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GIRIS VE AMAC

Otizm spektrum bozuklugu (OSB); son zamanlarda oldukc¢a sik duyulan, sosyal
etkilesimde ve sozel/sozel olmayan iletisimde bozulma, ilgi ve etkinliklerde sinirlilik ve
yineleyici davraniglarla karakterize norogelisimsel bir bozukluktur. Bu belirtilerin yani sira,
yogun odaklanma, giinlik aktivitelere asir1  baghlik, c¢evrede veya giinliik
diizende/aktivitelerde meydana gelen degisikliklere karsi direng, kendine veya ¢evresine zarar
vermeye egilimli olma, duyusal uyaranlara karsi olagandisi tepkiler verme gibi davranigsal
problemler de goriilmektedir. Tibbi ve sosyal platformlarda OSB ile ilgili farkindaligin
giderek artmasi olumlu bir gelisme olmasina ragmen, heniiz istenen diizeye ulagmamustir.
Noropsikiyatrik bozukluklar arasinda sik goriilmesine ragmen, OSB’nin nedeni heniiz
aydinlatilamamustir, tedavisi de heniiz net degildir. OSB olan kisiler i¢in en etkili yontem,
erken tan1 konulabilmesi ve ardindan 6zel yogun egitimdir. OSB’de karsilagilan davranig
bozukluklarinin giderilmesi ve hastanin zihinsel islevlerini desteklemek amaciyla giiniimiize
kadar birgok ilag denenmis ve ilaglarin gogu, sinirli derecede faydali olmustur (1).

Valproik asit (VPA) nedenli otizm benzeri semptomlarin mekanizmalar1 heniiz netlik
kazanmamasina ragmen, preklinik calismalar, VPA’nin epigenetik etkilere sahip oldugu ve
asil etkisini merkezi sinir sistemi lizerinde gosterdigi yoniindedir. Bircok nobet tipinde
antikonviilzan etki gostermektedir. Yapilan deneysel ve klinik calismalar, valproatin
antikonviilzan etkiyi iki sekilde yaptigini ortaya koymustur. Valproatin dogrudan olusturdugu

etkiler yaninda, aktif metabolitleri araciligiyla olusturdugu etkiler de var (2).



Beyinde bulunan en dnemli inhibitér ndrotransmiter olan gaba aminobiitirik asit'in
(GABA) ekstraseliiler konsantrasyonunu kontrol eden GABAerjik ileti sistemlerinde meydana
gelen bozukluklarin, otizm hastalarinda goriilen davranis bozukluklarina neden olabilecegi
diistintilmektedir (3,4).

Beyindeki en Onemli eksitatdr aminoasit norotransmiter olan glutamatin
ekstraselliller konsantrasyonu ise, glutamat transporter sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu transporter sisteminin en Onemli iiyesi ise glutamat uptake’inin %90’m1
saglayan glutamat tasiyici-1'dir (GLT-1). OSB olan bireylerde GABA seviyesi ile,
GABA/glutamat oranlarinin normal bireylere gore olduk¢a diisiik oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte son donemlerde, beta laktam antibiyotiklerden olan seftriaksonun glutamat
uptake’ini artirdig1 yoniinde birgok ¢alisma bulunmaktadir (5,6).

Farelerde santral sinir sistemi gelisimin oldugu embriyonik 7,5.-18,5. giinler arasinda
olmaktadir (7). Bu periyod i¢inde farkli dozlarda VPA’ya maruz kalan farelerde otizm benzeri
davramslar goriildiigii bildirilmektedir. Ozellikle intrauterin 12,5. giinde 600 mg/kg tek doz
VPA enjeksiyonu yapilan annelerden dogan erkek yavrular otistik kabul edilmekte ve
deneysel ¢aligmalarda kullanilmaktadir (8).

Tiim bu bilgiler 1s181nda, bu ¢alismamizda, intrauterin donemde 12,5. giinde VPA’ya
maruz kalan gebe farelerden dogan erkek farelerde uygulanan seftriaksonun beyindeki GLT-1
ekspresyonunu artirarak sinaptik araliktaki glutamat miktarini azaltmayir ve bu azalmanin

OSB’deki davranigsal testlere etkisini arastirmay1 amacladik.



GENEL BILGILER

OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU

Tanmim

Otizm terimi ilk olarak Amerikali ¢ocuk psikiyatristi Leo Kanner tarafindan
kullanilmistir. Leo Kanner otizmi, yasam boyu devam eden, sosyallesme, iletisim gibi birgok
faktori etkileyen bir sendrom seklinde tanimlamistir (9).

Otizm spektrum bozuklugu, iletisim becerilerindeki eksiklikler, kisitl ve tekrarlayici
davraniglarla karakterize, yaygin ve ciddi bir nérogelisimsel hastaliktir (10).

Otizm, bir spektrum bozuklugu olmakla birlikte, bireylerde ortaya ¢ikan
semptomlarin siddeti ve sekli degiskenlik gdsterebilmektedir. Otizm genellikle yasamin ilk iki
yilinda ortaya g¢ikmakta, ancak ‘gelisimsel bozukluk’ olmasi sebebiyle her yasta teshis
edilebilmektedir. Otistik bireylerin, diger bireylerle iletisimde ve etkilesimde zorluk yasadigi,
kisitlanmais ilgi alanlar1 ve tekrarlanan davranislar gosterdigi, uyaranlara kars1 fazla duyarlilik
veya duyarsizlik gosterdigi, okul is ve diger yasam alanlarinda islev gorme yeteneklerinin

bozuldugu goriilmektedir (11).

Otizmde Risk Faktorleri

Otizm spektrum bozuklugunun goriilme sikligi diinyada ve iilkemizde giderek
artmaktadir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, Otizm ve Gelisimsel Engelliler izleme
Agindan (ADDM) elde edilen tahminlere gore her 59 ¢ocuktan yaklasik olarak birinde OSB

goriilmektedir. OSB'nin tiim 1rksal, etnik ve sosyoekonomik gruplarda meydana geldigi



bildirilmektedir (12).0tizmin diinya genelinde niifus prevelansi yaklasik %1 olmakla beraber,
erkek bireyleri kadin bireylerden daha fazla etkilemektedir (13).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, ADDM verileri ise otizm spektrum
bozuklugunun erkek c¢ocuklarda goriilme sikligimin kiz cocuklara oraninin 5 kat fazla
oldugunu bildirmistir (14).

Otizmin goriilme siklig1 toplumda giinden giine artmaktadir. Ulkemizde bu hastaligin
goriilme siklig1 lizerine yapilmis bir ¢alisma heniiz yoktur. Ancak Tiirkiye’de ¢ok az sayida
yapilan g¢alismalar degerlendirildiginde iilkemizde de otizmin erkek/kiz oraninin yaklasik
olarak 5/1 seklinde oldugu goriilmiistiir (15).

Otizm teshisi konulan ¢ocuklar da entelektiiel yetenegin dagilimi cinsiyet ve irk /
etnik kokene gore degismekte iken bu g¢ocuklarin neredeyse yarisi (%44) ortalama veya
ortalamanin tizerinde entellektiiel kabiliyete sahiptir (12).

Genetik faktorlerin yaninda ¢evresel faktorler de otizm ig¢in risk teskil etmektedir.
Omegin, yasca daha biiyilk ebeveynlerden dogan cocuklarin otistik olma ihtimali daha
yiiksektir. Bununla beraber, ¢oklu dogum, diisiik dogum agirligt veya hamilelikte anne
enfeksiyonlart da dogan ¢ocuklarda otizm riskini yiikseltmektedir (16).

Tim bunlarin yaninda otizm spektrum bozuklugunun, Frajil X sendromu veya
tiiberoskleroz gibi belirli genetik veya kromozomal rahatsizliklar1 olan kisilerde daha sik
goriildiigl ve hamilelik sirasinda annenin valproik asit veya talidomid kullaniminin da yiiksek

OSB riski ile baglantili oldugu goriilmektedir (15).

Otizm Etiyolojisi

Otizm spektrum bozuklugunun genlerin ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi ile gelistigi
diistiniilse de etiyoloji hala belirsizdir (17). Ancak etiyolojiyi belirlemek tizerine son donemde
yapilan aragtirmalarda, beyin islevleri, genetik, immiinolojik ve nodrokimyasal etmenlerin
bagrol oynadigi belirlenmistir (18,19).

Otizm ile birebir iligkili genlerin tam olarak agiklanamamasi, hastalifin erkeklerde
daha sik goriilmesi, ailelerin ¢ocuklar1 arasinda tekrarlama ihtimalini yiiksek olmasi otizmin

¢ok faktorlii bir hastalik oldugunu diisiindiirmektedir (20-22).



Otizm Tanisi

Etiyolojisi heterojen faktorlerin karisimi olan otizmin tanisi i¢in herhangi bir test su
anda mevcut degildir. Klinisyenler tani i¢in davranigsal bozukluklarin kanitlarina
inanmaktadirlar (10).

Arastirmalar, 2 yasina kadar konulan otizm tanisinin giivenilir, gegerli ve stabil
olabilecegini gostermistir (23,24).

Calismalar, OSB'li ¢ocuklarin ebeveynlerinin, ¢ocugun ilk yas giiniinden Once
gelisimsel bir sorun oldugunu fark ettiklerini gostermis, gérme ve duyma ile ilgili endiseler
ilk yil icinde daha sik bildirilmistir. Ayrica sosyal, iletisim ve ince motor becerilerdeki
farkliliklar 6 ayliktan itibaren belirgin hale gelmistir (25).

Dolayisiyla, otizmi tanimlamak i¢in 6zellikle sosyal etkilesim ve iletisim eksikliginin
azligi ile tekrarlayici ve kisith davranis modelleri, aktiviteler ve ilgi alanlarinin varlhig: dikkat
cekmektedir (1,10,26).

Giintimiizde otistik bozuklugun tanist ICD-10 velveya DSM-IV-TR tanmi olgiitlerine
gore konulmaktadir.

Bu olgiitler DSM 1V’e gore sunlardir;

A. En az ikisi (1). maddeden ve birer tanesi (2). ve (3). maddelerden olmak iizere (1), (2) ve
(3). maddelerden toplam alti (ya da daha fazla) maddenin bulunmasi:

(1) Asagidakilerden en az ikisinin varligi ile kendini gosteren toplumsal etkilesimde nitel
bozulma:

(a) Toplumsal etkilegim saglamak icin yapilan el-kol hareketleri, alinan viicut konumu,
takinilan yiiz ifadesi, goz géze gelme gibi bir¢ok sozel olamayan davramista belirgin bir
bozulmanin olmasi,

(b) Yasitlariyla gelisimsel diizeyine uygun iligkiler gelistirememe,

(c) Diger insanlarla eglenme, ilgilerini ya da basarilarim kendiliginden paylasma
arayisi icinde olmama (6rnegin ilgilendigi nesneleri gdostermeme, getirmeme ya da
belirtmeme),

(d) Toplumsal ya da duygusal karsiliklar vermemedir.

(2) Asagidakilerden en az birinin varligi ile kendini gosteren iletisimde nitel bozulma:

(a) Konusulan dilin gelisiminde gecikme olmast ya da hic gelismemis olmasi (el, kol

va da yiiz hareketleri gibi diger iletisim yollariyla bunun yerini tutma girisimi eslik

etmemektedir),



(b) Konusmast yeterli olan kisilerde, baskalariyla soéylesiyi baslatma ya da
stirdiirmede belirgin bir bozuklugun olmast,

(c) Basmakalip ya da yineleyici ya da ézel bir dil kullanma,

(d) Gelisim diizeyine uygun c¢esitli, imgesel ya da toplumsal taklitlere dayali oyunlari
kendiliginden oynamama,
(3) Asagidakilerden en az birinin varligi ile kendini gosteren davramis, ilgi ve etkinliklerde
sinwrly, basmakalip ve yineleyici ériintiilerin olmast:

(a) Ilgilenme diizeyi ya da iizerinde odaklanma acisindan olagandisi, bir ya da birden
fazla basmakalip ve simirly ilgi oriintiisii cergevesinde kapanip kalma,

(b) Ozgiil, islevsel olmayan, alisilageldigi iizere yapilan giindelik islere ya da torensel
davranis bi¢imlerine hi¢ esneklik géstermeksizin siki sikiya uyma,

(c) Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler (Grnegin parmak saklatma, el
¢irpma ya da burma ya da karmasik tiim viicut hareketleri),

(d) Esyalarin parcalariyla siirekli ugrasip durma.
B. Asagidaki alanlardan en az birinde, 3 yasindan once gecikmelerin ya da olagandisi bir
islevselligin olmasi
(1) Toplumsal etkilesim,
(2) Toplumsal iletisimde kullanilan dil
(3) Sembolik ya da imgesel oyun.
C. Bu bozukluk Rett Bozuklugu ya da Cocuklugun Dezintegratif Bozukluguyla daha iyi
ac¢iklanamaz (27).

Otizmde Tipik Belirtiler

Otizm; yasamun ilk 3 yilinda ortaya ¢ikan, dmiir boyu devam eden dil, sosyallesme
ve iletisimi olumsuz etkileyen bir bozukluktur. Yasamin erken déneminde gelisimleri ve
iletisimleri normal olan ¢ocuklarda; 12 ve 15. aylar arasinda sozlii iletisim, mimik ve jestlerde
duraklama baslar. Yiiriime ¢agina giren ¢ocuklarda, ebeveynlerinin ellerini tutmak istememe,
aciktiklarin1 sozel veya isaretlerle ifade edememe goriilmektedir. Bu g¢ocuklarin sese ve
temasa duyarliliklar1 fazla iken, basit kelimeleri anlamadiklari, ig¢ine kapanik, dil gelisimi
duraksamis, amagsiz ve kati hal sergilemeye baslarlar (28,29).

