinden sonra, otizmi olmayan bireylerin %56’s1 nobetlerde bir azalma yasarken,
otizmli bireylerin % 62’sinin ndbetlerde bir azalma yasadigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
otizmli bireyler, ASD’si olmayan bireylere kiyasla 12 aylik VNS tedavisinin ardindan ruh
halinde 6nemli 6lclide daha fazla iyilesme yasadiklar1 belirlenmistir [198].

Vagus sinirinin uyarilmasinin sosyal bilisi nasil gelistirebildigini kanitlamakta, VNS
uygulama temelli arastirmalar onemli bir yere sahiptir. Beyin hastaliklarinda VNS'nin
faydali etkilerinin altinda yatan biyolojik mekanizmalar heniz sadece kismen agikliga

kavusturulmustur [199].

Enflamasyon normalde yerel ve gecici bir olaydir ve ortadan kalktiktan sonra immdiin ve
fizyolojik homeostaz yeniden saglanir. Bununla birlikte, dogustan gelen bagisiklik
diizenlemesinin bozulmasi, siirekli proinflamatuar sitokin aktivitesine ve asir1 veya kronik
iltihaplanmaya neden olabilir. VN, enfeksiyona/enflamasyona karsi 6nemli bir birinci
basamak dogal savunma saglayan ve viicuttaki homeostazin yeniden saglanmasina yardimci
olan koordineli ndral, davranigsal ve endokrin yanitlarda yer alan néroendokrin-bagisiklik
ekseninin 6nemli bir bilesenidir. Vagus siniri ve enflamatuar refleks, bagisiklik sistemi ve
metabolizmay1 birbirine baglar [200]. Vagus siniri inflamatuar iltihaplanma igin bir sinyal
aldiginda (sitokin aracili) beyni uyarir ve viicudun bagisiklik yanitin1 diizenler. Vagal

stimiilasyon, noroinflamasyon 6zelligi gosteren depresyon da dahil olmak Gzere inflamatuar
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hastaliklar1 tedavi etmek i¢in umut vadetmektedir. Vagus sinirinin enflamatuar refleksi,
makrofajlardan asir1 sitokin salinimini 6nler [201]. Bununla birlikte inflamasyonu modile
etmede efferent vagus sinir sinyalinin rolii hakkinda nispeten az sey bilinmektedir [202].
Yaklasik 20 y1l once vagus sinirinin proinflamatuar sitokin diizeylerini ve inflamasyonu
diizenledigi kesfedilmistir. VNS’nin, ¢oklu inflamatuar bozukluklarda proinflamatuar
sitokinlerde koruyucu bir azalmaya neden oldugunu ortaya ¢ikaran ¢alismalar mevcuttur.
Bununla birlikte, sitokin seviyeleri, etkili bir bagisiklik tepkisinin yalnizca tek bir yoniidiir.
Vagus siniri stimiilasyonunun ek mekanizmalar yoluyla enflamasyonu diizenledigi
diistiniilmektedir. Sitokin seviyelerindeki degisikliklerin Gtesinde enflamasyonu tedavi
etmede VNS 6nemli bir potansiyele sahip gdriinmektedir. Biriken kanitlar, bagisiklik
streclerinin ASD'nin patofizyolojisinde anahtar bir rol oynadigini gostermektedir [142,
203]. Periferik inflamasyon psikiyatrik durumlarin etiyolojisine katkida bulundugundan,
inflamasyonun zayiflatilmasinin otizmle iligkili semptomlar1 azaltabilecegi ongdriilmektedir
[204]. Proinflamatuar sitokinlerin &zellikle TNF Alfa’nin otizmli bireylerde arttigini
gosteren arastirmalar mevcuttur, ¢ogu arastirmact otsitik deneklerde artan bu iflamatuar
sitokinleri bozulmus bilis ve davranislar ile iligskilendirmektedir ve VNS’nin olumlu etkileri

sitokin aracili mekanizmalarla iligkilendirilmektedir [8, 141].

