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OZET

OSB, karmagik bir norogelisimsel bozukluk grubu olarak tanimlanir, sosyal iletisim ve
sosyal etkilesimlerin karakteristik 6zelliklerine ve kisith, tekrarlayan davranis, ilgi veya
faaliyete sahiptir. OSB yiiksek genetik kalitim derecesine sahiptir ve cevresel faktorlerle
yakindan iligkilidir. Gebeligin ilk giinlerinde antiepileptik bir ila¢ olan valproik asit
(VPA) gibi teratojenik maddelere maruz kalmak otizm olusumuna katkida bulunabilir.
Hayvan aragtirmalari, insan hamileliginin ilk ti¢ aylik donemini temsil eden belirli bir
asamasinda VPA uygulamasinin, OSB'li kisilerinkine benzer sekilde sosyal davranig
bozukluklar1 ve biligsel eksiklikler dahil olmak tizere otistik benzeri davraniglara neden
oldugunu gostermistir. Sinaptik proteinlerden biri olan ndrogranin (Nrgn) ve
postsinaptik yogunluk proteini 95 (Psd-95)’in OSB ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.
Literatiirde daha once sizofreni ile iliskilendirilmis bir gen olan Nrgn ilk defa bu
calismada otizm ile iliskilendirilmistir.

Deney siirecinde, dogum sonrast 14. giinde 500 mg/kg VPA ile indiiklenen C57BL/6
farelerde, 1 aylik erismekte olan (cocukluk donem) ve 2 aylik eriskin fare gruplar
olusturuldu. Olusturulan fare gruplarinda (Kontrol, Salin ve VPA) acik alan, morris,
sosyal ve koku davranis testleri gergeklestirildi. Davranis deneylerinin ardindan 1 ve 2
aylik gruplardaki farelerin hipokampus, prefrontal korteks ve olfactory bulbus
dokularinda DIg4 ve Nrgn gen ve protein ekspresyon seviyeleri karsilastirildi.

Davranis deneyleri sonucu farelerin OSB benzeri davranis gosterdigi goriildii. iki farkl
gelisim doneminde 3 farkli beyin boélgesinde (hipokampus, prefrontal korteks ve
olfactory bulbus) 1 aylik farelerde Nrgn ekspresyon seviyesinde artma, Dlg4
ekspresyonunda azalma goriildii. 2 aylik farelerde bu durum tam tersi sekilde eksprese
oldu. Psd-95 ve Nrgn sinaptik proteinlerdeki degisimlerin sinaptik iletimi de
degistirmesi s6z konusu olabilir. 1 aylik ve 2 aylik farelerde gozlenen degisimler bu
proteinlerin 6nemini yansitmaktadir. Norograninin otizmle iliskisini kesin olarak
aciklamak icin klinik caligmalara ve otistik fare modellerini igeren daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ oldugunu onermekteyiz.

Anahtar Kelimeler; VPA; Otizm; Norogranin; Psd-95; Hipokampus; Prefrontal
korteks; Olfactory bulbus
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ABSTRACT

ASD is defined as a complex group of neurodevelopmental disorders, with
characteristic features of social communication and social interactions and restricted,
repetitive behaviour, interest or activity. ASD has a high degree of genetic inheritance
and is closely related to environmental factors. Exposure to teratogenic substances such
as valproic acid (VPA), an antiepileptic drug, in the early days of pregnancy may
contribute to the occurrence of autism. Animal studies have shown that administration
of VPA at a specific stage of human pregnancy, representing the first trimester, causes
autistic-like behaviours, including social behavioural disorders and cognitive deficits,
similar to those of people with ASD. Neurogranin, one of the synaptic proteins, and
postsynaptic density protein 95 (Psd-95) are thought to be associated with ASD. Nrgn, a
gene previously associated with schizophrenia in the literature, was associated with
autism for the first time in this thesis study in an autistic mouse model.

In C57BL/6 mice induced with 500 mg/kg VPA on postnatal day 14, 1-month-old
(juvenile) and 2-month-old adult/adult mouse groups were formed. Open field, morris
water mazer, social and olfactory behavioural tests were performed in the mouse groups
(Control, Saline and VPA). Behavioural tests showed ASD-like behaviour. After the
behavioural tests, DIg4 and Nrng gene and protein expression levels were compared in
hippocampus, prefrontal cortex and olfactory bulbus tissues of mice in 1 and 2 month
old groups.

Behavioral experiments have shown that mice exhibit ASD like behaviors. In two
different developmental stages, three different brain regions (hippocampus, prefrontal
cortex and olfactory bulbus) showed increased Nrgn expression and decreased Dlg4
expression in 1 month old mice. Conversely, in 2 month old mice, this expression
pattern was reversed. Changes in synaptic proteins such as Psd-95 and Nrgn may alter
synaptic transmission. The observed changes in 1 month old and 2 month old mice
reflect the importance of these proteins. To definitively elucidate the relationship
between neurogranin and autism, further research involving clinical studies and autistic
mouse models is necessary.

Translated with DeepL.com (free version)

Keywords: VPA; Autism; Neurogranin; Psd-95; Hippocampus; Prefrontal cortex;
Olfactory bulbus
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1. GIRIS VE AMAC

Otizm gelisiminin biyolojik olarak anlagilamamasi ve semptomlarin ciddiyetindeki
genis ¢esitlilik nedeniyle, otizm bir spektrum bozuklugu (OSB) olarak kabul edilmistir.
OSB, karmagsik bir nérogelisimsel bozukluk grubu olarak tanimlanir, sosyal iletisim ve
sosyal etkilesimlerin karakteristik 6zelliklerine ve kisith, tekrarlayan davranis, ilgi veya
faaliyete sahiptir (Sener ve ark., 2014). OSB yiiksek genetik kalitim derecesine sahiptir
ve cevresel faktorlerle yakindan iliskilidir. Cinsiyet otizmin etiyolojisinde kritik bir rol
oynamaktadir. Erkeklerde kizlardan 3-4 kat daha sik goriiliir ve otizm kizlarda daha
siddetlidir (Kim ve ark., 2014; Sener ve ark., 2023). Bugiin diinyada rapor edilen otizm
insidansinda 6nemli bir artig vardir. Son yillarda OSB prevalansinin arttig1 ve her 36

cocuktan 1’inin OSB tanis1 aldig1 bildirilmistir (Warmwood ve ark., 2023).

Sinapslar, merkezi sinir sistemindeki bilginin organize iletiminden ve islenmesinden
sorumlu sinir sisteminin temel hesaplama birimidir (Wang ve ark., 2022). Bu bireyin
davranigsal hareketini ve biligsel yeteneklerini modiile eder. Sinapslar; gelismekte olan
presinaptik bolgeleri, hedeflenen postsinaptik spesifik alanlara yaklastirmak igin ilk
dendritik veya aksonal filopodia olusumu yoluyla olusturulan 6zel ve asimetrik
yapilardir. Sinaptik islev, sinaps olusumunu, siirdiirmeyi ve aktiviteye baglh
ndrotransmitter salinimini yonlendiren bir dizi koordineli ve organize siirece baglidir
(Wang ve ark., 2022). Sinaptik diizenleyicide goriilen mutasyonlarin, bilissel
eksikliklerin gelisimine yatkinlikla sonuclandigi bilinmektedir. Dendritik dikenler, bilgi
alma ve sinaptik baglantilar olusturma yetenegine sahip uyarici sinapslarin iletim

bolgeleridir ve sinaptik plastisitenin temeli olarak kabul edilir (Wang ve ark., 2022).

Beyin gelisiminin erken evrelerinde, dendritik dikenlerin anormal olusumu ve
budanmasi, sinaptik yap1 ve fonksiyonda degisikliklere yol acarak OSB'nin ortaya
¢ikmasina neden olur (Yeo ve ark., 2022). OSB'li ¢ocuklarin beyinlerinde dendritik

dikenlerin asir1 olusumu ve/veya eksik budamasi oldugu goriilmektedir. Otistik



fenotiplerin muhtemelen noronal farklilagsma, gelisim ve islev i¢in kritik olan siireglerin
bozulmasindan kaynaklanir (Yeo ve ark., 2022). Otistik populasyonda tanimlanan risk
genlerinin 6nemli bir boliimiinii olusturan sinaptik yap1 ve fonksiyonel sonucun
organizasyonunda yer alan faktorlere odaklanilmistir (Guang ve ark., 2018). Presinaptik
aktif bolge proteinlerinin gelisimin ¢esitli asamalari boyunca noronal devre
diizenlemesine, potansiyel katilmimna ve presinaptik ndrotransmiter salma
mekanizmasinin temel noronal sinyal yayilimindaki Onemine ragmen, OSB'nin
gelisimine presinaptik katkinin anlasilmasinda bir eksiklik vardir (Yeo ve ark., 2022).
OSB hastalar1 genellikle biligsel etkiden muzdaripken geri doniisii olmayan
norogelisimsel kusurlarin, insan davranisinin ve biligsel islevin ¢oklu molekiiler
diizenlemeye duyarliligi, otistik semptomlart yasamin ilerleyen doénemlerinde bile
tersine cevirme firsatlar1 saglar. Sinaptik yeniden sekillenme, sinir sistemindeki
ndrogenez, hiicre gocli ve olgunlasmanin kritik asamalarinin tamamlanmasindan sonra
yetiskinlige kadar devam eder. Ilging bir sekilde, sinaptik protein ekspresyonunun
yetiskin restorasyonu, farelerde gézlenen otizm benzeri fenotiplerin bir kismini tersine

cevirebilir (Yeo ve ark., 2022).

Norogranin, serebral korteks, hipokampus, amigdala ve striatum igindeki sinaptik
sonras1 dendritik dikenlerde olduk¢a bol bulunan kiigiik, 7.5 kD'lik bir proteindir.
Kalmodulin ile kalsiyuma bagimli etkilesimleri ve siki bir sekilde diizenlenen
fosforilasyon ve oksidasyon yoluyla, sinaptik plastisite ve sinaptik sonrasi
sinyallesmede oOnemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Svirsky ve ark., 2020).
Norogranin'in insanlar ve sicanlar arasindaki kodlama sekans homolojisi, niikleik asit
seviyesinde %90 ve protein seviyesinde %96'dir. Norogranin'in postsinaptik duyarlilig
arttirdigt ve bu artist N-metil-D-aspartat reseptoriic (NMDAR) bagli bir sekilde
yiikselttigi bulunmustur (Xiang ve ark., 2020). Bir postsinaptik protein olarak
ndrogranin sinaps kaybi veya islev bozuklugu i¢in umut verici bir biyobelirte¢ olarak
Onerilmistir (Xiang ve ark., 2020). Bir dizi klinik ¢alisma hem Alzheimer demansi hem
de prodromal Alzheimer tanisinda kullanilmasi i¢in beyin omurilik sivisindaki (BOS)
Norogranin'in rasyonalitesini, gegerliligini, duyarliligim1 ve 6zgilliiglinii dogrulamistir
(Xiang ve ark., 2020). Boylece BOS norogranini, norodejenerasyonun temel bir

gostergesi olarak Alzheimer hastaliginin biyolojik taniminin aragtirma ¢ercevesine dahil
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edilmistir (Xiang ve ark., 2020). Norogranin knock out farelerde, uzamsal ve duygusal
O0grenme kaybi1 ve insanlarda ise sinaptik disfonksiyon ve hafiza performansi ile

iliskilendirilmistir (Y1lmaz ve ark., 2019).

Postsinaptik yogunluk (Psd), uyarici sinapslarin postsinaptik zari ile iligkili protein
kompleksidir. Psd uyarici sinapslarin dendritik dikenleri i¢inde yogun bir lokalize
alandir ve sinaptik plastisite ile iliskili reseptorler, kinazlar, yapisal proteinler ve sinyal
molekiillerinden olusur. PSD'nin belki de en bol bulunan proteini, bir iskele proteini
olan zarla iligkili guanilat kinaz ailesinin (MAGUK) bir iiyesi olan postsinaptik
yogunluk proteini-95'tir (Psd-95). Psd-95, postsinaptik yogunlugun bir bilesenidir ve
sinaptik plastisite ile yakindan iligkilidir. Psd-95 gibi iskele proteinleri, yeni olusan
dendritik dikenlerin basinda kiimelenir. Adhezyon molekiilleri, reseptorler, iyon
kanallar1 ve sinyal molekiilleri gibi proteinleri almak i¢in bir merkez gorevi goriirler
(Hsieh ve ark., 2022). Psd-95 anormalliginin, OSB ve diger zihinsel hastaliklar gibi
norogelisimsel bozukluklarin nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve
ark., 2022). Genetik caligmalar Psd-95 ile OSB arasinda baglanti kurmustur (Winkler ve
ark., 2018). Psd-95 ifadesinde degisikliklere yol acan manipiilasyonlar, farelerde
ogrenme ve hafiza performansinda eksikliklere, bozulmus motor fonksiyona ve anormal
sosyal davranisa neden olabilir (Winkler ve ark., 2018). Tsai ve arkadaslar1 otizmle
ilgili ¢coklu genlerin, otizmde sinaptik plastisiteyi gelistirmeye elverisli olan Psd-95'in
proteazom bozulmasim diizenleyerek uyarict sinapslarin  ortadan kaldirilmasini
destekleyebilecegini gostermistir (Tsai ve ark., 2012). Psd-95, norogelisim sirasinda
glutamaterjik iletim, sinaptik plastisite ve dendritik omurga morfogenezinde yer alan
temel bir bilesendir. Bu nedenle, gelisme sirasindaki Psd-95 islev bozuklugunun,
norolojik bozukluklarla iliskili sinaps malformasyonlarina katkida bulunan dendritik
dikenlerdeki sinaptik olaylar1 degistirebilecegi olasidir (Coley ve ark., 2018). Sinaptik
adezyon ve yapi iskelesi proteinlerindeki bozulmalarin, 6zellikle OSB ve zihinsel
engelli gibi erken evrelerde ortaya ¢ikan bir¢cok ndropsikiyatrik bozuklukla iligkilidir
(Hsieh ve ark., 2022). Fare g¢alismalarinda, DIg4 geninin (Psd-95'i kodlamaktadir)
silinmesi, OSB hastalarinda gozlenen fenotiplerle tutarli olarak tekrarlayan
davraniglarda artis ve diizensiz sosyal etkilesimler gibi davranigsal anormalliklere neden

olur (Feyder ve ark., 2010). Svirsky ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, siganlarda CCI
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(kontrollii kortikal darbe)'nin ndrogranin protein seviyelerini azalttigin1 ve yine CCI
sonrasinda Psd-95 protein ekspresyonunun sonraki zaman noktalarinda ozellikle

hipokampusta norograninden farkli ekspresyon paternleri gosterdigini bulmuslardir

(Svirsky ve ark., 2020).

Calismada C57BL/6 fareleri kullanilarak VPA ile indiikklenmis otizm modeli
olusturularak 1 aylik ndrolojik olgunluga erismekte olan ve 2 aylik nérolojik olgunluga
erismis erkek farelerde Psd-95 ve norograninin otizme etkisini arastirdik. C57BL/6
kontrol erkek fare ve VPA ile indiiklenmis C57BL/6 erkek fare grubundan alinan
hipokampus, prefrontal korteks, olfactory bulbus dokularinda sinaptik mimari ile iliskili
proteinlerin (Psd-95 ve noérogranin) ekspresyonlarina ELISA yontemiyle baktik ve yine
alinan mevcut dokulardan iligkili genlerinin (DIg4 ve Nrgn) ekspresyonlarina ise Real
time PCR yontemiyle baktik. Bu proje ile s6z konusu dokularda; sinaptik proteinlerin 2
farkli gelisim donemine nasil yansidigini, otizm VPA modelinde 2 sinaptik proteinin
ekspresyon farkliliklarini, farkli beyin dokularindaki sinaptik mimarinin nasil

sekillendigini, kontrol grubu ile otizm VPA modeli arasindaki olasi farkliliklari
belirledik.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), sosyal etkilesim ve iletisim giicliikleri, kisitlayici
ve tekrarlayici davranislarla teshis edilen ¢ok yonlii bir norogelisimsel durumdur (Leow
ve ark., 2024). OSB o6nemli 6l¢iide ortlisen ancak seyri, semptom modeli veya isleyis
diizeyi bakimindan farklilik gésteren heterojen bir bozukluktur (Nicolini ve ark., 2018).
OSB erkeklerde daha yaygin olarak goriiliir. Erkeklerde kadinlara gore yaklasik 4:1
oraninda OSB tanis1 daha sik konulmustur (Loomes ve ark., 2017). Otizm, klinik olarak
sosyal iletisim ve etkilesim bozukluklari, kisith ilgi alanlar1 ve tekrarlayan davraniglarla

karakterize norogelisimsel bir bozukluktur (Ornoy ve ark., 2023).

OSB, bireyin duygularim1 ve c¢evresiyle olan etkilesimlerini 6nemli 6lgiide
etkilemektedir. Bununla birlikte bilissel bozukluk, OSB'li bireylerin yaklasik %40'ina
eslik eden hastaliktir (Hajri ve ark., 2022). OSB'nin spektral dogasi, dikkat
eksikligi/hiperaktivite bozuklugu ve obsesif-kompulsif bozukluk gibi diger psikiyatrik
bozukluklarla klinik Ortlismelere isaret etmektedir. OSB, degisen siddet seviyelerine
sahip genis bir semptom yelpazesini kapsar. Bu da ¢ok ¢esitli davranissal belirtilere ve
potansiyel eslik eden (epilepsi, biligsel bozukluk, gastrointestinal bozukluklar)
hastaliklara yol agabilmektedir. Bu bozukluklar ve OSB i¢in spesifik biyobelirteclerin
bulunmamasi1 hem taniyr hem de tedaviyi zorlagtirmaktadir. Su anda kesin tibbi

tedaviler mevcut degildir (Leow ve ark., 2024; Wormwood ve ark., 2023).

Yillar siiren kapsamli arastirmalara ragmen, OSB i¢in kesin bir nedensel faktor bulmak
zordur. Bu durum, koékeninin karmasikligindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte,
genetik faktorlerin OSB'nin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi konusunda hem
fikirlilik bulunmaktadir. Kalitsalligin OSB riski icin yaklasik %80'in1 olusturdugu
bilinmektedir (Bai ve ark., 2019). Otizmin gii¢clii bir genetik bileseni olmasina ragmen,

toksinler, bocek ilaclari, enfeksiyon ve ilaglar gibi ¢evresel faktorlerin, muhtemelen



epigenetik degisiklikleri tetikleyerek otizme yatkinlik sagladigi bilinmektedir (Nicolini
ve ark., 2018).

Erken teshis, OSB'min sonuglarin1 6nemli 6l¢lide iyilestirebilmektedir. Son bes yilda
OSB hakkinda farkindaligin arttig1 gézlemlendi. Teshis edilen otistik vakalarda, ciddi
bir artis oldugu ortaya koyulmaktadir. Mevcut oranlar 2000 yilinda 150 kisiden 1'inde
gortliirken, 2020 yilinda elde edilen giincel veriler endise verici bir sekilde 36 kiside
1’inde goriilmektedir (Leow ve ark., 2024; Wormwood ve ark., 2023).

2.1.1. OSB’nin Tarihgesi

Otizm ilk olarak 1943'te Leo Kanner tarafindan ufuk agici makalesinde ilk klinik
tanimlamalarindan bu yana giderek genisledi (Harris ve ark., 2018). Otizm, OSB altinda
terim olarak kullanilmaya baslandi (Thapar ve ark., 2021). 19601 ve 1970'i yillarda
Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde OSB yaygmligi iizerine yapilan ilk
calismalar, yayginlik oranlarinin 10.000 c¢ocukta 2 ila 4 arasinda oldugunu ortaya
¢ikardi. Bu da OSB'nin nadir goriilen bir ¢ocukluk bozuklugu oldugu algisini yaratti
(Leow ve ark., 2024). Otizmin yayginli1 uzun yillar boyunca diisiik kaldi. Ancak son
birka¢ on yilda 10.000'de 2 ila 4'den ciddi oranda artis gosterdi. Bu durumun tani
kriterlerinin genisletilmesine bagli oldugu diistiniilmektedir (Thapar ve ark., 2021).