Klinik belirtiler bireylerde en hafiften en agira kadar farkli siddetlerde

goriilebilmektedir. Otizm gelisimsel bir sendrom olmasindan dolayidir ki, otistik bireyleri



tanimlamak i¢in bircok oOzellik bulunmaktadir, ancak bu o6zelliklerin tiimii her bireyde
bulunmamakta ya da ayn1 anda goriilmemektedir (28,30).

Otistik bireyler genellikle tehlikeyi farketmezler. Normal bireylere oranla cok
hareketli veya hareketsizdirler. Tekrarlayici yineleyici davranislar sergilerler, ihtiyaclarim
ifade edemez ve c¢ogu =zaman stresli olurlar. Sevilirken temas edilmesinden
hoslanmayabilirler. Ozel egitim ydntemleri otizm hastalar1 igin, standart egitime oranla daha
etkilidir (31).

Otizm Nedenleri

Otizm, intrauterin donemde maruz kalinan toksik maddeler ve ¢esitli patojenlerle
iliskilendirilmistir (32). Annenin prenatal déonemde viral etkenlere maruz kalmasi da otizm
igin risk faktorii olarak kabul edilmektedir (33).

Gebelik boyunca fetiisii etkileyecek olan hastaliklar (gestasyonel diyabet), maternal
enfeksiyonlar (kizamikgik, sitomegaloviriis vb.) ve maternal inflamasyonun yani sira valproik
asit, talidomid, misoprostol gibi ilaglar, agir metaller, etanol ve sigara kullaniminin otizm ile
iliskili olabilecegi yoniinde diisiinceler mevcuttur (34,35).

Yapilan caligmalar gebelikte teratojenlere maruziyetin, bebegin beyin gelisimini
etkileyerek otizme neden olabilecegini gostermistir. Otistik ¢ocuklarin kafa cevresi, beyin
hacmi ve agirligi, otistik olmayan ¢ocuklara gore oldukga fazladir (36).

1999 Yilinda Aylward ve arkadaglari (37) otistik bireyler ile normal kisilerin
manyetik rezonans goriintiilerini karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda, hipokampiis ve amigdala
hacimlerini beynin total hacmine oranladiklarinda hem amigdala hem de hipokampal
hacimlerinin azaldigini gérmiislerdir.

Otistik bireylerdeki gorsel tarama ve tanima becerilerindeki bozulmaya otistik
bireylerin iletisim kurduklar kisilerin géz bolgesine degil de agiz bolgesine bakmalarinin
sebep oldugu diisiiniilmektedir. Otistik bireylerin beyinlerinde yiiz isleme siireclerini
gerceklestiren kortikal bolgede (fusiform girus) hareketliligin ¢ok az oldugunu goériilmiistiir
(38,39). Ayrica otistik bireylerde amigdalada hareketliligin az olmasi bu bireylerin,
iletisimlerinde bakis sabitleme siirelerinin azalmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (39,40).

Sears ve arkadaslari (41) 1999 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, yapisal MRI
(manyetik rezonans goriintiileme sistemi) kullanarak, otistik bireylerde, kompulsiyonlar ve
tekrarlayici hareketler ile kaudat ¢ekirdeginin hacminin orantili olarak artmis oldugunu

gozlemlemistir (36).



Kemper ve Bauman (42) otizmli bireylerde noropatolojik incelemeyi ilk yapan
kisilerdendir. Kemper ve Bauman, anterior singulat korteksin beklenen diisiikk hacimde
oldugunu ve azalmis aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bailey ve arkadaslar1 (43) ise
yaptiklar1 ¢alismada otistik bireylerde hipokampiis hiicre yogunlugunun daha fazla oldugunu,
ancak morfometrik analizlerde normal bireylerden bir fark olmadigini gérmiislerdir. Ayrica
serebeller ¢ekirdeklerde Purkinje hiicrelerinde kayip oldugunu, ancak graniil hiicrelerinde bir
degisiklik olmadigini bildirmislerdir (36). Beynin boliimlerinden frontal lop, iist temporal
korteks, parietal korteks ve amigdala’da otizm sebebiyle meydana gelen fonksiyon
bozulmalarinin, sosyal davraniglar1 etkiledigi, deneysel hayvan ¢aligsmalari, insanlarda yapilan
lezyon caligmalar1 ve beyin goriintiileme ¢aligsmalariyla gosterilmistir (44). Otistik bireylerde
dogum sonras1 12. aydan itibaren, beynin ¢abuk gelisip biiylidiigli (toplam beyin hacminde
%5-10 aras1 artis vardir), ancak ilerleyen donemlerde beynin yasla orantili olarak biiylimeye
devam etmesi gerekirken, bu biiylimenin zamanla yavasladig1 goriilmektedir. Fazla sayida
otistik bireylerin yer aldig1 bir ¢aligmada ise otistik bireylerin serebellumunun daha biiyiik
oldugu gozlemlenmistir (44,45).

Otizmin genetik temeli ile ilgili ¢aligmalar da bulunmaktadir. Otizmle iligkili oldugu
bilinen genlerden bazilart NRXN1, SCN7A,GAT1, OXTR, CNTN3, SLC9A9, DIAl, FOXP2,
WNT2, RELN, HOXA1, HOXB1, MET, EN2, HRAS, GABRB3, GABRA5, GABRG3, UBE3A,
ATP10C, 5-HTT, SHANK3, MeCP2, NLGN3, NLGN4, SLC9A6, FMRL1 seklinde belirtilmistir
(18).

Otizmde Tedavi

Otizm spektrum bozuklugunu ve temel semptomlarini tamamen ortadan kaldiracak
bir tedavi gliniimiizde bulunmamaktadir. Ancak yasamlarini kolaylagtirmak {izere yardimci
tedavi yontemleri mevcuttur.

Bunlardan bazilari; isitsel egitim, ayrik deneme egitimi, vitamin terapisi, iletisimi
kolaylastirma, miizik terapisi, mesleki terapi, fizik tedavi ve duyusal entegrasyondur.

Farkli tedavi tipleri genellikle asagidaki kategorilere ayrilabilir:

-Davranis ve Iletisim Yaklasimlari

-Diyet Yaklasimlari

-lag

-Tamamlayici ve alternatif ilag (46).



TERATOJENLER ILE OLUSTURULAN OTiZM MODELLERI

Otizmin etiyolojisi heniiz gizemini korusa da genetik faktorler diginda cevresel
faktorlerden olan, prenatal donemde teratojenlere maruziyetin de otizme neden
olabileceginden bahsetmistik. Otizm iizerine ¢alisma yapilmasini saglamak amaciyla, hayvan
modeli olarak otizm olusturmak iizere teratojenler tercih edilmektedir.

Hayvanlarda otizm benzeri davranislar ortaya ¢ikarmak igin, gebe kemirgenler VPA,

talidomid ve etanole maruz birakilmaktadirlar (35,47).

Etanol ile Olusturulan Otizm Modeli

Fetal alkol sendromu (FAS) ilk olarak 1973'te tanimlanmistir. Bu tarihten sonra
alkoliin teratojenik etkilerini ortaya ¢ikarmak iizere bir¢ok calisma yaymlanmistir. Ozellikle,
alkoliin cocuklarda beyin, kraniyofasiyal ve ekstremite anormalliklerine neden olan bir
teratojen oldugu yaygin bir sekilde belgelenmistir (48). Etanol’iin teratojenik etkisini dorsal
ve median rafe niikleuslarda serotonerjik ndronlarin hem sayisin1 azaltmak hem de
migrasyonlarin1 bozmak suretiyle ortaya ¢ikardigi diistiniilmektedir (35). Prenatal donemde
alkole maruz kalan hayvanlarda sosyal iletisim, sosyal etkilesim ve cinsel davraniglarin

etkilendigi goriilmiistiir (49).

Talidomid ile Olusturulan Otizm Modeli

Talidomid ilk olarak sedatif etkisi i¢in gelistirilmis olmasina ragmen, uzuv gelisimini
olumsuz etkilemesi lizerine teratojen kabul edilmistir. Giinlimiizde multipl miyelom igin
immiinomodiilator olarak yaygin recetelenmektedir, ancak geri doniisiimlii sekilde hafiza
kayb1 yan etkisi bulunmaktadir. Talidomid insan kromozomunda, mutasyon gecirdiginde
zihinsel bozukluga neden olan Sereblon (Crbn) geni tizerinde etki gosterir. Talidomid
enjeksiyonu yapilan farelere davranis testleri uygulandiginda otistik bireylere benzer

davraniglar (anormal bilissel davranislar) sergiledikleri gozlemlenmistir (50).

Valproik Asit ile Olusturulan Otizm Modeli
Giliniimiizde epilepside c¢ocuklarda ve yetiskinlerde yaygin olarak kullanilan
antiepileptik ilaglardan biri olan valproik asit (diger adiyla 2-propilpentanoik asit) kisa zincirli

bir yag asididir (51). CgH120s seklinde kimyasal olarak formiile edilmistir.



Ik olarak 1980’li yillarin basinda cesitli konjenital malformasyonlara sebep
olmasiyla, VPA'nin teratojenik olduguna dair ilk endise ortaya ¢ikmistir. Bu malformasyonlar
fetal valproat sendromu (FVS) olarak gruplandirilmistir. Bunun ardindan, 1994 yilinda, uterin
maruziyet sonrasi ortaya ¢ikan gelisimsel bozulma listesine artan otizm riski de eklenmistir.
(52).

Rodier ve arkadaslar1 (53) 1996 yilinda sican embriyolarina tek doz 350 mg/kg VPA
uygulayarak otizm modelini gelistirmislerdir. Bu tarihten itibaren, kemirgenlerin prenatal
dénemde VPA’ya maruz birakilmasi otizm modeli olarak kullanilmaya baslanmistir (10).

Schneider ve Przewlocki (54) VPA nedenli otizm hayvan modelinde hayvanlarin
davraniglarini, davranis testleri ile ayrintili inceleyip degerlendiren ilk arastirmacilardir.
VPA’ya maruz kalan erkek sicanlarin otistik hastalara benzeyen davranislar sergilediklerini,
sosyal davranislarinin azaldigini, tekrarlayici hareketler yaptiklarini, agriya daha diisiik
hassasiyet gosterdiklerini gozlemlemislerdir (10).

VPA’ya gebelikte maruz kalan insanlarda ve kemirgenlerde otistik benzeri
davraniglara sebep olan mekanizma tam olarak bilinmemektedir (10). Ancak folik asit
metabolizmasinda bozulmanin, histon deasetilasyonunda inhibisyonun ve artan oksidatif
stresin rol oynayabilecegi lizerinde durulmaktadir (1).

Yapilan bagka bir klinik ¢alismada gebelik sirasinda VPA aliminin spina bifida
asperta, gelisimsel gecikme, kognitif bozukluklar ve otizm gibi birgok riske yol agtigi
bildirilmistir (10).

Danimarka’da genis bir popiilasyonda yapilan aragtirmada, gebe annenin VPA
kullaniminin, dogacak ¢ocuklarin otistik olma riskini %4,42 artirdigin1 gostermistir. 11 yillik
prospektif baska bir caligmada ise, prenatal donemde tek doz VPA’ya maruz kalan
cocuklarda, noérogelisimsel bozukluklarin prevelansinda 6 kat, birden fazla doz VPA’ya
maruz kalan ¢ocuklarda ise 10 kat artis oldugu bildirilmistir (10).

VPA’ya maruz kalan siganlarin ve farelerin sosyal davranislarinda meydana gelen
azalma, kemirgenlerde sosyalligin degerlendirilmesi i¢in sik¢a kullanilan standart tic odali
sosyal yaklagim testi kullanilarak da gosterilmistir (10).

VPA’nin sicanlardaki sosyallik {izerine olumsuz etkileri oldugunu destekler bir
calisma da Markam ve arkadaslar1 (55) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada VPA’ya maruz
birakilan siganlarin oyun davranislarini azalttigi, aktif etkilesimlerden kagindig1 gosterilmistir
(10).
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Otizm olusturmak iizere yaygin kullanilan bu modelde, VPA maruziyetinin zamani
da onemlidir. Farelere 9. ve 14,5. giinde VPA verilmesi ile 12,5. giinde VPA verilmesi
arasinda, otistik davraniglarda belirgin farkliliklar oldugu goriilmistiir (8).

Kisacasi; prenatal donemde VPA verilen kemirgenlerin, otistik hastalarda
gozlemlenen davranigsal bozukluklara esdeger davranislar sergiledikleri bir¢ok caligmada
daha goriilmiistiir. Bu nedenle insanlarda otistik davraniglarin altinda yatan noérobiyolojiyi
tanimlamak ve otizm tedavisi i¢in yeni ilaglar1 belirlemek adina, kemirgenlere VPA
uygulanmasi, yaygin kullanilan bir model halini almistir (10).

Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan ve belirli standartlara baglanmis VPA kaynakl
otizm modelinde, prenatal donemde fare ya da siganlara, gebeliginin 12,5-13. giiniinde 600
mg/kg dozda VPA enjeksiyonu yapilmaktadir. Dogan fare ya da si¢an yavrularinin (6zellikle

erkek yavrular) otizmle esdeger davranislar gosterdigi birgok caligsma ile desteklenmistir.

OTIiZM iLE GABA/GLUTAMAT ILISKIiSi

Otizm spektrum bozuklugunun etiyolojisi ve patogenezi heniiz netlik kazanmamustir.
Ancak yapilan bircok c¢alismada otistik bireylerde GABA, glutamat gibi birgok
norotransmiterde anormalligin s6z konusu oldugu goriilmiistiir. Santral sinir sisteminde
uyarict (eksitatdr) norotransmiter olan glutamat ve inhibitér etkili GABA oranlarinda
dengesizlik, otizm spektrum bozuklugunun OSB patogenezi ile yakin iligkili oldugunu
diistindiirmektedir. Ayrica otizm spektrum bozuklugu iizerinde yapilan klinik ¢aligmalar ile
hayvan modeli calismalar1 GABA sinyal yolunun, otizm patogenezinde Onemli rol
oynayabilecegini ortaya koymaktadir (56).

