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OZET

SICANLARDA VALPROIK ASIT ILE INDUKLENEN OTiZM
MODELINDE CEREBELLUM MORFOLOJISININ STEREOLOJIK
OLARAK INCELENMESI

Amag: Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal etkilesim, s6zlii ve s6zlii olmayan
iletisim eksiklikleri, sinirlt ilgi alanlar1 ve tekrarlayan davranislarda meydana gelen bozulma
ile ilgili cerebellum’u da etkileyen davranigsal bir sendromdur. Valproik asit (VPA)
embriyonal gelisim sirasinda uygulandiginda OSB’ye neden olan teratojen bir maddedir. Bu
calismada, embriyonal ve postnatal donemlerde uygulanan VPA ’nin siganlarin cerebellum’u
tizerindeki histopatolojik etkilerinin stereolojik metotlarla kantitatif olarak arastirilmasi

amaclanmustir.

Kapsam: Bu ¢alisma son donemde deneysel olarak gelistirilmis olan VPA ile
indiklenen otizm modeli kullanilarak otizmin cerebellum tzerindeki etkilerinin

arastirilmasini igermektedir.

Yontem: Caligmamizda iki kontrol [embriyonal 11. giinde serum fizyolojik
uygulanmis siganlar (K1), hem embriyonal 15. giinde hem de postnatal 11. glinde serum
fizyolojik uygulanmig si¢anlar (K2)] ve iki deney [(embriyonal 11. giinde VPA uygulanmis
siganlar (D1), hem embriyonal 15. giinde hem de postnatal 11. giinde VPA uygulanmis
siganlar (D2)] olmak tizere toplam dort erkek sigan grubu olusturulmustur. Enjeksiyonlar
intraperitoneal olarak gerceklestirilmistir. Sicanlar postnatal 30. giinde anestezi altinda,
kardiyak perfiizyon sonrasinda cerebellum’lar1 alinmigtir. VPA’nin cerebellum’daki etkisini
ortaya c¢ikarmak i¢in, 151k ve elektron mikroskop goriintiileri lizerinde farkli parametreler

uygun stereolojik metotlarla arastirilmistir.

Bulgular: VPA verilen sicanlarda beyin agirligi, cerebellum agirligi, cerebellar
substantia alba / cortex cerebelli hacim orani, graniiler tabaka / cortex cerebelli hacim orani
ve graniil hiicresi niikleuslar1 / graniiler tabaka hacim orani kontrol yasitlarina gére anlaml
bir fark gériilmemistir. Buna karsin, Purkinje hiicresi ve graniil hiicresi numerik densiteleri
ve bu noronlarin ortalama niikleus c¢aplart kontrol yasitlarina goére anlamli derecede

degismistir. Buna gore; deney grubu si¢anlarda Purkinje hiicresi numerik densitesi, Purkinje
v



hiicre hattinda birim uzunluga diisen Purkinje hiicre sayisi ile birlikte azalirken; graniil
hiicresi numerik densitesi artis géstermistir. Diger taraftan, graniil hiicresi ortalama niikleus
cap1 her iki deney grubunda, Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 ise D2 grubunda
azalmistir. Bu iki parametreden yola ¢ikarak hesaplanan Graniil hiicresi / Purkinje hiicresi
(G/P) oran1 deney grubu siganlarda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir. Deney grubu si¢anlarin cerebellum’larinin graniiler tabakasindaki sinapSlarin
numerik densiteleri ve ortalama sinaptik disk ¢aplar1 kontrol yasitlarina gore istatistiksel
olarak anlaml sekilde azalmustir. interndronal konnektiviteyi gdsteren bir parametre olan
sinaps/noron orani da deney grubu siganlarda kontrol yasitlarina gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde azalmistir.

Sonug¢: Caligmamizda VPA’nin sigan Cerebellum’unda meydana getirdigi
hasarin cerebellar fonksiyon, dolayisiyla beyin fonksiyonu agisindan bir kayba neden olacagi
ve bu veriler 1s181nda otizmde cerebellum’un roliiniin tahmin edilenden daha fazla olabilecegi

distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Otizm, valproik asit (VPA), cerebellum, stereoloji
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SUMMARY

STEREOLOGICAL INVESTIGATION OF CEREBELLUM
MORPHOLOGY IN AUTISM MODEL INDUCED BY VALPROIC
ACID IN RATS

Aim: Autism spectrum disorder (ASD) is a behavioral syndrome that also affects
the cerebellum, which is related to social interaction, verbal and non-verbal communication
deficiencies, limited interests, and impairment in repetitive behaviors. Valproic acid (VPA)
IS a teratogenic substance that causes ASD when applied during embryonal development.
This study, it was aimed to quantitatively investigate the histopathological effects of
embryonal VPA administered and postnatal periods on the cerebellum of rats by stereological

methods.

Content: This study includes the investigation of the effects of autism on the
cerebellum using the VPA-induced model of autism, which has been experimentally
developed recently.

Method: In our study, a total of four male rats groups, two control [rats treated with
saline on embryonal day 11th (K1), rats treated with saline on both embryonal days 15th and
postnatal day 11th (K2)] and two experiments [rats treated with VPA on embryonal 11th day
(D1), rats treated with VPA on both embryonal days 15th and the postnatal 11th (D2)], were
formed. Injections were applied intraperitoneally. The cerebellum of the rats was removed
under anesthesia on the postnatal 30th day, after cardiac perfusion. To revealed the effect of
VPA on the cerebellum, different parameters were investigated on light and electron
microscope images with appropriate stereological methods.

Result: There was no significant difference in brain weight, cerebellum weight,
cerebellar substantia alba / cortex cerebelli volume ratio, granular layer / cortex cerebelli
volume ratio, and granule cell nuclei / granular layer volume ratio in VPA-treated rats
compared to age matched controls. Otherwise, the Purkinje cell and granule cell numerical
density and the mean nucleus diameters of these neurons differed significantly compared to

their age-matched controls. Hereunder: while the Purkinje cell numerical density in the
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experimental group rats decreased with the Purkinje cell number per unit length in the
Purkinje cell line, granule cell numerical density increased. On the other hand, the mean
nucleus diameter of granule cell decreased in both experimental groups, while Purkinje cell
mean nucleus diameter decreased in the D2 group. Granule cell / Purkinje cell (G / P) ratio
calculated based on these two parameters increased statistically significantly in experimental
group rats compared to controls. The numerical density and mean synaptic disc diameters of
the synapses in the cerebellar granular layer of the experimental group rats decreased
statistically significantly compared to their age-matched controls. Synapse/neuron ratio,
which is a parameter that shows interneuronal connectivity, was statistically significantly
decreased in experimental group rats compared to their age-matched controls.

Conclusion: In our study, it is thought that the damage caused by VPA in the rat
cerebellum causes a loss in terms of cerebellar function, hence brain function, and in light of

this data, the cerebellum's role in autism may be more than expected.

Key words: Autism, valproic acid (VPA), cerebellum, stereology
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1. GIRIS VE AMAC

Noronlarda meydana gelen morfolojik ve yapisal degisiklikler genellikle beyindeki
patolojik durumlarla iligkilidir. Bu degisiklikler otizm spektrum bozuklugunun da dahil
oldugu norogelisimsel kusurlarda farkli diizeylerde gézlenen ndéroanatomik anomalilere

yol agmaktadir (Rapin & Katzman, 1998).

Insanda OSB’ye neden olan bircok teratojen vardir (Dietert, Dietert, & DeWitt,
2011; Stromland, Nordin, Miller, Akerstrom, & Gillberg, 1994). Bunlardan biri de
valproik asit (VPA)’tir. VPA’nin gebelikte kullanilmasi fetal valproat sendromu denilen
fetiiste tipik yiiz goriiniimii (epikantus, basik burun kokd, iist dudak dermo-mukozal
sinirinda incelme vb.), 6nemli veya hafif malformasyonlar ve néromotor gelisme geriligi
ile beliren noral tiip defektleri, ekstremite defektleri, kalp ile ilgili anomaliler ve
tirogenital sistem anomalilerinin de siklikla eslik ettigi bir bozukluga neden olur (Arndt,

Stodgell, & Rodier, 2005; Kayaalp, 2009).

VPA,; insanlarda noral tiiptin kapandig: kritik donemde uygulandiginda OSB’ye
neden olur. Bu 6zelligi nedeniyle OSB’nin hayvan modelinin olusturulmasinda siklikla
kullanilan bir madde halini almistir. Olusturulan deney modelleri {izerinden yapilan
calismalarda, cerebrum’da kiitlece azalma, prefrontal kortekste néron sayisinda anormal
artma, amygdala’da néron sayisinda azalma, hippocampus’a ait néron sayisinda azalma,
cerebellum’da ise Purkinje hiicre sayisinda azalma gibi veriler elde edildigi bildirilmistir
(Arndt vd., 2005; Avino vd., 2018; Courchesne vd., 2011; Ergaz, Weinstein-Fudim, &
Ornoy, 2016; K. C. Kim vd., 2011). Beyindeki bu néromorfolojik degisikliklerin ne kadar
kalict oldugu ve bu tiir degisikliklerin geri doniisiimlii olup olmadigi konusunda
tartigmalar hala devam etmektedir (EI Falougy, Filova, Ostatnikova, Bacova, & Bakos,
2019).

Noromotor sistemin elemanlarindan biri olan cerebellum istemli hareketler ve
postiiriin ayarlanmasinda 6nemli rol oynar. Suuralti istemli kaslarin kontraksiyonlar
tizerinde etkili olur ve antagonistlerinin gevsemesi ile birlikte hareketleri dikkatle

koordine eder (Taner, Atasever, & Durgun, 2010).

Cerebellum’un bu 6zellikleri disinda son zamanlarda yapilan ¢alismalar da motor
dis1 kritik fonksiyonlara da sahip oldugu ortaya konulmustur. OSB, bilissel duygusal

sendrom, sizofreni gibi zihinsel bozukluklarda ve bagimlilik davranislarinda cerebellar
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disfonksiyon goriilmektedir. Insanlar iizerinde yapilan fonksiyonel manyetik rezonans
goriintileme (fMRI) calismalari, bagimlilik (Miquel, Toledo, Garcia, Coria-Avila, &
Manzo, 2009; Moulton, EIman, Becerra, Goldstein, & Borsook, 2014; Volkow vd., 2003),
sosyal bilis (Van Overwalle, Baetens, Marién, & Vandekerckhove, 2014) ve hatta
duygusal isleme (Schmahmann & Caplan, 2006) ile iligkili giiglii cerebellar
aktivasyonlarin oldugunu gostermektedir (Carta, Chen, Schott, Dorizan, & Khodakhah,
2019). Yine VPA uygulanip OSB modeli olusturulan hayvanlarin cerebellum’larinda
cerebellar hemisferlerin boyutunda ve Purkinje hiicre sayisinda azalma oldugu
bildirilmistir (Altman, 1972; Ingram, Peckham, Tisdale, & Rodier, 2000; Markram,
Rinaldi, La Mendola, Sandi, & Markram, 2008).

Cerebellum gelisimi insanlarda embriyonal (E) 3. haftada baslayip, dogumdan
sonra da devam eder (TW, 2011). Farelerde ise cerebellum gelisimi E7. giin ile postnatal
(PN) 30. giin arasinda 6 haftalik bir zaman diliminde gergeklesir (Altman & Bayer,
1985). Cerebellum gelisimi esas olarak graniil hiicreleri iireten dis graniiler tabaka ve
Purkinje hiicrelerini iireten ventriculus quartus’un ventrikiiler zonu olmak tizere ikKi
germinal epitelin etkilesimiyle kontrol edilir (Voogd & Glickstein, 1998; Yuasa,
Kawamura, Ono, Yamakuni, & Takahashi, 1991). Sican cerebellar korteksinde bu farkli
ndron gruplarinin olusum zamanlar1 biiyiik farklilik gosterir. Purkinje hiicreleri ya da
nuclei cerebelli gibi makronoronlar prenatal; graniil, stellat ya da basket hiicresi gibi
mikrondronlar postnatal olarak gelisim gosterir. Purkinje hiicrelerinin prenatal gelisimi
E13-16. (E15. giinde norogenezi pik yapar) giinler arasinda tamamlanir. Graniil
hiicrelerinin degisiklige ugramalari ise postnatal 2.-3. hafta (10-11. giinler arasinda en

fazla) arasinda tamamlanmaktadir (Altman & Bayer, 1985, 1990)

Bu calismada, cerebellum gelisimi i¢in kritik olan giinlerde anne sicanlara
(prenatal) ve bunlardan dogan yavru sicanlara (postnatal) uygulanan VPA’nin yavru
siganlarin cerebellum’u iizerindeki histopatolojik etkilerinin stereolojik metodlarla
kantitatif olarak arastirilmasi amaclanmistir. Elde edilecek verilerin, merkezi sinir
siteminde, noronal dejenerasyona yol acan hastaliklarin etki mekanizmalariin daha iyi
anlagilmasina ve tedavisi i¢in gelistirilebilecek yontemlere katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1.0tizm
2.1.1. Otizm nedir?

Otizm spektrum bozuklugu, 3 yasina kadar olan, sosyal etkilesimde, sozli ve
s0zlii olmayan iletisim eksikliklerinde, sinirli ilgi alanlarinda ve tekrarlayan davraniglarda
goriilen bozulma ile ilgili davranigsal bir sendromdur (Brambilla vd., 2003; Rapin, 1999;
Rapin & Katzman, 1998). Amerikan Psikiyatri Birligi Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve
Istatistiksel El Kitab1 V (DSM-V)'e gére, OSB tanisinda yasamin erken dénemlerinden
itibaren var olan, sosyal ve/veya mesleki iliskilere 6nemli 6l¢iide miidahale eden iki ana
klinik kriter (sosyal iletisim eksiklikleri ve tekrarlayan davranislar) karsilagtirilir. Klinik
ozellikler ve biligsel bozukluklar yasam boyu devam eder ve hastalarin ¢ogu zihinsel
engellilik, epilepsi, motor ve duyusal anomaliler ve / veya dikkat eksikligi /
hiperaktiviteyi kapsayan bir veya daha fazla komorbiditeye sahip olabilir (Gillberg &
Fernell, 2014; Minshew & Payton, 1988).

2.1.2. Otizmin prevalansi

Tiim otizm vakalarinin sadece kiigiik bir yiizdesi (%1°den az) genetik olarak
aciklanabilirken, vakalarin %50°den fazlasi i¢in herhangi bir genetik neden yoktur
(Heavner & Smith, 2020). Erkeklerde kizlara oranla daha fazla goriiliir (3-4 erkege 1 kiz)
(Rutherford vd., 2016). Ayrica OSB fenotipi de etkilenen kisiler arasinda farklilik gosterir
(El Falougy vd., 2019). Hastaligin ilerlemesinin heterojenligi, semptomlarinin ciddiyeti
ve iligkili oldugu gesitli komorbit hastaliklar, otizmin degisken ndéropatolojik alt
yapilarinin oldugu inancina yol agmaktadir (El Falougy vd., 2019).

OSB'nin yiiksek prevalansina ragmen (Amerika’da 8 yasindaki her 59 cocuktan
birine teshis konmaktadir (D. L. Christensen vd., 2018)), her bir gen tipik olarak az sayida
vakadan sorumludur. Bu nedenle OSB, farkl: etiyolojilere sahip bir¢ok nadir bozuklugun

klinik davranis fenotipini tanimlayan genel bir terimdir (Heavner & Smith, 2020).

Son yirmi yilda, OSB kapsamma giren kosullarda Onemli gelismeler
gerceklesmistir (Heavner & Smith, 2020). Bu da OSB’nin prevalansini degistirmistir.
OSB prevalans1 1980'lerde 10.000 ¢ocukta 3,3 iken, 1996'da 1000 ¢ocukta 3,4’e ve
2000'lerde 100 ¢ocukta 1'e yiikselmistir (M. J. Taylor vd., 2020). Daha yeni ¢alismalar
%2'den fazla yayginlik oranlari bildirmektedir (Baio, 2014; K. C. Kim vd., 2011;
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Schendel & Thorsteinsson, 2018). Ulkemizde ise bu oran 2006 yilinda her 7/1000, 2008
yilinda 11/1000, 2012 yilinda 15/1000 ve 2014 yilinda 22/1000 olarak bildirilmistir.
Saglik bakanligiin 19.07.2019 tarihli ve 29542975-045.99-E.6 sayili yazisina gore
giincel veriler 1s181nda 38.661 otizmli birey bulunmaktadir (Tohum Otizm Vakfi, 2020).
Yine iilkemizde erkelerde 5 kat daha fazla goriilmektedir (Dogangiin, 2008).

Prevalanstaki bu artisa; tanisal artis, vaka kayitlarinin daha iyi tutulmasi,
bozuklugun daha fazla taninmasi gibi gelismeler neden olmus olabilir. Bununla birlikte,
enfeksiyon ve bagisiklik gibi diger faktorlerin yani sira ¢cevresel toksik maddelere ve diger
cevresel faktorlere maruz kalma da yayginligin artmasinda rol oynayabilir (Hallmayer
vd., 2011).

2.1.3. Otizme neden olan etmenler

Otizm hem genetik hem de ¢evresel faktorlerden etkilenen ndrobiyolojik bir
bozukluktur. Ancak yapilan c¢alismalar heniiz bu iki faktér arasindaki baglantiy:

aciklayabilecek diizeye ulasmamustir.

Noropatolojik ¢aligmalar yeterli olmamakla birlikte, prefrontal korteks’te ndron
sayisinda anormal artig (Courchesne vd., 2011) ve amygdala’da néron sayisinda azalma
(Avino vd., 2018) gibi bulgular elde edilmistir. Beyindeki bu noéromorfolojik
degisikliklerin ne kadar kalici oldugu ve bu tiir degisikliklerin geri doniistimlii olup
olmadigi konusunda tartismalar hala devam etmektedir (ElI Falougy vd., 2019).

Genetik faktorler OSB yatkinligina neden olur, OSB hastalarinin kardesleri
popiilasyon normlarina oranla daha yiiksek tani riski tagir ve monozigotik ikizlerde bu
durum (kesin olmamakla birlikte) ¢ok daha yiiksektir (Ecker, Schmeisser, Loth, &
Murphy, 2017; Hallmayer vd., 2011; H. Kim vd., 2019).

Genomik baglanti ¢aligmalar1 ve tiim ekzon dizileme yontemleri, OSB duyarlilik
genlerine iliskin anlayis1 genisletmistir. Bu genlerin islevi hakkinda daha fazla bilgi
edinmek, potansiyel biyolojik mekanizmalara 1s1k tutabilir (Walsh, Morrow, &
Rubenstein, 2008). OSB ile baglantili genetik kusurlarin ¢ogu, néronal sinapslar ile ilgili
olan veya noronlardaki aktiviteye bagli degisikliklere dahil olan proteinleri kodlar (H.
Kim vd., 2019; Rubenstein & Merzenich, 2003; Walsh vd., 2008). Yakin zamanda
yapilan bir ¢calisma, OSB ile iliskili, yeni potansiyel mekanizmalari ortaya ¢ikaran 16 yeni

geni tanimlamaktadir (Ruzzo vd., 2019). Sonug olarak, genetik olarak en heterojen



noropsikiyatrik bozukluklardan biri olmaya devam etmektedir (Dias & Walsh, 2020;
Ruzzo vd., 2019).

Genetik, OSB'nin etiyolojisinde agik¢a bir rol oynasa da genetik yatkinliin
fenotipik ifadesi OSB i¢inde degiskenlik gostermeye devam etmektedir (\Veenstra-
VanderWeele, Christian, & Cook, 2004). Genetik risk, baz1 hastalarda prenatal, perinatal
ve postnatal ¢evresel faktorler tarafindan degistirilebilir (Guinchat vd., 2012; Hallmayer
vd., 2011; Nicolini & Fahnestock, 2018; C. Wang, Geng, Liu, & Zhang, 2017). ileri yasta
anne ve baba olmanin da OSB'li gocuk sahibi olma riskinin arttig1 gosterilmistir (Croen,
Najjar, Fireman, & Grether, 2007). Hamilelik sirasinda maternal enfeksiyon veya immiin
aktivasyon da son arastirmalara gore potansiyel bir risk faktori olabilir (Lee vd., 2015;
Zerbo vd., 2015). Preterm bebeklerin, diger ndrogelisimsel bozukluklara ek olarak OSB
icin daha yiiksek risk tasidig1 gosterilmistir (Agrawal, Rao, Bulsara, & Patole, 2018).

Diisiiniilenin aksine asilarin, timerosalin veya civanin OSB ile iliskili olduguna
dair higbir kanit yoktur (Modabbernia, Velthorst, & Reichenberg, 2017; L. E. Taylor,
Swerdfeger, & Eslick, 2014). Bugiine kadarki en biiyiikk ¢alismada, Danimarka da
cocuklar iizerinde yapilan bir grup calismasinda kizamik, kabakulak ve kizamik¢ik
(MMR) agilarindan sonra risk artis1 olmadigini bildirilmistir (Hviid, Hansen, Frisch, &
Melbye, 2019).

