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OZET

Otizm spektrum bozuklugu, erkekler arasinda daha sik goriilen ve tedavi segeneklerinin az
oldugu karmasik norogelisimsel bir bozukluktur. Bilateral transaurikiiler vagal sinir
stimiilasyonunun davraniglar ve norogelisimsel proteinler tizerindeki etkisini arastirmak i¢in
maternal valproik asit (12,5. giin, oral, 600 mg/kg) kaynakli otizm modeli kullandik.
C57BL/6 farelerinin otistik benzeri davranislar1 bazal testlerde degerlendirildi ve {i¢ hafta
boyunca haftada iki kez transaurikiiler vagal sinir stimiilasyonu uygulandi. Sosyallik ve
kaygi degerlendirmeleri ii¢ odali sosyallik ve sosyal yenilik testi, ayna oda testi, agik alan
testi ve yukseltilmis arti labirenti kullanilarak yapildi. Beyin kesitlerinde noronlarin
morfolojik agidan incelenmesi amaciyla krezil viyolet, apoptotik ve immiinolojik siiregler
ile aktif kaspaz-3 (CASP-3) ve noroplastisite siiregleri degerlendirilmis, ayrica Beyin
Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF) ve Doublecortin (DCX) boyamalar1 yapildi. VPA’Ih
annelerden dogan otistik erkek farelerin; sosyallik parametreleri, agik kolda kalma ytizdesi
ve giris sayisi, merkez ayna orani1 ve merkez alanlarda kalma siireleri diisiiktii. Ek olarak,
hiicre yogunlugu azalmis ve aktif CASP-3 aktivitesi artmisti. BDNF ve DCX ekspresyonu
ve miktar1 azalmisti. tVNS tarafindan anlamli derecede tiim parametreler kontrollere
yaklasti. Western blotting analizi, BDNF ve DCX diizeylerinde 6nemli bir modiilasyonu
ortaya cikardi. Otizm spektrum bozuklugunun tanisinda davranmigsal parametreler on
plandadir ve giivenilir bir biyobelirte¢ belirlenmemistir. Aragtirmamizin bulgulari, 6zellikle
davranigsal iyilesmeler, vagal sinir stimiilasyonunun umut verici oldugunu gostermektedir.
tVNS, sosyal uyum, kaygi ve noroplastisite siireclerinde, otizm semptomlart i¢in umut
verici, non-invaziv bir tedavi yaklagimidir.
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ABSTRACT

Autism spectrum disorder is a complex neurodevelopmental disorder that is more common
among men and for which treatment options are few. We used a maternal valproic acid (day
12.5, oral, 600 mg/kg)-induced autism model to investigate the effect of bilateral
transauricular vagal nerve stimulation on behaviors and neurodevelopmental proteins.
C57BL/6 mice were evaluated at baseline for autistic-like behavior and received
transauricular vagal nerve stimulation twice weekly for three weeks. Sociability and anxiety
assessments were made using the three-room sociability and social novelty test, the mirror
room test, the open field test, and the elevated plus maze. In the brain sections, to analyze
the neurons morphologically, creysl violet, apoptotic and immunological processes and also,
cleaved caspase-3 and neuroplasticity processes were evaluated, in addition Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) and Doublecortin (DCX) staining were performed. Autistic
male mice born to mothers with VPA; Sociability parameters, percentage of staying in the
open arm and number of entries, center mirror ratio and duration of stay in central areas were
low. In addition, cell density decreased and cleaved AKTIF CASP-3 activity was increased.
BDNF and DCX expression and amount were decreased. All parameters approached
controls significantly by tVNS. Western blotting analysis revealed a significant modulation
of BDNF and DCX levels. Behavioral parameters are at the forefront in the diagnosis of
autism spectrum disorder and a reliable biomarker has not been determined. The findings of
our research, particularly behavioral improvements, suggest that vagal nerve stimulation is
promising. tVNS is a promising, non-invasive treatment approach for autism symptoms
consisting of social adaptation, anxiety, and processes of neuroplastisity.
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1. GIRIS

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal etkilesimde ve iletisimde bozulma, stereotipik
davranig bozukluklariyla karakterize norogelisimsel bir bozukluktur. Erken gocukluk
doneminde baslayan tekrarlayan ve basmakalip davraniglar, anormal ya da karsiliksiz
kisileraras1 iletisim ve bilissel katilik/esneklik OSB’nin ii¢ temel semptomudur [1,2,3].
Cocuklarin yaklasik 44’de 1’1 OSB tanis1 almakta ve erkek cocuklarinda kiz ¢ocuklarina
oranla 4,2 kat daha fazla goriildiigii belirtmektedir [4]. OSB’ye eslik eden diger semptomlar
(uykusuzluk, anksiyete vb.) hafifletilebilse de kesin tedavisi bulunmamaktadir [5].
Kemirgenlerde OSB modeli olusturmak igin kullanilan maternal valproik asit (VPA)
maruziyeti, otizm g¢alismalarinda en yaygin kullanilan modellerden biridir [5,6]. Otizmin
etiyolojisi kesin olarak aydimlatilamamistir [7,8]. OSB’de norobiyolojik mekanizmalar
biiyiik 6l¢iide bilinmemekte fakat prefrontal korteks, hipokampiis, amigdala ve serebellum
gibi beyin bolgelerindeki morforolojik farkliliklar hem klinik tanida hem de patofizyolojik
mekanizmalar1 incelemede dikkat ¢ekmektedir. EK olarak otonomik tepkilerin saglikli
cocuklardan farkli oldugu, asir1 uyarilma ve otonomik disfonksiyon (parasempatik geri
cekilme) ve psikososyal davranis arasinda artan bir korelasyona isaret edilmektedir. Bu
sebeple otizm i¢in vagus sinirine isaret edilmektedir [9,10,11,12,13,14,15]. OSB’de yapilan
caligmalar sonucunda noronal gb¢ ve noronal gelisim siireglerinde farkliliklar
bildirilmektedir. Bu sebeple beyin-tiirevli norotrofik faktor (BDNF) ve doublecortin (DCX)
caligmalarda siklikla kullanilmakta ve diizensizliklerine vurgu yapilmaktadir. [16,17,18,19].
Aktif Kaspaz-3 (aktif CASP3) aktivitesinde bildirilen artis da apoptotik siireglere isaret
etmektedir [20]. Vagus sinir stimiilasyonu (VNS) direngli epilepsi ve depresyon
tedavilerinde FDA onayli kullanilan terapétik bir yontemdir. Non-invaziv bir yontem olan
transaurikiiler vagus sinir stimiilasyonunda (tVNS), kulaga yerlestirilen elektrotlar sayesinde
vagus siniri uyarilarak parasempatik sistem aktivasyonu saglanmaktadir [21,22]. Literatiirde
VNS ile OSB belirtilerinin hem davranigsal hem de biyokimyasal ve histolojik
parametrelerinin iyilestirebilecegi isaret edilmektedir. Biz de calismamizda maternal VPA
maruziyeti ile olugturulan otizm modelinde hem davranis degisiklerini hem de néroplastisite
stirecleri iizerine olan etkilerini incelemek, ek olarak beyin morfolojisi ve apoptotik siiregleri
gozlemleyerek tVNS uygulamasinin bu siirecler iizerine olan etkilerini arastirmay1

amagladik.






2. GENEL BILGILER

2.1. Otizm Spektrum Bozuklugu Tarihcesi

Alman psikiyatrist Eugen Bleuler, 1911 yilinda sizofreniyi; ‘“kendini gergeklikten ayirma
egilimi” olarak tanimlamis, agir sizofreni hastalarinin gergek hayattan koparak kendi iglerine

dondiiklerini belirtmistir ve bu durumu otizm olarak tanimlamistir [23].

Yillar iginde otizm, asir1 hayal kurandan tam tersine hi¢ hayal kurmayana evrilmistir [24].
1943 yilinda, Leo Kanner, 1938 yilindan beri inceledigi ¢ogunlugu erkek olan 11 ¢ocukta,
insanlardan asir1 uzak durma, iligki gelistirememe, konugsmada gecikme ve tekrarlayan basit
oyun aktiviteleri gozlemlemis ve bu semptomlarin Eugene Bleuler'in sizofreni igin
tanimladig1 kriterlere benzedigini belirterek bu klinik tabloyu da “Infantil Otizm” olarak
tanimlamistir. Boylelikle Leo Kanner literatiirde otizmin modern tanimini yapan ilk kisi
olmustur [25,26,27]. 1944 yilinda, Hans Asperger benzer semptomlar1 gésteren ¢ocuklari
“Otistik Psikopati” olarak tanimlamustir [26]. 1980 yilinda yayinlanan Mental Bozukluklarin
Tanisal ve Sayimsal El Kitabi-I111 (DSM-3)’te Otizm, Yaygin Gelisimsel Bozukluklar bagligi
altinda, Infantil Otizm olarak adlandirilmistir. Otizmin ilk 30 ayda gelistigi belirtilmistir. Ek
olarak, sizofreni ile infantil otizmin iliskisiz oldugunun daha agirhikli distinildigi
eklenmigtir [28]. 1994 yilinda yayinlanan DSM-4’te ise yine Yaygin Gelisimsel Bozukluk
bagligi altinda ele alinan otizm bu sefer ¢esitli alt baslhiklarda (Asperger Bozukluk,
Dezentegratif Bozukluk, Rett Sendromu, Otistik Bozukluk ve Atipik Otizm) olarak
tamimlanmistir. Otistik Bozukluk (; erken ¢ocukluk otizmi, ¢ocukluk otizmi veya Kanner
otizmi) bebeklikte sevgi ve fiziksel temasa karsi kayitsizlik, goz temasi eksikligi, siirekli
olarak karsilikli sosyal etkilesimde bozulma, akran iliskileri gelistirememe ve arkadaslik

kurmaya ¢ok az ya da hig ilgi duyulmamasi gibi semptomlar belirtilmistir [29].

Norogelisimsel Bozuklar basligi altinda DSM-5’te Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB);
sosyal etkilesimde bozulma, sinirli-tekrarlayan davranislar, ilgi alanlar1 ve aktivitelerle ve
iletisim eksikleri ile tanimlanan yaygin ndrogelisimsel bir bozukluktur. Bu belirtiler,
gelisimin erken donemlerinde ortaya ¢ikmakta ve yasam boyu devam etmektedir. Tan1 ve
tedavinin daha basarili olmasini saglamak i¢in Otistik Bozukluk, Asperger Bozuklugu ve

Yaygin Gelisimsel Bozuklugu OSB’nin i¢inde topladiklar: belirtilmistir [1].



2.2. Otizm Spektrum Bozuklugu Tanimi

Norogelisimsel bir bozukluk olan OSB’de, sosyal, biligsel ve davranigsal bozulmalar
goriilmekte, erken yaslarda ortaya ¢ikmakta (genellikle 1-2 yas civarinda) ve yasam boyu
stirmektedir [30]. Biiylik 0l¢iide 3 ana semptom olan sosyal etkilesimde bozulma,
tekrarlayan davraniglar ve dil gelisiminde bozulma gorilir. Genellikle dil ediniminde
gecikme ya da dil edinilse bile iletisim kurmakta zorluk ¢ekerler, iletisim sirasinda goz
temas1 kurma, yiiz ifadesi, jestler ve viicut durusuyla ilgili sorunlar goze ¢arpmaktadir
[31,32]. OSB’li ¢ocuklarin %30’unda, 18- 24 ay arasinda beceri kayiplar1 ve gerileme ortaya
cikmaktadir [7]. Teshisi genellikle 2-4 yas civarinda konmaktadir. Bu yas donemi yiiksek
sosyal, duygusal ve iletisimsel islevlerin gelisiminin goriildiigii en 6nemli donemdir [31].
Otizm Spektrum Bozuklugu olan bireylerde siklikla; ndrodejeneratif hastaliklar, mental
retardasyon, noropsikiyatrik hastaliklar, epilepsi, artan anksiyete, hiperaktivite, dikkat
eksikligi, uyku bozuklugu, gastrointestinal problemler ve davranis sorunlart gibi eslik eden
semptomlar goriilmektedir [2,6,30,32,33]. Otizmi tedavi etmek igin heniiz FDA onayh
herhangi bir ilag tedavisi bulunmamaktadir [5,34]. Bunun yan1 sira OSB’ye eslik eden diger

semptomlar1 azaltmaya ya da gidermeye yonelik ila¢ tedavileri bulunmaktadir [5,32].
2.3. Otizm Spektrum Bozuklugu Epidemiyolojisi ve Ekonomik Sonuclar:

Yillar iginde Otizm Spektrum Bozuklugu prevelansinin arttig1 goriilmektedir. Arastirmacilar
bu durum hakkinda iki temel sebep iizerine yogunlagsmaktadir. Birincisi otizm ve
sizofreninin yillar iginde ayrismasi, buna bagli olarak DSM tan1 kriterlerinin degismesi,
ikincisi OSB teshisi i¢in alanlarin genisletilmesi ya da daraltilmasi, 6gretmenlerin,
ebeveynlerin ve saglik profesyonellerinin OSB’ye karsi artan ilgi, bilgi ve farkindalik

diizeyleridir [27].

Otizm epidemiyolojisi i¢in bilinen ilk ¢alisma 1966 yilinda Victor Lotter tarafindan
yapilmustir. Ingiltere’de, 8-10 yas araligindaki ¢ocuklar incelediginde ¢alismada tahmini
yayginligin 10.000 ¢ocukta 4,5 (yaklagik 2222°de 1) oldugu ve erkeklerde kizlara gore daha
yaygin gorildigi bildirilmistir [35]. ABD’de 2007 yilinda, 3-17 yas aras1t 78037 ¢ocuk
incelenmis ve OSB goriilme siklig1 10000°de 110 bulunmustur. ABD’de yasayan yaklagik
673000 ¢ocugun OSB’li oldugunu tahmin edilmektedir [36]. Hastalik Kontrol Merkezine
(Center for Disease Control- CDC) bagli, Otizm ve Gelisimsel Engellileri izleme (ADDM)
Ag1, 2018 yilinda; Amerika Birlesik Devlet’ine bagli 11 eyalette yaptiklar1 arastirma



sonucuna gore; 8 yasindaki ¢ocuklarin yaklasik 44’te 1’1 (1000’de 23) OSB’li olarak
tanimlandigini belirtmislerdir. Ek olarak erkek ¢ocuklarinda kiz ¢ocuklarina oranla 4,2 kat

daha yaygin gorildiiglini belirtmistir [4].

Ulkemizde ise Saghik Bakanligi; Aile, Calisma ve Sosyal Hizmetler Bakanligi; Sosyal
Giivenlik Kurumu ve TUIK ortak verilerine gére 2019 yilinda toplam 38.661 OSB tanili
birey oldugu ve bu bireylerin (0-95 iistii yas araligi) 31.388 erkek, 7.273 kadin bireylerden
olustugu bildirilmistir. Ek olarak, 0-4 yas araliginda toplam 7580 ¢ocuk oldugu, bunlarin
6.084 erkek ¢ocuk iken 1.496 kiz ¢ocuktan olustugu, 5-9 yas aralifindaki ¢ocuklarda ise
15.324 erkek ¢ocuk, 3.461 kiz ¢ocuk oldugu bildirilmistir [37].

Otizm Spektrum Bozuklugunda oldukga genis bir spektrum gostermektedir. Bazi hastalar
bagimsiz bir sekilde hayatlarina devam edebilirken, bazilar1 tam zamanli ¢alisamamakta ve
bagkalarinin gozetimine muhta¢ durumda olabilmektedir [38]. Cocukluktan yetigkinlige
kadar OSB’li bireylerin her doneminde egitim, saglik hizmetleri ve sosyal hizmetler gibi pek
cok alanda hem otizmli bireylerin ve ebeveynlerinin hem de toplumu etkileyen, bireyden
tilkelere kadar yaygin ve yiiksek mali yiikler getirmektedir [39, 40]. 2007 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde (ABD) yapilan ¢alismanin sonucuna gore; kisi basina diisen yasam
boyu toplumsal maliyet 3,2 milyon dolar oldugu diistiniilmektedir [39]. 2000-2004 yillar
arasinda yapilan analize gore, OSB’li bireylerde kisi basina yapilan toplam harcama 5 yillik
donemde %142,1 arttig1 belirtilmistir [41]. 2023 yilinda Cin’de 2-6 yas aras1t OSB tanili
bireyler ve aileleri (n: 3236) ekonomik anket degerleri incelendiginde yillik toplam maliyet
34.206,5 dolar oldugu bildirilmistir [42]. Ulkemizde ise OSB’li bireylerin tibbi malzeme,
ila¢ ve saglik hizmetlerine iliskin yapilan toplam harcama 2017 yilinda 7.502.056,69 TL,
2018 yilinda 18.517.857,21 TL iken 2019 yili Ekim ay1 itibari 53.721.614,82 TL oldugu
bildirilmistir [37].

