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GIRIS VE AMAC

Otizm spektrum bozuklugu (OSB); sosyal etkilesimde bozulma, iletisimde anormallik,
ilgi ve etkinlikte yetersizlik, sinirli ve tekrar edici davraniglarla karakterize noérogelisimsel bir
hastaliktir. Otizm bu belirtilerin diginda beraberinde bir¢ok hastalik ile beraber varlik
gostermektedir (1). Toplumda giderek goriilme sikliginin artmasi, kesin etyolojisinin
bilinememesi ve heniliz medikal bir tedavisinin bulunamamasi giincelligini korumasina ve
birgok caligma yapilmasina neden olmaktadir. Bu c¢aligmalar genelde otizm etiyolojisinin
anlasilmasi, olusumunun engellenmesi veya tedavisine yoneliktir. Valproik asit (VPA) (2),
talidomid (3), etanol (4) gibi kimyasallarla hayvanlarda olusturulan bir¢ok deneysel otizm
modelinde D vitamini (5), oksitosin (6), N-asetil sistein (7), minosiklin (8), astaksantin (9),
dokosaheksaenoik asit (DHA) (10) ve akapunktur (11) gibi ¢esitli ila¢ ve yontemler otizmin
tedavisinde denenmislerdir.

Calismamizin amaci; gebeliginin 12,5. giinlinde VPA'ya maruz kalan annelerden
dogan erkek farelerde asetil-L-karnitin (ALCAR)’in etkisini incelemektir. VPA-nedenli
deneysel otizm modelinde ALCAR’1n prenatal ve postnatal etkisini aragtirmak i¢in iki deney
planlanmistir. Gebe annelere ALCAR uygulamasi yaptigimiz birinci deneyde prenatal
donemde ALCAR’in fetlis lizerinde VPA’nin otizm olusturmasmi engelleyici etkisini,
postnatal donemde uygulama yaptigimiz ikinci deneyde ise anne karninda VPA’ya maruz
kalma sonrasi dogan yavru farelerde ALCAR’1n otizmi tedavi edici etkisini degerlendirmeyi

amagladik.



GENEL BIiLGILER

OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU

Otizm son zamanlarda adim sik¢a duydugumuz bir hastaliktir. Bu hastaligin
cevremizde farkindaliginin artmasi ile erken tani ve tedavide 6zel egitimin Oneminin
anlagilmasi olumlu gelismeler olmasina ragmen, heniliz otistik bireylerin topluma

kazandirilmasi ve tedavisi gereken diizeye ulasamamustir.

Tanim

Otizm, bireylerin etkilesimlerini olumsuz etkileyen, davranis ve iletisim
bozukluklarina yol agan, toplumda sik goriilen nérogelisimsel bir hastaliktir. Otistik bireyler
ozel egitim kategorisi igerisinde yer alirlar. Otizm tanimi ilk kez 1943'te Amerikali
psikiyatrist Leo Kanner tarafindan kullanilmistir (12). Gilinlimiizde, bir¢ok arastirmaya
ragmen otizm gizemini hala korumaktadir. Olugsma nedenleri, tedavisi ve egitimi hala
tartigilan konular arasindadir.

Otizm spektrum bozuklugu; sosyal etkilesimde bozulma, sdzel ve sdzel olmayan
iletisimde anormallik, sinirli ve tekrarlayici davranislarla karakterize edilen, aynilikta
wsrarcilik, rutinlere baglilik ve duyusal uyaranlara agir1 duyarlilik ya da duyarsizlikla kendini
gosteren genellikle li¢ yagindan dnce ortaya ¢ikip yasam boyu siiren, genetik temelleri ve

anormal beyin gelisimi olan nérogelisimsel bir hastaliktir (13).



Otizm Amerika Birlesik Devletleri'nde her 36 ¢ocuktan birinde goriilmektedir (14).
Giliniimiizde goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Tirkiye'de goriilme sikligr ile ilgili bir
caligma bulunmamaktadir. Cinsiyet olarak baktigimizda erkek ¢ocuklardaki goriilme sikligt
kiz ¢ocuklara kiyasla 5 kat daha fazladir (15). Baska bir diislinceye gore ise erkek ve kiz
cocuklar1 arasindaki yaygmlik farki, tanisal 6n yargilara da dayanabilmektedir (16,17).
Erkeklerde sik goriilmesine ragmen, erkek cocuklar kiz cocuklara oranla hastaligi daha hafif
yagsamaktadirlar. Otistik bir ¢ocuga sahip ailenin diger ¢ocuklarinin otistik olma ihtimali % 2
ile % 7 arasindadir. Bu oran tek yumurta ikizlerinde % 60 ile % 90’a ¢ikabilmektedir. 35
yasindan daha yasli anne olan bir bireyin ¢ocugunun otistik olma ihtimali daha geng bir anne
adayma gore % 35 daha fazladir. Otizmli bireylerin aileleri incelendiginde bireylerin
ailelerinin % 35'inde; alkol ve madde bagimliligi, kaygi bozuklugu, depresyon, psikolojik
sorunlar ve sizofreni goriilmektedir (12).

Otizm dogumdan 6nce testi olan ya da herhangi bir teknikle fark edilebilen bir hastalik
degildir. Fark edilemedigi i¢in engellenemez bir hastaliktir. Tanisi, erken yaslarda (0-2)
doktor, aile, bakic1 varsa Ogretmeni ile birlikte konulur. Otizm yaninda birgok hastaligi
beraberinde getiren bir hastalik oldugu icin taniyr koymak kolay degildir. Bu hastaliklar
genelde sindirim sistemi rahatsizliklari, gelisimsel problemler ve motor fonksiyonlarin
zayifliklaridir. Otizm tanisinda 6'l1 tan1 yontemi kullanilmaktadir. Bunlar:

o Aile veya bakici ile goriigme

o Ilgili tibbi, psikolojik veya okul kayitlari

o Biligsel, gelisimsel degerlendirme

J Dogrudan oyununu gézlemleme

. Adaptif islevsellik 6l¢timil

. Kapsamli tibbi muayenedir.

Otizmin Tipik Belirtileri

Otistik bireylerde genelde tan1 koymay1 kolaylastiran bazi temel davranis bozukluklar1
bulunmaktadir. Bunlar her otistik bireyde goriilmedigi gibi diizeyleri de bireyden bireye farkl
olabilmektedir. Otistik bireyler genelde yalniz kalmay1 severler. Saglikl bireylerle iletisimden
kagarlar. Iletisim anmda sorulan soruya cevap vermek yerine soruyu tekrarlamay1 tercih
ederler. Sosyal olmay1 tercih etmezler. Kisilerle iletisim esnasinda goz temasi kurmaktan

kaginirlar. Mevecut durumlarnin  bozulmamasmi ve stabil kalmasmi isterler. Iginde



bulunduklart durum bozuldugunda huzursuz olurlar ve asir1 tepkiler verebilirler. Hicbir sey
olmadan aglayabilir ya da giilebilirler (12).

Saglikli bir cocukla kiyaslandiginda asir1 hareketli ya da hareketsiz olabilirler.
Genelde tehlikeyi fark etmezler, tehlikeye karsi duyarsizdirlar. Tekrarli hareketlerden
hoslanirlar, hep ayn1 oyunu oynamak isterler. Nadiren actya ¢ok hassas, genelde aciya karsi
duyarsizdirlar. Cogu zaman ihtiyaglarini belirtemezler, belirtmekte zorlanir ve strese girerler.
Temas ve sevilmek onlar1 rahatsiz edebilir. Standart egitim yontemlerine tepki vermezler.
Ozel egitim ile belirli mesafeler almabilir (12).