Kanner’in, otizmi dogustan gelen bir bozukluk olarak gordiigii bildirildi (Harris 2018).
Bagkalartyla normal, biyolojik olarak belirlenmis, duygusal temas kurma konusunda
dogustan gelen bir yetersizlik olarak tanimlandi (Chaste ve ark., 2012). Ilk ikiz
calismas1 (Folstein ve Rutter 1977) ¢igir agic1 derecede otizm igin énemliydi. Cilinkii
otizmde genetik faktorlerin 6nemli bir rol oynadig agikca gosterilmistir (Thapar ve ark.,
2021). Otizm/OSB’na iligkin yaymlanmis tiim ikiz ¢alismalarin en son meta-analizinde
%64-91'lik biiyiik bir kalitsallik tahmini ortaya ¢ikarilmis ve 6nemli bir ortak cevresel
katki goriilmemistir (Thapar ve ark., 2021). Tiim bu ikiz ¢calismalar1 otizme temel olarak
genetik katkinin ve ihmal edilebilir diizeyde paylasilan c¢evresel etkilerin giiclii

kanitlarin1 sunmaktadir (Tick ve ark., 2016; Thapar ve ark., 2021).

Bunun 6tesinde, son on yilda otizm ve ilgili bozukluklarin kavramsallastirilmasinda

bliylik degisiklikler oldu. Bu degisiklikler sonunda Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve



Istatistiksel El Kitabi'nin (American Psychiatric Association 2013) besinci baskisinin

taslaginda yer aldi1 (Chaste ve ark., 2012).
2.1.2. OSB Prevalansi- Epidemiyolojisi

OSB, popiilasyonda erkeklerde goriilme siklig1 kizlara gore dort kat daha yaygindir.
(Nicolini ve ark., 2018). Otizm ve Gelisimsel Engellilik izleme (ADDM) Ag1 2020
gozetiminden elde edilen bulgular, tutarli bir sekilde tahmin edilen 4:1 oraniyla
yakindan uyumlu olan 3,8'e 1'lik bir oran rapor edilmistir. Ozellikle bu, kizlar arasinda
OSB yayginliginin %1'1 astig1 ilk rapordur (Maenner ve ark., 2023). Otizm, erkekleri
kadinlara gore dort kat daha fazla etkilemektedir. Bu farkliligin nedeni tam olarak
anlasilamamakla beraber aralarinda cinsiyet kromozomunun OSB'nin etiyolojisine dahil
oldugu ve rahimdeki hormonal etkilerin roliiniin de bulundugu cesitli teoriler 6ne

stiriilmektedir (Chaste ve ark., 2012; Sabet ve ark., 2023).

OSB'li bireylerin dil yetenekleri, konusma eksikliginden akict dil ve biligsel gelisim
acisindan, derin zihinsel yetersizlikten ortalamanin iizerinde entelektiiel islevsellige
kadar farklilik gosterir (Chaste ve ark., 2012). OSB, bireyin duygularini ve gevresiyle
olan etkilesimlerini 6nemli Ol¢iide etkilemektedir. Bununla birlikte bilissel bozukluk,
OSB'li bireylerin yaklasik %40'inda ortaya ¢ikan 6nemli bir eslik eden hastaliktir (Hajri
ve ark., 2022). Bireyler ayn1 zamanda epilepsi ve minor fiziksel anormallikler gibi
iligkili tibbi komorbiditelerin yani sira psikiyatrik komorbiditeler de gdsterebilir,
dolayisiyla genis bir klinik heterojenlik gdsterebilir (Chaste ve ark., 2012). Su anda
otizmi teshis edebilecek tibbi bir test yoktur. Klinisyenler tan1 koymak i¢in davranigsal
bozukluklarin kanitlarina giivenirler. Otizmi iki belirti alan1 tanimlar: (1) Sosyal
etkilesim ve sosyal iletisim eksiklikleri; (2) kisith, tekrarlayan davranis kaliplari, ilgi

alanlar1 ve faaliyetlerdir (Nicolini ve ark., 2018).

Otizmli ¢ocuklarin kardeslerinde yaygin gelisimsel bozuklugun tekrarlama riski %2 ila
%8 arasindadir. Otizmde bozulmus ii¢ alanin bir veya ikisinde bozukluk gdsteren
kardesler dikkate alindiginda bu oran %12 ila %20'ye ¢ikmaktadir. Klinik ¢aligmalar
1s5181inda monozigot ve dizogot otistik ikiz ¢ocuklarin, kalitsalligmin %80’e yakin
oldugunu tahmin edilmektedir (Bai ve ark., 2019). OSB ile iliskili genetik

varyasyonlarin yakin zamanda yapilan bir analizi, yaygin ve nadir degiskenlerin, ortak
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noron aglarinin bozulmasi yoluyla OSB'ye katkida bulundugunu ileri siiriilmektedir

(Chaste ve ark., 2012).

1:10,000

1970 1995 1893 2000 2002 2004 005 ZDOB 2010 2042 2014 2016 2018 2020
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Sekil 2.1. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri 1970'den 2020'ye kadar otizm
prevalansi (Leow ve ark., 2024).

Son yillarda yiiriitilen OSB yayginlik c¢alismalari, yaygin gelisimsel bozukluklarin
istikrarli ve olduk¢a anlamli artis nedeniyle 6nemli bir tartismanin kaynagi olmustur.
Hastalik Kontrol Merkezleri 2005 yilinda okul ¢ocuklart arasinda yaygimligin 1000'de 6
oldugu tahmin edilirken, 2006'da 110'da bir, 2008'de 88 cocukta 1'e kadar tahmin
edilirken son yillarda arastirmalar yayginligin 36 g¢ocukta bir (Sekil 1) oldugunu tahmin
ederek norogelisimsel bozuklugun yiiksek oldugunu 6ne siirmektedir (Chaste ve ark.,
2012; Leow ve ark., 2024; Wormwood ve ark., 2023).

2.1.3. OSB Etiyolojisi

Otizm, karmasik bir aktarim diizenine sahip gii¢lii bir genetik bilesene sahiptir ve 1000
kadar etkilesimli genin sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Nicolini ve ark., 2018).
Kalitim OSB riskinde 6nemli bir faktor olsa da genetik risk tipik olarak tek bir gen
mutasyonundan degil, potansiyel olarak yiizlerce ila binlerce gen arasindaki bir¢ok
kiigiik varyasyonun kiimiilatif etkisinden kaynaklanir (Mattheisen ve ark., 2022). Gen
ifadesindeki bu hafif degisiklikler, toplu olarak bireyin OSB'yi ortaya koyma olasilig1
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir (Zhang ve ark., 2022). Gen ekspresyonundaki
degisiklikler, OSB'nin patogenezini ve ilerlemesini belirlemede ¢ok onemlidir ve bu

durumun anlasilmasinda gen ekspresyon calismalarinin 6neminin altin1 ¢izer. Bu



farklilik yalnizca semptomatik degildir, ayn1 zamanda derin molekiiler temellere de

sahiptir (Leow ve ark., 2024).

Otizmin, genom c¢apinda iligkilendirme ¢alismalar1i (GWAS), vakalarda ve kontrollerde
tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) olarak bilinen yiiz binlerce ortak gen varyantinin
frekanslarinin karsilastirilmasini igerir (Sullivan ve ark., 2018). Otizm Gen Veri Tabani
AutDB'de belirtildigi gibi gen testi tekniklerindeki son gelismeler, OSB ile ilgili
yaklasik 1404 gen ve 2274 kopya sayist varyasyonu (CNV) lokusunu kataloglamistir
(Leow ve ark., 2024). Bu genetik degisikliklerin boyutu, SNP, CNV'ler olarak bilinen
binlerce ila milyonlarca baz igeren DNA boliimlerine kadar biiylik o6lcilide
degismektedir. Hem daha kiigiik etki biiyiikliigiine sahip yaygin mutasyonlar hem de
biiyiik etki biiytikliigline sahip nadir varyantlar OSB riskine katkida bulunmaktadir
(Leow ve ark., 2024). Tek niikleotid varyantlar1 ebeveynden yavruya kalitsal
aktarilabilir. Ebeveyn germ hattinda (oosit veya spermatozoa) ortaya ¢ikip, dollenmeden
sonra ve zigotik sonrasi somatik varyantlar olarak bilindiklerinde koken olarak de novo
olabilmektedir. Tiim bu degiskenlerin otizm riskine katkida bulundugu goriilmektedir

(Thapar ve ark., 2021).

Kodlamayan DNA'daki nadir genetik varyantlarin, tim genom dizilimi yoluyla
tanimlandig1 gibi, gen birlestirmeyi etkileme potansiyeline sahiptir. Bu tiir birgok
varyantin OSB ile iliskili ¢ok ¢esitli biyolojik siirecleri etkileyebilecegi anlamina gelir
(Leow ve ark., 2024). Sitogenetik ¢alismalarda nadir goériilen de novo CNV'lerin, OSB
populasyonunda genel populasyona gore on kat daha stk meydana geldigini ortaya
cikmaktadir (Leow ve ark., 2024). Bir c¢alismada, saglikli kontrollerle (%]1)
karsilastirildiginda otizmli bireylerde delesyon ve duplikasyonlardan olusan de novo
kromozomal yapisal varyantlarin sayisinin arttigini tespit edilip; simpleks vakalarda
%10, multipleks ailelerdeki vakalarda ise %3 de novo CNV oranmi gbézlemlemislerdir
(Thapar ve ark., 2021).

Otizmle ilgili son genetik arastirmalar, genomun kodlama bdlgesindeki (ekzom) tiim
DNA varyasyonlariin dizilenmesine odaklanmaktadir. Bu verilerin entegre edilmesi ve
analiz edilmesi, 102 otizm risk geninin ortaya ¢ikarilmasina yol agmistir (Satterstrom ve
ark., 2020). Genomda goriilen yaygin varyantlarin aksine, tespit edilen nadir

varyantlarin OSB’nin katkisina daha biiyilik etki boyutuna sahip olmasidir (De Rubeis
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ve ark., 2014). Otizmde nadir goriilen varyantlarin etkilenen herhangi bir bireyde
(6rnegin poligenik arka plan) tek basina hareket etmemesi, ¢ok fazla genin dahil olmasi

ve varyantlarin pleiotropik olmasidir (Thapar ve ark., 2021).

Otizm yiiksek oranda kalitsal olsa da tamamen genetikle agiklanamamakta, ¢evresel
faktorlerin de katkida bulunmasi s6z konusudur (Mandy ve ark., 2016). Pasif gen-cevre
korelasyonu, bir annenin genetik gecmisi, tibbi durumlar veya hamilelikteki davranislar
(hamilelikte sigara i¢cmek) gibi otizm riskiyle iliskili c¢evresel maruziyetleri
etkilendiginde ortaya ¢ikmaktadir (Thapar ve ark., 2020). ileri anne ve baba yasinin
veya gecikmis babaligin otizm riskiyle iliskili oldugu ve ileri baba yasinin da daha
yiiksek spontan veya nadir varyant riskiyle baglantili oldugu olasiliklar gézlemlenmistir

(Thapar ve ark., 2021).

llerleyen arastirmalar artik otizmin etiyolojisinde genetik katkilarin énemli oldugunun
yaygin bir sekilde anlasilmasina yol agmis ve bunun sonucunda genetik test ve
danigsmanlik klinisyenler ve etkilenen aileler icin daha belirgin hale gelmistir

(Nurnberger ve ark. 2019; Griesi ve ark., 2017).
2.1.4. OSB Beyin iliskisi

Genom ¢apinda iliskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS), OSB ile iligkili yaygin genetik
varyantlara 1s1k tutmus, sinaptik fonksiyon ve ndronal baglant:1 i¢in 6énemli olan genleri
vurgulamistir (Fregeac ve ark., 2016). Sinaptik islev ve esneklik, 6grenme ve hafiza i¢in
kritik ©neme sahiptir. OSB'de o6nemli Ol¢iide etkilenir. Sinaptik fonksiyon, gen
mutasyonu ve sinaptik degisiklikler arasinda koprii kurmak, OSB'yi anlamak ic¢in ¢ok
onemlidir (Leow ve ark., 2024). Genellikle ¢ocuklara dort yasindan sonra teshis
konulur, ancak belirtiler genellikle yogun bir sinaptogenez donemi olan iki yilda

belirginlesir (Matos ve ark., 2022).

Insan beyinlerinin proteom analizinde degerlendirilen genlerin %35,5'inin beyinde hem
mRNA hem de protein seviyelerinde cinsiyete gore farklilasmis ifade gosterdigini ve
bunun da psikiyatrik ve ndrolojik bozukluklar: etkiledigini tespit edilmistir (Wingo ve
ark., 2023). OSB'li hastalarin beyinlerinde yapilan ilk kapsamli gen ekspresyonu analizi,
yakin zamanda otistik ve normal beyin arasindaki transkriptom organizasyonundaki

farkliliklarin oldugu bildirilmistir (Chaste ve ark., 2012). Cinsiyet arasindaki farkliliklar
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beyinde de gegerlidir. ifade edilen tiim genlerin %2,6'sinin erkekler ve kadinlar arasinda
farkli ifade seviyeleri sergiledigini ortaya ¢ikmistir (Leow ve ark., 2024). Otizmli
hastalarin ve kontrollerin 6liim sonrast beyinlerinin li¢ bdlgesinde mikroarray
kullanilarak, mRNA seviyelerinin 0Ol¢limii, otistik ve kontrol beyinlerinin serebral
korteksleri arasinda farkli sekilde eksprese edilen 444 gen teshis edilmistir (Chaste ve
ark., 2012). OSB'li bireylerin beyinlerinde kontrollerle karsilastirildiginda néron ve
sinapsla ilgili genlerin asag1 regiilasyonunu ve mikroglia beraberinde bagisiklikla ilgili
genlerin yukar1 regiilasyonunu tanimlamistir. Bu gen ifadesinde kiiclik ama anlaml

farkliliklar igermektedir (Willsey ve ark., 2022).

Erkek beyninde baskin olan genlerin ifadesindeki bozulmalarin OSB beyinlerinde
yaygin olarak bulunmasi, sinaptik degisime isaret edilmektedir. OSB'nin agirlikli olarak
erkek beyninde kritik hiicresel/sinaptik aktiviteleri bozabilecegini One siiriilmektedir.
Hiicre sayilarindan ziyade hiicresel durumlardaki farkliliklar, otizm yatkinliginin

cinsiyete dayali norogenetik temeline dair bilgiler sunmaktadir (Leow ve ark., 2024).

OSB goriiniimii, sosyal iletisimdeki belirgin zorluklardan sosyal etkilesimlerdeki daha
incelikli zorluklara kadar ¢esitli konular1 kapsar. Prefrontal korteks, amigdala ve
hipokampusu iceren davranissal inhibisyon, kadinlar ve erkekler arasinda farkliliklar
gostermektedir (Laine ve ark., 2024). Otizmin, sonucta beyin gelisimi ve plastisitesinin
yalnmizca smirli biyolojik yollarini etkileyen c¢ok sayida genetik degisiklikten
kaynaklanabilecegini gostermektedir (Chaste ve ark., 2012).

Prefrontal korteks, birgok bilissel yetenek igin kritik oneme sahiptir ve insanlarda ve
diger primatlarda normal sosyo-duygusal ve yiiriitiicii islevler i¢in ¢cok 6nemli olan bir
sinir sisteminin biiyiik bir boliimiinii olusturur. Insanlarda “yiiriitiicii islevler” terimi
altinda gruplanan ist diizey biligsel siireglerde, ayrica dilde, duygusal islemede ve

sosyallikte yer alir (Teffer ve ark., 2012).

Hipokampusun, bellegin hem kodlama hem de hatirlama siireglerinde kritik bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Ilging bir sekilde, hipokampusun, sosyal hafizayr destekledigi
gosterilmistir. Yiiz tanima gorevleri sirasindaki hipokampal aktivasyon, ylizlerin asina
olmastyla artar, bu da hipokampusun hafiza siire¢lerindeki roliinlin sosyal bilgilerin

diizenlenmesiyle baglantili olabilecegini diisiiniiliir. Hipokampusun bilginin esnek
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kullanimin1 ve organizasyonunu destekleme yetenegi, sosyal alan da dahil olmak iizere
bircok alandaki karmasik davranislar i¢in ¢ok 6nemlidir. Sosyal durumlarda performans

gostermek, bilgi edinmeyi ve karmasik iligkilerde gezinmek i¢in kullanmay1 gerektirir

(Banker ve ark., 2021).

Olfactory bulbus, kokularin beyinde islendigi bir yapidir. Kokularin beyne iletilmesinde
onemli bir rol oynar. Burun mukozasindaki koku reseptor hiicrelerinden gelen sinyaller,
olfaktor sinir lifleri araciligiyla olfactory bulbusa ulasir. Burada sinyaller islenir ve
beyindeki ilgili bolgelere iletilir. Olfactory bulbus ayrica koku hafizasi ve duygusal
tepkilerin olusumunda da rol oynar (Tiirk ve ark., 2020) (Sekil 2).

Hippocampus

Cerebral cortex / —— Midbrain
\ / /
Caudate putamen
/

Cerebellum
Olfactory bulb

Medulla

/ / \
/ / \
Anterior olfactory nucleus — \ \—
Ventral striatum \ Thalsfiiie
\

Basal forebrain Hypothalamus

Sekil 2.2. Fare Beyin Anatomisi (Kirst ve ark., 2020).

2.1.5. OSB ve Sinaptik Protein Iligkisi

OSB ile iliskili genler, sinaptik olusum, bakim ve hiicre yapigsmasi gibi siireglerde rol
oynar. Gelisim doneminde bu molekiiller hormonlardan etkilenebilir ve bu da OSB'deki
cinsiyet baskinligini potansiyel olarak agiklayabilmektedir (Baron-Cohen ve ark., 2020).
Sinaptik proteinler ve molekiillerden olusan genis bir alan igerisinde, bazi Kkilit
molekiillerin OSB baglaminda hem 6nemli hem de potansiyel olarak diizensiz olduklari
defalarca ortaya cikmistir. Bu molekiiller arasinda Noroksin (NRXN), Noroligin
(NLGN), SHANK ve sinaptik sonrast yogunluk 95 (PSD95) bulunur. OSB'li bireylerin
degisen gen lokasyonlarinda benzersiz nokta mutasyonlara sahip olabilmesine ragmen
yukarida bahsedilen 4 gen ailesindeki mutasyonlar en sik gozlemlenenler arasindadir

(Liu ve ark., 2022; Leow ve ark., 2024; Jacot-Descombes ve ark., 2020).
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Noroksin (NRXN1-3), OSB ile iliskili en belirgin genler arasindadir. NRXN proteinleri,
sinaptik iletimde 6nemli bir rol oynar ve ndronal iletisim i¢in ¢ok dnemli olan sinaps
gelisimi ve fonksiyonunun temel diizenleyicileri olarak gérev yapar (Liu ve ark., 2022).
NRXN'ler, sinaps sonrast noroliginlerle (NLGN'ler) etkilesime giren, sinapsin yapisal
biitiinliiglini saglayan bir trans-sinaptik, kalsiyuma bagimli hiicre yapigma kompleksi
olusturan sinaptik oncesi proteinlerdir (Gomez ve ark., 2021). Daha da 6nemlisi, bu
etkilesimin kesintiye ugramasi, uyarici/inhibitér dengesi (E/I) oraninda dengesizliklere
yol agarak sinaptik plastisiteyi ve devre gelisimini olumsuz yonde etkileyerek OSB ve

epilepsiye zemin hazirlayabilir (Nelson ve ark., 2015).

Noroliginler (NLGN1-4), sinapsi stabilize etmek i¢in presinaptik NRXN'lerle etkilesime
giren postsinaptik hiicre yapisma proteinleridir. NLGNT1 uyarici sinapslarda bulunurken,
NLGN2 ve 4 inhibitor sinapslarda bulunur. Dort NLGN geninin tamamindaki
mutasyonlar OSB ile iliskilidir (Mac¢kowiak ve ark., 2014). NLGN4 geni X kromozomu
tizerinde yer alir ve mutasyon proteinleri erkek bireylerle sinirlidir (Leow ve ark.,

2024).

SHANK proteinleri, uyarict sinapslarin dendritik dikenlerinde bulunan postsinaptik
iskele proteinleridir. Shank proteinler, postsinaptik yogunluk proteinleriyle etkilesime
girer ve sinaptik iletim ve sinaptik plastisite ile iliskilendirilirler (Riemersma ve ark.,
2021). SHANKS3 kayb1 glutamaterjik iletimi, sinapslarin siirekli gli¢lendirilmesi ve uzun
vadeli potansiyelizasyonu (LTP) azaltir ve NMDA/AMPA oranlarin1 degistirir
(Monteiro ve ark., 2017). OSB'de dendritik omurga yogunlugundaki artis, NRXN1 veya
SHANK3 gibi temel risk genlerine iligkilendirilir (Jacot-Descombes ve ark., 2020).
SHANKS3 mutasyonlarmin sinaps sonrast yogunlugun stabilizasyonu iizerindeki etkisi,
AMPA reseptorlerinin sayisin1 ve E/I dengesini etkileyebilir, néronal elektrofizyolojik

ozellikleri degistirebilir, sinaptik iletimi azaltabilir (Monteiro ve ark., 2017).