2.4. Otizm Spektrum Bozuklugu Etiyolojisi

Otizm spektrum bozuklugunun etiyoloji olduk¢a heterojendir ve tam olarak
aydinlatilamamistir [7,8,30,43]. Spesifik bir sebebe degil hem genetik faktorler hem de
cevresel etkilerin i¢ ice gecerek karmasik bir etkilesimi sonucunda goriildigi

diistintilmektedir [43,44].

Erkeklerde kadinlara gore daha fazla goriilmesi, aile caligmalarinda gozlenen yiiksek

kalitsallik ve yiiksek testosteron konsantrasyonu, OSB etiyolojisinin belirgin bir genetik arka
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plana sahip oldugunu diisiindiirmektedir [8,45,46,47,48]. ikiz calismalarinda %80-90
oraninda genetik temelli oldugu belirtilmektedir [49]. Ayrica monozigot ve dizigot ikizler
icin uyum orani %10 [50] ve dizigot ikizlerde %50’den az uyum orani bildirilmistir [43,51].
Ailelerin ekzom siralama c¢alismalarina dayal1 olarak, 350- 400 otizm yatkinlik geninin var
oldugu bilinmekte ve sinaptik aktivasyon, transkripsiyon regiilasyonu, néronal migrasyon
gibi alanlarda gorevli olan ¢ok sayida gen (FMR1, MECP2, NLGN, NRXN, PTEN vb.) hedef
gosterilmektedir. Coklu genetik varyantlarin beyin gelisimine miidahale ettigi ve OSB’ye
neden oldugu distiniilmektedir [33,52,61]. Ek olarak, bagisiklik ilgili proteinleri kodlayan
genler ile OSB arasinda bir baglanti oldugu ve bu durumun OSB’li bireylerde beyin
gelisimini ve sinaptik islevleri etkiledigi, OSB'li ¢ocuklarin 6nemli bir kisminda bagisiklik
tepkilerinde farkliliklar gosterdigi ve goze ¢arpan bir immun disfonksiyon durumu, siirekli

yiiksek sitokin ekspresyonu belirtilmektedir [43,51].

Cevresel faktorlerin %40-50 oraninda etkili oldugunu gosterilmistir [49,53]. Hava kirliligi,
anne yasi, baba yasi, anne sigara kullanimi, gebelikte 6zellikle ilk trimesterin baglarinda
teratojenlere maruz kalma (talidomid, valproik asit (VPA) ve etanol), annede kizamikg¢ik
enfeksiyonu, stres, 2500 gr alti diisik dogum agirligi ve civa, nikel, vinil kloriir ve
trikloretilen gibi ¢evredeki kimyasallara maruz kalma vb. ¢evresel nedenlerle iligkilendirir
[5,8,30,46,48,49,53,54,55,61]. Epidemiyolojik arastirmalar, Ozellikle gebeligin ilk
trimesterinde teratojen maruziyetinde dogan c¢ocuklarda norogelisimsel bozukluklar ve

ozellikle OSB gelistirme riskinin arttigin1 gostermistir [5 16,56,57].

Otizm spektrum bozuklugunda ndrobiyolojik mekanizmalar biiyiik 6l¢iide bilinmemekte
fakat cerebellar kortekste, serebellumda, hipokampiiste, amigdalada ve prefrontal kortekste
noropatolojik anomaliler bildirilmistir ve bu durum klinik tabloda ve patofizyolojik
mekanizmalarda onemlidir [58,59,60]. Sosyal beyin alani olarak adlandirilan amigdala,
medial prefrontal korteks, fusiform girus ve oksipital ve temporal alanlar anterior singulat
alan orbitofrontal alan gibi beyin bolgeleri sosyal bilgilerin islenmesinde primer rol aldiklari
icin sosyal iletisim ve etkilesimde oldukca onemlidir. Sosyal algida inferior occipital girus,
superior tempoeral sulcus ve girus ve ¢evre yapilar yiiz ifadelerini okuma ve islemede rol
alirken, medial prefrontal korteks yapisi Ozellikle zihinsellestirmede rol almaktadir.
Amigdala orbitofrontal korteks anterior singulat alan ve yine oksipital ve temporal alanlar
sosyal ipuclarini degerlendirerek karar ve davranista rol oynar. Amigdala’nin korkulu yiiz

ifadelerinde hem oksipital alanlarla (gérsel) hem de prefrontal korteksle (biligsel) siireclerde



yer almaktadir. OSB’li bireylerde ACC, mPFC gibi alanlarda aktivitede azalma oldugu
raporlanmistir [111,112].

OSB'li bireylerde subependimal tabakada kalinlasma, serebellum ve cerebellar kortekste
diizensiz kortikal yap1 ve yanlis yerlesen noron nodiilleri [58,61], ndron sayisinin azaldigi,
hipokampiiste piramidal hiicre boyutunun ve CAl ve CA4 bdlgelerindeki dentritik
dallanmalarin azaldigt ve anterior singulat alanda subgraniiler ve infragraniiler
katmanlardaki noron hacimlerinin ve sayilarinin azalmasi gibi farkliliklar bildirilmistir
[61,62,63,64]. OSB’de oldukea fazla beyin bolgesinin etkilenmesi, fetal gelisim déneminde
noronlarin  gelisim ya da go¢ silirecinde olusan anormallik nedeniyle oldugunu

diistindiirmektedir [58,61,65].

Beyin-tiirevli norotrofik faktér (BDNF) memeli beyninde iizerinde en ¢ok calisilan
norotrofinlerden biridir [66]. BDNF dogum oncesi ve dogum sonrasi beyin gelisimine
katkida bulunarak noronal sagkalimi destekler, ndrotransmitter salinimini modiile eder,
noronal plastisiteye katilir, aksonal ve dendritik biliylimeyi ve diger noroplastik siirecleri
modiile etmektedir, 6zetle, ndrogelisim sirasinda hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi ve
migrasyonunda 6nemli bir diizenleyici islevi vardir [66,67,68,69]. Santral sinir sistemindeki
aktivite iliskili degisikliklerin 6zellikle hipokampiis ve neokorteksteki sinaptik iletide BDNF
modifikasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir [66]. Embriyogenez sirasinda BDNF-
TrkB sinyali ile norogenezi diizenler [69]. Ek olarak en yiiksek BDNF diizeylerinin
hipokampiis, amigydala ve neocorteks gibi yiiksek islevli bolgelerde oldugu bildirilmistir
[70]. Otizm spektrum bozuklugunda sinaptik disfonksiyona dikkat ¢ekilmekte, 6zellikle
plastisitede yer alan BDNF degisiklikleri vurgulanmaktadir [16,17]. Hiicre 6limii ve
norodejenerasyona olan katkist bilindiginden BDNF terapilerine odaklanmak saglikli bir
yaklasim olabilir [18]. Hiicre govdelerinde ve aksonlarinda yer alan doublecortin (DCX)
norona 6zgli bir fosfoproteindir [71]. Merkezi ve periferik sinir sisteminde goc eden
noroblastlardan ve gen¢ noronlardan DCX eksprese edilmektedir. Kortikal néronal gog
sirasinda, mikrotiibiillerin organizasyonunu ve stabilitesini diizenler ve ndronal gociin
gerceklestirilebilmesi igin gereklidir [72]. Buna bagli olarak, sinir sistemi gelisimi, néron
iretimi, hiicre morfogenezi ve hiicre farklilagmasinda gérev almaktadir [19]. Norogenez ve
noromodulasyonu yansittig1 i¢in yaygin olarak calismalarda kullanilmaktadir [73]. Otizm
spektrum bozuklugunda bu kadar genis ve farkli alanlarda bildirilen noronal anomaliler

sebebiyle BDNF ve DCX OSB i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.



Otizm spektrum bozuklugunda siklikla apoptotik siireclerdeki farkliliklara vurgu
yapilmaktadir. Apoptozdaki artis ndroanatomik anomaliliklere sebep oluyor olabilir [20].
Apoptozun yliriitme siirecinde primer gérev alan aktif kaspaz-3 (aktif CASP3) sistein-
aspartik asit proteazdir. Ayn1 zamanda inflamasyon, hiicre farklilagsmasi, dentritik budama
ve proliferasyon dolayisiyla sinaptik plastisite gibi siireglerde de gorev aldigi bildirilmistir
[74,75]. Aktif CASP3 toplam hiicre 6liimii i¢in bir belirte¢ olarak kullanilir ve OSB’de aktif
CASP3 aktivitesinde artig oldugu bildirilmektedir [20,67,76,77].

2.5. Otizm Spektrum Bozuklugu Valproik Asit iliskisi ve Hayvan Deneyleri

Otizm spektrum bozuklugunun, utero mu yoksa semptomlarin belirginlestigi zamanda m1
(yaklasik 2 yas) edinildigi konusunda tartismalar devam etmekle birlikte gelisim siirecindeki
degisiklerin, tanisal semptomlarin ortaya ¢ikmasindan ¢ok oOnce, erken dogum oncesi
yasamda meydana geldigine dair goriisler son yillarda agirliktadir [55]. Valproik asit (N-
dipropilasetik asit) veya valproat (VPA), antiepileptik bir ilagtir ve bipolar bozukluk,
migren, noropatik agr1 [78], epilepsi [79] hastaliklarin tedavisinde duygudurum diizenleyici
olarak kullanilmaktadir [46,79,80]. Plasentaya ve anne siitiine gecebilen valproik asit,
hamilelik sirasinda kullanilmak tizere FDA tarafindan belirlenen "D" kategorisinde yer
almaktadir [55]. Antiepileptik olan bu ila¢ noral tiipiin kapanmasini geciktirir ve yiiksek bir
OSB riski olusturur [81]. Valproik asit giiglii bir teratojendir. VPA'ya dogum dncesi maruz
kalan ¢ocuklarin merkezi sinir sisteminde (MSS) gelisimsel ndrotoksisiteyi indiikledigi
bilinmektedir [5]. Klinik arastirmalar sonucunda, gebelikte valproat kullaniminin bazi
norogelisimsel hastaliklarla; spina bifida aperta ve ekzensefali gibi noral tiip defektleri,
biligsel bozukluklarla [46,49], OSB’yle [79,80] konjenital malformasyonlar ve diger dogum
kusurlariyla, gelisimsel gecikme ve norobiligsel yetersizlikle [5,79] iliskili olduguna dair
giiclii kanitlar bulunmaktadir. Gebeligin ilk ii¢ ayinda maternal VPA maruziyeti sonucunda
dogum sonrasinda c¢ocuklarda fetal valproat sendromu (FVS) goriilebilmektedir [46,79].
1993 yilinda Laegreid ve arkadaslar, ikisi de benzodiazepinlere maruz kalan FVS'li yedi
cocuktan ikisinin otistik Ozellikler gosterdigini, ikisinde de daha belirgin gelisimsel
gecikmeler goriildiigiinii bildirmislerdir [57]. FVS’li g¢ocuklarda otistik semptomlarin
insidansinin yiiksek olmasi VPA ile otizmi iligkilendirilmistir [46,79]. Gebelikte kullanilan
valproat sonrast dogan ¢ocuklarda otizm ve otizm benzeri davranis degisiklikleri gelistigi

bildirilmistir [82].



Otizm Spektrum Bozuklugu ¢esitli ve bilinmeyen etiyolojisiyle birlikte insanlarda yapilan
aragtirmalardaki kisitliliklar sebebiyle, hastaligin mekanizmasint aydinlatmak ve
manipiilasyon firsatlarini belirlemek ek olarak farmakolojik tedavilerin potansiyel etkilerini
incelemek icin gecerli ve giivenilir iyi karakterize edilmis hayvan modellerine ihtiyag

duyulmaktadir [34].

Kemirgenler, temelinde anormal sosyal davraniglarin goriildiigi norogelisimsel
bozukluklar1 modellemek i¢in uygundur. Ciinkii, yavrulari i¢in ebeveynlik ve yuva ortami
olusturma ve yetiskinlik dénemlerinde kur yapma ve agresif davranislar sergileme gibi ¢ok
cesitli sosyal davranislar sergilerler [47]. Tipki diger kemirgenlerde oldugu gibi fareler de
hiyerarsiler olusturur, oyun oynar, ciftlesir ve yavrularini yetistirirler. OSB'lerin temel
ozellikleri olan, sosyal etkilesimdeki bozulma, anksiyete, dikkat eksikligi, tekrarlayan ve

basmakalip motor davranislar farelerde modellenebilir [83].

Maternal VPA maruziyeti, hem si¢anlarda hem de farelerde, insanlardaki OSB’deki gibi
otistik davraniglar benzer semptomlara neden oldugu bilinmekte ve yaygin olarak OSB
caligmalar i¢in kullanilmaktadir [5,46,55,79,81]. Gebe annelerin VPA kullaniminin tam
olarak ne zaman bebege etki ettigini cevaplamak oldukg¢a zordur. Ciinkii bu ilaci kullanan
anneler tiim gebelikleri boyunca kullanmaya devam etmektedir fakat dogan ¢ocuklarin
somatik 6zellikleri incelenerek teratojenik etki zamani tespit edilmeye caligilmistir ve noral
tiiplin kapanmasina isaret edilmistir [55,84]. VPA ile indiiklenen kemirgen modellerini
kullanan preklinik arastirmalar, VPA dozunu, maruz kalma sikligini, doz-yanit zaman
penceresini ve cinsiyet farkliliklarini aragtirmig ve tanimlamigtir [85]. Gebe kemirgenlerde
noral tliipiin kapanmasi sirasinda tek doz VPA uygulanarak OSB modellenebilmektedir

[54,55,56].
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2.6. Transaurikiiler Vagus Sinir Stimiilasyonu

Onuncu kranial sinir olan nervus vagus (CN X), somatomotor, parasempatik ve sensitif
liflerden olusur ve en uzun kafa c¢ifti olup boyun, toraks ve karin i¢inde seyreder [86]. %20'si
efferent liflerden ve %480'1 afferent liflerden olugmaktadir [87]. Noronlarinin somalari
medulla oblongata'nin {i¢ ¢ekirdeginde (nucleus dorsalis nervi vagii, nucleus tractus
solitarius alt bolimii (NTS) ve nucleus ambigius orta boliimii) yer almaktadir [86]. N.
vagusun r. auriculares dali (aVN), dis kulakta cymba conchae ve cavum conchaenin

innervasyonunu saglar [88,89].

CN X afferent iletileri, beyin sapinda bulunan NTS’ye iletilmektedir [87]. Nucleus tractus
solitarius’da sinaps yapan noronlar, otonomik fonksiyonu diizenlemek igin otonom
reflekslere katilirlar. Ek olarak, NTS'den ¢ikan afferent iletiler, nuc. paraventricularis,
amigdala, nuc. raphe dorsalis, nuc. parabrachialis, locus coeruleus, serebellum, talamus ve
orbitofrontal korteks ayrica limbik ve paralimbik yapilar dahil olmak iizere beynin ¢ok
sayida gesitli bolgelerine aktarilir [13,21,87,90]. Efferent iletileri ise, parasempatik nuc.
dorsalis nervi vagii’den (NDNV) ve motor iletiler nuc. ambigius’dan ¢ikar [13,86,91]. Hem
NTS hem de NDNV, parasempatik sinir sisteminin merkezi olan dorsal vagal kompleksi

olusturur ve NV’nin afferent ve efferent aktivasyonlar1 sirasinda birbirlerini etkiler [13].

Otonom sinir sistemi (OSS), duygudurumu diizenleme ve sosyal davraniglar lizerinde
etkilidir. CN X, periferden gelen interseptif sinyalleri otonomik aga baglar [12]. Visseral
durum, ruh hali ve duygulanimin diizenlenmesinden sorumlu beyin yapilarini igeren biiytik
bir entegre geribildirim sisteminin onemli bir parcasidir [62]. Noro-endokrin-bagisiklik
ekseninde homeostazinin diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadir [87]. Afferent liflerinin
uyarilmasiyla epilepsi, depresyon ve hatta otizmle iliskili tekrarlayan kendine zarar verme
davraniglartyla ilgili beyin yapilarini diizenledigini gdsteren ¢alismalarin sayisi giin gectikce
artmaktadir [62]. Otizm ve depresyon gibi hastaliklarda CN X’in islev bozuklugu gosterdigi
ve bu durumun sosyal etkilesim sirasinda duygularin degerlendirilmesinde bozulmalara
sebep oldugu distiniilmektedir, fakat hala bu bir teori olarak kalmistir, kanitlanmasi igin

daha fazla ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [92].