Otistik bireylerin % 78 ile % 88'inde 'Leaky Gut' hastaligi bulunmaktadir (18).
Bagirsaklarin normalden daha gecirgen olmasi seklinde tanimlanan bu durum, gastrointestinal
sistem ile otizm hastaliginin iliski icerisinde oldugunu diisiindiirmektedir. Otistik bireylerde
beslenme ¢ok dnemlidir, cogu bugday gibi bazi tahillarm ve siitiin sindiriminde gorev alan
enzimlerin coguna sahip degildirler. Ishal, kabiz ve davramss problemleri olan otistik
bireylerde beslenme programlar1 bu verilere goére diizenlendiginde, olumlu anlamda
gelismeler yasanmustir. Bunlara ek olarak otistik ¢ocuklarda bagisiklik sisteminde yetersizlik,
hormonal bozukluk, alerji, sindirim sistemi bozukluklar1 veya yetersizlikleri, epilepsi, astim,

kalp damar hastaliklari, kemik erimesi, diyabet ve ¢esitli kanserler goriilebilmektedir (2).

Otizmin Nedenleri ve Zemin Hazirlayan Parametreler

Beynin prenatal ve postnatal gelisiminde, norolojik sistemlerin etkilesimleri ve
birbirilerine yolladiklar1 uyarilar 6nemlidir. Otizm tek bir ndronal sistemin degil, bir¢cok
noronal sistemin etkilendigi bir hastaliktir. Otizmde beyin gelisimin olumsuz yodnde
etkilendigi, norogelisimsel faktorlerin beynin islevsel sistemlerinin ¢ogunu ya da tamamini
etkiledigi bilinmektedir (2).

Teratojenler ile yapilan ndroanatomik c¢aligmalar, gebelikte beyin gelisiminin
etkilenmesinin otizme neden olabilecegini gostermistir. Beyinde olusan bu olumsuz etki
birgok patolojik olaya yol acgabilmektedir. Otistik ¢ocuklarda yapilan postmortem
incelemelerde kafa c¢evresi, beynin hacmi ve agirli§1 normal ¢ocuklara gore daha fazladir. Bu
cocuklarda beynin hizli biiyiidiigii ve bu ylizden fonksiyon kayb1 olustugu diisiiniilmektedir.
Buradan yola ¢ikarak da, beynin gelisimi sirasinda noronal sistemin etkilesimi siirecindeki bir

bozuklugun, bir dizi soruna yola agtig1 ve otizme neden olabildigi sdoylenmektedir (19).



Otistik bireylerde amigdalada ve amigdalanin fusiform girus, iist temporal sulkusunun
diger temporal alanlar ile olan baglantisinda bir sorun oldugu, bu nedenle cevresindeki
insanlarin g6z gibi sosyal ifade bolgelerine degil de, agiz bolgelerine baktiklar:
diistiniilmektedir (20). Otizmin serotonin ile olan iliskisiyle ilgili son donemde pek ¢ok yaymn
yapilmistir. Gebelerin ikinci ve/veya lgiincii trimesterlerinde selektif serotonin geri alim
inhibitorii igeren antidepresan ilag kullanimlarinin otizm riskini artirdig1 gosterilmistir (21).

Manyetik rezonans goriintilleme (magnetic resonance imagining-MRI), pozitron
emisyon tomografisi (positron emission tomography-PET) gibi tekniklerin gelismesiyle
otizmin bilinmezleri giin 151¢ma ¢ikmaktadir. Yapilan goriintiilemelerde, otizmli bireylerin
ndrotransmitter sistemleri, glukoz metabolizmalari, ndroimmiin yanitlar1 saglikli bireylerden
farkli oldugu gibi beynin her iki yarimkiiresini birbirine baglayan korpus kallosum adi verilen
kismin normalden daha kii¢iik oldugu anlagilmistir (22).

Otizm genetik temeli olan bir hastalik olarak da diisiiniilmektedir. Bunu kanitlamak
icin yapilan genetik caligmalar da bulunmaktadir (23). Genetik etmenlerin diginda g¢evresel
etmenler de otizmin olugsmasinda rol oynayabilirler. Bunlar;

e meslek nedenli viicutta agir metal birikimi

e annenin gebeligi siiresince maruz kaldig1 agir metal etkisi

e amalgam dolgular

e deniz liriinleri (civa)

e rhogam asilar

e hamilelikte karin bolgesine uygulanan kirigiklik dnleyici kremler (civa)
e rujlar (civa)

e ojeler (kursun)'dir (24).

Cocukta ise; asilar, cevresel kosullar, antibiyotikler, immiin hastaliklar ve
gastrointestinal gecirgenlik otizm olusumunda rol oynar (25). Bazi virilis, bakteri ve

mantarlarin otizmin olusmasima katk1 sagladigi da gosterilmistir (26).



Otizm ve Genetik Parametreler

Son donemdeki caligmalar otizmde kalitimsalligr % 50 olarak gdstermektedir (27).
Otizm tek bir genin etkisinden ¢ok, birden fazla genin dahil oldugu karmasik bir genetik
bozukluktur. 13 ve 18. kromozom digindaki tiim kromozomlarda otizmle ilgili bozukluklara
rastlanilmistir Bu bozukluklar gen mutasyonlar1 ve kopya sayilarindaki farklardan olusur (12).

Otizm spektrum bozuklugu ile bircok genin iligkisi oldugu gosterilmistir. HDS,
ARID1B, SYNGAPI, DYRKIA, SCN2A, ANK2, ADNP, DSCAM, CHD2, KDMS5B,
SUV420H1, GRIN2B, ASHI1L ve POGZ bu genlerden bazilaridir (28).

Tedavi

Glinimiizde otizmin mevcut bir tedavisi olmamakla birlikte, otizmin etkilerini ve
beraberinde getirdigi hastaliklarin sonuclarini azaltacak tedaviler mevcuttur. Bunlar; ilag, 6zel
egitim, hidroterapi, hayvanlarla terapi (hippoterapi ve yunus terapisi), miizik terapisi,
beslenme ve diyetin diizenlenmesi, agir metal kaynaginin kurutulmasi, hiperbarik oksijen

tedavisi ve uzay terapidir.

VALPROIK ASIT

Valproik asit veya 2-propilpentanoik asit, giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan
antiepileptik bir ilactir. Ayrica bipolar affektif bozukluk, sizofreni ve migren proflaksisinde de
recete edilebilmektedir (29). Kimyasal formiilii CsHi602’dir. VPA, sinir sistemini modiile
edici etkiler gostermektedir. Danimarka'da yapilan bir ¢aligmada, gebelik sirasinda annenin
VPA kullaniminin yavrularin otistik olma riskini onemli 6lgiide arttirdigi (% 4,42)
gosterilmistir (2).

Prospektif 11 yillik bir diger ¢aliymada, anne karninda tek doz VPA terapisine maruz
kalan ¢ocuklarda ndrogelisimsel bozukluklarin yaygmnlik oraninin 6 kat arttigi, VPA poli-

terapisine maruz kalanlarda ise bu oran 10 kat olarak bildirilmistir (30).



Valproik asit kullaniminimn klinikte olusturdugu yan etkiler bilim insanlarmin dikkatini
cekmistir. Bu yan etkiler;

o gen ekspresyon degisiklikleri

° serebellum, korteks anomalileri
° kulak anomalileri
o oksidatif stres artigidir (2).

Klinik caligmalar, gebelik esnasinda VPA maruziyetinin gelisimsel gecikme, biligsel
bozukluklar ve otizm gibi bir¢ok risk ile iligkili oldugunu gostermistir. Bunlarin yaninda
gebeligin ilk 3 ayinda VPA'ya maruz kalan annelerin yavrularinda noral tiip defektleri, atriyal
septal defekt, yarik damak, hipospadias, polidaktili ve kraniosinostoz goriilmektedir. ‘‘Fetal
Valproik Asit Sendromu’’na sahip bireylerde kraniyofasiyal anomaliler ve organ
malformasyonlar1 oldugu bildirilmistir (31). Ilging olarak, prenatal dénemde VPA'ya maruz
kalmis kemiriciler de, otistik bireylerde gozlenen davramigsal bozukluklara benzer bulgular
gostermektedirler (2). VPA maruziyeti gama aminobutirik asit (GABA) seviyelerinin
yiikselmesine neden olmaktadir. GABA ise beyindeki sinir aglarinin olusumunda kritik bir

role sahiptir (32).

