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OZET

Bu ¢alismada, deneysel otistik fare modelinde, trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulamasi
yapilmistir. Otistik ve trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulanmis farelerin duodenum ve
jejunum morfometrisi incelenmistir. Bununla beraber duodenum ve jejunum’da enterik sinir
sistemindeki sinaps degisiklikleri, neuroligin-1 ve neurexin-2’nin immunopozitivitesi yogunlugu H-
skoru ile degerlendirilmistir. Calismamizda ii¢ grup halinde toplam yirmi dort tane erkek C57BL/6
fare kullanilmistir. Kontrol grubunda toplam sekiz adet erkek fare calismaya alinmistir. Bu gruba
herhangi bir sekilde cihaz ya da ilag uygulamasi yapilmamistir. Toplam on iki adet olan gebe farelere
12,5. giinde otizmli yavrular dogurmalar i¢in valproik asit gavaj yontemiyle uygulanmistir. Otizm
spektrum bozuklugu gelisen on alt1 erkek yavru fare ¢alisma grubuna alinmistir. Bu farelerin sekizine
trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu uygulanmistir. Kontrol grubu, otizm grubu ve trans-
aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulanan grup yedi giin sonra sakrifiye edilmis, duodenum ve
jejunum dokular1 alinmistir. Dokulara; hemotoksilen&eozin boyamasi yapilarak morfometrik
6lgtimleri, immunohistokimyasal boyama yapilarak neuroligin-1 ve neuroxin-2 ekspresyonlarinin
immunopozitivitesinin yogunluklarina H-skoru ile bakilmistir. Bu ¢alismada morfometrik
Ol¢iimlerde; duodenum ve jejunum’un tiim duvar, mukoza, submukoza kalinliklar ve i¢ sirkiiler-dig
longitudinal kas kalinliklar1 degerlendirilmistir. Otizm spektrum bozuklugu olan farelerde bu
morfometrik Ol¢limlerin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma
gostererek incelmis oldugu belirlenmistir. Trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu uygulanan
grupta morfometrik Olglimlerin degerlendirilmesi sonucunda dokularda kontrol grubuna yakin
kalinlagmalar saptanarak istatistiksel olarak anlamli bir artisin  oldugu izlenmistir.
Immunohistokimyasal yontemle neuroligin-1 ve neurexin-2 ekspresyonlarinin
immunopozitivitesinin yogunluklari H-skoru ile yorumlanmigtir. Otizm grubunda kontrol grubuna
gbre neuroligin-1 ve neurexin-2 ekspresyonlarinda azalma, trans-aurikular nervus vagus
stimulasyonu uygulanan grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir artigin meydana geldigi
saptanmistir. Sonug¢ olarak; trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulamasinin otizmli
farelerde enterik sinir sistemi sinaps gelisimini artirdigi ve bagirsak morfolojisinin diizelmesine yol
acarak iyilesme etkisi gdsterdigi incelenmistir.
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ABSTRACT

In this study, trans-auricular nervus vagus stimulation was applied in an experimental autistic mouse
model. The morphometry of the duodenum and jejunum of autistic and trans-auricular nervus vagus
stimulated mice were examined. In addition, synapse changes in the enteric nervous system in the
duodenum and jejunum, as well as the immunopositivity density of neuroligin-1 and neurexin-2,
were evaluated by H-score. A total of twenty-four male C57BL/6 mice were used in three groups. A
total of eight male mice were included in the control group. No device or medication was
administered to this group. A total of twelve pregnant mice were administered valproic acid by the
gavage method to give birth to autistic offspring on day 12.5. Sixteen male offspring mice with
autism spectrum disorder were included in the study group. Eight of these mice were subjected to
trans-auricular nervus vagus stimulation. The control group, autism group, and trans-auricular nervus
vagus stimulation group were sacrificed after seven days, and duodenum and jejunum tissues were
removed. The tissues were measured morphometrically by hematoxylin & eosin staining, and the
intensity of immunopositivity of neuroligin-1 and neurexin-2 expressions was determined by
immunohistochemical staining using H-score. In this study, morphometric measurements of the
duodenum and jejunum included the thickness of the entire wall, mucosa, and submucosa and the
thickness of the internal circular and external longitudinal muscles. It was determined that these
morphometric measurements were statistically significantly decreased and thinned in mice with
autism spectrum disorder compared to the control group. As a result of the evaluation of
morphometric measurements in the trans-auricular nervus vagus stimulation group, it was observed
that there was a statistically significant increase in the thickness of the tissues close to the control
group. The intensities of the immunopositivity of neuroligin-1 and neurexin-2 expressions by
immunohistochemical method were interpreted by H-score. It was found that there was a decrease in
neuroligin-1 and neurexin-2 expressions in the autism group compared to the control group and a
statistically significant increase in the trans-auricular nervus vagus stimulation group. In conclusion,
trans-auricular nervus vagus stimulation increased the development of enteric nervous system
synapses in mice with autism and improved intestinal morphology.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, a¢iklamalari ile asagida sunulmustur.
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1. GIRIS

Otizm spektrum bozuklugu, sosyal etkilesim, iletisim ve tekrarlayan davraniglardaki
bozukluklar ile tanimlanan genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenen noérogelisimsel bir
bozukluktur [1]. Otizm spektrum bozuklugunun prevalansi ¢ocuklar arasinda 1:59,
yetiskinler arasinda ise 1:100'diir [2]. Otizm spektrum bozuklugunda merkezi sinir
sisteminde yer alan beyincik, limbik sistem ve korteksteki belirli alanlarin etkilendigi
belirtilmektedir [3]. Otizm spektrum bozuklugu sadece merkezi sinir sistemini degil ayni
zamanda enterik sinir sistemini de etkilemektedir [1]. Enterik sinir sistemi bagirsak
motilitesi, enzim sekresyonunu ve besin emilimini kontrol ederek, bagisiklik sistemi ve
bagirsak mikrobiyomu ile etkilesime girmektedir [4]. Gastrointestinal bozukluklar otizmli
bireylerde siklikla goriildiigiinden bu da enterik sinir sistemi disfonksiyonunun varligini
diisindiirmektedir [2]. Enterik sinir sisteminin etkilenmesi sebebiyle otizmli bireylerde
gastrointestinal bozukluklarin 6zellikle de fonksiyonel kabizlik, ishal ve karin agrisi siklikla

goriilmektedir [1].

Enterik sinir sisteminin merkezi sinir sistemiyle olan ¢ift yonlii iletisimi nedeniyle beyinde
baslayan herhangi bir etkilesimin bagirsaklar1 etkilemesi ya da tam tersi bir durum
goriilebilmektedir [3]. Beyin ile gastrointestinal sistem arasindaki baglantilardan biri nervus

vagus’tur [5]. Nervus vagus %80 afferent ve %20 efferent lifler igermektedir [6].

Nervus vagus’un nucleus tractus solitari’ye ulasan afferentler lifleri nucleus dorsalis nervi
vagi'nin preganglionik noronlariyla baglanti kurarak vago-vagal reflekslerin temelini
olusturmaktadir [6]. Nervus vagus’un nucleus dorsalis nervi vagi’den ¢ikan efferent lifleri,
pleksus miyentericus’taki enterik sinir sisteminin bir pargasi olan postganglionik néronlarin
kolinerjik innervasyonu yoluyla gastrointestinal kanaldaki diiz kas ve sekretomotor
efektorleri kontrol etmektedir [6]. Vagal afferentler ve efferentler araciligiyla enterik sinir

sistemi ve merkezi sinir sistemi arasindaki ¢ift yonlii iletisimin temelini olusturmaktadir [6].

Nervus vagus’un iyilestirici etkisinin kullanildigi non-invaziv yontemlerden biri trans-
aurikular nervus vagus stimiilasyonudur. Trans-aurikular vagus sinir stimiilasyonu, implante
edilebilir bir cihaza ihtiya¢ duymadan non-invaziv bir sekilde inflamatuar refleksi ortaya
cikarmak icin uygulanabilir bir yontem olarak tamimlanmistir [7]. Invaziv nervus vagus

stimulasyonu ile de benzer néral yollara erisebilmektedir [8]. Bu uygulama epilepsi, migren,



major depresyon ve otizm spektrum bozuklugu gibi noérodejeneratif hastaliklarda
uygulanmaktadir [9]. Enterik sinir sisteminde meydana gelen gastrointestinal
disfonksiyonun trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu uygulandiktan sonra iyilesme

gosterdigi bildirilmistir [8].

Calismamizda otizm spektrum bozuklugu gelistirilen farelerde trans-aurikular nervus vagus
stimulasyonuyla bagirsak morfometrisi ve enterik sinir sisteminde neuroligin-1 ve neurexin-

2 ekspresyonlari iizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nervus Vagus

Nervus vagus onuncu kafa siniridir. Dort ¢ekirdege ve bes farkl lif tiirline sahip oldukga
karmasgik bir sinirdir [10]. Bunlar; duyusal aktivite, muskuler aktivite ve otonomik iglevlerle
ilgili bilgileri iletir. Sinirin ismi, dolasan anlamina gelen Latince “vagary” kelimesinden gelir
[11]. Kranial sinirler igerisinde en uzun seyre sahiptir [11]. Brankyial motor (farinks ve
girtlak kaslar i¢in), Visseral duyu (kalp ve akcigerler, farinks ve girtlak ve gastrointestinal
sistemin ist kismi), Visseral motor (Parasempatik lifler- st solunum yolu, kalp ve
gastrointestinal sistemin diiz kas1), Ozel duyu (damak ve epiglot-tat i¢in), Genel duyu
(kulagin boliimlerinden ve fossa cranii posterior’daki duradan gelen bilgilerle) olmak iizere

1if tiirlerini igermektedir [11].

2.1.1. Nervus vagus anatomisi

Nervus (n.) vagus, medulla oblongatadan ¢ikar, n. glossopharyngeus ile n. accessorius
arasindan foramen (for.) jugulare’ye dogru geger [12]. Nervus glossopharyngeus gibi, iki
gangliyonu bulunur (ganglion superius- ganglion inferius) [12]. Foramen jugulare igerisinde
ganglion superius ve onun altinda da ganglion inferius bulunur [12]. Ganglion superius’un
bir dal1 olan ramus (r.) meningeus, meninkslerin fossa cranii posterior’daki boliimiinden
duyu alir [12]. Nervus vagus’un r. auricularis’i (Arnold siniri), auricula’nin arka yiizii,
meatus acusticus externus’un arka bdliimii ve membrana typmani’nin buraya komsu olan
boliimiinden deri duyusunu alir [13]. Daha sonra n. vagus, vagina carotica adi verilen bir
kilif igerisine; vena (Vv.) jugularis interna, arteria (a.) carotis interna ve a.carotis externa
arasindan girer [12]. Kilifta ilerledik¢e komsulugu v. jugularis interna ve a. carotis
communis ile devam eder [12]. Daha sonra sag ve sol nervus vagus ¢ok farkli anatomik

yolaklarla devam eder [12].

Sagdaki n. vagus, a. subclavia 6niinden ve v. cava superior’iin arkasindan geger [12]. A.
subclavia dexter’e yaklastigi noktada n. laryngeus recurrens dalini verir [14]. Bu dal arterin
altindan ve arkasindan ilerler [15]. Trachea ve oesophagus arasinda yiikselir [15]. A.
thyroidea inferior ile komsu seyreder [15]. Larynks’in arkasindan devam ederek musculus

(m.) constrictor inferior’iin derinine iner [15]. Vocal cord’larin seviyesinin altindan m.



cricothyroideus kasi harig, diger tim larynx kaslarini innerve eder [15]. Sol n. vagus; v.
brachiocephalica’nin arkasindan, a. subclavia ile a.carotis communis arasindan gecerek
thorax’a iner [12]. Burada akciger, kalp ve oesophagus’a dallar verir [12]. Daha sonra arcus
aorta’nin sol tarafina geger [12]. Nervus vagus, cavitas abdominalis’e gegerken,
oesophagus’un anterior ve posterior yiiziinde truncus vagalis anterior (sag n. vagus) ve
truncus vagalis posterioru (sol n. vagus) olusturur [16]. Buradan ayrilan lifler, ligamentum
(lig.) hepatoduodenale’de karaciger, pankreas, dalak, bobrek iistli bezi, ince bagirsak ve

kalin bagirsakta flexura coli sinistra’ya kadar olan yapilari innerve eder [12] (Sekil 2.1).

vagal nodose afferent

rsomotor vagal efferent

_nervus vagus g ey
spinal afteren >

Ganglia S

spinal afferent (DRG)

Sekil 2.1. Nervus vagus’un temel anatomisi ve islevleri (Dicks (2023)’den degistirilerek
alinmustir)

Nervus vagus’un dallari

Ramus (r.) meningeus: Bu dal, birinci ve ikinci cervical spinal siniri igeren ganglion

superius’den ¢ikar [12].



Ramus auricularis: Bu dal, n. glossopharyngeus’dan ¢ikan bir dala katilarak ganglion
superius’den ¢ikar [12]. Auricula, membrana tympanica ve meatus acusticus externusun

tabaninin duyusunu alir [12].

Ramus pharyngeus: Pleksus pharyngeus’u olusturmak i¢in dallar verir [12]. Bu pleksus, n.
glossopharyngeus dallar1 ve sempatik dallarin1 igerir [12]. M.constrictor pharyngis
kaslarinin innervasyonunu saglar [12]. Palatum molle’nin kaslarini (m. veli palatini diginda)

ve pharynx kaslarini (m. stylopharyngeus disinda) innerve eder [12].

Nervus laryngeus superior: Bu dal pharynx ile iligkilidir ve ikiye ayrilir [12]. N.larygeus
superior ramus internus ve ramus externus olmak iizere ikiye ayrilir [12]. N.larygeus
superior ramus internus, vocal cord seviyesinin iistiindeki epiglottisten mucosaya kadar olan
boliimiin duyu innervasyonunu alir [18]. N. larygeus recurrens, vocal cord seviyesinin
altindaki larynx’in duyusunu alir [18]. N. larygeus superior ramus externus, m.

cricothyroideus ve m. constrictor pharyngis inferior kaslarini innerve eder [18].