GABA, santral sinir sistemindeki ana inhibitdr nérotransmiter olup, dogum sonrasi
yasamin erken déneminde depolarize edici ve eksitator bir etki gosterir. GABA depolarize
edici etkisini, voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 ve/veya N-metil-D-aspartat reseptorleri
araciligiyla, hiicre icinde kalsiyum artisina yol acarak gostermektedir. GABA aracili kalsiyum
sinyalleri hiicre gogalmasi, farklilasmasi ve sinaps olgunlasmasi gibi ¢esitli gelisim siireglerini
diizenler. GABA’erjik sinyallerde meydana gelen degisiklikler ve eksitator/inhibitor
dengesinin bozulmasi ile otizm gibi baz1 nérogelisimsel bozukluklarin meydana geldigi
diistiniilmektedir (57).

Yine baska bir calismada otistik fare modellerinde GABAerjik sinyalde bozukluk
oldugu goriilmiistiir (58).
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Otizmli bireylerde normal bireylere oranla plazmada GABA miktar1 yiiksek ve
glutamat/GABA oran1 diisiik seyretmektedir (59). Ancak bunun aksini raporlayan galigmalar
da bulunmaktadir (6).

Santral sinir sistemindeki en onemli eksitatér amino asit norotransmiter glutamattir.
Glutamat transporter sistemi, ekstraseliiler glutamat hemostazini kontrol etmektedir. EAAT1
(eksitator amino asit tasiyict 1, GLAST), EAAT2 (GLT-1), EAAT3, EAAT4 ve EAATS
olmak {izere giiniimiizde 5 gesit eksitatér amino asit tasiyicisi belirlenmistir (60).

Glutamat konsantrasyonunun diizenlenmesinde kilit rol oynayan ve merkezi sinir
sisteminde en fazla bulunan glutamat tasiyicis1 EAAT2’dir (GLT-1) (61).

Glutamat tasiyicilari, noronlar1 glutamat norotoksisitesinden koruma konusunda
onemli role sahip olmakla birlikte norotoksisiteyi de Onlemektedirler. Bunlardan GLT-1,
glutamatin sinaptik gorevinin sonlandirilmasinda islev goriirken, glutamat uptake’inin
%90’1m1 da saglamaktadir (56).

Uyarict amino asit tastyicilarinin  (GLT-1) fonksiyonlarinda meydana gelen
bozukluklar, beyinde ekstraseliiler glutamat seviyelerinin artmasina ve dolayisiyla otizm ve

sizofreni gibi norodejeneratif bozukluklara sebep olmaktadir (62).

SEFTRIAKSON-GLUTAMAT ILISKIiSi

Son donemde yapilan ¢aligmalar, beta laktam antibiyotiklerin glutamat uptake’ini
artirdign  yoniindedir (63). Ozellikle seftriaksonun GLT-1 ekspresyonunu ve gen
transkripsiyonunu  artirdigini  bildiren ¢aligmalar mevcuttur (64). Yapilan hayvan
calismalarinda, seftriaksonun GLT-1’in biyokimyasal ve fonksiyonel aktivitesini yiikselttigi
bildirilmistir. Seftriakson, glutamat uptake’ini artirma islevini, GLT-1’1 aktive etmek suretiyle

yapmaktadir (63).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismaniz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Davranis ve Agri Laboratuvarlarinda Hayvan Etigi Evrensel ilkeleri ve Iyi Laboratuvar
Uygulamalar Kilavuzuna uygun olarak gergeklestirildi. Caligma, Trakya Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nca 28/04/2017 tarih ve 2017/04 sayili oturumda 2017/04/05
karar numaras1 ile onaylandi (Ek-1) ve Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

tarafindan TUBAP-2017/190 kayit numaras: ile desteklendi.

DENEKLER

Bu arastirmada Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Biriminde
tiretilen, 20-30 gram agirliginda Balb/c tiirii disi ve erkek farelerin giftlestirilmesi sonucu gebe
kalan ve gebeligi doneminde gruplarina uygun olarak salin ya da VPA’ya maruz kalan
annelerden dogan erkek yavru fareler kullanildi. Toplamda 96 adet Balb/c tiirii erkek fare, her
grupta 8 adet olmak iizere, 12 gruba ayrildi. Deneklerin hepsi havalandirma ve 1sitma
sistemleri otomatik olarak ayarlanan standart laboratuvar kosullarinda (21+1 °C, %55 nem ve
12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) barindirildilar. Farelerin beslenmesinde standart fare
yemi ve musluk suyu kullanilmakla birlikte, yem ve su miktarinda herhangi bir kisitlama

yapilmada.

DENEY PLANI, KULLANILAN ILACLAR VE GRUPLAR
Calismamiz pozitif kontrol gruplart (G12,5. giinde anneleri intraperitoneal yolla 10

ml/kg salin uygulanmis annelerden dogan erkek yavru fareler) ile negatif kontrol gruplarindan
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(G12,5. giinde anneleri intraperitoneal yolla 600 mg/kg VPA uygulanmis annelerden dogan
erkek yavru fareler) olusmaktadir.

Calismamizda otizm modeli olusturmak i¢in VPA kullanildi. VPA uygulama giinii ve
dozu ¢esitli ¢alismalarda farklilik géstermesine karsin, ¢alismamizda, daha sik kullanilan 600
mg/kg dozu tercih edildi (8). Salin iginde ¢6ziilen VPA (Sigma), farelere 10 ml/kg hacminde
uygulandi. OtizmdeKki roliinii arastirmak amaciyla kullandigimiz seftriakson dozlari 50 mg/kg,
100 mg/kg ve 200 mg/kg olarak belirlendi. Kontrol gruplarina salin 10 ml/kg hacminde
uygulandi. Biitiin enjeksiyonlar intraperitoneal (i.p.) yoldan yapildi.

Calismamizda kullanilacak farelerin ilk olarak agirliklar tartilarak not edildi, her bir
farenin kuyruklart g¢aligmada belirlenen numaralandirma sistemine uygun olacak sekilde
toksik olmayan boyalar ile boyandi. Fareler, her bir kafeste 8 adet fare olacak sekilde
barindirildi.

Calismadaki gruplar ve yapilan uygulamalar Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Calisma gruplar: ve uygulanan enjeksiyonlar

Hayvan Uygulama
SMREr | "o e [Czn P47-57
Grup 1 8 Salin -
Grup 2 8 VPA -
Grup 3 8 VPA Seftriakson 50 mg/kg
Grup 4 8 Salin Seftriakson 50 mg/kg
Grup 5 8 VPA Seftriakson 100 mg/kg
Grup 6 8 Salin Seftriakson 100 mg/kg
Grup 7 8 VPA Seftriakson 200 mg/kg
Grup 8 8 Salin Seftriakson 200 mg/kg
Grup 9 8 VPA Salin
Grup 10 8 VPA Dihidrokainik asit 10 mg/kg
Grup 11 8 VPA Seftriakson 200 mg/kg + Dihidrokainik asit 10 mg/kg
Grup 12 8 Salin Salin

VPA: Valproik asit.

Tim gruplarda yer alan yavru fareler 54 giinliik olduklarinda sirasiyla, rotarod, 3
odali sosyallik ve sosyal yenilik testi (three chamber), yiikseltilmis art1 labirent (elevated plus

maze), hot plate ve agik alan (open field) testleri uyguland.
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FARELERE UYGULANAN DAVRANIS TESTLERI

Rotarod Testi

Rota rod testi deneklerin motor koordinasyon, denge ve performanslarinin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilan bir testtir (65,66). Deney hayvanlarinin belirli bir
yiikseklikte ve belirli bir hizda elektrik enerjisiyle donen silindir (rod) tizerinde dengede
kalarak yiiriiyebilmesi veya rod {lizerinden asag1 diismemesi rotarod cihazin ¢aligma prensibini
olusturmaktadir.  Otizm modeli  olusturulan  gruplar ile kontrol  gruplariin
degerlendirilmesinde deneklerin rod tizerinde 180 saniye kalmasi amaglanmustir.

Calismamizda rotarod performans testi, Rotamex 4/8 (Columbus Instrument, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 1). Birbirinden tamamen ayrilmis 4 kabinden olusan
diizenegin (kabin genisligi 10 cm, yiiksekligi 45 cm ve derinligi 30 cm) ortasindan yatay
silindir (rod) ge¢mektedir. Denek, belirli bir hizda (16 rpm) donen bu silindir iizerinden asagi
diismemek i¢in, silindirin dondiigii yoniin tersi yoniinde yiirlimeye calisir. Deney Oncesinde
farelerin test ortamina aligsmasi amaciyla donen silindir tizerinde birkag¢ kez tekrar yapilmistir.
Cihazin her bir kabininin 6n boliimiinde dencklerin silindir lizerinde diismeden durduklari
stireyi kayit alan numaratdrler yer almaktadir. Cihazin kabinlerine yeni denek konulmadan
once, cihazin tabani %10’luk etanol ile silindi ve kurutuldu. Her bir denek, 3 defa silindir
lizerinde yiiriimeye tabi tutuldu ve diizenek lizerinde diismeden kaldiklari en uzun siire, rota-
rod performans degeri olarak kaydedildi. Bu veriler ile deneklerin denge becerileri

degerlendirildi.

Sekil 1. Rotarod cihazi
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Uc Odah Sosyallik ve Sosyal Yenilik (Three Chamber) Testi

Otistik ozellikler gosteren kemirgenlerin sosyal davranmig ozelliklerini incelemek
amaciyla, 3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testi kullanildi (Sekil 2). Test, 3 odadan olusan,
odaciklar arasinda farenin gezinmesine izin veren kapilarin bulundugu ve gerektiginde odalar
arast kapilarin duvarlar ile kapatilabildigi bir diizenek igerisinde 2 ardisik giinde
gerceklestirildi. Diizenek bos, sessiz ve floresanla aydinlatilan bir odada bir masa iizerine
yerlestirildi. Diizenegin {izerinde tavana sabitlenmis kamera araciligiyla bilgisayara aktarilan
video goriintiileri kaydedildi. Ilk giin, hayvan deney ortamina alismasinin saglanmasi
amactyla diizenek igerisine birakildi, 30 dakika boyunca diizenek icerisinde serbestce
gezinmesine izin verildi, herhangi bir kayit alinmads. Ikinci giin deneylere baslandi. Deneyin
ilk 5 dakikasinda fare, deney diizeneginin ortasina kondu, sag ve sol odaciklarin kapilari
kapali halde iken, farenin ilk giin alistig1 ortami hatirlamasi saglandi, herhangi bir kayit
alinmadi ve analize dahil edilmedi. Diizenekte sol odaciga kafes igerisinde, denegin daha dnce
gormedigi yabanci bir fare (aynm1 irk ve yasa sahip deney gruplarinin disinda bir fare)
yerlestirildi, denek hala ortadaki odacikta iken tiim duvarlarin kaldirilmasi ile deneyin ikinci
kismina gecildi, 10 dakika kayit alindi ve analize dahil edildi. Bu ilk 10 dakikalik kisimda
denegin, yabanci fare ile olan iletisimi ve gosterdigi sosyal davranis analiz edildi. Bu
analizde, denegin yabanci fare ile gecirdigi siire, kat ettigi mesafe ve yabanci fareye olan
uzaklig1 degerlendirildi. Hayvan, tekrar deney diizenegindeki orta odaciga alindi duvarlar
kapatildi, sol odacikta yer alan kafes igerisindeki fare, sag odaciga denek gormeyecek sekilde
alindi, sol odaciga ise bagka bir yabanci fare kafes igerisinde yerlestirildi. Son durumda denek
hala ortadaki odacikta, duvarlar kapali iken, sol odacikta yeni bir yabanci fare, sag odacikta
ise ilk 10 dakika tanidig: fare yer almakta idi. Duvarlarin kaldirilmasi ile deneyin i¢iincii ve
son kismina gecildi, 10 dakikalik kayit alindi ve analize dahil edildi. Kayit sonrast denek
kafesine birakildi. Denegin, 10 dakika tanidig1 fare ile yeni konulan yabanci fareye olan
davraniglar1 tespit edildi. Deneyin ilk 10 dakikasinda sosyallesme oOl¢iimlenirken, ikinci 10
dakikasinda sosyal yenilik 6l¢iimlenmektedir. Deneyin ilk 10 dakikalik bolimii ile, ikinci 10
dakikalik bolimii ayni sartlar altinda gergeklestirildi. Testin iki kisminda da denegin, yabanci
fareleri gdrmemesi saglandi. Yabanci farelerin, denek fare ile ayni irk ve yas ile yakin
agirlikta olmasina 6zen gosterildi, yabanci fareler herhangi bir kimyasala ya da teste tabi
tutulmadilar, analizde degerlendirilmediler. Yabanci fareler de kendi igerisinde
numaralandirildi ve teste alinan fareler ile bir defadan fazla karsilagmamalari saglandi. 3 odal

sosyallik ve sosyal yenilik testinin yapildigi giin deneklere baska bir test yapilmadi.
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Goriintiller Media Recorder 3 (Noldus) programiyla bilgisayar ortaminda kaydedildi ve
kaydedilen videolar Ethovision XT 11,5 (Noldus, Hollanda) Mouse Behavior modiilii

kullanilarak analiz edildi.

Sekil 2. U¢ odali sosyallik ve sosyal yenilik test diizenegi

Yiikseltilmis Art1 Labirent (Elevated Plus Maze) Testi

Kesifsel bir model olan yiikseltilmis art1 labirent testi, ilk olarak 1985 yilinda
tanimlanmistir (67,68). Bu test, yerden belirli bir yiikseklikte, 2 acik kol, 2 kapali kol ve
bunlarin birlestigi merkez boliimden olusan art1 seklinde hazirlanmig bir deney diizenegidir.
Acik kollar ile kapali kollar karsilikli konumlanmis olup, diizenek 50 cm x 10 cm
boyutlarindadir. Ust kismu agik olan kapali kollarm ¢evresi 40 cm yiiksekliginde pleksiglas
materyalden olusur (Sekil 3). Yikseltilmis labirent testi, bos ve sessiz bir odada
gerceklestirilmistir.