TERATOJENLER ILE OLUSTURULAN OTiZM MODELLERI

Bircok c¢evresel faktdriin otizmin etiyolojisinde rol aldigi diistiniilmektedir. Bilim
insanlar1 bu faktorleri deney hayvanlarina simiile ederek hastaligi anlamaya calismiglardir.
Dogum 6ncesi ve dogumdan sonraki ilk donemlerde beyin gelisiminin etkilenmesiyle otizm
benzeri davraniglar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumu etkileyen teratojenler, hayvan modeli
olusturulmasinda etkili olmustur. VPA, talidomid ve etanole prenatal donemde maruziyet
hayvanlarda otizm benzeri davraniglar sergilenmesine yol a¢cmistir (33). Calismamizda
literatiir taramasi sonucu en sik kullanilan model olan VPA ile olusturulan otizm modeli

tercih edilmistir (2-4,33).

Valproik Asit Nedenli Otizm Modeli

Valproik asit nedenli otizm modeli Rodier ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir
(1996). VPA’nin insandaki yan etkileri goz Oniline almarak hayvanlarda da otizme benzer
etkiler olusturabilecegi diisliniilmiistiir. Sicanlarda denenen ilk ¢aligmada VPA tek doz 350

mg/kg olarak uygulanmistir. Bu tarihten sonra prenatal olarak VPA'ya maruz kalmis



kemirgenler, otizmde davranigla iliskili molekiiler yolaklarin kesfi ve otizm benzeri
davraniglarin testi i¢in yaygin olarak kullanilmistir.

Gliniimiizde kullanilan VPA nedenli otizm hayvan modeli bu sekilde olusturulmustur.
Belirli standart temele oturan modelde gebe fare ya da siganlara gebeliginin 12,5-13. giiniinde
600 mg/kg dozda VPA uygulandiginda dogan yavrularin (6zellikle erkek yavrular) otizm
benzeri davraniglar gosterdigi caligmalarda gdosterilmistir. Schneider ve Przewlocki
olusturulan modelde deney hayvanlarindaki davranis bozukluklarini davranig testleriyle
inceleyen ilk arastiricilardir (2). Deneylerinde erkek sicanlarin, otizm benzeri davranislar
gosterdiklerini, sosyal davraniglarin ve lokomotor aktivitenin azaldigini gozlemlemislerdir
(34,35). Sosyal bozulmalarin yani swra deney hayvanlarinda kendine bakim ve kazma
aliskanliklarin1 inceleyen bazi calismalar VPA'ya maruz kalan hayvanlarda kaliplagmis,
tekrarli davraniglarin arttigini gostermektedir (2).

Sicanlarda VPA maruziyeti ge¢ olgunlasma (ge¢ géz agilmasi), diisiik viicut agirhigi ve
gecikmis motor gelisimine neden olmustur (36). VPA’dan baska etanol ve talidomid de
hayvan modeli olusturmak i¢in denenmistir ancak yaygin olarak kullanilan otizm hayvan
modeli VPA ile olusturulan modeldir.

Valproik asite maruziyet zamani da modelin olusmasi i¢in 6nemlidir. 12,5. giinde
maruz kalan fareler ile 9 ve 14,5 glinde maruz kalan fareler otistik benzeri davranislarda
farkliliklar géstermistir (37).

Diger kimyasallarla olusturulan otizm hayvan modellerinde, VPA’ya maruz kalmis
kemirgenlerde goriildiigii gibi insanda olusan otizm belirtilerinin tiimii ortaya
cikamayabilmektedir. Bu caligmalar da tabii ki otizmin etiyolojisini, maternal etkileri ve
biyolojisini agiklamaya ve yeni tedavilerin ortaya ¢ikmasma yardimci olurlar. VPA'ya
prenatal donemde maruz kalma ve otizm arasindaki iligki birgok calismada dogrulanmistir
(2,36,38,).

Kataoka ve ark. (39) nin yaptig1 ¢caligmada; gebeligin 12,5. giiniinde VPA'ya maruz
kalmanin erkek farelerde ndronal hiicre sayisini azalttigi, boylelikle erkek fare prefrontal ve
somatosensOr kortekslerinin yapisint olumsuz yonde etkiledigi disiiniilmektedir. Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) beyin gelisimi i¢in 6nemli bir proteindir ve VPA'ya
maruz kalan farelerin somatosensor korteksinde BDNF mRNA'smnin daha diisiik eksprese
edildigi gosterilmistir (40).

Bizler de farelerde deneysel otizm modeli olustururken literatiirde bahsedilen kriterleri
inceledik ve aragtirmamizi buna gore planladik. Calismamizda harem usulii ¢iftlesmeye alinan

disi farelere 12,5 giinlerinde tek doz 600 mg/kg VPA enjeksiyonu yapilmistir. Gebe farelere
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standart diyetleri disinda bir program uygulanmamustir. Normal sartlarda gegirilen gebelik

sonunda tiim hayvanlar dogum yapmustur.

Talidomid ile Olusturulan Otizm Modeli

Talidomid bir sedatif olarak ilk kez 1950’lerde sentezlenmistir. Sentezlendiginde
insanda potent teratojenisite beklenmeyen bir durumdur (41). Bu yillarda anksiyete ve
uykusuzluk tedavisi i¢in kullanilmistir. Daha sonra talidlomide maruz kalan c¢ocuklarda
konjenital malformasyonlarin artmis oldugu bildirildi ve bu durum “Fetal Talidomid
Sendromu” olarak adlandirildi. Talidomidin bu etkisinin anti-anjiyojenik 6zelligine baglh
oldugu diisiintilmektedir ancak etki mekanizmasi heniiz belirsizligini korumaktadir (42).

Talidomid DNA ile dogrudan etkileserek hiicre gociinii engelleyebilmektedir (43).
Insanlarda fertilizasyondan sonraki 20-24. giinlerdeki ilag maruziyetinin otizme neden
oldugu diisiiniilmektedir. insanlardaki bu dénem hayvan modellerinde 8 ile 10.5 giin
olarak diisiiniilmektedir (44). Bu durumdan yola ¢ikarak olusturulmak istenilen hayvan
modellerinde bu donem hedef alinmistir.

2010 yilinda yapilan bir ¢alismada 20 mg/kg uygulanan talidomid dozu maymun
embriyosunda global gen ekspresyon profilinin degismesine neden olmustur. Primat ve
farelerde talidomid farkli etkiler gosterebilmektedir (45).

Bir diger ¢aligmada prenatal talidomide maruz kalmis sicanlarda 6grenme zorlugu ve
yanlis se¢cim yapma davranislart (46) ayrica hem talidomid hem de VPA ile olusturulan
deneysel otizm modellerinde insanda goriilene benzer sekilde hayvanlarda da hiperaktivite

benzeri davraniglar goriilmistiir (46).

Etanol ile Olusturulan Otizm Modeli

Etanoliin kotiiye kullanimi bir saglik sorunudur. Gebelerde etanol kullanimi birgok
iilkede artmistir (47). Etanole maruziyet “Fetal Alkol Sendromu” terimi altinda
incelenmektedir. Etanoliin teratojenik etkisini; hiicre cogalmasini, gé¢ ve apoptozu de-regiile
ederek gosterdigi diistinlilmektedir (48).

Etanol nedenli deneysel otizm modellerinde hayvanlarda sosyal davranig bozukluklar1
ve sosyal oyunlarda degisiklikler goriilmiistiir (49). Histolojik ¢aligmalar sicanlarda etanole

maruz kalmanimn serotonerjik néronlarin gog¢lerini ve sayilarini etkiledigini géstermistir (41).