Nervus laryngeus recurrens: Cartilago thyroidea’nin cornu inferiorii ile cartilago cricoidea
arasindan larynx’e girer ve m. constrictor pharyngis inferior’iin derininden her iki n.

laryngeus recurrens gecer [14].

Rami cardiaci cervicalis: R. cardiaci cervicalis superior ve inferior olmak tizere iki dali
vardir. Bu dallarin her ikisi de kalbe giden sempatik dallarla birleserek pleksus cardiacus’a

gecer [19].

Ramus oesophagealis: N. vagus’un lifleri akciger kokiinii gegtikten sonra 6zofagus etrafinda
bir pleksus olusturur [20]. Sol vagus 6zofagusun 6niinde, sag vagus ise 6zofagusun arkasinda

yer alir [20]. Vagus sinirleri 6zofageal pleksusa efferent preganglionik lifler gonderir [20].

Ramus pulmonalis: R. anterior ve r. posterior olarak ayrilan dallardan r. posterior
bolimiindeki lifler daha fazladir [12]. Bronchus’lart ve ilgili akciger dokusunun

innervasyonunu saglar [12].

Ramus pulmonalis: R. anterior ve r. posterior olarak ayrilan dallardan r. posterior
boliimiindeki lifler daha fazladir [12]. Bronchus’lart ve ilgili akciger dokusunun

innervasyonunu saglar [12].



Ramus gastricus: N. vagus sinister Oncelikle midenin anterosuperior kisminin
innervasyonunu saglarken, n. vagus dexter ise midenin posteroinferior kisminin
innervasyonunu saglar [12]. Her iki bolimde dallar omentum minus tabakalar1 arasinda

uzanir [12].

Ramus coeliacus: N. vagus’un dallart pleksus coeliacus’u olustururken, karaciger

innervasyonu igin pleksus hepaticus’a katkida bulunur [12].

Ramus renalis: N. vagus’tan ¢ikan r. renalis’ler pleksus renalis’i olusturur [21]. Bu dallar

kan damarlarini, glomeriilleri ve tiibiillerin innervasyonunu saglar [21].

2.2. Bagirsak Gelisimi

Gastrointestinal (GI) sistem; mezoderm, endoderm ve ektoderm olmak {iizere ii¢ tabakadan

olusur [22].

2.2.1. Bagirsak embriyolojisi

Organogenez (organlarin gelisimi) ii¢ ile sekiz hafta arasinda gerceklesir [23].

Gastrointestinal sistemde meydana gelen embriyolojik degisiklikler haftalara goére su
sekildedir:

3.Hafta: Sindirim tiibii farklilagsmaya baslar [22]. Gastrulasyon olusur. Baslangicta, ana
bagirsak tiipii, mezoderm ile gevrili i¢i bos bir endodermal hiicre silindiri olarak olusur [22].
Endoderm tabakas1 uzar, 6n ve arka uclarda ventral olarak katlanir, kapali bir tiip olugturmak

i¢in yolk kesesinin yakininda bulusur [22].

4 Hafta: Sindirim borusunun kraniyal ucunu kapatan bukkofarengeal membranin

rezorpsiyonu meydana gelir [22].

6-10.Hafta: Umbilical halka yoluyla orta bagirsak fitig1 neredeyse tamamen periton
boslugunun diginda gelisir [22].

7.Hafta: Orta bagirsak liimenini yolk kesesine baglayan omfalomezenterik kanalin (vitellin

kanali) obliterasyonu gelisir [22].



9.Hafta: Distal kloakal membranin agilmasi ve villus formasyonu baglar [22].
11.Hafta: Belirgin longitudinal ve sirkiilar kas tabakalar1 bagirsaklarda bulunur [22].
12.Hafta: Kript gelisimi baslar [22].

14.Hafta: Muscularis mucosa gelisir [22].

24 Hafta: Fetal bagirsak absorbsiyon fonksiyonu gelisir [22].

32.Hafta: Fetal bagirsak absorbsiyonu yetiskin seviyesine ulasir [22].

Gastrointestinal kanalin gelisimi ayrica enterik sinir sisteminin gelisimini de icerir [24].
Enterik sinir sistemi iki ganglion ndéron ag1 igerir: pleksus myentericus’un (Auerbach) yeri
i¢ sirkiiler ve dis longitudinal kas katmanlar1 arasindadir, pleksus submucosus’un (Meissner)
mukoza katmanina bitisik olarak yer alir [24]. Bu hiicreler ndral krest hiicrelerinden koken
alir [24]. Enterik sinir sistemi, akson rehberligi ve sinaptogenez gibi enterik sinir sistemi
onciillerinin ¢ogalmasina, gociine ve farklilasmasina yol agan birgok karmasik mekanizma
yoluyla gelistirilir [24]. Bu pleksuslar, gastrointestinal sisteminin absorbsiyonu ve
sekresyonuni kontrol etmek i¢in diiz kas hiicreleri ve mukozal villuslarla birlikte ¢alisir [24].

Diiz kas hiicreleri mezodermden koken alir ve rostralden caudal’e dogru farklilagir [24].

Anatomik bolgelerle iliskili olarak bagirsaklar 6n bagirsak, orta bagirsak veya arka
bagirsaktan gelisir [25]. Duodenum, 6n bagirsagin distal kismindan ve orta bagirsagin
proksimal kismindan geligir [25]. Bu iki parganin birlesimi karaciger tomurcugunun hemen
altinda bulunur [25]. Duodenum hizla biiyiir ve ileriye dogru C seklinde bir egri olusturur
[25]. Midenin donmesi sirasinda duodenum halkasi saga donerek retroperitoneal bolgeye
girer [25]. Orta bagirsak, ductus choledochus’un agilma noktasindan duodenuma, colon
transversum’un 2/3 proksimal ve 1/3 distal kisimlarinin birlesimine kadar uzanir [25, 26].
Orta bagirsagin orta noktasi ileum’un ortasi ile ¢akisir [25, 26]. Duodenum’un distal kismi,
jejunum ve ileum’un proksimal kismi rostral kisimdan gelisir; ileum’un distal kismi,
caecum, apendiks, colon descendens ve colon transvers’un 2/3 proksimal kismi kaudal
kistmdan gelisir [25, 26]. Insanlarda 9-12 haftalar arasinda ince bagirsaklarda primitif bezler

goriiliir [27, 28]. Duodenum’daki bu kriptlerin alt kismindan Brunner bezleri gelisir [28].



2.2.2. Bagirsak histolojisi

Bagirsak duvarinda Tunica mucosa, Tunica submucosa, Tunica muscularis externa, Tunica

serosa ad1 verilen dort tabaka bulunur [29, 30] (Sekil 2.2).

Tunica mucosa

Tunica mucosa, liimeni gevreleyen gastrointestinal sistemin en i¢ tabakasidir [29, 30]. Bu
tabaka sindirilmis gida ile dogrudan temas halindedir [29, 30]. Bu tabaka midede rugae’yi
ve ince bagirsakta villus’u olusturur [29, 30]. Tunica mucosa, sindirim, emici ve salgi
stireclerinden sorumlu en igteki tabaka olan epitelden olusur. Mukoza ayrica epitel ylizeyini

koruyan mukus iireten goblet hiicreleri igerir [29, 30].

Lamina propria

Membrana mucosa’y1 kaplayan ince doku tabakasinin altinda bulunan bag dokusudur [29,
30]. Bir glikozaminoglikan matriksine gomiilii kollajen ve retikiiler liflerden olusur [29, 30].
Bu tabakada bazi fibroblastlar, kan kilcal damarlari, lenf damarlart ve sinirler goriliir [29,
30]. Ince bagirsakta lamina propria her villusun c¢ekirdegini olusturur [29, 30]. Glandiiler
elementleri ¢evreler ve destekler [29, 30]. Lamina propriada belirgin lenfoid doku kiimeleri
(ayrica daginik lenfositler) bulunur [29, 30]. Bu lenfoid dokunun bir kismi1 submukozaya
uzanir [29, 30].

Tunica muscularis mucosa

Lamina propria’nin bag dokusunu submukozadan ayiran ince bir diiz kas tabakasidir [29,
30]. Dista longitudinal, ortada sirkiiler ve icte oblig bir tabaka halinde diizenlenmistir [29,
30]. Muscularis mucosa, mukoza kivrimlarina uzanir, ancak villuslara yayilmaz [29, 30].

Muscularis mucosa’nin kasilmalari, bagirsak igeriginin lokal olarak karigsmasi i¢in 6nemlidir
[29, 30].

Tunica submucosa

Bu gevsek areolar doku tabakasi, tunica mucosa’y1 tunica muscularis externa’ya baglar [29,

30]. Gevsekligi, mukozanin kas {izerinde bir miktar hareketliligine izin verir [29, 30]. Cok



saylda kan damari, lenfatikler ve sinir lifleri submukozadan geger [29, 30]. Onlardan

kaynaklanan daha kiigiik dallar mukoza zarina girer [29, 30].

Tunica muscularis externa

Bu kas tabakasi sirkiiler ve longitudinal kas liflerini igerir [29, 30]. Kas liflerinin dizilimi
bolgeden bdlgeye bazi farkliliklar gosterir [29, 30]. Sirkiiler kas lifleri, yiyeceklerin geriye
dogru hareket etmesini 6nler ve longitudinal kas lifleri, yolu kisaltir [29, 30]. Bu tabakalarin

koordineli kasilmasina peristaltizm (yenilen giday: iten doniisiimlii kasilma ve gevseme)

denir [29, 30].

Tunica serosa

Sindirim kanalinn en dis tabakasidir [29, 30]. Ince bir salg: epitel hiicre tabakasindan olusur
[29, 30]. Epitel tabakasi, kayganlastirict serdz siviyt tiretir [29, 30]. Bu sivi, ince mukusa
benzer bir kivama sahiptir [29, 30]. Bu hiicreler alttaki bag dokusuna sikica baglhidirlar [29,
30].

Bagirsak Duvarn Tabakalar

Tunica

Tunica submucosa

Tunica is externa

Tunica serosa

Sekil 2.2. Bagirsak duvari tabakalari (Standring (2016)’den degistirilerek alinmistir)
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2.2.3. Bagirsak anatomisi

Ince bagirsak

Ince bagirsak dogumda 300-350 cm uzunlugunda ve 1-1,5 cm genisligindedir [31].
Yetiskinlerde ince bagirsak ortalama 5.5-6m uzunlugundadir [28, 31, 32].

Ince bagirsak duodenum, jejunum ve ileum olmak iizere iice ayrilir [28, 31, 32]. Uzunlugu
alt1 metre kadardir [31, 32]. Her ii¢ kisim da 6nde omentum majus ile ortiliidiir [31, 32].
Duodenum hem intraperitoneal hem de retroperitoneal kisimlara sahipken jejunum ve ileum
tamamen intraperitoneal organlardir [31, 32]. ince bagirsak, gida sindiriminin ve emiliminin

son asamalar1 i¢in merkez oldugundan, makro ve mikro anatomisi bu igleve gore ayarlanir

[31, 32].
Duodenum

Duodenum, ince bagirsagm ilk kismidir [33]. Insanlarda duodenum, mideyi jejunum ile
birlestiren yaklasik 25-38 cm (10-15 ing¢) uzunlugundadir [28, 31-33]. Midenin sphincter
pyloris’ine kadar uzanir, pankreas basin1 C seklinde sarar ve flexura duodenojejunalis’de
biter [31-33]. Karin arka duvarina, ligamentum suspensorium duodeni olarak adlandirilan
bir ligament ile baglanir [31-33]. Duodenum’un; pars superior duodeni, pars ascendens
duodeni, pars descendens duodeni, pars horizontalis duodeni olmak {izere dort boliimii vardir

[31-33] (Sekil 2.3 ve Resim 2.1).
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Sekil 2.3. Duodenum’un boliimleri (Standring (2016)’den degistirilerek alinmistir)

Pars superior duodeni: ilk ve en hareketli kismi yaklasik 5 cm uzunlugundadir [28, 31-34].
Pars superior duodeni’yi, ligamentum hepatoduodenale ve omentum majus baglandigi icin
tek intraperitoneal kisimdir [31-33]. Proksimal 2.5cm intraperitoneal, distal 2.5cm ise
anterior ve superior yiizeylerinde periton ile kaplidir ve foramen epiploicum’un alt sinirini
olusturur [31-33]. Duodenum’un ilk 2-3 cm’si nispeten piiriizsiiz mukoza ile kaplidir [31-
33]. Flexura duodeni superior’de, duodenumun ilk kismi, asagi dogru keskin bir sekilde
kivrilmadan 6nce 5 cm boyunca superior, posterior ve lateral yonde devam eder [31-33].
Periton sadece 6n yiiziinii kaplayana kadar, seyrinin bu boliimiinde retroperitonealdir [31-
33]. Ampulla duodeni’den flexura duodeni superior’e kadar olan boliim, karacigerin lobus

quadratus hepatis’inin arkasinda ve altinda yer alir [31-33].

Pars descendens duodeni: Duodenum’un ikinei kismi olan bu béliim 8 cm uzunlugundadir
[28, 31-34]. Flexura duodeni superior’dan baslar ve asagi dogru bir egriyle, columna
vertebralis’in sag tarafinda konveks olarak ilerler ve ii¢lincli lumbal vertebranin korpusunun
alt sinirina kadar uzanir [31-33]. Duodenum’un {igiincti kismi ile birlestigi yer olan flexura
duodeni inferior’e dogru mediale doner [31-33]. Sadece iist 6n yiizeyinde peritonla kaplidir

[31-33]. Baslangicinda safra kesesinin arkasinda ve karacigerin lobus hepatis dexter’inde
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yer alir ve colon transversum tarafindan 6nden ¢aprazlanir [31-33]. Sag bobregin hilusunun,
sag bobrek damarlarinin, v. cava inferior’un ve m. psoas major dextra kasinin oniinde yer
alir [31-33]. I¢ kismu da belirgin mukoza kivrimlari ile duodenum’un ilk béliimiiniin distal
kismina benzer [31-33]. Pars descendens duodeni, papilla duodeni major adi verilen bir
acikliga sahiptir [31-34]. Papilla duodeni major, ampulla hepatopancreatica’dan safranin
bosalmasini diizenleyen Sphincter Oddii (Oddi sfinkteri, Glissons sfinkteri)’yi igerir [33,
34].