PSD-95, uyarict sinapslar i¢indeki postsinaptik yogunluk iskele proteinidir. PSD-95,
AMPA ve NMDA reseptorlerini sinaptik membrana alir (Guang ve ark., 2018). PSD-
95'in silinmesi, sinapslarda AMPA reseptorlerinin sayisinin azalmasma ve sinaptik

iletimin ve LTP'nin bozulmasina neden olur (Huang ve ark., 2015).
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Cocuklar, 2 ila 3 yaslarindayken beyindeki dendritik dikenlerin sayist zirveye ulasir.
Beyin gelisiminin erken evrelerinde, dendritik dikenlerin anormal olusumu ve
budanmasi, sinaptik yap1 ve fonksiyonda degisikliklere yol acarak OSB'nin ortaya
¢ikmasina neden olur (Yeo ve ark., 2022; Petanjek ve ark., 2011). OSB hastalarinda
dendritik dikenlerin hizli biiyiimesi, normal gelisimsel gidisatlarla karsilastirildiginda
daha uzun bir siire boyunca gergeklesir. Bu ¢ocukluk déoneminde OSB semptomlarinin
baslangici ile dendritik omurga biiylimesi ve omurga morfogenezi siiregleri arasinda bir
ortiismenin var oldugu diisiiniilmektedir (Tamnes ve ark., 2017). Onemli OSB risk
genleri NRXN, SHANK ve PSD-95, sinaptik organizasyon ve islev igin temeldir ve E/I
dengesizligine katkida bulunduklari 6ne siiriilmektedir (Canitano ve ark., 2021).

2.1.5.1. Post Sinaptik Protein 95 (Psd-95)

Postsinaptik yogunluk (Psd), uyarici sinapslarin postsinaptik zari ile iligkili protein
kompleksidir. Psd fraksiyonunda potansiyel olarak izole edilebilecek binlerce protein
vardir, ancak herhangi bir komplekste bunlarin sadece bir kismi komplekse
katilmaktadir. Psd-95 gibi iskele proteinleri, yeni olusan dendritik dikenlerin basinda
kiimelenir. Adezyon molekiilleri, reseptorler, iyon kanallar1 ve sinyal molekiilleri gibi

proteinleri almak icin bir merkez gorevi goriirler (Hsieh ve ark., 2022).

Psd uyarici sinapslarin dendritik dikenleri icinde yogun bir lokalize alandir ve sinaptik
plastisite ile iliskili reseptorler, kinazlar, yapisal proteinler ve sinyal molekiillerinden
olusur. Psd'nin belki de en bol bulunan proteini, bir iskele proteini olan zarla iligkili
guanilat kinaz ailesinin (MAGUK) bir {iyesi olan postsinaptik yogunluk proteini-95'tir
(Psd-95). Psd-95, postsinaptik yogunlugun bir bilesenidir ve sinaptik plastisite ile
yakindan iligkilidir (Wang ve ark., 2022).

Psd-95 anormalliginin, OSB ve diger zihinsel hastaliklar gibi norogelisimsel
bozukluklarin nedenlerinden biri oldugu disiiniilmektedir (Wang ve ark., 2022).
Genetik calismalar Psd-95 ile OSB arasinda baglanti kurmustur. Psd-95 ifadesinde
degisikliklere yol acan manipiilasyonlar, farelerde 6grenme ve hafiza performansinda
eksikliklere, bozulmus motor fonksiyona ve anormal sosyal davranisa neden olabilir
(Winkler ve ark., 2018). Tsai ve ark. otizmle ilgili ¢coklu genlerin, otizmde sinaptik

plastisiteyi gelistirmeye elverisli olan Psd-95'in proteazom bozulmasini diizenleyerek
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uyarici sinapslarin ortadan kaldirilmasini destekleyebilecegini gostermistir (Tsai ve ark.,

2012).

Psd-95, norogelisim sirasinda glutamaterjik iletim, sinaptik plastisite ve dendritik
omurga morfogenezinde yer alan temel bir bilesendir. Bu nedenle, gelisme sirasindaki
Psd-95 islev bozuklugunun, norolojik bozukluklarla iligkili sinaps malformasyonlarina
katkida bulunan dendritik dikenlerdeki sinaptik olaylar1 degistirebilecegi olasidir (Coley
ve ark., 2018). Sinaptik adezyon ve yapi1 iskelesi proteinlerindeki bozulmalarin,
Ozellikle OSB ve zihinsel engelli gibi erken evrelerde ortaya c¢ikan bircok
noropsikiyatrik bozuklukla iliskilidir (Hsieh ve ark., 2022). Fare ¢alismalarinda, DIg4
geninin (Psd-95'i kodlar) silinmesi, OSB hastalarinda go6zlenen fenotiplerle tutarli
olarak tekrarlayan davranislarda artis ve diizensiz sosyal etkilesimler gibi davranigsal

anormalliklere neden olur (Feyder ve ark., 2010) (Sekil 2.3).

HQA
Ibotenic acid

Glutamate RA/ %fv “6"0
NMDA @ Ca™ ErbB4 Glutamate Glutamate
™ P R . 5 © & Cystine
k ® Nrg 1-4 - nu/ ys
‘ R }—— ErbB4 mAb

SystemX'¢

Neratinib

PSD-95
inhibitor

BKM120 l PLX4032

GSK2126458 l PLX4732
AZD-6244
MEK1/2) F— GsK1120212
Perifosine l
(exe)  (pes) (ke )p—Mx2200 Erk1/2 ) — AEZS-131
GSK2141795

mediated
signaling

Cell death Survival Proliferation

Sekil 2.3. Post Sinaptik Yogunluk Proteini (PSD) Yolagi (Leow ve ark., 2024).
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2.1.5.2. Norogranin (Nrgn)

Norogranin, sigan serebral korteksi, hipokampus, amigdala ve striatum igindeki sinaptik
sonras1 dendritik dikenlerde olduk¢a bol bulunan kiiciik, 7.5 kD'lik bir proteindir
(Cheriyan ve ark., 2020). Kalmodulin ile kalsiyuma bagiml etkilesimleri ve siki bir
sekilde diizenlenen fosforilasyon ve oksidasyon yoluyla, sinaptik plastisite ve sinaptik

sonrasi sinyallesmede énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Svirsky ve ark., 2020).

Norogranin'in insanlar ve sicanlar arasindaki kodlama sekans homolojisi, niikleik asit
seviyesinde %90 ve protein seviyesinde %96'dir. Norogranin'in postsinaptik duyarlilig
arttirdigt ve bu artist NMDAR bagh bir sekilde yiikselttigi bulunmustur. Bir
postsinaptik protein olarak norogranin sinaps kaybi veya islev bozuklugu i¢in umut
verici bir biyobelirte¢ olarak onerilmistir (Santillo ve ark., 2019) (Sekil 2.4). Bir dizi
klinik ¢alisma hem Alzheimer demanst hem de prodromal Alzheimer tanisinda
kullanilmast i¢gin BOS Norogranin'in rasyonalitesini, gegerliligini, duyarliligint ve
Ozgilligini dogrulamistir. Béylece BOS nérogranini, norodejenerasyonun temel bir
gostergesi olarak Alzheimer hastaliginin biyolojik taniminin arastirma gergevesine dahil

edilmistir (Xiang ve ark., 2020).
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Sekil 2.4. Norogranin molekiiliiniin yer aldigi dokularin diyagrami (Xiang ve ark.,
2020).

Norogranin devre dist birakilmis farelerde, uzamsal ve duygusal 6grenme kaybi ve
insanlarda ise sinaptik disfonksiyon ve hafiza performansi ile iliskilendirilmistir
(Y1lmaz ve ark., 2019). Svirsky ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, sicanlarda,
kontrollii kortikal darbe (CCI)’nin norogranin protein seviyelerini azalttigin1 ve yine
CCI sonrasinda Psd-95 protein ekspresyonunun sonraki zaman noktalarinda 6zellikle
hipokampusta norograninden farkli ekspresyon paternleri gosterdigini bulmuslardir

(Svirsky ve ark., 2020) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Yetigkin sigan beyninde ndrograninin hiicresel ve bolgesel dagilimi (Xiang ve
ark., 2020).
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2.2. Teratojenler ile Olusturulan Otizm Modelleri

Otizmin giicli bir genetik bileseni olmasina ragmen, toksinler, bdcek ilaglari,
enfeksiyon ve ilaclar gibi ¢evresel faktorlerin otizme yatkinlik sagladigi bilinmektedir
(Nicolini ve ark., 2018). Hamilelik sirasinda antidepresan (teratojenik etki gosteren
maddeler) maruziyetinin, 6zellikle yaslilarda da OSB riskini orta derecede artirdigi
diistiniilmektedir (Chaste ve ark., 2012). Otizmde etiyolojik rol oynayabilecek ¢evresel
faktorler arasinda en sik c¢alisilan konu ilag maruziyeti olmustur. Teratojenik etki
gosterdigi bilinen Valproik asit (VPA), Etanol, Talidomid ve Misoprostol'e prenatal
donemde maruz kalmanin, otizm gorilme sikliginin artmasiyla iliskili oldugu

gosterilmektedir (Dufour-Rainfray ve ark., 2011).

Belirtilen ilaglarin, kimyasal yapis1 ve farmakolojik etkileri farklidir. Bununla birlikte,
otizmin goriilme sikliginin artmasiyla, OSB etiyolojisinde yer alan norogelisimsel
sirecler iizerinde ortak etkileri diistiniilmektedir. OSB ilgili 15 farkli kemirgen modeli
olusturuldugu literatlire yansimaktadir. Bu hayvan modelleri bunlardan bir kagidir

(Dufour-Rainfray ve ark., 2011; Ema ve ark., 2010). Otistik hayvan modelleri, sinaptik
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plastisitenin arastiritlmast ve OSB dahil olmak iizere ndrogelisimsel bozukluklarin

karakterize edilmesinde etkili olmustur (Leow ve ark., 2024).
2.2.1. Talidomid ile Model Olusturma

Talidomid veya 2-(2,6-dioksopiperidin-3-il) izoindolin-1,3-dione (Sekil 6), 1950 yilinda
ilk kez sentezlendi ve sakinlestirici ilag olarak regetede yer aldi. Talidomid'in
kemirgenler lizerindeki etkileri primatlar {izerindeki Ongoriilemeyen etkileri farkli
oldugundan insandaki giiclii teratojenitesi beklenmemekteydi. 1962 yilinda Lenz ve
Knapp (1962) yapilan calismada, talidomide maruz kalmanin ¢ocuklarda konjenital
malformasyonlarin arttigi goriilmektedir. Talidomide maruz kalma, 'fetal talidomid
sendromu' terimi altinda gruplandirilan bir dizi malformasyon ve fonksiyonel soruna
neden olmaktadir (Tsugiyama ve ark., 2020; Dufour-Rainfray ve ark., 2011; Ema ve
ark., 2010; Lenz ve ark., 1962).

(8]
Thalidomide

Sekil 2.6. Talidomid kimyasal yapis1 (Dufour-Rainfray ve ark., 2011).

Yapilan bir caligmada talidomid embriyopatisi olan 86 hastadan olusan rapor
sonucunda, bu hastalarin dordii otistik bozukluk kriterlerini karsilamaktadir. Talidomid
embriyopatisi olan hastalarda genel populasyona gore 50 kat daha fazla otizm goriilme

olasilig1 bulunmaktadir (Imai ve ark., 2014).

Talidomid, bir reseptor veya hiicre i¢i molekiillerle etkilesime girebilir. Ayn1 zamanda
DNA ile dogrudan etkilesime girerek normal DNA metilasyon paterninde
degisikliklerle birlikte gen ekspresyonunda degisikliklere yol acabilecegi
diistiniilmektedir (Toczylowska ve ark., 2020). Yapilan bir calisma, talidomidin
teratojenik dozunun (20 mg/kg) gebeligin 26. gliniinde maymun embriyosunda global
gen ekspresyon profillerini degistirdigi gosterilmistir (Ema ve ark., 2010). Talidomide

rahim agzina maruz kalmasi, kemirgenlerde uygun bir model degildir. Ciinkii
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talidomidin kemirgenlerdeki etkileri primatlardaki etkilerinden farklidir (Dufour-

Rainfray ve ark., 2010).

2.2.2. Etanol ile Model Olusturma

Etanol giiniimiizde kotliye yonelik kullanimi, 6zellikle hamilelik donemde tliketiminin
bircok iilkede artmasi nedeniyle bir halk sagligi sorunu haline gelmektedir (Lamy ve
ark., 2010). Etanole gebelikte maruz kalan c¢ocuklar, “fetal alkol sendromu” terimi
altinda gruplandirilan karakteristik anormallikler gdsterebilmektedir (Dufour-Rainfray
ve ark., 2010).

Etanol molekiilii (Sekil 2.7) olasi teratojenik etkilerini, hiicre proliferasyonu, hiicre gocii
ve apoptozun serbest birakilmasi gibi cesitli mekanizmalar yoluyla gosterir. Ayrica
hiicrelerin  epigenetik modelini  degistirerek anormal gen ekspresyonuna yol
acabilmektedir (Mooney ve ark., 2011). Etanol gelismekte olan beyinde reaktif oksijen
tirlerini (ROS) arttirir ve bu genellikle apoptozdaki artisla iliskilidir. Etanol ayrica
epigenetik diizenlemeyi de etkilemektedir (Dufour-Rainfray ve ark., 2010).

~"~OH

Ethanol

Sekil 2.7. Etanol kimyasal yapisi (Dufour-Rainfray ve ark., 2011).

Dogu Avrupa'dan evlat edinilen fetal alkol sendromlu 21 ¢ocuktan olusan bir grubun
2'sine (%10) otizm tanmist konulmustur (Landgren ve ark. 2010). Etanole maruz
kalmayla ilgili vaka raporlari, otizm i¢in kritik olabilecek donemi tam olarak
bilinmemektedir. Fetal alkol sendromunun tipik ozellikleri 3 grupta siniflandirilir:
kraniyofasiyal ve organ malformasyonlari, bliylime geriligi, entelektiiel gelisim geriligi

ve sosyal zorluklardir (Mooney ve ark., 2011).
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2.2.3. VPA ile Model Olusturma

Valproik asit (VPA) veya 2-propilpentanoik asit, kisa zincirli bir yag asididir (Sekil 8).
Yaygin olarak kullanilan antiepileptik ilagtir. Duygudurum dengeleyici olarak
kullanilmaktadir. VPA, epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullanilan ¢ok hedefli bir
ilagtir. Ayn1 zamanda giiclii bir teratojenik etki gostermektedir (Triyasakorn ve ark.,

2022; Nicolini ve ark., 2018; Dufour-Rainfray ve ark., 2010).

OH

o
Valproic acid
Sekil 2.8. Valproik asit kimyasal yapist (Dufour-Rainfray ve ark., 2011).

VPA, 1974'ten beri antikonviilsan olarak piyasada bulunmaktadir. Cesitli epilepsi
tiirlerine karst duygudurum dengeleyici olarak birgok lilkede kullanilmaktadir. Ana
etkilerinden biri, beyindeki gama amino biitirik asit (GABA) seviyesini artirmaktir.
Inhibitdr bir norotransmitter olan GABA, nébetlerin énemli bir inhibitoriidiir. GABA
seviyelerindeki bir azalma ndbetleri artirmakla beraber giiclendirebilmektedir (Ornoy ve
ark., 2023). VPA maruziyeti ile OSB arasindaki olasi bir iligkiyi ilk olarak Christianson
ve arkadaglar tarafindan literatiire kaydedilmistir. Gebelikte VPA'ya maruz kalan dort
cocugun hepsinde gelisimsel gecikme goriiliirken bu ¢ocuklardan birinde ayn1 zamanda

OSB tanis1 bulunmaktadir (Ornoy ve ark., 2023; Christianson ve ark., 1994).

VPA, bilissel yeteneklerin azalmasina ve dil bozukluguna neden olan ndrogelisimsel
sorunlarin oranin artirtr. OSB ve Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB)
gibi spesifik norogelisimsel sendromlarin prevalansini artirir (Ornoy ve ark., 2023).
Hamilelik doneminde VPA maruziyetinin ¢ocuklarda otizm riskini arttirdig:
gosterilmektedir. Kemirgenlerde dogum oOncesi VPA maruz birakilmasi, insan
durumunun davranigsal fenotip 6zelliklerini sergiler (Nicolini ve ark., 2018). VPA gibi
cevresel ajanlarin, normal beyin gelisiminin tim yonleri i¢cin gerekli olan Onemli
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hiicresel mekanizma degisikliklere neden oldugu gosterilmektedir. Bu tiir bozulmalar
sinaptogenezi, sinaptik budamayi, sinaptik olgunlagsmay1 ve sinaptik baglantiy1 derinden
etkileyerek otizm dahil nérogelisimsel bozukluklara neden olmaktadir (Triyasakorn ve
ark., 2022).

VPA'nin giiclii teratojeni oldugunun anlagilmasiyla cesitli suslarin farkli laboratuvar
hayvan tiirlerini (fareler, siganlar, zebra baliklari, hamsterlar, drosophila, tavuk, buzagi,
tavsanlar ve maymunlar) kullanan bir¢ok c¢alisma, olumsuz etkileri 6zetlemek igin
yogun caba harcamislardir (Bold ve ark., 2018; Wachholz ve ark., 2021). VPA,
insanlardaki etkilerine benzer sekilde, 6lim oraninda artig, intrauterin biiyiime geriligi,
briit kraniyofasiyal ve iskelet anomalileri dahil bunlarla sinirli olmamak {izere ¢esitli
sekillerde doza bagli ve gelisim ¢agina bagh teratojenik etkiler sergilemektedir. VPA'ya
maruz kalan kemirgenler, otizmli bireylerde gozlenen ozelliklere benzeyen davranig
bozukluklar1 sergiler (Blaszczyk ve ark., 2022; Chaliha ve ark., 2020). Kemirgenlerin
VPA maruziyeti, hastalik etiyolojisindeki benzerlik ve insan semptomlariyla benzerlik
nedeniyle hem yapisal hem de goriinlis gecerlilifi olan bir otizm modeli olarak

onerilmektedir (Ornoy ve ark., 2023).

OSB'li yetiskinlerde beyin baglantisinin kiiclik otistik ¢ocuklardan farkli oldugunu
gostermektedir. Genel olarak yetiskinler, biligsel gorevlerle mesgul olan beyin alanlari
arasinda yetersiz baglanti sergilerken, cocuklar tiim beyinde ve duyusal ve c¢agrisim
korteksleri de dahil olmak ftizere alt sistemler diizeyinde islevsel asir1 baglanti
sergilerler. Otizmin VPA modeli de dahil olmak iizere diger hayvan modellerinde de

asir1 baglanti gézlemlenmektedir (Dos Santos ve ark., 2021; Triyasakorn ve ark., 2022).

Idiyopatik otizm i¢in bir model olan VPA modeli, farkli beyin bdlgelerindeki néral
hiper baglant1 dahil olmak {izere davranigsal eksiklikler ve noral eksiklikler i¢in iyi
karakterize edilmistir (Dorsey ve ark., 2024). Kemirgenlerde VPA'ya maruz kalmanin
ardindan koku alma duyusunun bozulmaktadir. Beraberinde VPA'ya maruz kalan fare
yavrularinda yuva arama tepkisi sirasinda evde yatak bulma gecikmesinin arttig1 Roullet
ve arkadaslar1 tarafindan da gosterilmektedir (Roullet ve ark., 2010). Kemirgenlerde
koku duyusu insanlarda sosyal davranisin bir gostergesidir. Ciinkii koku alma, kemirgen

yavrularinda sosyal davranisin gelisiminde rol oynar. Yuvadaki erken koku alma
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Ogrenimi sosyal taninma ve etkilesim i¢in kritik 6neme sahiptir (White ve ark., 2022;

Nicolini ve ark., 2018).