Acik ve kapali kollarin birlestigi merkez boliimiine fare birakildiktan sonra,
diizenegin iizerinde tavana sabitlenmis kamera ile her bir fare i¢in 5 dakikalik kayit alindi.
Kayit edilen videolar Ethovision XT 11,5 (Noldus, Hollanda) programi araciligiyla analiz
edildi. Kayit sonras1 fare diizenekten alinip kafesine konulduktan sonra her seferinde diizenek

%10’luk etanol ile silindi ve kurutuldu.
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Sekil 3. Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegi

Hot Plate Testi

Termal agr1 duyusunu 6lgen sensorimotor bir test olan hot plate testini 1944 yilinda
ilk kez Woolfe ve McDonald tanimlamis, daha sonra Eddy ve Leimbach testi gelistirmistir
(69). Bu test genellikle farelerde agr1 hassasiyetinin degerlendirilmesinde kullanilir. Denekler
standart 1sitilmig (55 °C) bir levha tizerine birakildi ve belirli bir siire bu levha tizerinde
kalmalar1 saglanan deneklerin hareketleri gozlemlendi. Denek levha iizerine birakildigi anda
sire basladi, hayvanin levhanin isinmasi ile ayagmi yalamasi, ayagii levha {izerinden
kaldirmas: ya da ziplama hareketi gostermesi deneyi sonlandirdi. Aradaki siire kayit edildi.

Hayvanda doku hasart meydana gelmemesi amaciyla cut-off (sonlandirma) siiresi 25 saniye

ile sinirh tutuldu (Sekil 4).
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Sekil 4. Hot Plate Cihaz1

Agik Alan (Open Field) Testi

Kemirgenlerin anksiyete ve lokomotor aktivitelerinin degerlendirilmesinde
kullanilan agik alan testi, ilk kez 1936 yilinda Hall tarafindan tanimlanmigtir ve giliniimiizde
de popiilerligini koruyan bir testtir. Bu test deney hayvanlarinin genel aktivite diizeylerinin,
lokomotor aktivitelerinin ve kesif aliskanliklariin belirlenmesinde kullanilan basit bir
sensorimotor testtir. Hall ve arkadaslarinca tabani daire seklinde tanmimlanan testin, kare
seklinde olan1 1971 yilinda Soubrie tarafindan gelistirilmistir (67).

Beyaz renkli deney faresi, iizeri agik, dort yiizii ve tabani siyah mat pleksiglas
malzemeden (60 cm x 60 cm) olusan panellerle kapali bir alana alind1 ve arka ayaklar iizerine

kalkma, sigrama gibi hareketleri gozlemlendi (Sekil 5). Diizenegin iizerinde tavana
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sabitlenmis bir kamera araciligiyla elde edilen goriintiiler bilgisayar ortamina aktarildi ve
kaydedildi. Deneyin gergeklestirildigi oda bos ve sessizdi.

Deneye, farenin diizenegin tam merkezine birakilmasiyla baslandr ve 10 dakikalik
kayit alindi. Kayit sonrasi fare kafesine geri birakildi. Kayit edilen videolar Ethovision XT
11,5 (Noldus, Hollanda) programi araciligiyla analiz edildi. Her denek sonrasi diizenek
%10’1luk etanol ile silindi ve kurutuldu. Bu test ile deneklerin toplam kat ettikleri mesafe,
diizenegin merkezinde gegirdigi siire ve arka ayaklar tizerinde durma (rearing) sayilar tespit
edildi.

Sekil 5. Acik alan test diizenegi

WESTERN BLOTTING PROTOKOLU

Doku o6rnekleri beynin hipokampiis bolgesinden punch biyopsi ile alindiktan sonra
tartild1 ve kayit edildi. Dokular tiim gruplar tamamlanana kadar -80°C’de saklandi. Ornekler
agirliklarina uygun miktarda proteaz ve fosfataz inhibitor igeren doku ekstraksiyon tamponu
ile muamele edildi, +4°C’de cam boncuk kullanilarak homojenizasyon yapildi. 30 dakika buz
tizerinde inkiibe edilen 6rnekler +4°C’de 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Supernatant
alinan 6rnekler, tekrar santrifiij edildi. Orneklerin protein miktarlari, {iretici firmanimn 6nerdigi

prosediire uygun olarak Qubit Fluorometer ile 6l¢iildii. Bu asamada protein miktar1 belirlenen
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tim Ornekler, esit miktarda protein igerecek sekilde, rnek tamponu (sample buffer), 6rnek
indirgeyici (sample reducing agent) ve distile su miktarlar1 da hesaplanarak yiiklenmek {izere
hazirlandi. Yiiritme tamponu (running buffer) hazirlandi. Bakilacak olan proteinlerin
molekiiler agirligina uygun olan hazir jelde (Nupage %4-12 Bis-tris gel) dikey elektroforezde
yiritildi. Yiritilen ornekler iblot semidry blotting sistemi kullanilarak nitroseliiloz
membrana transfer edildikten sonra, membran Western Breeze Chemiluminescent Western
Blot Immunodetection Kit (Invitrogen by Life Technologies) kullanilarak 6rneklerdeki GLT-1
ve B-aktin miktarlar1 6l¢iildii. Bunun i¢cin membran; 30 dk siireyle bloklama soliisyonunda
bekletildikten sonra 2 kez ultra saf su ile 5 dk yikandi. Rabbit Polyclonal EAAT2/GLT1
(Novus NBP1-20136) antikoru bloklama soliisyonunda 1/1000 diliisyonda hazirlandi, bir gece
+4°C’de calkalayicida bekletilerek primer antikorun membrana aktarilmis olan GLT-1’e
baglanmasi saglandi. Membran, kit icinde hazir bulunan yikama soliisyonunda 3 kez 10 dk
yikanarak baglanmamis primer antikor uzaklastirildi, sonra 30 dk boyunca yine kit i¢inde
hazir bulunan sekonder antikora maruz birakildi. Membran, {i¢ kez 10 dk yikama
soliisyonunda yikandiktan sonra, 2 kez 5 dk distile su ile yikandi. Bu islemler sonunda
membran goriintii alma asamasi i¢cin hazir hale getirilmis oldu. Kit i¢inde hazir bulunan
kemiluminesans ile 5 dk muamele edilen membran, TUTAGEM’de bulunan ChemidocTM
MP Imaging System (Model No: Universal Hood 3, Biorad) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
Daha sonra ayni membranlara hazir olarak alinan Restore Western Blot, Stripping Buffer
(Thermo Fisher 21059) kullanilarak protokoliine uygun sekilde yikama yapildi. Ayni
membranlar bu kez 1/1000 diliisyonda Rabbit Polyclonal beta-Actin Antibody (Novus
NB600-503) ile +4°C’de bir gece c¢alkalayicida bekletildi. GLT-1 igin yapilan islemler ayni

sirayla tekrarlandi ve goriintiileme yapildi.

IMMUNOHISTOKIMYA PROTOKOLU

Immiinohistokimyasal incelemeler icin parafine gdmiilen beyin dokusu
orneklerinden 5 pm kalinhiginda kesitler alindi ve bir gece 56°C’lik etiivde bekletildi.
Ardindan toluol (Merck) ile deparafinizasyon ve diisen alkol serileri (%100-%70) ile
rehidrasyon islemleri uygulanan preparatlar, antijen geri kazanimai i¢in sitrat tamponunda (pH
6, Invitrogen) kaynatildi. Sonrasinda kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek igin
H202> (Abcam, Cambridge, ABD)’ye maruz birakildi. Spesifik olmayan baglanmalari
engellemek amaciyla, sekonder antikorun iiretildigi tiire uygun bloklama solusyonunda

(Invitrogen) 10 dk. inkiibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor diliie etme soliisyonuyla
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(Invitrogen) hazirlanan EAAT2/GLT1 antikorunda (Novus Biologicals, NBP1-59632) gece
boyu +4°C’de bekletildi. Primer antikorun {iretildigi tiire karsi olan biyotinlenmis sekonder
antikorda (Invitrogen) 10 dk. oda 1sisinda tutuldu ve son olarak HRP-streptavidin (Invitrogen)
ile 10 dk muamele edildi. DAB (Invitrogen) ile kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen ile
zit boyamasi yapildi ve entellanla kapatildi. Hazirlanan preparatlar BX-51 Olympus marka

arastirma mikroskobunda incelenerek, fotograflari ¢ekildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin sunulmasinda tanimlayici istatistik kullanildi. Ug odali sosyallik ve sosyal
yenilik testi, yiikseltilmis art1 labirent testi, acik alan testi, hot plate testi,
immunohistokimyasal inceleme ve western blotting sonuglarmmin analizinde, ikili
karsilastirmalarda eslestirilmemis t testi, coklu karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi,
ANOVA ve post hoc Bonferroni testi kullanildi. Analizler Graphpad Prism 6.0 for Mac OS X
yaziliminda gergeklestirildi ve p < 0,05 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Bu ¢alismada intrauterin 12,5. giinde VPA ya da salin enjeksiyonu yapilan gruplarda
farkli dozlarda seftriaksonun (50, 100, 200 mg/kg) davranis {izerine etkileri incelenmis ve
hipokampiiste GLT-1 ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler immunohistokimyasal
inceleme ve western blotting ile degerlendirilmistir. Rota rod testi, li¢ odali sosyal etkilesim
ve sosyal yenilik testi, yiikseltilmis arti labirent testi, hot plate ve agik alan testi biitiin
gruplarda ayni sirayla ve 54-57. giinler arasinda gergeklestirildi.

Calismadan elde edilen veriler dort ayr1 bdliimde sunulacaktir. Birinci boliimde
davranig deneyleri ve GLT-1 ekspresyonu iizerine VPA’nin etkisi, ikinci boliimde VPA alan
gruplarda farkli dozlarda uygulanan seftriaksonun etkisi, tigiincii boliimde dihidrokainik asit
etkisi ve son olarak da salin alan gruplarda farkli dozlarda uygulanan seftriaksonun etkisi

sirasiyla verilecektir. Rotarod testi verileri tiim gruplar i¢in tek grafik halinde sunulacaktir.

ROTAROD TESTI VERILERI

Denekler, 54 giinliik olduklarinda ilk test olan rotarod testine tabi tutuldular.
Deneklerin mil iizerinde gegirdikleri en uzun siireler (Sekil 6)’da gosterilmistir. Bu grafikte de
gorildiigli gibi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu Bu durum gebelik
doneminde uygulanan VPA’nin ve postnatal 47-57. giinler arasinda uygulanan farkli dozlarda
seftriaksonun deneklerin motor fonksiyonunu ve denge yetenegini bozmadigr yoniinde
yorumlandi. Deneklerin hepsi mil {izerinde 180 saniye durduklarindan garfiklerde standart

hata sifirdir.
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Sekil 6. Rotarod testi, mil iizerinde kalinan en uzun siire
(n=8, tek yonlii varyans analizi (ANOVA), post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler

standart hatay1 gostermektedir.)

INTRAUTERIN VALPROIK ASITiN ETKILERI

Uc Odali Sosyallik ve Sosyal Yenilik Testi Verileri

Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testine baglamadan 6nceki giin deneklerin
ortamini tanimalar1 ve aligmalar i¢in yarim saat siireyle test diizenegine konuldu. 55. giin {i¢
boliimden olusan test gergeklestirildi. [lk 5 dakikalik boliimiinde herhangi bir analiz
yapilmayan testte ilk 10 dakikalik boliimde deneklerin sosyal etkilesimleri degerlendirildi.
Ikinci 10 dakikalik boliimde ise deneklerin tamidik ve yabanci hayvanlar ile etkilesimi
oOl¢iilerek sosyal yenilige uyumu degerlendirildi.

Deneyin ilk boéliimiinde, denegin bos kafesin ve yabanci farenin oldugu kafesin
etrafinda gecirdigi siire agisindan gruplar karsilastirildl (Sekil 7A ve Sekil 7B). Intrauterin
12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan annelerden dogan erkek farelerin dolu kafesin
bulundugu bdlmede gecirdikleri siire salin uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
derece azdi (p=0,0229; eslestirilmemis t testi). Deneyin bu asamasinda denklerin bos kafesi ve
dolu kafesi koklama siireleri agisindan bir fark gériilmedi (p=0,2959; eslestirilmemis t testi).

Bu testin ikinci asamasinda, denegin tanidik fare ile yabanci fare ¢evresinde gegirdigi
stire ve kafes i¢indeki hayvanlar1 koklama siireleri, sosyal yeniliklere uyumu ve aynilikta

srart degerlendirmede kullanildi (Sekil 7C ve Sekil 7D). VPA’ya maruz kalan farelerin,
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tanidik fare ile gecirdikleri siire daha fazla olup bu fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0,0375; eslestirilmemis t testi). Intrauterin dénemde VPA’ya maruz kalan farelerin, tanidik
fareyi koklama siireleri de kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derece fazlaydi
(p=0,0335; eslestirilmemis t testi).

Testin birinci boliimii ve ikinci bolimiinden elde edilen veriler birlikte
yorumlandiginda intrauterin donemde VPA’ya maruz kalan erkek farelerin hem sosyallesme

hem de sosyal yenilige uyum saglamada daha zayif oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 7. U¢ odah sosyallik ve sosyal yenilik testi. A) Deneklerin bos kafes ve dolu kafes
boliimlerinde gecirdikleri siire B) Deneklerin kafesleri koklama siireleri C)
Deneklerin tamidik ve yabanci hayvanlarin bulundugu kafeslerin yaninda

gecirdikleri siire D) Deneklerin kafesleri koklama siireleri

(*: p<0,05; **p<0,01; salin grubuna kars1 n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler
standart hatay1 gostermektedir.)
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Yiikseltilmis Arti Labirent Testi Verileri

Calismamizin 56. giiniinde ylikseltilmis arti labirent testine gecildi. Bu testte
denegin, agik kollarda gecirdigi siire ile diizenekte toplam gezilen mesafe analiz edildi.