Resim 2.1. Duodenumun endoskopik goriiniimii [34].

Pars horizontalis duodeni: Duodenum’un 10 cm uzunlugunda olan {igiincti kismidir [28, 31-
34]. Flexura duodeni inferior’den baslar [31-33]. Uciinci lumbal vertebra’nin alt smirinin
sag tarafindan baslayip sola ve hafifce yukariya, v. cava inferior ve aorta abdominalis’in
ontinden gegerek c¢ikan Pars ascendens duodeni olarak devam eder [31-33].
Anteroinferior’da, jejunum yer alir [31-33]. Bu bolimiin orta kismi 6nde a. mesenterica

superior ile arkada aorta abdominalis arasindaki agida yer alir [31-33, 35].

Pars ascendens duodeni: Duodenum’un dordiincii kismi olup 2,5 cm uzunlugundadir [28,
31-34]. Aorta abdominalis’in hemen solundan baslar, yukariya ve laterale dogru tist seviyeye
dogru ilerler [31-34]. Flexura duodenojejunalis, ligamentum suspensorium duodeni ile

diyafragma’ya asilir [36].


https://www.anatomicalterms.info/viewterm/?term=21050
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Jejunum

Yetiskinlerde jejunum’un uzunlugu 2.5m kadardir [31, 32, 37]. Jejunum ince bagirsagin
ikinci kismudir [37]. Flexura duodenojejunalis’den baslar ve karnin sol {ist kadraninda
bulunur [37]. Mesenterium onu karin arka duvarina bagladigi i¢in jejunum tamamen
intraperitonealdir [37]. Jejunum ve ileum arasinda net bir sinir ¢izgisi yoktur, ancak onlari
birbirinden ayiran bazi anatomik ve histolojik farkliliklar vardir [37]. Jejunum,
duodenumdan sonraki uzunlugun proksimaldeki beste ikisidir [37]. Jejunum’un duvari
ileum’dan daha kalin ve liimeni daha genis ve plicae circulares intestini tenuis’leri igerir
[37]. Cogunlukla karnin sol iist kadranindadir ve ileum’a gore daha genis ¢apta ve daha kalin

bir duvara sahiptir [37].
2.3. Enterik Sinir Sistemi

Enterik sinir sistemi yemek borusu, mide, ince ve kalin bagirsaklar, pankreas, safra kesesi
duvarlar i¢inde yer alan binlerce kiiciik gangliyondan, bu gangliyonlari birbirine baglayan
sinir liflerinden olusur [24] (Sekil 2.4). Periferik sinir sisteminin en karmasik bolimiidiir
[24]. Memelilerde gastrointestinal yolun sindirim fonksiyonu haricinde 6nemli birkag
ozelligi daha vardir [24]. Icerisinde kendine 6zel bir sinir ag1 bulunur [24]. Bagirsak duvarina
gomiilii olan bu sinir agina enterik sinir sistemi denir [24]. Bu sisteme “kii¢iik beyin” veya
“ikinci beyin” de denir [24]. Gastrointestinal sistemde sekresyon, motilite, peristaltizm, sivi
dengesi ve kan akimi, enterik noéroendokrin, epitel hiicrelerinin salgilanmasi, bariyer islevi,
bagisiklik tepkileri olmak iizere 6nemli gorevleri bulunan bu sistem uyarici veya inhibe edici
Ozellik gosterir [24]. Enterik sinir sistemi her ne kadar ayr1 bir sistem olsa da otonom sinir
sistemindeki sempatik ve parasempatik sinir sistemiyle de iligkilidir [24]. Sempatik sinir
sistem mukosal sekresyonunun fazla salinimini inhibe ederken, gastrointestinal kan akimin1
vasokonstriksiyonla regiile eder. Parasempatik sistemse mide ve bagirsak tonusunu ve
motiliteyi uyaric1 ve inhibe edici olarak kontrol eder [38]. Insanda enterik sinir sisteminde
noron sayisi yaklasik 200-600 milyon kadardir [39]. Enterik sinir sistemi enterik ndronlar,
internéronlar ve enterik glialardan olusur [40]. Bu hiicreler crista neuralis’ten orijin alir ve
gastrointestinal yol i¢in goc¢ ederler. Bu hiicrelerin gocili, maturasyonu ve organizasyonu
gebelik sirasinda ve hatta bazi tiirlerde dogumdan sonra da devam eder [41-44]. Yapilan bir

calisma postnatal donemdeki enterik sinir sistemi maturasyonunun yani sira ortaya ¢ikan


https://www.anatomicalterms.info/viewterm/?term=13852
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bagirsak mikrobiyota ¢esitliliginin, enterik sinir sisteminin gelisimi ve islevi i¢in 6nemli

olabilecegini gostermektedir [45].

Enterik sinir sistemini olusturan ndronlar ve enterik glia hiicreleri bir araya gelerek
gangliyonlar1 olusturur [40]. Bag dokusu elemanlar1 icermeyen bu gangliyonlar kan-enterik
sinir sistemi bariyeri olmamas1 disinda, bir¢cok agidan yapi olarak merkezi sinir sistemine

benzer [40, 46].

Gangliyonlar; pleksus submucosus (Meissner’s) ve pleksus myentericus (Auerbach’s) olmak
tizere iki 6nemli pleksusu olusturur [2, 3, 24, 41, 43, 47-54]. Bu pleksuslardaki gangliyonlar,
noronal sinyallerin hizli iletilmesi i¢in bagirsak boyunca internodal zincirler sayesinde
komsu gangliyonlara baglanirlar [2, 3, 24, 41, 43, 47-53]. Her pleksus kendine &zel
norokimyasal kodlamalara, projeksiyonlara ve islevsel rollere sahip heterojen noron
popiilasyonuna sahiptir [55]. Sisteme genel olarak bakildiginda glia hiicreleri néronlardan
daha fazladir [24, 49]. Yapilan bir ¢alisma pleksuslardaki noronlarin glialara oranlarinin
pleksus submucosus’ta 1:4, pleksus myentericus’ta 1:10 ve ortalama 1:7 arasinda degistigini
gostermistir [56]. Pleksus submucosus submukoza tabakasina yerlesmis, kan akisini ve
gastrointestinal sekresyonun kontroliinii saglar [3, 57]. Pleksus submucosus, ince ve kalin
bagirsaklarda bulunur, ancak yemek borusunda yoktur ve midede ¢ok az ganglion igerir [2,
3, 24, 41, 43, 47-53, 55]. Pleksus submucosus, mukozadan baslayarak; Meissner’s, ara
tabaka ve Henle tabakas1 olmak iizere ii¢ tabakadan olusur [58]. Pleksus submucosus, immun
hiicre migrasyonu, kan akis1 ve mukozal fonksiyonu kontrol eden primer afferent néronlar
ve efektdr noronlari igermektedir [58]. Ayrica kolinerjik noronlar, néropeptid Y igin
immunoreaktif (NPY) ve non-kolinerjik ndronlar, vasoaktif intestinal peptid i¢in

immunoreaktif (VIP) olmak tizere iki dnemli sekretomotor néronlara da sahiptir [59].

Pleksus myentericus ise longitudinal ve sirkiiler kaslar arasina yerlesmis, 6zofagustan
rektuma kadar uzanir. Asil gorevi peristaltizmin ve motor aktivitenin kontroli ile ilgilidir
[54, 60, 61]. Burada uyaric1 ve inhibe edici motor néronlar bulunur [38, 55, 60-70]. Bu
noronlar sayesinde sinyal kontrolii, diiz kaslarin kasilmasi veya gevsemesini saglayan
norotransmitterler tarafindan baslatilir [38, 55, 60-70]. Bu da besinin gastrointestinal yol
boyunca taginmasini saglayan peristaltizmi dogurur [38, 55, 60-70]. Bu siirece dahil olan
bircok ndrotransmitter vardir. Gevsemeyi saglayanlardan en 6nemlileri vazoaktif bagirsak

peptidi (VIP), nitrik oksit, hipofiz adenilat siklaz aktive edici peptid ve piirindir [59, 71].
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Sekil 2.4. Enterik sinir sistemi semasi (Furness (2012)’den degistirilerek alinmistir)

2.3.1. Enterik sinir sistem embriyolojisi

Enterik sinir sistemi hiicreleri, crista neuralis’ten go¢ eden hiicrelerden koken alarak,
maturasyonu ve organizasyonu gebelik sirasinda ve hatta baz tiirlerde dogumdan sonra da
devam eden hiicrelerdir [73]. Yapilan ¢alismalar, enterik néronlarin nervus vagus boyunca
bagirsaklarin gelisimi sirasinda gog ettigini ortaya ¢cikarmislardir [24, 41, 42, 44, 46, 47, 57,
74-76].

Enterik sinir sistemi, crista neuralis’in vagal ve sakral segment hiicrelerinden gelismektedir
[73]. Bu sistem, bagirsagin proksimal bolimiine go¢ eden crista neuralis’in vagal
segmentinden koken alir, daha sonra gastrointestinal sistemin tamamina distal yonde dagilir

[73]. Yapilan caligmalar, bagirsak ve beynin fetiisiin gelisimi sirasinda ayni doku
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kiimesinden meydana geldigini gostermektedir [3, 24, 41, 42, 44, 46, 47, 57, 74-76]. Natal
donemin 8. haftasinda ndrohumoral maddeler belirlenebilmis (insiilin, glukagon, serotonin
vb), 24. haftasinda ise bu hormonlarin sayis1 daha da artmustir [77]. Natal donemin 25.
haftasinda ilk motilite sinyalleri belirir [77]. Natal donemin 26.haftasinda enterik néronlarla

efektor organlar arasinda baglanti gelisir [77]. Bir yasina kadar farklilasir ve gelisim gosterir

[77].

2.3.2. Enterik sinir sistemi yapisi

Enterik sinir sisteminde enterik ndronlar yeterli sayida tretilir [49, 60, 61, 78, 79]. Enterik
sinir sistemini olusturan noral hiicreler, gastrointestinal yolun duvarina yerlesmistir [24, 41,
43, 47-51]. Enterik sinir sistemi igerisinde enterik noronlar ve glial hiicreler, enterik
ganglionlarda gruplandirilir [24, 41, 43, 47-51]. Enterik noronlar ayrica gastrointestinal
sistemin kapsamli intrinsik bagisiklik sistemi ile etkilesime girer [24, 41, 43, 47-51].

Enterik sinir sistemi, otonom sinir sisteminin parasempatik ve sempatik sistemleriyle de
baglantilidir [38]. Ayrica nervus vagus ve spinal afferent yollarla bol miktarda afferent sinir
lifi alir [5]. Boylece enterik sinir sistemi, sempatik prevertebral ganglionlar ve merkezi sinir
sistemi arasinda her iki yonde de zengin bir etkilesime sahiptir [46]. Bu sistem genis bir
endokrin sinyal sistemi barindirir ve birgok gastrointestinal fonksiyon ikili (néronal ve

endokrin) kontrol altindadir [80].

2.3.3. Enterik noronlar

Enterik sinir sisteminde yaklasik 20 tip enterik noron, islevlerine gore tanimlanabilir [3, 24,
43, 46, 47, 49-51, 55, 57, 60-62, 74, 77-79, 81-86]. Yirmi tip enterik noron arasinda, ti¢ sinif
tanimlanabilir; internal primer afferent néronlar (IPAN’lar, internal duyusal ndéronlar olarak
da adlandirilir), internéronlar ve motor néronlar [3, 24, 43, 46, 47, 49-51, 55, 57, 60-62, 74,
77-79, 81-86]. internal primer afferent noronlar organlarin fiziksel durumunu (Srnegin

bagirsak duvarindaki gerilim) ve liimen igeriginin kimyasal 6zellikleri ile ilgilidir [86].

Hareketlilik, salgi ve kan akiminin uygun refleks kontroliinii baglatmak i¢in bu sinyallere
tepki verirler [86]. Internal primer afferent noronlar birbirleriyle, ara néronlarla ve dogrudan

motor ndronlarla baglanir [86]. Ara noronlar, diger ara ndronlarla ve motor ndronlarla
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baglant1 kurar [86]. Motor noronlar arasinda kas motor ndronlari, sekretomotor ndronlar,
sekretomotor/vazodilator ndronlar ve vazodilator noronlar bulunur [86]. Diizenleyici
fonksiyonlaria gore enterik noronlar eksitator ve inhibitér motor ndronlar olmak {izere ikiye
ayrilir ~ [40]. Eksitator motor ndronlar; asetilkolin, P maddesi ve glutamat gibi
norotransmitterler igerir [40]. Inhibitdr motor néronlar ise nitrik oksit (NO), ATP ve

vazoaktif intestinal peptid (VIP) igerir [40].

2.3.4. Enterik noron simiflandirilmasi

Enterik noronlar; sekillerine gore, fizyolojik 6zelliklerine gére ve fonksiyonlarina gore
smiflandirtlir [3, 57].

Sekillerine gore enterik noron siniflandirilmasi

Dogiel, enterik néronlari sekillerine gore ilk siniflandiran Rus histologtur [3, 46, 47, 57, 74,
78, 87]. Dogiel; insan, kobay, tavsan, sigan, kopek ve kedi bagirsagindaki pleksus
myentericus ve pleksus submucosus’ta noron morfolojisi hakkinda kapsamli bir ¢alisma

yapmustir [3, 46, 47, 57, 74, 78, 87] (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Dogiel tarafindan siniflandirilan néron ¢esitleri [3].

Noron Cesitleri Noron ozellikleri

Tip I noronlar Bir aksonu ve en fazla 20 tane dendriti bulunmaktadir.