Son yillarda yapilan ¢alismalar, OSB’de goriilen yiiz ifadelerinde degisikliklere, iletisim
bozukluklarina, uyku bozukluklarina ve tekrarlayici davraniglara parasempatik sistem

disfonksiyonun sebep olabilecegini gostermektedir. OSB’li bireylerde, asir1 uyarilma,
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degismis hipotalamik hipofiz adrenal eksen, vagal tonus diisiikligii, otonomik disfonksiyon
(parasempatik geri ¢cekilme, hipersempatik duruma egilim) ve psikososyal davranig arasinda
artan bir korelasyona isaret edilmektedir. Bu sebeple CN X, OSB’de hedef gosterilmektedir
[9,10,11,12,13,14,15,102].

1997 yilinda Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan, ilaca direngli epilepsi hastalarinda,
ndbetlerin sikligini ve siiresini azaltmaya yardimei1 olmak icin 12 yasindan biiyiik hastalarda
ilaglara alternatif bir tedavi olarak vagal sinir stimiilasyonunu (VNS) onayland1 [93,94].
2005 yilinda, duygudurum {iizerinde etkinligi fark edilince kapsami genisletildi ve 18 yas ve
izeri hastalarda, tedaviye direngli siddetli, tekrarlayan unipolar ve bipolar depresyon
tedavisi i¢cin FDA tarafindan onaylandi [12]. Migren [96] inme [97] ve ¢esitli hastaliklarda
da etkin bir yontem olarak kullanilmaktadir. VNS’nin mekanizmasi1 tam olarak
aydinlatilmamis olsa da anti inflamatuar etkisi oldugu belirtilmekte [99]. VNS, beyin
yapilarinda (hipokampiis, bazolateral amigdala, PFC) norepinefrin arttirir, bdylece
hayvanlarda ve insanlarda hafiza olusumunu, duygusal olarak uyandiran anilarin
konsolidasyonu ve korku tiikenmesini iyilestirmek icin kullanilabilir [93,101,102], ek
olarak, tersine Ogrenmeyi gelistirdigi belirtilmektedir [103]. Beyin kaynakli nérotrofik
faktor (BDNF) ve immiin modiilasyon etkilerini artirarak néroplastisitede rolii olabilecegi
distintilmekte [12], epilepsi ve depresyon gibi OSB’ye eslik eden bozukluklar i¢in tedavi
etkileri tiretebilecegini belirtilmektedir [94,100].

VNS’nin invaviz ve non-invaziv yontemleri vardir [89]. Invaziv yontemde, servikal bolgede
yer alan carotis paketinin i¢inde seyreden CN X’ye cerrahi olarak elektrotlarin
implantasyonu yapilmaktadir. Bu uygulamada cerrahi komplikasyon riskleri, iyilesme
stirecinin dezavantajlar1 ya da stimiilasyon sirasinda 0kstirme, hirilt1 ve yiiksek maliyetler

gibi olumsuz etkilerin goriilebilmektedir [22,87,95].

Non-invaziv yontemde iki yol bulunmaktadir. Kulaktan (transkutandéz auricular) ya da
servikal bolgeye (transkutandz servikal) yine deri lizerinden yerlestirilen elektrotlar yardimi
ile yapilmaktadir [22,87]. Fakat servikal yerlesimli uyarimda anatomik olarak NV’nin
carotis kilifi igerisindeki seyri ve m. sternoklaidomastoideum’un altindan seyri dolasiyla
uyarimin etkinligi ve bu bolgedeki liflerin hem afferent hem de efferent liflerden olusmasi,

stimiilasyon sonucu olusacak etkiyi degistirebilir [22].
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Transauricular vagal sinir stimiilasyonunda (tVNS) hedef, CN X’in auricular dalidir (aVN),
bu sebeple kulak kepgesindeki cymba conchae ve cavitas conchae boliimleri innervasyonu
amaclanmaktadir [22,92]. tVNS, CN X’in afferent liflerini uyarir. TVNS cihazi 2010 yilinda
CE onay1 almistir [95]. tVNS’nin en sik goriilen yan etkileri, elektrotlarin yerlestirilmesine
bagl lokal cilt tahrigleri, bas agris1 ve nazofarenjittir [104]. Hem tVNS hem de VNS ile
NTS'ye projeksiyonlar yoluyla néromodiilasyon saglanarak ayni beyin bdlgelerini uyardigi
yoniinde c¢alismalar bulunmaktadir [12,21,89,95]. Fonksiyonel manyetik rezonans
gorlintiillemede, saglikli insanlarda tVNS'in, beyin sap1 bolgesinde (locus coeruleus ve
NTS) aktivasyonu arttirdigi; bdylece tVNS'yle CN X’in beyin sapindaki vagal
afferentlerinin etkili bir sekilde uyarabildigi belirtilmektedir. 38 saglikli goniilliiden olusan
bir calismada aktif tVNS, sahte stimiilasyonla karsilastirildiginda, CN X’in kolay 6geler i¢in
gelismis duygu tanima, belirgin sosyal ipuclarini ¢ozme yetenegini destekledigi, duygu
tanimaya nedensel olarak dahil oldugu bildirilmistir. VNS’nin sosyal bilisteki olumlu
etkilerini gosteren ¢alismalar aslinda VNS nin otizmde goriilen sosyal degisiklikleri olumlu

yonde etkileyebilecegini gosterebilir [92].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin davranis deneyleri Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezinde, histolojik boyama ve analizler Gazi Universitesi
Noropsikiyatri Egitim Uygulama ve Arastirma Merkezinde, western blotting analizleri ise
Norobilim ve Noroteknoloji Miikemmeliyet Ortak Uygulama ve Arastirma Merkezinde
(NOROM) yapildi. Deneylerde C57BL/6 tiir yavru fareler kullanildi. Merkezde iiretilen, 20-
30 gram agirliginda C57BL/6 disi fareler ve erkek farelerle ciftlestirildi ve gebelik 12,5.
giinlerinde gruplarina uygun olarak musluk suyu (oral) ya da VPA (600 mg/kg- oral) verildi
[105]. Dogan toplam 24 erkek C57BL/6 yavru erkek fare deneylerde kullanildi.

3.1. Deney Gruplarn

Dogan yavrular 28 giine kadar anneleriyle birlikte ayn1 kafeste birakildi. 29. giinde, 1 kafese
4 vyavru olacak sekilde annelerinden cinsiyetlerine gore ayrildi. Deneklerin hepsi
havalandirma ve 1sitma sistemleri otomatik olarak ayarlanan standart laboratuvar
kosullarinda (211 °C, %55 nem ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii) barindirildi.
Farelerin beslenmesinde standart fare yemi ve musluk suyu kullanildi, ad libitum yemege ve

suya erigimleri vardi.

Kontrol+sham grup: 8 saglikli erkek fare; Gebelik 12,5. giiniinde oral tasiyict uygulanan
annelerin yavrular1 kullanildi. Dogum sonras1 56. Giinde (DSG) her giin 1 davranis deneyi
olacak sekilde 4 giin boyunca bazal davranisg deneyleri yapildi. 9., 10. ve 11. haftalarinda (3
hafta boyunca) haftada 2 kez anestezi altinda (ketamin, i.m.) sham uygulama yapildi. DSG
84’te yine her giin 1 davranis deneyi olacak sekilde 4 giin boyunca uygulama sonrasi testleri
yapilarak DSG 88. giinde sakrifikasyonlar1 gerceklestirildi (Resim 3.1). tVNS uygulamasi,

3.3. Transaurikiiler Vagus Sinir Stimiilasyonu Uygulamas1 basliginda detaylica anlatilmigtir.

Otistik+sham Grup: 8 otistik erkek fare; Gebelik 12,5. gliniinde oral VPA uygulanan
annelerin yavrulari kullanildi. Dogum sonrasi 56. giinde (DSG) her giin 1 davranis deneyi
olacak sekilde 4 giin boyunca bazal davranis deneyleri yapildi. 9., 10. ve 11. haftalarinda (3
hafta boyunca) haftada 2 kez anestezi altinda (ketamin, i.m.) sham uygulama yapildi. DSG
84’te yine her giin 1 davranis deneyi olacak sekilde 4 giin boyunca uygulama sonrasi testleri
yapilarak DSG 88. giinde sakrifikasyonlar1 gerceklestirildi (Resim 3.1). Sham uygulama,

3.3. Transaurikiiler Vagus Sinir Stimiilasyonu Uygulamasi basliginda detaylica anlatilmistir.
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Otistik+tVNS Grubu: 8 otistik erkek fare; Gebelik 12,5. giiniinde oral VPA uygulanan

annelerin yavrulart kullanildi. Dogum sonrasi 56. giinde her giin 1 davranis deneyi olacak

sekilde 4 giin boyunca bazal davranis deneyleri yapildi. 9., 10. ve 11. haftalarinda (3 hafta

boyunca) haftada 2 kez anestezi altinda (ketamin, i.m.) tVNS uygulamasi yapildi. DSG 84’te

yine her giin 1 davranig deneyi olacak sekilde 4 giin boyunca uygulama sonrasi testleri

yapilarak DSG 88. giinde sakrifikasyonlar1 gerceklestirildi (Resim 3.1). Sham uygulama,

3.3. Transaurikiiler Vagus Sinir Stimiilasyonu Uygulamasi basliginda detaylica anlatilmistir.
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E12,5: embriyonik 12,5. giin, DSG: dogum sonrasi giin, VPA: valproik asit, tVNS: transaurikiiler vagus sinir

stimiilasyonu

Resim 3.1. Calismanin akis semasi
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3.2. Davranis Deneyleri

Davranis deneylerine baglamadan 30 dk dnce fareler deney salonuna getirilerek alismalari
saglandi. Her deney bitiminde %70 etanolle diizenekler silinip temizlendi ve 5 dk kurumasi
beklendi. Bazal davranig deneyleri 56-59 giinleri arasinda, sham ya da tVNS uygulamasi
sonrasi deneyler 84-87 giinleri arasinda yapildi. 88. giinde sakrifiye edildi (Resim 3.1).

3.2.1. Uc odali sosyallik ve sosyal yenilik testi

Seffaf pleksiglastan yapilmis olan diizenekte 3 oda bulunmakta ve arada bulanan agik kapilar
odalar aras1 gegise izin vermektedir (60 cm x 40cm x 20cm). 1 farenin deney siiresi toplam
25 dk’dir. 11k 5 dk denek farenin ortama alismasi icin tiim kapilar agik sekilde serbest gezip
alisma oturumudur. 1. Oturumda sosyal tanima oturumudur. Bu oturum 10 dk stirmektedir.
Sol odada bulunan tel kafesin igerisine ayn1 yas ve cinsiyette tiirdes fare konulur ve denek
fare orta odaya alinir kapilar yeniden agilir ve kayit baslatilarak odadan ¢ikilir. 2. Oturum
ise sosyal yenilik oturumudur. Sag odada bulunan tel kafesin igerisine yeni bir tiirdes fare
konularak ilk 10 dk olan sosyal tanima oturumdaki fare yerine yeni fareyi tercih etme
durumu degerlendirilir. Ek olarak sosyallik oturumu i¢in sosyal indeks (SI) dolu kafes
siiresinin bos kafes siiresine orani, sosyal yenilik oturumu icin sosyal yenilik indeksi (SYT)
yabanci fare odasinda kalma siiresinin tanidik fare odasinda kalma siiresine orani olarak

incelenmektedir [85].

Resim 3.2. Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testi diizenegi
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3.2.2. Aynah oda testi

Aynali oda testi, bir adet opak pleksiglastan yapilmis tavani olmayan bir kiip ve igine
yerlestirilen, iki tarafi acik aynali bir kiipten olusmaktadir. Aynali kiip, 4 adet aynali
yiizeyden yapilmistir (3 adet yan yiiz, 1 adet taban). Deney 10 dk siireyle yapildi. Davranis
deneyi parametreleri; aynali odanin 6niindeki koridorda kalma siiresi, aynali odaya ilk giris
zamani, aynali odada ge¢irdigi siire ve aynayla temas haline oldugu siire hesaplanmistir.
Merkez ayna orani hesaplamasinda i1sik alan alanlarda kalma siireleri toplam siireye
boliinerek bir oran elde edilmektedir. Bu sayede hem sosyallik hem de sosyal anksiyete

konularinda goriis elde edilebilmektedir [106].

Resim 3.3. Aynali oda testi diizenegi ve analizi
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3.2.3. Agik alan testi

Seffaf pleksiglastan, 40 cm x 40 cm x 30 cm dlgiilerinde, tabani ve 4 duvari bulunan {istii
acik bir kutudur. Tabandaki koseler ile merkez alana kare sekli ¢izilerek isaretlendi. Deney
10 dk uygulandi ve deney sonrasinda farelerin (4 ayagi da igeride olacak sekilde), merkez

alanlarda kalma siireleri ile dis karelerde kalan bolgede gecirdigi siire hesaplandi [107].

Dis Alan

Merkez Alan

B

Resim 3.4. Acik alan testi diizenegi ve analizi

3.2.4. Yiikseltilmis arti labirenti testi

Yerden 50 cm yiiksekte 2 agik 2 kapali koldan olusan arti seklinde beyaz pleksiglastan
yapilmis bir diizenek kullanildi. Deney 5 dk uygulandi ve deneyde agik kollarda, merkez

alanda ve kapali kollarda kalma siireleri belirlenerek yiizdeleri alinip analizleri yapildi [108].

Resim 3.5. Yiikseltilmis art1 labirenti testi diizenegi ve analizi
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3.3. Transaurikiiler Vagus Sinir Stimiilasyonu Uygulamasi

Tiim gruplardaki hayvanlara haftanin 2 giinii ketamin (IM) anestezi uygulandi. Stimiilasyon
verilecek olan otistik+tVNS grubuna ketamin+tVNS uygulamasi yapildi. Uyuyan fareler
kartona tespitlendi, stimiilatoriin elektrotlarina jel siiriilerek farelerin her iki kulaginin
konkasina gelecek sekilde elektrotlar yerlestirildi ve stimiilasyon cihazi agildi. 30 dk
boyunca (30 sn ON- 30 sn OFF modu, 5 V, 1 mA, 10 Hz) atimli darbe stimiilatoriiyle
(Vagustim, Tiirkiye) uyarim saglandi. Sham uygulamada ise; kontrol+sham ve otistik+sham
grubuna uygulandi. Uygulama o6ncesinde ketamin (IM) anestezisine alinan gruplardaki

hayvanlara elektrotlar yerlestirildi fakat uyarim verilmedi. Sham ya da tVNS sonrasi

farelerin anesteziden ¢ikma durumlart gézlemlendi, uyandiktan sonra kafeslerine geri alindi

(Resim 3.6).

Resim 3.6. Transaurikiiler vagus sinir stimiilasyon cihazi ve uygulamasi

3.4. Histolojik Incelemeler

Sakrifikasyondan 1 gece once %4 liikk paraformaldehit soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in 1 1
distile suyun igerisinde 10 tablet fosfat tamponlu salin (PBS) ve 40 gr paraformaldehit (PFA)
tozu eklenerek 80°C’de, 3 doniis hizinda vortekste, yaklasik 5 saat siireyle ¢oziinmeye
birakildi. Karisim seffaf hale geldiginde +4 °C’ye kaldirildi. Sakrifikasyon sabahi PFA’nin
pH’1 dlgiilerek 7,4’e ayarlandi.