Yiikseltilmis art1 labirent testinde, intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg)
uygulanan disilerden dogan erkek farelerin, salin uygulanan gruba kiyasla agik kollarda
gecirilen stire bakimindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
goriildii (p=0,7341; eslestirilmemis t testi) (Sekil 8A).

Ayni testte, intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden dogan
erkek farelerin, salin uygulanan gruba gore art1 labirent lizerinde istatistiksel olarak anlamli
sekilde (p=0,0362; eslestirilmemis t testi) daha ¢ok gezindikleri goriildii (Sekil 8B).

Elde edilen veriler birlikte yorumlandiginda VPA uygulanan farelerin kontrol
grubuna kiyasla test diizeneginin acgik ve kapali kollarinda benzer siirelerde hareket ettikleri,

VPA uygulanan grubun bu testte anksiyete benzeri davranig agisindan bir fark olusturmadigi

goriildi.
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Sekil 8. Yiikseltilmis arti labirent testi. A) Toplam gezilen mesafe B) Acik kollarda
gecirilen siire

(*:p<0,01; salin grubuna kars1. n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay:
gostermektedir.)
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Hot Plate Testi Verileri

Calismamizin 56. giliniinde hot plate test diizeneginde denekler 55°C’ye isitilmis
plaka iizerine birakilarak, agrili uyarana verdikleri yanit analiz edildi.

Hot plate testinde intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden
dogan erkek farelerin, salin uygulanan gruba kiyasla sicak plaka tizerinden ayak c¢ekme
stireleri kiyaslandiginda, VPA uygulanan deneklerin ayaklarini plakadan istatistiksel olarak

anlamli derecede erken ¢ektikleri goriildii (p=0,0004; eslestirilmemis t testi) (Sekil 9).
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Sekil 9. Hot plate testi, plakadan pence ¢ekme siireleri

(*¥**: p<0,001; salin grubuna karsi. n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

Acik Alan Testi Verileri

Deneklerin anksiyete diizeyleri ve arastirict davramiglarinin incelendigi bu testte,
deneklerin merkez alanda gecirdikleri siire ile rearing stireleri hesaplandi.

Acik alan testinde intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden
dogan erkek fareler ile salin uygulanan gruptan dogan farelerin merkez alanda gecirdikleri
sire kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken (p= 0,2520;
eslestirilmemis t testi) (Sekil 10A), toplam rearing siireleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardi (p= 0,0312; eslestirilmemis t testi) (Sekil 10B).
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Sekil 10. Acik alan testi. A) Merkezde gecirilen siire B) Toplam rearing siiresi

(*: p<0,05; salin grubuna karsi. n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

SEFTRIAKSONUN VALPROIK ASITE MARUZ KALAN GRUPLAR

UZERINE ETKIiSI

Calismamizda otizm iizerinde seftriaksonun etkisini incelemeyi amagladik. Bu
sebeple intrauterin donemde 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden dogan erkek
farelere kontrol grubu salin uygulanmak iizere, sirasiyla seftriakson (50 mg/kg), seftriakson
(100 mg/kg) ve seftriakson (200 mg/kg) uygulandi. Bu dort grupta yer alan deneklere de
calismamizda sectigimiz davranig deneyleri olan; rotarod, ii¢ odali sosyallik ve sosyal yenilik
testi, yiikseltilmis art1 labirent testi, hot plate testi, agik alan testi sirastyla uygulandi. Rotarod
testi verileri igin, (Sekil 6)’da goriildiigii gibi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark yoktu.

Uc Odah Sosyallik ve Sosyal Yenilik Testi Verileri

Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk béliimiinde, denegin bos kafesin ve
yabanci farenin oldugu kafesin etrafinda gecirdigi siire acisindan gruplar degerlendirildi
(Sekil 11A ve Sekil 11B). Kontrol grubu ile farkli dozlarda seftriakson (50, 100, 200 mg/kg)
uygulanan gruplar arasinda bolmelerde gegirilen siire agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark goriilmedi (p=0,1566; ANOVA). Deneyin bu asamasinda deneklerin bos kafesi ve dolu
kafesi koklama siireleri agisindan da sadece 50 mg/kg seftriakson uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli bir fark gorildii (p=0,0506; ANOVA).
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Bu testin ikinci agamasinda, denegin tanidik fare ile yabanci fare ¢evresinde gecirdigi
stire ve kafes igindeki hayvanlart koklama siireleri, sosyal yeniliklere uyumu ve aynilikta
wsrar1 degerlendirildi (Sekil 11C ve Sekil 11D). Kontrol grubu ile farkli dozlarda seftriakson
uygulanan gruplar arasinda kafeslerin gevresinde gegirilen siire bakimindan istatistiksel
anlaml fark gériilmedi (p=0,2885; ANOVA). Intrauterin dénemde VPA’ya maruz kalan
farelerin, tanidik fareyi koklama siirelerine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla yine
istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi (p=0,2763; ANOVA).

Testin birinci boliimii ve ikinci boliimiinden elde edilen veriler birlikte
yorumlandiginda intrauterin dénemde VPA’ya maruz kalan farelerden dogan farelere
uygulanan seftriaksonun hem sosyallesme hem de sosyal yenilige uyumu artirma yoniinde bir

etkisi olmadig1 sonucuna varilabilir.
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Sekil 11. U¢ odah sosyallik ve sosyal yenilik testi. A) Deneklerin bos kafes ve dolu kafes
boliimlerinde gecirdikleri siire B) Deneklerin kafesleri koklama siireleri C)
Deneklerin tamdik ve yabanci hayvanlarin bulundugu kafeslerin yaninda

gecirdikleri siire D) Deneklerin kafesleri koklama siireleri

(*: p<0,05; salin grubuna karst n=8, tek yonli varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi.
Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)
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Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Verileri

Yiikseltilmis art1 labirent testinde, intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg)
uygulanan disilerden dogan erkek farelerden, sirasiyla artan dozlarda seftriakson (50, 100,
200 mg/kg) uygulanan gruplarda salin uygulanan gruba kiyasla hem toplam gezilen mesafe
hem de agik kollarda gegirilen siire agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu

(swrasiyla p=0,7885, p=0,3352; ANOVA) (Sekil 12A ve Sekil 12B).
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Sekil 12. Yiikseltilmis art1 labirent testi. A) Toplam gezilen mesafe B) A¢ik kollarda
gecirilen siire

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey c¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

Hot Plate Testi Verileri
Hot plate testinde intrauterin donemde VPA’ya maruz kalan farelerden postnatal 47-

57. giinler arasi1 farkli dozlarda seftriakson uygulanan gruplarin salin uygulanan gruba gore

ayaklarini sicak plakadan ¢ekme siirelerinde bir fark yoktu (p=0,6308; ANOVA) (Sekil 13).

salin

50 mg/kg sef
100 mg/kg sef
200 mg/kg sef

ZEON

Pence cekme suresi (sn)

Sekil 13. Hot plate testi, plakadan penge ¢cekme siireleri

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)
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Acik Alan Testi Verileri
Agik alan testinde intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden
dogan erkek farelerden seftriakson uygulanan gruplarla salin uygulanan grup arasinda ne

merkez alanda gegirilen siire ne de toplam rearing siireleri agisindan herhangi bir fark

olmadigi gorildii. (sirasiyla p=0,2520 ve p= 0,4045; ANOVA) (Sekil 14A ve Sekil 14B).
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Sekil 14. Acik alan testi. A) Merkez alanda gegirilen siire B) Toplam rearing siiresi

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey cizgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

DIHIDROKAINIK ASITIN ETKILERI

Calismamizda kullandigimiz  seftriaksonun etkisini GLT-1 tizerinden yapip
yapmadigini anlayabilmemiz amaciyla, en yiiksek dozda (200 mg/kg) seftriakson ile birlikte
selektif GLT-1 tastyict inhibitorii olan dihidrokainik asit uygulandi. Daha oOnce yapilan
caligmalarda, 200 mg/kg dozda GLT-1 ekspresyonunda artig goriilmesi nedeniyle bu doz
secildi (70). Intrauterin déSnemde 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden dogan
erkek farelere sirasiyla li¢ farkli grupta, seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10
mg/kg) ve seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulandi. Rotarod testi
verileri i¢in, (Sekil 6)’da goriildigii gibi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktu.

Uc Odali Sosyallik ve Sosyal Yenilik Testi Verileri

Ug odal1 sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk bdliimiinde, denegin bos kafesin ve
yabanci farenin oldugu kafesin etrafinda gecirdigi siire ve kafesleri koklama stireleri agisindan
degerlendirildi (Sekil 15A ve Sekil 15B). Seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10
mg/kg) ve seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan grup arasinda

bolmelerde gegirilen siire acisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,2496;
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ANOVA). Deneklerin kafesleri koklama siireleri degerlendirildiginde ise dihidrokainik asit
hem tek basina hem de seftriaksonla birlikte uygulandiginda deneklerin koklagma siiresini
istatistiksel olarak azalttig1 goriildii.

Bu testin ikinci agsamasinda, denegin tanidik fare ile yabanci fare ¢evresinde gecirdigi
stire ve kafes icindeki hayvanlar1 koklama siireleri, sosyal yeniliklere uyumu ve aynilikta
isrart degerlendirmede kullanildr (Sekil 15C ve Sekil 15D). Seftriakson (200 mg/kg),
dihidrokainik asit (10 mg/kg) ve seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg)
uygulanan gruplar arasinda bolmelerde gegirilen siireler acisindan fark yoktu (p=0,0516;
ANOVA). Kafesleri koklama siiresi agisindan degerlendirildiginde seftriakson (200
mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan grupta, sadece seftriakson alan gruba kiyasla
yabanci hayvam1 koruma acisindan istatistiksel olarak anlamli azalma vardi (p=0,0205;

ANOVA).
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Sekil 15. U¢ odah sosyallik ve sosyal yenilik testi. A) Deneklerin bos kafes ve dolu kafes
boliimlerinde gecirdikleri siire B) Deneklerin kafesleri koklama siireleri C)
Deneklerin tamdik ve yabanci hayvanlarin bulundugu kafeslerin yanminda

gecirdikleri siire D) Deneklerin kafesleri koklama siireleri

(*: p<0,05, **p <0,01; vpa+200 mg/kg sef grubuna karst, n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc
Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)
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Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Verileri

Yiikseltilmis art1 labirent testinde, seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10
mg/kg) ve seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan gruplar arasinda
acik kollarda gecirilen siire ve toplam gezilen mesafe acisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadigi goriildii (sirastyla p=0,9841 ve p=0,3957; ANOVA) (Sekil 16A ve Sekil 16B).
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Sekil 16. Yiikseltilmis art1 labirent testi. A) Toplam gezilen mesafe B) Ac¢ik kollarda
gecirilen siire

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey c¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

Hot Plate Testi Verileri

Hot plate testinde seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10 mg/kg) ve
seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan gruplar arasinda sicak plaka
tizerinden penge ¢ekme siireleri kiyaslandiginda, siireler arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark goriilmedi (p=0,6308; ANOVA) (Sekil 17).

HH 200 mg/kg sef
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Sekil 17. Hot plate testi, plakadan penge ¢cekme siiresi

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey cizgiler standart
hatay1 gostermektedir.)
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Acik Alan Testi Verileri

Acik alan testinde seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10 mg/kg) ve
seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan gruplar arasinda farelerin
merkez alanda gegirdikleri siire kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p=0,2520; ANOVA) (Sekil 18A).

Acik alan testinde, seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10 mg/kg) ve
seftriakson (200 mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan gruplar arasinda, grupta yer
alan farelerin rearing sayisi kiyaslandiginda da, anlamli bir fark yoktu (p= 0,0865; ANOVA)
(Sekil 18B).
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Sekil 18. Acik alan testi. A) Merkez alanda gegirilen siire B) Toplam rearing siiresi

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

INTRAUTERIN SALINE MARUZ KALAN GRUPLARDA

SEFTRIAKSONUN ETKISi

Calismamizda kontrol grubu olarak; intrauterin donemde 12,5. gilinde salin
uygulanan disilerden dogan erkek farelere salin ve seftriakson 50, 100 ve 200 mg mg/kg
dozlarda uygulandi. Rotarod testindeki performanslar yoniinden Sekil 6’da goriildigii gibi,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
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Uc Odali Sosyallik ve Sosyal Yenilik Testi Verileri

Ug odal1 sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk béliimiinde, denegin bos kafesin ve
yabanci farenin oldugu kafesin etrafinda gecirdigi siire ve kafesleri koklama siireleri
degerlendirildi (Sekil 19A ve Sekil 19B). Salin grubu ile farkli dozlarda seftriakson (50, 100,
200 mg/kg) uygulanan gruplar arasinda bélmelerde gegirilen siire agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark goriilmedi (p=0,0705; ANOVA). Deneyin bu asamasinda denekler bos kafesi
koklama siireleri agisindan degerlendirildiginde, seftriakson uygulanan gruplardaki degerler
salin uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli azdi1 (p=0,0003; ANOVA).

Bu testin ikinci agsamasinda, denegin tanidik fare ile yabanci fare ¢evresinde gecirdigi
siire ve kafes i¢cindeki hayvanlari koklama siireleri, sosyal yeniliklere uyumu ve aynilikta
wsrar1 degerlendirmede kullanildi (Sekil 19C ve Sekil 19D). Salin grubu ile farkli dozlarda
seftriakson uygulanan gruplar arasinda bolmelerde gegirilen zaman agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,1084; ANOVA). intrauterin donemde saline maruz kalan
farelerin, tanidik ya da yeni fareyi koklama siireleri degerlendirildiginde gruplar arasinda yine
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,6760; ANOVA).