Bir aksonu ve aksonlara benzeyen en fazla 16 tane uzun dendriti
bulunmaktadir. Enterik refleksleri uyandiran fizyolojik uyaranlara

Tip IT noronlar dogrudan tepki vermeleri nedeniyle enterik refleks yollarimin ilk néronlar
olduklar1 sonucuna varilmistir
Tip 11l néronlar }‘31r ak_sonu Xe en fgzlaulO tane dendriti bulunmaktadir. En yaygin
multipolar” enterik ndronlardir.
. . Bir aksonu kisa dendritleri bulunmaktadir. Miyenterik pleksustan
Tip IV néronlar

mukozaya projekte olurlar. Sekretomotor néronlari temsil edebilirler.
Uzun dallanmis dendritleri bulunmaktadir. Dikkat ¢ekici kiimeler olarak
goriiliirler.

Tip VI noronlar ~ Bir aksonu ve ince dendritleri (aksonal dendritler) bulunmaktadir.
TipVII néronlar ~ Nadir olarak bulunmaktadir. Insan, kdpek ve domuzda tanimlanmistir

Tip V néronlar
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Fizyolojik ozelliklerine gore enterik noron siniflandirilmasi

Fizyolojik 6zelliklerine gore ndéronlar S ve AH néronlari olarak ikiye ayrilir [3, 46, 47, 57,
74, 78, 87]. S noronlari; 20-100ms siireli aksiyon potansiyeli sergileyen noronlardir [3, 46,
47,57, 74,78, 87]. AH noronlart ise aksiyon potansiyelleri S noronlara goére daha uzun olan

noronlardir [3, 46, 47, 57, 74, 78, 87].

Fonksivonlarina gore enterik néron siniflandirilmasi

Enterik motor néronlar

Muscularis mucosa’y1 innerve eden sindirim kanali boyunca kas lifleri arasinda yerlesmis
eksitator ve inhibitor noronlardir [3, 24, 43, 46, 47, 49, 51, 55, 57, 60-62, 74, 77-79, 81-85].
Tek aksona sahip bu noronlar fizyolojik 6zelliklerine gore S tipi néronlardir [3, 46, 47, 57,
74, 78, 87]. Sekillerine gore Dogiel tip I 6zellik gosterirler [3, 46, 47, 57, 74, 78, 87].

Eksitator noronlarin nérotransmiteri asetilkolin ve tagikinindir [3, 57].

Inhibitér noronlar, sekillerine gore Dogiel tip I 6zellik gosterirler [3, 46, 47, 57, 74, 78, 87].
Inhibitér ndronlarm; nitrik oksit, vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve adenosin trifosfat
(ATP) gibi birden ¢ok norotransmiterleri bulunmaktadir [3, 46, 47, 57, 74, 78, 87]. Bunlar
sayesinde dogrudan diiz kasa veya dolayli olarak interstisyel hiicrelerle ¢oklu inhibitdr iletim

mekanizmalarini kullanmaktadirlar [3, 46, 47, 57, 74, 78, 87].

Enterik internoronlar

Gastrointestinal sistemde tanimlanan internoronlar, bolgelerine gore farklilik gosterir [3, 24,
43, 46, 47, 49, 51, 55, 57, 60-62, 74, 77-79, 81-85]. Pleksus myentericus’da bulunan
interndronlar oral ve anal bolgede benzerlik gosteren zincirleri olustururlar [3, 24, 43, 46,

47,49, 51, 55, 57, 60-62, 74, 77-79, 81-85].

Primer afferent noronlar

Primer afferent noronlar (intrinsik primer afferent néronlar (IPAN)), pleksus myentericus ve
pleksus submucosus’da bulunmaktadir [3, 24, 43, 46, 47, 49, 51, 55, 57, 60-62, 74, 77-79,

81-85]. Myenterik noronlarin %30’unu ve submukozal noronlarin %14’iinii olusturan
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hiperpolarizasyona sahip noronlardir [3, 46, 47, 57, 74, 78]. Bu néronlar mukozanin mekanik
deformasyonu, radyal gerilme ve kas gerginligi ile iliskilidir [3, 46, 47, 57, 74, 78].
Bagirsaklardaki peristaltizmi (ince bagirsak ve colon), kan akis1 ve sekresyon gibi fizyolojik
fonksiyonlarin kontrolii, refleks yollari, distansiyon ve mukozanin mekanik uyarimi gibi

cesitli uyaranlara yanit vermede gorevlidirler [57].
2.3.5. Neuroligin ve neurexin protein aileleri

Neuroliginler (NLGN) ve Neurexinler (NRXN) sinaptik hiicre yapisma molekiilleridir [88].
Neurexinler ilk olarak 1992°de kara dul 6riimcegi (Lactrodectus) zehirinin bir bileseni olan
a-latrotoksin reseptor olarak kesfedilmistir [89]. Birkag yil sonra, neuroliginler, neurexin
baglayici ortaklar olarak tanimlanmustir [90]. Neuroliginler postsinaptik zarda, neurexinler

¢ogunlukla presinaptik zarda lokalizedir [88].

Merkezi sinir sisteminin presinaptik noronal hiicre yapisma proteinlerinin bir ailesi olan
neurexinler, presinaptik terminallerden sinaptik vezikiil ekzositozunu uyararak masif
norotransmitter salinimini tetiklemektedir [91]. Omurgalilarda ii¢ gen tarafindan kodlanirlar

ve kapsamli alternatif “splicing” nedeniyle 1000’den fazla izoformlar1 bulunmaktadir [92].

Neurexinlerin prototipik bir etkilesim ortagi olan neuroliginler, neurexinlere baglanarak
fonksiyonel sinapslarin olusumu, farklilagmasi, olgunlagmasi ve plastisitesine katilmak i¢in
transsinaptik kompleksler olusturur [93]. Her iki protein de fareler ve insanlar dahil olmak

tizere ¢esitli organizmalarda tanimlanmis ve islevleri kapsamli bir sekilde incelenmistir [94].

Neuroliginler, ndronal gelisimi ve sinaptik iletimi diizenleyen 6nemli faktorler olarak ortaya
cikmustir [94]. Insanlarda ve diger primatlarda neuroligin ailesinin bes iiyesi bulunmaktadir:
neuroligin-1, 2, 3, 4X ve 4Y [93, 94]. Neuroliginler, izoform-spesifik bir lokalizasyona
sahiptir: neuroligin-1 uyarici sinapslarda, neuroligin-2 inhibitor sinapslarda ve neuroligin-3
her ikisinde de lokalizedir [94]. insan neuroligin-4X uyaric1 sinapslarda lokalize olurken,
fare neuroligin-4 benzeri glisinerjik sinapslardadir [94]. Yapilan c¢alismalar, neuroligin-
4Y’deki tek bir amino asit farkinin, azalmis yiizey ekspresyonu ve sinaptik fonksiyona yol
acan bir agi@1 ile sonuglandiginmi gostermektedir [94]. Neuroliginler posttranslasyonel

modifikasyonlar ve protein-protein etkilesimleri yoluyla diizenlenir [95]. Neuroligin-1,
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uyarici sinapslardaki islevini diizenlemek i¢in kalsiyum / kalmodulin bagimli protein kinaz

2, protein kinaz A ve tirozin kinazlar tarafindan fosforile edilir [95].

Hem neurexin hem de neuroligin, hiicre dis1 alanlar1 yoluyla reseptor tipi protein tirozin
fosfatazlar1 baglar [96]. Neurexin/ Neuroligin kompleksi ile uyum i¢inde olan Reseptor Tipi

Tirozin Protein Fosfataz-T, sinaps olusumunu diizenlemektedir [97].

2.3.6. Enterik pleksuslar

Enterik sinir sisteminde pleksus myentericus ve plexus submucosus olmak iizere iki biiylik

ve bazi kiiciik pleksuslardan olusur [3, 47, 57, 98] (Sekil 2.5).

Pleksus myentericus (Auerbach plexusu)

Bagirsagin sirkiiler ve longitudinal kas tabakalari arasinda bulunan, gastrointestinal yol
boyunca uzanan ve ¢ogunlukla gastrointestinal motilitenin kontroliinden sorumlu olan bir
sinir agidir [3, 47, 57, 99, 100]. Pleksus myentericus’un primer pleksus, sekonder pleksus ve
tersiyer pleksus olmak iizere ii¢ ¢esit pleksusu bulunur [47]. Primer pleksus’u ganglion ve
internodal iplikgikler olustururken, myenterik pleksusun ana govdesini olusturur [47].
Sekonder pleksus sirkiiler kaslara paralel seyrederek biiyiik sinir aglari, birincil internodal
iplik¢iklerden dallar veya ganglionlardan olusur [47]. Tersiyer pleksus ise efektor organlara,

epitel hiicresine giden sinir liflerinden olusur [47].

Pleksus submucosus (Meissner plexusu)

Gastrointestinal kanalda submukozada bulunan ve ganglion biiyiikliigli ve néron sayisi
pleksus myentericus’a gore daha az olan pleksusdur [3, 46, 47, 57, 101]. Ganglion diizenleri
ve fonksiyonel néron tipleri tiirler arasinda farklilik gosterir [101]. iki veya bazen ii¢
ganglion tabakasi ayirt edilmistir [102]. Farkli derinliklerdeki ganglionlar, farkli néron
popiilasyonlar1 igerir [102]. Bu pleksus i¢in en iyi gruplandirma pleksus submucosus interna
ve pleksus submucosus externa seklindedir [102]. Pleksus submucosus interna bagirsak
liimenine daha yakinken, pleksus submucosus externa sirkiiler kas tabakasina daha yakindir
[102]. Pleksus submucosus interna, ¢ogunlukla mukozanin innervasyonunu ve bir kismi ise
kasin innervasyonunu saglayan noronlara sahiptir [102]. Pleksus submucosus externa

mukozanin innervasyonunu saglar [102].
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Pleksus subserosus

Auerbach tarafindan tanimlanan, bagirsagin dis kas tabakasi ile cavitas peritonealis’in
serozal tabakasi arasinda yer alan, tiim sindirim organlari yiizeylerindeki bag tabakasinda

uzanan sinir demetidir [3, 47, 57].

Pleksuslar birbirleriyle ¢ok sayida sinir lifi araciligiyla baglanti kurarlar. Ekstrinsik (vagal
ve mezenterik) noronlar ile pleksus myentericus arasindaki baglantilar1 pleksus subserosus
gerceklestirir [46, 47]. Yapilan ¢alismalarda pleksus myentericus i¢indeki baglantilar, bir
néronun ayn1 veya komsu ganglionda bulunan bagka bir myenterik néronda sonlanmak {izere
baglantilar1 oldugunu, ayrica pleksus submucosus’ta da benzer baglantilar oldugunu

gostermistir [3, 57, 78].

Sempatik efferent

Parasempatik efferent

Longitudinal kas tabakas:

Sirkiiler kas tabakas:

Pleksus myentericus

Pleksus submucosus

Villus

Enterositler ~

Sekil 2.5. Pleksus myentericus ve pleksus submucosus’un sematik diyagrami (Feher
(2017)’den degistirilerek alinmistir)

2.3.7. Enterik glia

Enterik glia, sindirim sistemi boyunca enterik néronlarin hiicre gévdeleri ile iliskili, y1ldiz
seklinde genis bir periferik noroglia popiilasyonudur [3, 46, 47, 49, 50, 57, 104, 105].
“Enterik glia” terimi toplu olarak enterik sinir sistemi ile iligkili tiim noroglialar1 ifade eder

[3, 46, 47, 49, 50, 57, 104, 105]. Calismalar enterik glia’nin enterik sinir sisteminin en
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dinamik sinyallesme bilesenlerinden biri oldugunu ve pasif hiicreler olarak enterik glia
kavramim yeniledigini gostermektedir [3, 46, 47, 49, 50, 57, 104, 105]. Enterik glia ve
noronlar arasindaki hizli, ¢ift yonlii iletisim, enterik refleksleri diizenlemektedir [106, 107].
Ganliyonlarda yaygin olarak bulunan enterik glia hiicrelerinin immiinohistokimyasal
belirteglerin kullanilmasiyla goriintiilendigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir [107, 108].
Enterik glia, noroinflamasyon, kanser ve enfeksiyon dahil olmak {izere c¢esitli hastalik
stireglerine katkida bulunur [107, 108]. Bu siire¢lerde, glial fonksiyonlarin hem kayiplari
hem de kazanimlari, degisen enterik sinir sistemi homeostazisi ve gastrointestinal

patofizyolojiyle dogrudan iliskilidir [3, 50, 56, 57, 83, 104-111].

2.4. Otizm Spektrum Bozuklugu

Otizm spektrum bozuklugu, yasamin erken donemlerinde ortaya ¢ikan ve sosyal iletisim
zorluklari, kisitli tekrarlayan davranislar ve duyusal zorluklardan olugan ndrogelisimsel bir
bozukluktur [3, 112-119]. Bunlara ek olarak hiperaktivite ve dikkat bozukluklar (dikkat
eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (DEHB) gibi), anksiyete, depresyon ve epilepsi de ortaya
¢ikmaktadir [3, 114, 120-122]. Otizm spektrum bozuklugu, bir¢ok psikiyatrik ve periferik
komorbiditenin eslik ettigi karmasik ve ¢esitli norogelisimsel bozukluklardir [1]. Merkezi
ve enterik sinir sistemi gelisimini ve/veya islevini etkileyen genetik ve/veya cevresel risk
faktorleri, Otizm spektrum bozuklugunda eslik eden gastrointestinal sorunlarin
patogenezinin ve/veya semptomolojisinin altinda yatan nedensel faktorler olarak giderek

daha fazla ortaya ¢ikmaktadir [1].