Ketamin+tksilazin anestezisi ile derin anesteziye alinan yavrularin kardiyak kanlar1 alinarak
sakrifikasyonlar1 gerceklestirildi. Cikarilan beyin dokusu, bir yarist immiinohistokimya,

diger yaris1t da Western Blotting analizlerinde kullanilmak {izere bisturi ile ikiye boliindii.
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Immiinohistokimyasal analiz i¢in ayrilan beyin dokusu +4 °C’de, %4 liik PFA soliisyonu
icerisinde fikse edildi. Diger yaris1i Western Blotting analizinin yapilacagi ana kadar -80
°C’de saklandi. Histolojik degerlendirmeler igin her bir farenin bir hemisferi %4 tamponlu
PFA soliisyonunda fikse edildi. Fikse olan 6rnekler akarsu altinda yikama islemini takiben
artan derecelerde alkol serilerinden (%50, %65, %75, %85 ve %96) gegirilerek dehidrate
edildi. Ksilende seffaflandirilarak sivi parafinde infiltrasyonu takiben dokular parafin
bloklar haline getirildi. Her bir parafin beyin blogundan, Allen Mouse Brain Atlas referans
alinarak prefrontal korteks, amigdala ve hipokampiis bélgelerini igeren Sum kalinliginda
ardisik kesitler rotary mikrotom (Leica RM2245, Almanya) ile kesilerek pozitif sarjli lamlar
izerine alind1 [109]. Alinan kesitler bir gece oda sicakliginda kuruduktan sonra ertesi giin
59 °C’lik etiivde bir gece boyunca bekletildi. Parafin kesitler 2 ksilen serisinden 15’er dakika
gecirilerek deparafinize edildi. %100, %96, %75 etil alkol serilerinde 10’ar dakika bekletilen
ve en son asamada PBS igerisine alinan Kesitlerin redihratasyon islemi gergeklestirildi.
Rehidratasyonu takiben ardisik kesitler histolojik degisikleri degerlendirmek icin krezil
viyole ile boyanirken immiinohistokimyasal incelemeler icin de BDNF ve DCX
antikorlartyla isaretlendi. Krezil viyole boyali preparasyonlarin degerlendirilmesi sirasinda
dikkati ¢eken “koyu ndron” goriiniimiindeki noéronlarin apopitotik olup olmadigini
dogrulamak i¢in krezil viyole boyali prefrontal korteks kesitlerinin ardisik kesitleri ayrica

aktif kaspaz-3 (aktif CASP-3) antikoru ile de isaretlendi.
3.4.1. Kesitlerin krezil viyole ile boyanmasi ve boyah kesitlerin incelenmesi

Kesitler krezil viyole boyama soliisyonu (1:10 diliisyonda, ABCAM, ab246817, ingiltere)
ile tiretici firmanin prosediiriine uygun olarak boyandi. Bunun i¢in, rehidratasyonu takiben
doku kesitleri 5 dk siireyle 1:10 diliisyonda krezil viyole asetat soliisyonu ile inkiibe edildi.
Distile su ile yikamanin ardindan %100 alkole daldirilarak dehidrate edilen kesitler ksilen
icerisine alindi ve ardindan entellan ile kapatildi. Krezil viyole ile boyanmis kesitler
bilgisayar destekli 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B, Almanya) 100x ve 400x%
biiylitmelerde incelendi ve Leica LAS V4.12 programi kullanilarak kesitlerin goriintiileri
alind. Inceleme icin insandaki prefrontal korteksin hayvanlarda karsilig1 olan infralimbik
alan, prelimbik alan ve anterior singulat alan, ek olarak, amigdalanin alt ¢ekirdekleri olan
lateral amigdala, bazal amigdala, medial amigdala ve santral amigdala bolgeleri Allen
Mouse Brain Atlas referans alinarak belirlendi [109]. Bu alanlarin néronal yogunlugunu

gruplar arasit karsilastirmak tizere 400x biyiiltmede gorintiileri alindi. Elde edilen
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mikrograflarda Image] programi kullanilarak ilgili bolgelerin alanlar 6lgiildii ve néronlar
sayildi (ImageJ 1.54d, Ulusal Saglik Enstitiileri, Birlesik Devletler) [110]. Daha sonra ndron
sayisi alana oranlanarak hiicre yogunlugu “néron sayisi/um?” seklinde ifade edildi. Ayrica
hipokampiis cornu ammonis 1 (CAl) ve CA3 bolgelerinde piramidal hiicre yogunlugunu
degerlendirmek tizere, CA1 ve CA3 bdlgeleri 400% biiyiiltmede gozlemlenerek ardisik
mikrograflar elde edilmek suretiyle gorintiilendi. Elde edilen her bir mikrografta piramidal
hiicre tabakasi alani 6l¢iildii ve vezikiiler goriinimde niikleuslariyla karakterize intakt
piramidal noronlar sayildi. CA1 ve CA3 bolgelerine ait ortalama piramidal néron yogunlugu
“piramidal noron sayisi/um?” olarak ifade edildi. Ayn1 kesitlerde ayrica dentat girus (DG)
da tim uzunlugu boyunca ardisik mikrograflar elde etmek suretiyle 400x biiyiiltmede
goriintiilendi. Ardindan, her bir mikrografta DG graniiler hiicre tabakasi kalinlig1 farkl
bolgelerden Olgiilerek ortalama bir graniiler hiicre tabakasi kalinligi elde edildi. Tim
analizler i¢in ImageJ programi kullanildi (ImageJ 1.54d, Ulusal Saglik Enstitiileri, Birlesik
Devletler) [110].

3.4.2. Kesitlerin immiin boyama prosediirii ve boyal Kkesitlerin incelenmesi

Rehidratasyonu takiben parafin kesitler, sitrat tamponu (pH 6.0) igerisine alinarak
mikrodalga firinda yiiksek 1sida antijen doniistiirme islemi uygulandi. Sonrasinda oda
isisinda  sogumaya birakilan kesitlerin etrafi hidrofobik kalem olan pap-pen ile
siirlandirilarak kesitler %0,1 Tween 20 igeren PBS soliisyonu ile yikandi. Daha sonra doku
endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek tizere, kesitler oda sicakliginda ve karanlikta 10
dakika stireyle %3’liik H202 ile inkiibe edildi. Ardindan 3 kez 5’er dk. %0,1 PBS-Tween 20
ile yikanan dokularin iizerine spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek igin protein bloklama
soliisyonu UltraV block (TA-125-UB, Thermo Scientific, Birlesik Devletler) damlatilarak
30 dk. oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Protein bloklama sollisyonu uzaklastirildiktan
sonra yikama yapilmadan, kesitler anti-BDNF (1:200 diliisyonda, Bioss, bs-4989R, Birlesik
Devletler), anti-DCX (1:200 diliisyonda, Bioss, bs-3113R, Birlesik Devletler) ve anti-
cleaved caspase-3 (1:1000 diliisyonda, Affinity Biosciences, AF7022-BP, Birlesik
Devletler) primer poliklonal antikorlariyla gece boyunca +4 °C’de nemli ortamda
inkiibasyona birakildi. Negatif kontroller i¢in antikor soliisyonu yerine doku iizerine PBS
damlatild1. Primer antikorlarla inkiibasyonun ardindan doku kesitleri 3 kez 5’er dk. %0,1
PBS-Tween 20 ile yikandi. Ardindan oda 1sisinda biyontinli sekonder antikor (TP-125-BN,
Thermo Scientific, Birlesik Devletler) ile 20 dk. inkiibasyon yapild1. Inkiibasyon sonunda 3
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kez 5’er dk. %0,1 PBS- Tween 20 ile yikama yapildi. Yikamanin ardindan kesitler oda
isisinda 20 dk. siireyle streptavidin-peroksidaz enzim kompleksi (TS-125-HR, Thermo
Scientific, Birlesik Devletler) ile inkiibe edildi. Ug kez 5 dk. %0,1 PBS- Tween 20 ile
yikamanin ardindan Kesitler, diaminobenzedin (DAB) kromojen-substrat kompleksi (TA-
125-HDX, Thermo Scientific, Birlesik Devletler) ile 5 dk. inkiibe edilerek gozle goriilebilir
immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi. Daha sonra kesitler 3 kez 5’er dk. %0,1 PBS-
Tween 20 ile yikandi. Mayer’in hematoksilini ile 1 dk. karsit boyama yapildiktan sonra,
kesitler akan musluk suyu altinda yikandi. Sirast ile %75, %96 ve %100 dereceli alkollerde
5’er dk. tutulduktan sonra 15 dk. ksilende bekletildi ve entellan ile kapatma yapildi.

Hazirlanan preparatlar bilgisayar destekli 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B, Almanya)
degerlendirildi ve Leica LAS V4.12 programu kullanilarak goriintiileri alindi. Alinan
goriintlilerde ImagelJ programi kullanilarak mikrograflardan ayr1 ayr1 hematoksilin ve DAB
goriintiileri elde edildi. Hematoksilin boyali goriintiilerde néronlarin niikleuslar1 sayilarak
alandaki toplam noron sayis1 belirlendi. Ardindan DAB boyali goriintiilerde alandaki pozitif
boyanan noron sayisi belirlendi. Daha sonra alandaki pozitif boyanan néron sayisi tiim néron

sayisina oranlanarak immiinpozitif boyanma yogunlugu “% pozitif hiicre” olarak belirtildi.
3.5. Western Blotting Analizi

Farelerin -80 C’de saklanan yarim hemisferleri anti BDNF ve anti-DCX parametrelerinin
protein diizeyleri sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) western
blot yontemi ile belirlendi. Protein diizeyleri, Norobilim ve Noroteknoloji Mitkemmeliyet
Ortak Uygulama ve Arastirma Merkezin’de (NOROM) bulunan Western Blot Sistemi
tarafindan analiz edildi. Her grubu temsil edecek sekilde tartilan doku 6rnekleri 1,5 ml’lik
tiipler igerisinde cam ve metal homojenizatorler ile homojenize edildi, dokudan izolasyon
yapabilen T-PER soliisyonu ile izolasyon islemi tamamlandiktan sonra kantitasyon igin
florometrik tabanli cihaz (Qubit 4 Fluorometer, Thermofisher Scientific) ile izole edilen
orneklerin Slciimii yapildi. Olgiim islemleri bittikten sonra drnekler 4x konantrasyonda
lityum dodesil siilfat iceren buffer (LDS sample buffer), 10x konsantrasyonda 500 mM
dithiothreitol (DTT) igeren buffer ve su ile yiiklenecek olan hacim hesaplanarak ornekler
hazirlandi. Daha sonra kuru blok siticidda 10 dk bekletilerek orneklerdeki proteinlerin
lineerize olmasi saglanacaktir. Yiiklemeye hazir olan ornekler, dikey elektroforeze
yerlestirilen %4-12 bis-tris yapili jele hesaplanan hacim kadar yiiklendi. Jelin bir kuyusuna

kolorimetrik (SeeBlue™ Plus2 Onceden Boyali Protein Standardi, Invitrogen) ve
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kemiliiminesan (MagicMark™ XP Western Protein Standardi, Invitrogen) olan protein
isaretleyicisi de ayni anda yiiklendi. Gii¢ kaynagi (PowerEase Touch 120W Gii¢ Kaynagi,
Thermofisher Scientific) 200 V ve 22 dakikaya ayarlanip elektroforez baslatildi.
Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam levhalardan ayrildi ve dort asamadan olusan
Western blot islemine gegildi. Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi
(blotlama), (The Power Blotter XL, Thermofisher Scientific), ikincisi; spesifik olmayan
reaksiyonlar1 engellemek icin nitroselilloz membranda protein baglanmamis bolgelerin
ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), it¢iinciisii; 6zgil primer antikorlar BDNF
(Invitrogen, MAJ5-41112), DCX (Invitrogen, MA5-33102) ve beta Aktin Antikoru,
Invitrogen (MA5-33078) bunlara uygun sekonder antikorlar (iBind™ Flex Western Device,
Invitrogen) ile deteksiyon ve son asamada ise; proteinlerin goriintilenme asamasidir
(iBright™ FL1500 Goériintilleme Sistemi, Invitrogen). Bu islemler ile proteinler nitroseliiloz
membrana yari-kuru blotlama ile aktarilacak daha sonra otomatik deteksiyon cihazi ile
primer ve sekonder antikor uygulamalari yapildi. Deteksiyon sonrasi membran
kemiliiminesan substrata maruz birakilip goriintiileme islemi yapildi. Goriintiileme sonrasi

bant yogunluklari analiz edilerek analiz islemleri tamamlandi.
3.6. Istatistiksel analiz

Arastirma verileri “SPSS 25.0 (Statistical Package for Social Sciences)” bilgisayar programi
kullanilarak degerlendirildi. Analizlerde non-parametrik ve ii¢ gruba iliskin Olgtimler
kargilagtirmak ve gruplar arasinda farkliliklarin analizi i¢in Kruskal Wallis analiz yontemi
kullanildi. Bu yontemde anlaml ¢ikan farklar i¢in ikili grup kiyaslamalar: post hoc Dunn’s

Bonferroni testi ile yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p< 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Valproik Asidin Otizm Spektrum Bozuklugu modeli olugturmadaki etkisi bazal testlerde
degerlendirildi. tVNS ya da sham etkisi uygulama sonrasi testlerde kiyaslandi. Tim

uygulanan davranis deneylerinin analizleri basliklar halinde asagida belirtildi.
4.1. Davrams Deneyi Bulgular:

4.1.1. Ug¢ odal sosyallik ve sosyal yenilik testi bulgular

Farelerin bazal ii¢ odali sosyallik ve sosyal yenilik davranis deneyi 56. giinde sham ya da

tVNS uygulamasi sonrasi 84. giinde davranis deneyi yapildi.

Cizelge 4.1: Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testi sosyallik oturumu odada kalma siireleri

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS  p

(Ort.£SH) (Ort.£SH) (Ort.£SH)
Dolu odada kalma 362,4+17,6 260,4+40,9 240,3+31,1
suresi
[ Orta odada kalma 96,8+13,5 120,9+22.3 153,8425,1 0,299
ch siiresi
Bos odada kalma 140,8+8,45 218,7+43,8 206+43,3
suresi
Dolu odada kalma 266,949,3  191,4+10,9  260,8+9,7
z siiresi
=
=
2 Ortaodadakalma ;579,148 13674173 123,588 0,746
§ suresi
E
2 Bos odada kalma 2178473  265.6+187  215,6+115

siiresi

Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmistir. Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi
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Bazal sosyallik oturumu incelendiginde; kontrol+sham grubunun dolu odada hem
otistik+sham hem de otistik+tVNS gruplarindan daha uzun siire kaldig1 belirlendi (sirastyla,
p<0,05 ve p<0,01). Orta odada kalma siirelerinde 3 grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik yoktu (p>0,05). Hem otistik+sham hem de otistik+ tVNS gruplari, kontrol+sham
grubuna gore daha fazla bos odada kaldig: belirlendi (p<0,05). Otistik gruplar arasinda hem
dolu odada kalma hem de bos odada kalma siireleri arasinda anlamli farklilik yoktu (p>0,05)
(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Sham ya da tVNS uygulamasi sonrasi sosyallik oturumu incelendiginde, hem kontrol+sham
hem de otistik+tVNS gruplar1 otistik+sham grubuna gore daha az dolu odada kaldigi
saptand1 (p<0,05). Orta odada kalma siireleri 3 grup arasinda anlamli farkli degildi (p>0,05).
Otistik+sham grubunun hem kontrol+sham hem de otistik+tVNS gruplarindan daha fazla
stire bos odada kaldig1 goriildii (p<0,05). Kontrol+sham grubu ile otistik+tVNS grubu
arasinda hem dolu odada hem de bos odada kalma siiresinde anlamli fark yoktu (p>0,05),
(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).
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Cizelge 4.2. Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testi sosyal yenilik oturumu odada
kalma siireleri

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS

(Ort.£SH) (Ort.£SH) (Ort.£SH)

Tamdik fare odasinda 534 1,119 2694499  2635:114 0121
kalma siiresi

Orta odada kalma

g 804480 15294227 132.,5:16,04 0,084
m suresi
Yabanci fare odasinda 570 40109 17774151 204+12.9

kalma siiresi

_ Tamdikfareodasinda - yg75,116 30136209 228,6+11,2

§ kalma stiresi

=]

2 Orta odada kalma 167,9+4.5 97,1102 137,6+8.4

g stiresi

5o

>

S Yabancifareodasinda o419 20164146  237.1410,6
kalma siiresi

Veriler Ort.+SH olarak ifade edilmistir.

Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi

Bazal sosyal yenilik oturumu incelendiginde; bazal testlerde 3 grup arasinda hem tanidik
farenin oldugu odada hem de bos odada kalma siirelerinde anlamli fark yoktu (sirasiyla,
p:0,121 ve p:0,084). Yabanci farenin oldugu odada ise kontrol+sham grubunun hem
otistik+sham hem de otistik+ tVNS gruplarindan daha fazla siire odada kaldig: belirlendi
(sirastyla, p<0,01 ve p<0,05). Otistik gruplar arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05) (Cizelge
4.2 ve Sekil 4.1).