Maternal immiin aktivasyon, maternal otoantikorlar veya valproik asit ve
pestisitler dahil olmak tizere belirli kimyasal maruziyetler gibi ¢esitli cevresel faktorler
de riske katkida bulunmaktadir (Heavner & Smith, 2020). Ikizler iizerinde yapilan
caligmalar genetik ve g¢evresel etkilerin bliyiikliiglinii karsilastirmayr miimkiin kilar.
Zaman icinde ¢evresel degisiklikler bir 6zelligin yaygiliginin degisiminden sorumluysa,
cevresel cesitliligin zaman i¢inde artmasi beklenecektir. Altta yatan genetik ¢esitlilik cok
az degisiklik gosteriyor veya hi¢ degisiklik gOstermiyorsa, yine bu Ozelligin
kalitsalliginin da azalmasi1 beklenecektir. Bilindigi kadariyla, daha onceki ikiz
calismalarinda bunun OSB igin dogru olup olmadigr arastirllmamistir (Hallmayer vd.,
2011; M. J. Taylor vd., 2020).

Nihayetinde, arastirmalar OSB riskiyle iligkili faktorleri ortaya ¢ikarmaya devam
etmektedir, ancak heniiz nedensel bir belirleme yapilmamigtir. Bu durum, genetik risk
tasiyan yeni varyantlar1 veya daha fazla g¢alisma gerektiren yeni ¢evresel bagintilarin

aciklanabilmesi i¢in pek ¢ok aragtirma alani saglamaktadir (Ruzzo vd., 2019).
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2.1.4. Otizmin tedavisi

Otizm giiniimiiz sartlarinda tedavi edilemeyen, hayat boyu devam eden bir
bozukluktur. Ancak psikiyatrik ilag tedavisi, gliiten/kazein diyeti, ketojenik diyet,
vitamin-mineral destegi, agir metallerden arindirma, mantar tedavisi, hiperbarik oksijen
tedavisi, neuro-feedback, tedavi protokolleri olmak iizere alternatif destekleyici
yontemler uygulanmaktadir (Elder vd., 2006; Jepson vd., 2011; Kouijzer, van Schie, de
Moor, Gerrits, & Buitelaar, 2010; Napoli, Duefias, & Giulivi, 2014; Richler vd., 2006).
Yine erken tani ile uygun bir egitime baslanmasi adaptasyon yeteneklerini artirabilir.
Otistik ¢ocuklarda gesitli bilissel ve davranig terapilerinin yani sira, 6grenme, dil ve
konusma sorunlarina yonelik tedaviler uygulanir; alternatif tedavilerin bilimsel agidan

etkinlikleri oldukg¢a tartismalidir (Korkmaz, 2010).

Risperidon, aripiprazol ve olanzapin otizmli c¢ocuklarda ve ergenlerde
saldirganlik, kendine zarar verme ve Ofke nobetleri dahil olmak iizere sinirlilik ve
ajitasyonu tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Hesapcioglu, Ceylan, Kasak, & Sen, 2020;
McCracken vd., 2002; McPheeters vd., 2011; Nicolson, Awad, & Sloman, 1998; Owen
vd., 2009)

2.2. Valproik Asit

Valproik asit veya 2-propilpentanoik asit, bir antiepileptik ila¢ (Loscher, 2002)
kanser ve duygu durum dengeleyici olarak yaygin sekilde kullanilan kisa zincirli bir yag
asididir (Emrich, Zerssen, Kissling, Moller, & Windorfer, 1980; Lambert, Carraz,
Borselli, & Bouchardy, 1975). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda kanser tedavisi i¢in umut
verici bir ajan oldugu bildirilmistir (Terbach & Williams, 2009). VPA, nérotransmisyonu
modiile eder (Gobbi & Janiri, 2006; Johannessen & Johannessen, 2003; Loscher, 1999;
Owens & Nemeroff, 2003) ve histon deasetilaz (HDAC) aktivitesinin inhibisyonuyla
(epigenetik) kromatini yeniden bi¢imlendirerek gen ekspresyonunu diizenler (Phiel vd.,
2001). VPA ayrica gamma aminobiitirik asit (GABA) bozunmasina katilan enzimleri

inhibe ederek GABA sinyalini kuvvetlendirir (Loscher, 2002).

VPA giiglii bir teratojendir. Birgok raporda, hamileligin ilk ti¢ ayinda VPA
maruziyetinin noral tiip defektlerine ve atrial septal defekt, yarik damak, hipospadias,
polidaktili ve kraniyosinoz gibi diger konjenital malformasyon olusum riskini arttirdigi
bildirilmistir (Jentink vd., 2010; Nau, Hauck, & Ehlers, 1991). Ayrica, embriyonal

donemde VPA'ya maruz kalma, artan biligsel islev bozuklugu riski ile iligkilidir. Meador
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ve arkadaslar1 (2009) Amerika Birlesik Devletleri ve Birlesik Krallik‘ta VPA
monoterapisine maruz kalan kadinlarin ¢ocuklarinin, diger yaygin antiepileptik ilaglara
maruz kalan ¢ocuklara kiyasla li¢ yasinda entelektiiel zeka (1Q) puanlarinin daha diisiikk
oldugunu bulmuslardir (Meador vd., 2009). Benzer sonuglar Eriksson ve ark. (2005) ve
Nadebaum ve ark. (2011) tarafindan da bildirilmistir (Nadebaum vd., 2011). Meador ve
ark. (2011), uterin donemde VPA'ya maruz kalmanin, ti¢ yasinda degerlendirilen hem
s0zel hem de sozel olmayan yetenekler iizerinde zararh etkileri oldugunu gdésterirken,
Nadebaum ve ark. (2011) ayrica, prenatal ddonemde VPA'ya maruz kalan okul ¢agindaki
cocuklarda sozel entelektiiel yetenekleri olumsuz yonde etkiledigini bulmustur (Rebecca
L. Bromley vd., 2010; Cummings, Stewart, Stevenson, Morrow, & Nelson, 2011; Meador
vd., 2011; Nadebaum vd., 2011; Nicolini & Fahnestock, 2018; Shallcross vd., 2011)

VPA ayrica otizm i¢in bir risk faktoriidiir. Gebeligin ilk li¢ ayinda VPA'ya maruz
kalma, baslangi¢ta, VPA'nin neden oldugu embriofetopatinin fetal valproat sendromu
(FVS) olan ¢ocuklarda yiiksek otistik semptom insidansini gosteren calismalara
iliskilendirilmistir (Clayton-Smith & Donnai, 1995; DiL.iberti, Farndon, Dennis, & Curry,
1984).  FVS hastalarmin otizm ile uyumlu kraniyofasiyal anomaliler, organ
malformasyonlari, norogelisimsel gecikme ve sosyal islevsel eksiklikler gosterdigi
bildirilmistir (Christianson, Chester, & Kromberg, 1994; P. G. Williams & Hersh, 1997;
G. Williams vd., 2001). Intrauterin donem VPA maruziyeti ile otizm arasindaki iliski
daha genis c¢apl galismalarla dogrulanmistir (Rebecca L. Bromley, Mawer, Clayton-
Smith, & Baker, 2008; Dean vd., 2002; S. Moore vd., 2000; Rasalam vd., 2005); calisilan
cocuklarin %8,9'u VPA otizm veya Asperger sendromuna maruz kalmistir (Rasalam vd.,
2005). Daha yakin zamanlarda, iki ¢alisma dogum oncesi valproat maruziyetinin otizm
riski artigiyla iligkili oldugunu kanitlamistir. Danimarka’da yapilmig genis bir popiilasyon
caligmasi, hamilelik sirasinda VPA'nin maternal kullaniminin yavrularda OSB riskini
onemli olglide arttirdigini (%4,42) gostermistir (J. Christensen vd., 2013). On bir yillik
prospektif bir ¢alisma, VPA monoterapisine dogum oncesi maruz kalan ¢ocuklarda
norogelisimsel bozukluklarin prevalansinda 6 kat, VPA politerapisine maruz kalanlarda
10 kat artis oldugunu ve OSB'nin 6 yasinda her iki grupta en sik goriilen norogelisimsel
bozukluk oldugunu bildirmistir (Rebecca Louise Bromley vd., 2013; Nicolini &
Fahnestock, 2018).

Klinik c¢alismalarda, insanlarda hamilelik sirasinda VPA tiiketimi neticesinde

goriilen otizminde dahil oldugu riskler (Rebecca L. Bromley vd., 2008; Meador vd., 2009;
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Nadebaum vd., 2011; Nau vd., 1991; Ornoy, 2009; Rasalam vd., 2005; Shallcross vd.,
2011) benzer sekilde, dogum oncesi VPA'ya maruz kalan kemirgenlerde de goriilmiistiir.
Bu nedenle, kemirgenlerde VPA ile yapilan maternal model, otistik davraniglarin altinda
yatan norobiyoloji anlayisimi arttirmak i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Diger
hayvan modelleri gibi, VPA'ya maruz kalan kemirgenler insan otizmini tamamen
kopyalamazlar, ancak yine de etiyolojisini, biyolojisini, maternal etkilerini ve ¢evresel
faktorlerini ve ayrica temel isaretlerini iyilestirmeyi hedefleyen tedavileri aragtirmak i¢in

miikkemmel bir aragtir (Nicolini & Fahnestock, 2018).

2.3. Cerebellum

2.3.1. Cerebellum embriyolojisi
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Sekil 2.1. Cerebellum embriyolojisi
A, 8 haftalik ve B, 16 haftalik bir embriyoda truncus encephali’nin posterior goriiniimii
(4. ventrikiil tabaninin goriilebilmesi i¢in kaldirilmigtir) (TW, 2011)

Merkezi sinir sisteminin bir eleman1 olan cerebellum, embriyonal hayatin 3.
haftasinda gelismeye baslar. Diencephalon’un lateral duvarini olusturan alar plaklarin
postero-lateral pargalari ice dogru kivrilarak ventriculus quartus’un igine uzanan rombik
dudaklart olusturur. Rombik dudaklar, mesencephalon’un altindan itibaren orta hatta
birbirlerine yaklasirlar. Pontin fleksur derinlestik¢e, bu dudaklar cephalocaudal yonde
sikigarak cerebellar plagi olustururlar. Sonraki asamada, cerebellum’da ekstroversiyon
meydana gelir, intraventrikiiler ¢ikintis1 azalir ve dorsal ekstraventrikiiler ¢ikintist artar
(Sekil 2.1). Embriyonal hayatin 12. haftasinda, bu plagin orta hattinda vermis ve bunun
iki yaninda hemisferler yer alir. Kisa siire sonra ortaya ¢ikan horizontal bir fissiir
nodulus’u vermis’ten ve flocculus’lar1 da hemisferlerden ayirir. Boylece cerebellum’un

en ilkel parcasi olan lobus flocculonodularis (archicerebellum) ortaya cikar. Sonrasinda



ise sirasiyla paleocerebellum ve neocerebellum kisimlari geligir (Standring, 2016; TW,
2011).

Baslangicta cereballar plagin muhteviyatini noroepitelyal, manto ve marjinal
tabakalar olusturur. Alar plak’taki noroblastlardan bazilar1 marjinal tabakaya gog edip
cortex cerebri noronlarina farklanirlar. Cerebellum gelisimi devam ettikge noroepitelyal
tabakada yer alan bazi hiicreler graniiler tabakay1 olusturmak lizere yiizeye dogru gog
ederler. Bu hiicreler bdliinme yeteneklerini kaybetmeyerek cerebellum ylizeyinde

proliferatif bir bolge olustururlar (K. Moore & Persaud, 2009; TW, 2011).

Embriyonal hayatin 6. ayinda graniiler tabakada farkli hiicre tipleri ortaya
¢ikmaya baglar. Bu hiicreler Purkinje hiicre tabakasina dogru go¢ ederler, cerebellar
substantia alba’da basket, graniil ve stellat hiicrelerini olustururlar. Bu hiicreler
mikronéron olarak adlandirilir ve gelisimleri postnatal donemde tamamlanir. Makro
ndron admi verdigimiz Purkinje hiicreleri, tip II golgi hiicreleri ve alar plaktaki diger
noroblastlar tarafindan olusturulan nucleus (nuc.) dentatus gibi derin yerlesimli yapilar
son sekillerini dogumdan 6nce alirlar (Altman & Bayer, 1985; K. Moore & Persaud,
2009; TW, 2011).

2.3.2. Cerebellum anatomisi

2.3.2.1.Cerebellum’un genel yapist ve fonksiyonel béliimleri

Fossa cranii posterior’da yer alan cerebellum, tentorium cerebelli ile lobus
occipitalis’ten ayrilir (Sekil 2.2). Eriskinlerde cerebellum’un cerebrum’a orani ortalama
1/10; bebeklerde ise 1/20 olmakla birlikte yaklasik 150g agirligiyla rhombencephalon’un
en bliyiik parcasidir. Cerebellum ventriculus quartus vasitasiyla ayrildigi pons ve medulla
oblongata’nin dorsal’inde yer alir. Truncus encephali’ye 3 ¢ift bilateral pedunculus
araciligiyla baglanir. Bu baglantilar cerebellum ile ilgili tiim afferent ve efferent lifleri

icerir (Standring, 2016).
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Sekil 2.2. Cerebellum’un yerlesimi
A, Kafa tabaninin iistten goriiniimii ve B, Cerebellum’un merkezi sinir sisteminin diger elemanlarina gore
konumu (Paulsen & Waschke, 2013)

Ovalimsi bir sekle sahip olmakla birlikte lateral’lerde iki adet hemisfer ve bu
yapilarin tam ortasinda yer alan bir adet vermis cerebelli’den meydana gelir. Hemisferler
ile vermis arasinda sulcus paramedianus’lar yer alir. Anterior ve posterior’unda incisura
cerebelli anterior ve posterior olmak {izere 2 adet ¢entik yap1 bulunmaktadir. Incisura
cerebelli posterior’da dura mater’in lamina interna’sinin bir katlantisi olan falx cerebelli
yerlesmistir (Standring, 2016).

Cerebellum’a inferior’dan bakildiginda ise iki hemisfer arasinda vallecula
cerebelli ad1 verilen genis bir ¢ukur yer almaktadir. Hemisferlerin external yiizlerini folia
cerebelli olarak adlandirilan fazla sayidaki yapraklar kusatir (Standring, 2016; Taner vd.,
2010). Folia’larin {i¢ tabakali korteks ve aksonlari i¢eren medulla yapisi tim
cerebellum’da aynidir (Balaei, Ashtari, & Bergen, 2017). Folia’lar fissurae cerebelli

denilen yariklarla birbirlerinden ayrilmistir. Bu yariklardan en derinleri cerebellum’u lob

ve lobulus’lara boler (Standring, 2016; Taner vd., 2010).
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Sekil 2.3. Cerebellar loblar ve fissura’larin terminolojisi
A, Acilmis haldeki cortex cerebelli. Vermis’in boliimleri sayilarla ifade edilmis ve 6énemli fissura’larin
isimleri belirtilmistir. B, Cerebellum’un iistten goriiniimii. C, Cerebellum’un mid-sagital kesiti. Vermis’in
boliimleri sayilarla ifade edilmistir. D, Cerebellum’un alttan gériintimii
(Standring, 2016)

Cerebellum rostro-cadual diizlemde fissura prima ve fissura posterolateralis
vasitasiyla lobus cerebelli anterior, lobus cerebelli posterior ve lobus flocculonodularis
olmak iizere 3 loba ayrilirlar (Arinc1 & Elhan, 2006). Cerebellum’un superior’unda yer
alan fissura prima lobus anterior’la lobus posterior’u; cerebellum’un infeior’unda yer alan
fissura posterolateralis ise lobus posterior ile dar ve nispeten daha kiiciik olan lobus
flocculonodularis’i birbirinden ayirir (Balaei vd., 2017). Bunlarin digsinda fissura

horizontalis, facies cerebellaris superior ve inferior’u ayirir (Standring, 2016).

Larsell 1972 de yaymnladigi makalesinde, vermis'i 10 boliime ayirip Romen
rakamlar1 ile numaralandirmis ve hemisferlerin karsilik gelen lobulus’larina da H 6n ekini
koyarak ayni numaralar1 vermistir (Sekil 2.3) (Larsell & Jansen, 1972; Taner vd., 2010).
Buna gore; lobus cerebelli anterior'la baglantili vermis lobul'leri lingula cerebelli (1),
lobulus centralis (1, 111) ve culmen (1V, V); hemisferlerin lobiilleri ise ala lobuli centralis
(HI1, HII) ve lobulus quadrangularis anterior (HIV, HV)'dir. Lobus cerebelli anterior ve
posterior'un ayrimini yapan fissura prima vermis'in culmen ve declive kisimlar ile;

hemisferlerin lobulus quadrangularis'leri ile lobulus simplex'leri arasina girer. Substantia
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alba'st velum medullare superior'la devam eden lingula'nin hemisferlerdeki karsilig:
vincingulum ligulae'dir. Lingula dort veya bes folia'nin bir araya gelmesiyle olusur ve
fissura precentralis vasitasiyla lobulus centralis’ten ayrilir. Lobulus centralis, fissura
preculminare tarafindan culmen’den ayrilir. Culmen (lobulus quadrangularis anterior ile
birlikte) fissura preculminare ve prima arasinda yer alir (Standring, 2016; Taner vd.,
2010).

Lobus cerebelli posterior'la baglantili, vermis lobul'leri declive (VI), folium
vermis (VII-A), tuber vermis (VII-B), pyramis vermis (VIII) ve uvula (IX) vermis;
hemisferlerin lobiilleri ise lobulus simplex (V1) (HVI1I-A), lobulus semilunaris superior,
lobulus semilunaris inferior (HV1I-B), lobulus paramedianus (HV1I-B), lobulus biventer
(HVIID) ve tonsilla cerebelli (HIX)'dir. Facies superior ve inferior cerebelli'yi ayiran
fissura horizantalis vermis'in folium ve tuber kisimlari ile hemisferlerin karsilik gelen
lobulus semilunaris superior ve inferior'larini birbirinden ayirir. Tuber cerebelli fissura
lunogracilis cerebelli ile pyramis cerebelli’den; pyramis cerebelli ise fissura secundaria
ile uvula ve tonsilla cerebelli’den ayrilir. Tonsilla cerebelli’ler kabaca kiiresel sekilli olup,
medulla oblongatamin her iki yaninda foramen magnum’un iizerine dogru sarkar

(Standring, 2016; Taner vd., 2010).

Lobus flocculonodularis’i ise vermis'in  nodulus'u (X) ile hemisferlerin
pedunculus flocculi ve flocculus (HX) kisimlar1 olusturur. Vermis'in uvula cerebelli ve
nodulus kisimlarini ayiran fissura posterolateralis hemisferlerin de tonsilla cerebelli'sini
pedunculus flocculi ve flocculus'tan ayirir. Lobus flocculonodularis, nuclei vestibulares

ile tamamen birbirine baglidir (Standring, 2016; Taner vd., 2010).

Cerebellum, diger beyin bolgeleri ile baglantilari, hareket ve diger motor dist
hareketlerin diizenlenmesindeki rolii bakimindan 3 fonksiyonel bolim halinde
diizenlenmistir (Sekil 2.4). Filogenetik bakimdan en eski fonksiyonel bileseni
vestibulocerebellum (lobus flocculonodularis)’dur. Vestibulocerebellum'un korteksi hem
ipsilateral vestibiiler aparattan hem de nuclei vestibulares’ten input alir. Vestibiiler
korteksin nuclei vestibulares ile olan baglantilar1 karsiliklidir ve vestibulocerebellum’un
korteksi, cortex cerebelli’nin cerebellum digina dogrudan baglanti gonderen tek
bilesenidir. Vestibulocerebellum dengeyi ve goz hareketlerini kontrol eder (Balaei vd.,
2017).
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Sekil 2.4. Cerebellum filogenetik boliimleri ve nuclei cerebelli
(Standring, 2016)

Cerebellum’un ikinci fonksiyonel bileseni, lobus anterior’un vermis’inin orta hatti
ve vermis’in her iki tarafindaki dar bir korteks boliimiinden olusur. Bu boliim input’unun
medulla spinalis’teki ¢ikan yollarla saglanmasindan otiiri spinocerebellum olarak
adlandirilir. Spinocerebellum ipsilateral alt ekstremite’nin proprioseptif, kutandz ve
basing bilgilerini ileten tractus (tract.) spinocerebellaris posterior’dan input alir. Ayrica
iist ekstremiteden somatosensorik bilgileri tasiyan tract. cuneocerebellaris’ten de input
alir. Spinocerebellum’un son ana input yolu ise tract. spinocerebellaris anterior’dur. Bu

yol motor aktivitenin diizenlenmesinde rol oynayan medulla spinalis’teki dongiilerin
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aktivitesi hakkinda bilgi verir. Ayrica spinocerebellum formatio reticularis’i de igeren
beyin sapindaki bazi niikleus’lardan input alir. Denge, postir ve hareketin
gerceklestirilmesini saglayan axial ve appendicular ekstremite kaslarmin hareketlerinin

diizenlenmesinde de rol oynar (Balaei vd., 2017).

Cerebellum’un tgilincii ve en biiylik fonksiyonel bileseni cerebrocerebellum
olarak da bilinen pontocerebellum’dur. Ayrica cerebellum’un filogenetik olarak en yeni
boliimiidiir. Spinocerebellum’un hemen lateral’inde olan biiyiik hemisferlerinden olusur
ve esas olarak kontralateral cerebrum’dan pons yoluyla input alir. Cortex cerebri’nin
(0zellikle lobus frontalis ve parietalis) pek ¢ok alanindan inen corticopontin lifler pars
basalis pontis’in nuclei pontis’lerine uzanir. Bu niikleus’larin  néronlari,
pontocerebellum’un korteksine baglanmak i¢in uzantilarini gonderirler. Pontocerebellum
ozellikle yiiksek memelilerde iyi gelismistir ve distal ekstremite kas sisteminin
koordinasyonunu diizenlemenin yani sira motor 6grenmede de rol oynar (Balaei vd.,

2017).