2.4.1. Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii, otizm spektrum bozuklugunun uluslararasi yaygmligimi %0,76 olarak
tahmin etmektedir; ancak bu, kiiresel ¢ocuk niifusunun yalnizca yaklasik %16’sim
olusturmaktadir [123]. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri, 8 yasindaki ¢ocuklarin (veya 59 c¢ocuktan 1’inin) yaklagik %1,68’ine otizm
spektrum bozuklugu tanisi bildirilmistir [124, 125]. Danimarka’da yapilan bir ¢alisma,
1980-1991 yillar1 arasinda otizm spektrum bozuklugu prevalansindaki artisin ¢ogunlugunun,
tan1 kriterlerindeki degisikliklere ve ayakta tedavi verilerinin dahil edilmesine dayandigini
belirtmistir [123]. Otizm ve Gelisimsel Yetersizlik izleme A1 (ADDM) tahminlerine gére
Amerika Birlesik Devletleri’nde otizm spektrum bozuklugunun yayginligi 2000-2002 ve



23

2010-2012 arasinda iki katindan fazla arttigi, 2014 ile 2016 yillar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir artis olmaksizin stabilize devam ettigi bildirilmistir [125, 126]. Bugiin
tahmini oran diinya genelinde yaklasik 1/100 ¢ocuga otizm spektrum bozuklugu tanisi
konulmaktadir ve dniimiizdeki yillarda artmasi dngoriilmektedir [127]. Son on yilda, otizm
spektrum bozuklugu genetigi arastirmasinin, yalnizca fenotipik heterojenligini yorumlamak
ve agiklamak i¢in degil, ayn1 zamanda yeni teshis prosediirleri ve tedavileri kesfetmek icin
de ¢ok onemli oldugu kanitlanmistir [118]. Otizm spektrum bozuklugunda yiizlerce genin
dahil oldugu ve bunun da ¢esitli iliskili alt fenotiplerle farkl dil ve sosyal eksiklikler dahil
olmak tizere, farkli fenotiplerin birlesik bir spektrumu ile sonuglandigi tahmin edilmektedir
[128]. Otizm spektrum bozuklugu irksal, etnik ve sosyoekonomik gruplarda goriilmekle

birlikte Kafkasyali ¢ocuklarda, siyahi veya Hispanik ¢ocuklara gore daha sik tanimlanir
[125].

2.5. Otizm Spektrum Bozuklugu ve Enterik Sinir Sistem Iliskisi

Enterik sinir sistemi disfonksiyonu genellikle sindirim bozukluklar1 ile baglantilidir [1, 43,
66, 68, 70, 81, 85, 129-144]. Bagirsak duvarindaki konumu nedeniyle enterik sinir
sisteminin, liimen igeriginden epitelyal bariyer, mukoza tabakasi ve iyon-sivi salgilanmasi
ile korundugu kabul edilmektedir [43, 56, 145, 146]. Enterik sinir sistemi ayrica bagirsak
liimeni ile bagirsak duvari igindeki hiicreler ve dokular arasindaki epitelyal bariyerin
biitlinligiiniin korunmasina glial hiicrelerle birlikte katkida bulunmaktadir [27, 43, 56, 59,
111, 145, 146]. Enterik noronlar, dort seviyede sinir diizenlemesi gosterirler [147]. 1k
seviye, enterik sinir sistemi bolgesel regiilasyonudur [147]. ikinci seviye hem enterik sinir
sistemi hem de merkezi sinir sistemi sinirlerinden iletilen bilgileri alan prevertebral
ganglionlarda bulunur [147]. Ugiincii seviye merkezi sinir sistemidir [147]. I¢ veya dis
cevresel degisikliklerle ilgili sinyaller aldiklarinda, beynin ve omuriligin g¢esitli
merkezlerinden c¢esitli bilgi parcalarini entegre ettikten sonra, merkezi sinir sistemi
diizenleyici bilgilerini enterik sinir sistemine iletir veya otonom sinir sistemi ve
noroendokrin yoluyla gastrointestinal efektor hiicreler (Diiz kas, bezler ve kan damarlarini
diizenleyen sistem) tizerinde dogrudan hareket eder [147]. Dordiincii seviye, gelismis beyin
merkezlerinden olusur; korteksten ve subkortikal bolgeden gelen bilgiler, asag1 dogru bazal
gangliyonlardan, spesifik beyin sap1 ¢ekirdeklerine dogru birlesir [147]. Gastrointestinal
sistemi farkli seviyelerde merkezi sinir sistemi ile baglayan bu tip noéroendokrin ag,

mikrobiyota bagirsak-beyin ekseninin islevinin yapisal temelidir [147]. Herhangi bir
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diizeyde meydana gelen norolojik bozukluklar, bagirsak ve beyin islevini etkiler [147].
Bagirsak, nervus vagus araciligiyla beyinle dogrudan sinirsel bir baglantiya sahiptir ve
bakteriler enterik sinir sisteminin afferent néronlarini uyarir [3, 114, 147-149]. Bagirsaktan
gelen vagus sinyali, mikroorganizmalarin neden oldugu sepsise karst bir anti-inflamatuar
yanit1 tetikleyebilir [147]. Bagirsak mikroorganizmalar1 nervus vagus yoluyla beyin
fonksiyonlarimi etkileyebilir bu nedenle vagotomiden sonra mikroorganizmalarin

davranislar1 diizenleyemedigi gozlenmistir [147].

Enterik sinir sistemi norolojik bozukluklarda bir portal veya katilimci olarak 6nemli rol
oynamaktadir [150]. Enterik sinir sistemi yapisi ve norokimyasi, merkezi sinir sistemine
benzer, bu nedenle, merkezi sinir sistemi bozukluklarina yol acan patojenik mekanizmalar,
enterik sinir sistemi islev bozukluguna da yol agmaktadir [150]. Otizm spektrum bozuklugu,
Alzheimer, amyotrofik lateral skleroz, bulasic1 siingerimsi ensefalopatiler, Parkinson
hastaliginin etiyopatalojisinde enterik sinir sistemi disfoksiyonu goriilmektedir [150].
Hayvan modellerinin, ortak patofizyolojik mekanizmalar1 bu kosullarda gastrointestinal
komorbidite sikligini agikladigi 6ne siiriilmektedir [150]. Norogelisimsel bozukluklara sahip
cocuklar siklikla gastrodzofageal reflii, kusma, gastrointestinal agri, inflamatuar bagirsak
hastaligit (IBH), kabizlik ve hipomotilite dahil olmak {iizere kronik gastrointestinal
semptomlar1 yasarlar [71, 129, 130, 151, 152]. Bu semptomlar, yasam kalitesini etkileyen
belirteclerdir [74, 91, 94, 115, 125, 128, 153-158].

Arastirmacilar, gastrointestinal reflii hastalarinda yiiksek oranda anksiyete ve depresyonun
goriildiigiinii bildirmistir [159]. Merkezi sinir sistemi ve kronik gastrointestinal semptomlari
ile ilgili yiiksek orandaki bozukluk, hiicresel sistemi degistiren ortak bir paydaya isaret
etmektedir. Bagirsak ve beyin arasindaki cift-yonlii iletisim, noéronal, endokrin ve
immiinolojik seviyelerle diizenlenir [160]. Bagirsak beyin ile iki ndroanatomik yoldan
etkilesime girmektedir. Bunlardan biri omurilikteki otonom sinir sistemi ve nervus vagus
tarafindan dogrudan bagirsak ve beyin arasinda karsilikli bilgi aligverisidir. Digeri
bagirsaktaki enterik sinir sistemi ile omurilik i¢indeki otonom sinir sistemi ve nervus vagus
arasindaki iletisim yoluyla bagirsak ve beyin arasindaki ¢ift yonlii bir iletisimdir [161]. Bu
cift yonli iletisim, bagirsak-beyin ekseni (BBE) olarak bilinir ve homeostaz ile gastro-
noronal iletisimin temel diizenleyicisidir [162]. N6éroendokrin, néroimmiin, enterik sinir
sistemi ve gastrointestinal mikrobiyota gibi diger sistemler de bagirsak beyin aksini etkiler

[163]. Bu karsihikli iligski, norogelisimsel bozukluktaki kronik gastrointestinal
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semptomlarina iligkin bir¢ok hipotezin merkezinde yer alir, dyle ki bagirsak beyin aksinin
cercevesinin olusturulmasi, hangi degisikliklerin her iki sistemde de bozulmalara neden

olabilecegi ile ilgili yardim edebilecegini gostermektedir [164].

Otizm spektrum bozuklugu teshisi konan bireylerin yaklasik %50-70’inde hipomotilite dahil
olmak iizere kronik gastrointestinal semptomlar mevcuttur. Bu durum, kronik
gastrointestinal semptomlar1 bildiren tipik olarak gelisen ¢ocuklardan yaklasik %26-
28’inden 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir [164, 165]. Bu oranlar cinsiyetler arasinda farklilik
gostermez, ancak otizm spektrum bozuklugunun siddetine gore degisir. Siddetli otizm
spektrum bozuklugu, daha asir1 kronik gastrointestinal semptomlari ile iliskilendirilmistir
[164, 166]. Otizmli cocuklarda en sik bildirilen gastrointestinal semptomlar kabizlik, bulantt,
kusma, gaz ve ishaldir [71, 129, 130, 151, 152]. Yiiksek komorbidite orani, beyin disindaki
organlarda Onemli bir diizensizlik oldugunu distindiirmektedir. ~Gastrointestinal
inflamasyonunun bir Sl¢iisii olarak fekal kalprotektin kullanan bir calismada, bagirsagin
gecirgenligini  diizenleyen bagirsak epitel bariyeri, otizmli bireylerin %36,7’sinde
islevsizken, norogelisimsel bozukluk olmayan birinci derece akrabalarin sadece %4,8’inde
goriilmistiir [166, 167]. Bagirsak gecirgenliginin degismesi, toksik maddelerin ve besinlerin
bariyeri gecmesine, bolgesel veya sistemik inflamasyona neden olur. Farkli faktorlerin bu
komorbiditeyi nasil etkiledigini incelemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

2.6. Nervus vagus stimulasyonu

Nervus vagus, metabolik homeostazin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [168].
Nervus vagus manuel veya elektrikli olmak iizere stimiilasyonla uyarilarak c¢esitli calismalar
yapilmistir [168]. Yapilan ¢alismalarla, depresyon morbiditesi ve mortalitesi ile iliskili
kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler, nrodejeneratif bozukluklar, metabolik ve diger fizyolojik

biyobelirtegler lizerinde potansiyel olumlu etkiler olustugu gézlenmistir [168].

James Leonard Corning (1855-1923), 1880°li yillarin basinda epilepsi ndbetlerini
tedavisinde arteria carotis communis’in sikistirilmasi igin ¢esitli aletler gelistirmistir [169].
Bunlar arasinda ¢atal benzeri “karotis ¢atali” ile boynu ¢evreleyen “karotis makas1” olarak

adlandirilan kemer benzeri aletler bulunmaktadir [169]. Ayni arastirmaci, serebral kan
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akisin1 azaltmak ic¢in karotid arter kompresyon aletleri ile elektrikli transkutandz nervus

vagus ve servikal sempatik stimiilasyon aletlerini birlikte kullanmigtir [169].

Otonom sinir sisteminin beyin aktivitesi iizerindeki etkisini anlamak igin elektriksel nervus
vagus stimiilasyonu c¢aligmalart 1930 ve 1940 yillar1 arasinda yapilmistir [170]. Kedi ve
maymunlarda yapilan ¢aligmalar nervus vagus stimiilasyonunun beyin elektriksel
aktivitesini etkiledigini gostermistir [170]. Nervus vagus stimiilasyonunun kopeklerde
deneysel olarak olusturulan epilepsi nobetleri iizerinde antikonviilsan etkileri oldugu
belirlenmistir [170]. 1997 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA),
antiepileptik ilaclara direngli nobetleri olan 12 yas {istli hastalarda ndbet sikligin1 azaltmak

i¢in nervus vagus stimiilasyonunu ek tedavi olarak onaylamistir [171].

Nervus vagus stimiilasyonu ile ilgili ¢alismalar hem si¢anlarda hem de insanlarda hafiza ve
biligsel fonksiyonlarin performansini, ndronal plastisiteyi dnemli dl¢lide artirdig: ve karar
verme mekanizmasini gelistirdigini gostermistir [172-174]. Amerika Birlesik Devletleri’nde
Hava kuvvetleri personelinde nervus vagus stimiilasyon ¢aligsmalar1 yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda gorsel hedef tanima icin 6grenmenin hizlandig1 ve dikkatlerini ve

uyarilarinin arttig1 bildirilmistir [175].

2.6.1. Nervus vagus stimiilasyon yontemleri

Sag ve sol servikal nervus vagus stimiilasyonu

Cerrahi olarak implante edilen nervus vagus stimiilasyon aleti (NCP Sistemi; Cyberonics,
Inc.; Houston, TX) klinikte yaygin olarak kullanilmistir [176]. Ancak daha sonra kullanilan
non-invaziv servikal transkutanéz nervus vagus stimiilasyon aleti bilissel performans,
duygudurumu ve dikkat tizerindeki etkisinin degerlendirildigi caligmalarla uyarilma ve
coklu gorevleri 6nemli 6lciide iyilestirdigi ve insanlarda yorgunluk, bas agrisi- migren i¢in

alternatif bir tedaviyi olusturabilecegini 6nermislerdir [175].

Trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu

Trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu (tVNS), elektrotlarin Alderman ya da Arnold
siniri olarak da bilinen nervus vagusun ramus auricularis’ini uyarmak i¢in uygulanan non-

invaziv bir stimiilasyon teknigidir [177]. Ramus auricularis’in yeri, insan kadavralarindan
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disekte edilerek kulak bolgelerinin haritalanmasi ile ortaya ¢ikarilmistir [177]. Stimulasyon
cihazinda bulunan elektrotlar kulak derisi, tragus veya cymba conchae’lar1 iizerine
yerlestirilmektedir [13, 177-180]. Bu elektrotlar araciligiyla iletilen impuls, nervus vagus
tarafindan innerve edilen ¢esitli supradiafragmatik ve subdiafragmatik alanlar1 uyarmaktadir
[181]. Nervus vagus’un afferent lifleri gelen impulsu nucleus dorsalis nervi vagi
baglantilarina, nucleus spinalis nervi trigemini ve nucleus tractus solitarii’ye gondermektedir
[181]. Buradan duyusal bilginin bilesenleri daha st diizey beyin bolgelerine (amigdala,
thalamus ve neokorteks) iletilirken beynin subkortikal ve kortikal bolgelerindeki aktiviteyi

modiile edebildigi bildirilmektedir [181] (Sekil 2.6).

peageecesss Nervus vagus

Sekil 2.6. Trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon cihazinin elektrotlarinin uygulandigi
kulak bolgeleri (Ruiz (2024)’den degistirilerek alinmistir)

Gelismekte olan bir noromodiilasyon tedavisi olarak trans-aurikular nervus vagus
stimulasyonunun temel ve klinik ¢aligmalar i¢in giivenli oldugu bildirilmektedir [178, 180,
182, 183]. Kim ve arkadaslarmin (2022) stimiilasyonla ilgili tiim ¢aligmalari g6z Oniine
aldiklarinda, “Yan etki Olaylar i¢in Ortak Terminoloji Kriterleri” siniflandirmasina gore
giivenli bir yontem oldugu ve ciddi bir yan etkisinin olmadigini belirtmislerdir [180]. Trans-
aurikular nervus vagus stimiilasyon cihazlar epilepsi, major depresif bozukluk, uykusuzluk,
glikoz metabolik bozukluklari, agri, inme, inme rehabilitasyonu, anksiyete, korku, bilissel
bozukluk, kardiyovaskiiler bozukluklar, otizm spektrum bozuklugu, Parkinson hastaligi,
tinnitus, Prader-Willi sendromu ve covid-19 i¢in kullanilmaktadir [177]. Stimulasyon
parametreleri akim yogunlugu (mA), darbe genisligi (us), frekans (Hz), goérev dongiisii (s)

ve seans siiresi (dk) bakimindan degisiklik gosterebilmektedir [178]. Badran ve arkadaslari
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(2018), stimiilasyon cihazlarina uygun giivenlik degerleriyle mA, us ve Hz. Parametrelerinin
yapilandirildigini bildirmektedir [178].