VPA'ya maruz kalan siganlarda ve farelerde de sosyal etkilesim eksiklikleri, li¢ odacikl
sosyal yaklasim testi kullanilarak gdsterilmektedir. Kemirgenlerde sosyalligi
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan, standartlastirilmis bir testtir (White ve
ark., 2022; Kim ve ark., 2014). Sosyal bozukluklara ek olarak, kendi kendine bakim
yapma, bilye gdbmme veya kazma hareketlerini degerlendiren ¢esitli testler, VPA'ya
maruz kalan hayvanlarda kaliplasmis, perseveratif davraniglarin  arttigim
dogrulamaktadir (Nicolini ve ark., 2018). Otistik hastalarda gdzlemlenen iletisim

eksiklikleri, VPA'ya maruz kalan hayvanlarda bulunmaktadir (Dorsey ve ark., 2024).
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3. GEREC VE YONTEM

Yapilan tez calismas: Betiil Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi (GENKOK)

Genom birimi ve Transgenik biriminde ger¢eklestirildi.

3.1. GERECLER
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calisma boyunca kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Cihazlar Listesi.

ALETLER MARKASI
-20 Buzdolab1 Siemens
-80 derin dondurucu Binder
+4 Buzdolab1 Siemens
Kantitatif Real Time PCR cihaz1 LightCycler 480 Il (Roche, Almanya)
Nano drop BioSpec-Nano (Shimadzu)
Vorteks Heidolp
PCR cihaz1 LabCycler SensoQuest, Qiagen
Sogutmal1 Santrifiij Sigma
Mikropipet Gilson
Perfect Spin PeQlab
ELISA Reader Promega Glomax Multi




3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Calisma boyunca kullanilan kimyasal, sarf malzeme ve kitlerin listesi Tablo 3.2 *de

verilmistir.

Tablo 3.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler Listesi

Kimyasal Maddeler ve Sarflar | Markasi
Malzemeler
Trizol Roche
Kloroform Merck
Etanol Merck
Izopropanol Merck
Niikleaz Free Water BIO-RAD
cDNA Sentez Kiti Universal cDNA Master
Primer BIORAD
Steril eldiven Beybi
10 pL’lik filtreli pipet ucu Axygen
1000 pL’lik filtreli pipet ucu Axygen
100 pL’lik filtreli pipet ucu Axygen
Plate Roche
1.5 ml mikrosantrifiij ependorf tiip Greiner
0.2 ml PCR tiipii Axygen
Valproik Asit Sigma
3.2.YONTEM

3.2.1. Hayvan Gruplarimin Olusturulmasi

Bu calismada Erciyes Universitesi Betiil-Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi,
Transgenik biriminde kullanilan hayvanlar en uygun kosullarda barmmmaktadirlar.
Deney hayvanlarimiz uygun kafes sistemi (min. kafes alani: 180cm? ve min. kafes
yiiksekligi: 120m2) sartlarina uymaktadir. Dogumlarindan itibaren biitiin ihtiyaglar1 ve
yasam alanlar1 (oda sicakligt: 20-24°C ve nisbi nem miktari: %45-70) hayatta kalmalari
icin uygundur. Yapilmasi planlanan g¢aligma siiresince hayvanlarin bakimi standart

prosediirlerde devam etti.
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3.2.1.1. Kontrol Grubu:;

Grup 1: Bu calismada Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi, Transgenik
biriminde mevcut olan 1 aylik, C57BL/6 1rk1 10 adet erkek fareler kullanildi. Fareler 1
aylik olduktan sonra gruptaki 10 adet fareye morris yiizme, acik alan, sosyal ve koku
davranig testleri yapildi. Davranis testlerinden sonra 5 adet erkek farenin hipokampus,

prefrontal korteks ve olfactory bulbus dokular1 alinda.

Grup 2: Bu c¢alismada Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi, Transgenik
biriminde mevcut olan ortalama 60 giinliik (2 aylik), C57BL/6 1rki 10 erkek fareler
kullanildi. Fareler 2 aylik olduktan sonra gruptaki 10 adet fareye morris ylizme, agik
alan, sosyal ve koku davranis testleri yapildi. Davranis testlerinden sonra 5 adet erkek

farenin hipokampus, prefrontal korteks ve olfactory bulbus dokulari alindi.

3.2.1.2. VPA Grubu;

Grup 3: Ciftlesmede gebe kalan disi fare, dogum sonrasi erkek fareler deneyde
kullanilmak tizere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrildi. Yavru fareler 14. giinde
intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg VPA enjeksiyonu yapildi. Fareler 1 aylik
olduklarinda gruptaki 10 adet fare morris yiizme, ac¢ik alan, sosyal davranis ve koku
testleri yapildi. Davranig testlerinden sonra 5 adet erkek farenin hipokampus, prefrontal

korteks ve olfactory bulbus dokular1 alindi.

Grup 4: Ciftlesmede gebe kalan disi fare, dogum sonrasi erkek fareler deneyde
kullanilmak tizere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrildi. Yavru farelere 14. giinde
intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg VPA enjeksiyonu yapildi. Fareler 2 aylik
olduklarinda gruptaki 10 adet fare morris ylizme, acik alan, sosyal davranig ve koku
testleri yapildi. Davranig testlerinden sonra 5 adet erkek farenin hipokampus, prefrontal

korteks ve olfactory bulbus dokular1 alindi.
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3.2.1.3. Salin Grubu:;

Grup 5: Ciftlesmede gebe kalan disi fare, dogum sonrasi erkek fareler deneyde
kullanilmak tizere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrildi. Yavru fareler 14. giinde
intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg Salin enjeksiyonu yapildi. Fareler 1 aylik
olduklarinda gruptaki 10 adet fare morris yiizme, acik alan, sosyal davranis ve koku
testleri yapildi. Davranis testlerinden sonra 5 adet erkek farenin hipokampus, prefrontal

korteks ve olfactory bulbus dokular1 alindi.

Grup 6: Ciftlesmede gebe kalan disi fare, dogum sonrasi erkek fareler deneyde
kullanilmak {izere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrildi. Yavru farelere 14. giinde
intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg Salin enjeksiyonu yapildi. Fareler 2 aylik
olduklarinda gruptaki 10 adet fare morris ylizme, agik alan, sosyal davranis ve koku
testleri yapildi. Davranis testlerinden sonra 5 adet erkek farenin hipokampus, prefrontal

korteks ve olfactory bulbus dokular1 alinda.
3.2.2. Davrams Deneylerinin Yapilmasi
3.2.2.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi, farkli davranis kaliplarii (anksiyete, lokomotor, kesif ve duygusal
aktivite seviyeleri) 6lgmek i¢in kullaniglt bir yontemdir (Sekil 9). Her fare, kutunun
ortasina yerlestirildi ve bir video kamera ile 5 dakika boyunca kaydedildi. Kutu her fare
sonrasinda %70 alkol ile temizlendi. 5 dakika sonra islemi tekrarlamak i¢in kutuya
baska bir fare yerlestirildi. Videolar daha sonra Ethowatcher® yazilimi (Universidade
Federal de Santa Catarina, Brezilya) kullanilarak analiz edildi. Test sirasinda, dis ve i¢
ambulasyon, yiikselme, kagislar, timarlama, hareketsizlik, toplam caprazlama sayisi,

digkilama ve iseme gibi davranislar analiz edildi (Silvero-Isidre ve ark., 2018).
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Acik Alan
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Sekil 3.1. Lokomotor aktivite 6l¢iimii. Daha endiseli fareler duvarlarin yakininda daha
fazla zaman gecirir ve daha fazla timarlama ve yetistirme davranigina sahiptir. A.
Yandan Goriiniim. B. Tepeden Goriiniim (Silvero-Isidre ve ark., 2018).

3.2.2.2. Sosyal interaksiyon Testi

Sosyal Test, kemirgenlerde sosyal davranislari nicellestirmek icin kullanilan bir
yontemdir (Sekil 10). Kemirgenler genellikle baska bir kemirgenle (sosyallikle) daha
fazla zaman gecirmeyi tercih eder ve yeni bir yabanciy tanidik olandan (sosyal yenilik)
daha fazla arastirirlar. Bu test, dikdortgen, ti¢ bolmeli bir kutu kulland1. Her bir oda 19 x
45 cm oOlglilerindedir ve orta bdlme, boliinmiis duvarlar araciligiyla her odaya serbest
erisim saglandi. Deneye baslamadan once farelerin deney diizenegi ortamina aligmasi
icin 30 dakika bekletildi. Ardindan bir bdlmede deneye katilan fare yerlestirildi. Diger
bolmeye, farkli bir kafesten sosyal deney grubu olarak bagka bir fare birakildi. Asil
olarak deneye alinan fare ise orta bdlmeyle birlesen bolgeye yerlestirildi ve 5 dakika
boyunca kamera sistemiyle kayit altina alinarak kontrol grubuyla karsilastiriimasi

yapild1 (Acikgoz ve ark., 2022).

Sosyal Etkilesim

E - @

Unfamiliar Familiar

Sekil 3.2. Sosyal interaksiyon testi. Endiseli fareler daha az koklama, kovalama ve
yabanci fareden daha fazla kaginma davranisi sergileyebilir (Acikgoz ve ark., 2022)
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3.2.2.3. Morris Su Labirenti

Yuvarlak bir ¢elik havuz, 150 cm c¢apinda ve 60 cm yiiksekliginde, igerisinde 15 cm
capinda bir platform bulunmaktadir. Platform, havuzun tepesinden 1 cm yiikseklige
kadar su ile dolduruldu. Havuz etrafi beyaz bir perde ile kapatildi ve tank kenarlarinda
dort gorsel isaretin bulundugu izole bir odaya yerlestirildi (Sekil 11). Su sicaklig1 sabit
olarak 20°C'de tutulmus ve beyaz boya ile renklendirildi. Farelerin her biri, platformu
bulmalar1 i¢in havuza birakildi ve kazan 4 bdlgeye ayrilarak baslangic noktalar
belirlendi. Ardindan fareler sirayla bolgeye birakildi ve platformu aradilar. Platform
bulundugunda, farelere 15 saniye boyunca platform iizerinde kalmalarina izin verildi.
Eger fareler 90 saniye i¢inde platformu bulamazsa, tank i¢inden fareler alindi. Farelerin
yiizme hareketleri bir video izleme sistemiyle kaydedildi. Farelerin platform alanini
geemek icin ylizdiikleri zamanlar kaydedildi (platform gecis siireleri). Her denemenin
ardindan fareler, kafeslerine geri donmek iizere 1 ila 2 dakika boyunca bir 1s1 lambasi

altinda kurutuldu ve sonra kafeslerine yerlestirildi (Zheng ve ark., 2013).

Morris Su Labirenti

// "_E_\ \‘\A'\\
| 3
—%

Sekil 3.3. Bir farenin platformu bulmak i¢in gorsel ipuclarini kullanma becerisini test
eder. Yilizme bir bas iistii kameras: aracilifiyla kaydedilir ve izlenir (Miftlin ve ark.,
2021)

3.2.2.4. Koku Testi

Koku testi, farelerde kokuya duyarlilik ve koku-beyin baglantisi diizeyini 6l¢mek i¢in
kullanilan bir davranis analizidir. Diizenek agik alan testinde oldugu gibi hazirlandi ve
diizenegin ortasina 7 cm uzunlugunda bir tar¢in ¢ubugu yerlestirildi (Sekil 12). Daha
sonra fare diizenege birakildi ve bir video kamera ile 5 dakika boyunca kaydedildi.
Deneyde kullanilan kutu, her fare sonrasinda %70 alkol ile temizlendi ve yeni bir tar¢cin

cubugu yerlestirildi. Ardindan 5 dakika sonra iglemi tekrarlamak icin kutuya baska bir
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fare yerlestirildi. Videolar daha sonra Ethovision® yazilimi (Noldus, Hollanda)
kullanilarak analiz edildi. Test sirasinda, farelerin hareketsizlik siiresi, toplam kat edilen

yol, merkezi ve periferde gecirdikleri siire gibi parametreler hesaplandi (Aqrabawi ve

ark., 2016).

Koku Testi

L Y

=

A. B.

Sekil 3.4. Farelerde koku duyusu 6grenimi sosyal taninma ve etkilesim igin kritik
Ooneme sahiptir. A. Yandan Goriiniim. B. Tepeden Goriiniim (Aqrabawi ve ark., 2016).

3.2.3. Dokularin Alinmasi

Deney gruplarinin agamalar1 tamamlandiktan sonra fareler kesim i¢in hazirlanacak ve
kesim i¢in kullanilacak cerrahi malzemeler daha 6nce sterilize edildi. Alinan dokulardan

RNA izolasyonu ve ELISA asagida belirtilen yontemler ile yapildi (Sekil 13).
3.2.3.1. Total RNA Izolasyonu

Hipokampus, prefrontal korteks ve olfactory Bulbus dokularindan total RNA izolasyonu
Trizol (Roche) yontemi kullanilarak gergeklestirildi (Sener ve ark., 2023). Total doku
ornegi alindiktan hemen sonra, 1.5 ml'lik ependorfa alindi. Uzerine 500 pl Trizol
(Roche, 11667165001) eklenildi ve vortekslendi. 5 dakika oda sicakliginda beklenildi.
Uzerine 200 ul kloroform (Merck, Cat. No. 1024452500) eklendi ve tekrar vortekslendi.
Oda sicakliginda 5 dakika bekledikten sonra 12.000 g'de 20 dakika +4°C'de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda RNA'nin bulundugu akéz faz yeni bir 1.5 ml’lik ependorfa
alindi. Aliman akdéz faz kadar 1:1 oraninda iizerine izopropanol (Merck, Cat. No.
1096342511) eklenildi. Ardindan 12.000 g'de +4°C'de 10 dakika santriflij yapildi.
Santrifiij sonras1 siipernatant dokiiliip pellet tizerine 1 ml %75'lik etanol (Merck, Cat.
No. 1009832511) eklenildi ve alt-iist edilip pellet kaldirildi. Takiben 7500 g'de +4°C'de
5 dakika santrifiij yapildi. Bu iglem 2 kez tekrarlanarak santrifiij sonrasi siipernatant

dokiildii ve pellet iizerinde kalan alkol kurumaya birakildi. Kuruma islemi
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tamamlandiktan sonra 50 pl niikleaz free su (Ambion™, Cat. No. AM9938) eklenerek
pellet resiispanse edildi. Elde edilen RNA'lar buz igerisine alinip +4°C'de 10-15 dakika
bekletildi. Ardindan Nano-Drop cihazinda 6l¢iimii yapilip konsantrasyonlar1 belirlenip
calisma yapilana kadar -80°C'de dokularin RNA'lar1 sakland1 (Ozkul ve ark., 2020;
Sener ve ark., 2019).

3.2.3.2. cDNA Sentezi

Elde edilen Total RNA Orneklerinden ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi igin
iretici firmanin Onerisi dogrultusunda cDNA sentezi yapildi. Calismaya baslamadan
once, biitin RNA o6rnekleri i¢in 96 kuyucuklu bir plate icin caligma diizenegi
olusturuldu. c¢cDNA sentezi, Bio-rad iScript™ cDNA sentez kiti kullanilarak
gerceklestirildi. cDNA sentezi icin RNA konsantrasyonlart 10 ng—100 ng arasinda

ayarlandi.
3.2.3.3. Real Time PCR

cDNA sentezi yapildiktan sonra DIg4 (Psd95’in faredeki karsiligr) ve Nrgn
(Norogranin) genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri uygun primerler kullanilarak Real
Time PCR’da belirlendi. Her bir malzeme Ornek sayisi kadar alinarak karigim
olusturuldu. Ardindan 96 kuyucuklu bir plate’e her bir kuyucuk i¢in belirli bir miktar
karisim dagitilarak ve buna 1:5 oraninda sulandirilmis cDNA 6rnegi eklendi. Seffaf
kapatici ile platenin iistii kapatildi. Spin yapilarak kabarciklar giderildi ve sonrasinda
Light Cycler LC 480 Il Real-Time PCR cihazina (Roche, Almanya) konularak PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. House-keeping gen olarak ise Gapdh kullanildi. PCR
sonucunda elde edilen Ct degerleri, 2"**Ct yontemi kullanilarak normalize edildi (Sener

ve ark., 2019).
3.2.3.4. Protein izolasyonu ve ELISA

Alinacak olan beyin dokular1 kesildikten sonra agirligi kontrol edildi. Cryo tiip i¢ine
alman dokulara 500 pl PBS eklenerek sivi nitrojenle hizla donduruldu. Numuneler
donduktan sonra -80°C'de saklandi. Doku, siringa veya homojenizatdr ile homojenize
edildi. Ardindan 2000-3000 rpm'de 20 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatant
alindi. Psd-95 ve Norogranin protein seviyelerini belirlemek icin ticari ELISA kit

prosediiriine uygun olarak calisildu.
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Standartlar 6nceden belirlenmis seyreltme miktarina gore kiiciik tiiplere seyreltildi.
Ardindan, her tiipten 50 ml'lik hacim pipetlenerek her biri 2 kuyucuga eklendi.
Mikroelisa strip plakasinda, bos kontrol olarak bir kuyucuk bos birakildi. Numune
kuyucuklara, 40 ml numune seyreltme tamponu ve 10 ml 6rnek eklendi (diliisyon
faktorii 5). Numuneler, kuyu duvarina temas etmeden dibe yiiklendi ve hafifce

sallanarak iyice karistirildi.

Kapatma plakast membrani ile kapatildiktan sonra 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Konsantre yikama tamponu otoklavli distile su ile seyreltildi. Kapatma plakasi zari
dikkatlice agilarak, aspire edildi ve yikama soliisyonu tekrar dolduruldu. 30 saniye

dinlendikten sonra yikama soliisyonu atildi. Bu yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

Kontrol kuyusu disindaki her kuyucuga 50 ml Reaktif eklendi. Kapatma plakasi
membrani ile kapatildiktan sonra 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Kapatma plakas1 zar1
dikkatlice agilarak, aspire edildi ve yikama soliisyonu tekrar dolduruldu. 30 saniye

dinlendikten sonra yikama soliisyonu atildi. Yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

Her bir kuyucuga 50 ml kromojen soliisyonu A ve 50 ml kromojen soliisyonu B eklendi
ve hafif¢e calkalanarak kanstirildi. 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu
sonlandirmak i¢in her kuyucuga 50 ml durdurma soliisyonu eklendi. Durdurma
soliisyonu ekledikten sonra, deney diizenegi 15 dakika i¢inde 450 nm'de bir mikrolitre
plaka okuyucusu kullanilarak kontrol kuyusunun optik yogunluk (OD) degeri sifir

olarak ayarlandu.
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hazirlandi 14, giin hesaplamak icin afirliklan veya Salin enjekte edildi
kaydedildi ,

= b p e m_ﬂ- ~ f
: + = —_— > — e I > &w

i VP& VPA

500mg/
Kg

® ® @

i i Dakudan RNA
1ve 2 aylik farelere 1 ve 2 aylk farelerin beyin . Ekspresyon
davranig testi yapildi balgeleri alindi Izalasyanu Yapildi presy

— . — & —
'\\ @) - 3 o )
AN

Sekil 3.5. Deney asamalarinin 6zetlenmesi.

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Gruplarin karsilastirilmasinda uygun istatistiksel analizler kullanildi. Gen ekspresyonu
icin uygun kontrol ve referans genler c¢alisildi. Gen ekspresyon verilerinin
normalizasyonunda delta delta CT (2"**CT) metodu kullamild. istatistiksel anlamlilik
icin p degeri 0.05 alt1 kabul edildi. Deneyde elde edilen veriler ortalama + SD olarak
ifade edilerek parametrik testler i¢in Student t testi, coklu karsilastirmalarda One-way
ANOVA testi ve Tukey's post-hoc testi ile analiz edildi. Non-parametrik testlerde ise

Mann-Whitney testi uygulandi. Grafiklerin ¢iziminde Graphpad 9.0 programi kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis Testi Sonuclari

Her grupta 10 erkek C57BL/6 fare davranis deneyinde kullanilmustir.