Testin birinci ve ikinci boliimiinden elde edilen veriler birlikte yorumlandiginda
intrauterin donemde saline maruz kalan erkek farelerden dogan farelere uygulanan
seftriaksonun hem sosyallesme hem de sosyal yenilige uyum saglamada etkisinin olmadig1 ya

da zayif oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 19. U¢ odal sosyallik ve sosyal yenilik testi. A) Deneklerin bos kafes ve dolu kafes
boliimlerinde gecirdikleri siire B) Deneklerin kafesleri koklama siireleri C)
Deneklerin tamdik ve yabanci hayvanlarin bulundugu kafeslerin yaninda

gecirdikleri siire D) Deneklerin kafesleri koklama siireleri

(**p<0,01, ***p <0,001; salin grubu degerine karsi. n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc
Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)

Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Verileri

Yiikseltilmis art1 labirent testinde, intrauterin 12,5. giinde salin uygulanan disilerden
dogan erkek farelerden, salin uygulanan grupla, artan dozlarda seftriakson uygulanan gruplar
arasinda acik kollarda gegirilen siire ve toplam gezilen mesafe bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 goriildi (sirasiyla p=0,1207 ve p=0,3957; ANOVA) (Sekil 20A ve
Sekil 20B).
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Sekil 20. Yiikseltilmis art1 labirent testi. A) Toplam gezilen mesafe B) Acik kollarda
gecirilen siire

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey cizgiler standart
hatay1 gostermektedir.)

Hot Plate Testi Verileri

Hot plate testinde intrauterin 12,5. giinde salin uygulanan disilerden dogan erkek
farelerden, salin uygulanan grupla, artan dozlarda seftriakson uygulanan gruplar arasinda
sicak plaka tizerinden ayak ¢ekme siireleri kiyaslandiginda, siireler arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmedi (p=0,0923; ANOVA) (Sekil 21).
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Sekil 21. Hot plate testi, plakadan pence cekme siireleri

(n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey cizgiler standart
hatay1 gostermektedir.)
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Acik Alan Testi Verileri

Acik alan testinde intrauterin 12,5. giinde salin uygulanan annelerden dogan
farelerden, salin uygulanan grupla, farkli dozlarda seftriakson uygulanan gruplar arasinda
farelerin merkez alanda gegirdikleri siire agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p= 0,2520; ANOVA) (Sekil 22A).

Gruplarm toplam rearing siireleri kiyaslandiginda, 100 mg/kg seftriakson uygulanan
gruptaki deneklerin arka ayaklar tizerine durma siireleri diger gruptaki deneklere oranla daha

azdi (p= 0,0062; ANOVA) (Sekil 22B).
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Sekil 22. Acik alan testi. A) Merkez alanda gegirilen siire B) Toplam rearing siiresi

(*:p<0,05; n=8,salin grubu degerine karsi tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi.
Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)

WESTERN BLOTTING ANALIZI VERILERI

Calismamizda yer alan gruplarin western blotting verilerine baktigimizda, intrauterin
12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden dogan erkek farelerin, salin uygulanan
gruba kiyasla, GLT-1/f aktin miktarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu
goriildii (p=0,0001; eslestirilmemis t testi) (Sekil 23A).

Postnatal donemde uygulanan kronik seftriaksonun intrauterin 12,5. giinde VPA (600
mg/kg) enjeksiyonu yapilan gruplardaki etkisini inceledigimiz boliimde, artan dozlarda
seftriakson (50, 100, 200 mg/kg) uygulanan gruplarin salin uygulanan gruba oranla GLT-1/B
aktin miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmedi (p=0,1231; ANOVA) (Sekil
23B).

Intrauterin 12,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan disilerden dogan erkek
farelerden; seftriakson (200 mg/kg), dihidrokainik asit (10 mg/kg) ve seftriakson (200
mg/kg)+dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan gruplar kiyaslandiginda, sadece
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dihidrokainik asit (10 mg/kg) uygulanan grubun GLT-1/p aktin miktarinin diger gruplara
oranla istatistiksel olarak anlamli azalmig oldugu goriildi (p=0,0006; ANOVA) (Sekil 23C).
Intrauterin 12,5. giinde salin uygulanan gruplarda postnatal seftriakson (50, 100, 200

mg/kg) uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda; seftriakson 200 mg/kg

uygulanan grubun GLT-1/B aktin miktarinin diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli
sekilde artmig oldugu goriildi (p=0,0001; ANOVA) (Sekil 23D).
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Sekil 23. Western blotting analizi, GLT-1/p aktin miktarlar

(***:p<0,01, VPA+200 mg/kg seftriakson grubu degerine gore, ****:p <0,001; salin grubu degerine
kars1. n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir.)
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IMMUNOHISTOKIMYASAL iNCELEME VERILERI

Hipokampiis CA1 Bolgesi
Intrauterin 12,5. giinde VPA ve salin enjeksiyonu yapilan gruplar karsilastirildiginda
immunohistokimyasal boyanma agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (p=0,5137; eslestirilmemis t testi) (Sekil 24).
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Sekil 24. Hipokampiis CA1 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde salin uygulanan grup (A). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit uygulanan grup (B).
GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki dikey
cizgiler standart hatay1 gostermektedir.)

Intrauterin donemde VPA ve postnatal dénemde salin ve seftriakson enjeksiyonu
yapilan gruplar kiyaslandiginda sadece seftriakson 200 mg/kg alan grupta saline gore
istatistiksel anlamli olarak daha belirgin bir boyanma vardi (p=0,0001; ANOVA) (Sekil 25).
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Sekil 25. Hipokampiis CA1 boélgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler arasi salin uygulanan grup (A). G12,5.
giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 50 mg/kg seftriakson uygulanan grup (B).
G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 100 mg/kg seftriakson uygulanan
grup (C). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson
uygulanan grup (D). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. **p<0,01 vpa+salin
grubuna kars1, N=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler
standart hatay1 gostermektedir.)

Dihidrokainik asitin etkilerini inceledigimiz gruplarda ise hipokampiisiin CAl
bolgesindeki boyanmada 200 mg/kg seftriakson alan grupta boyanma daha belirgindi
(p<0,0164; ANOVA) (Sekil 26).
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Sekil 26: Hipokampiis CA1 boélgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson uygulanan
grup (A). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 dihidrokainik asit uygulanan
grup (B). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson ile
dihidrokainik asit uygulanan grup (C). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200.
*:p<0,05, dihidrokainik asit grubuna gére, N=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi.
Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)
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Intrauterin dénemde salin ve postnatal donemde seftriakson enjeksiyonu yapilan
gruplar kiyaslandiginda immunohistokimyasal boyanma agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,0147; ANOVA) (Sekil 27).
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Sekil 27. Hipokampiis CA1 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler arasi salin uygulanan grup (A). G12,5. giinde salin ve P47-57.
giinler aras1 50 mg/kg seftriakson uygulanan grup (B). G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler arasi
100 mg/kg seftriakson uygulanan grup (C). G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg
seftriakson uygulanan grup (D). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8, tek
yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi
gostermektedir.)

Hipokampiis CA2 Bolgesi
Intrauterin 12,5. giinde VPA ve salin enjeksiyonu yapilan gruplar karsilastirildiginda
immunohistokimyasal boyanma agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (p=0,2257; eslestirilmemis t testi) (Sekil 28).
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Sekil 28. Hipokampiis CA2 bélgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde salin uygulanan grup (A). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit uygulanan grup (B).
GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki
dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)

Intrauterin dénemde VPA ve postnatal dénemde seftriakson enjeksiyonu yapilan
gruplar kiyaslandiginda sadece seftriakson 200 mg/kg alan grupta kontrole gore istatistiksel
anlamli olarak daha belirgin bir boyanma vardi (p=0,0008; ANOVA) (Sekil 29).
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Sekil 29. Hipokampiis CA2 bélgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 salin uygulanan grup (A). G12,5.
giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 50 mg/kg seftriakson uygulanan grup (B).
G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 100 mg/kg seftriakson uygulanan
grup (C). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson
uygulanan grup (D). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. *p<0,01 vpa+salin
grubuna karsi, n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler
standart hatay1 gostermektedir.)
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Dihidrokainik asitin etkilerini inceledigimiz gruplarda ise hipokampiisin CA2
bolgesindeki boyanmada gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi

(p=0,2098; ANOVA) (Sekil 30).

BB 200 mg/kg sef
dihidrokainik asit
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Sekil 30. Hipokampiis CA2 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson uygulanan
grup (A). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve PA7-57. giinler aras1 dihidrokainik asit uygulanan
grup (B). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. Giinleraras1 200 mg/kg seftriakson ile
dihidrokainik asit uygulanan grup (C). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8,
tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi
gostermektedir.)

Intrauterin dénemde salin ve postnatal donemde seftriakson enjeksiyonu yapilan
gruplar kiyaslandiginda immunohistokimyasal boyanma acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmedi (p=0,1139; ANOVA) (Sekil 31).
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Sekil 31. Hipokampiis CA2 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde salin ve P47-53. giinler aras1 salin uygulanan grup (A). G12,5. giinde salin ve P47-57.
glinler aras1 50 mg/kg seftriakson uygulanan grup (B). G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler arasi
100 mg/kg seftriakson uygulanan grup (C). G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg
seftriakson uygulanan grup (D). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8, tek
yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey cizgiler standart hatayi
gostermektedir.)

Hipokampiis CA3 Bolgesi
Intrauterin 12,5. giinde VPA ve salin enjeksiyonu yapilan gruplar karsilastirildiginda
immunohistokimyasal boyanma ac¢isindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark

goriilmedi (p=0,3821; eslestirilmemis t testi) (Sekil 32).
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Sekil 32. Hipokampiis CA3 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde salin uygulanan grup (A). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit uygulanan grup (B).
GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8, eslestirilmemis t testi. Grafiklerdeki
dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)

Intrauterin dénemde VPA ve postnatal dénemde seftriakson enjeksiyonu yapilan
gruplar kiyaslandiginda sadece seftriakson 200 mg/kg alan grupta kontrole gore istatistiksel

anlamli olarak daha belirgin bir boyanma vardi (p=0,0015; ANOVA) (Sekil 33).
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Sekil 33. Hipokampiis CA3 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 salin uygulanan grup (A). G12,5.
giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 50 mg/kg seftriakson uygulanan grup (B).
G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 100 mg/kg seftriakson uygulanan
grup (C). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-53. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson
uygulanan grup (D). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. *p<0,01; vpa+salin
grubuna karsi, n=8, tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler
standart hatay1 gostermektedir.)
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Dihidrokainik asitin etkilerini inceledigimiz gruplarda ise hipokampiisin CA3
bolgesindeki boyanmada gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p=0,2293; ANOVA) (Sekil 34).
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Sekil 34. Hipokampiis CA3 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson uygulanan
grup (A). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 dihidrokainik asit uygulanan
grup (B). G12,5. giinde 600 mg/kg valproik asit ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg seftriakson ile
dihidrokainik asit uygulanan grup (C). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8,
tek yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi
gostermektedir.)

Intrauterin dénemde salin ve postnatal dénemde seftriakson enjeksiyonu yapilan
gruplar kiyaslandiginda immunohistokimyasal boyanma acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,1139; ANOVA) (Sekil 35).
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Sekil 35. Hipokampiis CA3 bolgesi immiinpozitif reaksiyon (oklar).

(G12,5. giinde salin ve P47-53. giinler arasi salin uygulanan grup (A). G12,5. giinde salin ve P47-57.
giinler aras1 50 mg/kg seftriakson uygulanan grup (B). G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler arasi
100 mg/kg seftriakson uygulanan grup (C). G12,5. giinde salin ve P47-57. giinler aras1 200 mg/kg
seftriakson uygulanan grup (D). GLT-1 antikoru ve hematoksilen zit boyamasi, X200. n=8, tek
yonlii varyans analizi, post-hoc Bonferroni testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi
gostermektedir.)
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TARTISMA

Otizm spektrum bozuklugu giiniimiizde adini sik¢a duydugumuz, sosyal etkilesimde
bozulma, sozel ve sdzel olmayan iletisimde anormallik, kisith ve yineleyici davraniglarla
karakterize, ilgi ve etkinliklerde smirlili@in goriildiigii nérogelisimsel bir bozukluktur. Tim
bunlarin yani sira, OSB’li bireylerde giinliik rutin akvititelere asir1 baghilik, yogun ilgi
odaklanmasi, giinliik rutininde meydana gelen degisikliklere karsi asir1 direng, stereotipik
hareketler, ¢cevreye ve kendine zarar verme ve duyusal uyaranlara karsi olagandisi tepkiler
goriilmektedir (1).

Otizm normal olarak erkek bireylerde disilere gore 5 kat daha fazla goriilmektedir.
Deneysel otizm modelleriyle yapilan calismalarda da, her iki cinsin birlikte kullanildig
calismalar (71,72) olmasina ragmen, sadece erkek deneklerin kullanildigi ¢alismalarin (10)
oldukca fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢aligmamizda gebeligin 12,5. giiniinde tek doz
VPA enjeksiyonu yapilan annelerden dogan erkek fareler ¢aligmaya dahil edilmis ve disi
fareler kullanilmamustir.

Otizm spektrum bozuklugunun toplumda goriilme sikliginin artmasi, etiyolojisinin
hala belirsiz olmasi ve giiniimiizde tedavisinin heniiz bulunmamasi, bir¢ok arastirmaciyi
deneysel hayvan modellerine yonlendirmistir. Gebelikte meydana gelen ¢evresel ve kimyasal
maruziyetler ve teratojenik ila¢ kullanimi otizme sebep olabilmektedir. Prenatal donemde
antiepileptik ilag olan VPA kullanan insanlardan dogan ¢ocuklarda ve intrauterin donemde
VPA uygulanan hayvanlardan dogan farelerde otistik benzeri davraniglara sebep olan

mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte (10), preklinik ¢alismalar, bu davraniglara;
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histon deasetilasyonun inhibe olmasinin, folik asit metabolizmasinin bozulmasimin ve artan
oksidatif stresin sebep olabilecegi yoniindedir (1).