ASETIL-L-KARNITIN

Asetil-L-karnitin, L-karnitinin bir esteridir ve karnitinin reversibl asetilasyonuyla
beyinde sentezlenir. Beyine iyi dagilim gosterir ve beyinde pek ¢ok etkiye sahiptir. Asil rolii
mitokondriyada yag asitlerinin B-oksidasyonu ve adenozin trifosfat (ATP) olusumu yani
enerji metabolizmasidir. Pek ¢ok calismada L-karnitin ve ALCAR’1n beyinde norodejeneratif
ve yaslanmaya bagli durumlarda oksidatif stres lizerine etkisiyle noroprotektif ve giiclii
antioksidan etkileri oldugu kanitlanmistir (39,50). Ayrica néronlarin erken gelisim evrelerinde
ALCAR uygulanmasmin beyinde reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olusumunu azalttigi,
norodejenerasyondan korudugu ve inhalasyon anestezik ilaglarma bagli sican kortikal
noronlarinda olusan norotoksisiteyi Onledigi gosterilmistir (51). Karnitin eksikliginin
norogelismeyi ya da 6zel olarak norojenezi bozdugu diisiiniilmektedir (52). Ayrica viicutta
karnitin eksikliginin mitokondriyal kopya sayisini negatif yonde etkiledigi de ¢alismalarda
gosterilmistir (52). Bir baska c¢alismada ise; ALCAR’mn yasa bagli mitokondriyal
disfonksiyonu ve ndronlarin oksidatif hasarimi azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (53).

Diger taraftan oksidatif stress ilizerine adjuvant artrit, gastrik tilser modelleri, iskemi-
reperflizyon hasari, infertilite gibi farkli deneysel modellerde antioksidan etkisi gosterilmis
olan karnitin ve tiirevlerinin (54-59), Alzheimer gibi hafiza bozukluklarinda da giicli
antioksidan etkisi ile noroprotektif etkisi kanitlanmistir (60).

Asetil-L-karnitinin 6zellikle ndropatik agrida olmak iizere, analjezik ve antinosiseptif
etkisi konusunda da calismalar bulunmaktadir (61,62) Noropatik agri iizerine etkisinin

noroprotektif ve antioksidan 6zelliginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (63).

OTIiZM VE ASETIL-L-KARNITIN ILiSKiSI

Beaudet’in (52) 2017 yilinda yaptigi ¢calismada gida ile elde edilen (primer) ve iiretilen
karnitin (sekonder) eksikliginin otizm ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica erken yaslarda
diyetin diizenlenmesinin otizm benzeri davranislara sahip ve heniiz tan1 konmamig bireylerin
sorunlarini1 ¢ozebilecegi diisiiniilmektedir. Sekonder karnitin eksikligine sahip hastalarda yag
asit metabolizmasmin da bozuk oldugu gozlemlenmistir. Calismada, idrarla kaybedilen
karnitin eksikliginin otizm ile iligkili olabilecegi de belirtilmistir.

Bizler yaptigimiz literatlir taramast sonucunda pek¢ok calismada ALCAR'in
antioksidan Ozelligiyle oksidatif stresi ortadan kaldirdigini, noroprotektif etkisini ve
ndrodejenerasyonu azalttigini1 gozlemledik. Yine en sik kullanilan deneysel otizm modeli olan
VPA nedenli otizm modelinde karar kildiktan sonra otizm olusumunu engelleyebilecek veya

etkilerini azaltabilecek maddeleri ararken bir¢ok c¢aligmayla karsilastik. Prenatal VPA

10



maruziyeti sosyal iletisimi, intestinal motiliteyi azaltirken, bu modelde uygulanan
minosiklinin tiim bunlar1 olumlu yonde degistirdigi gosterilmistir (8). VPA ile deney
hayvanlarinda olusturulan modelde hayvanlarda otizm benzeri davraniglar goriiliirken,
dokosaheksaenoik asit uygulamasindan sonra hiicre apoptosisinin azaldigi, kognitif
bozulmanin 6nlendigi, 6grenme ve bellegin diizeldigi bulunmustur (10). Bir diger calismada
da, antioksidan 6zelligi bilinen astaksantinin deneysel otizm modelinde glutatyonu ve katalazi
olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (9). Literatiirde fare ve sicanlarda VPA ile olusturulmus
birgok deneysel otizm modelinde antioksidan, ndroprotektif vd. 6zellikleri nedeniyle otizmin
Onlenmesi ya da tedavisinin arastirildigir birgok ¢aligma bulunmaktadir, fakat yaptigimiz
tarama sonucu ALCAR’1n otizm {izerine etkisinin arastirildig1 bir ¢aligmaya rastlanamamastir.
Tiim bu nedenlerden dolay1r biz de calismamizda néroprotektif ve antioksidan Ozellikleri
birgok c¢alismada gosterilmis olan ALCAR’mn VPA ile olusturulan deneysel otizm

modelindeki etkilerini incelemeye karar verdik.
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GEREC VE YONTEMLER

Caligmamiz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Davranis ve Agr1 Laboratuvarlarinda Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 Kilavuzu ve Hayvan Etigi
Evrensel Ilkelerine uygun olarak gergeklestirildi. Yaptigimiz arastrma icin Trakya
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alindi1 (TUHADYEK-2016/12) (Ek-1)
ve calismamiz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (TUBAP-2016/127) (Ek-2)

tarafindan desteklendi.

DENEKLER

Arastrmamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Biriminde
iiretilmis olan 20-30 gram agirhginda Balb/c tiirii erkek ve disi farelerin ¢iftlesmesiyle elde
edilen ve prenatal donemlerinde VPA'ya maruz kalmis bu disilerden dogan erkek yavru
fareler kullanild1. Toplam 64 adet erkek Balb/c yavru fare, her deneyde 4 grup ve 8’er hayvan
olacak sekilde ayrildi. Tim denekler otomatik olarak ayarlanan standart laboratuvar
kosullarinda (22+1 °C, %55 nem ve 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) barindirildilar.
Beslenmeleri igin standart fare yemi ve musluk suyu kullanildi, yem ve su miktarinda

herhangi bir kisitlama yapilmadi.

KULLANILAN ILACLAR

Calismamizda deneysel otizm modeli literatiir taramasi sonucu en sik kullanilan
kimyasal olan VPA ile olusturulmus ve en yaygin kullanilan doz olan 600 mg/kg olarak
secilmistir (2,59,64). VPA (Sigma), salin (%0,9 NaCl, serum fizyolojik) soliisyonunda

coziilerek ve 10 ml’kg volimde uygulanmistir. Otizmin prenatal donemde Onlenmesi veya
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postnatal donemde tedavisindeki roliinii aragtrmak amaciyla kullandigimiz ALCAR'in dozu
da yine literatiir taramasi sonucu en sik kullanilan doz olan 100 mg/kg olarak belirlenmistir
(53,65). Kontrol gruplarma salin (10 ml/kg) uygulanmistir. Tiim enjeksiyonlar intraperitoneal
(i.p.) yoldan yapilmustur.

Calismamizda, gebeliginin 12,5. giiniinde VPA’ya maruz kalan disilerden dogan erkek
farelerde ALCAR etkisinin incelemesi amaciyla iki deney planlandu:

Deney 1'de gebe anneye ALCAR uygulanmasinin yavru farelerde VPA nedenli otizmi
engelleyici etkisi, Deney 2’de ise anne karninda VPA’ya maruziyet sonrast dogan yavrulara
postnatal donemde ALCAR uygulanmasmin VPA nedenli otizmi tedavi edici etkisi olup

olmadig1 arastirild1.

Deney 1:

Grup 1) pozitif kontrol grubudur ve bu grupta gestasyonel (G) 12,5. giinde salin (10
ml/kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan erkek yavru fareler kullanildi.

Grup 2) negatif kontrol grubudur ve G12,5. giinde VPA (600 mg/kg, i.p.) uygulanmis
annelerden dogan erkek yavru fareler kullanild.

Grup 3) G10-14. giinlerde ALCAR (100 mg/kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan
erkek yavru fareler kullanild.