4.1.1. Acik Alan

Yapilan acik alan deneyi sonucunda 1 aylik kontrole gére 1 aylik salin grubunun
hareket hizinda azalma gozlenmistir. Istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. 1 aylik
kontrole gore 1 aylik VPA grubunun hareket hizin da istatistik olarak anlamli bir azalma
bulunmustur (p=0.0220). 2 aylik gruplar arasinda hareket hizlarna istatistik bir
anlamlilik bulunmamistir. 2 aylik VPA grubu 1 aylik VPA grubunun hareket hizinda
istatistik olarak artma bulunmustur (p=0.0054). 1 aylik VPA grubuna kiyasla 2 aylik
kontrol ve salinde 1 aylik VPA total hareketine gore istatistik olarak artis bulunmustur
(swrastyla p=0.0010, p=0,0052) (Sekil 15A). Hiz degerlerinde 1 aylik kontrol gruba gore
1 aylik VPA grubun kat ettigi mesafede azalma goriilmiistiir. Istatiksel olarak anlamlilik
bulunmustur (p=0.0220). 1 aylik salin grubu 1 aylik VPA grubuna gore kat ettigi
mesafede azalma goriilmiistiir. Istatiksel olarak anlamlilik bulunmamustir. 2 aylik
gruplar arasinda istatistik olarak anlamlilik bulunmamistir. Istatiksel olarak anlamli
bulunan 2 aylik VPA grubun 1 aylik VPA grubuna gore kat ettigi mesafede artis oldugu
bulunmustur (p=0.0054). 2 aylik kontrol ve salin gruplarmin 1 aylik VPA grubuna
kiyasla kat ettigi mesafede istatistik olarak anlamli bir artis bulunmustur (sirasiyla
p=0.0010, p=0.0052) (Sekil 15B). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, biitiin gruplarin
periferik alanda merkez alandan daha fazla zaman gecirdikleri gézlemlenmistir. 1 aylik
gruplar arasinda periferik alanda gegirdikleri zamanda istatistik olarak bir anlamlilik
bulunmamastir.1 aylik kontrol grubuna gére 1 aylik VPA grubu merkezi alanda daha az
vakit gegirdikleri gdzlemlenmistir. Istatiksel olarak anlamlilik bulunmamustir. 1 aylik
salin grubu 1 aylik VPA grubuna gdre merkezi alanda daha fazla vakit gegirmistir.

Istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0079). 2 aylik gruplar arasinda merkezi



alanda gecirdikleri siirede istatistik olarak anlamlilik gézlenmemistir. 1 aylik salin
grubu 2 aylik salin grubuna gore merkezi alanda daha fazla vakit gegirmistir. Istatiksel

olarak anlamlilik bulunmamustir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Ac¢ik Alan Deney Sonuglar1 A. Deney boyunca gruplarin hiz karsilagtiriimasi.
B. Deney boyunca kat edilen mesafenin karsilastirilmasi. C. Merkez alan ve periferik
alanda gegirilen siire. (* p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001)

4.1.2. Sosyal Davrams

Yapilan sosyal davranis deneyi sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, biitiin
gruplarin tanidik fare bolgesinin yabanci fare bolgesinden daha fazla mesafe kat ettikleri
gozlemlenmistir. 1 aylik kontrol grubuna goére 1 aylik VPA grubun yabanci fare
bolgesinde daha az mesafe kat ettigi gdzlemlenmistir. Istatiksel olarak anlamlilik
bulunmamaistir. laylik salin grubun 1 aylik VPA grubuna gore yabanci fare bolgesinde
daha fazla mesafe kat ettigi gozlemlenmistir. Istatiksel olarak anlamlilik bulunmamustir.
1 ve 2 haftalik gruplarda tamidik fare bolge aralarinda istatistik olarak anlamlilik
gozlenmemistir. 1 ve 2 haftalik yabanci fare gruplarinin arasinda anlamlilik
gozlemlenmemistir. Salin 1 aylik yabanci bolge ile salin 2 aylik tanidik bolge arasinda

anlamlilik bulunmustur ( p=0.0176) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sosyal Davranis Deney Sonuglari tanidik fare ve tanidik olmayan fare
bolgesinde kat edilen mesafe (* p<0.05).

4.1.3. Koku Testi

Yapilan koku testi sonucunda 1 aylik salin ve VPA gruplar kontrole gore deney
boyunca hareket hizlarinda azalma gdzlemlenmistir. Istatiksel anlamlilik
bulunmamistir.2 aylik kontrole gore 2 aylik salin grubun hareket hizinda azalma
gozlenmistir. Fakat istatistik olarak anlamlilik gbézlenmemistir. 2 aylik salin grubu
istatistik olarak anlamlilik bulunmasa da VPA grubuna gore hareket hizlarinda azalma
gozlemlenmistir. 1 aylik gruplar ile 2 aylik gruplar arasinda istatistik olarak anlamlilik
gozlenmemistir (Sekil 17A). 1 aylik kontrole kiyasla salin ve VPA kat ettigi mesafede
biraz azalma gdzlenmistir. Istatiksel olarak anlamlilik bulunmamustir. 2 aylik salin
grubu 2 aylik kontrole kiyasla kat ettigi mesafede azalma gozlenmistir. Fakat istatistik
olarak anlamlilik gozlenmemistir. 2 aylik salin grubu 1 aylik saline kiyasla kat ettigi
mesafede istatistik olarak anlamlilik bulunmamasina ragmen azalma gozlenmistir (Sekil
17B). Salin 1 aylik grup VPA 1 aylik gruba kiyasla merkezi alanda koku ile daha fazla
ilgilendigi bulunmustur. 1 aylik salin grubuna kiyasla 1 aylik VPA grubu periferik
alanda daha fazla vakit gecirdigi gézlemlenmistir (p=0.0495). 1 aylik salin grubunun 2
aylik kontrol grubuna gore merkezi alanda daha fazla vakit gecirdigi istatistik olarak
anlamli bulunmustur (p=0.0435). 1 aylik salin grubu 2 aylik salin grubuna kiyasla
merkezi alanda daha fazla vakit gecirdigi gozlemlenmistir. 2 aylik salin grubunun 1
aylik salin grubuna kiyasla periferik alanda daha fazla vakit gecirdigi bulunmustur

(p=0.0002). 1 aylik kontrol grubu 2 aylik salin grubuna kiyasla merkezi alanda daha
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fazla vakit gecirirken, 2 aylik salin grubunun periferik alanda daha fazla vakit gecirdigi

bulunmustur (p=0.0007) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Koku Testi Deney Sonuglart A. Deney boyunca gruplarin hiz
karsilastirilmasi. B. Deney boyunca kat edilen mesafenin karsilastirilmasi. C. Merkez
alan ve periferik alanda gegirilen siire (* p<0.05 *** p<0.001).

4.1.4. Morris Su Labirenti

Yapilan morris davranis deneyi sonucunda 1.giinde 1 aylik VPA grubunun 2 aylik VPA
grubuna kiyasla hizlarmin yiiksek oldugu istatistik olarak anlamlilik bulunmustur
(p=0.0018). 2. giinde 2 aylik kontrole gore 2 aylik VPA grubunun hizinin azaldigi
gozlemlenmistir(p=0.0160). 3. giinde 1 aylik gruplarda kontrole kiyasla salin ve VPA
gruplarin hizlarinin azaldigr bulunmustur(sirastyla p=0.0474, p=0.0235). 3. giinde 1
aylik kontrole kiyasla 2 ayhk salin ve VPA grubunun hizlarinda  azalma
gozlemlenmistir ve istatistik olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p=0.0009,
p=0.0055). 4. giinde 2 aylik kontrol grubuna kiyasla 2 aylik salin ve VPA gruplarinin
hizlarinda diisiis olmasina ragmen istatistik olarak anlamlilik bulunmamistir. Giinler

arasinda kiyaslama yapildiginda anlamlilik gézlenmemistir (Sekil 18.A).

Yapilan Morris davranis deneyi sonucunda 2 aylik VPA grubunun 1. giinde 1 ve 2 aylik
gruplar arasinda platforma ulagsmada daha fazla mesafede kat ettigi istatistik olarak
anlamli bulunmustur (p<0.0001). 2. giinde 2 aylik VPA grubu 2 aylik kontrole kiyasla

platformu bulmada daha fazla mesafe kat ettigi gozlemlemistir. Istatiksel olarak anlaml
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bulunmustur (p=0.0493). 1 aylik VPA grubunun 2 aylik VPA grubuna kiyasla 2. giinde
platforma ulasimi daha kisa mesafede kat ettigi bulunmustur (p=0.0492). 2. giinde 1
aylik saline kiyasla 2 aylik VPA grubunun fazla mesafe kat ettigi bulunmustur
(p=0.0229). 3. ve 4. giinlerde 2 aylik salin grubu 2 aylik kontrole kiyasla az mesafe kat
ederek platformu ulastigi gozlemlense de istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil
18.B).

Morris davranis deneyi gecirilen siire sonucuna gore 2. giinde 2 aylik VPA grubunun 2
aylik kontrol grubuna kiyasla platformu bulmada ge¢irdigi siirenin arttigi
gbzlemlenmistir. 2. glinde 1 aylik salin grubunun 1 aylik kontrol gurubuna kiyasla daha
kisa siirede platformu buldugu gozlemlenmistir. 2. giinde 1 aylik salin grubunun 2 aylik
VPA grubuna kiyasla platformu bulma siiresinin az ve anlamli oldugu bulunmustur
(p=0.0482). Deneyin 3. giiniinde 1 aylik salin ve VPA grubun 2 aylik VPA grubuna
kiyasla gegirilen siirenin kisa oldugu gozlemlenmistir (sirasiyla p=0.0040, p=0.0063)
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Morris Su Tanki Deney Sonucu. A. Platforma ulasimda deney boyunca
hizlarin  karsilastirilmasi.  B.  Platforma ulasimda kat edilen mesafenin
karsilastirilmasi.C. Platformu bulmada gegirilen siire karsilagtirilmasi (* p<0.05 **
p<0.01 *** p<0.001 **** p<0.0001).
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4.2. Gen Ekspresyon Sonuclari

Her grupta 5 erkek C57BL/6 fare ekspresyon sonuglarinda kullanilmistir.

4.2.1. Dlg4 Ekspresyon Sonuglari

Hipokampustaki DIg4 gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda anlamli bir farklilik
bulunmamasina ragmen 1 aylik fare grubunda kontrole kiyasla salin ve VPA gruplarinin
ekspresyon seviyelerinin esit ve kontrol grubuna kiyasla daha az eksprese edildigi
gozlemlenmistir. DIg4 geni 2 aylik farelerde ekspresyon seviyelerine bakildiginda, VPA
grubunda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamasina ragmen azalma
oldugu gozlemlenmistir. 2 aylik salin grubunda da DIg4 geninin ekspresyon
seviyelerinin 2 aylik kontrole kiyasla ekspresyonun biraz azaldig:1 goriilmiistiir. 2 aylik
salin grubunun 2 aylilk VPA grubuna goére anlamli bir farklilik bulunmamustir.
Hipokampus DIg4 gen ekspresyon seviyelerine 1 ve 2 aylik bakildiginda anlamli bir
farklilik bulunmamustir (Sekil 4.5).

Yapilan ekspresyon g¢alismasi sonucunda 1 aylik erkek farelerin prefrontal korteks
dokularinda VPA grubunun, kontrol ve salin ekspresyon diizeylerinin seviyelerine
kiyasla azalma goriiliirken istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir. Prefrontal
korteksteki DIg4 geninin 2 aylik erkek farelerin ekspresyon seviyeleri incelendiginde
kontrol grubunun ekspresyon seviyesi salin grubuna kiyasla yiiksek oldugu
gozlemlenmektedir. Istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur. 2 aylik erkek farelerin
Dlg4 geni salin grubunun prefrontal korteks dokusunda hem kontrol hem de VPA
grubuna kiyasla DIg4 ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma goriilmiistiir (sirasiyla
p=0.0388, p=0.0351). 1 aylik VPA Dlg4 gen ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenirken, 2 aylik VPA ekspresyonunda artis gézlemlenmistir (p=0.0106) (Sekil 4.6).
Olfactory bulbus DIg4 gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda 1 aylik erkek kontrol
grubuna gore salin ve VPA gruplarinda kadameli azalma gézlemlenmistir. 2 aylik salin
grubu kontrol grubuna kiyasla ekspresyon seviyesinde azalma gozlemlenmistir. 2 aylik
VPA Dlg4 gen ekspresyon seviyesi 2 aylik kontrole gore ekspresyon seviyesinde artis
gozlemlenmistir. Fakat istatistik olarak anlamlilik bulunmamustir. 2 aylik Salin grubun
ekspresyon seviyesinde 2 aylik kontrole gore azalma goriiliirken 2 aylik VPA grubun

Dlg4 ekspresyon seviyesinde 2 aylik kontrole gore artis gozlemlenmistir. 1 aylik
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olfactory bulbus VPA dokusunda ekspresyon seviyesinde azalma goriilirken 2 aylik
VPA ekspresyon seviyesinde artis gézlemlenmesine ragmen istatistik olarak anlamlilik

bulunmamaistir (Sekil 19.C).
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Sekil 4.5. DIg4 geninin ekspresyon sonuglari A. Hipokampus B. Prefrontal Korteks C.
Olfactory Bulbus dokusundaki ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi (* p<0.05).

4.2.2. Nrgn Ekspresyon Sonuclari

Hipokampus Nrgn gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda 1 aylik fare grubunda salin
ekspresyon seviyesinin kontrole kiyasla azalma goriiliirken, istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmamustir. 1 aylik VPA grubunda Nrgn gen ekspresyon seviyesi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir (p=0.0070). Kontrole
kiyasla 1 aylik salin grubunda Nrgn gen ekspresyonu azalirken 1 aylik VPA grubunun
ekspresyon seviyesinin artisi vardir 2 aylik hipokampus Nrgn gen ekspresyon
seviyelerine bakildiginda kontrol grubuna gore salin grubunun ekspresyon seviyelerinde
arttg vardir. Kontrol grubuna gore VPA grubunun Nrgn gen ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak azalma bulunmustur. Nrgn gen ekspresyonu hipokampus doku
seviyelerinde 1 aylik VPA grubu gen ekspresyon seviyesi artarken, 2 aylik VPA
grubunda istatistiksel olarak anlamli Nrgn gen ekspresyon seviyesinde azalma
bulunmustur (p=0.0002) (Sekil 20.A).

1 aylik erkek farelerin prefrontal korteks dokularinda kontrol grubuna kiyasla salin ve
VPA ekspresyon seviyelerinde artis gozlemlenmistir. 2 aylik erkek fare grubunda Nrgn
gen ekspresyon seviyelerinde kademeli olarak artis gozlemlenmistir.1 aylik salin
ekspresyon seviyesinde 2 aylik salin ekspresyon seviyesine gore daha fazla artis

gbzlemlenmistir. 1 aylik VPA grubunda ekspresyon seviyesinde artis gozlemlenirken 2
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aylik VPA grubunda 1 ayliga gore ekspresyon seviyesinde azalma goézlemlenmistir.

(Sekil 20.B).

Olfactory bulbus Nrgn gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda anlamli bir farklilik
bulunmamasina ragmen 1 aylik fare grubunda kontrole kiyasla salin ve VPA gruplarinin
ekspresyon seviyelerinin esit ve kontrol grubuna kiyasla daha fazla eksprese edildigi
gozlemlenmistir. 2 aylik Nrgn gen ekspresyon seviyesinde kontrole gore salin ve VPA
grubunda azalma gozlemlenmistir. 1 aylik salin grubu Nrgn gen ekspresyon seviyesi
artis gozlemlenirken 2 aylik salin grubunda 1 aylik saline kiyasla ekspresyon
seviyesinde anlamli bir azalma bulunmustur (p=0.00185). 2 aylik VPA grubunda
ekspresyon seviyesi 1 aylik salin ile kiyasla anlamli bir azalma bulunmustur (p=0.0428)
(Sekil 20.C).
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Sekil 4.6. Nrgn geninin ekspresyon sonuglar1 A. Hipokampus B. Prefrontal Korteks C.
Olfactory Bulbus dokusundaki ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi (* p<0.05 **
p<0.01 *** p<0.001).

4.3. ELISA Sonuclan
4.3.1. Psd-95 Protein Seviyesi Sonuclari

Hipokampus dokusunda 1 aylik grup erkek farelerin Psd-95 protein seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. 2 aylik VPA grubu Psd-95 protein seviyesi 2
aylik kontrole kiyasla protein seviyesinde artis gézlemlenmistir. 2 aylik VPA grubu
protein seviyesinde 2 aylik salin grubuna kiyasla anlamlilik olmamasina ragmen artis
gozlemlenmistir. 1 ve 2 aylik gruplar karsilastirildiginda Psd-95 protein seviyelerinde

istatistik olarak anlamlilik g6zlenmemistir (Sekil 21.A).
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Prefrontal korteks Psd-95 protein seviyesine bakildiginda kontrole kiyasla salin
grubunda azalma gozlemlenmistir. 1 aylik salin grubu protein seviyesinde 1 aylik VPA
grubuna kiyasla Psd-95 protein seviyesinde istatistik olarak anlamli azalma bulunmustur
(p= 0,0109). 2 aylik salin grubu protein seviyesinde 2 aylik kontrole kiyasla artig
gozlemlenmistir. 2 aylik VPA grubu protein seviyesi salin grubuna gore azalma
gozlemlenmistir. 1 ve 2 aylik gruplar arasinda 1 aylik salin Psd-95 protein seviyesi
miktar1 2 aylik salin protein seviyesinde gore anlamli bir azalma bulunmustur. 1 ve 2
aylik VPA grubunda Psd-95 protein seviyesi birbirine yakin gozlemlenmistir (Sekil
21.B).

Olfactory bulbus Psd-95 protein seviyesine bakildiginda 1 aylik salin grubu protein
seviyesi 1 aylik kontrole kiyasla protein seviyesinde azalma gozlemlenmistir. 1 aylik
VPA Psd-95 protein seviyesinde salin grubu protein seviyesine kiyasla artis
gozlemlenmistir. 2 aylik Psd-95 protein seviyesinde salin ve VPA grubunda kontrole

gore azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Psd95 protein seviyelerinin kargilastirllmasi. A. Hipokampus B. Prefrontal
Korteks C. Olfactory Bulbus.

4.3.2. Nrgn Protein Seviyesi Sonuclari

Hipokampus Nrgn protein seviyesine bakildiginda 1 aylik salin grubu protein
seviyesinde anlamli olmasa da kontrole kiyasla azalma gozlemlenmistir. 1 aylik VPA
grubu Nrgn protein seviyesinde salin grubuna goére artis gézlemlenmistir. Protein
seviyesinide anlamlilik olmasada 2 aylik salin grubu kontrole gére protein seviyesi
miktarinda artis gézlemlenmistir. 2 aylik VPA grubu protein seviyesi 2 aylik kontrole

kiyasla ndrogranin protein seviyesinde istatistik olarak anlamli artis bulunmustur
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(p=0.0076). 1 aylik salin grubu 2 aylik vpa grubuna gore protein seviyesinde istatistik
olarak anlamli artis bulunmustur (p=0.0134) (Sekil 22.A).

Prefrontal kortekste Nrgn protein seviyesine bakildiginda anlamlilik olmasa da 1 aylik
grupta kontrole gore salin ve VPA ndrogranin protein seviyelerinin artig1 gorilmiistiir. 2
aylik Nrgn protein seviyelerinde kademeli olarak kontrole kiyasla sirasiyla salin, VPA
protein seviyelerinde artma goriilmektedir. Anlamlilik olmasa da 2 aylik kontrol grubu
1 aylik kontrol grubuna gore protein seviyelerinde artig, 2 aylik salin grubunda laylik
salin grubuna gore protein seviyelerinde artis gézlemlenmistir. 2 aylik VPA grubunda
Nrgn protein seviyesinde 1 aylik VPA grubuna gore istatistik olarak anlamli bir artis
bulunmustur (p=0.0206) (Sekil 22.B).

Olfactory bulbusta Nrgn protein seviyesine bakildiginda 1 aylik kontrol grubuna gore 1
aylik salin protein seviyesinde azalma gozlemlenmistir. Fakat istatistik olarak anlamlilik
bulunmamuistir. 1 aylik kontrol grubu 1 aylik VPA grubu arasinda protein seviyelerinde
farklilik gézlenmemistir. 2 aylik salin grubunda 2 aylik kontrol grubuna gore istatistik
olarak anlamli bulunmasa da Nrgn protein seviyesinde azalma gézlemlenmistir. 2 aylik
salin grubunda VPA grubuna gore Nrgn protein seviyelerinde istatistik olarak anlamli
azalma bulunmustur (p=0.0069) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Norogranin protein seviyelerinin Kkarsilagtirilmasi. A. Hipokampus B.
Prefrontal Korteks C. Olfactory Bulbus. (* p<0.05 ** p<0.01)

43



4.4. Gen Ekspresyon / ELISA Korelasyon Sonuclari
4.4.1. Dlg4 Gen Ekspresyon / Psd95 Protein Seviyesi Korelasyon Sonuclari
4.4.1.1. Hipokampus

Hipokampusta DIg4 gen ekspresyonu ve Psd-95 protein seviyesinde korelasyona
bakildiginda salin grubunda DIg4 gen ekspresyonu artarken Psd-95 protein seviyesi de
artmaktadir (Sekil 23.A). Hipokampus 1 aylik VPA grubu gen ekspresyonu artisinda
protein seviyesinin sabit kaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 23.B). Hipokampusta 2 aylik
salin grubunda DIlg4 gen ekspresyon seviyesi artarken Psd-95 protein seviyesinin
azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 23.C). Hipokampus Dlg4 2 aylik VPA gen ekspresyonu
artarken Psd-95 protein seviyesinin artig1 gozlemlenmistir (Sekil 23.D).
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Sekil 4.9. Hipokampus dokusundaki DIg4 gen ekspresyon, Psd95 protein seviyelerinin
korelasyonu. A. Hipokampus 1 aylik salin DIg4/Psd95 korelasyonu. B. Hipokampus 1
aylik VPA DIg4/Psd95 korelasyonu. C. Hipokampus 2 aylik salin DIg4/Psd95
korelasyonu. D. Hipokampus 2 aylik VPA DIg4/Psd95 korelasyonu.