Sham ya da tVNS uygulama sonrasi sosyal yenilik oturumu incelendiginde; otistik+sham
grubu tanidik farenin oldugu odada, kontrol+sham ve otistik+tVNS grubuna gore daha fazla
stire kald1 (sirastyla, p<0,01 ve p<0,05). Hem kontrol+sham hem de otistik+tVVNS grubunun
otistik+sham grubuna gore orta odada daha fazla siire kaldig1 goriildii (sirasiyla, p<0,01 ve

p<0,05). Yabanci farenin oldugu odada ise kontrol+sham ve otistik+tVNS grubunun
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otistik+sham gruba gore daha fazla siire kaldigi goriildii (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05).
Kontrol+sham ve otistik+sham grubu arasinda tanidik farenin oldugu odada, bos odada ve
yabanci farenin oldugu odada kalma siiresinde anlamli fark yoktu (p>0,05), (Cizelge 4.2 ve
Sekil 4.1).

Cizelge 4.3.  Ug odal1 sosyallik ve sosyal yenilik testi sosyallik ve sosyal yenilik indeks

sonugclari
Kontrol+sham  Otistik+sham  Otistik+tVNS p
(Ort.£SH) (Ort.£SH) (Ort.£SH)
Sosyallik indeksi 2,6+£0,1 1,3+0,2 1,24+0,2
[ .
& Sosyal yenilik 1,2+0,3 0,70.,05 0,8+0,07
indeksi
© Sosyallik indeksi 1,3+0,08 0,8+0,1 1,2+0,1
Sk
S = Sosyal yenilik
3 y Y _ 1,4+0,2 0,7+0,07 1,0420,1
> indeksi
Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmistir.

Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi

Bazal indeks degerleri incelendiginde; kontrol+sham grubunun daha fazla sosyallesme
davraniglar1 sergiledigi hem sosyallik indeksinin hem de sosyal yenilik indeksinin
otistik+sham ve otistik+ tVNS grubundan daha yiiksek oldugu bulundu (sirasiyla, p<0,05 ve
sirastyla, p<0,01 ve p<0,05). Otistik gruplar homojen dagilimdaydi, gruplar arasinda hem
sosyallik indeksinde hem de sosyal yenilik indeksinde anlamli fark yoktu (p>0,05), (Cizelge
4.3 ve Sekil 4.2).

Sham ya da tVNS uygulama sonrast sosyal yenilik indeks degerleri incelendiginde;
otistik+tVNS ve Kkontrol+sham gruplarinin, otistik+sham grubuna goére hem sosyal
indeksleri (p<0,05) hem de sosyal yenilik indekslerinin daha yiiksek oldugu bulundu
(p<0,01). Kontrol+sham grubu ile otistik+tVNS grubu arasinda hem sosyallik indeksinde
hem de sosyal yenilik indeksinde anlamli fark yoktu (p>0,05) (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2).
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Bazal sosyallik oturumu odalarda kalma siireleri C Uygulama sonrasi sosyallik cturumu odalarda kalma stireleri
*
* 300 *
400,0 —=— * K — T
— 350,0 ’ET 250
c s =
= 300,0 * ]
§ ; 200
5 250,0 v 7
£ 2000 / ‘ £ 150
- b4
m
= 1500 / % / 3 100
@ 2
8 1000 % / % =
= 50
© 500 % % / o
00 7 /é é 0
Dolu odada kalma siiresi  Orta odada kalma stiresi  Bos odada kalma siiresi Dolu odada kalma stiresi  Orta odada kalma siiresi  Bos odada kalma siiresi
m Kontrol+sham  m Otistik+sham # Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan énce) m kontrol+sham  motistik + sham  m otistik + tVNS
B Bazal sosyal yenilik oturumu odalarda kalma sureleri D Uygulama sonras sosyal yenilik oturumu odalarda kalma siireleri
350,0 . 350 k%
— —r
E‘ 300,0 :-5; 300 . %
= =
2 2500 @ 250
g e
o 200,0 é, s 200 R
g 1500 / 2 150
E % Z 3
= 100,0 / / ,_'; 100
3 Z 2
50,0 ' % % 8 s0
00 7. Z 0
Orta oda Yabanci fare odasi Tanidik fare odasi Orta oda Yabanai fare odasi
m Kontrol+sham  m Otistik + sham "+ Otistik + tVNS {tVNS uygulamadan &nce) m kontrol+sham  motistik + sham  motistik + tVNS

A. Bazal sosyallik oturumu, B. Bazal sosyal yenilik oturumu, C. Sham ya da tVNS uygulamasi sonrasi
sosyallik oturumu, D. Sham ya da tVNS uygulamasi sonrasi sosyal yenilik oturumu. Hata ¢ubuklari standart
hatay1 belirtmektedir (* p<0,05, ** p<0,01).

Sekil 4.1. Ug odal1 sosyallik ve sosyal yenilik testi odada kalma siireleri.
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A : .
Bazal indeks degerleri
*
3,0 *
|
2,5
210 *
* %
1,5 —
1,0 %
L
0 m7
0.0 % 7
Sosyallik indeksi Sosyal yenilik indeksi

m Kontrol+sham m Otistik+sham »# Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan énce)

B Uygulama sonrasi indeks degerleri
2
* * * %k * %
1 [ —
1,5
1
) ' '
0

Sosyallik indeksi Sosyal yenilik indeksi

®m Kontrol+sham  m Otistik+sham  ® Otistik+tVNS

A. Bazal indeks degerleri, B. Sham ya da tVNS uygulama sonrasi indeks degerleri. Hata gubuklar1 standart
hatay1 belirtmektedir (* p<0,05, ** p<0,01

Sekil 4.2. Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testi indeks degerleri.
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4.1.2. Aynal oda testi

Farelerin bazal aynali oda davranis deneyi 57. giinde sham ya da tVNS uygulamas1 sonrasi

85. giinde davranis deneyi yapildi.

Cizelge 4.4. Aynali oda testi odalarda kalma siireleri
Kontrol+sham Otistik+sham  Otistik+tVNS
(ort=SH) (ort=SH) (ort=SH)

Aynali odada kalma 115,9+3,9 55,6+10,0 61,6+5,4

suresi

Bazal

On koridorda kalma 69,3+4.8 45,8+6,7 38,449.5

suresi

Aynahiodadakalma  yc7¢c.117 33743 1342449
stiresi

Uygulama
sonrasi

On koridorda kalma 443461 30,1+4,2 44,9452 0,094

siiresi

Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmektedir. Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi

Bazal aynali oda testinde otistik gruplarin sosyal anksiyetesinin arttig1 goriildi.
Kontrol+sham grubunun, otistik+sham ve otistik+tVNS grubundan hem daha uzun siire
aynali odada kaldigi (p<0,01), hem de daha uzun siire 6n koridorda kaldig goriildii (p<0,05).
Otistik gruplar arasinda hem aynali odada kalma siiresi hem de anlaml fark yoktu (p>0,05)

(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3).

Sham ya da tVNS uygulamasi1 sonrasi veriler incelendiginde tVNS’nin sosyal anksiyeteyi
azalttig1 saptandi. Otistik+sham grubunun, kontrol+sham ve otistik+tVNS grubundan daha
az aynali odada kaldig1 goriildii (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05). Kontrol+sham grubu ile
otistik+tVNS grubu arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05). On koridorda kalma siirelerinde
3 grup arasinda anlamli farklilik yoktu (p>0,05) (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3).
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Cizelge 4.5. Aynali oda testi merkez ayna orani verileri

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS  p

(ort=SH) (ort=SH) (ort=SH)
‘_ch Merkez ayna orani 0,3+0,03 0,2+0,08 0,2+0,02
m
£
‘_35 E Merkez ayna orani 0,4+0,07 0,1£0,01 0,3+0,02
>3
> @
)

Veriler Ort. £ SH olarak ifade edilmektedir. Veriler oran olarak verildi. Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata,
p: Kruskal Wallis Testi

Bazal merkez ayna orani incelendiginde, otistik gruplarin merkez ayna oraninin azaldig
goriildii. Kontrol+sham grubunun, otistik+sham ve otistik+tVNS grubundan merkez ayna
oraninin daha yiiksek oldugu goriildii (p<0,01). Otistik gruplar homojen dagilimdaydi,
merkez ayna orani gruplar arast anlamli fark yoktu (p>0,05) (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.3).

Sham ya da tVNS uygulamasi sonras1 merkez ayna orani verileri incelendiginde, tVNS
uygulamasi sosyal anksiyeteyi azaltti1 belirlendi. Kontrol+sham ve otistik+tVNS grubunun
otistik+sham grubuna gore merkez ayna orani daha yiiksekti (sirastyla, p<0,01 ve p<0,05).
Kontrol+sham grubu ile otistik+tVNS grubu arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05) (Cizelge
4.5 ve Sekil 4.3).
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A Bazal aynali odada kalma stiresi B Uygulama sonrasi aynali odada kalma siiresi

140 *k 200

* %k *

—** 180

120
160
100 140
120

80
100
60 y A 80
40 / 60
40

20
/ 20
0 7 0

® Kontrol+sham M Otistik+sham = Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan énce)

Sure (sn)
Siire (sn)

® Kontrol+sham  m Otistik+sham  m Otistik+tVNS

C Bazal 6n koridorda kalma siiresi D Uygulama sonrasi n koridorda kalma siresi
*
80 * 60
| —
70 50
60
40
T 50 —
vy c
v < 30
- 40 @
=1 ’, AL_
@ y 2
30 20
20
10
10
0 A 0
H Kontrol+sham m Otistik+sham ~ Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan 6nce) ¥ Kontrol+sham ® Otistik+sham  ® Otistik+tVNS
E Bazal merkez ayna orani F Uygulama sonrasi merkez ayna orani
*%
0,5
o 0% _kx o . *
5 S 045 ——r—————
2 03
E 7 £ o4
] o 2
a5 [=%
8 025 2 035
= =
5 o
3 02 ;, T 03
2 7 2 025
c [=
§ 015 ° 02
+ + 2
] 3
2 o1 S B1s
E T o1
< 005 z
c c 0,05
Iyl w
S o 7 S o
m Kontrol+sham m Otistik+sham '# Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan once) m Kontrol+sham m Otistik+sham m Otistik+tVNS

A. Bazal aynali odada kalma siiresi, B. Uygulama sonrasi aynali odada kalma siiresi, C. Bazal 6n koridorda
kalma siiresi D. Uygulama sonrasi 6n koridorda kalma siiresi, E. Bazal merkez ayna orani, F. Uygulama sonrasi

merkez ayna orani. Hata ¢ubuklar standart hatay1 belirtmektedir, (* p<0,05, ** p<0,01).

Sekil 4.3. Aynali oda testi verileri.
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4.1.3. Acik alan testi

Farelerin bazal agik alan testi 58. giinde sham ya da tVNS uygulamasi sonrasi testi 86. giinde

yapildi.

Cizelge 4.6. Agik alan testi verileri

Kontrol+sham Otistik+sham  Otistik+tVNS p

(ort=SH) (ort=SH) (ort£SH)
Merkez alanda 102,9+10,6 25,7£14,5 37,4+5.9
= gecirilen siire
&
Dis alanda gegirilen 497,0+10,6 576,8+5 562,6+5,9
siire
& Merkez alanda 84,02+4,5 32,649,3 72,7461
=
@ gecirilen stire
®
z
= D1s alanda gegirilen 515,9+£8,5 567,5+6,2 527,7+10,3
Y
S sure

Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmektedir. Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi

Tek doz maternal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde, bazal testte otistik+sham
ve otistik+tVNS grubunun kontrol+sham grubuna gore daha az merkez alanlarda (sirasiyla,
p<0,01 ve p<0,05), daha fazla dis alanlarda kaldig1 goriildii (sirastyla, p<0,01 ve p<0,056).
Otistik gruplar homojen dagilim gosterdi. Hem merkez alanda kalma hem de dis alanda
kalma siirelerinde anlamli fark yoktu (p>0,05) (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.4).

tVNS uygulamasmin anksiyete lizerine olumlu etkisi oldugu goriildii. kontrol+sham ve
otistik+tVNS gruplar otistik+sham grubuna gore merkez alanlarda daha fazla (sirasiyla,
p<0,01 ve p<0,05) dis alanlarda daha az kaldig1 goriildi (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05).
Kontrol+sham ve otistik+tVNS grubu arasinda hem merkez alanlarda hem de dis alanlarda
kalma stiresi arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05) (Cizelge 4.6 ve Sekil

4.4).
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A

120
100
80

60

Sire (sn)

40

20

o]

Stire (sn)
W
o
o

Bazal merkez alanda gegirilen siire

N
N

® Kontrol+sham m Otistik+sham »# Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan énce)

Bazal dis alanda gegirilen siire
*

* %
1

\}

N

m Kontrol+sham m Otistik+sham " Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan once)

B

100

Sure (sn)

o

Siire (sn)
= ~N w = w =1}
=) =] =] =] =1 =1
=] =] =] =] =] =]

o

Uygulama sonrasi merkez alanda gegirilen siire

* *
L | |
M Kontrol+sham  ® Otistik+sham  ® Otistik+tVNS

Uygulama sonrasi dis alanda gegirilen sire
* % *

M Kontrol+sham  m Otistik+sham  m Otistik+tVNS

A. Bazal merkez alanda gegirilen siire. B. Uygulama sonras1 merkez alanda gegirilen siire C. Bazal dis alanda

gecirilen siire D. Uygulama sonrasi dig alanda gegirilen siire Hata ¢ubuklar1 standart hatay1 belirtmektedir, (*
p<0,05, ** p<0,01).

Sekil 4.4. Acik alan testi verileri
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4.1.4. Yiikseltilmis arti labirenti testi
Farelerin bazal yiikseltilmis art1 labirenti testi 59. giinde, sham ya da tVNS uygulamasi
sonrasi testi 87. glinde yapildi.

Cizelge 4.7. Yiikseltilmis art1 labirenti testi verileri

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+t\VVNS

p
(ort+=SH) (ort+=SH) (ort+=SH)
Acik kolda kalma
. , %3,4+0,9 %0,7+0,3 %0,9+0,4
— yiizdeleri
S
o
m Acik kola giris 2,4+0,6 0,5+0,2 0,6=0,2
say1lari
Acik kolda kalma
© . : %S5,5+1,4 %0,08+0,07 %2,1+0,4
E =z yiizdeleri
T =
ER-
> 2 Acikkola giris 4,5+0,9 0,1+0,1 1,3+0,3
sayilari

Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmektedir. Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi

Tek doz maternal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde otistik gruplarin
anksiyete diizeylerinin arttig1 goriildii. Kontrol+sham grubun otistik+sham ve otistik+tVNS
grubundan daha yiiksek oranda agik kollarda kaldig1 (p<0,05) ve daha fazla sayida acik
kollara girdigi saptand1 (p<0,05). Otistik gruplar homojen dagilim gdsterdi. Hem agik kolda
kalma yiizdelerinde hem de agik kollara giris sayilarinda anlamli fark yoktu (p>0,05)
(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.5).

tVNS uygulamasinin anksiyete seviyesini azalttigi belirlendi. Kontrol+sham ve
otistik+tVNS grubunun, otistik+sham grubuna gére hem daha fazla a¢ik kollarda kaldigi
(sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) hem de agik kollara girig sayilarinin arttigi saptandi (sirasiyla,
p<0,01 ve p<0,05). Kontrol+sham ve otistik+tVVNS grubu arasinda hem agik kollarda kalma
yiizdesinde hem de agik kollara girig sayisinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0,05)
(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.5).
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A Bazal agik kolda kalma ylizdeleri Uygulama sonrasi agik kolda kalma yiizdeleri
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® Kontrol+sham ® Otistik+sham # Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan énce) ® Kontrol+sham m Otistik+sham m Otistik+tVNS

C Bazal acik kola giris sayisi D Uygulama sonrasi agik kola giris sayisi

35 6
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Acik kol girig sayisi
Acik kol giris sayisi
W

o
wn

0 .ﬁ% : I+-

Sham ya da tVNS uygulamasi sonrasi test

o Kontrol+sham M Otistik+sham " Otistik+tVNS (tVNS uygulamadan once)
m Kontrol+sham m Otistik+sham m Otistik+tVNS

A. Bazal agik kolda kalma yiizdeleri, B. Uygulama sonrasi agik kolda kalma yiizdeleri, C. Bazal agik kollara
giris sayisi, D. Uygulama sonrasi agik kollara girig sayisi. Hata ¢ubuklari standart hatay belirtmektedir, (*
p<0,05, ** p<0,01).