Cerebellum periferik reseptorlerden spinal, trigeminal ve vestibulocerebellar
yolaklarla; cortex cerebri ve tectum’dan ise nuclei pontis aracilifiyla bilgi alir.
Cerebellum’un output’u genelde thalamus’a, oradan motor kortekse, ayrica truncus
encephali’de bulunan nuc. ruber, nuclei vestibulares ve nuclei reticulares gibi merkezlere

yonlendirilir (Standring, 2016).
2.3.2.2.Cerebellum’un i¢ yapist

Cortex cerebelli

Cortex cerebelli, homojenligi bakimindan oldukga dikkat c¢ekicidir. Molekiiler
tabaka (stratum moleculare), Purkinje hiicre tabakasi (stratum purkinjense) ve graniiler
tabaka (stratum granulosum) olmak iizere {i¢ tabakaya ayrilir (Sekil 2.5) (Marzban vd.,
2015).
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Sekil 2.5. Cortex cerebelli’nin genel organizasyonu
(Standring, 2016)

- Molekiiler tabaka (Stratum moleculare)

Korteksin en disinda yer alan molekiiler tabaka ortalama 300-400 pm
kalinliktadir. Az sayida noron (stellat ve basket hiicreleri), dentritik dal, miyelinsiz akson
ve glial lif igerir (Ito, 2011; Standring, 2016; Voogd & Glickstein, 1998). Molekiiler
tabaka, 'tirmanici lifler' olarak adlandirilan néron uzantilari vasitasiyla medulla oblongata
da bulunan nuc. olivaris inferior’dan ve cortex cerebelli’nin graniil hiicrelerinden bol
miktarda uyarici input alir (Apps & Garwicz, 2005; Standring, 2016; Voogd & Glickstein,
1998; Wright, Skaggs, & Nielsen, 2016).

Molekiiler tabakada yer alan hem basket hem de stellat hiicreleri GABA’y1 bir
norotransmitter olarak kullanan inhibitdr interndronlardir ve dentritik dallarina dogru
ilerleyen paralel liflerle uyaric1 sinaps yaparlar. Stellat hiicreleri molekiiler tabakanin
yiizeyinde yerlesmistir ve aksonlari Purkinje hiicre dentritlerinin uzantilariyla sinaps
yapar. Basket hiicreleri molekiiler tabakanin i¢ kisminda; 1/3’{inde bulunur. Gévdeleri,
Purkinje hiicresi rekiirrent kollateralleri, tirmanici ve yosunsu liflerin yani sira paralel
liflerle de sinaps yaparlar. Basket hiicrelerinin akson biyiikliglii govdelerinden

uzaklastik¢a artar ve Purkinje hiicrelerinin hemen {lizerinde molekiiler tabakada yerlesir.
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Stellat ve basket hiicreleri Purkinje hiicreleri ile dogrudan sinaps yaparlar (Consalez &
Hawkes, 2013; King, Chen, & Bishop, 1993; Standring, 2016; Wright vd., 2016).

- Purkinje hiicre tabakas: (Stratum purkinjense)

Purkinje hiicre tabakasi, Purkinje hiicrelerinin armut sekilli govdeleri ve
Bergmann glia’larmin Purkinje hiicrelerine oranla daha kiigiik gévdelerini igerir. Graniil
hiicresi kiimeleri ve nadiren Golgi hiicreleri Purkinje hiicre govdeleri arasina niifuz

edebilir (Apps & Garwicz, 2005; Balaei vd., 2017; Wright vd., 2016).

Purkinje hiicreleri, tiim omurgalilar sinifinda korunan 6zel bir geometriye sahiptir.
Molekiiler ve graniiler tabakalar arasinda tek bir tabaka halinde diizenlenmistir
(Standring, 2016). Neurotransmitter olarak GABA’y1 kullanir. Cortex cerebelli’nin tek
output’u oldugu i¢in 6zel bir 6neme sahiptir. Liflerinin hemen hemen hepsi nuclei
cerebelli'ye baglanir (Apps & Garwicz, 2005; Balaei vd., 2017; Standring, 2016; Wright
vd., 2016).

Bu hiicrelerin iist kutbundan bir bazen iki dentrit ¢ikar ve bu dentrit’lerden
oldukga fazla miktarda dal molekiiler tabakaya dogru uzanir (Standring, 2016). Her bir
noéronun dentritik dallar1 folium’un uzun eksenine dik uzanan dar bir tabaka ile sinirlanir.
Proksimal primer ve sekonder grup dentritler kisa, giidiik spine’lart olan piiriizsiiz
yiizeylere sahiptir ve tirmanici liflerle baglantilidir. Distal dallar ise bir dizi yogun
dentritik spine’a sahiptir. Inhibitor sinapslar basket hiicreleri, stellat hiicreler ve Purkinje

hiicre aksonlarinin tekrarli kolleterallerinden alinir (Standring, 2016; Wright vd., 2016).

Purkinje hiicrelerinin akson’lari gévdenin alt kutbundan ayrilir ve substantia
alba’ya girmek i¢in graniiler tabakayi geger. Primer akson segmentinin, basket
hiicrelerinin aksonlarinin distal dallartyla akso-aksonik sinaptik baglantilari vardir.
Primer segment, biraz ilerledikten sonra akson genisler, miyelinlenir ve kolleteral dallar
verir. Boylece ana akson nuclei cerebelli veya vestibulares’te bir plexus olusturur.
Aksondan ayrilan rekiirrent kolleteraller bir diger Purkinje, basket ve Golgi hiicresinde

sonlanir (Standring, 2016; Wright vd., 2016).

Bergmann glia’lar1 Purkinje hiicrelerinin arasinda yer alan benzersiz morfolojiye
sahip astrositlerdir. Lifleri Purkinje hiicrelerinin arasinda molekiiler tabakaya dogru
uzanir. Bu hiicrelerin lifleri, paralel lifler tarafindan salinan glutamat’in Purkinje

hiicrelerine gegisinde rol oynar (Wright vd., 2016).
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- Graniiler tabaka (Stratum granulosum)

Graniiler tabaka fissiirlerde yaklasik olarak 100 um ve folia tepelerinin iizerinde
ise 400-500 pum kalinliktadir (Standring, 2016). Graniiler tabaka, korteksin en ig
tabakasidir ve graniil hiicreleri, Golgi hiicreleri, unipolar fircamsi hiicreler ve Lugaro

hiicrelerinden olusur (Balaei vd., 2017; Lainé & Axelrad, 2002; Wright vd., 2016).

Granil hiicreleri, insan sinir sisteminde en bol miktarda bulunan noronlardir ve
graniiler tabaka iginde sikica paketlenirler (Balaei vd., 2017; Lainé & Axelrad, 2002). Her
bir graniil hiicresi birkag¢ kiigiik mitokondri, ribozom ve Golgi kompleksi igeren
sitoplazmanin kabuguyla, 5-8 pum ¢apinda kiire sekilli bir ¢ekirdege sahiptir. Sinaptik
glomeriilde pence benzeri terminallerde sonlanan 3-5 kisa dentrit meydana getirir.
Cerebellum i¢in temel input olan yosunsu liflerden uyarict input alirlar. Bir
norotransmitter olarak glutamat kullanan graniil hiicrelerinin akson terminalleri, “T”
seklinde ikiye ayrilarak paralel lifler adi verilen uzantilari olusturur. Paralel lifler
molekiiler tabaka icerisinde yer alir ve burada Purkinje, stellat, basket ve Golgi
hiicrelerinin dentritleriyle sinaps yapar. En ¢ok Purkinje dentritik spine’lariyla sinaps
yaptig1r i¢in graniil hiicrelerinin aktivitesi, Purkinje hiicrelerinin aktivitesinin
belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Ek olarak, graniil hiicrelerinin paralel lifleri, Golgi,
stellat ve basket hiicreleri dahil olmak {izere diger cortex cerebelli hiicre tiplerinin
aktivitesini de sekillendirir (Apps & Garwicz, 2005; Balaei vd., 2017; Standring, 2016;
Wright vd., 2016).

Golgi hiicreleri, graniiler tabakanin {ist boliimiinde, Purkinje hiicre tabakasina
daha yakin olan nispeten biiyiik hiicrelerdir. Bunlar ayrica GABA-erjik ndronlardir ve
dendritlerini, graniil hiicrelerinin paralel liflerinden sinaptik input aldiklar1 molekiiler
tabakaya radial olarak uzatirlar. Golgi hiicrelerinin dentritik dallari1 folia’larin hem
transvers hem de longitudinal kesitlerinde ¢ok benzer goriiniir. Her iki diizlemde de
birka¢ komsu Purkinje ve Golgi hiicresine ait bolge iist iiste biner. Bununla birlikte bazi
Golgi dentritleri graniiler tabakada dallanirlar ve cerebellar glomeriile katilirlar. Golgi
hiicrelerinin aksonlar1 hiicre govdesinin tabanindan ¢ikar ya da proksimal dentritten
olusur ve hemen hemen tiim graniiler tabaka boyunca uzanan bir¢ok dala ayrilir. Ana
sinaptik input’u molekiiler tabakadaki paralel liflerden gelir. Ayrica, graniil hiicrelerinin
dendritleriyle kurdugu sinaptik baglantilar sayesinde bu hiicrelere bir inhibisyon kaynagi

saglar. Golgi hiicreleri yosunsu liflerin inhibisyonuyla ateslemeyi diizenler ve dolayisiyla
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Purkinje hiicre aktivitesinin bir idarecisi ya da nispeten sinirlayicist olarak islev goriir

(Balaei vd., 2017; Standring, 2016; Wright vd., 2016).

Unipolar firgamsi hiicreler, graniiler tabakanin yiizeysel boliimiinde yer alir ve
graniil hiicreleri gibi norotransmitter olarak glutamat kullanirlar. Bu hiicreler
vestibulocerebellum’da cerebellum’un diger boliimlerinden daha fazla miktarda bulunur
ve yosunsu liflerle yakin iliskilidir. Graniil hiicrelerine ve diger unipolar firgamsi

hiicrelere baglanir (Balaei vd., 2017; Wright vd., 2016).

Cortex cerebelli’ye 6zgii son hiicre Lugaro hiicresidir. Graniiler tabakanin yiizeyel
kisminda bulunan GABA-erjik noronlardir. Dendritleri molekiiler tabakaya
uzanabilirken, aksonlart Golgi hiicreleriyle baglantt kurduklar1 graniiler tabakayla

stnirhdir (Balaei vd., 2017; Lainé & Axelrad, 2002; Standring, 2016; Wright vd., 2016).
Nuclei cerebelli

Hemisferlerin substatia alba’larinin igerisine gémiilii sekilde yan yana dort adet
nuclei cerebelli bulunur. Bunlar nuc. dentatus, emboliformis, globosus ve fastigii’dir
(Sekil2.4) (Standring, 2016; Uusisaari & De Schutter, 2011). ilk olusan cerebellar
noronlar nuclei cerebelli’nin ndéronlaridir. Bu hiicreler rombik dudaktan kdken alir ve
niikleer gecis bolgesine tegetsel olarak go¢ eder. Nuclei cerebelli, korteksten bilgiyi
Purkinje hiicreleriyle alir ve cerebellum’un tek output’unu (vestibulocerebellum’a ait bazi
Purkinje hiicreleri hari¢) olusturur. Purkinje hiicrelerinden gelen inhibe edici input’lara
ek olarak, nuclei cerebelli, yosunsu liflerden ve kortekse uzanan tirmanici liflerden
kolleteral uyarici input’lar alir. Nuclei cerebelli ndronlarinin ¢ogu thalamus, nuc. ruber,
formatio reticularis ve nuclei vestibulares de dahil olmak iizere cerebellum disindaki
bolgelere baglanan uyarict ndronlardir. Bununla birlikte, nuc. olivaris inferior’a baglanan

kiigiik bir nuclei cerebelli néron popiilasyonu GABA-erjiktir (Balaei vd., 2017).

Nuc. dentatus, nuclei cerebelli’nin en biiyilik ve en lateral de yer alan ¢iplak gozle
kolayca goriilebilen tek niikleus’udur (Balaei vd., 2017; Standring, 2016). Bu niikleus,
esasen dentat néronlardan gelen liflerin gectigi ve pedunculus cerebellaris superior’ un
bulbus’unu olusturan medial’e yonlenmis bir hilum’a sahiptir ve nodronal hiicre
govdelerinin diizensiz olarak katlanmis bir yapragi seklindedir. Lateral hemisferlerin
Purkinje noéronlarindan inhibe edici, sirasiyla tirmanici ve yosunsu liflerin
kolleterallerinden de uyarici input alir. Nuc. dentatus’un néronlari, nuc. ruber’e ve nuc.

ventralis lateralis thalami’ye baglanir (Balaei vd., 2017; Standring, 2016).
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Nuc. emboliformis ve globosus, nuc. dentatus’un medial’inde uzanir. Daha ilkel
tirlerde nuc. interpositus olarak ifade edilir. Nuc. emboliformis ve globosus bazen
sirasiyla nuc. interpositus anterior ve posterior olarak da adlandirilabilir (Standring,
2016). Bu niikleus’lar, cerebellum’un lobus anterior’unun paravermal alanlar1 ve
vermis’in Purkinje hiicrelerinden input alir. Nuc. interpositus, esas olarak nuc. ruber ve

nuc. ventralis lateralis thalami’ye baglanir (Balaei vd., 2017)..

Nuc. fastigii, nuclei cerebelli'nin en kiigiigii ve en ortada yerlesimli olanidir. Bu
niikkleus’un noronlari, vestibulocerebellum'un Purkinje hiicrelerinden (yani, lobus
flocculonodularis) input alir. Ayrica, nuc. fastigii, vestibiiler vermis’in Purkinje
hiicrelerinden input alir. Nuc. fastigii’nin noéronlari, beyin sapindaki vestibiiler ve

retikiiler ¢ekirdege projekte olur (Balaei vd., 2017).

Efferent liflerin biiyiikk bir kismi cerebellum icinde capraz yapar ve ardindan
kontralateral nuclei vestibulares’e girmek i¢in pedunculus cerebellaris superior’un
dorsal’inden gegen fasciculus uncinatus’u olusturur. Capraz yapmayan fastigobulbar
lifler ventriculus quartus’un lateral kosesi boyunca ilerleyip nuclei vestibularis’e girer.
Nuc. fastigii’nin baz1 lifleri ise pedunculus cerebellaris superior’da yiikselir (Standring,
2016)

Pedunculi cerebellares

Cerebellum mesencephalon, pons ve medulla oblongata’ya sirasiyla pedunculus
cerebellaris suprerior, medius ve inferior vasitasiyla baglanir (Sekil 2.6) (Uusisaari & De
Schutter, 2011). Pedunculus cerebellaris superior nuc. fastigii’nin kii¢iik bir lif demetini,
nuc. dentatus, emboliformis ve globosus’un ise tiim efferent liflerini igerir. Bu lifler
kontrolateral nuc. ruber ve thalamus’ta sinaps yapmak iizere mesencephalon’un alt
kisminda ¢apraz yapar. Formatio reticularis’in niikleus’una baglanan spinocerebellum’un
cerebellar efferentleri de yine bu pedunculus’tan geger. Pedunculus cerebellaris
superior’un i¢inde yer alan cerebellar afferentler, dncelikle, spinocerebellum’un grantiler
tabakasina baglanan yosunsu lifler ve nuc. interpositus’a dallar gonderen tract.
spinocerebellaris anterior’un lifleridir (Balaei vd., 2017; Standring, 2016). Tract.
spinocerebellaris anterior, pedunculus i¢ine donmeden Once tegmentum pontis’in ist

kismina ulagir (Standring, 2016).
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Sekil 2.6. Pedunculi cerebellares
(Standring, 2016)

Pedunculus cerebellaris medius ii¢ pedunculus’un en biiyliigii olmakla birlikte
anatomik olarak da en lateral yerlesimlisidir. Pons’un bazalinden cerebellum’a oblik
olarak gecer. Oldukga biiyiik bir kismi1 kontrolateral nuclei basales pontis’ten gelen lifler
tarafindan olusturulur (Standring, 2016). Bu lifler, biiyiik lateral hemisferlerin graniiler
tabakasina yosunsu lifler olarak baglanir ve nuc. dentatus’a kollateral dallar gonderir

(Balaei vd., 2017).

Pedunculus cerebellaris inferior, cerebellum’u medulla oblongata ile birlestiren
lifleri igerir. Dista corpus restiforme ve igte ise juxtarestiforme kisimlarindan olusur.
Corpus juxtarestiforme Oncelikle cerebellum ve nuclei vestibulares’lerin karsilikli
baglantilarindan  olusur.  Corpus juxtarestiforme i¢indeki afferent lifler,
vestibulocerebellum’un graniiler tabakasina baglanan yosunsu lifleri olusturur ancak
esasinda efferent bir sistemdir. Corpus juxtarestiforme’nin efferent lifleri,
vestibulocerebellum’un Purkinje hiicre aksonlarim1i ve nuc. fastigii’nin, nuclei
vestibulares ve reticulares’lerine baglantilarin1 igerir. Corpus restiforme, tamamen
afferent olmakla birlikte truncus encephali ve medulla spinalis’ten cerebellum’un genis

alanlarina yayilan lifler igerir. Bu, nuc. interpositus’tan kolleteral baglantilar alan yosunsu
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lifler gibi spinocerebellar kortekse baglanan tract. cuneocerebellaris ve spinocerebellaris
posterior’un liflerini icerir. Ek olarak, tirmanici lifler gibi cortex cerebelli’nin molekiiler
tabakasina baglanan nuc. olivaris inferior’dan ¢ikan lifler de corpus restiforme iginde
bulunur. Nuc. olivaris inferior spinal, vestibiiler, kranial ve kortikal inen sinyallerden
input alir. Nuc. olivaris inferior’un tek bir tirmanici lifi birkag Purkinje hiicresine
baglanirken, her bir Purkinje hiicresi sadece bir tirmanict lif ile sinaptik baglant1 yapar

(Balaei vd., 2017; Standring, 2016).

Cortex cerebelli ayrica, locus coeruleus (noradrenerjik lifler), nuclei raphe
(serotonerjik lifler), tegmentum mesencephali (dopaminerjik lifler) ve hypothalamus
(histaminerjik lifler) da dahil olmak {izere beynin ¢esitli alanlarindan baglantilar alir.
Cerebellum i¢in bu input’lar, nuclei cerebelli’nin yani sira cortex cerebelli’nin her {i¢

tabakasinda da sonlanir (Balaei vd., 2017).
2.3.2.3.Cerebellum’un Beslenmesi

Cerebellum, ii¢ cerebellar arter yoluyla beslenir: arteria (a.) cerebelli posterior
inferior (PICA), a. cerebelli anterior inferior (AICA) ve a. cerebelli superior (SCA) (Sekil
2.7) (Tatu, Moulin, Bogousslavsky, & Duvernoy, 1996). Bu arterler, beynin arka kisminin
dolasimin1 saglayan vertebrobasiler sistemden kaynaklamir. iki tarafli a. vertebralis
foramen magnum’dan gecer ve kisa siirede kafatasina girdikten sonra PICA a. vertebralis
‘ten ayrilir. PICA, inferior cerebellum’un arka kismini ve burada bulunan substantia
alba’yr besler. Ayn1 zamanda pedunculus cerebellaris inferior’un liflerini besler. A.
vertebralis’ler orta hatta birlesir, pons ve medulla oblongata’nin birlestigi yere yakin a.
basilaris’1 olustururlar ve bu birlesmenin gerceklestigi yerin hemen yakininda AICA, a.
basilaris’ten ayrilir. AICA, inferior cerebellum’un 6n kisminin ve burada bulunan
substantia alba’nin beslenmesini saglar. AICA'nin distal dallari, nuc. dentatus’un yan
kismina uzanabilir. AICA ayrica pedunculus cerebellaris medius’un arka kismini da
beslerken, a. basilaris’in ¢evresel dallari ise pedunculus cerebellaris medius’un 6n kismini
besler. Cerebellum’un alt yiizeyinin en lateral kenar1 genellikle PICA ve AICA’nin
cisterna alanmidir (Balaei vd., 2017; Rhoton & Albert, 2000).

SCA, hemen hemen a. basilaris’in ikiye ayrilarak a. cerebri posterior’lari
olusturdugu yere bulunur. SCA, cerebellum’un {ist yiizeyini ve substantia alba kismini
besler. Ayrica, AICA tarafindan beslendigi diisliniilen nuc. dentatus’un lateral kismi

disinda nuclei cerebelli’yi de besler. SCA ayrica a. cerebri posterior’un dallari ile birlikte
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pedunculus cerebellaris superior’un beslenmesini saglar (Balaei vd., 2017; Rhoton &
Albert, 2000).
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Sekil 2.7. Cerebellum’un beslenmesi
(Paulsen & Waschke, 2013)

2.3.2.4.Cerebellar fonksiyon

Cerebellum’un islevi, yukarida agiklanan {i¢ fonksiyonel bdliim tarafindan

belirlenen ti¢ kategoriye ayrilabilir (Balaei vd., 2017).