29

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarindan Otizm Modeli Olusturulmasi

Bu ¢aligmada, C57BL/6 cinsi fareler kullanilmistir. Disi C57BL/6 fareler; 8-10 haftalikken,
Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (GUDAM) laboratuvarlarindan
satin almmustir. Otizm benzeri fare modeli olusturmak i¢in valproik asit verilen hayvan
modeli kullanilmistir. Bu model ile otizmli bireylerde goriilebilecek bir¢ok yapisal ve
davranigsal Ozellik olusturulmaktadir. Otizm benzeri davramiglar gosteren fareleri
olusturabilmek i¢in; gebe farelere gebeligin 12.5 giiniinde valproik asit uygulamasi
yapilmustir. I¢inde valproik asit bulunan Depakine 400mg/4ml flakon almarak izotonik %0,9
NaCl c¢ozeltisi i¢inde hazirlanmigtir. Bu ¢ozelti enjeksiyon hacmi 10 ml/kg hesaplanmis
sekilde gavaj yontemi kullanilarak oral yolla verilmistir. Tim hayvanlar uygulamadan
hemen sonra kafeslerine geri gotiirilmiistiir. Farelerin dogum yapmalar1 beklenmis ve
dogumdan sonra yavrular siitten kesilinceye kadar annenin yaninda kafeste birakilmistir.
Yavrular siitten kesildikten sonra cinsiyetlerine gore disi ve erkek olarak ayri kafeslere

alinmustir.

Calismamiz i¢in 3 adet grup olusturulmustur.

1. grup: Kontrol grubu (K):

8 adet C57BL/6 erkek saglikli yavru fare grubundan olugmustur.

2. grup: Otizm Grubu (O):

8 adet erkek C57BL/6 yavru fare grubundan olugmustur. Bu fareleri otizm grubu olarak
tanimlayabilmek i¢in davranis deneyleri yaptirilmigtir. Davranig deneyleri i¢in mirror

chamber testi ve open field testi uygulanmastir.

3. grup: Trans-aurikular nervus vagus stimulasyonu uygulanan otizm grubu (tVNS):

8 adet otizmli erkek C57BL/6 yavru fare grubundan olusmustur. Bu farelere trans-aurikular
nervus vagus stimiilasyonu yapilmistir. Trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon cihazinin
izolatorleri ile farelerin her iki kulaginin konkalarina takilmis ve ayni1 anda her iki kulaga

trans-aurikular stimiilasyon uygulanmistir. Stimiilasyon 9-10-11. haftalarda haftada 2 giin
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olacak sekilde trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon parametreleri 5 V, 1 mA, 10 Hz,
500 ps atimli darbe stimiilatorii (Vagus Tim, Tirkiye) 30snON/30snOFF seklinde 30 dk
olarak uygulanmistir (Resim 3.1). Farelere trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon

uygulamalari yapildiktan 1 hafta sonra sakrifiye edilmislerdir (Resim 3.2).

Caligma gruplarimiz, gruplara yapilan islemler ve siireleri ¢izelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. C57BL/6 fareleriyle olusturulan deney gruplari

Gru Gruptaki Farelerin
Nop Gruplar yavru Gruba yapilan islemler  sakrifiye zamani
sayilart dogumdan sonra
8 adet H&E boyama ve
1 Kontrol Grubu immunohistokimyasal 12.hafta
erkek
calismalar
8 adet H&E boyama ve
2 Otizm Grubu immunohistokimyasal 12.hafta
erkek
caligmalar
Trans-aurikular Nervus 8 adet H&E boyama ve
3 Vagus Stimiilasyonu immunohistokimyasal 12.hafta
. erkek
Uygulanmig Otizm Grubu caligmalar

E
@)
=
o
)

Resim 3.1. C57BL/6 cinsi farede trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonunun
uygulanmasi
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Resim 3.2. C57BL/6 cinsi fare disseksiyonu
3.2. Histolojik Incelemeler

Histolojik incelemeler icin farelerden alinan duodenum ve jejunum doku 6rnekleri %4’liik
paraformaldehit (PFA) (pH 7.4) soliisyonu igerisinde fikse edildikten sonra parafin doku

takip islemleri uygulanmigtir. Daha sonra;

a. Dokular %4’liikk paraformaldehit temizlenebilmesi i¢in akarsu altinda yikanmistir. Bu
islemden sonra dokular sirasiyla %70, %80, %90, %96, %100 seklindeki artan dereceli
etil alkol serisinden gegirilerek dehidrate edilmislerdir.

b. Ardindan dokular ksilolde seffaflandirildiktan sonra 59°C sicakliktaki etiivde sivi
parafin igerisinde infiltre edilmislerdir. Infiltrasyonu takiben dokular parafine
gomiilerek parafin doku bloklar1 elde edilmistir.

c. Parafin doku bloklarindan HistoCore MULTICUT (Leica, Almanya) model déner
mikrotom bigak kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alinmustir.

d. Alinan kesitler 12 saat bekletilmek tizere 59°C’lik etiiv igerisine birakilmistir.
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e. Kiilol igerisinde deparafinize edildikten sonra %100, %96 ve %75 azalan dereceli etil
alkollerden gecirilerek rehidrate edilen dokular, hematoksilen&eozin (H&E) ve

immiinohistokimyasal boyama prosediirleri i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.1. Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama yontemi ve boyali doku kesitlerinin

histomorfometrik analizleri

Hematoksilen ve Eozin boyama igin hazir hale getirilen parafin kesitlerin boyama protokolii

asagida yer almaktadir [184].

a. Parafin doku kesitleri 11 dakika hemotoksilende inkiibasyonu takiben musluk suyunda
yikanmuistir.

b. Ardindan eozinde 12 dakika bekletilen dokular tekrar musluk suyunda yikandiktan
sonra sirastyla %75, %96 ve %100 artan dereceli etil alkol serisinden gegirilerek
dehidrate edilmistir.

c. Ksilolde 45 dakika bekletilen doku kesitleri entellan ile kapatilmigtir.

Boyali doku kesitlerinin histomorfometrik analizleri i¢in uygulanan islemler sirasiyla

asagida yer almaktadir [184].

a. H&E boyali doku 6rnekleri bilgisayar destekli 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B,
Almanya) 100x, 200x ve 400% biiyiiltmelerde incelenmistir.

b. Leica LAS V4.12 programi kullanilarak kesitlere ait goriintiiler alinmistir.

c. Ince bagirsagin duodenum, jejunum ve ileum bdlgelerine ait elde edilen bu
goriintiilerde ImageJ programi (1.54g; National Institutes of Health) (Schneider,
Rasband, & Eliceiri, 2012) kullanilmstir.

d. Bagirsak duvarinin mukoza, submukoza tabakalarina ait ve ayrica muskularis
mukozanin ig sirkiiler ve dig longitudinal kas tabakalarina ait kalinliklar ve toplam
duvar kalinlig1 farkli bolgelerden 6l¢iilerek her bir kesit i¢in bes parametreye ait
ortalama bir deger hesaplanmistir (Ekelund, Ekelund, Qader, Hallén, & Ekblad, 2005).

e. Hesaplanan bu degerler gruplar arasinda karsilastirilmistir.



33

3.2.2. immunohistokimyasal yontem ve immunohistokimyasal  bulgularin

degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal boyamalar i¢in parafin bloklardan pozitif sarjli lamlara alinan 5 pm

kalinliginda kesitler ile ilgili uygulanan protokol asagida yer almaktadir [184].

a.

Kesitler ksilolde deparafinizasyonun ardinan %100, %96 ve %75’lik alkol serilerinden
gecirilerek rehidrate edilmis ve distile su i¢erisine alinmustir.

Sitrat tamponu (pH 6.0) icerisine alian doku kesitleri 85°C su banyosunda 2 saat
bekletilerek 1s1 ile antijen doniistiirme islemi uygulanmigtir.

Ardindan doku endojen peroksidaz etkinligini bloke etmek i¢in kesitler %3 H202 ile
30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Fosfat tamponlu salin (Phosphate Buffer Saline; PBS) (pH 7.4) ile 3 kere 5’er dakika
yikamanin ardindan hidrofobik kalemle dokularin etrafi ¢izilmistir.

Fosfat tamponlu salin ile yikanan dokular 6zgiin olmayan antikor baglanmasini
onlemek i¢in UltraV block (TA-125-UB, Thermo Scientific, Birlesik Devletler)
soliisyonu ile 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Bloklama agamas1 tamamlaninca bloklama soliisyonu uzaklastirilip kesitler
yikanmadan, uygun diliisyonda anti-neuroligin-1 (1:100 diliisyon, Bioss, bs-4212R,
Birlesik Devletler) ve anti-neurexin-2 (1:100 diliisyon, Bioss, bs-11104R, Birlesik
Devletler) primer antikorlariyla +4 °C de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Primer antikorlar ile inkiibasyonun ardindan fosfat tamponlu salin ile 3 kez 5’er dakika
yikanan kesitlere 2 saat biotinli sekonder antikor (TP-125-BN, Thermo Scientific,
Birlesik Devletler) uygulanmistir.

Fosfat tamponlu salin ile 3 kez 5’er dakika yikanan kesitler 30 dakika siireyle
streptavidin-peroksidaz enzim kompleksine (TS-125-HR, Thermo Scientific, Birlesik
Devletler) birakilmistir.

Fosfat tamponlu salin ile tekrar 3 kez 5’er dakika yikamanin ardindan kesitlere
diaminobenzedin (DAB) kromojen-substrat kompleksi (TA-125-HDX, Thermo
Scientific, Birlesik Devletler) uygulanarak gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya
cikmasi saglanmistir.

Zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksileni uygulandiktan sonra musluk suyunda
yikanan dokular %75, %96 ve %100 artan dereceli alkollerden gecirilmistir.

Ksilolde 45 dakika bekletildikten sonra kesitler entallan ile kapatilmistir.
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Immunohistokimyasal bulgularin degerlendirilmesi i¢in uygulanan islemler sunlardir [184]:

a. Protokol sonunda hazirlanan boyali kesitler bilgisayar destekli 151k mikroskobunda
(Leica DM 4000B, Almanya) incelenmis ve Leica LAS V4.12 programi kullanilarak
pleksus myentericus’a ait ganglionlarin 400% biiyiitme goriintiileri elde edilmistir.

b. Ince bagirsagin duodenum, jejunum ve ileum bélgelerinden elde edilen bu biiyiik
biiylitme goriintiileri pleksus myentericus’a ganglionlarinda neuroligin-1 ve neurexin-2
immiinoreaktivitesi H-score yontemiyle belirlenmistir.

c. Imagel] programi (1.54g; National Institutes of Health) (Schneider et al., 2012) ile

yapilan degerlendirmede, ilgili belirte¢ i¢in boyanma yogunlugunun (i),

-negatif (boyanma yok) =0,

- -zayif pozitiflik=1,

- -belirgin pozitiflik=2,

- -glgclii pozitiflik=3 seklinde ifade edilmistir.

Boyanma yogunluk diizeylerinin %0-100 arasinda degisen piksel diizeyleri (Pi) ile
belirlenmis ve H-Score=ZPi (i+1) formiilasyonu ile hesaplanmistir [187,188].

d. Elde edilen ortalama H-score degerleri gruplar arasinda karsilastirilmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan verilerin analizinde Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois) programinin 26.0 siiriimii kullamilmistir. Calisma 50'den az Ornegi
icerdiginden, siirekli degiskenlerin dagilimini incelemek igin Shapiro-Wilk Testi
kullanilmistir. Test sonucunda verilerin normal dagilim gdsterdigi tespit edilmistir. o diizeyi
0,05 olarak belirlenmistir. Gruplar arasi1 farkliliklar1 incelemek i¢in Tek Yonli Varyans
Analizi (One-Way ANOVA) kullanilmistir.  Anlamlilik  seviyesi p<0,05 olarak

belirlenmistir.



35

4. BULGULAR

4.1. Hemotoksilen&Eozin Boyali Kesitlerde Yapilan Morfometrik Olciimlerin
Sonuglar

Gruplara ait H&E boyali duodenum ve jejunum doku kesitlerinin farkl biiyiiltmelerde alinan
goriintiilerinde ImageJ programina kullanilarak yapilan 6l¢timler sonucu elde edilen degerler
gruplar arasinda karsilastirildi. Duodenum ve jejunum orneklerinin goriintiilerinden elde
edilen tim duvar kalinligi, mukoza tabakasi kalinligi, submukoza tabakasi kalinligi, i¢
sirkiiler kas tabakasi kalinlig1 ve dis longitudinal kas tabakasi kalinligina ait 6lgiimlerin

istatistiksel degerlendirme sonuglari ¢izelge 4.1°de sunuldu.