Calismamizda vagus sinir sitimulasyonu serumda incelenen sitokinler arasinda ii¢ grup
birbiri ile kiyaslandiginda, iki ayr1 parametrede IL 10 ve IL 22’de anlamli farklilik
yaratmistir. IL 1Beta seviyesinde ise KOTASG ve KSKG olmak iizere iki grup birbiri ile
kiyaslandiginda anlaml farklilik gézlenmistir p=0,010 (p<0,05). Ayrica beyin dokusunda
inceledigimin NLRP 3 de stimulasyon grubunda diger gruplarla kiyaslandiginda anlaml
farklilik g6zlenmistir (p<0,05). IL 10 seviyesi igin daha sonra yapilan post-hoc analizde asil
farkliliga neden olan gruplarin KOTASG M=1160,25 (1075,72-1267,60) ve KOKG
M=1329,35 (1183,05-1515,80) oldugu saptanmustir p=0,014 (p<0,05). IL 22 seviyesi i¢in
daha sonra yapilan post-hoc analizde asil farkliliga neden olan gruplarin KOTASG M=
1055,22 (965,90-1115,45) ve KOKG M= 1163,22 (1039,64-1300,32) oldugu saptanmustir
p=0,006 (p<0,05). KOTASG, KOKG ve KSKG olmak Uzere 3 grup birbiri ile
kiyaslandiginda NLRP 3 seviyesi bakimindan istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir.
(p<0,05), yapilan post-hoc analizde asil farkliliga neden olan gruplarin KOTASG — KSKG
ve KOKG- KSKG arasinda oldugu belirlenmistir p=0,00 (p<0,05). Arastirmamiz VNS nin
inceledigimiz 6 sitokin icerisinde IL 1 Beta, IL 10, IL 22 ve NLRP 3 iizerinde anlamh

farkliliklar yarattigin1 géstermektedir.
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Otizmde immiin disfonksiyon tanimlanmistir ancak bu durumun otizmin baslamasina
katkida bulunup bulunmadig: ya da bir sonucu olup olmadig: heniiz agik degildir. Otizmin
altinda yatan kesin patofizyolojiler belirsiz olsa da, artan kanitlar diizensiz
ndroinflamasyonun roliini desteklemektedir. Noroinflamasyon, glial hiicrelerin (astrositler
ve mikroglia) surekli aktivitesi ve proliferasyonu ile karakterize edilir; yaralanma,
enfeksiyon veya hastaliktan sonra ortaya ¢ikar ve beyin fonksiyonlarini etkiler. Hem ASD’li
bireylerde 6liim sonrasi arastirilan dokularda hem de hayvan modellerinde artan sayida
reaktif mikroglial ve astrosit rapor edilmistir. Mikroglia ve astrositler arasindaki ¢ift yonlii
iletisimin ¢ogu, sinyal molekiillerinin ve sitokinlerin artan salgilanmasindan kaynaklanir.
Reaktif mikroglia ve astrositler, hiicreler arasinda sinyal veren ve sinir sistemi ortamindaki
degisikliklere tepkileri koordine eden bir dizi sitokin ve kemokin salgilar. Bu pleiotropik
proteinler, hiicre sinyalizasyonunda yer alir ve makrofajlar ve mikroglia, astrositler, B
lenfositleri, T lenfositleri ve mast hucreleri dahil olmak tizere bir dizi bagisiklik hiicresi
tarafindan salinir. Boylece, beyindeki degisiklikleri takiben CNS ve periferik immiin
sistemdeki inflamatuar yaniti yonlendirirler. 1L-1, IL-2, IL-6, Timor Nekroz Faktorl alfa
(TNF-0) ve Interferon gama (IFN-Y) dahil olmak iizere bunlardan bircogunun, reaktif
astrogliosise (Astroglioz; ayn1 zamanda astrositoz veya reaktif astroglioz olarak adlandirilir.
Merkezi sinir sistemi travmasi, enfeksiyon, iskemi, felg, otoimmun tepkiler veya
nOrodejeneratif hastaliklardan dolay1 yakindaki néronlarin tahrip olmasi nedeniyle astrosit
sayisinda anormal bir artistir ) neden oldugu bulunmustur [162]. Masi ve arkadaslari
tarafindan ASD’de sitokin sapmalari {izerine yapilan sistemik bir gézden gegirme ve meta
analiz arastirmasinda otizmde artmis inflamatuar durum ve degismis sitokin profili
gosterilmistir. Toplam 6rneklem biiytkligi 743 ASD’li ve 592 saglikli kontrolii igeren 17
arastirma analize dahil edilmistir. On dokuz sitokin degerlendirilmistir. Interldkin (IL)-1beta
(P<0.001), IL-6 (P=0.03), IL-8 (P=0.04), interferon-gama (P=0.02), eotaksin (P=0.01) ve
MCP 1 (P<0.05) konsantrasyonlari, ASD’li katilimcilar ile saglikli kontroller
karsilastirildiginda anlamli olarak ASD grubunda yliksek bulunmustur [194].