Vestibulocerebellum orta hatta yer alan nodulus ve iki tarafli flocculus’tan olugur
(Uusisaari & De Schutter, 2011). Kortekse baglanan yosunsu lifler, ganglion vestibulare
ve nuclei vestibulares’den kaynaklanir. Cortex cerebelli’nin Purkinje hiicreleri, nuclei
fastigii’ye ve ipsilateral nuclei vestibulares’e inhibe edici baglantilar gonderir. Nuc.
fastigii de nuclei vestibulares’e uyarici bilateral baglantilar gonderir. Nuclei
vestibulares’e giden baglantilar pedunculus cerebellaris inferior’dan gecer. Bu
baglantilar, vestibiiler feedback’e yanit olarak fasciculus longitudinalis medialis (FLM)

icerisinde bulunan ¢ikan nuclei vestibulares baglantilar1 yoluyla vestibiiler okiiler
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refleksin koordinasyonunda dnemli bir rol oynar. Nuclei vestibulares ayrica medulla
spinalis’e tract. vestibulospinalis yoluyla lifler gonderir. Bu lifler, gévdenin alt kisminin
anti-yer ¢ekimi kaslarinin aktivasyonu yoluyla dengenin korunmasinda kritik bir rol
oynar. Nuc. fastigii ayrica, kontralateral nuc. ventralis lateralis thalami’ye pedunculus
cerebellaris superior’la ¢ikan baglantilar gonderir. Bu bilgi daha sonra, axial kas
sisteminin aktivasyonu ile durus ve dengenin korunmasinda gorev alan tract.
corticospinalis anterior’un (medial motor sistemi) kortikospinal néronlarina iletilir

(Balaei vd., 2017; Standring, 2016).

Spinocerebellum orta hatta yer alan vermis ve cerebellum’un paravermal
alanlarindan olusur (Apps & Garwicz, 2005). Kortekse yansiyan yosunsu lifler, biiyiik
Olciide, tract. spinocerebellaris ve cuneocerebellaris’in lifleridir. Ayrica spinocerebellum,
nuc. reticularis, vestibularis ve pontis’ten de daha az oranda olmakla birlikte input alir

(Balaei vd., 2017).

Nuc. interpositus, spinocerebellar kortekse ¢ikan input’lardan tiiretilen kolleteral
lifler alirken, nuc. fastigii de bu kollateralleri alir. Benzer sekilde, spinocerebellar
korteksin paravermal alanlariin Purkinje hiicre aksonlari, esas olarak nuc. interpositus’a,
vermal alanlariin Purkinje hiicre aksonlari ise nuc. fastigii’ye baglanir. Nuc.
interpositus’tan ¢ikan lifler cerebellum’u pedunculus cerebellaris superior vasitasiyla terk
ederler. Bu liflerin ¢ogu, kontralateral nuc. ventralis lateralis thalami’ye baglanir ve bu
bilgi, ekstremite kasinin diizenlenmesinde rol oynayan suplementer motor, premotor ve
primer motor kortekse iletilir. Bu kortikal alanlarin inen lifleri, oncelikle tract.
corticospinalis lateralis’i (yani, lateral motor sistem) olusturacaktir. Nuc. interpositus
ayrica, list ve alt extremite’ye baglanan medulla spinalis’in motor ndronlarimin
aktivitesinin diizenlenmesinde rol alan rubrospinal ve reticulospinal liflerdeki
degisiklikleri etkilemek igin nuc. ruber ve nuclei reticulares’e lifler gonderir.
Spinocerebellum’™un nuc. fastigii’ye baglanan vermal bolgeleri temel olarak axial kas
sisteminin diizenlenmesinde rol oynar. Yukarida tarif edildigi gibi, nuc. fastigii, nuclei
reticulares, nuclei vestibulares’e ve nuc. ventralis lateralis thalami’ye baglanir.
Spinocerebellum’un vermal kisminin lezyonlar1 axial kas instabilitesi ile karakterize
edilirken, spinocerebellum’un paravermal kisimlarinin lezyonlari iist ve alt ekstremiteleri

etkileyen ataksi tiretir (Balaei vd., 2017; Standring, 2016).
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Pontocerebellum cerebellum’un lateral hemisferlerinden olusur ve cerebellum’un
ic fonksiyonel bileseninden en biiyligiinii olusturur. Pontocerebellar kortekse baglanan
yosunsu lifler neredeyse tiim pontocerebellar lifleri gegmektedir. Bu lifler kontralateral
pars basilaris pontis’lerin nuclei pontis’ten kaynaklanir ve pedunculus cerebellaris
medius’tan cerebellum’a girerler. Bu lifler, yalnizca, pontocerebellum’un Purkinje
liflerinden input alan nuc. dentatus’a kolleteraller gonderir. Nuc. dentatus’un lifleri
cerebellum’u pedunculus cerebellaris superior’dan terk eder. Bu lifler, caudal
mesencephalon tegmentum’undaki orta hatt1 geger ve bazi liflerin nuc. ruber’e girdigi
yerde rostral olarak devam eder. Nuc. ruber’in noronlari, da cerebellum’a bir feedback
dongiisii  olusturan pontocerebellum’a ve nuc. dentatus’a geri donen medulla
oblongata’nin nuc. olivaris inferior’una baglanir. Nuc. dentatus’tan koken alan liflerin
¢ogu nuc. ruber’den thalamus’a kadar devam eder. Lifler, nuc. ventralis lateralis thalami
ve daha az olmakla birlikte nuc. ventralis anterior’unda sonlanir. Nuc. dentatus’un
noronlariyla baglantili talamik noéronlar, cortex cerebri’nin primer motor saha agirlikli
olmak iizere motor sahalarinin biiylik bir kismina rostral olarak baglanir. Primer motor
sahandan inen ndronlar, lateral motor sistemin biiylik bir bilesenini olusturur. Bu lifler,
distal ekstremitelerin, Ozellikle Ust ekstremitenin  ince  motor becerileri
gerceklestirebilmesi i¢in gerekli kas aktivitesinin koordine edilmesinde kritik bir rol
oynarlar. Nuc. dentatus’un talamik baglantilar tarafindan diizenlenmesi, motor aktivitenin

planlanmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Balaei vd., 2017; Standring, 2016).
2.3.2.5.Cerebellar Mikrodevre

Cerebellum, ana uyarici input’larin1 yosunsu ve tirmanici lifler olmak t{izere 2 ana
yoldan alir (Sekil 2.8): Tirmanict lifler, yalnizca kontrolateral nuc. inferior
kompleksinden ¢ikar ve cortex cerebelli’de dogrudan Purkinje hiicreleri ile sinaps yapar.
Bunun aksine, yosunsu lifler Purkinje hiicre tabakasina dolayli olarak input’lar saglar ve
bu input’lar nuclei pontis, medulla spinalis, nuclei vestibulares ve formatio reticularis
dahil olmak tizere ¢esitli yapilardan kaynaklanir. Hem yosunsu hem de tirmanict lifler,
nuclei cerebelli’ye kolleteraller gonderir. Bu ana yollarin yani sira, aminerjik ve
kolinerjik input’lar muhtemelen cerebellar aktivitenin global modiilatorleri olarak islev

goriir (Roostaei, Nazeri, Sahraian, & Minagar, 2014).
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Sekil 2.8. Cerebellum’un i¢ baglantilarinin sematik gosterimi
(Standring, 2016)

Yosunsu lifler, nuclei cerebelli’lerdeki ve graniil hiicrelerindeki néronlarla uyarici
sinapslar olusturur. Graniiler tabakada, yosunsu bir lif, cerebellar glomeriiller olusturmak
i¢in graniil hiicrelerin dentritik geniglemesi (dentritik pence) ile temas eden rozetler adi
verilen bir dizi genislemeye yol acar. Golgi hiicrelerinden gelen terminaller de bu
yapilarin i¢ine siiziiliir ve graniil hiicre dendritleri ile inhibe edici sinaptik temaslar yapar.
Bir glial hiicre kilifi tiim kompleksi kaplar. Her bir yosunsu lif, her bir kollateral birden
fazla rozet olusturacak sekilde, birkag cerebellar folia'ya kollateral dallar gondererek
graniiler tabakaya ulastikca biiytlik dlclide ayrisir. Graniil hiicreleri, paralel lifleri yayan
uyarict ndronlardir. Bu lifler ayrica molekiiler tabakadaki ¢esitli Purkinje hiicrelerinin
dentritik agaglarindan gegerken ve bunlarla sinaptik temaslar kurarken 6nemli 6l¢iide
farklilagma gosterirler. Bu liflerin aktivitesi, Purkinje hiicrelerinde basit spine’lar
olusturabilir. Graniil hiicreleri ayrica Golgi hiicrelerini ve diger inhibe edici internéronlari

(stellat hiicreleri ve basket hiicreleri) hedefler. Stellat ve basket hiicreleri sirasiyla
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Purkinje hiicre dendritleri ve hiicre gdvdeleri lizerinde inhibe edici sinapslar (GABAerjik)

olusturur (Roostaei vd., 2014).

Purkinje hiicreleri ayrica nuc. olivaris inferior’dan tirmanici lifler yoluyla input
alir. Cortex cerebelli’de, her bir tirmanici lif, yaklasik 10 Purkinje hiicresini inerve eder.
Bununla birlikte, paralel liflerin tam aksine, her Purkinje hiicresi yalnizca tek bir tirmanici
lif terminali tarafindan inerve edilir. Tirmanici lifler Purkinje hiicrelerinin dentritik
agacina tirmanarak yiizlerce sinaptik baglanti1 kurar. Tirmanici liflerden gelen input o
kadar giicliidiir ki, tek bir liften gelen tek bir hareket potansiyeli Purkinje hiicresinde
uzatilmis bir kompleks depolarizasyon dalga bigimi olusturabilir (Roostaei vd., 2014).

Purkinje hiicreleri, GABA norotransmisyonu ile hedefleri iizerinde inhibe edici
etkiler olustururlar ve aksonlari, cortex cerebelli’nin tek output’unu olusturur. Aksonlar,
cortex cerebelli’nin yakin kisimlarini inerve eden kolleterallere projekte olduktan sonra
nuclei cerebelli’ye dogru ilerler. Nuclei cerebelli’den ¢ikan cerebellar efferentler
(niikleofugal lifler) pedunculus cerebellaris superior ve inferior’dan gegerek, niikleo-
olivar projeksiyonlar disinda hedefleri ile uyarici sinapslar yaparlar. Cerebellar
mikrodevrede (Purkinje-nuclei cerebelli yolu) bu genel kuralin tek istisnasi, dogrudan

Purkinje hiicrelerinden vestibiiler ¢cekirdeklere projekte olan liflerdir (Roostaei vd., 2014).

Cerebellar mikrodevrenin 6nemli bir ayirt edici 6zelligi, inhibe edici ve uyarici
input’larin hem cortex cerebelli’de hem de nuclei cerebelli’de Karsilastirilmasidir. Nuclei
cerebelli seviyesinde, yosunsu ve tirmanict lif kolleterallerinden gelen uyarici input’lar,
Purkinje hiicrelerinden gelen engelleyici input’larla birlesir. Ikincisinden gelen
engelleyici input’lar, ilkinden gelen uyarici sinyali sekillendirir. Cortex cerebelli’de,
paralel liflerden gelen sinyaller, Purkinje hiicrelerini dogrudan aktive eder, ancak ayni
zamanda, inhibe edici internéronlarin (stellat, basket ve Golgi interndronlar1) aktivasyonu
yoluyla bu hiicreleri inhibe eder. Stellat hiicreler, paralel lifler tarafindan aktive edilen
ayn1 Purkinje hiicrelerinin aktivitesini modiile ederken, basket hiicrelerden gelen aksonlar
paralel liflere dik olarak uzanir ve gevreleyen Purkinje hiicreleri iizerinde inhibe edici

etkiler (lateral inhibisyon) olustururlar (Roostaei vd., 2014).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu doktora tez calismas1 icin gerekli izinler Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (HADYEK) (23.05.2017 kayait tarihli ve 596
karar numarasi) alindi. Caligmanin her asamasinda deney hayvanlarina 15 Ekim 1978
tarihinde Paris’teki Birlesmis Milletler Egitim, Bilim ve Kiiltiir Orgiiti (UNESCO)
Merkezi’nde kabul edilen Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesi ve 12.05.2006 tarih ve
26166 sayili Resmi Gazete’de yayimlan Hayvanlarin Korunmasina Dair Uygulama

Yonetmeligi geregince muamele edildi.
3.1.Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney i¢cin Hazirlanmasi

Deney i¢in gerekli olan Sprague-Dawley irki disi sicanlar Tibbi ve Cerrahi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (TICAM) temin edildi. Siganlar yine
ameliyat giinline kadar bu merkezin tecriibeli personelince hayvanlarin yasami i¢in en
uygun kosullar gozetilerek bakildi (Her giinii ortalama 22+2°C sicaklikta ve 12 saat
karanlik / 12 saat aydinlik dongiiler halinde gecirdiler. Dollenmenin ardindan her bir
hamile sigan optimum hijyen kosullarinda, yem ve suya rahatca ulasabilecegi ayr1 bir
polikarbon kafese alindi. Dogum sonrasinda ise her bir anneye yavrulariyla birlikte ayni

kafes ve kosullarda ameliyat giiniine kadar bakilmaya devam edildi.).

Gruplar olusturulurken ayni yas grubundan hig¢ ¢iftlestirilmemis 200-250 ¢
agirh@inda eriskin yirmi (20) adet disi Sprague-Dawley 1rki sigan kullanildi. Bu siganlar
damizlik erkek sicanlarla 1 gece (2 erkek sicana 3 disi sican olacak sekilde) bir arada
tutularak  ciftlesmenin  gerceklesmesi  beklendi.  Ciftlesmenin  gergeklesip
gerceklesmedigini anlamak iizere ertesi giin vajinal “smear testi” yapildi. Bu teste gore
dollendikleri diisliniilen sicanlar ayr1 kafeslere alindi ve her kafesin {lizerine déllenme
tarihleri yazildi. D6llenmenin oldugu giin EO. giin olarak kabul edildi (Smear testinde
sperm goriilen tiim sicanlar gebe degildi. Bu durum 6ngériildiigii icin sigan sayis1 fazla

tutulmustur.).
3.2.Deney Esnasinda Kullamilan Diger Kimyasallarin Hazirlanmasi
3.2.1. Valproik asit
Toz formundaki Sigma-Aldrich Valproik asit sodyum tuzu (Sodium valproate
>98%10 g) %9’luk serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢oziilerek her hayvan igin 600 mg/kg

doz hazirland:.
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3.2.2. Anestezikler

Cerrahi islemler 6ncesinde anestezik madde olarak ketamine ve xylazin kullanildu.

100 g hayvan i¢in 0,1 ml ketamine’e 0,05 ml xylazin oraninda hazirlandu.
3.2.3. Deney gruplarmma SF ve VPA enjeksiyonu

E15 gilinde gebe sicanlar 6nce Deney grubu ve Kontrol grubu olarak iki ana gruba
ayrildi. Deney grubu anne siganlarina E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA (Sigma-
Aldrich); Kontrol grubu anne si¢anlarina ise E15. giinde ayn1 hacimde tek doz SF verildi
(Sekil 3.1). Hayvanlar dogum yapacaklar1 giine kadar gézlemlendi. Bu siiregte bazi
hayvanlar erken dogum yapti. Bazilar1 ise dogumun hemen ardindan ya da dogumdan

sonraki birkag giin igerisinde kanibalizm (yamyamlik) davranist gosterdi.

Sekil 3.1. E15. giinde sigan enjeksiyonu

Dogumun gergeklestigi giin PNO. giin olarak kaydedildi ve yeniden giin sayimina
baslandi. PN11. giine gelindiginde hayvanlar alt gruplara ayrildi. Deney grubu 1’deki
hayvanlar sadece E15. giinde tek doz 600mg/kg enjeksiyon yapilan erkek sicanlardan
olusturulurken; Deney Grubu 2 hem E15. giinde hem de PN11. giinde tek doz 600mg/kg
VPA enjeksiyonu yapilan erkek si¢anlardan olusturuldu. Benzer sekilde Kontrol grubu
1’deki hayvanlar sadece E15. giinde tek doz SF enjeksiyonu yapilan erkek siganlardan
olusturulurken; Kontrol Grubu 2 hem EI15. giinde hem de PN11. giinde tek doz SF
enjeksiyonu yapilan erkek siganlardan olusturuldu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Postnatal 11. giinde yavru siganlar

Makrondron gelisimlerinin tamamlanmasi beklenen hayvanlar PN30. giinde
cerrahi islemlerin gerceklestirilmesi icin ESOGU Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali

Deney Laboratuvarina getirildi.

3.3.Fiksatif ve Boyalarin Hazirlanmasi

3.3.1. Primer fiksatifin hazirlanmas

Elektron mikroskop prosediirii i¢in ilk olarak tamponlanmig gluteraldehit
hazirlandi. Bunun igin tablet formundaki phosphate buffer saline (PBS) kullanildi. Her
bir tablet 200 ml distile su igerisinde ¢ozdiirtiildii. Cozdiirme isleminin ardindan PBS +4°C
buzdolabinda sogumaya birakildi. Soguyan PBS’in igerisine 20 ml PBS’e 3 ml
gluteraldehit olacak sekilde gluteraldehit eklenerek PBS+ gluteraldehit soliisyonu (primer
fiksatif) hazirlandi. Bu fiksatif hem perfiizyonda hem de dokularin elektron mikroskop

incelemesi i¢in hazirlanmasinda kullanildi.
3.3.2. Sekonder fiksatifin hazirlanmasi

Koyu renk bir sisenin igerisine 5 ml distile su ve ampul formundaki osmium
tetroksit eklendi. Sise, icerisindeki ampul kirilldiktan sonra 1 gece +4°C buzdolabinda
bekletildi. Ertesi giin siseye 5 ml PBS eklenerek sekonder fiksatif (PBS+osmium tetroksit

soliisyonu) hazirlandi.

3.3.3. Bloklama soliisyonunun hazirlanmasi

20 ml Araldit CY212 ile 20 ml DDSA (sertlestirici) birlikte 15-20 dk su gibi bir
kivama gelinceye kadar karistirildi. Bu karisima 1 ml dibiitil fitalat eklendi ve 15 dk daha

karistirildi. Son olarak 0,6 ml BDMA eklendi.
29



3.3.4. Toluidin blue hazirlanmasi

Bu boya 1 g Toluidin, 1 g borax (Sodium tetraborate decahydrate) ve 100 ml

distile su karistirilarak hazirlandi.
3.3.5. Uranil asetat boyasinin hazirlanmasi

Koyu renkli bir sigsenin igerisinde 50 ml metanol, 50 ml distile su ve 7 g Uranil
asetat karigtirilarak boya hazirlandi. Hazirlanan boya enjektore alinip, ucuna filtre ve en

ucuna da ignesi takilarak buzdolabina konuldu.
3.3.6. Kursun sitrat boyastnin hazirlanmast

Boya hazirlanirken 0,02 g Kursun sitrat ve 10 ml distile su karistirildi. igine 2 g
10 N NaOH (sodyum hidroksit) + 5 ml distile su karisim1 eklendi. Ardindan hazirlanan

boya enjektore alindi.
3.4. Cerrahi Islemler

Hayvanlar PN30. giinde, 0,1 ml ketamine’e 0,05 ml xylazin (100 g hayvan igin)
oraninda anestezik madde intramiiskiiler enjeksiyon ile uygulanarak anesteziye alindi.
Anestezik madde uygulama sonrasi anestezinin derinligi 6l¢iildii [Bunun i¢in hayvanin
ayagi pensetle hafifce sikistirilarak refleksif hareketleri kontrol edildi. Ayrica biyiklarinin
pozisyonu (dik olmasi hayvanin hala derin anesteziye girmedigini gosterir) da takip
edildi.]. Derin anesteziye giren hayvan kardiyak perfiizyon i¢in bir kiivete alind1. Burada
once karin derisi penset yardimiyla kaldirilarak makasla minik bir agiklik olusturuldu.
Ardindan bu agikliktan penset sokularak hayvanin processus xiphoideus’u bulundu.
Pensetle bu cikintidan tutarak, ¢ikintinin hemen arkasinda kalan diyafram kesilip gégiis
kafesinin i¢ine girildi (Diyafram kesildigi i¢in akcigerler biiylik oranda sonmiis, gogiisiin
iist kismina dogru ¢ikar.). Ardindan kaburga makasiyla hayvanin kaburgalari her iki
taraftan sternuma paralel, mid-clavicular hatti takiben kesildi. Proc. xiphoideus bu
asamada bir klemp yardimiyla sikistirip gogilis kafesi hayvanin kafa kismina dogru
kaldirilarak kalp ortaya ¢ikarildi. Perfiizyon cihazinin ignesi hayvanin ventriculus
sinister’inden (apex cordis’e yakin olacak sekilde) kalbe sokuldu ve organlardaki kanin
uzaklastirilmasi i¢in SF verilmeye baslandi. Birka¢ saniye bekledikten sonra kalbin
atrium dextrum’u kesilerek sivinin tekrar kalbe donmesi ve damar basincini artirmak
suretiyle organlara zarar vermesi engellendi. Dolagim sonrasinda kalpten ¢ikan sivinin

renginin saydamlasmasi ve karacigerdeki solma gozlemlenerek perfiizyon sivisi
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degistirildi. Bu kez de organlarin fiksasyonunu saglamak tiizere gluteraldehit+PBS
soliisyonu (primer fiksatif) verildi. Hayvandaki kas segirmeleri; viicutta sararma; boyun,
ekstremiteler ve kuyruktaki sertlik gozlemlenerek sivi verme islemi tamamlandi (Sekil

3.3).