Cizelge 4.1. Kontrol, otizm ve tVNS gruplarinda duodenum ve jejunum dokularinin
morfometrik degerlendirme sonuglari

i Kontrol Grubu Otizm Grubu tVNS Grubu
N=24 & _ _
n=8 n=8 n=8
Tiim duvar kalligt (pum) 436,7+29,4 253,8+20 456,6 = 53,4
e Mukoza tabakasi kalinlig1 (um) 376,2+256 190,3+17,6 3979 +£57,7
>
é Submukoza tabakasi kalinligi (um) 37,2 +9,4 12,6 £ 1,4 37,5+4
o T . -
A I¢ sirkiiler kas tabakasi kalinlig1 20,1449 11,84 1.1 197449
(pm)
Dis lorzgltudlnal kas tabakasi 22345 10242 17413
kalinligi (um)
Tiim duvar kalinligt (pum) 460,2 £254  252,8 £13,8 380,8 £ 58
Mukoza tabakasi kalinlig1 (um) 368,9+22,7 1499+22,5 307,6 £ 64,4
S
§ Submukoza tabakasi kalinligi (um) 36,6 +3,9 13,8 £2,6 30,9 +4,2
> - -
- I¢ sirkiiler kas tabakas1 kalinlig1 268+ 1.7 135412 232424
(pm)
Dis 10r1g1tud1nal kas tabakasi 252+ 1 114425 214407
kalinligi (um)

Veriler “ortalamatstandart sapma” seklinde sunulmustur.

4.1.1. Duodenum’un morfometrik él¢iimleri

Tium duvar kalinligi

Kontrol grubunda ortalama 436,7 + 29,4 um bulunan duodenum tiim duvar kalinligi, otizm
grubunda 253,8 20 um olarak 6l¢iilmiis ve bu verilere gére otizm grubunda duodenum tiim

duvar kalinlhiginin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha az oldugu goézlenmistir.
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Kontrol grubuyla yakin bir degere sahip olan tVNS grubunun tiim duvar kalinlig1 456,6 +
53,4 um olup duvar kalinligimin, otizm grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1 ve resim 4.1).

Mukoza tabakasi kalinlig1

Kontrol grubunda 376,2 + 25,6 um olan mukoza tabakasi kalinligi, otizm grubunda 190,3 +
17,6 pm olup bu kalinlik kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak daha diisiiktiir.
Mukoza tabakasi kalinlig1 tVNS grubunda 397,9 + 57,7 um olup, mukoza tabakasi kalinlig1,
otizm grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Sekil 4.1 ve
resim 4.1).

Submukoza tabakasi1 kalinligi

Kontrol grubunda 37,2 + 9,4 um olan submukoza tabakasi kalinligi, otizm grubunda 12,6 +
1,4 um olup, iki grup karsilastirmasinda otizm grubunun submukoza tabakasi kalinliginin
istatistiksel olarak daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. tVNS grubunda submukoza tabakasi
kalinlig1 37,5 £ 4 um olup, kontrol grubuyla benzer bir olan bu deger, otizm grubuyla

karsilastirildiginda ise anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Sekil 4.1 ve resim 4.1).

Ic sirkiiler kas tabakasi kalinlig1

Kontrol grubunda 29,1 £+ 4,9 um olan i¢ sirkiiler kas tabakas1 kalinlig1, otizm grubunda 11,8
+ 1,1 um olup ig¢ sirkiiler kas tabakasi1 kalinliginin kontrole grubuna gore anlamli diizeyde
az oldugu goriildii. tVNS grubunda ise i¢ sirkiiler kas tabakasi kalinlig1 19,7 £ 4,9 um olup
otizm grubuyla karsilastirildiginda ig sirkiiler kas tabakas1 kalinlig1 anlamli diizeyde ytiksek
iken, kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise anlamli diizeyde diisiik bulundu (Sekil 4.1 ve

resim 4.1).

Dis longitudinal kas tabakasi kalinlig1

Kontrol grubunda 22,3 + Sum olan dis longitudinal kas tabakas1 kalinligi, otizm grubunda
10,2 £ 2 um olup kontrol grubuyla karsilagtirildiginda dis longitudinal kas tabakasi kalinlig1
anlaml diizeyde diisiik bulundu. tVNS grubunda dis longitudinal kas tabakas1 kalinlig1 17 +
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1,3 um olup, otizm grubuyla karsilastirildiginda bu degerin istatistiksel olarak yiiksek
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1 ve resim 4.1).

Duodenum
600 p<0,01  p<0,01
I L 1
’Eﬂ-\ 400
E [ Kontrol Grubu
*g [ Otizm Grubu
§ 2004 3 tVNS Grubu
=
0_
Tum duvar kalinlig
0,01 0,01 p<0,01 p<0,01
B0y 50 1 : )
—~ 400 — 40—
£ £
2 =
o 300+ o 30
© 3
§ 200 £ 201
= <
= 100 S 4o-
0- 0-
Mukoza tabakasi kalinligi Submukoza tabakasi kalinligi
p<0,01
I 1
40+ p<001  p<0,01 30- | p<0,01 ’ p<0,01 |
| LA 1
E 30- £
= 2 20
o o
® 20+ 3
5 g
= £ 10
S 10 s
0- 0-
i¢ sirkiiler kas tabakasi kalinligi Dis longitudinal kas tabakasi kalinligi

Sekil 4.1. Kontrol grubu, otizm grubu ve tVNS grubunda duodenum’un morfometrik
degerlendirilmesi
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Resim 4.1. Kontrol grubu, otizm grubu ve tVNS grubundan hayvanlarin, H&E boyali
duodenum kesitlerine ait goriintiiler
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4.1.2. Jejunum’un morfometrik 6l¢iimleri

Tum duvar kalinli81

Kontrol grubunda 460,2 £+ 25,4 um olan jejunum tiim duvar kalinligi, otizm grubunda 252,8
+ 13,8 pum olarak Olclilmiis ve iki grup karsilastirildiginda otizm grubunun jejunum
orneklerinde tiim duvar kalinlig1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur. tVNS grubunda tiim duvar kalinlig1 380,8 &= 58 um olarak 6l¢ililmiis ve
bu deger kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin olarak diisiik bulunmakla beraber,
otizm grubuyla karsilastirildiginda tiim duvar kalinliginin anlamli diizeyde ytiksek oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.2 ve resim 4.2).

Mukoza tabakasi kalinligi

Kontrol grubunda 368,9 + 22,7 um olan mukoza tabakasi kalinligi, otizm grubunda 149,9 +
22,5 um olup kontrol grubuyla karsilagtirildiginda otizm grubunun mukoza tabakas1 kalinligt
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. tVNS grubunda 307,6 + 64,4 pm
olan mukoza tabakasi kalinliginin, otizm grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml diizeyde yliksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2 ve resim 4.2).

Submukoza tabakasi kalinlig1

Kontrol grubunda 36,6 + 3,9 pm olan submukoza tabakasi kalinligi, otizm grubunda 13,8 +
2,6 um olup, kontrol grubuyla karsilastirildiginda otizm grubunun submukoza tabakasi
kalinlig1 belirgin diizeyde diisiik bulunmustur. tVNS grubunda 30,9 + 4,2 um olan
submukoza tabakasi kalinliginin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin olarak diisiik
iken, otizm grubuyla karsilastirildiginda ise belirgin olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.2 ve resim 4.2).

Ic sirkiiler kas tabakasi kalinlig1

Kontrol grubunda 26,8 + 1,7 um olan ig sirkiiler kas tabakas1 kalinlig1, otizm grubunda 13,5
+ 1,2 um olup, otizm grubunun i¢ sirkiiler kas tabakasi kalinlig1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. tVNS grubunda 23,2 + 2,4 um olan
i¢ sirkiiler kas tabakasi kalinliginin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin diizeyde
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disiik oldugu, otizm grubuyla karsilastirildiginda ise belirgin olarak yiiksek oldugu
izlenmistir (Sekil 4.2 ve resim 4.2).

Dis longitudinal kas tabakasi kalinligi

Kontrol grubunda 25,2 + 1 um olan dis longitudinal kas tabakasi kalinlig1, otizm grubunda
11,4 + 2,5 pm olup kontrol grubuna gore belirgin diizeyde diisiik oldugu goriilmiistiir. tVNS
grubunda 21,4 + 0,7 um olan dis longitudinal kas tabakas1 kalinliginin, kontrol grubuna gore
belirgin olarak diisiik iken, otizm grubuyla karsilastirildiginda ise anlamli diizeyde yiiksek
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2 ve resim 4.2).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu, otizm grubu ve tVNS grubunda jejunum’un morfometrik
degerlendirilmesi
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Resim 4.2. Kontrol grubu, otizm grubu ve tVNS grubundan hayvanlarin, H&E boyali
jejunum kesitlerine ait goriintiiler
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4.2. Neuroligin-1  ve  Neurexin-2  Ekspresyonlarmin  Immunohistokimyasal
Degerlendirme Sonuglari

Tiim hayvanlardan toplanan duodenum ve jejunum dokularin parafin bloklarindan elde
edilen kesitlerinde neuroligin-1 ve neurexin-2 ekspresyon diizeyleri immiinohistokimyasal
yontemle degerlendirildi. Her bir belirte¢ i¢cin immiinopozitif boyanma yogunlugunu ifade
eden H-skoru degerleri gruplar arasinda karsilastirildi ve istatistiksel veriler ¢izelge 4.2°de

sunuldu.

Cizelge 4.2. Kontrol, Otizm ve tVNS gruplarinda duodenum ve jejunum dokularinin
Neuroligin-1 ve Neurexin-2 ile boyanmis hiicrelerin yiizdesini igeren
histokimyasal skorlama (H-skoru) degerlendirmesi

_ Kontrol Grubu Otizm Grubu tVNS Grubu
N=20 _ _ -
n=7 n=7 n=6

% Neuroligin-1 (H-skoru) 243,77 £24,7 108,2 £ 2,1 193,3+3,3
a Neurexin-2 (H-skoru) 197,9 + 6,6 107,8 + 1,3 190,1 £2,8
g Neuroligin-1 (H-skoru) 203,1 £19.,8 107,1+£2,1 190,4 £ 9,7
2

S Neurexin-2 (H-skoru) 210,2+38,9 106,5+2.,6 189,8 + 8,5

Veriler “ortalamatstandart sapma” seklinde sunulmustur.

4.2.1. Duodenum Kkesitlerinde neuroligin-1 ve neurexin-2 immiinopozitif boyanma
yogunlugunun degerlendirmesi

Neuroligin-1 ekspresyonunu degerlendirmek iizere elde edilen H-skoru degeri otizm
grubunda 108,2 + 2,1 olup, kontrol grubunun H-skoru (243,7 + 24,7) ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. tVNS grubunun H-skoru degerinin
(193,3 + 3,3) ise kontrol grubuna gore belirgin olarak diisiik oldugu bulunmusken, otizm
grubuyla karsilastirildiginda ise anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3 ve
resim 4.3).

Duodenum kesitlerine ait goriintiilerin analiziyle, neurexin-2 ekspresyonunu degerlendirmek
izere elde edilen H-skoru degeri, otizm grubunda 107,8 + 1,3 olup, kontrol grubunun H-

skoru (197,9 + 6,6) ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik oldugu
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gorlilmiistiir. tVNS grubunun H-skoru (190,1 + 2,8) degeri ise otizm grubuyla
karsilagtirildiginda belirgin diizeyde yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3 ve resim 4.3).

Duodenum
: il , @ Kontrol Grubu
300- | 001 y P01 | 300+ p<001  p<001 B8 Otizm Grubu
' ! ' 3 tVNS Grubu
200 200
= =
2 g
i ®
T e
100 100
0- 0-
Neuroligin-1 Neurexin-2

Sekil 4.3. Kontrol, otizm ve tVNS gruplarinda duodenum dokusunun Neuroligin-1 ve

Neurexin-2 ile boyanmis hiicrelerin yiizdesini igeren histokimyasal skorlamanin
(H-skoru) sematik analizi
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Resim 4.3. Kontrol grubu, otizm grubu ve tVNS grubundan hayvanlarin duodenum

kesitlerinde neuroligin-1 ve neurexin-2 immiinoreaktivitesini gdsteren
mikrograflar
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4.2.2. Jejunum Kesitlerinde neuroligin-1 ve neurexin-2 immiinopozitif boyanma
yogunlugunun degerlendirmesi

Jejunum doku kesitlerinde neuroligin-1 ekspresyonunu degerlendirmek iizere yapilan
analizlerde elde edilen H-skoru degeri kontrol grubunda 203,1 + 19,8 iken, otizm grubunda
bu deger 107,1 £ 2,1 olarak hesaplanmustir. iki grup karsilastirildiginda, otizm grubunu H-
skor degerinin kontrol grubuna gore belirgin diizeyde diisiik oldugu goriilmistiir. tVNS
grubunun H-skor degeri (190,4 + 9,7) ise otizm grubununkiyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4 ve resim 4.4).

Jejunum doku Kkesitlerinde neurexin-2 ekspresyonunu degerlendirmek iizere yapilan
analizlerde, otizm grubunun H-skor degeri 106,5 = 2,6 olarak hesaplanmistir. Bu deger
kontrol grubunun H-skor degeri (210,2 £ 38,9) ile karsilagtirildiginda belirgin olarak diisiik
bulunmustur. tVNS grubunun H-skor degerinin (189,8 + 8,5) ise otizm grubununkiyle

karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4 ve resim 4.4).