Bagisiklik sistemi, ¢esitli hiicre ve proteinlerin karsilikli etkilesimi ve ortak calismasi ile
viicudu mikroplara karsi koruyan; yara iyilesmesini, rejenerasyonu ve doku homeostazini
destekleyen kusursuz bir savunma sistemidir. Bu islevler, zaman ve mekana 6zgii bir tarzda
haberci ve efektor molekiillerin iiretimi yoluyla lokositler tarafindan ydnetilir. Sitokinler,

hedef hiicrelerin biyolojik fonksiyonlarini otokrin veya parakrin mekanizmalarla
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duzenlemek igin l6kositler tarafindan tretilen tartismasiz en 6nemli haberci molekiillere
aittir. Sitokinler, bagisiklik sistemindeki en Onemli efektor ve haberci molekiiller
arasindadir. Enfeksiyon ve iltithaplanma sirasinda bagisiklik tepkilerine derinden katilirlar,
alerji, otoimmiinite ve kanser gibi hastaliklara kars1 koruma saglar veya bunlara katkida
bulunurlar. Bu nedenle sitokin yolaklarini manipiile etmek, ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek
icin en etkili stratejilerden biridir [205]. Sitokinler, 6zellikle proinflamatuar olanlar,

davranislarin diizenlenmesinde de bir dizi rol oynar [195].

Jyonouchi ve arkadaslari tarafindan Amerika Minnesota Universitesi Pediatri departmaninda
ylriitiilen bir arastirmaya 71 otizmli ¢ocuk dahil edilmis ve Otizm spektrum bozuklugu ve
gelisimsel gerileme olan ¢ocuklarda dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik tepkileri ile
iliskili proinflamatuar ve diizenleyici sitokin iiretimi incelenmistir. Arastirmaya 23 normal
gelisim gosteren kardes ve 17 kisiden olusan bir kontrol grubu dahil edilmistir. ASD
grubundan alinan periferik kan monontkleer hiicrelerin (PBMC’lerin), kontrollere kiyasla
dogustan gelen bagisiklik ile iliskili agir1 proinflamatuar ve diizenleyici Sitokinler iirettigini
gozlemlemislerdir. ASD grubunun kontrollere kiyasla TNF-a, IL-1f3, IL-6 y1 daha yiiksek
seviyelerde iirettigi belirlenmistir [206]. Pecorelli ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen
‘Rett ve otistik hastalarda sitokin profili ve periferik kan mononikleer hiicre morfolojisi’
adli ¢alismada 10 Rett, 12 otizm, 8 kontrol denekten alinan serumda 27 sitokin ve
kemokinlik bir panel degerlendirilmistir. IL 1Beta, IL 8, IL 13, IL 15 Rett ve ASD grubunda

yiiksek bulunmustur. Otizmde diizensiz sitokin kemokin profili tanimlanmistir [207].

Arastirmamizda otizm grubu ile kontrol grubu TNF Alfa bakimindan karsilastirildiginda
TNF Alfa seviyesi KOKG grubunda (M= 925,65(884,15-998,05)) KSKG grubuna gore
(M=923,50 (883,02-979,97)) bir miktar daha yiiksektir fakat bu farklilik anlaml degildir
p=0,926.

Calismamizda IL 1 Beta (KOKG-KSKG p=0,491) bakimindan otizm ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Erkek denekleri ele aldigimizda kontrole
(M=530,83 pg/ml (514,25-549,69)) kisayla otizm grubunda (M= 557,12 pg/ml (515,97-
613,71))IL 1Beta seviyesinde artis goriilmektedir fakat p degeri anlamli degildir. KOTASG
ve KSKG gruplart birbiri ile kiyaslandiginda IL 1 Beta seviyesi anlamli farkli bulunmustur
p=0,010 (p<0,05).
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Oscos ve arkadaslan tarafindan kemirgenlerde gerceklestirilen bir aragtirmanin sonuglarina
gore prefrontal korteks, 1L-6 aracili trans-sinyallemenin 6nemli bir potansiyel hedefi olarak
gosterilmektedir ve Vagal sinir stimilasyonu, kemirgen prefrontal korteksinde
lipopolisakarit kaynakli akut stresin neden oldugu interlokin 6'ya bagli sinaptik
hipereksitabiliteyi bloke eder. Arastirma IL-6 dolayimli bir trans-sinyallemenin Onemli
potansiyel bir hedef oldugunu ve epilepsi, sizofreni, psikoz, anksiyete bozukluklari, otizm
spektrum bozukluklari da dahil olmak Uzere noropsikiyatrik rahatsizliklarin tedavisinde

potansiyel yeni bir yol oldugunu 6nermektedir [204].

IL 6 proinflamatuar bir sitokindir ve vyiikselmis IL-6 seviyeleri otizmli bireylerin
karakteristigidir [194, 208-210].

Arastirmamizda IL 6 (pg/ml) seviyesi otizm grubunda (KOKG M= 454,94 (438,08-478,46))
kontrole (KSKG M= 447,84 (435,42-457,60)) kiyasla bir miktar daha yiiksektir fakat bu
farklilik anlamli degildir p= 0,423. Arastirmamizda IL 6 seviyesi bakimindan ii¢ grup

arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir p=0,613.