Grup 4) G10-14. glinlerde ALCAR (100 mg/kg, i.p.) ve G12,5. giinde VPA (600

mg/kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan erkek yavru fareler kullanildi.

Deney 2:

Grup 1) G12,5. giinde salin (10 ml’kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan erkek yavru
farelere 47-51. giinler aras1 salin (10 ml/kg, i.p.) uyguland1.

Grup 2) G12,5. giinde salin (10 ml’kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan erkek yavru
farelere 47-51. giinler aras1t ALCAR (100 mg/kg, i.p.) uyguland1.

Grup 3) G12,5. giinde VPA (600 mg/kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan erkek
yavru farelere 47-51. giinler arasi salin (10 ml/kg, i.p.) uygulandi.

Grup 4) G12,5. giinde VPA (600 mg/kg, i.p.) uygulanmis annelerden dogan erkek
yavru farelere P47-51. gilinler aras1 ALCAR (100 mgkg, 1ip.) uyguland.
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Tablo 1. Gruplara uygulanan kimyasallar ve uygulama giinleri

Gruplar G:0 G:10 G:11 G:12 G:13 G:14 P:47-51
Deney 1 | Grup1
(salin) —> salin —
Grup 2
Grup 3 —>
(ALCAR) C—> ALCAR | ALCAR | ALCAR | ALCAR | ALCAR
Grup 4 ALCAR | ALCAR | ALCAR | ALCAR+ | ALCAR | —>
(ALCAR+VPA) | —> VPA
Deney 2 | Grup1
(salin+salin) : salin — salin
Grup 2
(salintALCAR) | ] salin — ALCAR
Grup 3 .
(VPA+salin) —> VPA — salin
Grup 4
(VPA+ALCAR) | —| VPA —> | ALCAR

Her 2 deneyde yavrular 50 giinliik olduklarinda sirasiyla rotarod, 3 odali sosyallik ve
sosyal yenilik testi (Three Chamber), ylkseltilmis art1 labirent (Elevated Plus Maze), hot
plate, agik alan (Open Field) ve baglamsal korku kosullanma (Fear Conditioning) testleri
uygulandi.

UYGULANAN DAVRANIS TESTLERI

Rotarod Testi

Olusturulan modelin deneklerde motor koordinasyon bozuklugu olusturup
olusturmadigin1 anlamak i¢in deney hayvanlar1 rotarod cihazinda teste tabi tutuldular. Bu
cihaz belirli hizlarla donen silindirden (rod) ve siire takip kronometresinden olugmaktadir.
Olusturulan otizm modelinin ve kontrol grubunun degerlendirilmesi icin fareler 16 rpm
hizinda donen silindirlerde 180 saniye tutulmustur. Testin prensibi, belirli bir hiz (16 rpm) ve
yiikseklikte (25 cm) donen bir silindirde yiirliyebilmek ya da diizenekten diismeme temeline
dayanir (Sekil 1).

Calismamizda test, MAY 972-A Rotarod cihazi (COMMAT) kullanilarak
gerceklestirildi. Deneye baslamadan once deneklerin ortama aligsmasi i¢in belirli bir siire
deneme yapildi. Birbirinden izole 4 boliimden olusan cihazda, sirasiyla 4 denek birbirini
gormeden teste tabi tutuldular. Hayvanlar mile yerlestirildiginde el ile kronometre baglatildi.
Denek diizenekten diismemek i¢in milin doniis yoniiniin tersi yonde hareket etmelidir. Denek,

diizenekten diistiiglinde cihaz tabaninda yer alan sensorler kronometreyi durdurdu.
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Denekler 3 kez test diizenegine alinarak elde ettikleri en uzun siire, rotarod testinin
verisi olarak kabul edildi. Bu veriler 1s1¢inda lokomotor aktivite ve denge becerileri

degerlendirildi.

Sekil 1. Rotarod cihaz

Hot Plate Testi

Woolfe ve McDonald tarafindan 1944 yilinda ilk kez tanimlanan yontem daha sonra
Eddy ve Leimbach tarafindan gelistirilerek daha sik kullanilmaya baslanmistir (66).
Calismamizda hayvanlar, 55°C 1sitilmis tablaya birakildiktan sonra takip edildiler. Hayvan
diizenege birakildig1 an siire baslatildi. Hayvanin ziplamasi, ayagini yalamasi ya da plakadan
kaldirmast deneyi sonlandirdi. Doku hasarmi 6nlemek i¢in cut-off (sonlandirma) siiresi 25

saniye olarak belirlendi ve bu siire sonunda cevap vermeyen fareler deneyden ¢ikarildi (Sekil

2).
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Sekil 2. Hot plate cihaz

Uc Odah Sosyallik ve Sosyal Yenilik (Three Chamber) Testi

Kemirgenler genellikle diger kemirgenlerle vakit ge¢irmeyi tercih etmektedirler.
Bu deney, denegin tanimadig1 fare ile sosyalliginin degerlendirilmesinde kullanilir (Sekil
3). Deney diizeni 2 gilinden olusmaktadir. 1. giin sadece ortam alistirmasi seklinde
tamamlanir. 2. giin deneyin yapildig: giindiir. 2. giin sabah denekler grup sirasina gore test
diizenegine yerlestirildiler. 5, 10 ve 10 dakika olarak her denek i¢in 3 kayit tutulmustur. Her
kayit denegin orta odaya konmasi ve duvarlarin kaldirilmasi ile bagladi. Denegin tekrar orta
odaya almip duvarlarm kaldirilmas: ile bitti. 1lk 5 dakikalik kayit tanmms yeri hatirlamak
amacl uygulandig1 i¢in analize dahil edilmedi. Birinci 10 dakikada deney diizeneginin sol
tarafinda yer alan odadaki kafeste ladet ayni irk ve yasa sahip fare yer aldi. Bu fare deney
gruplarmin disinda yabanci bir fareydi. Ik 10 dakikalik bdliimde denegin daha énceden hig

gormedigi fareye olan yaklasimi, onunla kurdugu sosyallik analiz edildi. Bu test boyunca far
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her ii¢ odada gezebilecek serbestlikteydi. Ik 10 dakikanm analizinde denegin yabanci fare ile
toplam gegirdigi siire, kat ettigi mesafe ve yabanci fareye olan uzakligi degerlendirildi. ilk 10
dakika sonunda fare orta bolime almnip duvarlar tekrar kapatildi. Deneyin 2. kismina
geemeden Once sol odada yer alan kafes, denek gormeden sagdaki bos kafes ile degistirildi.
Sol tarafa konulan bos kafese yeni bir yabanci fare kondu. Son durumda fare orta odada,
duvarlar kapali, sol odada tanimadig1 yabanci bir fare ve sag odada ilk 10 dakikadan tanidigi
fare yer aldi. Duvarlarin kaldirilmasiyla testin ikinci 10 dakikast basladi. Farenin daha
onceden tanidig1 ve yeni konulan yabanciya olan davraniglari kayit edildi. Deneyin ilk 10
dakikas1 sosyallesmeyi Olgiimlerken, ikinci 10 dakikasi sosyal yeniligi Ol¢limlemektedir.
Deneyin ikinci 10 dakikalik boliimii, ilk 10 dakikalik bolim ile ayni sartlar altinda ilerledi.
Her iki boliimde de denek, deney baslamadan 6nce yabanci fareleri gérmedi. Yabanci fare
grubu kendi i¢inde numaralandirildi ve denek fareler ile test boyunca bir defadan fazla
karsilagmasmin Oniine gecildi. Yabanci fareler herhangi bir kimyasala ya da teste tabi
tutulmadilar. Obje olarak kullanilip, analizlerde degerlendirilmediler. 3 odali sosyallik ve
sosyal yenilik testinin yapildigi giin denekler baska bir teste tabi tutulmadilar. Test, Media
Recorder 3 (Noldus) programu ile kayit edildi. Kayith videolar Ethovision XT 11,5 (Noldus)
programui ile analiz edildi. Bu test otizm benzeri 6zellikler gésteren kemirgenlerin sosyal

davranis 6zelliklerini incelemek tlizere kullanilmaktadir (2).