4.4.1.2. Prefrontal Korteks

Prefrontal kortekste DIlg4 gen ekspresyonu, Psd-95 protein seviyesi korelasyonuna
bakildiginda 1 aylik salin grubu gen ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde
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artis gozlemlenmistir (Sekil 24.A). 1 aylik VPA grubunda gen ekspresyon seviyesi
artarken protein seviyesinde artis gozlemlenmistir (Sekil 24.B). Prefrontal korteks 2
aylik salin grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinin ayni kaldigi
gozlemlenmistir (Sekil 24.C). VPA grubunda gen ekspresyon seviyesi azalirken protein

seviyesi miktarinda azalma gozlemlenmistir (Sekil 24.D).
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Sekil 4.10. Prefrontal Korteks dokusundaki DIlg4 gen ekspresyon, Psd95 protein
seviyelerinin korelasyonu. A. Prefrontal Korteks 1 aylik salin DIg4/Psd95 korelasyonu.
B. Prefrontal Korteks 1 aylik VPA DIg4/Psd95 korelasyonu. C. Prefrontal Korteks 2
aylik salin DIg4/Psd95 korelasyonu. D. Prefrontal Korteks 2 aylik VPA DIg4/Psd95
korelasyonu.

4.4.1.3. Olfactory Bulbus

Olfactory Bulbus 1 aylik salin grubunda DIg4 gen ekspresyon seviyes, artarken protein
seviyesinde istatistik olarak anlamli bir azalma bulunmustur (Sekil 25.A). 1 aylik VPA

grubunda ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde azalma gdzlemlenmistir
(Sekil 25.B).

Olfactory bulbusta 2 aylik erkek fare gruplarinin korelasyonuna bakildiginda salin
grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinin de artig1 gozlemlenmistir
(Sekil 25.C). 2 aylik VPA grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein

seviyesinin artig1 gozlemlenmistir (Sekil 25.D).
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Sekil 4.11. Olfactory Bulbus dokusundaki DIg4 gen ekspresyon, Psd95 protein
seviyelerinin korelasyonu. A. Olfactory Bulbus 1 aylik salin DIg4/Psd95 korelasyonu.
B. Olfactory Bulbus 1 aylik VPA DIg4/Psd95 korelasyonu. C. Olfactory Bulbus 2 aylik
salin DIg4/Psd95 korelasyonu. D. Olfactory Bulbus 2 aylik VPA DIg4/Psd95
korelasyonu.

4.4.2. Nrgn Gen Ekspresyon / Nrgn Protein Seviyesi Korelasyon Sonuglari
4.4.2.1. Hipokampus

Hipokampus Nrgn gen ekspresyon seviyesi, Nrgn protein seviyesi korelasyona
bakildiginda 1 aylik salin grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein
seviyesinde azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.12.A). 1 aylik VPA grubunda gen
ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde azalma goézlemlenmistir (Sekil

4.12.B).

Hipokampus 2 aylik erkek fare gruplarinin korelasyonuna bakildiginda salin grubunda
gen ckspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde azalma gozlemlenmistir (Sekil
4.12.C). 2 aylik VPA grubunda ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde azalma
gozlemlenmistir (Sekil 4.12.D).
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Sekil 4.13. Hipokampus dokusundaki Nrgn gen ekspresyon, Nrgn protein seviyelerinin
korelasyonu. A. Hipokampus 1 aylik salin Nrgn/Nrgn korelasyonu. B. Hipokampus 1
aylik VPA Nrgn/Nrgn korelasyonu. C. Hipokampus 2 aylik salin Nrgn/Nrgn
korelasyonu. D. Hipokampus 2 aylik VPA Nrgn/Nrgn korelasyonu.

4.4.2.2. Prefrontal Korteks

Prefrontal kortekste 1 aylik salin grubunda Nrgn gen ekspresyon, Nrgn protein seviyesi
korelasyon sonucuna gore gen ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde azalma
gbzlemlenmistir (Sekil 27.A). 1 aylik VPA grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken

protein seviyesi miktarinda artis gézlemlenmistir (Sekil 27.B).

Prefrontal korteks 2 aylik salin grubunda korelasyon sonuclarina bakildiginda gen
ekspresyon seviyesi artikga protein seviyesinde degisiklik olmadigr gozlenmemistir
(Sekil 27.C). Istatistiksel olarak anlamlilik bulunan 2 aylik VPA grubunda, gen

ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde azalma bulunmustur (Sekil 27.D).
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Sekil 4.14. Prefrontal Korteks dokusundaki Nrgn gen ekspresyon, Nrgn protein
seviyelerinin korelasyonu. A. Prefrontal Korteks 1 aylik salin Nrgn/Nrgn korelasyonu.
B. Prefrontal Korteks 1 aylik VPA Nrgn/Nrgn korelasyonu. C. Prefrontal Korteks 2
aylik salin Nrgn/Nrgn korelasyonu. D. Prefrontal Korteks 2 aylik VPA Nrgn/Nrgn
korelasyonu.

4.4.2.3. Olfactory Bulbus

Olfactory bulbus Nrgn gen ekspreyon seviyesi, Nrgn protein seviyesi korelasyonuna
bakildiginda 1 aylik salin grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein
seviyesinde artis gozlemlenmistir (Sekil 28.A). 1 aylik VPA grubunda gen ekspresyon
seviyesi artarken protein seviyesinde artis gozlemlenmistir (Sekil 28.B). Olfactory
bulbusta 2 aylik salin grubunda korelasyon sonuglarina bakildiginda gen ekspresyon
seviyesi artarken protein seviyesinde artis gozlemlenmistir (Sekil 28.C). 2 aylik VPA
grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde artis gézlemlenmistir
(Sekil 28.D).
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Sekil 4.15. Olfactory Bulbus dokusundaki Nrgn gen ekspresyon, Nrgn protein
seviyelerinin korelasyonu. A. Olfactory Bulbus 1 aylik salin Nrgn/Nrgn korelasyonu.
B. Olfactory Bulbus 1 aylik VPA Nrgn/Nrgn korelasyonu. C. Olfactory Bulbus 2 aylik

salin Nrgn/Nrgn  korelasyonu. D. Olfactory Bulbus 2 aylik VPA Nrgn/Nrgn
korelasyonu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), sosyal eksiklikler, tekrarlayan davramiglar ve
empati eksikligi ile karakterize edilen norogelisimsel bir durumdur (Leow ve ark.,
2024). OSB i¢in kesin bir nedensel faktér bulmak zordur. Bu durum, kdkeninin
karmasikligindan kaynaklanmaktadir (Bai ve ark., 2019). OSB ile iligkili genetik
varyasyonlarin yapilan analizi, yaygin ve nadir degiskenlerin, ortak ndron aglarinin
bozulmasi yoluyla OSB'ye katkida bulundugunu ileri stirmektedir (Chaste ve ark.,
2012).

Son bes yilda OSB hakkinda farkindaligin arttifi gozlemlendi. Teshis edilen otistik
vakalarda, ciddi bir artis oldugunu ortaya koyulmaktadir. Son yillarda OSB
prevalansinin endise verici bir sekilde 36 kisinin 1’inde goriilmektedir (Wormwood ve
ark., 2023). Otizm, erkekleri kadinlara gore dort kat daha fazla etkilemektedir. Cinsiyet
kromozomunun OSB'nin etiyolojisine dahil oldugu diisiiniilmektedir (Maenner ve ark.,

2023).

Otistik hayvan modelleri, sinaptik plastisitenin arastirilmas1 ve OSB dahil olmak iizere
norogelisimsel bozukluklarin karakterize edilmesinde etkili olmustur (Leow ve ark.,
2024). Kemirgenlerin VPA maruziyeti, hastalik etiyolojisindeki benzerlik ve insan
semptomlariyla benzerlik nedeniyle hem yapisal hem de goriiniis gecerliligi olan bir

otizm modeli olarak onerilmektedir (Ornoy ve ark., 2023).

Baska bir ¢calismada gebeligin 12. giiniinde 600 mg/kg VPA'ya maruz kalan ergen erkek
sicanlarda prefrontal korteksin tam transkriptom dizilimini ¢ikarmislardir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda farkli ekspresyon seviyeleri gosteren 3228 gen ve alternatif
birlestirme sergileyen 637 gen gozlemlemislerdir. Bu genler arasinda Huntington,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklari1 gibi nérolojik durumlarla iliskili genlerin yani sira
norogenezle baglantili yollar da bulmuslardir (Zhang ve ark., 2018). Diger bir ¢aligmada
dogum oncesi 12. giinde 600 mg/kg VPA'ya maruz kalan ergen erkek farelerin



beyinlerinin mikroarray analizini kullanarak tiim fare genomunu arastirdilar. Beyindeki
diferansiyel olarak eksprese edilen genler arasinda, salin verilen hayvanlarla
karsilastirildiginda 2761 genin yukari regiile edildigi ve 2883 genin ise asagi regiile
edildigi goriilmiistiir. Ek olarak, VPA tarafindan indiiklenen anormal gen ekspresyonu,
mTOR (rapamisinin memeli hedefi) sinyal yolu ile iliskilendirilmigtir. VPA verilen

yavrular sosyal etkilesim davranisinda bozulma gostermislerdir (Kotajima-Murakami ve
ark., 2019).

Hipokampal bagimli mekansal 6grenmeyi ve hafizayr degerlendirmek i¢in en yaygin
kullanilan yontemlerden biri Morris su labirentidir (Mifflin ve ark., 2021). Ciinkii
mekansal 6grenmenin hipokampal fonksiyona ve plastisiteye bagli oldugu bilinmektedir
(Jaramillo ve ark., 2017). Yilmaz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada nérogranin devre
dis1 birakilmis farelerde, uzamsal ve duygusal 6grenme kaybi ve insanlarda sinaptik
disfonksiyon ve hafiza performansi ile iliskilendirilmistir (Yilmaz ve ark., 2019).

Kemirgenlerde bilisi degerlendiren ¢esitli davranigsal gorevler gelistirilmistir.

Jaramillo ve arkadaslarmin yaptigi calismada ©nemli OSB risk genlerinden biri
(SHANK) Shank3E13, nakavt fareleri, yabani ik ve heterezigotlara kiyasla gizli
platforma ulagmak i¢in 6nemli Olglide artan bir gecikme siiresi sergilemistir. Hedef
platforma ulagsmadan once nakavt fareler, yabani irk ve het farelerine kiyasla deney
sirasinda daha uzun mesafeler kat etmiglerdir. Nakavt fareler ¢evre veya tigmotaksis
bolgesinde daha fazla zaman harcamigtir (Jaramillo ve ark., 2017; Canitano ve ark.,
2021). Sabet ve arkadaslarinin yaptig1 calismada erkek siganlarin dogum o6ncesi VPA
maruziyet uygulamasini takiben gelismis mekansal Ogrenme sergilemislerdir. Bu
durumu, baz1 otistik c¢ocuklarin yiliksek Ogrenme yetenegine sahip olmasiyla
iliskilendirmislerdir (Sabet ve ark., 2023). Baska bir ¢alismada ICR farelerine tek doz
300 mg/kg intraperitonal olarak enjekte edilen VPA dogum Oncesi ve erken dogum
sonrasinda uygulanmigtir. Her iki cinsiyetin de dogum 6ncesi ve dogum sonras1 VPA'ya
maruz kalan yavrularinda OSB benzeri davraniglar goriilmiistiir. Erkek farelerde
sosyallesmede azalma, calisma hafizasinda azalma ve normal hareket kabiliyeti

gbzlemlenmistir (Ornoy ve ark., 2023).

Calismamizda dogum sonrasit 14. giinde 500 mg/kg VPA ile indiiklenen C57BL/6

farelerde, 1 aylik erismekte olan (cocukluk donem) ve 2 aylik eriskin/yetiskin fare
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gruplart olusturuldu. Olusturulan fare gruplarinda (Kontrol, Salin ve VPA) davranis
testleri gerceklestirildi. Yaptigimiz morris su tanki deneyinde platforma ulasmada 2
aylik VPA grubunun 1. ve 2. giiniinde ciddi oranda platformu bulmada zorlandigi
goriilmistiir. 2 aylik VPA grubunda yiizme hizlarinda azalma ve platforma ulasma
stiresi artma belirlenmistir. 1 aylik olan VPA grubu Morris su tanki deneyinin 4.
giinlinde platforma ulasma hizi ve hareket mesafesi kontrole gore daha iyi performans
sergilemektedir. Bu bulgular kapsaminda literatiirle dogru orantida 2 aylik VPA erkek
fare grubunun hipokampal hafizasmin etkilendigi ve mekansal 6grenmenin hipokampal
fonksiyona ve plastisiteye bagli oldugu bilinmektedir (Jaramillo ve ark., 2017). Diger
bulgular dogrultusunda VPA grubu farelerin OSB benzeri davranis gosterdigini
vurgulamaktayiz. Ancak 1 aylik VPA grubu davranislarinda literatiire gore farklanma
gosterdigini fakat bazi calismalarin tam tersi yonde VPA uygulamasini takiben gelismis
mekansal 6grenme sergiledikleri gosterilmistir. 1 aylik VPA grubunun bu dogrultuda bir

davranis sergiledigi gdzlemlenmektedir.

Farelerde koku testi, koku algisini ve koku ile beyin arasindaki baglantiy1
degerlendirmek i¢in kullanilan bir davranis analizidir. Bu test, farelerin ¢esitli kokular
tanima ve ayirt etme yeteneklerini 6lgmek icin kullanilir (Ozkul ve ark., 2020). Ayrica,
kemirgenlerde VPA'ya maruz kalmanin koku alma duyusunu bozdugu belirtilmistir
(Favre ve ark., 2013; Moldrich ve ark.,, 2013). Bu bulgu, ¢evresel faktorlerin
norogelisim {izerindeki etkilerini anlamak i¢in Onemlidir ve Ozellikle OSB gibi
durumlarla iliskilendirilebilir. Bu tiir caligmalar, belirli kimyasallara maruz kalmanin
norolojik fonksiyonlar1 nasil etkileyebilecegini anlamak i¢in Onemli bir ipucu
saglamaktadir (Roullet ve ark., 2010). Roullet ve arkadaglarinin ¢alismasinda, VPA'ya
maruz kalan fare yavrularinin yuva arama davranislarinda gecikme oldugu
gosterilmistir. Yuva arama tepkisi (koku duyusuyla) sirasinda, bu fare yavrularinin evde
yatak bulma siirelerinin arttig1 belirtilmistir. Bu durum, VPA'nin farelerin sosyal
davraniglarini, 6zellikle de yuva arama davranislarini etkileyebilecegini diisiindiirebilir.
Bu tiir aragtirmalar, ¢evresel faktorlerin norogelisim {lizerindeki etkilerini anlamak ve
ozellikle OSB gibi durumlarla iligkilendirmek i¢in 6nemlidir (Roullet ve ark., 2010).
Calismamizda 1 aylik ve 2 aylik fare gruplarinda duyarlilik ve koku-beyin baglantisina

etkisini arastirmak icin koku testi uygulanmistir. Merkez alanda bulunun tar¢in
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kabuguna, 1 aylik VPA grubunun kokuya olan duyarliligin merkezi alanda vakit
gecirmeyerek, deney siiresince periferik alanda daha fazla zaman gegirdigi goriilmiistiir.
Koku yakimindaki merkez alanda ve periferik alanda gecirdikleri siireler
degerlendirildiginde kontrol grubunun kokuya ilgisine kiyasla VPA grubunun periferik
alanda daha fazla zaman gecirdigi goriilmiistiir. Duyussal olarak kokudan uzaklasma
egilimi veya ilgi gostermeme igerisinde olduklar1 tespit edilmistir. Bu bulgular
dogrultusunda VPA maruziyetinin koku reseptorleri {izerinde etkili oldugu diger
bulgular ile oOrtismektedir. Koku ile beyin arasindaki baglantinin bozuldugu net
yolaklar bilinmese de dogrulayici niteliktedir. Baz1 aragtirmalar, otistik bireylerin koku
algisinda ve koku ile iliskilendirilmis beyin aktivitesinde farkliliklar oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, koku testleri otizmi anlamak ve teshis etmek icin

potansiyel bir arag olabilir (Boudjarane ve ark., 2017).

Deney hayvanlarinda rahatlikla uygulanabilen agik alan testi, lokomotor aktivite ve
anksiyete hakkinda onemli ipuglart vermekte olup giiniimiizde hala tercih edilen
testlerden biridir. Ag¢ik alan testi sonucu tespit edilen lokomotor aktivitedeki pozitif
veya negatif degisiklikler, sirasiyla beyin fonksiyonlarinda iyilesme veya bozulmanin
gostergesi olabilir. Bu test ile kemirgenlerin genel saglik durumlart da
degerlendirilebilmektedir. Sagliksiz veya stresli hayvanlar daha az hareket etmektedir
(Acikgoz ve ark., 2022). Hayvanin kaygi benzeri davranislar sergileyip sergilemedigini
belirlemek icin hareket, yetistirme sikligt ve timarlama sikligi gibi parametreler
incelenmektedir. Tigmotaksis adi verilen duvarlara yakin yiirimek yani periferik alanda
gecirdigl siire, kendini timarlamak kaygi benzeri davraniglarin belirtisidir. Merkezi
bolgede daha fazla vakit geciren kemirgenin kaygis1 daha diisiiktiir (Kraeuter ve ark.,
2019; Sabet ve ark., 2023).

Kawada ve arkadaglarinin yaptigr ¢alismada, Hamile ICR fareleri; gebeligin 9.5.
giiniinde 500 mg/kg VPA'nin intraperitoneal enjeksiyonu yapilmistir. Dogum sonrasi
yavru farelerde OSB benzeri davranis sergiledigi ve artan kaygi, azalan kesif davranis
ve azalan sosyal iletisim yetenegi gozlemlemislerdir (Kawada ve ark., 2018). Baska bir
caligmada Balb/C farelerine gebeligin 12.5. giiniinde 600 mg/kg VPA intraperitoneal

enjeksiyonu yapilmistir. Bu farelerin OSB benzeri davranis sergiledikleri, yeni
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ortamlarin kesfedilmesinde ve riskin degerlendirilmesinde anormal davranislar

gosterdikleri bulunmustur (Dos Santos ve ark., 2021).

Fereshetyan ve arkadaslarinin yaptigi calismada, hamile Sprague-Dawley sicanlari,
embriyonik 12.5 giinde 500 mgkg VPA ile dogum oncesi tek intraperitoneal
enjeksiyonuna maruz birakmigslardir. Farkli bir gruba yavrulara dogum sonrasi 5-12.
giinlerde 200 mg/kg VPA verilmistir. PND 30-40 (ergenlik) ve PND 60-70 (yetiskinlik)
tizerinde bir dizi farkli davranis testi gerceklestirmislerdir. Dogum oncesi veya dogum
sonrast VPA verilen yavrularda tespit edilen OSB benzeri davranis gozlemlenmistir.
Pasif oyun davranisi, sosyal etkilesim i¢in diisiik tercih, artan tekrarlayan davranis,
lokomotor hiperaktivite, diisiik kesif aktivitesi ve azalmis kaygi gozlemlenmistir
(Fereshetyan ve ark., 2021). Calismamizda 1 aylik (¢ocukluk donem) ve 2 aylik
(eriskin/yetigkin) fare gruplarinda agik alan testi yapilmustir. 1 aylik VPA grubunun 1
aylik kontrol grubuna gore periferik alanda daha uzun zaman gecirdigi, merkezi alanda
fazla stire gecirmedikleri gozlemlenmistir. Gruplar arasi kat ettigi mesafe ve hiz
karsilagtirildiginda VPA 1 aylik farelerde 1 aylik salin ve kontrol grubuna kiyasla total
hareketin ve hizin azaldigi tespit edilmistir. Elde ettigimiz veriler literatiir
dogrultusunda VPA grubundaki 1 aylik farelerin kesif merakinda azalma, anksiyetesinin
arttigr goriilmiistiir. Farklanma olarak lokomotor aktivitesinde azalma bulunmustur. Hiz
ve hareketlerinde azalmalarla kaygilarin arttigi gortilmistiir. Bu bulgular ile OSB

benzeri davranig gosterdikleri diistiniilmektedir.