IL-10 ailesi sitokinleri, asir1 inflamatuar yanitlarin kisitlanmasi, dogustan gelen bagisikligin
regiilasyonu ve doku onarim mekanizmalarmin desteklenmesi yoluyla enfeksiyon ve
inflamasyon sirasinda doku homeostazini siirdiirmek icin temel iglevleri yerine getirir. IL-
10 ailesi sitokinleri, islevlerine gore kabaca ii¢ alt gruba ayrilabilir. Ilk grup sadece, hem
dogal hem de adaptif bagisiklik tepkilerini hedefleyen, asir1 ve kontrolsiiz inflamatuar
efektor tepkilerinin neden oldugu doku hasarini azaltmak igin, 6zellikle enfeksiyon ve
iltihabin ¢6ziilme asamasinda ve bagirsak mikroplarina karsi homeostazi siirdiirmek igin
bagisiklik bastirici islevler uygulayan IL-10" igerir. Ikinci grup, IL-19, IL-20, 1L-22, IL-24
ve IL-26 dahil olmak (zere IL-20 alt ailesi sitokinlerini igerir. Bu sitokinler, hiicre dis1
hiicresel patojenlerin istilasini kontrol eden dogustan gelen konak savunma mekanizmalarim
indliklemek igin oncelikle doku epitel hiicreleri ve stroma hiicreleri tizerinde hareket eder.
Ek olarak, ¢esitli doku ve organlarin ¢ogalmasini, yeniden sekillenmesini ve onarimini tesvik
ederek bariyer biitiinliigiinii ve doku homeostazini korumak i¢in genis bir rol oynarlar. Son
olarak, IL-28A, IL-28B ve IL-29 dahil olmak tizere IL-28 sitokin alt ailesi, yaygin olarak tip
IIT IFN'ler olarak siiflandirilir ve sirasiyla IFN-A2, IFN-A3 ve IFN-A1 olarak adlandirilir.
Tip I IFN ailesi sitokinleri ile biiyiik dl¢iide Ortiisen biyoloji ve asagi akis sinyal yollarini

paylasirlar, ancak tercihen doku epitel hiicrelerini hedeflerler. IL-10 ailesi sitokinleri, cok
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yonlii islevlere sahip gii¢lii bagisiklik aracilaridir. Kesfedilmelerinden bu yana, bu sitokinleri
otoimmuinite ve kanserler de dahil olmak tizere bir¢ok hastalik i¢in terapotik stratejiler olarak
module etmek igin birgok girisimde bulunulmustur. Bununla birlikte, bugiine kadar IL-10
ailesi, klinikte onaylanmis bir ilaca sahip olmayan sitokin ailelerinden biri olmaya devam
etmektedir. Klinik ¢evirideki zorluklarin bir¢ok nedeni olabilir. Karmasik, hatta ters yondeki
biyolojik etkiler, zorluklara katkida bulunur. Ornegin, IL-10 hem immunosupresif hem de
uyarict etkilere sahiptir, IL-22, bagirsakta doku onarimini tesvik ederken, cilt iltihab1
sirasinda akantoza neden olur [205]. Interlokin-22 (1L-22), T-yardime1 (Th)-17 hiicreleri, y&
T hiicreleri, NKT hiicreleri ve yeni tanimlanan dogal lenfoid hiicreler (ILC'ler) tarafindan

tiretilen, yakin zamanda tanimlanmus bir IL-10 ailesi sitokinidir [211].

Moaz ve arkadaglar tarafindan 44 ASD, 45 kontrol ile ger¢eklestirilen arastirmada, ASD’li
gocuklarda Th17/Treg hiicre dengesizligi ve bunlarla ilgili sitokinler (IL-17, IL-10 ve TGF-
B) iizerine gergeklestirilen arastirmada azalan IL 10 seviyeleri otizm ile iliskilendirilmistir.
Dolagimdaki Th17 ve Treg hiicre yilizdelerini belirlemek igin flowcytometry, sitokin
ekspresyonu igin RT-PCR ve ELISA kullanilmistir, Treg hiicreleri lenfositlerin bagisiklik
sistemini baskilayici elemanlaridir, T yardimci hiicresi 17 ( Th 17 ), interlokin 17 (IL-17)
iiretimi ile tanimlanan pro-enflamatuar yardimer T hiicrelerinin bir alt kiimesidir arastirma
otizmde bu hiicrelerdeki dengesizlige vurgu yapmustir [212]. Bizim aragtirmamizda da IL 10
seviyesi kronik saglikli gruba kiyasla kronik otizm grubunda bir miktar daha diistiktiir fakat
bu farklilik anlamli diizeyde degildir p=0,696. Arastirmamizda ii¢ grup birbiri ile
kiyaslandiginda IL 10 seviyesi anlamli bulunmustur ve post hoc analizler ile bu farkliliga

KOTASG ve KOKG gruplarinin neden oldugu saptanmistir p=0,014 (p<0,05).