Sekil 3.3. Cerrahi islemler
A. Anestezi derinliginin kontrolii, B. Deriye ilk kesinin atilmasi, C. Perfiizyon sirasinda kalbe intraket
ile girilmesi, D. Perflizyonun ardindan gergeklestirilen dekapitasyon

Bu asamadan sonra hayvan dekapite edilerek cerebellum’un ¢ikarilmasi islemine
gecildi. Kafa derisi bir makas yardimiyla kesildi. Kafatas1 etrafindaki kas ve fascia’lar
temizlendi. Kafanin arka kisminda yer alan foramen magnum’dan kiigiik bir penset
yardimiyla girilerek kafa kemikleri yavasca ve cerebellum hasarlandirilmadan agildi.
Kafa kemikleri agildiktan sonra Kranial sinir baglantilari spatiil yardimiyla kesilerek
cerebellum beyin ile birlikte c¢ikarildi. Total beyin tartimi yapildiktan sonra
cerebellum’un beyin ve beyin sapi ile baglantisi kesilip ayr1 olarak tartimi yapildi (Sekil

3.4).
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Sekil 3.4. Cerebellum’un beyinle birlikte kafatasindan ¢ikarilmasi

3.5. Elektron Mikroskop Doku Takip Prosediirii

3.5.1. Dokularn kiiciiltiilmesi

Yapisinin bozulmamasi igin igerisinde gluteraldehit+PBS soliisyonu bulunan
petriye alinan cerebellum mid-sagittal bir hat vasitasiyla iki esit parcaya ayrildi. Sag

cerebellum elektron mikroskop ¢alismasi i¢in hazirlandi.

Bunun i¢in sag yar1 medial’den baslanarak arbor vitae goriintlisiinii iceren
ortalama 1 mm kalinliginda sagittal planda 4 parga kesildi. Kesilen her bir parga tekrar 4
parcaya boliindii ve I-V. lobiilleri igeren kisim kesilip elektron mikroskop igin 4 seride

ayrilarak kiigtiltildi.

Hazirlanan seritler daha sonrasinda 20 ml gluteraldehit+PBS soliisyonu bulunan

sigelere aktarildi. Ardindan siseler buzdolabinda +4°C’de bir giin bekletildi.
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3.5.2. Dokularin ytkanmast

Ertesi giin 6rneklerdeki glutaraldehit’i uzaklagtirmak icin yikama islemi yapildi.
Bu islem sirasinda fiksatif siseden bosaltilip yerine PBS eklendi. 15 dk +4°C
buzdolabinda beklendi. Bu islem {ist iiste 3 kez tekrarlandi.

3.5.3. Osmium tetroksit (OsOa4) fiksasyonu

Yikama islemi tamamlandiktan sonra organ siselerinde bulunan PBS bosaltilds;
ardindan siseye 1 ml osmium tetraoksit soliisyonu eklendi. Sonra karanlik bir ortamda
siseler rotator’a konarak 2 saat boyunca osmium tetroksit soliisyonunun doku i¢ine niifuz
etmesi saglandi. 2 saat sonunda yine 3 kez PBS ile yikama islemi yapildi. Son olarak

sigselere bol miktarda PBS eklenerek +4°C buzdolabina kaldirildu.
3.5.4. Dehidratasyon

Suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular alkol serilerinden (sirastyla; %30’luk etil
alkol’de 2 kez 15 dk., %70’lik etil alkol’de 2 kez 15 dk., %90’lik etil alkol’de 2 kez 15
dk., %96°1ik etil alkol’de 2 kez 30 dk., absolu etil alkol’de 2 kez 30 dk.) gegirildi.

3.5.5. Seffaflasirma

Bu asamada dokular oda sicakligindaki propilen oksitte ikiser kez 30’ar dk.
bekletildi.

3.5.6. Resin- propilen oksit uygulamas:

Dokular 1’er ml araldit ve propilen oksit karisiminda 2’ser saat siireyle rotator

yardimiyla dondiirtiliilerek biitiinlesmesi saglandi.
3.5.7. Bloklama

Bloklama iglemi taze hazirlanmis resin ve araldit ile gerceklestirildi. Bloklama

icin hazirlanan soliisyon enjektore ¢ekilerek kaliplara dolduruldu.
3.5.8. Etiketleme

Etiketleme yapilirken kodlar kursun kalem ile yazildi. Etiket araldit karisimina
batirilmis diseksiyon ignesiyle alinip kalibin orta kisminin altina yerlestirildi. 60°C 48

saat polimerizasyona birakildi. Siire bitince 1 saat daha beklendi.
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3.5.9. Yariince kesitlerin hazirlanmasi

[lk olarak Araldit bloklar1 dokuya ulasmak i¢in tiraslandi. Dokuya ulasilinca Leica
EM UC7 model ultramikrotomda cam bir bigak yardimiyla 0,5 um kalinliginda kesitler
alinip i¢inde distile su bulunan bir havuza alind1 (Sekil 3.5). Tek bir sag telinden yapilmis
firga yardimiyla havuzdan alinip Toluidin blue ile boyandi. Boyamanin ardindan lam

tizerine aliip preparat haline getirildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Yart ince kesitlerin alinmasinda kullanilan Leica EM UC7 model ultramikrotom

Toluidin blue boyama

Tortu kalmamasi igin filtre edilen boyanin birazi petriye koyularak isitildi.
Havuzdan alinan yar1 ince kesitler boyaya aktarildi. Kesitlerin boyanmasit i¢in 5 dk.
beklendi. Ardindan kesitlerdeki fazla boyanin giderilmesi i¢in sirayla i¢inde distile su
olan 3 petriden gegcirildi. Kesit petriden alinarak iizerinde 1 damla distile su bulunan

1s1tilmig bir lam tizerine alindi (Sicaklik sayesinde kesit lama fikse olur).
3.5.10. Elektron mikroskopu i¢in ultra-ince kesitlerin alinmasi

Isik mikroskobunda incelenecek bolgeler belirlendikten sonra ayni bloklar

tiraglanarak kiigiiltiildii. 60 nm kalinliginda ultra ince kesitler alindu.

Kesitlerin alinmasi i¢in grid parlak yiizeyi iistte olacak sekilde pensle tutularak
suya daldirildi. Grid asagidan yukariya dogru hareket ettirilerek su yiizeyinde bulunan
kesit alindi. Bu agamadan sonra kurutma kagid1 lizerine alinan gridin suyunun kurumasi

beklendi.
Uranil asetat boyama

Boyama Oncesi uranil asetat filtreden gegirildi. Bu sirada yip racks’in iizerine
strech film gerilerek kuyucuklar olusturuldu. Bu kuyucuklarin igerisine filtrelenmis uranil

asestat dolduruldu. Ortamin nemini almak {izere boya kutusunun digina birka¢ tane NaOH
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koyuldu. Kesitler pensle kenarindan tutulup gridin mat yiizii boyaya girecek sekilde
yerlestirildi. Ustii kapatilip, karanlikta 1 saat bekletildi (Sekil 3.7 A, C).

Boyama isleminin ardindan grid bu kuyucuktan alinip boya fazlasinin giderilmesi
icin kurutma kagidi iizerinde biraz bekletildi. Sonra grid kenarindan tutulup 10-15 kez

distile suya daldirip ¢ikarmak suretiyle yikandi.
Kursun sitrat boyama

Oda sicakliginda bekletilen boya filtreden gecirilerek siiziildi. 2 dk’lik boyama
islemi sonrasi grid distile suda yikandi ve kurutma kagidina alindi. Boyama isleminin

ardindan grid kutusuna yerlestirildi (Sekil 3.7 (A, B, C, D)).

Sekil 3.6. Elektron mikroskop boyama prosediirii
A. Uranil asetat boyama, B. Kursun sitrat boyama, C. Boyalarin filtrelenmesi, D. Boyanan kesitlerin
muhafazasi

3.6.Morfometrik Analizler

3.6.1. Viicut agwrliklarimin olgiilmesi

Sekil 3.7. Hayvan tartimi

Sprague-Dawley siganlar enjeksiyon ve cerrahi islem oncesinde tartilip agirliklari
kaydedildi (Sekil 3.7).
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3.6.2. Beyin agwrliklarinin éolgiilmesi

Sicanlarin beyni tim baglantilar kesilip kafatasindan ¢ikarildiktan sonra hassas

terazide tartilip agirliklar: kaydedildi (Sekil 3.8).
| —

Sekil 3.8. Beyin agirligi tartimi

3.6.3. Cerebellum agwrliklarinin olgiilmesi

Sicanlarin beyin tartiminin ardindan cerebellum’larmin diger dokularla baglantisi

kesildi ve agirliklar tartilip kaydedildi.

3.6.4. Cerebellar substantia alba / cortex cerebelli hacim oranminin (VV)

hesaplanmast

Bu hesaplama Nicon Eclipse E400 c¢izim tiipli atasmanli mikroskopta
cerebellum’un I-V. lobiillerini iceren yar1 ince kesitler incelenerek yapildi. Kesitler 20x
objektif kullanilarak; cerebellum’un folium’larindaki tiim yapilarin goriintiilenmesi
sagland1 ve Orneklenen alanlara noktali grid rastgele bir sekilde atildi. Folia’nin
substantia alba tabakasina diisen toplam nokta sayisi, cortex cerebelli’ye diisen toplam
nokta sayisina boliinerek, cerebellar substantia alba / cortex cerebelli hacim orani (Vv)

hesaplandi (Sekil 3.9).
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MOLEKULER TABAKA

GRANULER TABAKA

SUBSTANTIA ALBA

Sekil 3.9. Cerebellar substantia alba / cortex cerebelli orani (Vv)
(Burada substantia alba ve tiim cortex cerebelli’ye diisen nokta sayilari sirasiyla, 5, 35°tir.)

3.6.5. Cerebellar graniiler tabaka / cortex cerebelli hacim orammmin (Vv)

hesaplanmas:

Bu hesaplama Nicon Eclipse E400 ¢izim tiipii atagsmanli mikroskopta
cerebellum’un I-V. lobiillerini igeren yar1 ince kesitler incelenerek yapildi. Kesitler 20x
objektif kullanilarak; cerebellum’un folium’larindaki tiim yapilarin goriintiilenmesi
sagland1 ve orneklenen alanlara noktali grid rastgele bir sekilde atildi. Folia’nin grantiler
tabakasina diisen toplam nokta sayisi, cortex cerebelli’ye diisen toplam nokta sayisina
boliinerek; cerebellar graniiler tabaka / cortex cerebelli hacim oran1 (VV) hesaplandi

(Sekil 3.9).

3.6.6. Graniil hiicresi niikleuslart / graniiler tabaka hacim oraninin (Vv)

hesaplanmas:

Hesaplama igin yar1 ince kesitler Nicon Eclipse E400 ¢izim tlipli atagsmanli
mikroskopta 100x objektifte incelendi. Bunun igin 7x7’lik grid kullanildi ve nokta
sayimlart sistematik ornekleme yontemiyle 10 farkli alanda gergeklestirildi. Toplam 49
noktanin kag tanesinin graniil hiicrelerinin tizerine diistiigii sayildi ve sonugta bu say1 49°a

boliinerek graniil hiicresi niikleuslar1 / graniiler tabaka hacim orani saptandi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Graniil hiicresi niikleuslar / graniiler tabaka orani (Vv)
(Vv=24/49 = 0,49. Burada, graniil hiicresi {izerine diisen noktalar kirmiziyla gosterilmistir.100x objektif)

3.6.7. Graniil hiicresi ortalama niikleus capinin hesaplanmasi

Nicon Eclipse E400 ¢izim tiipii atasmanli mikroskopta yari-ince kesitlerde 100x
biiylitmede, yaklasik 200-300 adet graniil hiicrelerinin niikleus’lar: tarafsiz sayim
cergcevesi kullanarak; sistematik random sampling yoluyla kagida cizildi. Cizilen
hiicrelerin niikleus’larinin uzun ve kisa (a ve b) eksenleri bir cetvel yardimiyla 6lgiildii
(Sekil 3.12). Her bir uzunlugun gercek degerinin bulunabilmesi i¢in biiyiitme degerine
boliindii. Daha sonra ortalama ¢ap formiilii kullanarak ortalama niikleus caplari
hesaplandi (Sekil 3.11) (Gundersen, 1977).

D =+axb

e D = Graniil hiicresi ortalama niikleus ¢ap1
e a=Uzun eksen

e b =XKisaeksen

Hesaplanan deger mm cinsinden oldugu i¢in um’ye ¢evrildi (1 mm = 1000 pm).
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Sekil 3.11. Graniil hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 hesabi
(a ve b: 6l¢iim yapilan eksenler; 40x objektifte ¢ekildi)

3.6.8. Graniil hiicresi numerik densitesinin (Nvg) hesaplanmasi

3.6.8.1.Graniiler tabakaya gore

Graniiler tabakaya gore graniil hiicrelerinin numerik densitesini hesaplamak igin
oncelikle birim alana diisen graniil hiicresi niikleus sayis1 (Nag) hesaplandi. Bunun igin
ebatlart belirli bir tarafsiz sayim c¢ercevesi kullanildi. Cergevenin birim alani
hesaplanirken, biiylitme faktorii dikkate alinir. Daha sonra sistematik oOrnekleme
yontemiyle bu ¢ergeve alana diisen graniil hiicresi niikleuslar: sayildi. Sayimlarda kural
olarak, gergevenin sag ve iist kenarlar1 lizerine diisen niikleus’lar sayima dahil edilirken;
sol ve alt kenarlara diisen niikleus’lar sayima dahil edilmez. Farkli ¢er¢eve alanlarda
sayilan niikleus’larin ortalamasi alinarak; birim ¢ergeve alanina diisen niikleus sayisi
hesaplanmis olur. Bu degerden yola ¢ikarak; basit bir oranlama ile mm? alana diisen
niikleus sayisi (Nag) ortaya kondu. Daha sonra asagidaki formiil kullanilarak graniil

hiicrelerinin graniiler tabakaya gore numerik densitesi saptandi (Underwood, 1970).
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Sekil 3.12. Sayimlarda kullanilan tarafsiz sayim ¢ercevesi
(40x objektif)

NVg: NAg/ (5 + t)
Burada:

e Nyg = Graniil hiicresi numerik densitesi
e Nag= Birim alana diigsen graniil hiicresi niikleus say1st
e D = Graniil hiicresi ortalama niikleus ¢ap1

o t=kesit kalinlig1
3.6.8.2- Cortex cerebelli’ye gire

Bu degeri elde etmek i¢in daha once hesaplanmis olan graniiler tabakaya gore
graniil hiicrelerinin numerik densitesi, graniiler tabakanin cortex cerebelli’ye olan hacim

orani (Vv) ile ¢arpildi.
3.6.9. Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢apinin hesaplanmast

Graniil hiicre niikleus hesabinda oldugu gibi 100x biiylitmede ¢izim tlipi
atagsmanli mikroskopta yari-ince kesitler lizerinde yapildi. Purkinje hiicre hattinda
bulunan ve niikleolus’u goriinen hiicre niikleus’lar1 sayima dahil edildi. Purkinje hiicresi
niikleus’larinin uzun (a) ve kisa (b) eksenleri 6lgiildii ve bu degerler biiyiitmeye boliinerek
gercek degerleri saptandi ve asagidaki formiille ortalama niikleus ¢aplari hesaplandi
(Sekil 3.13).
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Formiil; D = Vaxb

e D = Ortalama Purkinje hiicre ¢ap1
e a=Biiyiik eksen
e b =Kiigiik eksen

Sekil 3.13. Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 hesaplanmasi
(a: uzun eksen, b kisa eksen, 100x objektif)

3.6.10. Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diisen ortalama Purkinje hiicre

sayisinin (Nep) hesaplanmast

Nicon Eclipse E400 ¢izim tiipii atasmanli mikroskopta 20x biiyiitmede Purkinje
hiicrelerinin niikleus’larinin tam ortasindan gegen Purkinje hiicre hatt1 kdgida ¢izildi ve
bu hat iizerine diisen Purkinje hiicreleri sayildi (Sekil 3.14). Bu hattin uzunlugu kullanilan
mikrometre yardimiyla bulunan, biiylitme dikkate alinarak hesaplandi. Daha sonra birim

uzunluga (mm) diisen Purkinje hiicre sayisi basit orant1 kurularak bulundu.

Sekil 3.14. Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diisen ortalama Purkinje hiicre sayis1 (Ngp)
(20x objektif)
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3.6.11. Purkinje hiicresi numerik densitesinin (Nve) hesaplanmast

Purkinje hiicresi numerik densitesi hesabinda graniil hiicresi numerik

densitesi’nde kullanilan ayn1 formiil uygulanir.
Nve=Nap/ (D +1)

e Nvp=Purkinje hiicresi numerik densitesi
e Nap = Birim alana diisen Purkinje hiicre sayis1
e D= Ortalama Purkinje hiicresi niikleus ¢ap1

e t=Kesit kalinlig1
3.6.12. Graniil hiicresi | Purkinje hiicresi oraninin hesaplanmasi

Bu oran cortex cerebelli’ye gore graniil hiicresi numerik densitesinin Purkinje

hiicresi numerik densitesi’ne boliinmesiyle elde edildi.
3.6.13. Birim alana diigen sinaps sayistnin (Nas) hesaplanmasi

Bu hesaplama icin ultra-ince kesitlerden elde edilen elektron mikroskop
goriintiileri iizerinde galisildi. Bilgisayar ekraninda yer alan goriintii iizerine 7x7 cm?
ebatlarindaki tarafsiz sayim cergevesi sistematik rastgele drnekleme yontemine gore
goriintliniin iizerine atildi (Sekil 3.15). Bu cergevenin igerisine diisen ya da serbest
kenarina degen sinapslar sayildi. Biiyiitme hesaba katilarak ¢ergcevenin bir kenarinin
gercek uzunlugu saptandi. Ardindan gergek uzunlugun karesi alinarak alani hesaplandi.
Yapilan her sayim i¢in sinaps sayis1 ¢erceve alanina boliinmek suretiyle birim alana diisen

sinaps sayis1 ortaya kondu.

Sekil 3.15. Birim alana diigen sinaps sayisinin hesaplanmasi
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3.6.14. Sinaptik disklerin gériintiiye diigen ortalama yiikseklik degerlerinin

(nm) hesaplanmasi

Sinapslarin disk seklinde olmasi sebebiyle; TEM goriintiileri {izerinden daha once
(D = Vaxb) formiiliiyle hesaplanan sinaptik disklerin ortalama cap1 (D = V. axb)% ile
carpilarak; sinaptik disklerin goriintiiye diisen ortalama yiikseklik degerleri (H)
hesaplandi1 (Underwood, 1970).

3.6.15. Sinapslarin numerik densitesinin (Nvs) hesaplanmast

3.6.15.1. Noropil alana gore

Noropil alana gore sinapslarin numerik densite’lerini hesaplamak i¢in asagidaki
formiil kullanildi (Underwood, 1970).

Buna gore:
Nvs=Na/ (H +t)

e Nvs= Sinapslarin numerik densitesi
e Na= Birim alana diisen sinaps sayisi
e H = Ortalama sinaptik disk yiiksekligi (Dx % )

e D = Ortalama disk ¢cap1
e t=kesit kalinlig1

3.6.15.2.  Graniiler tabakaya gére

Cerebellum’da daha 6nce sayilan sinapslarin ndropil alaninda olmasi, buna karsin
sinaps / ndron oraninda kullanilacak graniil hiicresi niikkleuslarinin numerik densitelerinin
graniiler tabakaya gore hesaplanmis olmasi sebebiyle; sinapslarin numerik densitelerinin
de graniiler tabakaya gore hesaplanmasini gerektirdiginden; graniil hiicresi niikkleuslarinin
graniiler tabakaya olan Vv degerlerinin, graniiler tabakanin tamaminin 1 olarak kabul
edilip, 1°den ¢ikarilmasini ve ¢ikan sonucun ndropil alana gore elde etmis oldugumuz
degerlerle ¢arpilmasini zorunlu kilmaktadir. Bu durumda, oncelikle graniil hiicresi
niikleuslarinin graniiler tabakaya olan Vv degerleri 1°den ¢ikarildi. Cikan sonug noropil
alana gore elde etmis oldugumuz sinapslarin numerik densitesi degerleri ile carpilarak;

graniiler tabakaya gore sinapslarin numerik densiteleri (Nvs) hesaplandi.