Jiiil ]

11[ | 1ot — |

Sekil 3. U¢ odal sosyallik ve sosyal yenilik test diizenegi
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Acik Alan (Open Field) Testi

[k kez 1936 yilinda Hall tarafindan tanimlanmistir.Giiniimiizde de hayvan
fizyolojisinde en popiiler testlerden biridir. Deney hayvaninin herhangi bir islem 6ncesi
duygusal durumunu ve islem sonrasinda meydana gelebilecek degisiklikleri saptamak
icin en ¢ok kullanilan testlerden biridir. Santral sinir sistemi bozukluklar1 olan deney
hayvanlar1 i¢in acik alan testi, genel aktivite diizeylerini, biiriit lokomotor aktivite ve
kesif aliskanliklarini belirlemek i¢in kullanilan basit bir sensorimotor testtir.

Deney diizenegi dort tarafi siyah duvarlarla (60 cm x 60 cm) gevrili, {istii agik
pleksiglas malzemeden olusmaktadir. Deney hayvaninin davranislari tavana asili kamera
tarafindan kayit edilir (Sekil 4).

Calismamizda test, deney hayvaninin diizenegin merkezine birakilmasiyla basladi
ve 10 dakikalik kayit tutuldu. Davraniglar Ethovision XT 11,5 yazilimi (Noldus) ile
incelendi. 10 dakikanin sonunda kayit durduruldu ve denek kafesine yerlestirildi. Deney alani
toplam 16 esit kareye boliindii. Merkezdeki 4 tanesi merkez alan, kenarlardaki kareler perifer
alan olarak tanimlandi. Denekler arasinda test diizenegi %10'luk etanol ile temizlendi. Test
boyunca deneklerin diizenegin merkezinde gegirdigi siire, toplam kat ettikleri mesafe ve arka

ayaklar1 lizerinde durma (rearing) sayilari incelendi.

Sekil 4. Acik alan test diizenegi
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Yiikseltilmis Art1 Labirent ( Elevated Plus Maze) Testi

Yiikseltilmis art1 labirent 2 agik, 2 kapali ve bunlarin birlestigi merkez bolgeden
olusmaktadir. Test diizenegi 50 cm x 10 cm boyutlarinda ve yerden 50 cm yiiksektedir.
Karsilikli kapali kollar iistii acik, ¢evresi 40 cm yiiksekliginde pleksiglas duvarlardan
olusur. Secilen deney hayvani beyaz renk oldugundan diizenegin tamami siyahtir.
Kemirgenlerin dogas1 geregi a¢ik alanda gezmek onlar i¢in stresli olacagindan, merkeze
birakildiktan sonra kapali alani tercih etmeleri beklenir (Sekil 5).

Calismamizda test, deney hayvaninin diizenegin merkezine birakilmasiyla
basladi. Diizenegin tepesinde yer alan kamera ile 5 dakikalik kayit alindi. Kayit sonunda
denek kafesine yerlestirildi. Her hayvandan sonra test diizenegi %10'luk etanol ile

temizlendi.

-
H
| ]

Sekil 5. Yiikseltilmis arti labirent testi

Baglamsal Korku Kosullanma (Fear Condition) Testi

Korku kosullanma testi kemirgen modellerde 6grenilmis bir davranistir. Kosullu
uyaricinin, kosulsuz durum tekrarlarindan sonra hayvanlar bu iki durumu birbirine
baglar ve korkmay1 &grenirler. Korku kosullandirma hizlica grenilir. Sabit ve uzun
siireli davranigsal degisim farmakolojik ¢alismalar i¢in verimli bir ¢aligma alanidir.

Korku sartlandirilmasi, kosullu ve kosulsuz durum belirli bir zaman aralig: ile ayrilir.
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Deney diizenegi dis1 siyah ici seffaf pleksiglastan olusur. I¢ kisimda yer alan
seffaf pleksiglas 27x27x34 cm Ol¢iilere sahip 16 cm ¢apinda kapagi bulunan bir kutudur.
Tabaninda soku iletmekte gorevli ¢elik 1zgara yer almaktadir. Cihazin tavaninda kamera
ve aydinlatma bulunmaktadir (Sekil 6).

Baglamsal korku kosullanma testi iki giinliik bir testtir. Calismamizda 1. giin
fareler sirasiyla diizenege koyulup 7 dakikalik kayitlar alindi. 2, 4 ve 6. dakikalarda 0,5
mA (1 sn) elektrik soku verildi. 7. dakikanin sonunda fareler diizenekten alind.

Testin 2. gilinlii (24 saat sonra) ayni sirayla fareler diizenege yerlestirildi. Sok
verilmeden 5 dakikalik kayit alindi. Kayit sonrasi fareler diizenekten almip kafeslerine
yerlestirildi. Her fareden sonra test diizenegi %10'luk etanol ile temizlendi.

Farelerin davraniglart FCS 21200-R sistemi ile incelendi ve toplam donma siireleri

hesaplandi.

Sekil 6. Baglamsal korku kosullanma testi

Beyin Dokularinda Malondialdehit Diizeyi Ol¢iimii

Testler bittikten sonraki giin, tiim denekler servikal dislokasyon teknigi ile oldiiriiliip
beyin dokular1 ¢ikarildi. Tiim gruplardan elde edilen sag ve sol beyin dokular1 malondialdehit
(MDA) diizeyleri bakilmak iizere ¢calisma yapilincaya kadar -80 °C’de saklandilar. 0.15 KCL
soliisyonu, MDA diizeyleri i¢in %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Tiipler buz {izerinde
tutularak beyin dokular1 homojenizator ile homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlardan

1500 g 15 dakika +4°C’de santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi.
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Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA'min sicak ve asit ortamda
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi neticesinde ortaya c¢ikan pembe renk
spektrofotometrik yontemle 6l¢tildi.

Cozeltiler;

1. %38,1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3,5 olarak ayarlandi)

3. %0,8’lik TBA

4. N-Biitanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapilisi;

0,2 ml doku homojenati; 0,2 ml % 8,1’lik SDS, 1,5 ml %20’lik asetik asit, 1,5 ml %
0,8’lik TBA ve 0,6 ml distile su ile karistirildi. Karigim 1 saat siire ile 95 °C’deki sicak su
banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra iizerine 1 ml distile su ve 5 ml
butanol/piridin eklenerek 1 dABHka vorteksle karistirildi. Organik fazm ayrilmasi i¢in 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda aywra¢ koriine
kars1 absorbanslar okundu.

Sonuglarin hesaplanmast;

A x Vt x 10°

C (nmol/ml) =
E x Vs x L x 10’

A : Absorbans

Vt : Total reaksiyon hacmi

10°: Moliin nanomole ¢evrilmesi

Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune sayist
E : Tiiketim katsayis1 (1,56 10° M cm™)
L :Kivet ¢ap1

10° : Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney gruplarinda hayvan sayis1 8 olarak belirlendi. Rotarod, 3 odali sosyallik ve
sosyal yenilik testi (Three Chamber), yiikseltilmis art1 labirent (Elevated Plus Maze), Hot
Plate, agik alan (Open Field) ve baglamsal korku kosullanma (Fear Conditioning) testlerinin
analizlerinde gruplar arasi karsilastirmalar i¢in Kruskal Wallis Varyans analizi ve post hoc
Dunn testi yapildi. Analiz i¢in p<0,05 anlamli kabul edildi ve Graphpad Prism 6.0 for

Windows yazilimi kullanildi.
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BULGULAR

Calismamiz 2 ayr1 deneyden olusmustur. Deneyimizin birinci kisminda VPA ile
olusturulan deneysel otizm modelinde ALCAR''n prenatal koruyucu etkisi {lizerinde

calisildi, ikinci kisimda ise postnatal tedavi edici etkisi arastirildi.