Enflamatuar refleks olarak adlandirilan vagus siniri aracili bir fizyolojik mekanizma,
proinflamatuar sitokinlerin ve enflamasyonun seviyelerini dizenler. Enflamatuar refleks
vagusun dorsal motor ¢ekirdegi olan beyin sap1 ¢ekirdeginde baslar. Vagus siniri boyunca
uzanan noronlar splenik sinirle etkilesime girer. Splenik sinir, dalak parankiminde
norepinefrin salgilar, bu da kolin asetiltransferaz enzimini eksprese eden bir T-hcresi alt
kiimesinden asetilkolin (ACh) salinmasini tetikler. ACh daha sonra makrofajlarda eksprese
edilen a7 nikotinik ACh reseptorleri (¢7nAChR) aracilifiyla etki ederek TNF ve diger
proinflamatuar sitokinlerin iretimini ve salimini baskilar. VNS'nin inflamasyon ve hastalik
patogenezinde dnemli bir molekiiler araci olan TNF'nin serum seviyeleri {izerindeki belirgin

etkisi bu mekanizma ile agiklanabilir. TNF dahil olmak Uzere sitokinler, pro- veya anti-
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inflamatuar etkilere aracilik edebilen bagimsiz ve sinerjistik etkilere sahip, inflamatuar yanit
icin ¢ok 6nemli olan buylk bir sinyal molekulleri grubudur. Pro- ve anti-inflamatuar
sitokinlerin dengesi esastir: belirli durumlarda denge, iltihaplanma ve hiicre 6liimiine aracilik
eden kronik bir proinflamatuar ortama dogru kayar. [203]. Borovikova ve arkadaslar
tarafindan yiiriitiilen arastirmada Siganlarda in vivo olarak periferik vagus sinirinin dogrudan
elektrikle uyarilmasinin, karacigerde TNF sentezini inhibe ederek, serum TNF miktarlarini

zayiflattigi gosterilmistir (7 kontrol, 7 vagatomi) [202].

Aragtirmamizda disi ve erkek denekler arasinda serum TNF-alfa seviyesi bakimindan
anlamli farklililk bulunmustur p=0,012 (p<0,05). Fakat KOTASG M=893,70 (844,75-
952,25), KOKG M=925,65 (884,15-998,05) ve KSKG M= 923,50 (883,02-979,97) olmak
tizere 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda TNF Alfa seviyesi bakimindan istatiksel olarak
anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Stimulasyon grubu ile otizm grubu g6z 6nine
alindiginda arastirmamizda TNF Alfa seviyesinin hem disi hem erkek deneklerde

stimulasyon grubunda azaldig1 gozlenmektedir ancak bu azalma anlamli miktarda degildir.

Inflamasomlar, aktivitesi proinflamatuar sitokinlerin Gretimi ile sonuclanan inflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde yer alan multimerik proteinlerdir [213]. Inflamasomlar,
dogustan gelen bagisiklik savunmalarint devreye sokmak i¢in interlokin-1B gibi
proinflamatuar sitokinlerin olgunlagmasini tetikleyen hiicresel enfeksiyon veya stres tizerine
aktive olan molekiiler yapilardir. NLR ailesi, yaygin olarak C-terminal 16sin bakimindan
zengin tekrarlar (LRR'ler) ve N-terminal kaspaz (CARD) veya pirin (PYD) ile cevrili
merkezi bir niikleotid baglama ve oligomerizasyon (NACHT) alaninin varligi ile karakterize
edilir. Tum NLR ailesi Uyeleri igin ortak tek alan olan NACHT alani, ATP'ye bagh
oligomerizasyon yoluyla sinyal kompleksinin aktivasyonunu saglar. NLR ailesi NACHT
alanlariin filogenetik analizi, NLR ailesi i¢inde 3 farkl alt aile ortaya koymaktadir; NOD,
IPAF, NLRP. inflamasomlar, kendi kendini oligomerize eden iskele proteinleri tarafindan
birlestirilir. Bir dizi NLR ailesi liyesinin in vitro olarak inflamatuar aktivite sergiledigi rapor
edilmistir; bununla birlikte, az sayida NLR ailesi iiyesinin in vivo olarak net fizyolojik
islevleri vardir. NLRP3, tiim patojenlerin yani sira bir dizi yapisal olarak ¢esitli PAMP'lere,
DAMP'lere ve c¢evresel tahris edicilere maruz kaldiginda aktive olur [214]. NLRP3
enflamazomu sitozolik bir reseptor proteinidir, enflamatuvar uyaranlarla aktivasyonun
ardindan birincil olarak immiin ve enflamatuvar hiicrelerde bulunur ve immin sistem