43



3.6.16. Sinaps/noron oranmi (Qraniiler tabakaya gore Nvs | Qraniiler tabakaya

gore Nvg)

Cerebellum’da sayimmi gerceklestirilmis olan graniiler tabakaya gore sinapslarin
numerik densitesinin yine graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesine

oranlanmastyla hesaplandi.
3.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in “’GraphPad Prism 5¢ istatistik programi kullanilarak
nonparametrik “’t testi’” %95 giiven araliginda uygulandi. Anlamlilik degerlendirmesinde
©*p<0,05= istatistiksel olarak anlamli’’, *’**p<0,005= istatistiksel olarak oldukga
anlamli’’, “’***p<0,001= istatistiksel olarak c¢ok anlamli’’ ifadeleri kullanildi. Tiim

veriler “’ortalama+ standart sapma’’ seklinde verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ortalama Viicut Agirhgi

Calismamizda embriyonal 15. giinde (E15) tek doz 600mg/kg VPA verilen
siganlarin (D1 grubu) ortalama viicut agirliklar1 E15. giinde ayn1 miktar bir kez SF verilen
yasit kontrollerine (K1 grubu) gore %23 oraninda artti. Aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (F=1,30; p<0,05). Buna gore K1grubu siganlarin ortalama viicut agirlig
37,64+2,46 g iken, bu deger D1 grubu hayvanlarda 46.28+2,16 g olarak hesaplandi. Buna
karsin, E15. ve PN11. giinlerde (PN11) birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu)
sicanlarda ortalama viicut agirligi E15. ve PN11. giinde birer kez ayn1 miktar SF verilen
kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi
(F=61,63; p=0,93). Bu grupta ortalama viicut agirlign 55,38+8,17 g iken, yasit
kontrollerinde bu deger 54,69+1,04 g olarak saptandi (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Deney ve kontrol grubu sicanlara ait ortalama viicut agrliklari (g)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 8 37,64 + 2,46 8 46,28 £ 2,16 %23*
E15+PN 11 8 54,69 + 1,04 8 55,38 £ 8,17 %1

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan saysi. *p<0,05)
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Kontrol ve Deney gruplarn

Sekil 4.1. Kontrol ve deney grubu siganlarina ait viicut agirligi (g) grafigi
(*=p<0,05)
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4.2. Ortalama Beyin Agirhg

Calismamizda ortalama beyin agirliklart E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA
verilen sicanlarin (D1 grubu) E15. giinde bir kez ayni miktar SF verilen yasit kontrollerine
(K1 grubu) ve hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2
grubu) si¢anlarin E15. hem de PN11. giinde birer kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup
yasitlarina (K2 grubu) gore karsilastirildi ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. (K1-D1; F=3,16; p=0,06; K2-D2; F=9,25; p=0,44) Buna gore ortalama
beyin agirliklar1 K1 grubu siganlarindal279 + 14,19 mg, D1 grubu si¢anlarinda 1338 +
25,22 mg, K2 grubu sicanlarinda 1336 + 24,61 mg ve D2 grubu siganlarinda 1399 + 74,84
mg olarak hesaplandi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Deney ve kontrol grubu siganlara ait ortalama beyin agirligi (mg)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 8 1279 + 14,19 8 1338 + 25,22 %5
E15+PN 11 8 1336 + 24,61 8 1399 + 74,84 %5

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayist)

4.3. Ortalama Cerebellum Agirhg:

Calismamizda ortalama cerebellum agirliklart E15. glinde tek doz 600mg/kg VPA
verilen siganlarin (D1 grubu) E15. giinde bir kez ayn1 miktar SF verilen yasit kontrollerine
(K1 grubu) ve hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2
grubu) siganlarin E15. hem de PN11. giinde birer kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup
yasitlaria (K2 grubu) gore karsilagtirildi ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. (K1-D1; F=1,07, p= 0,10; K2-D2; F=1,40, p=0,32) Buna gore ortalama
cerebellum agirhigi K1 grubu siganlarinda 177,10 = 4,97 mg, D1 grubu sicanlarinda
189,40 + 4,80 mg, K2 grubu sicanlarinda 191,60 = 5,56 mg ve D2 grubu si¢anlarinda
182,80 + 6,57 mg olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Deney ve kontrol grubu siganlara ait ortalama cerebellum agirliklari (mg)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 8 177,10 £ 4,97 8 189,40 + 4,80 %7
E15+PN 11 8 191,60 + 5,56 8 182,80 + 6,57 %5

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayist)
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E15. giinde tek doz SF verilen ve PN30. giinde cerebellum’lar1 alinarak yari ince
kesitleri incelenen grupta (K1) cortex cerebelli normal histolojik yapisinda gézlendi.
Yapilan 151k mikroskopu incelemelerinde: Purkinje hiicrelerinin normal morfolojik
goriiniimlerini koruduklari, buna karsin graniiler tabakada yer alan graniil hiicreleri
arasinda birkag nekrotik hiicre goriildii. Ayrica, molekiiler ve graniiler tabakalarda damar

dilatasyonu izlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu 1’e ait yavru siganlarin cerebellum’larmin farkli biiytiltmelerdeki yar1 ince
kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri
(Toluidin blue. Her bir grup icin 1. resim 20x, 2. Resim 40x ve 3. resim 100x objektifte ¢ekilmistir. Purkinje hiicre
tabakast; P, Purkinje hiicresi; = Molekiiler tabaka; M, Graniiler tabaka; G, damar dilatasyonu; = nekrotik hiicre;
- Graniil hiicresi; —)

Bu grubun TEM goriintiileri incelendiginde: graniiler tabakanin genel olarak
diizenli bir goriiniime sahip oldugu ve bu tabakada bulunan graniil hiicre niikleus’larinin
diizenli ve oOkromatik olduklari ve stoplazmalarinda bol miktarda diizenli sekilli

mitokondri igerdikleri gézlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu 1’e ait TEM goriintiisii

ES. glinde tek doz 600mg/kg VPA verilen yavru siganlarin bulundugu bu grupta
(D1) sigan cerebellum’larinda Purkinje hiicreleri normal morfolojide goriildii. Molekiiler
ve graniler tabakalarda yogun damar dilatasyonu ile ¢ok sayida nekrotik hiicre izlendi

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Deney grubu 1°e ait yavru siganlarin cerebellum’lariin farkli bilyiiltmelerdeki yar1 ince
kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri
(Toluidin blue. Her bir grup igin 1. resim 20x, 2. Resim 40x ve 3. resim 100x objektifte ¢cekilmistir.
Purkinje hiicre tabakas1; P, Purkinje hiicresi; =, Molekiiler tabaka; M, Graniiler tabaka; G, damar
dilatasyonu; > nekrotik hiicre; ™ :Graniil hiicresi; —)

Bu grubun TEM goriintiileri incelendiginde: bu gruptaki hayvanlarin
cerebellum’larinin graniiler tabakasinda mitokondriyal erime, vezikiiler yapilarda

dejeneratif goriiniim, atipik mitokondri goriiniimii, mitokondriyal yirtilma ve kopmalar,
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koful yapilari, mitokondri hasarlari, nekrotik goriiniimlii alanlar, mitokondri boyutlarinda

kiigiilme, ¢ekirdek zarinda bozulma ve erimeler goriilmistiir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Deney grubu 1’e ait TEM goriintiisii
(A) Koful olusumu, mitokondrinin i¢ yapisini tamamen ortadan kaldiracak siddette mitokondriyal hasar
ve mitokondriyal erimeler; (B) bol miktarda koful olusumu, mitokondriyal hasar ve erimeler, (C) koful
olusumu, yirtilma benzeri mitokondriyal hasar ve erimelere ek olarak ¢ekirdek zari erimeleri
goriilmektedir (*= koful, **= mitokondri hasari, ***= mitokondri erimesi, ****= ¢ekirdek zar1 erimesi).
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Hem E15. giin hem de PN11. giinde tek doz SF verilen si¢anlardan olusan bu
grubun (K2) cerebellum’larinda Purkinje hiicreleri normal morfolojide goriildi.
Molekiiler ve graniiler tabakalarda damar dilatasyonu izlendi. Ozellikle graniiler tabakada
nekrotik hiicreler ve yine bir¢ok graniil hiicrelerinin etrafinda da yogun hasar goriildi

(Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Kontrol grubu 2’ye ait yavru si¢anlarin cerebellum’larinin farkl bityiiltmelerdeki yari ince
kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri

(Toluidin blue. Her bir grup i¢in 1. resim 20x, 2. Resim 40x ve 3. resim 100x objektifte ¢ekilmistir.

Purkinje hiicre tabakasi; P, Purkinje hiicresi; => Molekiiler tabaka; M, Graniiler tabaka; G, damar

dilatasyonu; > nekrotik hiicre; ™ :Graniil hiicresi; —; yogun hasar *)
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Bu grubun TEM goriintiileri incelendiginde: bu gruptaki hayvanlarin

cerebellum’larinin graniiler tabakasinda genel olarak diizenli ve 6kromatik niikleus’lara

sahip graniil hiicreleri gozlendi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Kontrol grubu 2’ye ait TEM goriintiisii

Hem E15. giin hem de PN11. giinde tek doz 600 mg/kg VPA verilen siganlardan
olusan bu grubun (D2) cerebellum’larinda Purkinje hiicrelerinin bir kismi normal
morfolojide goriilse de baz1 Purkinje hiicreleri nekrotik yapida gozlendi. Graniil hiicreleri
genel olarak normal goriilse de birkag hiicre etrafinda hasar goriildii. Cortex cerebelli

tabakalarinda damar dilatasyonu izlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Deney grubu 2’ye ait yavru siganlarin cerebellum’larimnin farkli biiytiltmelerdeki yar1 ince
kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri
(Toluidin blue. Her bir grup igin 1. resim 20x, 2. Resim 40x ve 3. resim 100x objektifte ¢ekilmistir. Purkinje hiicre
tabakast; P, Purkinje hiicresi; = Molekiiler tabaka; M, Graniiler tabaka; G, damar dilatasyonu; = nekrotik yapilt

Purkinje; == nekrotik hiicre; ™ :Graniil hiicresi, —; yogun hasar* )

Bu grubun TEM goriintiileri incelendiginde: hayvanlarin cerebellum’larinin

graniiler tabakasinda genel olarak mitokondriyal hasar, mitokondriyal krista hasari,
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mitokondriyal zarda erimeler, kofullagsmis mitokondri gibi bulgularin yan1 sira sinaptik

vezikiil hasari, vezikiiler yapilarda artis ve koful olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Deney grubu 2’ye ait TEM goriintiisii
(A) Koful olusumu, mitokondriyal hasar, mitokondriyal zarda erime ve elektronca yogun goriiniimlii
mitokondri, (B) ¢ok sayida koful olusumu, krista sigsmesi benzeri mitokondriyal hasar, mitokondriyal
erimeler ve yine elektronca yogun goriiniimlii mitokondri goriilmektedir (*= koful, **= mitokondri
hasari, ***= mitokondri erimeleri, *****= elektronca yogun goriiniimlii mitokondri)

4.4. Cerebellar Substantia alba / Cortex cerebelli Hacim Oram
(W)

Calismamizda cerebellar substantia alba / cortex cerebelli hacim oran1 E15. giinde
tek doz 600mg/kg VPA verilen siganlarin (D1 grubu) E15. giinde ayn1 miktar bir kez SF
verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) ve hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600
mg/kg VPA verilen (D2 grubu) si¢anlarin hem E15. hem de PN11. giinde birer kez ayn1
miktar SF verilen kontrol grup yasitlarina (K2 grubu) gore karsilastirildi ancak gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (K1-D1; F=1,64, p=0,44; K2-D2;

F=3,73, p=0,49). Buna gore K1 grubu siganlarinin cerebellar substantia alba / cortex
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cerebelli hacim oran1 0,033 £ 0,0034, D1 grubu siganlariin 0,038 + 0,0043, K2 grubu
sicanlarinin 0,034 + 0,0031 ve D2 grubu si¢anlarinin 0,039 £ 0,0056 olarak hesapland1
(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Deney ve kontrol grubu siganlara ait cerebellar substantia alba / cortex cerebelli orani

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 8 0,033 £+ 0,0034 8 0,038 £ 0,0043 %15
E15+PN 11 7 0,034 £ 0,0031 8 0,039 £ 0,0056 %15

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayist)

45. Cerebellar Graniiler Tabaka / Cortex cerebelli Hacim Oram
(Vv)

Calismamizda cerebellar graniiler tabaka / cortex cerebelli hacim oranm E15.
giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen sicanlarin (D1 grubu) E15. giinde bir kez aym
miktar SF verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) ve hem E15. hem de PN11. giinde birer
doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarin hem E15. hem de PN11. giinde birer
kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup yasitlarina (K2 grubu) gore karsilastirildi ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (K1-D1; F=1,10, p=0,85; K2-D2; F=1,44,
p=0,52). Buna gore cerebellar graniiler tabaka / cortex cerebelli hacim oran1 K1 grubu
siganlarmin 0,420 + 0,018, D1 grubu hayvanlarinda 0,415 £+ 0,020, K2 grubu
hayvanlarinda 0,411 + 0,015 ve D2 grubu hayvanlarinda 0,424 + 0,012 olarak hesaplandi
(Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Deney ve kontrol grubu siganlara ait cerebellar grantiler tabaka / cortex cerebelli hacim oram

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 8 0,420 £ 0,018 8 0,415 + 0,020 %1
E15+PN 11 7 0,411+0,015 8 0,424 £0,012 %3

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanlan hayvan say1st)
4.6.  Graniil Hiicresi Niikleuslari / Graniiler Tabaka Oram (Vv)

Calismamizda graniil hiicresi niikleuslar: / graniiler tabaka hacim orami E15.
giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen siganlarin (D1 grubu) E15. giinde bir kez aym
miktar SF verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) gore ve hem E15. hem de PN11. giinde

birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarin hem E15. hem de PN11. giinde
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birer kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup yasitlarina (K2 grubu) gore karsilagtirildi
ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermedi (K1-D1; F=3,22, p=0,45; K2-D2,;
F=1,17, p=0,64). Buna gore graniil hiicresi niikleuslar1 / graniiler tabaka hacim orani K1
grubu siganlarinin 0,461 + 0,025, D1 grubu hayvanlarinda 0,484 + 0,015, K2 grubu
hayvanlarinda 0,431 + 0,025 ve D2 grubu hayvanlarinda 0,449 + 0,027 olarak saptandi
(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniil hiicresi niikleuslar1 / graniiler tabaka hacim oram

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 8 0,461 + 0,025 7 0,484 £ 0,015 %5
E15+PN 11 8 0,431 £ 0,025 8 0,449 £ 0,027 %4

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayis1)
4.7.  Graniil Hiicresi Ortalama Niikleus Cap1 (um)

Calismamizda hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600mg/kg VPA verilen
sicanlarin (D2 grubu) ortalama graniil hiicresi niikkleus ¢apt E15. hem de PN11. giinde
birer kez ayn1 miktar SF verilen yasit kontrollerine (K2 grubu) gore %7 oraninda azaldi.
Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,61; p<0,05). Buna gore K2
grubu si¢anlarin ortalama graniil hiicresi niikleus ¢ap1 5,23 £ 0,10 um iken, bu deger D2
grubu hayvanlarda 4,89 + 0,07 um olarak bulundu. Buna karsin, E15. giinde tek doz 600
mg/kg VPA verilen (D1 grubu) sigcanlarda ortalama graniil hiicresi niikleus ¢apt E15.
giinde bir kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup (K1 grubu) yasitlarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark gostermedi (F=1,91, p=0,16. Bu grupta ortalama graniil hiicresi
niikkleus ¢ap1 4,74 + 0,14 pum iken, yasit kontrollerinde bu deger 5,01 £ 0,11 pum olarak
saptandi1 (Tablo 4.7, Sekil 4.2).

Tablo 4.7. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniil hiicresi ortalama niikleus ¢api (pm)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 6 5,01 £0,11 7 4,74 £ 0,14 %6
E15+PN 11 7 5,23+0,10 8 4,89 +£ 0,07 %7*

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullamlan hayvan sayisi. *p<0,05)
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Sekil 4.10. Deney ve kontrol grubu si¢anlara ait graniil hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 (um) grafigi
(*=p<0,05)

4.8. Graniil Hiicresi Numerik Densitesi (Nvg, mm)

4.8.1. Graniiler tabakaya gére

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen sicanlarin (D1 grubu)
graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi E15. giinde bir kez ayn1 miktar
SF verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) gore %21 oraninda artti. Aradaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,14, p<0,001). Buna gore Kl grubu siganlarin
graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi 2,62x10° + 0,08 mm™ iken, bu
deger D1 grubu hayvanlarda 3,18x10° £ 0,07 mm™ olarak saptandi. Bununla birlikte,
hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarda
graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi hem E15. hem de PN11. giinde
birer kez SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gére %19 oraninda artt1 ve bu
fark da istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,12, p<0,001). D2 grubunda graniiler
tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi 2,86x10° + 0,06 mm™ iken, K2 grubunda
bu deger 2,41x10° = 0,06 mm olarak belirlendi (Tablo 4.8, Sekil 4.3).

Ayrica deney gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda D1 grubunun graniiler
tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi D2 grubununkinden daha fazla oldugu ve

aradaki bu fark istatistiksel olarak bulundu (F=1,138; p<0,005) (Sekil 4.3).
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Tablo 4.8. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi (mm®)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklihik
E15 6 2,62x106 + 0,08 7 3,18x106 + 0,07 %p31***
E15+PN 11 7 2,41x105 £ 0,06 8 2,86x10°¢ + 0,06 %19***

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayist; **p<0,005; ***p<0,001)

3 EISSF

C3 El1S VPA

C= EI5+PNI11 SF
C= E15+PN11 VPA

Graniiler tabakaya gore
graniil hiicresi numerik densitesi

Kontrol ve Deney gruplari

Sekil 4.11. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi
(mm3) grafigi
(**=p<0,005; ***p<0,001)

4.8.2. Cortex cerebelli’ye Qore

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen si¢anlarin (D1 grubu)
cortex cerebelli’ye gore graniil hiicresi numerik densitesi E15. giinde bir kez ayn1 miktar
SF verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) gore %25 oraninda artti. Aradaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=4,37, p<0,05). Buna gore Kl grubu sicanlarin
cortex cerebelli’ye gore graniil hiicresi numerik densitesi 1,37x108 + 0,09 mm= iken, bu
deger D1 grubu hayvanlarda 1,57x10® + 0,08 mm™ olarak bulundu. Bununla birlikte,
hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) si¢anlarda
cortex cerebelli’ye gore graniil hiicresi numerik densitesi hem E15. hem de PN11. giinde
birer kez SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gére %16 oraninda artmis ve bu
fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F=1,72, p<0,05). D2 grubunda cortex
cerebelli’ye gore graniil hiicresi numerik densitesi 1,40x10° = 0,05 mm™ iken, K2
grubunda bu deger 1,21x108 + 0,07 mm™ olarak belirlendi (Tablo 4.8, Sekil 4.4).

59



Ayrica deney gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda D1 grubunun cortex
cerebelli’ye gore graniil hiicresi numerik densitesinin D2 grubundan fazla oldugu
belirlendi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=3,688; p<0,05) (Sekil
4.4).

Tablo 4.9. Deney ve kontrol grubu siganlara ait cortex cerebelli’ye gére graniil hiicresi numerik densitesi (mm)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklihik
E15 6 1,10x10% & 0,05 6 1,37x10% + 0,09 %25*
E15+PN 11 7 1,00x108 + 0,06 8 1,16 + 0,04 %16*

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullamlan hayvan sayist; *p<0,05)

3 EISSF

3 EIS5 VPA

=1 EI5+PNI1I1 SF
C= EI5+PNI11 VPA

Cerebellar cortex'e gore
graniil hiicresi numerik densitesi

0.0 Y T
& N & ¢
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Sekil 4.12. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniiler tabakaya gore graniil hiicresi numerik densitesi
(mm3) grafigi
(*=p<0,05)

4.9. Purkinje Hiicresi Ortalama Niikleus Cap1 (um)

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen siganlarin (D1 grubu)
Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 E15. giinde tek doz ayni1 miktar SF verilen yasit
kontrollerine (K1 grubu) gore %11 oraninda azaldi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (F=8,79, p<0,005). Buna gore Kl grubu sicanlarin Purkinje hiicresi
ortalama niikleus ¢ap1 10,57 + 0,23 um iken, bu deger D1 grubu hayvanlarda 9,54 + 0,08
um olarak saptandi. Bununla birlikte, hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg
VPA verilen (D2 grubu) si¢anlarda Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢apt hem E15. hem

de PN11. giinde birer kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gore
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%15 azald1 ve yine bu fark da istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=3,69, p<0,005). D2
grubunda Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 9,45 + 0,17 um iken, K2 grubunda bu
deger 10,85 + 0,31 um olarak belirlendi (Tablo 4.10, Sekil 4.5).

Tablo 4.10. Deney ve kontrol grubu siganlara ait Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 (pum)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 6 10,57 + 0,23 6 9,54 + 0,08 %11**
E15+PN 11 8 10,85+ 0,31 7 9,45+ 0,17 %15**

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayisi; **p<0,005)

3 EISSF

3 EIS VPA

= EI5+PNI11 SF
= EI15+PN11 VPA
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Sekil 4.13. Deney ve kontrol grubu siganlara ait Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1 (um) grafigi
(**=p<0,005)

4.10. Purkinje Hiicre Hattinda Birim Uzunluga Diisen Ortalama
Purkinje Hiicre Sayisi (Ngp)

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen siganlarin (D1 grubu)
Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diisen ortalama Purkinje hiicre sayis1 E15. giinde
yasit kontrollerine (K1 grubu) gore %7 oraninda azaldi. Aradaki bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (F=1,32, p<0,005). Buna gore K1 grubu siganlarin Purkinje hiicre
hattinda birim uzunluga diisen ortalama Purkinje hiicre sayis1 13,36 + 0,18 iken, bu deger
DI grubu hayvanlarda 12,46 + 0,20 olarak saptandi. Bununla birlikte, E15. ve PNI11.
giinde VPA verilen (D2 grubu) sicanlarda Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diisen

ortalama Purkinje hiicre sayis1 kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gére %11 oraninda
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azaldi1 ve aradaki fark yine istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=6,59, p<0,05). D2
grubunda Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diisen ortalama Purkinje hiicre sayisi
12,36 + 0,58 iken, K2 grubunda bu deger 13,76 + 0,23 olarak hesapland1 (Tablo 4.11,
Sekil 4.6).