VPA epigenetik etkilere sahiptir ve bireylerde bir¢ok nébet tipinde antikonviilzan
etki gostermektedir. Yapilan deneysel ve klinik ¢alismalar, valproatin antikonviilzan etkiyi iki
sekilde yaptigmi 6ne siirmiistiir. ilki, valproatin beyin ve plazmadaki konsantrasyonuna bagl
direkt farmakolojik etkisiyken, digeri; beyinde bulunan ndrotransmiter
konsantrasyonlarindaki degisime, hiicre membrani lizerindeki dogrudan etkilerine ya da
valproatin metabolitlerine bagli olan dolayli etkisidir. Bu durum beyinde artan GABA
konsantrasyonu ile iliskilendirilmistir (73).

Yapilan bir¢ok calisma incelendiginde, OSB’ye sahip bireylerde GABA ve glutamat
gibi bir¢cok norotransmiterde anormalligin s6z konusu oldugu goriilmiis, meydana gelen
anormallik OSB patogenezi ile dogrudan iligkilendirilmistir (56). Otizmli bireylerde normal
bireylere oranla plazmada GABA konsantrasyonu yiiksek ve glutamat/GABA orani diisiik
bulunmustur (59). Bunun aksine, baska ¢alismalarda otistik bireylerde frontal lobda yapilan
gortntiilemelerde GABA ve GABA/glutamat oranlarinda diisme oldugu gosterilmistir (6).

Glinlimiizde otizmin glutamatla iligkisini agiklamaya calisan iki teori bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi 1998 yilinda Carlsson tarafindan ortaya atilan otizmin hipoglutamaterjik
bir hastalik olduguna yonelik teorisidir. Carlsson bu teorisini NMDA antagonisti uygulanan
saglikli deneklerde otizm benzeri semptomlarin gériilmesine ve otizmde beynin glutamattan
zengin ndronlarin bulundugu beyin bolgelerinde hasar tespit edilmis olmasina baglamistir
(74). Diger teori ise 2006 yilinda Fatemi tarafindan ortaya konan otizmin hiperglutamaterjik
bir hastalik oldugu yoniindeki hipotezidir (75). Fatemi teorisini {i¢ bulgu ile agiklamaya
caligmistir. Bunlardan birincisi Shinohe ve arkadaslarinin (76) yaptiklari ¢alismada otizmli
bireylerde serum glutamat diizeyinin normal bireylere gore yiiksek olmasidir (75).
Sebeplerden bir digeri Fatemi ve ekibinin (75) glutamatin yikiminda gorevli olan glutamik
asit dekarboksilaz enziminin otistik bireylerin beyin dokularinda azalmis oldugunu
gostermeleridir. Bu bulgu daha sonra Yip ve arkadaslar1 (77) tarafindan da desteklenmistir.
Hiperglutamaterjik teorinin en son destekleyicilerinden biri de otistik bireylerin beyin
dokularinda gliosisin gostergesi olan glial fibriller asidik protein’in (GFAP) yiiksek
bulunmasidir. Bu bulgu astroglial ve mikroglial aktivasyonun bir gostergesidir. Astroglialar
hem ekstraselliller alandan glutamati alir hem de glutaminden glutamat sentezlerler
(75,78,79).
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Glutamat konsantrasyonunun diizenlenmesinde kilit rol oynayan, glutamat
tastyicilarindan biri olan GLT-1’in miktarinda ve fonksiyonlarinda meydana gelen
bozukluklarin da otizme sebep olabilecegi yoniinde ¢alismalar mevcuttur (62). Son dénemde
yapilan ¢alismalar beta laktam antibiyotiklerden olan seftriaksonun kronik kullaniminin doza
bagl olarak GLT-1’in ekspresyonunu artirdigini gostermistir (63). Seftriaksonun GLT-1
ekpresyonu tlizerindeki indiikleyici etkisi daha 6nce anabilim dalimizda yapilmis calismada da
gosterilmistir (70).

Bu bilgiler varliginda biz de ¢alismamizda otizmin hiperglutamaterjik bir hastalik
oldugu hipotezine dayanarak, seftriakson aracilig1 ile GLT-1 ekspresyonunu artirip sinaptik
araliktaki glutamati azaltmay1 ve yliksek glutamat seviyelerinin neden oldugu bulgularin
azalmasin1 gostermeyi amacgladik. Ancak otizm modeli olarak VPA ile olusturulan otizm
modelini segmemiz ¢aligmamizi karmasiklagtirmistir. Ciinkii yapilan ¢aligmalarda VPA’nin
astrosit ve oligodentrositlerde EATT’lerin hem mRNA hem de proteinlerinin miktarini
artirdigin1  gostermektedir. VPA bu etkisini histon deasetilaz enziminin inhibisyonu ile
olusturmaktadir ve sadece GLT-1’in degil diger glutumat tasiyici proteinlerin ekspresyonunu
da epigenetik etkileri ile artirmaktadir (80). Ayrica VPA, GLT-1 ekspresyonunun
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. VPA GLT-1 ekpresyonununu hipokampiis ve
kortekste artirirken serebellumda azaltmaktadir (81). GLT-1 miktarindaki artig, ¢alismamizda
hem sadece 12,5. giinde VPA alan hem de 12,5. giindeki VPA’ya ek olarak postnatal
donemde salin alan grupta, kontrol gruplarina kiyasla western blot yontemi ile gosterilmistir.
Postnatal donemde kronik uygulanan seftriaksonun doza bagli GLT-1 ekspresyonunu artirict
etkisi VPA alan gruplarda goriilmedi. Bu durum, GLT-1 miktarindaki artisin zaten VPA ile
baslangicta yliksek olmasina ve daha fazla artmamasina baglanabilir; c¢linkii gebelik
doneminde salin enjeksiyonu yapilan gruplarda postnatal uygulanan seftriaksonun 200 mg/kg
dozda GLT-1 artisina sebep oldugu ¢alismamizda gosterilmistir.

Calismamizin davranis bulgularini degerlendirmemiz gerekirse, ii¢ odal1 sosyallik ve
sosyal yenilik testinde VPA alan grupta hem deneyin birinci boliimiinde hem de ikinci
bolimiinde denegin sosyallesmesinde ve sosyal yenilige uyumunda azalma vardi. Bu bulgu
modelin olustugu ve otizm benzeri davraniglarin ortaya ¢iktigir yoniinde yorumlanabilir. Bu
gruplarda yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollarda gecirilen siire agisindan anlamli bir
fark yoktu. Bu bulgu hayvanlarin anksiyetelerinin artmadigi yoniinde yorumlanabilir. Park ve
arkadaglarinin  (82) Slit3 geni eksik fareler iizerinde yaptiklart ¢alismada, farelerin

yiikseltilmig art1 labirent test diizenegi iizerinde acik kollarda daha az vakit gegirmis
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olduklarin1 gézlemlemis ve bu durumu artan anksiyete ile iliskilendirmislerdir. Yine Mirza ve
ark. (83) yaptiklari ¢alismada, otistik si¢anlarin test diizeneginin agik kollarinda zaman
gecirmedigini gozlemlemislerdir. Bu bilgiler 1s1ginda, yukarida belirtilen iki calismanin
aksine ¢alismamizda otistik kabul ettigimiz farelerin anksiyete gostermemeleri nedeniyle
ortaya ¢ikan uyumsuzlugun, birinci ¢alismada kullanilan farelerin genetik olarak modifiye
edilmis hayvanlar olmasindan ve ikinci ¢alismada ise farkli tiirde hayvan kullanilmasindan
kaynaklandigini séyleyebiliriz.

Agriya duyarliligin degerlendirildigi hot plate testinde, VPA uygulanan grubun, salin
uygulanan gruba kiyasla, sicak plakadan ayaklarini istatistiksel olarak anlamli derecede erken
cektikleri goriildii. Oysaki Schneider ve Przewlocki (54) yaptiklari ¢aligmada intrauterin 12,5.
giinde 600 mg/kg dozda VPA uygulanan Wistar tiirii sicanlarin agriya kars1 duyarliliklarmin
azaldigin1 ve sosyal kesif sayr ve faaliyetlerinin azaldigini gozlemlemislerdir. Bununla
beraber Markram ve ark. (55) yaptiklari ¢alismada ise, Wistar cinsi siganlara intrauterin 12,5.
giinde 500 mg/kg dozda VPA uygulamiglar ve deneklerin sosyal etkilesimden kagindiklari,
sosyal kesiflerinde ve termal agriya karst duyarliliklarinda azalma meydana geldigini
gozlemlemislerdir. Calismamizda sicak plakadan ayaklarimi ge¢ cekmeleri beklenen VPA
uygulanan grupta literatiirden fakli sonuglar bulmamiz hem hayvan tiirtindeki farkliliga hem
de deneyin uygulandigi giin olan 56. giinde hayvanlarin pengelerinin yeterince
kalinlasmamasina baglanabilir. Cilinkii intrauterin donemde VPA enjeksiyonu yapilan
gruplarin agirliklar kontrol gruplaria gore belirgin derecede azdi.

VPA ile olusturulan deneysel otizm modellerinde ekseriyetle, insanlarda goriilen
otizmde karakterize olan tekrarli davraniglar, sosyal etkilesim ve sosyal yenilikte azalma,
lokomotor aktivitede bozulma, ac1 ve agriya duyarsizlik ve anksiyetede artis goriildiigii birgok
calisma ile ortaya konulmustur (8,84,85). Calismamizda anksiyete diizeyi ve hayvanlarin
arastirict davraniglarinin incelendigi bir diger test olan acik alan testinde VPA uygulanan
grubun arastirici davraniglar sergilemedigi goriildii. Yapilan c¢alismalarda, VPA kaynakl
otizm modellerinde yineleyici ve kaliplasmis davranislarin arttigi gosterilmistir (54). Yine
yapilan caligmalarda, VPA uygulanan farelerin, hiperaktivitelerinin artmis oldugu agik alan
testi ile gosterilmistir (86). VPA uygulanan farelerde rearing siiresinin az olmasini,
anksiyetenin artmis olmasindan kaynakli, farelerin test diizeneginde ortami tanima yerine
hareketsiz kalmayi tercih etmis olabilecegi seklinde yorumlanabilir. ICR (CD1) cinsi fareler

tizerinde yapilan bir ¢aligmada, intrauterin 12,5. giinde 500 mg/kg dozda VPA uygulanmis

52



farelerin sosyal etkilesimlerinin, lokomotor aktivitelerinin, kesif aktivitelerinin azaldigi,
anksiyetelerinin ise arttig1 goriilmiistiir (8).

Calismamizda seftriaksonun otizm lizerindeki etkisini incelemeyi amaclamistik. Bu
sebeple intrauterin donemde 12.,5. giinde VPA (600 mg/kg) uygulanan annelerden dogan
erkek farelere, kontrol grubu salin olmak iizere, seftriakson 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda
uygulandi. Deneklerin sosyallik ve sosyal yeniligini degerlendirmek adina, 3 odali sosyallik
ve sosyal yenilik testi sonuglarina bakildiginda, kontrol grubu ve farkli dozlarda seftriakson
(50, 100, 200 mg/kg) uygulanan gruplar arasinda, bos kafes ve dolu kafes bolmelerinde
gecirilen siire bakimindan anlamli fark yoktu. Bos kafes ve dolu kafesi koklama agisindan da
sadece 50 mg/kg seftriakson uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardi, ancak deneyin geneline bakildiginda bu fark anlamli kabul edilmedi.
Yine soz konusu gruplarin, yabanci ve tanidik farelerin yer aldigi bolmelerde gegirdikleri
stireler ile, yabanci ve tanidik fareleri koklama siireleri kendi aralarinda kiyaslandiginda
anlaml bir fark goriilmedi. Bahsi gegen gruplar i¢in, yiikseltilmigs art1 labirent testi, hot plate
testi, agik alan testi verileri arasinda da kontrol grubuna kiyasla seftriakson uygulanan
gruplarda anlamli fark goriilmemistir. Yaptigimiz literatiir taramasinda otistik hayvanlar
tizerinde yapilmis ve seftriaksonun etkilerini inceleyen bir ¢alisma goremedik, ancak
seftriakson tedavisinin otistik bir cocukta agresif davraniglar1 azalttigi yoniinde bir olgu
sunumuna rastladik. Zaten bu olgu sunumu bu c¢aligmaya yola ¢ikarken temel aldigimiz
calismalardan biriydi (87).

Calismamizda seftriaksonun etkisini GLT-1 {izerinden yapip yapmadigin
anlayabilmemiz i¢in, GLT-1 tastyic1 inhibitdrii olan dihidrokainik asit uygulandi. Ug¢ odali
sosyallik ve sosyal yenilik testinde tek basina dihidrokainik asit alan grup ile dihidrokainik
asit+seftriakson (200 mg/kg) alan grupta hem deneyin birinci bdliimiinde hem ikinci
boliimiinde denegin sosyallesmesinde ve sosyal yenilige uyumunda artig vardi. S6z konusu
gruplar igin, yiikseltilmis art1 labirent testi, hot plate testi, acik alan testi verileri arasinda da
kontrol grubuna kiyasla dihidrokainik asit uygulanan gruplarda anlamli fark goériilmemistir.
John ve arkadaslar1 siganlarda yaptiklari calismalarda amigdalaya dihidrokainik asit
yapilmasinin anksiyete ve depresif davraniglar1 indiiklediklerini gostermislerdir (88). Normal
hayvanlar iizerinde yapilan bu calisma bulunmasma ragmen otistik hayvanlar {izerinde
dihidrokainik asitin etkisini inceleyen bir ¢aligsma bulunmamaktadir.