Fareler ve sicanlar ebeveynlik ve yuva yapma, genglik oyunlari, cinsel ve saldirgan
davraniglar gibi ¢ok ¢esitli sosyal davraniglara sahip sosyal tiirlerdir. Olagandis1 sosyal
davraniglarin ana bilesen oldugu ndrogelisimsel bozukluklarin modellenmesinin faydali
olacag: distiniilmektedir (Acikgoz ve ark., 2022). Kaygiyr dlgmek amaciyla 1970'
yillarda sosyal etkilesim testi gelistirilmistir. Azalan kovalama ve koklama davranislari
(ara ylizey ve anogenital) ve artan aktif kacinma davranisi, hayvanin sosyalliginin
azaldigin1 gostermektedir. OSB belirtilerini degerlendirmek i¢in yaygin olarak bu test
kullanilmaktadir (Kraeuter ve ark., 2019).

Win-Shwe ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada hamile Sprague-Dawley siganlari,
gebeligin 12.5. giinlinde intraperitoneal 600 mg/kg VPA enjeksiyonu yapmuslardir.

Yetigkin erkek sicanlarda OSB benzeri davraniglar ortaya cikmistir. Sosyallesmede
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bozulma ve sosyal yenilik tercihinde bozulma goézlemlenmistir (Win-Shwe ve ark.,
2018). Baska bir ¢alismada VPA'nin kemirgenler {izerinde sosyal bozukluk, tekrarlayan
davraniglar gibi temel OSB benzeri davraniglar tanimlanmistir (Chaliha ve ark., 2020).
Kotajima-Murakami ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada gebeligin 12.5. giiniinde
hamile farelere 600 mg/kg VPA'nin intraperitonal olarak enjeksiyon yapilmis ve farede
sosyal etkilesimin azaldigi gozlemlenmistir (Kotajima-Murakami ve ark., 2019).
Calismamizda 1 aylik ve 2 aylik fare gruplarinda sosyal etkilesim testi yapilmistir. VPA
grubu fareler kontrole kiyasla yabanci fareye az ilgi gostermistir. VPA grubu farelerin,
tanidik kafesteki fare alaninda fazla ilgilendigi bulunmustur. VPA grubunda kontrol
gruplaria kiyasla sosyal bozulma goriilmiistiir. Bu da 1 aylik VPA grubunda sosyal
davranisin azaldigi anlamina gelmektedir. Bu bulgularimiz literatiir ile ayni bulgulari
paylasmus ve sosyal bozukluk tespit edilerek OSB benzeri davranig gosterdigi

goriilmektedir.

Cesitli kanitlar, OSB’nda hipokampusun anahtar roliine igaret etmektedir. Bildirimsel
hafiza yeteneginin artmasiyla birlikte, hipokampal hacimde degisiklik ve kisi ve
duyguyla ilgili uyaranlara iliskin hafizadaki eksiklikler rapor edilmistir (Rexrode ve
ark., 2024). Fare modelleri, sinaptik plastisitenin azalmasiyla birlikte OSB ile iligkili
sosyal hafiza islev bozuklugunda hipokampusun kritik bir rol oynadigin1 gdstermistir
(Rexrode ve ark., 2024). Norogelisimsel siireclerdeki anormallikler OSB'nin temel
ozellikleridir ve hipokampal fonksiyon bozukluguna katkida bulunabilir. Cesitli
kanitlar, degisen norogelisimin OSB'de anahtar rol oynadigini1 géstermektedir ve néron
goclinde anormallikler de rapor edilmistir (Avino ve ark., 2018; Weir ve ark., 2018).
Rexrode ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada OSB'li cocuklarin hipokampusunda molekiiler
anormallikler tespit etmiglerdir. OSB ile kontrol arasinda gen ekspresyonu farkliliklar
goriilmustir. Sinaptik diizenlemede yer alan cesitli yollarda gen ekspresyonunun
azalma, sinaptik belirteclerin mRNA ve protein ekspresyonunun azalmasit ve OSB'li
cocuklarin gelismekte olan hipokampusunda sinaptik sinyallemenin azaldigini
gostermislerdir. OSB'deki NMDA reseptor degisiklikleri ve omurga degisiklikleriyle
iligkili olan sinaptik isaretleyici Psd-95'in protein ekspresyonunun azaldigin
gbzlemlemislerdir. OSB'li ¢ocuklarda kan damarlarinin diizenlenmesinde rol oynayan

gen yolaklart ise yukari1 dogru diizenlenmistir (Rexrode ve ark., 2024).
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Sinaptik islev ve esneklik, 6grenme ve hafiza i¢in kritik 6neme sahiptir. OSB'de 6nemli
Olctlide etkilenir. Sinaptik fonksiyon, gen mutasyonu ve sinaptik degisiklikler arasinda
koprii kurmak, OSB'yi anlamak i¢in ¢ok Onemlidir (Leow ve ark., 2024). OSB'li
hastalarin beyinlerinde yapilan ilk kapsamli gen ekspresyonu analizi, otistik ve normal
beyin arasindaki transkriptom organizasyonundaki farkliliklar oldugu bildirilmistir
(Chaste ve ark., 2012). OSB!'li bireylerin beyinleri kontrollerle karsilastirildiginda néron
ve sinapsla ilgili genlerin asag1 regiilasyonunu ve mikroglia beraberinde bagisiklikla
ilgili genlerin yukar1 regiilasyonunu tanimlamistir. Bu gen ifadesinde kiiciik ama

anlaml farkliliklar icermektedir (Willsey ve ark., 2022).

Erkek beyninde baskin olan genlerin ifadesindeki bozulmalarin OSB beyinlerinde
yaygin olarak bulunmasi, sinaptik degisime isaret etmektedir. OSB'in agirlikli olarak
erkek beyninde kritik hiicresel/sinaptik aktiviteleri bozabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Hiicre
sayilarindan ziyade hiicresel durumlardaki farkliliklar, otizm yatkinliginin cinsiyete

dayal1 norogenetik temeline dair bilgiler sunmaktadir (Leow ve ark., 2024).

Sinapslardaki protein omrii, beyin gelisimi ve yaslanma, 6grenme ve hafiza i¢in
onemlidir. En uzun Psd-95 protein 6mriine sahip sinapslar izokortekste (neokorteks) ve
hipokampal formasyonda (HPF) yogunlasmistir.  Olfactory bulbus glomeriiler
katmaninda en kisa Omriine sahip (1-2 giin) alt bolgeler arasinda PSD-95
gozlemislerdir. 3 ila 6 ay arasinda, bireysel uyarici sinapslardaki PSD-95 miktarlari
sabit kaldiginda, tiim beyin bdlgelerindeki sinapslarin biiyliik ¢cogunlugunun PSD-95
icerigini birkag¢ gilin veya hafta icinde degistirdigi goriilmiistiir. Bu, proteostazin siirekli
olarak uyarict sinaps proteomunu yeniden olusturdugunu ve farenin yasami boyunca
beyin sinapslarinin ¢ogunda bunu bir¢ok kez yaptigini1 gostermektedir (Bulovaite ve
ark., 2022). Beyin sinapslari, Psd-95 protein yasam siireleri acisindan biiyiik farkliliklar
gosterdigi ve bunlarin farkli mekansal dagilimlar1 oldugu bulunmustur (Bulovaite ve
ark., 2022). En uzun protein omriine sahip sinaps alt tiplerini Lateral Parietal Lobe
(LPL) sinapslari, en kisa protein dmriine sahip olanlar1 ise Superior Parietal Lobule
(SPL) sinapslardir. Yetigkin fare beynindeki baz1 LPL sinapslari, Psd-95'i aylarca tutma
potansiyeli géstermistir. Bu durum proteom stabilitesinin gostergesidir. 3 hafta ile 18 ay

arasinda tiim beyinde Psd-95'in dmriinde asamali bir uzama meydana gelir. Yaslanan
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fare beyninde genel bir sinaps sayisi kaybi olusur ve yaslilikta tercihen tutulan LPL

sinapslaridir (Bulovaite ve ark., 2022).

Psd-95 anormalliginin, OSB ve diger zihinsel hastaliklar gibi norogelisimsel
bozukluklarin nedenlerinden biri oldugu disiiniilmektedir (Wang ve ark., 2022). Psd-95
ifadesinde degisikliklere yol agan manipiilasyonlar, farelerde 6grenme ve hafiza
performansinda eksikliklere, bozulmus motor fonksiyona ve anormal sosyal davranisa
neden olabilir (Winkler ve ark., 2018). Tsai ve ark. otizmle ilgili ¢oklu genlerin,
sinaptik plastisiteyi gelistirmeye elverisli olan Psd-95'in proteazom bozulmasini
diizenleyerek uyarici sinapslarin ortadan kaldirilmasini destekleyebilecegini gostermistir

(Tsai ve ark., 2012).

Calismamizda dogum sonrasi 14. giinde 500 mg/kg VPA ile indiiklenen C57BL/6
farelerde, 1 aylik erismekte olan (cocukluk dénem) ve 2 aylik eriskin/yetiskin fare
gruplart olusturuldu. Olusturulan fare gruplarinda (Kontrol, Salin ve VPA) davranis
testleri gerceklestirildi. Davranis deneylerinin ardindan 1 ve 2 aylik gruplardaki
farelerin hipokampus, prefrontal korteks ve olfactory bulbus dokularinda DIg4 ve Nrng

gen ve protein ekspresyon seviyeleri arastirilan literatiirdeki ilk ¢alismadar.

Huang ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada, 12. giinde 600 mg/kg VPA'ya maruz birakilan
50 giinliik erkek sican hipokampusunda bir mikroarray kullanarak gen ekspresyon
analizini arastirmislardir. Farkli sekilde ifade edilen 721 genin ¢cogunlugu asagi dogru
diizenlenmigstir. VPA'ya maruz kalan sican hipokampusunda diferansiyel olarak
eksprese edilen genlerin zenginlestirme analizi, plazma zari, G-protein sinyali, amin

baglanmasi ve kalsiyum sinyali ile iliskileri ortaya ¢ikarmislardir (Huang ve ark., 2016).

Psd-95 uyarict sinapslarin postsinaptik terminalinde oldukga bol bulunan bir proteindir.
Glutamat reseptorlerinin ve diger proteinlerin sinaptik giicli, sinaptik plastisiteyi ve
o0grenmeyi kontrol eden sinyal kompleksleri halinde birlestirilmesinde 6nemli bir rol
oynar. 3 ila 6 ay arasinda, bireysel uyarict sinapslardaki PSD-95 miktarlar1 sabit
kaldiginda, tiim beyin bolgelerindeki sinapslarin biiyiik ¢cogunlugunun Psd-95 igerigini
birka¢ giin veya hafta icinde degistirdigi goriilmiistiir. Bu, proteostazin siirekli olarak
uyarici sinaps proteomunu yeniden olusturdugunu ve farenin yasami boyunca beyin

sinapslariin ¢ogunda bunu bir¢ok kez yaptigin1 gosterir (Svrisky ve ark., 2020).
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Norogranin'in postsinaptik duyarlilig1 arttirdigi ve bu artis1 N-metil-d-aspartat reseptorii
(NMDAR) bagl bir sekilde yiikselttigi bulunmustur. Bir postsinaptik protein olarak
norogranin sinaps kaybi veya islev bozuklugu i¢in umut verici bir biyobelirte¢ olarak
Onerilmistir (Santillo ve ark., 2019). NMDA reseptor aktivasyonu, nérograninin hem
fosforilasyonunda hem de oksidasyonunda gecici artiglara yol acar. Norogranin,
oncelikle sinaptik sonrasi dendritik dikenlerde bulunur (Svirsky ve ark., 2020). Svirsky
ve arkadaglar1 sicanlarda travmatik beyin hasar1 olusturarak nérogranin ve Psd-95
ekspresyonu degerlendirmislerdir. Kortikal darbeye (CCI) ya da kontrol ameliyatina
tabi tutulan si¢anlarda norogranin ve Psd-95 ekspresyonunun, yaralanmadan 24 saat
sonraki diizeylerinde diisiisler ile dendritik kayba sebep oldugu gozlemlenmistir. Ayrica
hipokampustaki norogranin seviyelerinin azalarak Psd-95'ten farkli ekspresyon
modelleri gosterdigini  bildirmislerdir. Bununla birlikte, ndrogranin diizeyleri
yaralanmadan 4 hafta sonra baslangic diizeyine gelirken, kontrolle kiyasla
karsilastirildiginda Psd-95 ekspresyonunda 6nemli bir artig gozlemlemislerdir. Spesifik
olarak, Psd-95'in asir1 ekspresyonu omurga olgunlasmasini ilerletir ve genel sayiyi

arttirirken, azalan seviyeler uygun biiylimeyi bozar ve yogunlugu azaltir (Svrisky ve

ark., 2020).

Bulovaite ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada otistik fare modelinde, beyindeki Psd-95
sinaptik proteinin yagsam siiresinde beyin ¢apinda bir artig goriilmiistiir. Bu ¢ocukluk ve
genc/eriskin bozukluklarina neden olan germ hatti hastaligiyla ilgili mutasyonlarin
sinaps protein Omrii lizerinde etkili oldugunu gostermislerdir (Bulovaite ve ark., 2022).
Coley ve arkadaslarinin sonuglart Psd-95 miktarinin artmasinin OSB’yi tetikleyecegi

yoniinde hipotez sunmaktadir (Coley ve ark., 2018).

Calismamizda DIg4 (farede Psd-95 karsiligl) gen ekspresyon sonuglarina baktigimizda
hipokampusta (HK) kontrol grubuna kiyasla VPA grubunda 1 ve 2 aylik donemlerde
gen ifadesinin azaldigi gortilmiistiir. Prefrontal korteks (PK) bolgesinde 1 aylik VPA
grubu 1 aylik kontrole gore DIg4 gen ekspresyon seviyesinde azalma gorilmistiir. 2
aylik gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda 2 aylik kontrol grubuna gore iki aylik
VPA grubunda DIg4 gen ifadesinin artig1 gozlemlenmistir. Olfactory bulbus (OB) beyin
bolgesi, PK bolgesine benzer DIg4 ekspresyon seviyesi gosterdigi gozlemlenmistir. Bu
HK, PK ve OB beyin bdlgelerinin gen seviyesindeki degisikliklerine ek olarak, protein
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seviyelerine bakildiginda; HK beyin bolgesinde 2 aylik VPA grubu 2 aylik kontrole
gore Psd-95 protein seviyesinin arttigi gézlemlenmistir. 1 aylik VPA grubu 1 aylik
kontrole gore ufak bir farklanma ile Psd-95 protein seviyesi nerdeyse daha az oldugu
gozlemlenmistir. PK beyin bolgesinde 1 ve 2 aylik VPA gruplar1 kendi kontrollere gore
Psd-95 protein seviyelerinin esit oldugu gozlemlenmistir. OB beyin bdlgesinde 1 aylik
VPA grubu ile 1 aylik kontrol gurubu Psd-95 protein seviyelerinin esit oldugu 2 aylik
VPA grubun 2 aylik kontrole gore Psd-95 protein seviyesinde azalma gézlemlenmistir.
Bu bulgularin korelasyonu ele alindiginda HK 1 aylik VPA grubu Psd-95 korelasyonu
sabit kalmistir. 2 aylik VPA grubu korelasyonu pozitif gézlemlenmistir. PK 1 aylik
VPA grubu Psd-95 pozitif korelasyon goriiliirken 2 aylik VPA grubunda korelasyon
negatif gozlemlenmistir. Olfactory bulbus beyin boélgesinde 1 aylik VPA grubun
korelasyon negatif gézlemlenirken 2 aylik VPA grubunda korelasyon pozitif yonde artis

gozlenmistir.

Nrgn gen ekspresyon seviyelere bakildiginda HC beyin bdlgesinde 1 aylik VPA grubu 1
aylik kontrole gore Nrgn gen ekspresyon seviyesinde ciddi bir artis gézlemlenmistir. 2
aylik VPA grubunda ise 2 aylik kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalig
gozlemlenmistir. PK beyin bolgesinde Nrgn 1 aylik VPA grubu 1 aylik kontrole gore
gen ekspresyon seviyesinde artis gdzlemlenmistir. 2 aylik kontrole gore 2 aylik VPA
Nrgn gen ekspresyon seviyesinde biraz da olsa artis goriilmiistiir. OB beyin bdlgesinde
1 aylik VPA grubunda 1 aylik kontrole gore ekspresyon seviyeleri esit gibi goriinse de 2
aylik VPA grubunda 2 aylik kontrole gore Nrgn gen ekspresyon seviyesinde azalma
goriilmiistiir. HK beyin bolgesinde 1 aylik kontrol ve VPA grubu Nrgn protein
seviyelerinin benzer diizeyde oldugu gozlemlenmistir. 2 Aylik VPA grubunda 2 aylik
kontrole kiyasla Nrgn protein seviyesinde artig gozlemlenmistir. PK beyin bolgesinde 1
aylik VPA grubunda kontrole gére Nrgn protein seviyesinde artis gozlemlenmistir. 2
aylik VPA grubunda 2 aylik kontrole gore Nrgn seviyesindeki artisin daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. 2 aylik VPA grubunun 1 aylik VPA grubuna gore Nrgn protein
seviyesinde anlamli bir artig gézlemlenmistir. OB beyin bolgesinde 1 ve 2 aylik VPA
grubu kendi kontrollerine kiyasla protein seviyelerinde artis gbézlemlenmistir. Bu
bulgularin korelasyonu ele alindiginda Nrgn hipokampusta 1 ve 2 aylik VPA grubunda
korelasyon negatif gozlemlenmistir. Nrgn 1 aylik VPA grubunda pozitif korelasyon
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gozlemlenirken 2 aylik VPA grubunda Nrgn ciddi bir negatif korelasyon gostermistir.
Norogranin olfactory bulbus beyin bolgesinde 1 ve 2 aylik VPA grubun negatif

korelasyon gozlemlenmistir.

Literatiire bakildiginda ¢alismamizda buldugumuz Psd-95 ekspresyon seviyelerindeki
diizensizlikle diger caligmalardaki bulgularin birbiriyle ortiistiigii goriilmektedir. Bazi
caligmalar, otizmli bireylerde PSD-95 ekspresyonunda diizensizlikler oldugunu
gostermektedir (Rexrode ve ark., 2024). Otistik fare modeli beyindeki Psd-95
ekspresyon diizensizlikleri (DIg4 geni sinaptik yapinin olusumu ve islevinde kritik bir
rol oynar) noronal uyarim (Glutamaterjik sistem) ve inhibisyon (GABAerjik sistem)
arasinda dengesizlige neden olabilecek gen ifadesinde degisikliklere neden oldugu
literatiirde bilinmektedir (Rexrode ve ark., 2024; Bulovaite ve ark., 2022; Coley ve ark.,
2017). Calismamizda beyindeki uyaricit (excitatory) ve baskilayici (inhibitory) E/I
(excitation/inhibition) oraninda dengesizlik oldugunu gostermektedir. Bununla beraber
PSD-95 ve Nrgn sinaptik proteinlerdeki dengesizlik, AMPA reseptér kompozisyonu ve
fonksiyonunun yani sira NMDAR stabilizasyonu ve kinetigini de degistirecek,
dolayistyla glutamaterjik iletimin Degismesi s6z konusu olabilir ancak ¢alismamizda bu
yonlii aragtirma yapilmamistir. Psd-95 ve norogranin gibi sinaptik proteinler, sinir
hiicreleri arasindaki baglantilarin giigclenmesi ve plastisitesinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. 1 aylik farelerde Psd-95 ekspresyonundaki azaliy ve ndrogranin
ekspresyonundaki artig, sinaptik plastisite iizerinde erken donemdeki degisiklikleri
gosterebilir. Bununla birlikte, 2 aylik farelerde Psd-95 ekspresyonundaki artis ve
Norogranin ekspresyonundaki azalis, olgunlagsma siirecinde sinaptik stabilite ve
plastisitenin farkli bir diizensizligini yansitabilir. Ayrica, bu bulgular, 6zellikle uyaric
ve baskilayici sinirsel iletim arasindaki dengesizliklerin ve sinaptik plastisitenin erken
ve olgunlasma donemlerindeki farkliliklarin ve farkli dokulardaki sinaptik degisimin
otizm patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gosterir. Ozellikle, erken
donemde artan Norogranin ekspresyonu, sinirsel baglantilarin asiri giiclenmesi veya
asir1 sinaptik plastisiteyi isaret edebilir. Sinaptik proteinlerdeki degisiklikler, sinir
hiicreleri arasindaki iletisimde ve sinaptik islevdeki bozukluklar1 isaret edebilir. Bu
nedenle hem VPA hem de diger modellerde OSB’nin etiyolojisine sinaptik

proteinlerdeki degisimlerinin nasil yansidigi arastirilmalidir.
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Calismamizda, farkli gelisim donemlerinde (1 aylik ve 2 aylik) sinaptik yapinin Psd-95
ve Nrgn ekspresyonlar1 iizerinde li¢ farkli beyin dokusunda nasil sekillendigini
arastirdik. Literatiirde daha 6nceden sizofreni ile iliskilendirilmis bir gen olan Nrgn ilk
defa otistik fare modelinde calisildi. Yine bu calisma ile farkli gelisim donemlerinde

hem ekspresyon hem protein diizeyleri belirlendi.