Tablo 4.11. Deney ve kontrol grubu siganlara ait Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diigen ortalama Purkinje hiicre

say1s1

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 7 13,36 0,18 8 12,46 + 0,20 Y%o7**
E15+PN 11 8 13,76 £ 0,23 8 12,36 = 0,58 %11*

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullarlan hayvan sayisi;*p<0,05; **p<0,005)
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Sekil 4.14. Deney ve kontrol grubu siganlara ait Purkinje hiicre hattinda birim uzunluga diisen ortalama

Purkinje hiicre sayis1 grafigi
(*=p<0,05; **=p<0,005)

4.11. Purkinje Hiicresi Numerik Densitesi (Nve, mm3)

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen si¢anlarin (D1 grubu)
Purkinje hiicresi numerik densitesi E15. glinde bir kez ayn1 miktarda SF verilen yasit
kontrollerine (K1 grubu) gore %38 oraninda azaldi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (F=8,37, p<0,05). Buna goére Klgrubu sicanlarin Purkinje hiicresi
numerik densitesi 3116 = 106 mm™ iken, bu deger D1 grubu hayvanlarda 2251 + 284
mm- olarak hesaplandi. Bununla birlikte hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600

mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarda Purkinje hiicresi numerik densitesi hem E15.
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hem de PN11. giinde birer kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina
gore %22 oraninda azaldi ve yine istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdi (F=1,63,
p<0,05). Bu grupta Purkinje hiicresi numerik densitesi 2253 + 137 mm™ iken, yasit
kontrollerinde bu deger 2746 + 162 mm olarak saptand1 (Tablo 4.12, Sekil 4.7).

Tablo 4.12. Deney ve kontrol grubu sicanlara ait Purkinje hiicresi numerik densitesi (mm)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklihik
E15 6 3116 £ 106 7 2251 +284 %38*
E15+PN 11 7 2746 £ 162 6 2253 £ 137 %22*

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullamlan hayvan sayisi. *p<0,05)
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Sekil 4.15. Deney ve kontrol grubu siganlara ait Purkinje hiicresi numerik densitesi (mm) grafigi
(*=p<0,05)

4.12. Graniil Hiicresi / Purkinje Hiicresi Orani

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen sicanlarin (D1 grubu)
granill hiicresi / Purkinje hiicresi oran1 E15. giinde bir kez ayni miktarda SF verilen yasit
kontrollerine (K1 grubu) gore %78 oraninda artti. Aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (F=44,15, p<0,005). Buna gore Klgrubu siganlarin graniil hiicresi /
Purkinje hiicresi oran1 352 4+ 10 iken, bu deger D1 grubu hayvanlarda 628 + 61 olarak
hesaplandi. Bununla birlikte hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA
verilen (D2 grubu) siganlarda graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oran1 hem E15. hem de
PNI11. giinde birer kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlaria gore

%44 oraninda artt1 ve aradaki bu fark yine istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,70,
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p<0,001). Bu grupta graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oran1 526 + 20 iken, yasit
kontrollerinde bu deger 366 + 17 olarak saptandi (Tablo 4.13, Sekil 4.8).

Tablo 4.13. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniil hiicresi / Purkinje hiicresi orant

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 6 352+10 7 628 £ 61 %78**
E15+PN 11 5 366+ 17 6 526 +£20 Y44***

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullanilan hayvan sayisi, **p<0,005; ***p<0,001)
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Sekil 4.16. Deney ve Kontrol grubu siganlara ait graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oran1 grafigi
(**p<0,005; ***p<0,001)

4.13. Ortalama Sinaptik Disk Capi (nm)

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen si¢anlarin (D1 grubu)
ortalama sinaptik disk c¢apt E15. giinde bir kez ayni miktarda SF verilen yasit
kontrollerine (K1 grubu) gore %7 oraninda azaldi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (F=1,23, p<0,005). Buna gore K1 grubu siganlarin ortalama sinaptik
disk ¢ap1 86,81 + 1,05 nm iken, bu deger D1 grubu hayvanlarda 81,34 + 1,07 nm olarak
hesaplandi. Bununla birlikte hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600mg/kg VPA
verilen siganlarin (D2 grubu) ortalama sinaptik disk ¢apt hem E15. hem de PN11. giinde
birer kez ayn1 miktar SF verilen yasit kontrollerine (K2 grubu) gore %7 oraninda azaldi.

Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,11, p<0,005). Bu grupta
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ortalama sinaptik disk ¢ap1 80,62 + 0,87 nm iken, yasit kontrollerinde bu deger 86,25 +
0,82 nm olarak saptandi (Tablo 4.14, Sekil 4.9).

Tablo 4.14. Deney ve kontrol grubu siganlara ait ortalama sinaptik disk ¢ap1 (nm)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 5 86,81+ 1,05 6 81,34 + 1,07 Y%or7**
E15+PN 11 5 86,25+ 0,82 5 80,62 + 0,87 Y7**

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullarulan hayvan sayisi; **p<0,005)
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Sekil 4.17. Deney ve kontrol grubu siganlara ait ortalama sinaptik disk ¢ap1 (nm) grafigi
(**=p<0,005)

4.14. Sinapslarin Numerik Densitesi (Nvs, mm™)
4.14.1. Noropil alanina gore

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen si¢anlarin (D1 grubu)
noropil alanina gore sinapslarin numerik densitesi E15. giinde aym1 miktar bir kez SF
verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) gore %71 oraninda azaldi. Aradaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=2,27, p<0,001). Buna gore K1grubu sicanlarin
néropil alanina gore sinapslarin numerik densitesi 3,96x10° + 0,18 mm™ iken, bu deger
D1 grubu hayvanlarda 2,31x10° + 0,25 mm olarak hesaplandi. Benzer sekilde hem E15.
hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarda ndropil
alanina gore sinapslarin numerik densitesi E15. hem de PN11. giinde birer kez ayn1 miktar
SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gére %35 oraninda azaldi. Aradaki bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,89, p<0,005). Bu grupta noropil alanina goére
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sinapslarin numerik densitesi 2,56x10° + 0,13 mm™ iken, yasit kontrollerinde bu deger

3,45x10° + 0,18 mm olarak saptand: (Tablo 4.15, Sekil 4.10).

Tablo 4.15. Deney ve kontrol grubu siganlara ait néropil alanmna gore sinapslarm numerik densitesi (mm®)

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 5 3,96x10° + 0,18 6 2,31x10° + 0,25 Yo7 1***
E15+PN 11 5 3,45x10° + 0,18 5 2,56x10° + 0,13 %35**

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullarulan hayvan sayisi; **p<0,005; ***p<0,001)
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Sekil 4.18. Deney ve kontrol grubu siganlara ait néropil alana gére sinapslarin densitesi (mm®) grafigi
(** = p<0,005; ***p<0,001)

4.14.2. Graniiler tabakaya gore

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen si¢anlarin (D1 grubu)
graniiler tabakaya gore sinapslarin numerik densitesi E15. giinde bir kez ayn1 miktar SF
verilen yasit kontrollerine (K1 grubu) gore %82 oraninda azaldi. Aradaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=2,14, p<0,005). Buna gore Klgrubu siganlarin
graniiler tabakaya gére sinapslarin numerik densitesi 2,16x10° £ 0,22 mm™ iken, bu deger
D1 grubu hayvanlarda 1,19x10° + 0,14 mm™ olarak hesaplandi. Buna benzer sekilde hem
E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarda
graniiler tabakaya gore sinapslarin numerik densitesi hem E15. hem de PN11. giinde birer
kez ayn1 miktar SF verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gore %49 oraninda azaldi

ve aradaki bu fark yine istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=1,26, p<0,005). Bu grupta

66



graniiler tabakaya gore sinapslarn numerik densitesi 1,40x10° = 0,10 mm™ iken, yasit

kontrollerinde bu deger 2,09x10° + 0,11 mm™ olarak saptand (Tablo 4.16, Sekil 4.11).

Tablo 4.16. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniiler tabakaya gore sinapslarm numerik densitesi (mm3)

n Kontrol N Deney Grubu % Farklilik
E15 5 2,16x10° + 0,22 6 1,19x10° + 0,14 %82**
E15+PN 11 5 2,09x10° + 0,11 5 1,40x10° £ 0,10 %49**

(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n = kullarulan hayvan sayisi; **p<0,005)
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Sekil 4.19. Deney ve kontrol grubu siganlara ait graniiler tabakaya gore sinapslarin numerik densitesi
(mm3) grafigi
(** = p<0,005)

4.15. Sinaps/Noron oram (Graniiler tabakaya gore Nvs/Graniiler

tabakaya gore Nvg)

Calismamizda E15. giinde tek doz 600mg/kg VPA verilen sicanlarin (D1 grubu)
sinaps/ndron orant E15. giinde bir kez ayn1 miktar SF verilen yasit kontrollerine (K1
grubu) gore %115 oraninda azaldi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(F=2,94, p<0,005). Buna gore Klgrubu si¢anlarin sinaps/néron orant 817,70 + 95,25
iken, bu deger D1 grubu hayvanlarda 379,70 + 50,70 olarak hesaplandi. Buna benzer
sekilde hem E15. hem de PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu)
sicanlarda sinaps/néron orant hem E15. hem de PN11. giinde birer kez ayni1 miktar SF

verilen kontrol grup (K2 grubu) yasitlarina gore %71 oraninda azaldi ve aradaki bu fark
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yine istatistiksel olarak anlamli bulundu (F=2,64, p<0,005). Bu grupta sinaps/ndron orani
500,40 = 37,51 iken, yasit kontrollerinde bu deger 854,90 + 60,91 olarak saptandi (Tablo
4.17, Sekil 4.12).

Tablo 4.17. Deney ve kontrol grubu si¢anlara ait sinaps/néron orant

n Kontrol n Deney Grubu % Farklilik
E15 5 817,70 £ 95,25 6 379,70 + 50,70 %115**
E15+PN 11 5 854,90 £ 60,91 5 500,40 + 37,51 %71**
(Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmistir. n=kullanilan hayvan sayist; **p<0,005)
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Sekil 4.20. Deney ve kontrol grubu siganlara ait ortalama sinaps/néron orani grafigi

(**p<0,005)
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5. TARTISMA

Insanda otizm spektrum bozukluguna neden olan birgok teratojen vardir (Dietert
vd., 2011; Stromland vd., 1994). Bunlardan biri de valproik asittir. (Arndt vd., 2005;
Kayaalp, 2009). Gebelikte VPA kullanimi ile OSB arasindaki iliski ilk olarak
Christianson tarafindan bildirilmistir. Buna gére VPA kullanan annelerin ¢ocuklarinda
genel olarak bilissel islevlerde azalma, dikkat eksikligi ve O6grenme giicliikleri gibi
OSB’ye benzer belirtiler gozlenmistir (Christianson vd., 1994). VPA bu etkisini
embriyonal donemde noral tiipiin kapandigi kritik zaman araliginda gergeklestirir (Arndt

vd., 2005).

Bu baglamda VPA’nin fetiis tizerindeki etkilerinin aragtirilmasi ve teratojenik etki
mekanizmasini aydinlatilmasi i¢in bir¢ok aragtirmaci tarafindan hayvan modelleri
kullanilmigtir (Ingram vd., 2000; Markram vd., 2008; Rubenstein & Merzenich, 2003).
Bu amagla kullanilan modellerden biri de OSB’nin davranigsal modelidir (Ergaz vd.,
2016).

Olusturulan deney modelleri lizerinden yapilan calismalarda anormal omurlar,
kaburgalar ve kraniyofasiyal dismorfiyi iceren iskelet kusurlarinin insidansinda artma,
kardiyak anomaliler, ventrikiiler septal defekt ile iligkili veya iliskili olmayan biiyiik
damar malformasyonlari, iirogenital defektler, cerebrum’da kiitlece azalma, prefrontal
kortekste noron sayisinda anormal artma, amygdala’da noéron sayisinda azalma,
hippocampus’a ait ndron sayisinda azalma, mitokondriyal krista ¢6ziilmesi bildirilmistir
(Arndt vd., 2005; Avino vd., 2018; Binkerd, Rowland, Nau, & Hendrickx, 1988; Costa,
Karmirian, & Rehen, 2018; Courchesne vd., 2011; Markram vd., 2008). Cerebellum’da
ise hemisferlerin boyutunda ve Purkinje hiicre sayisinda azalma gibi veriler ortaya
konmustur (Arndt vd., 2005; Ingram vd., 2000; Massa, Cabrera, Menegola, Giavini, &
Finnell, 2005).

Bunlarin yani1 sira Pierce ve Courchesne OSB olan g¢ocuklarin OSB olmayan
cocuklara oranla gevrelerini daha az kesfettiklerini ve azalan ¢evre ilgilerinin cerebellar
vermis’in hipoplazisinin biiyiikliigii ile 6nemli dlgiide iliskili oldugunu bulmuslardir.
Yapilan davranigsal arastirmalarla da cerebellum’un cevreyi kesfetme ve anlamada
duyusal sistemlere yardimci olmak amactyla duyusal edinim, ayrimcilik ve modiilasyon

i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (Kelly vd., 2020; Pierce & Courchesne, 2001).
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Cerebellum gelisimi insanlarda embriyonal 3. haftada baslayip, dogumdan sonra
da devam eder (TW, 2011). Farelerde ise cerebellum gelisimi E7. giin ile postnatal 30.
giin arasinda 6 haftalik bir zaman diliminde gerceklesir. Biz de calismamizda VPA
uygulama zamanini bu siireci goz dniinde bulundurarak belirledik. ilk enjeksiyon zaman
olarak cerebellar gelisime etkisinin daha ¢ok olacagini disiindiigiimiiz Purkinje
hiicrelerinin prenatal gelisiminin en fazla oldugu E15. giinii; ikinci enjeksiyon zamani
olarak ise graniil hiicrelerin gelisiminin en fazla oldugu PN11. giinii sectik (Altman &
Bayer, 1985; Ulupinar, Yucel, & Ortug, 2006).

Calismamizda, sican yavrularinda otistik semptomlar1 indiiklemek i¢in 600 mg /
kg VPA kullandik. Cogu arastirma makalesinde otistik sigan modelini indiiklemek i¢in
genellikle 350-500 mg / kg valproik asit kullanilmistir. 600 mg / kg dozunun otistik
etkileri fenotipte daha yogun sekilde gozlemlendiginden model olusturmak i¢in bu dozu
tercih ettik (Ergaz vd., 2016; Ingram vd., 2000; Markram vd., 2008; Morakotsriwan,
Wattanathorn, Kirisattayakul, & Chaisiwamongkol, 2016; Rodier, Ingram, Tisdale,
Nelson, & Romano, 1996).

Calismamizda E15. giinde tek doz 600 mg/kg VPA verilen siganlarin (D1 grubu)
ortalama viicut, beyin ve cerebellum agirliklar1 E15. giinde ayn1 miktar bir kez SF verilen
yasit kontrolleriyle (K1 grubu) karsilagtirilmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur. K1 grubu hayvanlariin viicut agirliklar daha diisiik ¢ikmistir. Buna karsin,
E15. ve PN11. giinde birer doz 600 mg/kg VPA verilen (D2 grubu) siganlarda ortalama
beyin ve cerebellum agirliklar1 E15. ve PN11. giinde birer kez ayni miktar SF verilen
kontrol grup (K2 grubu) vyasitlarina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemistir. Bunun nedeni diger gruplarin enjeksiyon sayisinin fazla olmasi ya da bir
teratojen olan VPA’nin verilmesinin stres seviyesini arttirmasiyla kanibalizm
davraniginin daha fazla goriilmesi olabilir. OSB’ye sahip bireylerin MRI goriintiileri
lizerinden yapilan bir calismada, cerebellum’un vermis ve hemisfer hacimleri
karsilagtirilmis; ancak gruplar arasinda anlamli bir fark elde edilememistir (Scott,
Schumann, Goodlin-Jones, & Amaral, 2009). Benzer bir ¢alismada cerebellum, vermis
ve hemisferler hacimce karsilastirilmis ve yine anlamli bir fark elde edilememistir

(Hardan, Minshew, Harenski, & Keshavan, 2001).

Calismamizda, cerebellar substantia alba / cortex cerebelli hacim orani, grantiler

tabaka / cortex cerebelli hacim oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunamamigtir. Wegiel ve ark. (2010) otizmli beyinler {izerinde yaptiklari bir
postmortem calismada, molekiiler ve graniiler tabaka kalinliginda azalma oldugunu
bildirmislerdir (Wegiel vd., 2010). Buna karsin Wegiel ve ark. (2014) yaptiklart
postmortem calismada otizmli beyinlerde cerebellar substantia alba, molekiiler ve

graniiler tabaka hacimlerinde anlamli bir fark olmadig: bildirmistir (Wegiel vd., 2014).

Diger taraftan, Kazlauskas ve ark. (2019) yaptiklar1 calismada E12,5. giin tek doz
600 mg/kg VPA uyguladiklar1 disi farelerin postnatal 21. ve 67-77. giinler arasinda
transkardiak perfiizyonla aldiklar1 cerebellum’larini incelemis ve 7. lobiildeki molekiiler
tabaka kalinliginin arttigin1 ancak lobiil alaninin degisim gostermedigini bildirmislerdir
(Kazlauskas, Seiffe, Campolongo, Zappala, & Depino, 2019). Yapilan bir bagka
calismada ise bes ayr1 otizm fare modeli kullanilmig ve sonucta molekiiler tabaka ve
graniiler tabaka kalinligi bakimindan gruplar arasinda herhangi bir fark olmadigim

bildirilmistir (Kloth vd., 2015).

Calismamizda, graniil hiicresi numerik densitesi hem graniiler tabakaya hem de
cortex cerebelli’ye gore D1 ve D2 gruplarinda kontrol yasitlarina gore anlamli olarak artis
gostermistir. Ayrica, D1 ve D2 grubu sicanlarda, graniiler tabakanin cortex cerebelli’ye
olan hacim oraninda ve D1 grubu siganlarda graniil hiicresi ortalama niikleus ¢apinda
kontrol yasitlarina gore anlamli bir farkin olmamasi; bize niimerik densitedeki bu artisin
valproik asit verilmis sicanlarda hiicre artisindan kaynaklandigini ortaya koymaktadir.
Sicanlarin cerebellum’larinda graniil hiicrelerinin nérogenezinin postnatal donemde 2-3.
haftalar arasinda olmasina (Altman & Bayer, 1985) karsin, D1 grubunda da bu néronlarin
numerik densitelerinin artmis olmasi; bize VPA’nin E15. giinde verilmesinin bu
noronlarin norogenezlerinin indiiklendigini gostermektedir. Diger taraftan, VPA’nin
Purkinje hiicre sayisin1 azaltmasinin bir sonucu olarak da graniil hiicre sayisinin artist
uyarilarak, bu olumsuz etkinin telafi edilmesi s6z konusu olabilir. Bu da bize
noroplastisitenin bu donemde etkin oldugunu ortaya koymaktadir (Desarkar, Rajji,
Ameis, & Daskalakis, 2015; T. Kim, Ryu, & Bahn, 2016; Singletary, 2015). Deney
gruplarinda graniil hiicrelerinin numerik densitelerinde gozlenen bu artislarin cortex
cerebelli’nin tabakalarindaki degisikliklerden kaynaklanmadigi da agikca goriilmektedir.
Nitekim, ¢alismamizda cerebellar substantia alba / cortex cerebelli hacim orani, graniiler
tabaka / cortex cerebelli hacim oranlarinda deney ve kontrol yasitlar1 arasinda anlamli bir
fark goriilmemistir. Ayrica, graniil hiicresi ortalama niikleus ¢aplar1 D1 grubu siganlarda,

degismezken, D2 grubu sicanlarda kontrollere gore azalmistir.
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Sicanlarda VPA’nin graniil hiicresi tizerindeki etkilerini arastiran bir ¢calismaya
rastlanmamis olmakla birlikte, farkli donemlerde cerebellum gelisimini olumsuz
etkileyebilecek farkli arastirmalar yapilmistir. Bu c¢alismalardan birisinde siganlar
hamileligin 18. giiniinden itibaren postnatal 21., 75. ve 150. giine kadar ii¢ farkli grup
halinde yetersiz beslenmistir. Bu hayvanlarin cerebellum’larindaki graniil hiicrelerinin
nliimerik densitesi sadece laktasyon periyodunun son giinii olan 21. giinde kontrol
yasitlarina gore artis goOsterdigi ancak 75. ve 150. giinlerde bu farkin goriilmedigi

saptanmustir (Warren & Bedi, 1988).

Prenatal stresin cerebellum {izerindeki etkilerinin arastirildigi bir calismada, E7-
14. giinler arasinda prenatal strese maruz birakilan sicanlarin cerebellum’larinda, 30. giin
sonunda, graniil hiicresi numerik densitesinin gruplar arasinda anlamli bir fark
gostermedigi, buna karsin, graniil hiicresi ortalama niikleus ¢apinin prenatal strese maruz
birakilan siganlarda azaldigi saptanmistir (Ulupinar & Yucel, 2005). Ayni kosullarda
yapilmis farkli bir ¢alismada da yine benzer bulgular bildirilmistir (Ulupinar vd., 2006).

Diger taraftan, ¢alismamizda D1 ve D2 grubu siganlarda Purkinje hiicre hattinda,
birim uzunluga diisen Purkinje hiicresi sayisi ve Purkinje hiicresi numerik densitesi
kontrol yasitlarina gore anlamli olarak azalmistir. Buna ilaveten, D1 ve D2 gruplarinda
Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢aplar1 kontrol yasitlarina gore anlamli bir azalma
gostermigtir. Bailey ve ark. (1998) da otizmli bireylerin beyinleri lizerinde yaptiklar
postmortem ¢alismada Purkinje hiicresi numerik densitesinin azaldigini bildirmislerdir

(Bailey vd., 1998).