Seftriaksonun kronik kullaniminin intrauterin donemde salin enjeksiyonu yapilan

gruplar tizerindeki etkisini inceledigimiz gruplarda ii¢ odali sosyallik ve sosyal yenilik testinin
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sosyallesme asamasinda deneklerin bos kafesi koklama siirelerinda kontrol grubuna kiyasla
belirgin bir azalma oldugu goriildii. Bu bulgu seftriaksonun deneklerin sosyallesmesini
artirdig1 seklinde yorumlanabilir. Ancak {i¢ odali testin ikinci bdliimiinde ve diger davranis
deneylerinde seftriaksonun bir etkisi goriilmedi. Oysa Ocasio ve ark. (89) yaptiklar
calismada, si¢anlara kronik olarak seftriakson (200 mg/kg) uygulamislar ve deneklerin agik
alan test diizeneginin duvarlara yakin boliimiinde, diizenegin merkezine kiyasla daha az
zaman gegirdikleri, dolayisiyla daha az anksiyeteye sahip olduklarini gozlemlemislerdir.
Savli’nin yaptig1 bir ¢calismada ise akut olarak artan dozlarda seftriakson uygulanmasinin (50,
100, 200 mg/kg) anksiyolitik etki olusturmak igin yeterli olmadigi gosterilmistir (90).
Calismamizla literatiirler arasinda gozlemlenen bu farkliliklarin, calismamizda kullanilan fare
irkina, seftriaksonun uygulanma siiresi gibi farkliliklara baglanabilir.

Calismamizda  GLT-1  ekspresyonu hem  western  blotting hem de
immunohistokimyasal inceleme ile arastirildi. Western blot ile yapilan incelemelerde hem
sadece intrauterin 12,5 giinde VPA uygulanan hem de intrauterin 12,5 giinde VPA ve
postnatal dénemde salin uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde GLT-1
ekspresyonunda artig vardi. Yaptigimiz literatiir taramasinda VPA’nin epigenetik etkilerine
bagli olarak GLT-1 ekspresyonunu artirdigin1 gordiik. Ancak intrauterin donemde uygulanan
tek doz VPA’nin postnatal donemde GLT-1 ekspresyonu iizerindeki etkisini inceleyen bir
calismaya rastlamadik. Bu 6zelligi ile ¢aligmamiz intrauterin donemde uygulanan VPA’nin
GLT-1 ekpresyonu iizerindeki artirict etkisinin postnatal donemde de devam ettigini gdsteren
farkli bir calismadir. Ancak bu artis1 immunohistokimyasal incelemede ortaya koyamadik.
Intrauterin VPA alan gruplarda seftriaksonun etkisini inceledigimizde western blotta gruplar
arasinda istatisiksel anlamli bir fark yoktu, ancak immunohistokimyasal incelemede 200
mg/kg seftriakson alan gruplarda kontrol grubuna kiyasla GLT-1 ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis vardi. Intrauterin dénemde salin uygulanan gruplarda seftriaksonun
etkisini inceledigimiz gruplarda western blotting ile yapilan incelemede 200 mg/kg alan
grupta istatistiksel olarak anlamli artig vardi, ancak bu artis immunohistokimyasal yontem ile
gosterilemedi. Dihidrokainik asit ise tek basina uygulanan grupta hem 200 mg/kg seftriakson
grubuna kiyasla hem de seftriakson ve dihidrokainik asitin birlikte uygulandigi gruba kiyasla
GLT-1 ekspresyonunu azaltti. Dihidrokainik asit normalde GLT-1 inhibitoriidiir, ancak GLT-
1’in ekspresyonunu diizenleyici bir etkisi bilinmemektedir. Calismamizda elde ettigimiz
sonug acaba dihidrokainik asit sadece sinaptik membran {lizerindeki GLT-1’1 inhibe etmeyip,

GLT-1’in ekspresyonunu da mi azaltiyor sorusunu akla getirmektedir. Ancak bu sorunun
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cevaplanabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag oldugu kesindir. Caligmamizin tiimiine
baktigimizda western blot ve immunohistokimyasal inceleme sonuglarinin birbiri ile korele
olmadig1 dikkat ¢ekmektedir. Iki incelemenin arasindaki fark &rnek almma ydntemleri
arasindaki farka bagli olabilir. Western blotting igin punch biyopsi yapilarak hipokampiisten
rastgele Ornek alinmisti, ancak immunohistokimyasal inceleme hipokampiisiin farkl
bolgelerinde ayr1 ayr1 degerlendirildi. Buna ek olarak her grupta yer alan sekizer hayvanin
dordiiniin sag diger dordiiniin ise sol hemisferleri western blot ve immunohistokimya i¢in
ayrildi. Sonuglar arasindaki farklilik belki de otizmde sag ve sol hemisferlerde farkliliklar
olmasina bagli olabilir. Daha sonra yapilacak ¢alismalarda serebral hemisferlerde
hipokampiisiin biitiin olarak ¢ikarilmasinin ve hep ayni hemisferde inceleme yapilmasinin
sonuclarin daha gilivenilir olmasini saglayacag diisiincesindeyiz.

Calismamizdaki sonuglari bir biitiin olarak degerlendirmemiz gerekirse iki teori
tiretebiliriz. Bunlardan birincisi intrauterin donemde VPA enjeksiyonu yapilmasi otizm
benzeri davranislara yol agiyorsa ve bu etki GLT-1 ekspresyonundaki artisa bagliysa otizm
hipoglutamaterjik bir hastalik olarak yorumlanabilir. Ciinkii artan GLT-1 sinaptik araliktaki
glutamat miktarinin azalmasina sebep olacaktir. Ancak burada akla getirilmesi gereken soru
intrauterin donemde bir kez maruz kalinan VPA’nin etkisinin bu kadar uzun siire devam edip
etmeyecegidir. lkinci teori ise otizm hiperglutamaterjik bir hastalik olmasi ve GLT-1
ekspresyonunun  kompansasyon  mekanizmasi  olarak  artmasidir.  Eger  otizm
hiperglutamaterjik bir hastaliksa seftriakson gibi GLT-1 ekspresyonunu artiran ilaglar otizm
tedavisi i¢in bir umut olabilir. Ancak bu teorilerin desteklenmesi i¢in farkli otizm modelleri

lizerinde yapilan ¢alismalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Calismamizda; gebeligin 12,5. giiniinde VPA ya da salin enjeksiyonu yapilan gebe
farelerden dogan erkek farelerde, kronik seftriakson (50, 100, 200 mg/kg) uygulanmasinin
otizm tizerindeki etkisi incelendi. Dogan fareler 54 giinliik oldugunda, seftriaksonun davranig
deneylerine etkisini incelemek iizere sirasiyla, rotarod, 3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testi,
yiikseltilmis art1 labirent testi, hot plate testi ve agik alan testi uygulandi. Hipokampiiste GLT-
1 ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin incelenmesi i¢in ise immunohistokimyasal
yontem ve western blotting kullanildi.

Calismamizdan elde ettigimiz verileri dort boliimde inceleyecek olursak;

Davranig deneyleri ve GLT-1 ekspresyonu iizerine VPA’nin etkisi;

1-  Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testinde VPA uygulanan grubun salin
uygulanan gruba gore dolu kafesin oldugu boéliimde ge¢irdigi siire ile yabanci fareyi koklama
sliresi daha kisayd1 (p<0,05).

2-  Yikseltilmis art1 labirent testinde VPA uygulanan grubun toplam gezilen
mesafesi salin grubuna gore daha fazlaydi (p<0,05).

3-  Hot plate testinde VPA uygulanan grubun penge ¢ekme siiresi salin grubuna
gore daha kisaydi (p<0,05).

4-  Agcik alan testinde VPA uygulanan grubun arka ayaklari iizerinde durma stiresi
salin grubuna gore daha kisaydi (p<0,05).

5-  Western blotting analizinde VPA uygulanan gruplarda GLT-1/B-aktin orani
salin grubuna gore oldukga fazlaydi (p<0,01).
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6-  Immunohistokimya analizinde VPA uygulanan grubun, hipokampiis CA1, CA2
ve CA3 bolgelerindeki immunreaktivitesi salin uygulanan grupla benzerdi.

G12,5. glinde VPA uygulanan gruplarda farkli dozlarda uygulanan seftriaksonun
etkisi;

1-  Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testinde seftriakson uygulanan gruplarin
kontrol grubuna gore dolu kafesin oldugu boliimde gegirdigi siire ile yabanci fareyi koklama
siiresi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0,05).

2-  Yiikseltilmis art1 labirent testi, agik alan testi ve hot plate testlerinde seftriakson
uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda fark yoktu (p>0,05).

3-  Western blotting analizinde seftriakson uygulanan gruplarda GLT-1/B-aktin
orant kontrol grubu arasinda fark yoktu ancak immunohistokimya analizinde 200 mg/kg
seftriakson uygulanan grubun, hipokampiis CAl, CA2 ve CA3 bolgelerindeki
immunreaktivitesi kontrol grubuna gore fazlaydi (p<0,01).

G12,5. giinde VPA uygulanan gruplarda dihidrokainik asit etkisi;

1-  Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testinde dihidrokainik asit hem tek basina
hem de seftriaksonla birlikte uygulandiginda, bos kafesi de dolu kafesi de koklama siireleri
kontrol grubuna kiyasla daha azdi (p<0,05).

2-  Dihidrokainik asitin tek basina veya seftriaksonla birlikte uygulanmasi
yiikseltilmig art1 labirent, acik alan ve hot plate testlerinde kontrol grubuna gore bir fark
olusturmadi.

3-  Western blotting analizinde tek basina dihidrokainik asit uygulanan grupta
GLT-1/B-aktin orani kontrol grubuna gore daha azdi (p<0,01).

4-  Immunohistokimya analizinde kontrol grubunun, dihidrokainik asitin tek
basina ve seftriaksonla birlikte uygulanan gruba kiyasla hipokampiis sadece CA1 bdlgesinde
immunreaktivitesi fazlaydi (p<0,05), hipokampiis CA2 ve CA3 bolgelerinde ise fark yoktu.

G12,5. giinde salin uygulanan gruplarda farkli dozlarda uygulanan seftriaksonun
etkisi;

1-  Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testinde seftriakson uygulanan gruplarin
deneyin ilk boliimiinde bos kafesi koklama stireleri kontrol grubuna gore daha azdi (p<0,05).

2-  Yiikseltilmis art1 labirent ve hot plate testinde seftriakson uygulanan gruplar ile

kontrol gruplar1 arasinda bir fark yoktu.
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3-  Acik alan testinde seftriakson uygulanan gruplarin merkezde gecirilen siire
bakimindan kontrol grubu ile fark yokken 100 mg/kg seftriakson uygulanan grubun rearing
stiresi kontrol grubuna gore azd1 (p<0,05).

4-  Western blotting analizinde 200 mg/kg seftriakson uygulanan grubun GLT-
1/B-aktin orani kontrol grubuna gore daha fazlaydi (p<0,001).

5-  Immunohistokimya analizinde seftriakson uygulanan grubun, hipokampiis
CAl, CA2 ve CA3 bolgelerindeki immunreaktivitesi kontrol grubu ile benzerdi.

Calismamizda yer alan tiim gruplarin rotarod testi verileri arasinda herhangi bir fark

goriilmedi.
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OZET

Calismamizda, gebeligin 12,5. giinlinde valproik asit uygulanan disi farelerden dogan
erkek farelere, postnatal donemde farkli dozlarda seftriakson uygulanmasmin etkilerinin
incelenmesi amaclandi.

96 adet Balb/c cinsi erkek fare, her grupta 8 adet hayvan bulunacak sekilde, 12 gruba
ayrildi. G12,5. giinde VPA/salin uygulanan gebe farelerden dogan erkek yavru farelere, 47-
57. giinler arasi seftriakson (50, 100, 200 mg/kg) ya da salin uygulandi. Seftriaksonun
etkisinin GLT-1 iizerinden olup olmadiginin incelendigi gruplarda deneklere 10 mg/kg
dihidrokainik asit intraperitoneal yolla uygulandi. Calismadaki tim gruplara 54-57. giinler
aras1 sirasiyla, rotarod, 3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testi, yiikseltilmis art1 labirent testi,
hot plate ve acik alan testleri uygulandi. Davranis deneyleri tamamlandiktan sonra alinan
beyin dokularindan hipokampiiste GLT-1 diizeyleri immunohistokimyasal yontem ve western
blotting ile olgiildi.

Calismamizda intrauterin donemde VPA uygulanan grupta otizm benzeri davraniglar
goriilmistiir. Kronik ve artan dozlarda seftriakson uygulanmasinin otizmde goriilen davranis
bozukluklar1 tizerinde iyilestirici bir etkisi bulunmamustir.

Sonuglarimiz seftriaksonun valproik asit kaynakli otizm {iizerinde tedavi edici

etkisinin bulunmadigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Otizm spektrum bozuklugu, valproik asit, seftriakson, glt-1
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THE EFFECT OF CEFTRIAXONE IN THE VALPROIC ACID-
INDUCED AUTISM MODEL

SUMMARY

In our study we aimed to investigate the effects of different doses of ceftriaxone in
postnatal period in male mice exposed to valproic acid at 12,5th day of the pregnacy.

A total of 96 Balb/c male mice were divided into 12 groups (n=8 animals for group).
Ceftriaxone (50, 100, 200 mg/kg/day) or saline was administered the male offsprings born
from pregnant mice administered VPA/saline, between days 47-57. 10 mg / kg dihydrokainic
acid was administered intraperitoneally to evaluate whether GLT-1 mediates the effect of
ceftriaxone. Rota rod, 3 chamber sociality and social interaction test, elevated plus maze test,
hot plate and open field tests were performed in all groups on days 54-57. GLT-1 levels in the
hippocampus were measured by immunohistochemical method and western blotting.

In our study, autism-like behaviors were observed in male offspings that were
exposed VPA in the intrauterine period. Chronic and increased doses of ceftriaxone did not
exert a curative effect on behavioral impairment seen in autism.

Our results show that ceftriaxone has no therapeutic effect on valproic acid-induced

autism.

Keywords: autism spectrum disorders, valproic acid, ceftriaxone, glt-1
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