Sekil 4.5. Yiikseltilmis art1 labirenti testi verileri
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4.2. Histolojik Bulgular
4.2.1. Krezil viyole boyal kesitlerin analiz sonuglari

Kontrol+sham, otistik+sham ve otistik+tVNS gruplarindaki erkek farelerin beyin kesitleri
krezil viyole ile boyanarak prefrontal korteks, hipokampiis ve amigdala bolgeleri histolojik

olarak degerlendirildi.

Krezil viyole ile boyanan kesitlerin hipokampiis inceleme bulgulari

Kontrol+sham ve otistik+tVNS gruplart ile karsilastirildiginda, otistik+sham grubunda, hem
CALl bolgesi piramidal néron yogunlugunun (sirastyla, p<0,01 ve p<0,05) hem de CA3
bolgesi piramidal néron yogunlugunun (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde az oldugu tespit edildi. Kontrol+sham ve otistik+tVNS grubu arasinda hem
CALl bolgesi hem de CA3 bolgesi piramidal hiicre yogunlugu bakimindan anlamli fark
goriilmedi (p>0,05), (Cizelge 4.8, Sekil 4.6 ve Resim 4.1). Benzer sekilde otistik+sham
grubu DG graniiler hiicre tabakasi ortalama kalinliginin, kontrol+sham ve otistik+ tVNS
grubuna gore anlamli diizeyde az oldugu goriildii (p<0,05). DG graniiler hiicre tabakasi
ortalama kalinlig1 bakimindan kontrol+sham ve otistik+tVNS grubu arasinda anlaml fark

olmadigi goriildi (p>0,05) (Cizelge 4.8, Sekil 4.6 ve Resim 4.1).

Cizelge 4.8. Krezil viyole ile boyanan kesitlerin hipokampiis analiz verileri

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS  p
(ort=SH) (ort=SH) (ort=SH)

CAJ1 Piramidal néron

0,028+0,0004 0,018+0,0013 0,025+0,0019 0,007
yogunlugu (ndron sayist/
um?®)
CAS3 Piramidalnoron 6 451.0,0009 0,013+0,0006 0,020+0,0010 0,001
yogunlugu (ndron sayist/
um?)
Dentat girus graniiler hiicre

32,84+1,23 26,75+0,65 31,27+2,13 0,010

tabakasi ortalama kalinlig

(um)
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CAl CA3 DG

Kontrol+sham

T 5 e

o

Otistik+sham
{

Sm

Otistik+tVNS

Ug grubun hayvanlarina ait mikrograflarda CA1 ve CA3 bolgeleri piramidal hiicre tabakasinda yer alan,
vezikiiler goriiniimlii niikleuslartyla karakterize piramidal néronlarin yogunluklari ve DG bdlgesi graniiler

hiicre tabakasi izlenmektedir (Biiyiiltme: 400%, 6lgek ¢ubugu tiim mikrograflar i¢in 50 um).

Resim 4.1. Hipokampiis CAl, CA3 ve DG bolgelerine ait krezil viyole boyali kesit

goriintiileri
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A Hipokampis CA1 ve CA3 piramidal néron yogunlugu

0,03

* %k *
0,025 % *
1
0,02
0,015
- I
cAl CA3

B Kontrol+sham M Otistik+sham B Otistik+tVNS

fary

Piramidal néron yogunlugu
(N6ron sayisi/um?2)
o
o
o
(9]

o

B DG graniiler hiicre tabakasi ortalama kalinlig

* *
r I 1
30
25
20
15
10
0

® Kontrol+sham m Otistik+sham | Otistik+tVNS

Granduler hiicre tabakasi ortalama
kalinhigr (um)

w

A. Hipokampiis CA1 ve CA3 bolgesi ortalama piramidal ndron yogunlugu, B. Hipokampiis DG graniiler hiicre
tabakasi ortalama kalinlik 6l¢tim sonuglar1 (* p<0,05, ** p<0,01), (Veriler ortalama+standart hata olarak

verilmistir. Hata ¢cubuklar standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.6. Krezil viyole boyal1 hipokampiis CA1, CA3 ve DG boélgelerinin sonuglari
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Krezil viyole ile boyanan kesitlerin amigdala inceleme sonuclari

Kontrol+sham ve otistik+tVNS gruplariyla karsilastirildiginda, otistik+sham grubunun, gore
lateral amigdala (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05), bazal amigdala (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05)
ve santral amigdalasinda (p<0,05) ortalama noron yogunlugunun anlaml diizeyde diisiik
oldugu gorildi. Kontrol+sham ve otistik+tVNS gruplari arasinda anlamli fark yoktu
(p>0,05). Aymi sekilde {i¢ grup arasinda medial amigdala ndron yogunlugu bakimindan
anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05). Bu dort amigdala alt bolgesi biitiin olarak
degerlendirildiginde ise yine otistik+sham grubunun ortalama néron yogunlugunun,
kontrol+sham ve otistik+ tVNS gruplariyla karsilastirildiginda anlaml diizeyde daha diisiik
oldugu izlendi (p<0,01) (Cizelge 4.9, Sekil 4.7 ve Resim 4.2).

Cizelge 4.9. Krezil viyole ile boyal1 kesitlerin amigdala analiz verileri

Kontrol+sham Otistik+sham  Otistik+tVNS p
Ort+SH Ort+SH Ort+SH

LA ortalama nron yogunlugu 4 15,001  007£0,004  0,11£0,006 0,001
(ndron sayis1/pm?)

BA ortalama ndron 0.13£0,005  0,07£0,008 0,110,003 0,001
yogunlugu (ndron sayisi/pm?)

SA ortalama ndron yogunlugu 15,9008  0,09£0,006 0,110,006 0,036
(ndron sayis1/pm?)

MA ortalama ndron 0.1740,002  0,15£0,006  0,16£0,007 0.265
yogunlugu (ndron sayisi/pum?)

LA+BA+SA+MA ortalama
0,89+0,02 0,66+0,02 0,87+0,03 0,001

noron yogunlugu (néron
say1s1/um?)
Veriler Ort.+£SH olarak ifade edilmektedir. LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala,
MA: medial amigdala, Ort: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi
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v

Lateral amigdala Bazal amigdala Santral amigdala

Otistik+sham Kontrol+sham

Otistik+tVNS

Amigdala alt ¢ekirdekleri olan LA, BA ve SA bolgelerine ait krezil viyole boyali goriintiileri izlenmektedir.
(Biiyiiltme 400x, 6lgek ¢gubugu tiim mikrograflar i¢in 50 pm).

Resim 4.2. Amigdala krezil viyole boyali kesit goriintiileri
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Amigdala néron yogunlugu

Hk ko

0,9

i
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0.2 — = o -
0,1
: jan Bam Ham AN
LA BA SA MA

4 bolge toplami

Noéron yogunlugu
(ndron sayisi/um?2)

® Kontrol+sham B Otistik+sham | Otistik+tVNS

LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala, MA: medial amigdala. Noron yogunlugu
(Néron sayis/ pm?), (* p<0,05, ** p<0,01), (Veriler ortalamazstandart hata olarak verilmistir. Hata gubuklar
standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.7. Krezil viyole boyali amigdala kesitleri analiz sonuglart
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Krezil viyole ile boyanan kesitlerin prefrontal korteks inceleme sonuclari

Kontrol+sham ve otistik+tVNS gruplariyla karsilastirildiginda, otistik+sham grubunun
infralimbik (p<0,05), prelimbik (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) ve anterior singulat alanlarinda
(p<0,01) néron yogunlugunun belirgin bir bigimde az oldugu saptandi. Koyu noron
goriiniimlii hiicrelerde artis ek olarak néron govdelerinin morfolojisinde bozulma, néron
govdelerinde kiiciilme fark edildi. Kontrol+sham grubu ile otistik+tVNS grubu arasinda
infralimbik alan, prelimbik alan ve anterior singulat alanda néron yogunlugu bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05), (Cizelge 4.10, Sekil 4.8 ve Resim 4.3).

Cizelge 4.10. Krezil viyole ile boyali kesitlerin prefrontal korteks analiz verileri

Kontrol+sham  Otistik+sham  Otistik+tVNS p

Ort+SH Ort+SH Ort+SH
ILA ortalama noron
say1s1/um?)
PLA ortalama néron
yogunlugu (ndron 0,82+0,02 0,52+0,03 0,79+0,03 0,001
say1s1/pum?)
ASA ortalama noron
yogunlugu (ndron 0,82+0,02 0,46+0,05 0,81+0,04 0,001

say1s1/um?)

Veriler Ort. = SH olarak ifade edilmektedir. ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior
singulat alan, Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi
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Prefrontal kortekse ait ILA, PLA ve ASA alanlarmma ait krezil viyole boyali goriintiileri izlenmektedir.

(Biiyiiltme 400x, dlgek cubugu tiim mikrograflar igin 50 pm).

Resim 4.3. Prefrontal korteks krezil viyole boyali kesit goriintiileri

Prefrontal korteks ndéron yogunlugu

0,9

0,8
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

Q0

ILA PLA ASA

® Kontrol+sham  m Otistik+sham M Otistik+tVNS

£ 2
~

Néron yogunlugu
(hiicre sayisi/um2)

ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior singulat alan. (* p<0,05, ** p<0,01), (Hata

cubuklari standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.8. Krezil viyole boyal1 prefrontal korteks kesitleri analiz sonuglari
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4.2.2. BDNF ve DCX ile boyanan Kesitlerin immunreaktivite sonuclari

BDNF ve DCX ile isaretlenen hipokampiis kesitlerinin immunreaktivite analiz sonuclari

Materrnal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde, kontrol+sham ve otistik+tVNS
gruplariyla karsilastirildiginda, otistik+sham grubun hipokampiis CA1 bolgesinde (sirasiyla,
p<0,01 ve p<0,05), hipokampiis CA3 bolgesinde (p<0,01) ve DG alanlarinda (p<0,01)
BDNF immiinreaktivitesinin belirgin bi¢gimde diisiik oldugu saptandi. Otistik+tVNS grubu
ile kontrol+sham grubu, BDNF immiinreaktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda
hipokampiis CA1 bolgesinde, CA3 bdlgesinde ve DG alanlarinda istatistiksel olarak anlamli
fark olmadigi goriildii (p>0,05), (Cizelge 4.11, Sekil 4.9 ve Resim 4.4).

Cizelge 4.11. BDNF ile boyanan hipokampiis kesitleri immiinreaktivite sonuglari

Kontrol+sham  Otistik+sham  Otistik+tVNS p
(OrtSH) (OrtSH) (OrtSH)
22| cam 95,5412 65,5419 91,1+1,8 0,001
Z 3
L s =
zSs
% = 'g CA3 92,7+1,1 74,9+1,34 91,3+£1,4 0,001
= S
B
ET
o= DG 96,3+0,8 88,5+0,1 95,3+0,8 0,001

Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmektedir. CAZ1: cornu ammonis 1, CA3: cornu ammonis 3, DG: dentat

girus, ort: Ortalama, sh: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi
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BDNF

CAl CA3 DG

Kontrol+sham

L W S

Otistik+sham

. £ 0 m

Otistik+tVNS

0 pm S wm

(DAB, Biiyiiltme: 400x, 6l¢ek ¢gubugu tiim mikrograflar igin 50 pm).
Resim 4.4. Gruplarin BDNF antikoruyla isaretlenen hipokampiis CA1, CA3 ve DG bélgeleri

goriintiileri

Hipokampiis BDNF immunreaktivite

120

* % * * % * % IAHL\
100 o o
[
5 80
3
=
60
~N
2
o 40
20
0
CAL CA3 DG

B Kontrol+sham M Otistik+sham M Otistik+tVNS

CAL: cornu ammonis 1, CA3: cornu ammonis 3, DG: dentat girus, BDNF: beyin-tiirevli norotrofik faktor. (*
p<0,05, ** p<0,01), (Hata ¢ubuklari standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.9. Hipokampiis BDNF immiin boyama analiz sonuglari.
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Benzer sekilde kontrol+sham ve otistik+tVNS grubuyla karsilastirildiginda, otistik+sham
grubun hipokampiis CA1l bolgesinde (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05), hipokampiis CA3
bolgesinde (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) ve DG alanlarinda (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05)
DCX immiinreaktivitesinin belirgin olarak az oldugu saptandi. Otistik+tVNS grubu ile
kontrol+sham grubu, DCX immiinreaktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda hipokampiis
CA1 bolgesinde, CA3 bolgesinde ve DG alanlarinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigi goriildi (p>0,05), (Cizelge 4.12, Sekil 4.10 ve Resim 4.5).

Cizelge 4.12. DCX ile boyanan hipokampiis kesitleri immiinreaktivite sonuglar1

Kontrol+sham  Otistik+sham  Otistik+tVNS p

(Ort£SH) (Ort£SH) (Ort£SH)

£® cAal 93,1+1,8 77.3+1,2 90,0+2.3 0,001

=3

-
X 2=
0%z CA3 95,5+1,3 76,5+1,9 91,6+1,6 0,001
0 EN

:E =9

E S DG 95,8+1,1 89,6+0,8 93,6=1,1 0,002

Veriler Ort. + SH olarak ifade edilmektedir. CAL: cornu ammonis 1, CA3: cornu ammonis 3, DG: dentat girus,
ort: Ortalama, sh: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi
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Kontrol+sham
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Otistik+sham
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BT L L2

(DAB, Biiyiiltme: 400x, 6l¢ek ¢gubugu tiim mikrograflar igin 50 pm).
Resim 4.5. Gruplarin DCX antikoruyla isaretlenen hipokampiis CA1, CA3 ve DG bdlgeleri

goriintiileri

Hipokampiis DCX immunreaktivite

120
100 *k ok kok Kk kok ok
w 80
Q
E
L 60
=
3
S 40
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20
0
CAl CA3 DG

m Kontrol+sham  m Otistik+sham  m Otistik+tVNS

CAZ1: cornuammonis 1, CA3: cornu ammonis 3, DG: dentat girus, DCX: doublecortin. (* p<0,05, ** p<0,01),
(Hata gubuklar standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.10. Hipokampiis DCX immiin boyama analiz sonuglari.
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BDNF ve DCX ile isaretlenen amigdala kesitlerinin immiinreaktivite analiz sonuclari

Maternal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde, BDNF immiinreaktivitesi
bakimindan kontrol+sham ve otistik+tVNS grubuyla karsilastirildiginda, otistik+ sham
grubunun lateral amigdala (LA) (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05), bazal amigdala (BA)
(sirastyla, p<0,01 ve p<0,05), medial amigdala (MA) (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) ve santral
amigdala (SA) (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) BDNF immiinreaktivitesinin belirgin diizeyde

az oldugu saptandi.

Kontrol+sham grubu ile karsilastirildiginda, otistik+tVNS grubunun LA, BA, MA ve SA alt
¢ekirdeklerinin BDNF ekspresyonunun benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir
immiinreaktivite farki olmadigi goriildii (p>0,05), (Cizelge 4.13, Sekil 4.11 ve Resim 4.6).

Cizelge 4.13. Amigdala alt bolgelerinin BDNF immiinreaktivite analiz sonuglari
Kontrol+sham Otistik+sham  Otistik+tVNS

(Ort+SH) (Ort+SH) (Ort+SH)

LA 99,4+0,3 57,9+0,6 94,6+1,3 0,001

BA 99,4+0,3 69,3+0,4 95,2+0,9 0,003

MA 98,2+0,6 84,9+0,9 91,8+1,1 0,001

BDNF immiinrekativitesi
(% pozitif hiicre)

SA 87+0,5 62,5+0,6 85,7+0,3 0,002

Veriler Ort.+SH olarak ifade edilmektedir. LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala,
MA: medial amigdala, Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi.



49

BDNF
LA BA SA MA
[a8} 2 . Y ., o ) ;»
< . S
N R s - oA e e

i 7. \ ¥ ‘/_'e ; %
g _‘L, i |
c ¢y
s BT (TN
- ol 95
.(|,.) e : ?
X ; . Ay
= . Vo
Rz . P e
+— e
O L . Wt S el -y i — N YR ° —

= 2 » . e 5
) 5 i 3 pl f g ‘~~ e \l;
Z < » oA 7 &, . o '."u ;' -
2 b 5T e W e et T | \
:-‘ - 24z ! Yo o S ¥ “ A
- — £t 5 ' '. L e b i ,: A i
= ; oo gty SR | ~
@) s~ S T e AR by 0 e x| P S

LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala, MA: medial amigdala, (DAB, Biiyiiltme:
400x, 6l¢ek gubugu tiim mikrograflar i¢in 50 pm).