Jejunum
250 p<0,01 p<0,01 250 | p<0,01 . p<0.01 | 1 Kontrol Grubu
I LA 1
1 Oftizm Grubu
200 —=— _ 200 =
[ tVNS Grubu
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o) o)
- >
o — @ S
T 100 T 100
50 50
0 T 0 1
Neuroligin-1 Neurexin-2

Sekil 4.4. Kontrol, otizm ve tVNS gruplarinda duodenum dokusunun Neuroligin-1 ve
Neurexin-2 ile boyanmis hiicrelerin yiizdesini i¢ceren histokimyasal skorlamanin
(H-skoru) sematik analizi
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Resim 4.4. Kontrol grubu, otizm grubu ve tVNS grubundan hayvanlarin, jejunum

kesitlerinde neuroligin-1 ve neurexin-2 immiinoreaktivitesini gdsteren
mikrograflar
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5. TARTISMA

Otizm spektrum bozuklugu ile ilgili deneysel calismalarda genellikle enterik ndron
sayilarinda, caecum’un boyutunda ve mikrobiyomda degisikler nedeniyle bagirsak
disfonksiyonu gézlenmektedir [66, 67, 134, 189]. Hosie S. ve arkadaslar1 (2024), beynin
noral devresini etkileyen mutasyonlara sahip farelerin ince bagirsak boyunda ve i¢ sirkiiler
kas tonusunda azalma oldugunu saptamiglardir [66]. Varley A.N. ve Browning K.N. (2024)
valproik asit uyguladiklari rat yavrularinda corpus gastricus, jejunum, ileum, colon
ascendens ve colon descendens’te kas tabakasi kalinlig1 ve mukoza kalinliginin azaldiginm
bildirilmislerdir [85]. Mukoza kalinliginda meydana gelen azalmanin, bagirsak bariyer
gecirgenliginin degismesine neden olarak gastrointestinal hareketliligi ve bagirsak gecisini
olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir [85]. Bagirsak gegcisindeki degisikliklerin,
gastrointestinal sistemin hem ekstrinsik (sempatik ve parasempatik) hem de intrinsik
innervasyonunun modiilasyonundan, bagirsak diiz kas tonusundaki degisikliklerden, Cajal'in
interstisyel hiicrelerindeki morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerden ve noéromiiskiiler
iletimden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir [66]. Ayrica mideden besinin bosalmasi
ve/veya genel gastrointestinal kanaldan besinin gecisinde meydana gelen gecikme ile
bagirsak kas kalinliginda ortaya c¢ikan incelmenin kas kasilmasi ve kasilma kuvvetini
etkiledigi sonucuna varilmistir [85]. Kim J.W. ve arkadaslar1 (2013), in utero donemde
valproik asit maruziyeti ile ilgili yaptiklar1 calismada mide ve ileum’da mukoza tabakasi ve
kas tabakasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigini ancak duodenum,
jejunum ve kolon gibi diger bolgeler anlamh bir farklilik gostermedigini bildirmislerdir
[190]. Bu galismada da otizm spektrum bozuklugu olan farelerin duodenum ve jejunum
morfometrik 6l¢iimlerinde tiim duvar, mukoza tabakasi, submukoza tabakasi, i¢ sirkiiler ve
dis longitudinal kas kalinliklarinin azaldigi belirlenmistir. Calismamizin bulgulari, Kim J.W.
ve arkadaslarinin (2013) bulgulariyla uyum gostermemistir. Ancak Varley & Browning
(2024) ve Hosie S. ve arkadaslarinin (2024) bulgulariyla uyum gostermektedir.
Calismamizda duodenum ve jejunum morfometrik incelemelerinde; otizm grubunda duvar
kalinliginda azalma bagirsak bariyer biitiinliigiinde zayiflama ve bagirsak islevlerinin
olumsuz etkilenebilecegini géstermistir. Ayni grupta; mukoza kalinligi bagirsak emilimi ve
koruma islevini yoneten mukoza kalinliginin azalmasi bagirsak gecirgenliginin artmasina ve
olas1 inflamasyonlara yol acabilecegi savini diisiindiirmiistiir. Otizm grubundaki submukoza
kalinligindaki azalma bag dokusu destegi ve damar yapilarinin bozulmasi nedeniyle bagirsak

i¢indeki mikro dolasimin da bozulabilecegini 6n gormemize yol agmistir. Otizm grubundaki
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i¢ sirkiiler ve dis longitudinal kas tabakalarindaki incelme bagirsak hareketlerinin

yavaglamasi ve peristaltik hareketlerin yavaslamasi sonucunu 6ne ¢ikarmaistir.

Otizm spektrum bozuklugunun patogenezinde gastrointestinal disfonksiyonun yaninda
sinaptik islev bozuklugu da (sinaptopati) gozlenebilmektedir [191]. Sinaptik islev
bozuklugu, sinaptik bilesenlerin yapisini ve islevini degistiren mutasyonlar veya sinaptik bir
proteinin anormal ekspresyon seviyeleri nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir [191]. Bagirsakta
neuroligin-1, neuroligin-3 ve neurexin-2’nin rolii hakkinda sinirli sayida calisma
bulunmaktadir [192]. Neuroligin- neurexin etkilesiminin uzun zamandir otizm spektrum
bozuklugu patolojisinin altinda yatan 6nemli bir bilesen oldugu varsayilmaktadir, ancak her
iki baglanma proteininde de mutasyon olan bir vakayi ilk kez Krumm N. ve arkadaslar
(2015) tamimlamustir [193]. Neurexin-3'tin iki eksonlu intragenik delesyonunu ve neuroligin-
2'nin de novo kayip mutasyonunu belirlemislerdir [193]. Ayrica otizm spektrum bozuklugu
olan hastalarda neuroligin -1’in islevini kaybetmis varyantlarinin bulundugu bildirilmistir
[192]. Neurexinlerin ve ortak baglanma partnerleri olan neuroliginlerin varyantlari otizm
spektrum bozuklugu ile iligskilendirilmektedir [191]. Gerik-Celebi H.B. ve arkadaslari
(2023), neurexin-2’nin gen varyantini ayni taniya sahip iki akraba olmayan vakada diisiik
allellik frekansla tespit ettiklerini ve bu durumu otizm spektrum bozuklugu ile
iliskilendirdiklerini bildirmislerdir [91].

Calismamizda;  duodenum’da  otizm  grubunda  neuroligin-1  ekspresyonunun
immunopozitivite yogunluklarinin H-skoru diisiik oldugu saptanmistir. Trans-aurikular
nervus vagus stimulasyonundan sonra duodenum’da neuroligin-1 ekspresyonun
immunopozitivite yogunluklarinin H-skorunda belirgin bir artig goriilmiistiir. Duodenum’da
neurexin-2 ekspresyonunun immunopozitivite yogunluklarinin H-skoru
degerlendirildiginde otizm grubunda belirgin bir azalma izlenirken trans-aurikular nervus
vagus stimiilasyonundan sonra H-skorunda anlamli bir sekilde artis oldugu goriilmiistiir.
Aym sekilde jejunumda yapilan neuroligin-1 ekspresyonunun immunopozitivite
yogunluklarimin H-skoru degeri, otizm grubunda belirgin olarak azalmisken, tVNS
uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. Ayrica jejunum’da
neurexin-2 ekspresyonunun immunopozitivite yogunluklarinin H-skoru hesaplandiginda
otizm grubunda diisik oldugu, tVNS grubunda ise yiiksek oldugu goriilmiistiir.
(Calismamizin bulgular1 Zheng Y. ve arkadaslarinin (2020) bulgulariyla uyum gostermistir.

Bu c¢aligmanin sonucunda otizmli farelerin duodenum ve jejunum’daki enterik sinir
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sisteminde yer alan neuroligin-1 ve neurexin-2 ekspresyonlarindaki azalma, sinaptik
organizasyondaki bozulmanin trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulamasiyla

diizelebilecegini gostermistir.

Otizm spektrum bozuklugunda tedavi yontemleri semptomatik olsa da bazen ilaca karsi
gelisen direng nedeniyle bu semptomlar i¢in non-invaziv yontemler kullanilabilmektedir. Bu
yontemlerden biri de nervus vagus stimiilasyonu’dur [179, 194]. Cok ¢esitli olan nervus
vagus stimuasyonlarindan biri de trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonudur [195].
Yapilan bir caligma, nervus vagus’un bagirsak hareketliligini artirmada ve sepsis
modellerinde enflamatuar yanit1 azaltmada 6nemli bir rol oynadigini; bu nedenle, tVNS
uygulamasinin hem insanlarda hem de atlarda abdominal cerrahi sonrasi bagirsak
hareketliligini ve immiin yanit1 modiile etmek i¢in kullanildig1 bildirilmistir [196]. Nervus
vagus stimiilasyonu, bagirsak glial fibriler asidik protein ekspresyonunu artirarak bagirsak
gecirgenligini ve bagirsak histolojik hasarini azaltmaktadir [109]. Nervus vagus
stimiilasyonunun bagirsak bariyerinin bozulmasin1 ve ardindan gelen bagirsak iltihabini
onleyebildigi saptanmistir [109] Bu ¢alismada da otizm grubunda duodenum ve jejunum’un
duvarindaki histolojik tabakalarda ve morfometrik Ol¢limlerde bozulmalar-incelmeler
oldugu goriilmiistiir. Ayrica enterik sinir sisteminin sinaps yapilagsmasinda da bozulmalar ve
hasarlar olustugu saptanmistir. Bu degisiklikler Constantini T.W. ve arkadaglar1 (2010) ve
Vitale V. ve arkadaslarinin (2024) bulgulariyla uyum goéstermistir. Trans-aurikular nervus
vagus stimiilasyon uygulanan gruplarda ise tiim dokularda ve sinaps olusumunda belirgin

bir artig ve iyilesme oldugu incelenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda; deneysel olarak olusturulan otizmli farelere trans-aurikular nervus vagus
stimiilasyonu yapilarak enterik sinir sistemindeki sinaps gelisimi ve duodenum ile
jejunum’da olusan morfometrik degisiklikler incelenmistir. Morfometrik degisiklikler;
kontrol, otizmli ve trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu uygulanan farelerin duodenum
ve jejunum dokularinda tiim duvar, mukoza, submukoza kalinligi1 ve i¢ sirkiiler-dis
longitudinal kas kaliliklar1 dl¢iilerek degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal ¢alisma ile
de neuroligin-1 ve neurexin-2 ekspresyonlarinin immunopozitif yogunluklarmin H-skoru
belirlenerek enterik sinir sistemindeki sinaptik degisiklikler ve yapilar incelenmistir. Gruplar

birbiriyle karsilagtirilarak yorum yapilmaistir.

Sonug olarak; morfometrik dl¢iimlerde duodenum’un tiim duvar kalinligi, otizm grubunda
kontrol grubuna gore yaklasik %40 oraninda azalmis iken trans-aurikular nervus vagus
stimulasyon uygulanmis grupta duvar kalinlig1 kontrol grubuna yakin bir artis gostererek
kalinlik artiginin oldugu 6l¢iilmiistiir. Duodenum’un mukoza kalinlig1 incelendiginde otizm
grubunun mukoza kalinligi azalmis ancak trans-aurikular nervus vagus stimulasyon
uygulanan grupta mukoza kalinligimin anlamli bir sekilde arttig1 izlenmistir. Submukoza
kalinlig1 incelendiginde ise yine ayni sekilde otizm grubunda kontrol grubuna gore azalma,
trans-aurikular nervus vagus stimulasyon uygulanan grupta ise artis goriilmiistiir. I¢ sirkiiler
ve dis longitudinal kas kalinlig1 otizm grubunun kontrol grubuna gore yar1 yartya azaldigi
ancak trans-aurikular nervus vagus stimulasyon uygulanan grupta kas kalinliklarinda

belirgin bir artisin oldugu dikkat ¢cekmistir.

Jejunum’un morfometrik 6l¢timleri degerlendirildiginde; otizm grubunun kontrol grubuna
gore tiim duvar kalinliginin yaklasik %45 oraninda azaldigi, trans-aurikular nervus vagus
stimulasyon uygulanan grupta duvar kalinli§inda istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu
goriilmiistiir. Mukoza kalinlig1 otizm grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %50 azalma
gosterirken trans-aurikular nervus vagus stimulasyon uygulanan grupta mukoza kalinliginin
belirgin olarak arttig1 Sl¢tilmiistiir. Submukoza kalinlig1 otizm grubunda kontrol grubuna
gore ince olarak saptanirken trans-aurikular nervus vagus stimulasyonu uygulamasi yapilmig
hayvanlarda submukoza kalinliginda artis oldugu ilgiyi ¢ekmistir. Jejunumun’un ig sirkiiler

ve dis longitudinal kas kalinlig1 otizm grubunda kontrol grubuna gore incelmis dl¢ililmiisken
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trans-aurikular nervus vagus stimulasyonu uygulanan grupta kas kalinliklarinin artig

gosterdigi belirlenmistir.

Immunohistokimyasal  ¢alismada;  duodenum’daki  neuroligin-1  ekspresyonunun
immunopozitivitesinin H-skoru otizm grubunda kontrol grubuna gore diisiik, trans-aurikular
nervus vagus stimiilasyonundan sonra H-skorunun yiiksek oldugu izlenmistir. Ayni grupta
neurexin-2 ekspresyonunun H-skoru degerlendirilmesinde otizm grubunda kontrol grubuna
gore diisiik, trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu uygulandiktan sonra H-skorunun
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir. Jejunum ile ilgili H-skorlama
analizinde ise; neuroligin-lekspresyonu otizm grubunda kontrol grubuna gore belirgin
olarak diistik, trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonu uygulandiktan sonra H-skorunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu dikkatimizi c¢ekmistir. Neurexin-2
ekspresyonunun immunopozitivitesinin H-skoru jejunum’da degerlendirilirken; otizm
grubunun diisiik, trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon grubunun ise H-skorunun yiiksek

oldugu hesaplanmistir.

Elde edilen sonuglar, trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulamasimin otizmli
farelerde duodenum ve jejunum’un histolojik tabakalarinda iyilesmeler oldugunu
gostermistir. Uygulanan trans-aurikular nervus vagus stimiilasyonun enterik sinir sisteminde
sinaps gelisimini artirdig1 goriilmiistiir. Bunun da bagirsak-beyin ekseni {izerinde olumlu bir
etkisi oldugu diisiiniilmiistiir. Trans-aurikular nervus vagus stimiilasyon uygulamasinin
otizmli bireylerde semptomatik tedavi igin etkili bir alternatif olabilecegi non-invaziv bir
uygulama olmasindan dolay1 da bireylerin yasam kalitesini artirabilecegi ongoriilmiistiir.
Ancak bu uygulamanin klinikte siirekliliginin saglanabilmesi icin daha genis perspektifli

caligsmalara gereksinim oldugu diigiiniilmiistir.
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