hlcrelerine ulasan tehlike sinyallerini taniyarak IL-1f ile IL-18 aracili inflamatuvar
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yanitlarin baglamasinda gorev alir [215] . NLRP1, NLRP3 ve NLRP4 igeren bir pirin alanina
(NLRP) sahip bir NLR dahil olmak tizere birgok prototipik NLR'nin aktivasyonu, farkli
proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p ve IL-18) olgunlagmasi ve salinmasiyla sonuglanir.
Dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir parcast olarak, NLRP enflamasyonu, konagin
zararli tehditlere karst savunmasmi diizenler. Aktivasyonu, mikroglial aracili
noroinflamasyon ve kismi noronal dejenerasyonla iliskilendirilir [216]. Maternal NLRP3
antagonist tedavisinin, yavrularda otizm benzeri fenotipe karsi koydugu yoniinde
aragtirmalar mevcuttur. Szabo ve arkadaslar tarafindan maternal immin aktivasyon (MIA)
otizm modeli ile C57BL/6 farelerde gergeklestirilen arastirmada; hamilelik sirasinda NLRP3
antagonisti (engelleyci) MCC950 ve nétralize edici bir IL-1p antikoru ile anne tedavisi,
yavru farelerde otistik ozelliklerin gelisimini Onlemistir [208]. Zhao ve arkadaslari
tarafindan hamile sicanlara intraperitoneal VPA enjeksiyonu ile gerceklestirilen arastirmada
ST36 akupunkturu otistik siganlarin TXNIP ekspresyonunu azaltmis NLRP3 enflamasyonun
aktivasyonunu inhibe etmis ve prefrontal korteks ile ilgili davranis bozuklugunu
hafifletmistir. Bu arastirma da davranis deneyleri olarak; hot plate, open field, morris water
maze, 3 chamber test kullanilmistir [217]. Tang ve arkadaslari tarafindan siganlar iizerinde
vagal sinir stimulasyonu ile gercelestirilen bir erken travmatik beyin hasar1 arastirmasinda
VNS’nin NLRP3 enflamasyonunun aktivasyonunu énemli 6l¢iide bastirdigi belirlenmistir
(arastirma n=30 olmak {izere ili¢ grup olarak ger¢eklestirilmistir). Ayrica VNS’ nin doku
hasarini, norolojik kusurlari, serebral 6demi onemli dlgiide iyilestirdigi gosterilmistir [218].
Saresella ve ark. tarafindan yapilan bir insan ¢alismasinda 25 ASD, 23 saglikli kardes, 30
kontrole ait enflamasomlarin aktivitesi, enflamasyonlardan tiiretilen proinflamatuar
sitokinler interlokin (IL)-1B ve IL-18'in konsantrasyonu ve GI hasarinin serum parametreleri
degerlendirilmistir. ASD'de artmis inflamatuar ve NLRP3 aktivasyonlar1 gozlemlenmistir

[213].

Arastirmamizda KOTASG, KOKG ve KSKG olmak tizere 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda
NLRP 3 seviyesi bakimindan istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir. (p<0,05). Daha
sonra yapilan post-hoc analizde asil farkliliga neden olan gruplarin KOTASG — KSKG ve
KOKG- KSKG arasinda oldugu saptanmistir p=0,00 (p<0,05). Arastirmamizda saglikli
kontrollere kiyasla otizm grubunda NLRP 3 seviyeleri (ng/ml) hem disi hem erkek

deneklerde artmistir ve anlamli olarak farkli bulunmustur.
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Gunumuzde inflamasyonun hem gelismekte olan hem de yetiskin beyninde merkezi sinir
sistemi (CNS) hasarma onemli bir katki sagladigi giderek daha fazla kabul edilmistir.
Enflamatuar mediatorler, gelisim sirasinda beyni etkiler, ¢esitli arastirmalarda ASD erken
yasam donemindeki iltihap ile iliskilendirilmistir. Sitokinler, konak¢t immiin yanitini
koordine eder ve ayrica CNS dahil olmak iizere immiin ve immiin olmayan kaynakl hiicreler
arasindaki normal sinyallesmeye aracilik eder. Gelismekte olan CNS igindeki hiicreler,
otokrin ve parakrin sinyalleme i¢in sitokinler kullanir ve sitokinlerin bir¢cogu ayni zamanda
bagisiklik modiilatorleri olarak da hizmet ettiginden, normal sitokin aracili gelisimsel
stirecler, sitokin dengesizlikleri tarafindan bozulmaya kars1 hassastir [219]. Proinflamatuar
sitokinler inflamasyonu tetiklerken antiiflamatuar sitokinler inflamasyonu inhibe etmede
gorevlidirler ve aralarinda bir denge s6z konusudur. Calismamizda cesitli parametreler

arasinda anlamli korelasyon gozlenmistir.