Resim 4.6. Gruplarin BDNF antikorlariyla isaretli amigdala goriintiileri

Amigdala BDNF immiunreaktivite

kK *k K Kk k
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m Kontrol+sham m Otistik+sham B Otistik+tVNS
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% pozitif hiicre

2
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LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala, MA: medial amigdala, BDNF: beyin-tiirevli
norotrofik faktor (* p<0,05, ** p<0,01), (Hata ¢ubuklar1 standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.11. BDNF antikoruyla isaretli LA, BA, SA ve MA bolgeleri immiinreaktivite analiz
sonugclari.
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Cizelge 4.14. Amigdala alt bolgelerinin DCX immiinreaktivite analiz sonuglari
Kontrol+sham Otistik+sham  Otistik+tVNS

(Ort=SH) (Ort=SH) (Ort=SH)

LA 94,8+0,9 62,8+0,3 93,8+0,7 0,001

BA 92,6+1 57,8+0,4 90,5+0,6 0,003

MA 92,2+0,7 73,5+1,1 89,7+1,3 0,001

BDNF immiinrekativitesi
(% pozitif hiicre)

SA 93,1+0,4 69,0+0,1 91,2+0,5 0,002

Veriler Ort.£SH olarak ifade edilmektedir. LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala,
MA: medial amigdala, Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi.

Benzer sekilde kontrol+sham ve otistik+tVNS grubuyla karsilastirildiginda, otistik+sham
grubun LA (p<0,01), BA (sirastyla, p<0,01 ve p<0,05), MA (p<0,01) ve SA (p<0,01) alt

cekirdeklerinin DCX immiinreaktivitesinin belirgin bi¢gimde diisiik oldugu saptand.

Kontrol+sham grubu ile karsilastirildiginda, otistik+tVNS grubunun LA, BA, MA ve SA alt
cekirdeklerinde DCX ekspresyonunun benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir

immiinreaktivite farki olmadigi goriildi (p>0,05), (Cizelge 4.14, Sekil 4.12 ve Resim 4.7).
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DCX

Otistik+tVNS Otistik+sham Kontrol+sham

LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala, MA: medial amigdala, (DAB, Biiyiiltme:
400x, dlgek gubugu tiim mikrograflar i¢in 50 pum).

Resim 4.7. Gruplarin DCX antikoruyla isaretli amigdala goriintiileri

Amigdala DCX immiunreaktivite
120

100

—e et e
8l
6l
4
2
0
LA BA MA SA

 Kontrol+sham M Otistik+sham B Otistik+tVNS

% pozitif hiicre
o (=] o

o

LA: lateral amigdala, BA: bazal amigdala, SA: santral amigdala, MA: medial amigdala, DCX: doublecortin.
(* p<0,05, ** p<0,01), (Hata cubuklar1 standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.12. DCX antikoruyla isaretli LA, BA, SA ve MA bélgeleri immiinreaktivite analiz
sonuglari
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BDNF ve DCX ile boyanan prefrontal korteks kesitlerinin immunreaktivite sonuclari

Maternal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde, prefrontal korteks eksternal
graniiler ve eksternal piramidal tabakalarindaki néronlarda ve daha alt tabakalarda bulunan
biiyiik piramidal néronlarda BDNF ve DCX immiinreaktivitesinin azaldigi belirlendi. BDNF
immiinreaktivitesi bakimindan  kontrol+sham ve  otistik+tVNS  gruplart ile
karsilastirildiginda, otistik+sham grubunun infralimbik alan (ILA) (p<0,01), prelimbik alan
(PLA) (p<0,01) ve anterior singulat alanda (ASA) (p<0,01) BDNF immiinreaktivitesinin
belirgin olarak diisiik oldugu saptandi.

Kontrol+sham grubu ile karsilastirildiginda, otistik+tVNS grubunun BDNF ve DCX
ekspresyonunun ILA, PLA ve ASA’inda benzer diizeyde oldugu ve istatistiksel olarak

anlaml1 bir ekspresyon farki olmadig1 goriildi (p>0,05), (Cizelge 4.15, Sekil 4.13 ve Resim
4.8).

Cizelge 4.15. Prefrontal korteks BDNF immiinreaktivite analiz sonuglari

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS p

Orttsh Orttsh Orttsh

ILA 90,5+1,1 60,9+0,9 88,7£1,6 0,001

PLA 95,1+1 57,8+0,4 91,8+0,6 0,003

pozitif hiicre)

ASA 89,24+0,9 62,5+0,9 86,7+1,8 0,001

BDNF
immiinrekativitesi (%

Veriler Ort.+SH olarak ifade edilmektedir. ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior singulat
alan, Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi.
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BDNF

PLA ASA

Kontrol+sham

Otistik+sham

Otistik+tVNS

ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior singulat alan, (DAB, Biiyiiltme: 400%, 6lgek
¢ubugu tiim mikrograflar i¢in 50 um).

Resim 4.8. Gruplarin BDNF antikoruyla isaretli prefrontal korteks goriintiileri
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Cizelge 4.16. Prefrontal korteks DCX immiinreaktivite analiz sonuglari

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS

p
Ortxsh Ortxsh Ort+sh
S
e ILA 91,2+1,2 62,1+1,8 89,5+1,8 0,001
=
LEE
0=
ke = PLA 92,7+1,0 52,3+0,9 87,9+1,3 0,002
£
g ASA 94,3+1,6 61,9+1,3 88,9+1,5 0,001

Veriler Ort.+SH olarak ifade edilmektedir. ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior singulat
alan, Ort.: Ortalama, SH: Standart Hata, p: Kruskal Wallis Testi.

Benzer sekilde DCX ekspresyonu bakimindan, kontrol+sham ve otistik+tVNS gruplari ile
karsilastirildiginda, otistik+ sham grubunun ILA (p<0,01), PLA (sirasiyla, p<0,01 ve
p<0,05) ve ASA alanlarinda (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) DCX immiinreaktivitesinin
anlamli1 diizeyde az oldugu saptand1 (Cizelge 4.16, Sekil 4.13 ve Resim 4.9).

Kontrol+sham grubu ile karsilastirildiginda, otistik+tVNS grubunun BDNF ve DCX
ekspresyonunun ILA, PLA ve ASA’mda benzer diizeyde oldugu ve istatistiksel olarak

anlaml1 bir ekspresyon farki olmadig: goriildii (p>0,05), (Cizelge 4.16, Sekil 4.13 ve Resim
4.9).
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DCX

ILA PLA ASA

Kontrol+sham

.....

Otistik+sham

W ET

Otistik+tVNS

T

ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior singulat alan, (DAB, Biiyiiltme: 400x%, 6lgek
cubugu tiim mikrograflar i¢in 50 pm).

Resim 4.9. Gruplarin DCX antikoruyla isaretli prefrontal kortkes goriintiileri
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Prefrontal kortkes BDNF immiuinreaktivite
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ILA: infralimbik alan, PLA: prelimbik alan, ASA: anterior cingulat alan, BDNF: beyin-tiirevli norotrofik
faktér, DCX: doublecortin. (* p<0,05, ** p<0,01), (Hata gubuklar1 standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.13. BDNF ve DCX antikorlartyla isaretli prefrontal kortkes immiinreaktivite analiz
sonugclari.
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4.2.3. Kaspaz-3 ile isaretlenen prefrontal korteks kesitlerinin immiinreaktivite analiz

sonuc¢lari

Krezil viyole boyali preparasyonlarin degerlendirilmesi sirasinda dikkati ¢eken ‘“koyu
noron” gériiniimiindeki noronlara yonelik yapilan aktif kaspaz-3 (aktif CASP-3) antikoru ile
de isaretleme sonucunda, maternal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde, dogan
erkek yavrularda prefrontal korteks eksternal graniiler ve eksternal piramidal tabakalarindaki
néronlarda ve daha alt tabakalarda bulunan biiyiik piramidal néronlarda aktif AKTIF CASP-
3 immiinreaktivitesinde artis oldugu goriildii. Otistik+sham grubunda (%37+5,4),
kontrol+sham (%83,4+2,3) ve otistik+tVNS grubuna (%53,1+4,9) gore daha yiiksek AKTIF
CASP-3 immiinreaktivitesi gortildi (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05). Otistik+tVNS grubunda
tVNS uygulamasinin aktif CASP-3 aktivitesinde azalmaya neden oldugu gorildii.
Kontrol+sham grubu ile otistik + tVNS grubu arasinda kaspaz-3 ekspresyonu bakimindan
anlamli farklilik yoktu (p>0,05). (Sekil 4.14, ve Resim 4.10).
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(DAB, Biiytiltme: 400x, 6l¢ek gubugu tiim mikrograflar i¢in 50 pm).

Resim 4.10. Gruplarin kaspaz-3 antikoruyla isaretli prefrontal korteks goriintiileri

Prefrontal korteks CASP-3 immiunreaktivite
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(* p<0,05, ** p<0,01), (Hata gubuklar1 standart hatay1 belirtmektedir).

Sekil 4.14. AKTIF CASP-3 antikoruyla isaretli prefrontal kortkes immiinreaktivite analiz

sonuglari
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4.3. Western Blotting Analiz Sonug¢lari

Maternal VPA maruziyeti sonrasi dogan erkek yavrularda BDNF ve DCX protein
miktarlarinda azalma tespit edildi. Otistik+sham grubun BNDF/ aktin protein miktarlarinin
kontrol+sham ve otistik+tVNS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede az oldugu
saptandi (p<0,05). Ek olarak, otistik+sham grubunun DCX/B aktin protein miktarinin
kontrol+sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 saptandi (p<0,01).
Otistik+sham grubunun, otistik+tVNS grubuna goére DCX/B aktin protein miktar1 azalmisti
fakat istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). tVNS sonras1 BDNF ve DCX protein
miktarlarinda artis oldugu goriildii. Otistik+tVNS grubu ile kontrol+sham grubu arasinda
hem BNDF/B aktin protein miktarlari hem de DCX/pB aktin protein miktarinin bakimindan
istatistiksel anlaml1 fark saptanmadi (p>0,05), (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.15).

Cizelge 4.17. BDNF ve DCX protein miktarlarinin western blotting analiz sonuglari

Kontrol+sham Otistik+sham Otistik+tVNS

Ort+sh Ort+sh Ort+sh
BDNF 1,40+1,3 0,93+1,3 1,38+0,2 0,013
DCX 1,2+0,2 0,87+0,8 0,99+0,5 0,007
\f*f S8
48 kD *_o“é o'&“\ 0&&.
[S———— 4 DCX
B-actin
e e M m= t
— o el

Western Blotting BDNF sonuglan Western Blotting DCX sonuglari
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BDNF/B aktin ve DCX/B aktin miktarlar1 (* p<0,05, ** p<0,01) Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi

gostermektedir.

Sekil 4.15. Western blotting analiz sonuglar1
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5. TARTISMA

Bu calisma, ilk kez maternal VPA maruziyeti ile olusturulan otizm modelinde transaurikiiler
vagus sinir stimiilasyonunun otistik benzeri davranislar ve ndronal siirecler iizerinde
terapotik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Maternal VPA’ya maruziyeti sonrast dogan
yavrularda, azalan sosyal etkilesim, artan sosyal geri c¢ekilme ve artan anksiyete gibi
davranigsal degisikler goriildii. Prefrontal korteks, hipokampiis ve amigdala bolgelerinin
noron morfolojisinde bozulma, néron sayisinda azalma ve apoptotik siire¢lerde artisa sebep
oldu. BDNF ve DCX ekspresyonunu azaltti, aktif CASP-3 aktivitesini arttirdi. Maternal
VPA maruziyeti sonrasi 3 hafta boyunca haftada 2 kez tVNS uygulamasi, sosyal etkilesim
diizeylerini arttirdi, sosyal geri ¢ekilmeyi ve anksiyeteyi azaltti. Ek olarak, hiicre
yogunlugunda artis ve hiicre morfolojisinde olumlu etkiye sebep oldu. BDNF ve DCX
ekspresyonunu arttirdi ve aktif CASP-3 aktivitesini azaltt1.

Otizm Spektrum Bozuklugu erkeklerde kadinlara oranla yaklagik 4 kat daha fazla
goriilmektedir. Maternal VPA maruziyeti sonrasit dogan kemirgen yavrularinda otizm
benzeri davraniglara yol agmakta ve yaygin olarak OSB calismalari i¢in kullanilmaktadir
[5,46,55,79,81,113]. Ozellikle embriyonik 11,5-12,5 giinleri sirasinda yani néral tiipiin
kapanma doneminde uygulanan VPA’nin emriyonik ndronal siiregleri bozarak OSB’ye
neden oldugu diisiiniilmektedir [114,115,116]. Bu ¢alismada, erkek cinsiyette daha fazla
goriildiigii icin erkek fareler kullandik ve otizm modeli olusturmak i¢in gebelikte 600 mg/kg
VPA uyguladik [105]. Fare ve insan yas hesaplamalar1 ¢calismalarinda, 8-12 haftalik fareler
(ortalama 70 giinliik) yetiskinlik doneminde kabul edilmektedir [117]. Bu calismada,
C57BL/6 fare tiirii kullanild1 ve deneyler 8-12 haftalar aras1 yapilarak 88. giinlerinde

tamamlandi. Bu ylizden verilerimiz yetiskin donem verilerini yansitmaktadir.

Otizm Spektrum Bozuklugunda sosyal etkilesimde ve iletisimde bozulma goriilmektedir
[118]. Kemirgen ¢alismalarinda sosyal etkilesimi incelemek igin siklikla ii¢ odali sosyallik
ve sosyal yenilik testi kullanilmaktadir. Maternal VPA maruziyeti sonrasi dogan erkek
yavrularda sosyal etkilesimin azaldigi, yabanci farenin bulundugu odada daha az kaldig,
tanidik fareyi daha fazla tercih ettigi, sosyallik ve sosyal yenilik indekslerinin azaldig1 yani
sosyallesme parametrelerinin anlamli derecede daha diisiik oldugunu bildirilmektedir
[119,120,121,122,123,124,125,126,127,128,129]. Bu c¢alismada, VPA’li erkek fare

gruplarinda sosyal indeksleri ve sosyal yenilik indeksleri diisiik bulundu. tVNS uygulamasi
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sonrasi erkek farelerde sosyal indeks ve sosyal yenilik indeks puanlari anlamli derecede

arttig1 gorildii.

Calismamiza sosyal anksiyeteyi incelemek icin aynali oda testi dahil ettik. Aynali oda
testinde, aynali odada ve 151kl alanlarda daha az kalma durumu hem sosyallik egilimlerini
hem de sosyal anksiyete diizeylerini degerlendirmek i¢in kullanilabilir [130]. Otizm modeli
gelistirilen kemirgen g¢aligmalarinda aynali odaya giriste gecikme, aynali odada kalma
stiresinde ve merkez ayna oraninda azalma oldugu belirtilmistir [106,131]. Bu ¢alismada
literatiirle uyumlu olarak VPA’l1 erkek fare gruplarinda 8. ve 12. haftalarinda, sosyallikte
azalma ve sosyal anksiyete diizeylerinde artti, merkez ayna orani, aynali odada kalma siiresi
azaldi. tVNS uygulamasi sonras1t merkez ayna orani ve aynali odada kalma siirelerinin arttig1

goriildii.

OSB’li bireylerde olagandis1 korku ve anksiyete benzeri davraniglar yaygin olarak goriiliir
[118,132,133]. Maternal VPA maruziyeti sonrasi olusturulan otizm modelinde ytikseltilmis
art1 labirenti testinde anksiy0z davraniglarda artis, agik kollarda daha az kalma egilimi
[119,120,121,124,126,128,132,134,135], ek olarak, acik alan testinde, merkez alanda kalma
stiresinin azaldig1 bildirilmektedir [125,127,128,129,132,135]. Bu calismada literatiire
paralel olarak, VPA uygulanan grupta anksiydz davraniglarin arttigi, acik kolda kalma
ylizdelerinin ve agik kola giris sayilarinin azaldig1 ve merkez alanlarda daha az siire kaldigi
bulundu. tVNS uygulamasi agik kolda kalma ytizdelerini, giris sayilarini arttig1 ve merkez

alanda kalma siiresini arttirdig1 goriildii. Anksiy6z davraniglar tVNS sonras1 azalmist.