Bulgularimiz dogrultusunda;

1. Uyarici ve Baskilayic1 Dengesizlikler:

Otizmli bireylerde ve otistik fare modellerinde, uyaricit (excitatory) ve baskilayici
(inhibitory) sinirsel iletim arasindaki dengesizlikler sik¢a bildirilmektedir. Bu
dengesizlikler, otistik fenotiplerin altinda yatan temel mekanizmalardan biri olarak
kabul edilir. Caligmamizdaki bulgular, bu dengesizliklerin Psd-95 ve Norogranin gibi

sinaptik proteinlerdeki degisikliklerle iligkili olabilecegini 6ne siirmektedir.
2. Sinaptik Plastisite ve Olgunlagma Siireci:

Psd-95 ve Norogranin gibi sinaptik proteinler, sinir hiicreleri arasindaki baglantilarin
gliclenmesi ve plastisitesinin diizenlenmesinde kritik rol oynar. 1 aylik farelerde Psd-95
ekspresyonundaki azalis ve Norogranin ekspresyonundaki artis, erken déonemde sinaptik
plastisite tizerindeki degisiklikleri yansitabilir. Ancak, 2 aylik farelerde Psd-95
ekspresyonundaki artis ve Norogranin ekspresyonundaki azalis, sinaptik stabilite ve

olgunlagma siirecinde farkli bir diizenlemeyi isaret edebilir.
3. Glutamaterjik Iletimin Degisimi:

Psd-95 ve Norogranin gibi sinaptik proteinlerin dengesizlikleri, AMPA reseptor
kompozisyonunu ve fonksiyonunu etkileyebilir, bu da glutamaterjik iletimi
degistirebilir. Bu degisiklikler, otizmin glutamaterjik sistemdeki bozulmalarini

aciklayabilir ve sinirsel iletisimdeki dengesizliklere katkida bulunabilir

Sonug olarak;

*¢ Yapilan davranis deneylerin sonucunda fareler OSB benzeri davranis

gosterdi.

< 1lk kez sizofreni ile iliskilendirilen Norogranin sinaptik proteininin otizm ile

ilk kez iligkisi bu hayvan modeli {lizerinde gosterildi. Norograninin, 1 ve 2
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aylik farelerde ekspresyon ve protein seviyelerindeki farklilasmalarin otizm
ile iligkili olabilecegi yonde degerlendirildi. Norograninin otizmle iliskisini
kesin olarak agiklamak icin klinik calismalara ve otistik fare modellerini

iceren daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ oldugu aciktir.

VPA ile indiiklenen otistik fare modelinde Psd-95 sinaptik protein diizeyi ilk

kez arastirildu.

VPA ile indiiklenen otistik fare modelindeki ¢alismalar genellikle davranig
deneyleri diizeyinde birakilmig, gen ve protein diizeylerinin arastirildigi

caligmalar ise literatiirde az bulunmaktadir.

Sinirsel mekanizmalarint ve gelisimsel etkilerini anlamada otizmin erken
teshis ve tedavisinde potansiyel yeni hedeflerin belirlenmesine ve daha etkili

terapotik stratejilerin gelistirilmesine yol agabilir.

Dolayisiyla bizim ¢alismamiz literatiire yeni bilgiler katacak ve daha sonra

yapacagimiz ¢aligsmalara da oncii olacaktir.
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	2.2.1. Talidomid ile Model Oluşturma
	Talidomid veya 2-(2,6-dioksopiperidin-3-il) izoindolin-1,3-dione (Şekil 6), 1950 yılında ilk kez sentezlendi ve sakinleştirici ilaç olarak reçetede yer aldı. Talidomid'in kemirgenler üzerindeki etkileri primatlar üzerindeki öngörülemeyen etkileri fark...
	Yapılan bir çalışmada talidomid embriyopatisi olan 86 hastadan oluşan rapor sonucunda, bu hastaların dördü otistik bozukluk kriterlerini karşılamaktadır. Talidomid embriyopatisi olan hastalarda genel populasyona göre 50 kat daha fazla otizm görülme ol...
	Talidomid, bir reseptör veya hücre içi moleküllerle etkileşime girebilir. Aynı zamanda DNA ile doğrudan etkileşime girerek normal DNA metilasyon paterninde değişikliklerle birlikte gen ekspresyonunda değişikliklere yol açabileceği düşünülmektedir (Toc...
	2.2.2. Etanol ile Model Oluşturma
	Etanol günümüzde kötüye yönelik kullanımı, özellikle hamilelik dönemde tüketiminin birçok ülkede artması nedeniyle bir halk sağlığı sorunu haline gelmektedir (Lamy ve ark., 2010). Etanole gebelikte maruz kalan çocuklar, “fetal alkol sendromu” terimi a...
	Etanol molekülü (Şekil 2.7) olası teratojenik etkilerini, hücre proliferasyonu, hücre göçü ve apoptozun serbest bırakılması gibi çeşitli mekanizmalar yoluyla gösterir. Ayrıca hücrelerin epigenetik modelini değiştirerek anormal gen ekspresyonuna yol aç...

	Doğu Avrupa'dan evlat edinilen fetal alkol sendromlu 21 çocuktan oluşan bir grubun 2'sine (%10) otizm tanısı konulmuştur (Landgren ve ark. 2010). Etanole maruz kalmayla ilgili vaka raporları, otizm için kritik olabilecek dönemi tam olarak bilinmemekte...
	2.2.3. VPA ile Model Oluşturma
	Valproik asit (VPA) veya 2-propilpentanoik asit, kısa zincirli bir yağ asididir (Şekil 8). Yaygın olarak kullanılan antiepileptik ilaçtır. Duygudurum dengeleyici olarak kullanılmaktadır. VPA, epilepsi tedavisinde yaygın olarak kullanılan çok hedefli b...

	VPA, 1974'ten beri antikonvülsan olarak piyasada bulunmaktadır. Çeşitli epilepsi türlerine karşı duygudurum dengeleyici olarak birçok ülkede kullanılmaktadır. Ana etkilerinden biri, beyindeki gama amino bütirik asit (GABA) seviyesini artırmaktır. İnhi...
	VPA, bilişsel yeteneklerin azalmasına ve dil bozukluğuna neden olan nörogelişimsel sorunların oranını artırır. OSB ve Dikkat Eksikliği Hiperaktivite Bozukluğu (DEHB) gibi spesifik nörogelişimsel sendromların prevalansını artırır (Ornoy ve ark., 2023)....
	VPA'nın güçlü teratojeni olduğunun anlaşılmasıyla çeşitli suşların farklı laboratuvar hayvan türlerini (fareler, sıçanlar, zebra balıkları, hamsterlar, drosophila, tavuk, buzağı, tavşanlar ve maymunlar) kullanan birçok çalışma, olumsuz etkileri özetle...
	OSB'li yetişkinlerde beyin bağlantısının küçük otistik çocuklardan farklı olduğunu göstermektedir. Genel olarak yetişkinler, bilişsel görevlerle meşgul olan beyin alanları arasında yetersiz bağlantı sergilerken, çocuklar tüm beyinde ve duyusal ve çağr...
	İdiyopatik otizm için bir model olan VPA modeli, farklı beyin bölgelerindeki nöral hiper bağlantı dahil olmak üzere davranışsal eksiklikler ve nöral eksiklikler için iyi karakterize edilmiştir (Dorsey ve ark., 2024). Kemirgenlerde VPA'ya maruz kalmanı...
	VPA'ya maruz kalan sıçanlarda ve farelerde de sosyal etkileşim eksiklikleri, üç odacıklı sosyal yaklaşım testi kullanılarak gösterilmektedir. Kemirgenlerde sosyalliği değerlendirmek için yaygın olarak kullanılan, standartlaştırılmış bir testtir (White...
	3. GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1. GEREÇLER
	3.1.1. Kullanılan Cihazlar
	Çalışma boyunca kullanılan cihazların listesi Tablo 3.1’de belirtilmiştir.
	3.1.2. Kullanılan Kimyasallar
	Çalışma boyunca kullanılan kimyasal, sarf malzeme ve kitlerin listesi Tablo 3.2 ’de verilmiştir.
	3.2.YÖNTEM
	3.2.1. Hayvan Gruplarının Oluşturulması
	Bu çalışmada Erciyes Üniversitesi Betül-Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi, Transgenik biriminde kullanılan hayvanlar en uygun koşullarda barınmaktadırlar. Deney hayvanlarımız uygun kafes sistemi (min. kafes alanı: 180cm2 ve min. kafes yüksekliği: 1...

	3.2.1.1. Kontrol Grubu;
	Grup 1: Bu çalışmada Betül-Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi, Transgenik biriminde mevcut olan 1 aylık, C57BL/6 ırkı 10 adet erkek fareler kullanıldı.  Fareler 1 aylık olduktan sonra gruptaki 10 adet fareye morris yüzme, açık alan, sosyal ve koku d...
	Grup 2: Bu çalışmada Betül-Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi, Transgenik biriminde mevcut olan ortalama 60 günlük (2 aylık), C57BL/6 ırkı 10 erkek fareler kullanıldı. Fareler 2 aylık olduktan sonra gruptaki 10 adet fareye morris yüzme, açık alan, s...

	3.2.1.2. VPA Grubu;
	Grup 3: Çiftleşmede gebe kalan dişi fare, doğum sonrası erkek fareler deneyde kullanılmak üzere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrıldı. Yavru fareler 14. günde intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg VPA enjeksiyonu yapıldı. Fareler 1 aylık olduklarında g...
	Grup 4: Çiftleşmede gebe kalan dişi fare, doğum sonrası erkek fareler deneyde kullanılmak üzere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrıldı. Yavru farelere 14. günde intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg VPA enjeksiyonu yapıldı. Fareler 2 aylık olduklarında ...

	3.2.1.3. Salin Grubu;
	Grup 5: Çiftleşmede gebe kalan dişi fare, doğum sonrası erkek fareler deneyde kullanılmak üzere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrıldı. Yavru fareler 14. günde intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg Salin enjeksiyonu yapıldı. Fareler 1 aylık olduklarında...
	Grup 6: Çiftleşmede gebe kalan dişi fare, doğum sonrası erkek fareler deneyde kullanılmak üzere 10 adet erkek C57BL/6 fare ayrıldı. Yavru farelere 14. günde intraperitonal olarak tek bir 500 mg/kg Salin enjeksiyonu yapıldı. Fareler 2 aylık olduklarınd...

	3.2.2. Davranış Deneylerinin Yapılması
	3.2.2.1. Açık Alan Testi
	A.                  B.

	3.2.2.2. Sosyal İnteraksiyon Testi
	Sosyal Test, kemirgenlerde sosyal davranışları nicelleştirmek için kullanılan bir yöntemdir (Şekil 10). Kemirgenler genellikle başka bir kemirgenle (sosyallikle) daha fazla zaman geçirmeyi tercih eder ve yeni bir yabancıyı tanıdık olandan (sosyal yeni...
	3.2.2.3. Morris Su Labirenti
	3.2.2.4. Koku Testi
	Koku testi, farelerde kokuya duyarlılık ve koku-beyin bağlantısı düzeyini ölçmek için kullanılan bir davranış analizidir. Düzenek açık alan testinde olduğu gibi hazırlandı ve düzeneğin ortasına 7 cm uzunluğunda bir tarçın çubuğu yerleştirildi (Şekil 1...
	3.2.3. Dokularin Alınması
	Deney gruplarının aşamaları tamamlandıktan sonra fareler kesim için hazırlanacak ve kesim için kullanılacak cerrahi malzemeler daha önce sterilize edildi. Alınan dokulardan RNA izolasyonu ve ELISA aşağıda belirtilen yöntemler ile yapıldı (Şekil 13).
	3.2.3.1. Total RNA İzolasyonu
	Hipokampus, prefrontal korteks ve olfactory Bulbus dokularından total RNA izolasyonu Trizol (Roche) yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi (Şener ve ark., 2023). Total doku örneği alındıktan hemen sonra, 1.5 ml'lik ependorfa alındı. Üzerine 500 µl Triz...
	3.2.3.2. cDNA Sentezi
	Elde edilen Total RNA örneklerinden ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi için üretici firmanın önerisi doğrultusunda cDNA sentezi yapıldı. Çalışmaya başlamadan önce, bütün RNA örnekleri için 96 kuyucuklu bir plate için çalışma düzeneği oluşturuld...
	3.2.3.3. Real Time PCR
	cDNA sentezi yapıldıktan sonra Dlg4 (Psd95’in faredeki karşılığı) ve Nrgn (Nörogranin) genlerinin mRNA ekspresyon düzeyleri uygun primerler kullanılarak Real Time PCR’da belirlendi. Her bir malzeme örnek sayısı kadar alınarak karışım oluşturuldu. Ardı...
	3.2.3.4. Protein İzolasyonu ve ELISA
	Alınacak olan beyin dokuları kesildikten sonra ağırlığı kontrol edildi. Cryo tüp içine alınan dokulara 500 µl PBS eklenerek sıvı nitrojenle hızla donduruldu. Numuneler donduktan sonra -80 C'de saklandı. Doku, şırınga veya homojenizatör ile homojenize ...
	Standartlar önceden belirlenmiş seyreltme miktarına göre küçük tüplere seyreltildi. Ardından, her tüpten 50 ml'lik hacim pipetlenerek her biri 2 kuyucuğa eklendi. Mikroelisa strip plakasında, boş kontrol olarak bir kuyucuk boş bırakıldı. Numune kuyucu...
	Kapatma plakası membranı ile kapatıldıktan sonra 37 C'de 30 dakika inkübe edildi. Konsantre yıkama tamponu otoklavlı distile su ile seyreltildi. Kapatma plakası zarı dikkatlice açılarak, aspire edildi ve yıkama solüsyonu tekrar dolduruldu. 30 saniye d...
	Kontrol kuyusu dışındaki her kuyucuğa 50 ml Reaktif eklendi. Kapatma plakası membranı ile kapatıldıktan sonra 37 C'de 30 dakika inkübe edildi. Kapatma plakası zarı dikkatlice açılarak, aspire edildi ve yıkama solüsyonu tekrar dolduruldu. 30 saniye din...
	Her bir kuyucuğa 50 ml kromojen solüsyonu A ve 50 ml kromojen solüsyonu B eklendi ve hafifçe çalkalanarak karıştırıldı. 37 C'de 15 dakika inkübe edildi. Reaksiyonu sonlandırmak için her kuyucuğa 50 ml durdurma solüsyonu eklendi. Durdurma solüsyonu ekl...
	3.2.4. Istatistiksel Analiz
	Grupların karşılaştırılmasında uygun istatistiksel analizler kullanıldı. Gen ekspresyonu için uygun kontrol ve referans genler çalışıldı. Gen ekspresyon verilerinin normalizasyonunda delta delta CT (2-ΔΔCT) metodu kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık ...
	4. BULGULAR
	4.1. Davranış Testi Sonuçları
	Her grupta  10 erkek C57BL/6 fare davranış deneyinde kullanılmıştır.
	4.1.1. Açık Alan
	Yapılan açık alan deneyi sonucunda 1 aylık kontrole göre 1 aylık salin grubunun hareket hızında azalma gözlenmiştir. İstatiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 1 aylık kontrole göre 1 aylık VPA grubunun hareket hızın da istatistik olarak anlamlı bir aza...
	4.1.2. Sosyal Davranış
	Yapılan sosyal davranış deneyi sonucunda kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, bütün grupların tanıdık fare bölgesinin yabancı fare bölgesinden daha fazla mesafe kat ettikleri  gözlemlenmiştir. 1 aylık kontrol grubuna göre 1 aylık VPA grubun yabancı...
	4.1.3. Koku Testi
	Yapılan koku testi sonucunda 1 aylık salin ve VPA gruplar kontrole göre deney boyunca hareket hızlarında azalma gözlemlenmiştir. İstatiksel anlamlılık bulunmamıştır.2 aylık kontrole göre 2 aylık salin grubun hareket hızında azalma gözlenmiştir. Fakat ...
	4.1.4. Morris Su Labirenti
	Yapılan morris davranış deneyi sonucunda 1.günde 1 aylık VPA grubunun 2 aylık VPA grubuna kıyasla hızlarının yüksek olduğu istatistik olarak anlamlılık bulunmuştur (p=0.0018). 2. günde 2 aylık kontrole göre 2 aylık VPA grubunun hızının azaldığı gözlem...
	Yapılan Morris davranış deneyi sonucunda 2 aylık VPA grubunun 1. günde 1 ve 2 aylık gruplar arasında platforma ulaşmada daha fazla mesafede kat ettiği istatistik olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.0001).  2. günde 2 aylık VPA grubu 2 aylık kontrole kıyas...
	Morris davranış deneyi geçirilen süre sonucuna göre 2. günde 2 aylık VPA grubunun 2 aylık kontrol grubuna kıyasla platformu bulmada geçirdiği sürenin arttığı gözlemlenmiştir. 2. günde 1 aylık salin grubunun 1 aylık kontrol gurubuna kıyasla daha kısa s...
	4.2. Gen Ekspresyon Sonuçları
	Her grupta  5 erkek C57BL/6 fare ekspresyon sonuçlarında kullanılmıştır.
	4.2.1. Dlg4 Ekspresyon Sonuçları
	Yapılan ekspresyon çalışması sonucunda 1 aylık erkek farelerin prefrontal korteks dokularında VPA grubunun, kontrol ve salin ekspresyon düzeylerinin seviyelerine kıyasla azalma görülürken istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıştır. Prefrontal korte...
	4.2.2. Nrgn Ekspresyon Sonuçları
	4.3. ELISA Sonuçları
	4.3.1. Psd-95 Protein Seviyesi Sonuçları
	Olfactory bulbus Psd-95 protein seviyesine bakıldığında 1 aylık salin grubu protein seviyesi 1 aylık kontrole kıyasla protein seviyesinde azalma gözlemlenmiştir. 1 aylık VPA Psd-95 protein seviyesinde salin grubu protein seviyesine kıyasla artış gözle...
	4.3.2. Nrgn Protein Seviyesi Sonuçları
	4.4. Gen Ekspresyon / ELISA  Korelasyon Sonuçları
	4.4.1. Dlg4 Gen Ekspresyon / Psd95 Protein Seviyesi Korelasyon Sonuçları
	4.4.1.1. Hipokampus
	4.4.1.2. Prefrontal Korteks
	4.4.1.3. Olfactory Bulbus
	4.4.2. Nrgn Gen Ekspresyon / Nrgn Protein Seviyesi Korelasyon Sonuçları
	4.4.2.1. Hipokampus
	4.4.2.2. Prefrontal Korteks
	4.4.2.3. Olfactory Bulbus
	Olfactory bulbus Nrgn gen ekspreyon seviyesi, Nrgn protein seviyesi korelasyonuna bakıldığında 1 aylık salin grubunda gen ekspresyon seviyesi artarken protein seviyesinde artış gözlemlenmiştir (Şekil 28.A). 1 aylık VPA grubunda gen ekspresyon seviyesi...
	5. TARTIŞMA VE SONUÇ
	6. KAYNAKLAR
	EKLER
	ÖZGEÇMİŞ
	Uluslararası hakemli dergilerde yayımlanan makaleler (SCI ve SCI-E):