DENEY 1: VPA ILE OLUSTURULAN DENEYSEL OTIiZM MODELINDE
PRENATAL ALCAR’IN ETKISI

Deney 1 ve 2°de kullanilan testler; Rotarod, 3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testi
(Three Chamber), yiikseltilmis art1 labirent (Elevated Plus Maze), Hot Plate, agik alan (Open
Field) ve baglamsal korku kosullanma (Fear Conditioning) testidir ve testler bu sirayla

yapilmustir.

Rotarod Testi Verileri

Birinci deneyde; gebe farelere 12,5. giinde 600 mg/kg VPA uygulanmasi sonrasi
dogan erkek yavru fareler 50 giinliik olduklarinda ilk test olan rotarod testi ile davranig
deneyleri Olglimlerimiz baslamistir. Salin grubundan baslamak {izere hayvanlar sirasiyla
rotarod cihazina yerlestirildiler. Tiim gruplarin rotarod cihazindaki dlgtimleri kaydedildi. 16
rpm hizinda donen silindire konulan deneklerin 180 saniye siireyle hareketleri izlendi, siireyi
tamamlayamayan deneklerin diisiis siireleri cihazdaki kronometre baz alinarak kayit altina
alind.

Rotarod testinde salin, VPA, ALCAR ve VPA+ALCAR alan gruplarin silindirde
durabildikleri en uzun siireler incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark bulunamamistir ve veriler grafik ile gosterilmemistir.
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Uc Odah Sosyallik ve Sosyal Yenilik (Three Chamber) Testi Verileri

3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testinin protokoliine gore testten bir giin once
ortama aligmasi i¢in deneklerin test diizeneginde serbest dolasim yapmasi gerektiginden,
rotarod testinden sonra denekler sirastyla 3 odali sosyallik ve sosyal yenilik test diizenegine
konuldular. Bu asamada herhangi bir kayit ya da 6l¢lim yapilmadi. Test diizenegindeki kafes
ve odalar1 ayiran perdeler konulmadi. Denek diizenegin her yerinde gezebilecek durumdaydi.
2. giin test sirasiyla tiim gruplara yapildi.

3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testinin ilk 10 dakikast sosyallik parametrelerini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Deneyin bu bdliimiinde sol taraftaki kafesin i¢cine denekle ayni
yaslarda ve cinsiyette bir baska fare konulur. Denegin, kafesteki hayvanin oldugu tarafta ya da
bos kafesin oldugu tarafta gecirdigi siire deney hayvanin sosyallesmesini gostermede
kullanilir. Prenatal uygulanan ALCAR’n etkisini inceledigimiz gruplarda, gruplar arasinda
deneklerin sag/sol tarafta gecirdikleri siire ve sol tarafa ilk gecilen siire agisindan istatistiksel
anlamh bir fark goriilmedi (sirasiyla p=0,4724; p=0,4553 Kruskal Wallis Varyans analizi)
(Sekil 7).

Toplam kat edilen mesafe deneklerin hem lokomotor aktiviteleri hem de sosyallikleri
hakkida yorum yapmaya faydali olan bir parametre olarak degerlendirilmektedir. Deney 1'de
toplam kat edilen mesafe acisindan gruplar arasinda istatsitiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (p=7875, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 7).

24



Toplam gegirilen sure
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Sekil 7. Ug¢ odali sosyallik ve sosyal yenilik testi birinci boliim (deney 1). A) Sol ve sag
tarafta toplam gecirilen siire B) Toplam kat edilen mesafe C) Sol tarafa ilk
gecilen siire

(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatayr gostermektedir).
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Ug odal sosyallik ve sosyal yenilik testinin ikinci 10 dakikalik bdliimiinde birinci
boliimde kafes iginde bulunan deney hayvam sag tarafa alinir ve sol tarafa kafes i¢ine yeni
bir hayvan yerlestirilir. Boylece diizenekte sag tarafta denek icin tanidik bir deney hayvani
varken sol tarafta yeni bir deney hayvani olmus olur. Deneyin bu bdliimiinde elde edilen
veriler sosyal yeniliklere uyum seklinde yorumlanabilir.

Prenatal donemde uygulanan ALCAR’m etkisini inceledigimiz gruplarda tanidik
(sag taraf) ve yeni hayvanlarin (sol taraf) yaninda gecirdigi siireler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,3886, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 8).

Tanidik hayvanin yanina (sag taraf) ilk gegilen siire agisindan bakildiginda da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,5913 Kruskal Wallis Varyans
analizi). Benzer sekilde yeni deney hayvanmin yanma (sol taraf) gecilen ilk siirede de
gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunamadi (p=0,5086 Kruskal Wallis Varyans
analizi) (Sekil 8).

Tiim gruplar toplam kat edilen mesafe agisindan da degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriildii (p=0,2411 Kruskal Wallis
Varyans analizi) (Sekil 8).
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Sekil 8. Uc odal sosyallik ve sosyal yenilik testi ikinci béliim (deney 1). A) Sol ve sag
tarafta toplam gecirilen siire B) Toplam gezilen mesafe C) Sol tarafa ilk gecilen

siire D) Sag tarafa ilk gecilen siire
(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir).
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Yiikseltilmis Art1 Labirent (Elevated Plus Maze) Testi Verileri

3 odali sosyallik ve sosyal yenilik testinden sonra, ertesi giin tiim gruplar
yiikseltilmig art1 labirent testine tabi tutulmuslardir. Test her denek icin 5 dakikalik tek bir
kayittan olusmustur. Bos bir odada yer alan diizenekte denek diizenegin ortasina
birakildiginda kayit baslamistir. Kronometre ile yapilan 5 dakikalik 6l¢limden sonra kayit
durdurulup fare diizenekten alinmistir. Bu testte toplam gezilen mesafeler ve agik kollarda
gegirilen siire analiz edilmistir.

Prenatal donemde ALCAR etkisini inceledigimiz gruplarda yiikseltilmis art1 labirent
testinde acik kollarda gecirilen siire agisindan degerlendirildiginde 12,5. giinde VPA ve 10-
14. glinlerde ALCAR alan grupta salin grubuna karsi, istatistiksel anlamli fark oldugu
goriildii (p=0,0299 Kruskal Wallis Varyans analizi). VPA grubunda salin grubuna gore agik
kollarda gecirilen siire artsa da bu istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 9).
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2 100 om VPA

§ B2 VPA+ALCAR
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3
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Sekil 9. Yiikseltilmis arti labirent testi acik kollarda gecirilen siire (deney 1)
(n=8,*p <0,05 salin grubuna karsi. Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi.
Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayr gostermektedir).
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Hot plate Testi Verileri

Bu test diizeneginde tiim gruplarin agrili uyarana verecekleri yanit analiz edildi.
Denekler sirastyla 55°C’ye 1sitilmis plakaya birakildilar. Pence ¢ekme siireleri hot plate
cihazi iizerinde yer alan kronometre ile dl¢iildii. Deneklerin 1sitilmis plaka {izerinde agriya
verdikleri yanitlar el ile kaydedildi. Deney icin cut off degeri 25 saniye olarak belirlendi.

Deney 1'de inceledigimiz gruplarda, deneklerin sicak plaka iizerinde pencge ¢ekme
stireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,0016, Kruskal Wallis
Varyans analizi) (Sekil 10).
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Sekil 10. Hot plate testi pence cekme siireleri (deney 1)

(n=8,**p <0,05 salin grubuna karst VPA grubu ve VPA grubuna kars1i VPA+ALCAR
grubu Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler
standart hatay1 gostermektedir).