Sosyal beyin alam1 olarak adlandirilan amigdala, PFC, fusiform girus ve oksipital ve
temporal alanlar, ASA, orbito-frontal alan gibi beyin bolgeleri sosyal iletisim ve etkilesimde
oldukca 6nemlidir. Sosyal algida inferior occipital girus, superior temporal sulcus ve girus
ve cevre yapilar1 yiiz ifadelerini okuma ve islemede rol alirken, mPFC ozellikle
zihinsellestirmede rol almaktadir. Amigdala orbito-frontal korteks, ASA ve oksipital ve
temporal alanlar sosyal ipuclarin1 degerlendirerek karar ve davramista rol oynar.
Amigdala’nin korkulu yiiz ifadelerini tanima ve kars1 tepki davranis1 gibi siireglerde hem
oksipital alanlarla (gorsel) hem de PFC (bilissel) ile projeksiyonlart bulunur [111,112].
Amigdala ve hipokampiis duygu islenme siirecinde temel yapilardir. Amigdala
aktivasyonunun, uzun siireli bellegin konsolidasyonunu etkiledigi, duygusal uyaranlarin
kodlanmasi sirasinda amigdalanin aktivasyon derecesi, sonraki hatirlama ile biiyiik 6l¢iide

iliskilidir. Noromodiilator sistemlerin aktivasyonu ve bilgilerin islenmesinde yer alan beyin



63

bolgelerine olan projeksiyonlari, duygusal olarak 6nemli deneyimlerin hatirlanmasini
saglamada kilit bir rol oynar [136]. OSB’li bireylerde tiim bu limbik sistem yapilarinda

anormal islevler bildirilmektedir.

OSB’de siklikla duygu ve motivasyonda gorevli olan amigdala ve fonksiyonundaki
degisikliklere isaret edilmekte, kaygi ve endise semptomlar: i¢in odak gosterilmektedir.
Ciinkii kayginin artmasi ile sosyal iletisim arasinda ters korelasyon bulunur [137]. OSB’li
bireylerin, duygusal yiiz ifadeleri isleme siireclerinde bozulma dikkat ¢ekmekte, kisilerin
yiiz ifadelerini tanimlama ve hatirlamada daha diisiik puanlar aldiklar1 belirtilerek [138] sag
amigdala, sag inferior frontal girusta aktivite azalmasi bildirilmektedir [139]. Oliim sonras1
yapilan insan ¢aligsmalarinda yetiskin OSB’li bireylerin amigdala néron sayisinda azalma
raporlanmustir [140,141]. Ek olarak, maternal VPA maruziyeti sonras1 amigdalada piknotik
noronlarin oldukc¢a fazla oldugu, néron oliimii ve gliozise yol agtig1 [142] ve bazolateral
amigdala kalinliginda azalma [143] bildirilmistir. Amigdala hiicre yogunlugundaki
farkliliklar tiim bu siiregleri etkileyebilir [62].

Sosyal etkilesimde amigdala ile PFC arasindaki baglanti dikkat c¢ekicidir [144,145].
PFC’deki anomaliliklerin OSB’de davranigsal ve sosyal eksiklikler iliskili olmasi sasirtict
degildir [146]. Norogoriintiilleme calismalarinda, OSB’li bireylerde ASA, mPFC gibi
alanlarda aktivitede azalma oldugu raporlanmistir [111,112]. OSB’li bireylerde ASA
bolgesinde aktivite azalmasi ile otistik semptomlarda artis arasinda korelasyon bildirilmistir
[147]. Prefrontal kortekste néronlarin boyut ve biiyiikliiklerinin heterojenlik gosterdigi ve
hiicreler aras1 boslugun kontrole gore daha fazla oldugu bildirilmistir [146]. Maternal VPA
maruziyeti sonrast dogan yavrularda PFC’deki néronlarin [148] dentritik dallanmasini ve

dentdirit uzunlugunun azaldig1 ek olarak PLA nin kalinliginin azaldigi [143] bildirilmistir.

Hipokampiis, amigdala baglantis1 ve sosyal beyindeki islevlere katilimi nedeniyle OSB’de
siklikla incelenmektedir [149]. Hipokampilis CA1 ndronlart ile nuc. accumbens
projeksiyonlari sosyal tanima ve hafizada primer gorevli yapilardan biridir [125]. OSB’li 2
bireyin vaka sunumunda, CA1 bolgesinde dentritik dallanmada azalma bildirilmistir [150].
Embriyonik déonemdeki VPA maruziyeti sonrast kortekste ve hipokampiiste noron sag
kalimimi ve ndron gelisimini olumsuz etkilemekte ve hiicrelerin ortalama canli ndron
sayisinda 6nemli bir azalma ve daha koyu lekeli dejenere piramidal néronlara sebep olmakta,

piramidal ndron tabakasinin kalinligini azaltmakta, hiicre yerlesimini bozmakta, dentritik
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dallanma ve dendrit uzunlugunu azaltmakta, apoptotik hiicrelerde artisa yol agtig1

bildirilmektedir [64,119,125,126,129,143,146,151,152].

Otizm Spektrum bozuklugunun nedeni tam olarak bilinmese de ¢esitli psikiyatrik
hastaliklarda goézlemlenen apoptotik bozulmalar OSB’de de dikkat ¢ekmektedir [67].
OSB’de siklikla noroinflamasyona vurgu yapilmaktadir. Hatta OSB’de goriilen davranig
degisiklikleriyle degisen bagisiklik sistemi arasindaki baglantidan s6z edilerek biiyiime
faktorlerinin ve nodrogenezin kesintiye ugramis iiretimi ve sonucunda da klinik tablo
karsimiza ¢ikmakta yoniinde goriisler bulunmaktadir [153]. Yiiksek aktif CASP-3 OSB’li
cocuklarda apoptozun arttigina isaret etmektedir [20]. Maternal VPA maruziyeti, apoptotik
hiicre &liimiinii indiiklemekte ve AKTIF CASP3 immiinreaktivitesini arttirmaktadir
[77,107,125,127,129,154]. Ozellikle apoptotik diizensizlik néron miktarmda azalmaya
sebep olarak sinir sistemi gelisimde olumsuzluklara yol a¢maktadir [77]. Bizim
calismamizda literatiire paralel olarak, VPA’l1 grupta 3 bdlgede de hiicre yogunlugunda
azalma oldugu (hipokampiiste, CA1 ve CA3 bolgesi piramidal ndron yogunlugunda azalma
goriildi. DG subgraniiler tabakasinin kalinliginin azaldigi saptandi. Amigdala alt
cekirdekleri olan LA, BA (bazomedial ve bazolateral), SA ve MA bolgelerinde hiicre
yogunlugunda azalma tespit edildi. Prefronral kortkes bolgeleri olan ILA, PLA ve ASA’da
anlamli derece hiicre yogunlugunda azalma ek olarak hiicrelerde kiiciilme ve koyu néron
benzeri bir goriintii oldugu tespit edildi ve AKTIF CASP-3 aktivitesinde VPA’l1 grupta artis
oldugu bulundu. tVNS uygulamasi sonrasinda ise hiicre yogunlugunda artis (piramidal hiicre
yogunlugunda artis ve DG subgraniiler tabakasinin kalinliginda artis, amigdala alt
cekirdeklerinde hiicre yogunlugunda artis bulundu ve PFC’de de hiicre yogunlugunda artig
ek olarak koyu néron goriiniimlii ndronlar azalma) ve AKTIF CASP3 aktivitesinde azalma
oldugu goriildii. Bulgularimiz, maternal VPA maruziyeti sonrast dogan erkek farelerin,
onceki raporlarla baglantili olarak, amigdala, prefrontal korteks ve hipokampiisiinde
noronlarin olgunlagsma siirecine isaret etmekte ve anormal noral devre olusabilecegini

gostermektedir.

BDNF dogum oncesi ve dogum sonrast beyin gelisimine katkida bulunarak ndrogelisim
sirasinda hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi ve migrasyonunda dénemli bir diizenleyici
islevi vardir [66,67,68,69]. BDNF uzun siireli hafizada, yetiskin nérogenezinde ve sinaptik
plastisitede Onemlidir [155]. OSB calismalarinda BDNF miktar1 farklilik gostermekte,
artmasi [17,156,157], azalmas1 [67,73,126,129,158,159,160,161] ya da kontrollerle arasinda

fark olmamasi [162] gibi literatiirde oldukca fazla sayida caligma bulunmaktadir ve
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literatiirde bilgiler tutarli degildir. DCX, mikrotiibiil baglayict fosfoproteindir ve ndral gog
sirasinda noroblastlar tarafinda eksprese edildigi bildirilmistir. Noronal yapisal go¢, dentritik
dallanmalarda etkili oldugu ifade edilmektedir. Olgunlagmamis ndronlar isaretlemek i¢in
siklikla kullanilir [141]. Maternal VPA maruziyeti sonras1 hipokampiis, PFC, serebellum ve
striatumda DCX  miktarinda  ve  ekspresyonunda  azalma  bildirilmektedir
[73,122,126,159,160,161]. VPA, hiicre yogunlugunu baskilayarak noronal gelisimi
degistirmesi sinaps olusumu ve hiicresel morfolojiyi degistirmesi nedeniyle BNDF ve DCX
proteinlerinin diizeylerini degistirerek OSB’de goriilen semptomlara aracilik ediyor olabilir.
Bu durum, OSB’de gesitli beyin fonksiyonlarinda bozulmaya isaret eder ve anormal kortikal
baglantilar1 gosterir [18,153,155,163,164]. Calismamizda néronal gelisim ve plastisitede rol
oynadig1 bilinen belirteclerin degisiklikleri 6zellikle ilgi ¢ekicidir. Norogelisim siirecinde
primer gdrev alan proteinlerdeki degisiklikler sonucu OSB gibi ndrogelisimsel
hastaliklardaki kusurla tutarlidir. Bu ¢aligmanin bulgular1 da literatiire benzer katki sagladi
ve VPA uygulamasi sonrast hem BDNF hem de DCX azaldi. Otistik gruba uygulanan tVNS
BDNF ve DCX ekspresyonunu arttirdi.

VNS'nin ¢ikan yollar stimiile ederek noral plastisiteyi gliclendirmesi ek olarak inen yollart
stimiile ederek sakinlestirici parasempatik girdi saglamadaki ikili etkisiyle aslinda
glinimiizdeki farmakolojik tedavilerde olmayan benzersiz faydalar sagladigi goriilmektedir
[93]. Saglikl1 bireylerde yapilan tVNS uygulamasi sonrast duygusal [165], 6tke taninmasinin
[166], gorsel dikkatin [167] ve yiiz i¢in gelismis duygu tanimanin [168] gelistigi bildirildi.
Ek olarak, tVNS’nin korkuyla giiclendirilmis irkilme tepkilerinin ve biligsel risk
degerlendirmelerinin engellenmesini kolaylastirdigini [169] ve kosullu korkuyu azalttigi
[170], ruh hali miicadelesinden sonra etkiyi iyilestirmeye [171] yardimci olabilecegi
bildirildi. Kemirgenlerde VNS uygulamasi sonrasi anksiyete diizeylerinin azaldiginm
raporland1 [172]. Depresyon tanilt hastalarda tVNS uygulamasinin yiiz ifadelerinin
taninmasinda pozitif etki sagladigi [173] ve amigdala ve PFC baglantisin1 modiile ederek
duygudurum {izerine olumlu etkileri oldugu [99] bildirildi. Ek olarak hafiza ve biligsel

esnekligi arttig1 [103,174] bildirildi.

VNS epilepsi hastalarinda nobetleri kontrol altina alabilmek i¢in kullanilan bir tedavi
yontemidir [93,175]. Epilepsi eslik eden OSB vakalarinda VNS uygulamasi nobet sikligini
azalttigi ve otistik benzeri davranis lizerine olumlu yanitlar getirdigi bildirilmistir
[12,98,176]. Epilepsi tanil1 ama OSB tanisi olmayan ve OSB ve epilepsi tanilt hastalarda (20

yas ve alt1) VNS uygulamasi sonrasi, her iki grupta da ndbet sayilarinin azaldig: ve yasam
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kalitelerinde artis oldugu bildirilmistir [94]. Nobetlerin OSB’ye siklikla (%30) eslik ettigini
g6z Oniinde bulundurarak hem Asperger sendromu hem de bitemporal epilepsi tanist almig
23 yasindaki bir erkek hastaya VNS uygulamasi yapan bir ¢alismada 6 ay siiresince hem
nobet sikliginda azalma oldugu hem de davranis degisikliklerine yol ac¢tig1 bildirildi [177].
VNS’nin sadece epilepsili OSB hastalarinda nobet sikligini azaltmak i¢in degil OSB’nin
temel semptomlart olan sosyal iletisimde bozulma ve anksiyete gerilemesine tVNS
uygulamas etkili olabilir [92,100,178]. Epilepsili OSB hastalarinda VNS etkinliginin uzun
siireli olmadigimi bildiren caligmalar da bulunmaktadir [179]. Aslinda bu tutarsizlik
spektrumun oldukca genis bir yelpazeyi icermesi (hastaligin erken baslama oriintiisi,
semptomlarin siddeti vb.) ve yas grubu ve cinsiyet dagilimini igeriyor olmasi ve kiiglik ya

da biiyiik 6rneklemleri igeriyor olmasi olabilir.

OSB gibi ¢esitli norogelisimsel bozukluklarda amigdala, PFC ve hipokampiise siklikla
vurgu yapilmakta ve olgunlagsmamis piknotik noronlara isaret edilmekte, benzer sekilde
plastisite stireclerinde aksakliklar ve noroplastisitede gorevli proteinlerin miktarlarinda
farkliliklar raporlanmaktadir. Ancak bu bolgelerdeki disfonksiyonun hastaligin tam olarak
hangi zamaninda ortaya ¢iktigi ya da hastaliklardaki kesin katkist tam olarak
anlasilamamistir. Gelecekteki caligmalarin, ndroplastisite silireglerinde bu olgunlagsmamis
noronlarin rollerini ve belki de bir odak olarak nasil kullanilabilecegini daha fazla
aydinlatmak i¢in kdkenini, zamanlamasini, plastisitesini ve noronal siireglerini ele almasi

gerekecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Valproik asit 600 mg/kg (oral), kontrol ile karsilastirildiginda, farelerin OSB benzeri
davraniglar gostermesine yol acti. VPA’l1 grubun sosyallik indeksleri ve sosyallik oranlari
diistiktii. Anksiyete seviyeleri beklenildigi gibi sham gruba gore yiiksekti. Prefrontal korteks,
hipokampiis ve amigdalada hiicre sayisinda azalma ve apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu
saptandi. BDNF ve DCX ekspresyonunun azaldigi, aktif CASP-3 aktivitesinin arttig1
goriildii. Toplam BDNF protein miktarinda tVNS sonrasi anlamli artis goriiliircken DCX
toplam protein miktarinda artis vardi fakat istatistiksel olarak anlamli degildi. 3 hafta
boyunca 6 kez tVNS uygulamasi erkek farelerde OSB benzeri davraniglari saglikli gruplarin
davranis degerlerine yaklastigi belirlendi. Hem hiicre yogunlugunda artisa hem de BDNF ve
DCX ekspresyon miktarinda artisa sebep oldu.

Literatiirde C57BL/6 farelerde maternal VPA maruziyeti ile otizm modeli olusturularak ilk
kez tVNS uygulamasi yapilan bu 6n ¢alismada, OSB tedavisi i¢in umut vaat edici sonuglar
elde edildi. insanda VNS uygulamasi, 20 haftaya kadar normal tedavi prosediirii olarak
onerilmektedir [180]. Bu calismada hayvanlara 3 hafta boyunca haftada 2 kez stimiilasyon
uygulandi. Uzun donem etkilerini belirlemek i¢cin daha uzun siireli stimiilasyon uygulamalari
gerekli olabilir. Ek olarak, bu ¢alismada BDNF ve DCX proteinleri, hemisferde toplam
protein analizi olarak incelendi. Gelecek caligmalarda sadece ilgili alanlarin bolgesel protein
miktarlarinin incelenmesi faydali olabilir. Transauricular vagal sinir stimiilasyonu, Otizm

Spektrum Bozuklugu i¢in destekleyici bir tedavi alternatifi olabilir.
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