Interlokin-22 (IL-22), T-yardimei (Th)-17 hiicreleri, y§ T hiicreleri, NKT hiicreleri ve yeni
tanimlanan dogal lenfoid hiicreler (ILC'ler) tarafindan iiretilen, yakin zamanda tanimlanmis
bir IL-10 ailesi sitokinidir [211]. Calismamizda IL 10 ve IL 22 arasinda pozitif giiclii bir
korelasyon p=0,00 (p<0,05) gozlenmistir. Plazma IL 10 seviyesinin TNF Alfa ve IL 6
diizeyleri ile korelasyon gosterdigini tesbit eden arastirmalar mevcuttur [220]. Calismamizda
IL 10, TNF Alfa ile pozitif(orta) korele, IL 6 ile pozitif (gii¢lii) korele bulunmustur. IL-10
ailesi sitokinleri, cok yonlii islevlere sahip giiglii immiin aracilardir. IL 10 antiiflamatuar bir

sitokindir ama hem baskilayic1 hem uyarici etkilere sahiptir [205].

NLRP1, NLRP3 ve NLRP4 dahil olmak iizere birgok prototipik NLR'nin aktivasyonu, farkl
proinflamatuar sitokinlerin (IL-1pB ve IL-18) olgunlagmasi ve salinmasiyla sonuglanir [216].

Arastirmamizda IL 1Beta ile NLRP 3 arasinda bir korelasyon iliskisi gdzlenmemistir.

Gelecekteki ¢alismalar, bir dizi duyusal, motor, rehabilite edici tedavilerle eslestirilmis hem
invaziv hem de invaziv olmayan VNS'yi degerlendirmelidir. Ayrica otizmde terapotik bir
yaklagim olarak sitokin modiilasyonuna yonelik ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir. Annede
cesitli sebeplerle ortaya ¢ikan iflamasyonun yavruda otizme sebep olabilecegi gbz Oniine
alindiginda bu inflamasyonu 6nlemeye yonelik yeni arastirmalar biiyiik 6neme sahiptir.
Otizmde immiin anormallikler kirk yil1 agkin bir siire 6nce tanimlanmig olmasina ragmen
hala bu mekanizmalar net olarak aciklanamamustir bu nedenle ASD’de immmin

disfonksiyon ¢aligmalar gereklidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Otizm yaygin gelisimsel bozukluklar arasinda yer alan son derece heterojen bir
norogelisimsel bozukluktur ve prevalansi son yillarda dramatik sekilde artmustir, veriler
diinya genelinde yayginliktaki yiikselisi dogrulamaktadir. Otizmin Diinya ¢apinda niifus da
yayginligi yaklasik % 1'dir ve altinda yatan sebepler heniiz net olarak aydinlatilamamastir,
otizmli bireylerdeki yiiksek degiskenlikler nedeniyle, birgok uzman, her biri biraz farkl: bir
etiyolojiye sahip, bir¢ok farkli otizm teorisini varsaymaktadir. Otizmin altinda yatan
sebepler hala belirsiz olmasina ragmen, en ¢ok kabul goren nedensellik hipotezi birden ¢ok
faktoriin karsilikli etkilesimler ile otizime yol ag¢tig1 yoniindedir. Bunlarin ndrotransmiter
dengesizligine, islevsiz noronal yollara, anormal sinaptogeneze ve ndronal baglantiya yol
actig1 disiiniilmektedir. Otizm etiyolojisinde inflamasyon énemli bir yere sahiptir. Hem akut
hem de sistemik kronik inflamasyon tarafindan tetiklenen maternal immdiin aktivasyonun,
norogelisimsel bozukluklarin patogenezinde yer alan mekanizmalardan biri oldugu

ongorulmektedir.

Otizmin belirtilerinin pozitif yonde azalmasina neden olan girisimsel ¢aligmalar mevcuttur.
Bunlardan biri “vagal stimulasyon”dur. Merkezi sinir sistemi ve bagisiklik sistemi ¢esitli
sekillerde birbirine baglidir. Hem dogustan gelen hem de adaptif bagisikligin kollarinin
otizmin patofizyolojisine dahil oldugu varsayilmaktadir. Yardime1 T hiicreleri, sitokinler
iireterek dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin islevini diizenler. Psikondroimmiinolojik
disiplin goz oniine alindiginda, sitokinler norotrofik etkileri yoluyla néronlarin fonksiyonel
biitiinliigli i¢in gerekli destegi saglar. Bununla birlikte, asir1 {iretimleri, néroanatomik
yapilarda ve ndronal plastisitede bozulmalara neden olan immiinositotoksisiteye yol agar.
Pro-inflamatuar sitokinlerin ve dzellikle timor nekroz faktoriin otistik deneklerin serumunda
arttig1 gozlenen ¢aligsmalar bulunmaktadir. Otizmli ¢ocuklarin daha yiiksek konsantrasyonda
IL-1B, IL-4, IL-6 ve IL-13 seviyelerine sahip oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur ve

interlokinlerin tanida potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi yoniinde goriisler s6z konusudur.