Calismamizda ozellikle E15. giinde VPA verilen sicanlarda Purkinje hiicresi
numerik densitesinin kontrol yasitlarina goére anlamli olarak azalmis olmasi, bu
noronlarin nérogenezinin E13-16. giinlerde gergeklesmesi (Altman & Bayer, 1985)
sebebiyle; verilen VPA’nin bu néronlarin ndrogenizini olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir. Yine, c¢alismamizda goézlemlemis oldugumuz Purkinje hiicrelerinin
ortalama niikleus ¢aplarinin da her iki deney grubunda kontrol yasitlarina goére anlamli
derecede azalmig olmasi; bu donemde verilen VPA’nin Purkinje hiicrelerinin morfolojik
goriiniimlerini de etkiledigini ortaya koymaktadir. Caligmamizda her iki deney grubu
siganlarin cerebellum’larinin Purkinje hiicre hattinda, birim uzunluga diisen Purkinje
hiicresi sayisinin (Nnp) kontrol yasitlarina gére azalmis olmast da VPA ’nin bu donemdeki

olumsuz etkisini agik¢a ortaya koymaktadir. Hig sliphesiz, Purkinje hiicresi sayimlarinda
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niikleus’un esas alinmasi, bu hiicre niikleus’larinin VPA’nin etkisiyle kiigiilmiis olmasi
sebebiyle hem Purkinje hiicrelerinin numerik densitesinde hem de Purkinje hiicre
hattinda, birim uzunluga diisen Purkinje hiicresi sayisinda (Nnp) goriilen azalmalari

aciklayacak niteliktedir.

Yapilan bir ¢alismada, gebeligin baslangicindan postnatal 30. giine kadar yetersiz
beslenmeye maruz birakilan sicanlarda, 30. giinde toplam Purkinje hiicre sayisinin
kontrol yasitlarina gore anlamli olarak azaldigi, ancak bu azalmanin postnatal 60. giinde
30-60. giinler arasinda uygulanan rehabilitasyonla ortadan kalktig1 saptanmistir (Bedi,
Campbell, & Mayhew, 1992). Bu durum bize ya dogum sonrasi uygulanan rehabilitasyon
slirecinin Purkinje hiicrelerinin nérogenez periyodunun disinda yapilmis olmasina karsin
30. giinde gozlenen Purkinje hiicresi kaybini ortadan kaldirdigini isaret etmekte ya da 30.
giinde gozlenen Purkinje hiicre sayisindaki azalmanin bu hiicrelerin morfolojisindeki
degisikliklerden kaynaklanabilecegini gostermektedir. Nitekim, bu calismada yetersiz
beslenmis siganlarin kontrol yasitlarina gore daha koyu boyanmis ve daha kiiciik
niikleus’lu Purkinje hiicrelerine sahip olduklar1 ifade edilmistir. Ayni c¢alismada,
gebeligin 18. gliniinden itibaren postnatal 30. giine kadar uygulanan yetersiz beslenmenin

Purkinje hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadig1 da ortaya konmustur (Bedi vd., 1992).

Sicanlarda yetersiz beslenmenin etkilerinin arastirildigi bir bagka calismada,
sicanlar hamileligin 18. giiniinden itibaren postnatal 21., 75. ve 150. giine kadar ti¢ farkli
grup halinde yetersiz beslenmis; sonugta 21. ve 150. giinlerde Purkinje hiicresi numerik

densitesinin kontrol yasitlarina oranla arttig1 bildirilmistir (Warren & Bedi, 1988).

E7 ve E14. glinlerde prenatal strese maruz birakilmis siganlarda 30. giin sonunda,
Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢apinin kontrol yasitlarina gore azaldigi, buna karsin
hem Purkinje hiicre hattinda, birim uzunluga diisen Purkinje hiicresi sayisinin hem de

Purkinje hiicresi niimerik densitesinin artig gosterdigi saptanmistir (Ulupinar vd., 2006).

Wang ve ark. (2018) erkek farelere E10,5. giinde verdikleri tek doz 50 mg/mL
VPA ile olusturduklari otizm modeli ¢alismalarinda, postnatal 18-21. giinler arasinda
cerebellum’lar1 incelenen hayvanlarda da calismamizdakine benzer sekilde deney

grubunda Purkinje hiicresi numerik densitesinin azaldigini bildirmislerdir (R. Wang vd.,

2018).

VPA’nin Purkinje hiicreleri iizerindeki etkisini gosteren bir bagka calismada,

Roux ve ark. (2019) fareler tizerinde E12. giinde intraperitoneal olarak tek doz 600 mg/kg
73



VPA uygulayarak gerceklestirdikleri ¢alismada, Purkinje hiicresi lineer densitesinin
PN13. giinde her iki cinsiyette de anlaml1 bir artis, PN40. giinde ise disi farelerde sadece
paramedian lobda, erkek farelerde ise 6., 8., 9. ve paramedian loblarda azalma oldugunu

bildirmislerdir (Roux, Bailly, & Bossu, 2019).

Kloth ve ark. ise farkli otizm fare modellerini kullandiklar1 ¢alismalarinda, erkek
farelerin cerebellum’larinda Purkinje hiicresi numerik densitesi bakimindan deney ve

kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigini bildirilmislerdir (Kloth vd., 2015).

E7. ve 14. gilinlerde prenatal strese maruz birakilarak; postnatal 30. gilinde
cerebellum’lar1 incelenen siganlarda, Purkinje hiicresi numerik densitesi ve birim
uzunluga diisen Purkinje hiicresi sayisinin kontrol yasitlarina gore artis gosterdigi

bulunmustur (Ulupinar vd., 2006).

Diger taraftan, Kazlauskas ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢aligmada E12,5. giinde tek
doz 600 mg/kg VPA uyguladiklari disi farelerin postnatal 21. ve 67-77. giinler arasinda
transkardiak  perfiizyon sonunda aldiklar1  cerebellum’lar1  incelediklerinde:
bulgularimizdan farkli olarak cerebellum’un 7. lobiiliindeki Purkinje hiicre boyutlarinin
ve Purkinje hiicresi numerik densitesinin SF verilen kontrol grubuyla karsilastirildiginda
degisim gostermedigini bildirmiglerdir. Yine aynm ¢aligmada 5., 6. ve 7. lobiillerdeki
Purkinje hiicresi numerik densitesinin VPA uygulanan erkek siganlarda disilere oranla
daha fazla oldugu ifade edilmistir (Kazlauskas vd., 2019). Ayni ¢alismada deney grubu
hayvanlarimin hippocampus’larinin gyrus dentatus’unda glial aktivasyon, cortex
cerebelli’de astrosit ve mikroglia hiicre densitesinde artis oldugunu bildirilmistir. Deney
grubu hayvanlar1 arasinda ise gyrus dentatus’larinin hilus’larinda astrosit hiicre
densitesinin disilerde erkek farelere oranla daha yiiksek oldugunu ve mikroglia hiicre
densitesinin de erkek farelerde disi farelere oranla yiiksek oldugunu ifade etmislerdir

(Kazlauskas vd., 2019).

Hayvan otizm modellerinin yani sira, otistik insan cerebellum’lar1 {izerinde
yapilmis cok sayida postmortem caligmalar da bulunmaktadir. Bu ¢aligsmalardan
birisinde: Wegiel ve ark. (2014) yaslar1 4-60 arasinda degisen 39 (21 otistik, 18 kontrol)
insan cerebellum’u iizerinde yaptiklari bir postmortem g¢alismada, optik fractionator
yontemi ile hesapladiklar1 Purkinje hiicresi numerik densitesinin ve toplam Purkinje
hiicre sayisinin otistik bireylerde azaldigini bildirmislerdir (Wegiel vd., 2014). Wegiel ve
ark. (2010) daha 6nce yaptiklari bir baska ¢calismada ise disi ve erkek otistik cocuklara ait
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cerebellum’lardan aldiklar kesitleri incelemis ve bu ¢ocuklarda Purkinje hiicre hacminin

kontrol yasitlarina oranla daha kii¢iik oldugunu saptamislardir (Wegiel vd., 2010).

Bauman ve ark. (1991) da biri otistik digeri kontrol bireye ait postmortem
cerebellum’lar tizerinde yaptiklar: bir ¢alismada, lobulus biventer, nucleus gracilis,
tonsilla cerebelli ve lobulus semilunaris inferior’da Purkinje hiicre kaybi oldugunu

bildirmiglerdir (Bauman & Kemper, 1985).

Skefos ve ark. (2014) postmortem otistik insan beyinleri lizerinde yaptiklar bir
calismada, kadin ve erkeklere ait cerebellum’lardaki Purkinje hiicresi numerik densitesini
optik dissector yontemi ile arastirdiklarinda: bu degerin kadinlarda crus I ve II’de
kontrollere gore oldukea diisiik oldugunu, erkeklerde ise X. lobiilde kontrollere gére daha

diisiik olma egiliminde oldugunu géstermislerdir (Skefos vd., 2014).

Wegiel ve ark. (2014) farkli yaslardaki toplam 39 (21 otistik, 18 kontrol) insan
beyni lizerinde yaptiklari bir postmortem c¢alismada, nuc. caudatus ile nuc. accumbens’in
hacimlerinin arttigini ve amygdala’nin lateral niikleus’larinda ndron densitesinin
azaldigimm ifade etmislerdir. Yine nuc. caudatus ve putamen’de ndéronlarin numerik

densitesinin azaldigini bildirmislerdir (Wegiel vd., 2014).

Calismamizda cortex cerebelli’ye gore graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oran1 D1
ve D2 gruplarinda yasit kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis
gostermistir. Hi¢ siliphesiz, bu duruma, her iki deney grubunda hem graniil hiicresi
niimerik densitesinin, kontrol yasitlarina gore artmis olmasi, hem de Purkinje hiicresi

nlimerik densitesinin kontrol yasitlarina gore azalmis olmasi yol agmustir.

E7. ve 14. gilinlerde prenatal strese maruz birakilarak postnatal 30. gilinde
cerebellum’lar1 incelenen siganlarda, graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oraninin stres
uygulanan grupta yasit kontrollerine gore daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Ulupinar
vd., 2006). Benzer bulgular dogumdan itibaren 30. giine kadar yetersiz beslenmis

siganlarda da saptanmustir (Bedi, Hall, Davies, & Dobbing, 1980).

Ralcewicz ve Persaud (1994) E17., 18., 19. ve 20. giinlerde iyonize radyasyona
maruz biraktiklar1 sicanlarla yaptiklari bir calismada, cerebellum’un pyramis’inde
Purkinje ve graniil hiicresi dagilimmin yasit kontrollerine oranla 6nemli oranda
azaldigini, graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oraninin ise gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farka sahip olmadigini belirtmistir (Ralcewicz & Persaud, 1994).
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Dogumdan itibaren 21, 75, 150. giine kadar farkli siirelerle yetersiz beslenmis
sicanlarda, graniil hiicresi / Purkinje hiicresi oran1 kontrol yasitlarina gore 21. ve 75. giin
sonunda degismezken; 150. giinde Purkinje hiicresi numerik densitesindeki artisa paralel

olarak azalma gostermistir (Warren & Bedi, 1988).

Calismamizda gerek noropil alana gore gerekse grantiler tabakaya gore sinapslarin
numerik densitesi (Nv) D1 ve D2 gruplarinda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldi. Diger taraftan, her iki deney grubunda (D1 ve D2) ortalama sinaptik disk
cap1 da kontrol yasitlarina gére anlamli olarak azalmistir. Buna karsin, E7-14. glinler
arasinda prenatal stres uygulanmis siganlarda 30. giin sonunda, ortalama sinaptik disk
capiin gruplar arasinda anlamli bir fark olusturmadigini bildirmistir (Ulupinar & Yucel,
2005).

D1 grubundaki sinapslarin numerik densitesindeki azalmanin, D2 grubundaki
sinapslarin numerik densitesindeki azalmaya gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.
Yine, cerebellum’un graniiler tabakasindaki sinaps/noron oranina bakildiginda; deney ve
kontrol grubu si¢anlar arasinda bu oranda 6nemli kayiplarin oldugu goriilmektedir. Daha
once belirttigimiz {izere D1 ve D2 grubu siganlarda graniiler tabakadaki graniil
hiicrelerinin niimerik densitesi anlamli olarak artmistir. Ayrica, calismamizdaki deney ve
kontrol grubu sicanlar arasinda hem graniiler tabakada, graniil hiicrelerinin niimerik
densitesinin artmasi, hem de graniiler tabakada, sinapslarin numerik densitesinin
azalmast; sinaps/ndron oraninin diismesine sebep olmustur. Hig sliphesiz, bu bulgu beyin

fonksiyonu acgisindan bir kayba neden olacaktir.

Calismamizda E15. giinde (D1) ya da E15+PN11. (D2) giinlerde valproik asit
verilen siganlarin cerebellum’larinin 151k ve elektron mikroskobik goriintiilerinde
saptamis oldugumuz: molekiiler ve graniiler tabakalarda yogun damar dilatasyonu, ¢ok
sayida nekrotik hiicre, mitokondri hasarlari, kofullagsmis mitokondri, sinaptik vezikiil
hasari, vezikiiler yapilarda artis, koful olusumu ve nekrotik goriiniimlii alanlar bulgulari,
valproik asitin cerebellum’un ultrastriiktiirel yapisinda ortaya ¢ikarmis oldugu hasari

acikca gdstermektedir.

Sicanlarda valproik asit ile olusturulmus otizm modelinde, cortex cerebelli’nin
graniiler tabakasinda, noron ve sinaps densitesi iizerinde yapilmig bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Buna karsin, E7-14. giinler arasinda prenatal strese maruz birakilan ve

30. giin sonunda cerebellum’lar1 incelenen siganlarda da sinaps/néron orani kontrol
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yasitlarina gore anlamli oranda azalmistir. Bu calismada deney gruplarinda gézlenen bu
azalmanin, graniil hiicresi niimerik densitesinin degismemesine karsin, sinapslarin
nimerik densitesinde saptanan azalmadan kaynaklandigi goézlenmistir (Ulupinar &
Yucel, 2005). Bu ¢alismada saptanmis olan sinapslarin niimerik densitesindeki azalma,

bizim ¢alismamizda da benzer sekilde bulunmustur.

Yine, sicanlarda yetersiz beslenme ve stresin cerebellum’daki interkonnektivite
tizerindeki etkilerini arastiran bir bagka ¢alismada, bazi siganlar 105-134. giinler arasinda
yetersiz beslenirken; bazi siganlar da 135-175. giinler arasinda rehabilite edilmistir.
Sonugta, graniiler tabakaya gore sinapslarin numerik densitesi deney ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir. Buna karsin, yasa bagh olarak 134 giinliik ve
175 giinliik kontrol ve deney grubu siganlar arasinda sinapslarin numerik densitelerinde
anlamli artislar oldugu gézlenmistir. Bu durum bize sinapslarin numerik densitesinin
yetigkin si¢anlarda da arttigin1 gostermektedir (Yucel, Warren, & Gumusburun, 1994).
Ayni ¢alismada, 134 giinliik ve 175 giinliik kontrol grubu siganlarin cerebellum’larinin
graniiler tabakasinda, interkonnektivite olarak degerlendirilen sinaps/néron oraninin da
yasla birlikte sinapslarin numerik densitesindeki artisa paralel olarak arttig1 rapor

edilmistir (Yucel vd., 1994).

Sicanlarin dogumdan hemen sonra 30 giin siireyle yetersiz beslenmis oldugu bir
baska c¢alismada, yetersiz beslenmis si¢anlarin kontrol hayvanlara gore
cerebellum’larinin graniiler tabakasinda, sinaps/néron oraninin %32 oraninda azaldigi
saptanmistir. Bu calismada yetersiz beslenmis siganlarda, kontrol yasitlarina gére grantil
hiicresi niimerik densitesi de§ismezken, sinaps densitesi onemli derecede azalmistir
(Thomas, Bedi, Davies, & Dobbing, 1979). Siganlarin hamileligin 18. giiniinden itibaren
21, 75 ve 150 giin siireyle yetersiz beslenmis oldugu bir baska calismada, sinaps/néron
orani 21. giinde kontrol yasitlarina gore yine anlamli derecede azalmistir. Bu orandaki
diisiisiin, sinapslarin niimerik densitesinin de§ismemesine karsin, graniil hiicresi numerik
densitesindeki artistan kaynaklandigi vurgulanmigtir (Warren & Bedi, 1990). Bu
calismada elde edilen graniil hiicresi numerik densitesindeki artis bulgusu, bizim
bulgularimizla paralellik gdstermektedir. Ayni ¢aligmada sinaps/ndron oraninin 75. giine
kadar yetersiz beslenip 75.-150. giinler arasinda normal beslenen grupta ise arttigi
bildirilmistir (Warren & Bedi, 1990).
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Diger taraftan, ayni ¢alismada, sinapslarin niimerik densitesinin sadece 150. giine
kadar yetersiz beslenmis sicanlarda kontrol yasitlarina gore istatistiksel olarak anlamli
oranda arttigin1 bildirmislerdir. Sinaptik disk ¢apinda ise gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farkin olmadig1 rapor edilmistir (Warren & Bedi, 1990).

Sonug olarak D1 ve D2 grubu si¢anlarinin cerebellum’larinda kontrol yasitlarina
gdre onemli degisikliklerin meydana geldigi goriilmektedir. Ozellikle nérogenezinin E15.
giinde pik yaptig1 Purkinje hiicrelerinin numerik densitesinin ve Purkinje hiicre hattinda,
birim uzunluga diisen Purkinje hiicre sayisinin deney grubu si¢canlarda kontrol yasitlarina
gore anlamli olarak azaldigi saptanmigtir. Diger taraftan, ndrogenezleri postnatal
donemde olan graniil hiicrelerinin niimerik densitesinin ise kontrol yasitlarina gore artis
gostermis oldugu gozlenmistir. Yine, VPA verilen sicanlarda graniil hiicresi / Purkinje
hiicresi oraninin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Buna karsin, bir ndronal
interkonnektivite gostergesi olarak kullanilan sinaps/ndron orani, 6zellikle VPA verilen
hayvanlarda, sinapslarin numerik densitelerinde goriilen azalmaya ve graniil hiicresi
numerik densitesinde goriilen artisa bagl olarak, kontrol yasitlarina goére azalmistir.
Insanda, antiepileptik ve duygu durum dengeleyici bir ilag olarak yaygin sekilde
kullanilan VPA’nin gebelik ve emzirme donemlerinde kullanilmasinin cerebellum’da
agir hasara neden oldugu goriilmektedir. Ayrica, teratojenik bir ajan olan VPA’nin bu

donemde alindiginda, OSB’ye neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, insanda antiepileptik ve duygu durum dengeleyici bir ilag olarak
yaygin sekilde kullanilan valproik asit, deney grubu siganlara embriyonal E15. giinde ve
E15+PN11. giinlerde tek doz (600 mg/kg) olarak verilerek; bu sicanlarin cerebellum’lar
kontrol yasitlariyla stereolojik olarak karsilastirildi ve asagidaki bulgular saptandi.

1) Ortalama beyin agirligi, ortalama cerebellum agirligi, substantia alba / cortex cerebelli
hacim orani, graniiler tabaka / cortex cerebelli hacim orani ve graniil hiicresi
niikleuslari/graniiler tabaka hacim orani bakimindan deney ve kontrol gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.

2) Deney grubu siganlarin cerebellum’larinin ultrastriiktiirel yapisinda, molekiiler ve
graniiler tabakalarda yogun damar dilatasyonu, nekrotik hiicre artis1, mitokondri hasari,
kofullagsmis mitokondri, sinaptik vezikiil hasari, vezikiiler yapilarda artis, koful olusumu

ve nekrotik goriiniimlii alanlar gibi pek ¢ok kalitatif bulgular saptandi.

3) Deney grubu siganlarda, graniil hiicresi numerik densitesi D1 ve D2 gruplarinda yasit
kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli bir artis goseterirken, graniil hiicresi
ortalama niikleus ¢ap1 D2 grubunda yasit kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli

bir azalma gosterdi.

4) Deney grubu siganlarda, Purkinje hattinda birim uzunluga diisen ortalama Purkinje
hiicre say1s1, Purkinje hiicresi numerik densitesi ve Purkinje hiicresi ortalama niikleus ¢ap1

yasit kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi.

5) Deney grubu siganlarda, graniil hiicresi/Purkinje hiicresi hacim oran1 yasit

kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi.

6) Deney grubu siganlarda, sinapslarin numerik densitesi ve ortalama sinaptik disk ¢ap1

yasit kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldx.

7) Deney grubu sicanlarda, cortex cerebelli’deki interkonnektiviteyi gdsteren

sinaps/noron orani yasit kontrollerine oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi.

Sonug olarak D1 ve D2 grubu siganlarin cerebellum’larinda kontrol yasitlariyla
karsilastirildiginda 6nemli degisikliklerin meydana geldigi goriilmektedir. Elde ettigimiz
bu kantitatif bulgular cerebellar hasara isaret etmektedir. Birgok postmortem ¢aligsma da

her ne kadar yaptigimiz ¢aligma kadar genis kapsamli olarak incelemese de benzer sekilde
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cerebellum’da Purkinje hiicre diizeyinde, cerebellar hacim ve mitokondriyal diizeyde
calismamiza benzer sonuglar bildirmistir. Bu bulgularin cerebellar fonksiyon, dolayisiyla
beyin fonksiyonu agisindan bir kayba neden olacagi ve bu veriler 1s1ginda otizmde

cerebellum’un roliiniin tahmin edilenden daha fazla olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu sebeple cerebellum’un otizmdeki roliinlin daha iyi anlasilmasi acisindan
gelecekte yapilacak galismalarda cerebellum’un diger bolimlerinin ve kortikal alanlarla

olan baglantilarinin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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