Arastirmamiz otizmde hayvan modellerini, inflamasyonu, vagus sinirinin dnemini, tNVS’yi
daha iyi anlayabilmek ve bu alandaki bilgileri daha ileriye tasiyabilmek amaci ile
gerceklestirilmistir. Calismamizda otizm modeli, C57BL/6 gebe farelere embriyonik
donemde VPA uygulayarak tarafimizca gergeklestirilmistir. OFT, EPM, MCT, TCT olmak
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tizere 4 farkli davranis deneyi ile de hayvanlarin davranmis deneyleri saglanmustir.
Calismamiz i¢in 3 grup olusturulmustur; Kronik Otistik Transcutan6z Auricular
Stimulasyon Grubu (KOTASG), Kronik Otistik Kontrol Grubu (KOKG), Kronik Saglikli
Kontrol Grubu (KSKG). Her grup 8 disi 8 erkek fare olmak iizere 16 fareden
olusturulmustur (N=48). KOTAGS grubumuza genel anestezi altinda transaurikular vagus
sinir sitimulasyonu uygulanmistir. Ug grubun da kan ve beyin dokular1 kullanilarak, pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler ELISA yontemi ile incelenmistir. Kanlarda IL 1
Beta, IL 6, IL 10, IL 22, TNF-alfa ve beyin dokularinda NLRP 3 diizeylerine bakilmstir.
TNF-alfa parametresini tim denekleri cinsiyete gore kiyasladigimizda disiler ve erkekler
arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p<0,05). KOTASG grubunda IL 22 parametresi
disi ve erkek denekler arasinda anlamli farkli bulunmustur p=0,038 (p<0,05). IL10 ve IL 22
parametresi U¢ grup arasinda anlamli olarak farkli bulunmus (p<0,05) ve bu farklilig
KOTASG ve KOKG grubunun sagladig: belirlenmistir. IL 1 Beta parametresi KOTASG ve
KSKG gruplar1 arasinda kiyaslandiginda anlamli olarak farkli bulunmustur p=0,010
(p<0,05). NLRP 3 parametresi ii¢ grup birbiri ile kiyaslandiginda anlamli olarak farkli
bulunmus (p<0,05) ve bu farkliligt KOTASG — KSKG ve KOKG- KSKG gruplarinin
sagladigi post-hoc analizler ile belirlenmistir. Calismamiz vagus sinir sitimulasyonunun
otizme etkileri ve otizm ve inflamasyon iliskisi konusunda bilim diinyasina veri saglamistir,
bu nedenle ileride bu alanda gerceklestirilecek calismalara 1s1k tutacagini diisiiniiyoruz.
Aragtirmamizda sadece 6 sitokin analiz edilebilmistir. Buna ragmen otizm modelinde kan
ve beyin dokularinda ¢esitli inflamatuar sitokin diizeyleri konusunda daha fazla kanit olarak
bilim diinyasina katki saglamistir. Bulgularimiz otizmdeki sitokin diizensizliklerine bir kanit
niteligindedir, otizmde terapétik bir yaklasim olarak sitokin modiilasyonuna yonelik ileri

aragtirmalara ihtiya¢ olduguna dair fikir vermektedir.

Sonu¢ olarak farkli biyolojik yollardaki kusurlar bizi benzer bir sonuca; otizme
gotirebilmektedir. inflamasyon otizmin hem etiyolojisinde hem de potansiyel
biyobelirteclerinde 6nemli bir yere sahiptir. Vagus siniri onuncu ve en uzun kranial
sinirimizdir, bu sinirin stimulasyonu agr1 ve epilepsi tedavisinde FDA onaylidir. Epilepsi
otizmli bireyler de de komorbid bir durum olarak sik gézlenmektedir. Vagus siniri beyin ve
bagirsak arasindaki iletisimde Onemli gorevlere sahiptir ve bu sinirin stimulasyonu
norodejeneratif hastaliklar, nérogelisimsel hastaliklar, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi
pek ¢cok hastalikta potansiyel bir terapotik hedef olarak goriilmektedir. Otizmde potansiyel
bir terapdtik hedef olarak VNS arastirmalar1 giderek artmaktadir. Son yillarda yapilan pek
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¢ok arastirma ile otizmin etiyolojisi konusunda biiyiik yol katedilmistir fakat bu veriler
otizmin etiyopatogenezine bakis acimiz i¢in bize 151k tutsa da hala aydinlatilmasi gereken
onemli noktalar vardir. Insidansi hizla artan bu nérogelisimsel bozuklugu daha iyi anlamak,
erken teshisini saglamak, biyobelirte¢ bulmak ve tedavi yontemleri gelistirebilmek i¢in yeni

caligmalarin yapilmasi biiyiik onem tasimaktadir.
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