Deney gruplar1 hot plate testi verileri agisindan karsilastirildiginda, kontrol grubu
(salin) ile VPA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Bu
bize prenatal 12,5. giinde VPA'ya maruz kalmanin agr1 esigini diisiirdiigiinii gostermektedir.
VPA uygulanan grup ile prenatal donemde VPA ve ALCAR tedavisi uygulanan grup
karsilagtirildiginda ise; 10-14. giinler aras1 prenatal ALCAR uygulanmasinin yavru farelerde
pence ¢ekme siiresinin artisina neden olmasiyla, agr1 esigini artirdigini ve bunun istatistiksel

olarak da anlamli oldugunu gosterdi (p<0.05).
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Acik Alan (Open Field) Testi Verileri

Bir giin sonra tiim gruplara sirasiyla agik alan testi yapildi. Test bos ve sessiz bir oda
icerisinde her bir denek i¢in 10 dakikalik kayit alinarak gerceklestirildi. Test, denek
diizenegin ortasina birakildiktan sonra basladi.

Lokomotor aktivite ve anksiyetenin incelendigi bu testte ortaya ¢ikan verileri 3 baglik
altinda inceledik. Bunlar, toplam gezilen mesafeler, rearing sayisi ve merkezde gecirilen
stiredir.

Toplam gezilen mesafe agisindan degerlendirdigimizde 12,5 glinde VPA ve 10-14.
giinlerde ALCAR alan grupta sadece ALCAR alan gruba karsi, istatistiksel anlamli fark
oldugu goriildii (p=0,0217, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 11).
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Sekil 11. Acik alan testi toplam gezilen mesafeler (deney 1)
(n=8,*p <0,05 ALCAR grubuna kars1. Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi.
Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayr gostermektedir).
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Rearing sayis1 agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamuistir (p=0,3451 Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 12).
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Sekil 12. Acik alan testi rearing sayisi (deney 1)
(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler

standart hatayr gostermektedir).

Toplam merkezde gecirilen siireler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark goriilmemistir (p=0,1801 Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 13).
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Sekil 13. Acik alan testi merkez alanda gecirilen siire (deney 1)

(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey
cizgiler standart hatayr gostermektedir).
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Baglamsal Korku Kosullanma (Fear Condition) Testi Verileri

Deneyin son davranis testi baglamsal korku kosullanma testidir. Deney ilk giin 7
dakikalik sok verme ve ikinci giin 5 dakikalik degerlendirme kismindan olusmaktadir. 1k
giin 7 dakikalik deneyin 2, 4 ve 6. dakikalarinda cihaz igerisinde denege sok verilmistir.
Ikinci giin ise sok verilmeden 5 dakika cihaz igerisinde tutulmustur.

Gruplar toplam donma siiresi agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark goriilmemistir (p=0,1881 Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 14).
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Sekil 14. Baglamsal korku kosullanma testi toplam donma siireleri (deney 1)

(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir).

Beyin Dokularinda Malondialdehit Diizeyi Ol¢iim Verileri

Deney 1’de gruplar karsilastirildiginda; beyin sol hemisferlerindeki MDA
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p=0,0004, Kruskal Wallis Varyans
analizi) (Sekil 15). Prenatal VPA’ya maruz kalma sol hemisfer beyin dokularinda oksidatif

stres gostergesi olan MDA nin yiikselmesine neden olmustur.
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Sekil 15. Sol hemisfer beyin dokularinda MDA diizeyleri (deney 1)
(n=8, *p <0,05 , ALCAR grubuna karsi VPA grubu; ** p < 0,001, salin grubuna kars1
VPA grubu; Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey

cizgiler standart hatay1 gdstermektedir).

Sag hemisferlerde yapilan 6lctiimlerde de VPA alan gruplarda sadece ALCAR alan
gruba gore istatistiksel anlaml1 artig vardi (p=0,0035, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil
16).
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Sekil 16. Sag hemisfer beyin dokularinda MDA diizeyleri (deney 1)
(n=8, *p <0,05 ,** p < 0,01, ALCAR grubuna kars1 Kruskal Wallis Varyans analizi post
hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayr gostermektedir).

DENEY 2: VPA ILE OLUSTURULAN DENEYSEL OTiZM MODELINDE
POSTNATAL ALCAR’IN ETKIiSI

Deney 2’de gebe farelere G12,5. giinde VPA uygulanmas ile olusturulan deneysel
otizm modelinde ALCAR’1n postnatal etkisi incelenmistir. Deney 1'de yapilan tiim davranig

deneyleri ve beyin dokularinda MDA 6l¢iimii ayn1 sirayla yapilmistir. Prenatal 12,5. giinde
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VPA'ya veya saline maruz kalmis gruba sonraki 47. ve 51. giinler arasinda 5 giin

boyunca salin ya da ALCAR enjeksiyonu yapilmistir.

Rotarod Testi Verileri
Rotarod testi Deney 2 i¢cin de gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel

acidan anlamli olmadigi i¢in grafige aktarilmamustir.

Uc Odali Sosyallik ve Sosyal Yenilik Testi Verileri

Postnatal donemde uygulanan ALCAR’1n etkisini inceledigimiz gruplarda, gruplar
arasinda deneklerin sag/sol tarafta gecirdikleri toplam siire ve sol tarafa ilk gegilen siire
acisindan istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi (sirasiyla p=0,4303; p=0,9922 Kruskal
Wallis Varyans analizi) (Sekil 17).

Toplam kat edilen mesafe agisindan degerlendirdigimizde postnatal ALCAR gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi.
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Toplam gegcirilen sure
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Sekil 17. Ug odali sosyallik ve sosyal yenilik testi birinci boliim (deney 2). A) Sol ve sag
tarafta toplam gecirilen siire B) Toplam kat edilen mesafe C) Sol tarafa ilk
gecilen siire

(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi.Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir).
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Deneyin ikinci 10 dakikalik bolimiinde postnatal ALCAR etkisi, sol ve sag tarafta
toplam gecirilen siireler ve toplam kat edilen mesafeler karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamada.

Sol odaya ve sag odaya ilk gecis zamani agisindan degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (sirasiyla p=0,1940, p=0,1269
Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 18).
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Sekil 18. U¢ odah sosyallik ve sosyal yenilik testi ikinci béliim (deney 2). A) Sol ve sag
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tarafta toplam gecirilen siire B) Toplam gezilen mesafe C) Sol tarafa ilk

gecilen siire D) Sag tarafa ilk gecilen siire

(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi..Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart

hatay1 gostermektedir).
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Yiikseltilmis Art1 Labirent ( Elevated Plus Maze) Testi Verileri

Acik kollarda gegirilen siire i¢in bakildiginda, istatistiksel olarak bir fark bulunamadi
(p=0,8549, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 19).
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Sekil 19. Yiikseltilmis art1 labirent testi acik kollarda gecirilen siireler (deney 2)

(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler

standart hatayr gostermektedir).

Hot Plate Testi Verileri

Postnatal ALCAR alan gruplarin sicak tabakadan ayaklarmi kaldirma siireleri

incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,2038, Kruskal Wallis

(Sekil 20).
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Sekil 20.

Hot plate testi pence ¢cekme siireleri (deney 2)
(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi

standart hatay1 gostermektedir).
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Acik Alan (Open Field) Testi Verileri
Toplam gezilen mesafe agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 21).
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Sekil 21. Acik alan testi toplam gezilen mesafeler (deney 2)
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(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler

standart hatay1 gostermektedir).

Postnatal ALCAR gruplarinda rearing sayilar1 agisindanda istatistiksel anlamli bir

fark yoktu (p>0.05, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 22).
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Sekil 22. Acik alan testi rearing sayillan (deney 2)
(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler

standart hatay1 gostermektedir).
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Deneklerin merkezde gegirdikleri toplam siireler incelendiginde istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamadi (p=0.6695, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 23).
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Sekil 23. Acik alan testi merkez alanda gecirilen siire verileri (deney 2)
(n=8, Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler
standart hatay1 gostermektedir).

Baglamsal Korku Kosullanma (Fear Condition) Testi Verileri

Toplam donma siireleri incelendiginde, salintALCAR grubunda VP A+salin grubuna
karsi ve VPA+ALCAR grubunda VPA+salin grubuna kars: istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriildii (swrasiyla p<0,01, p<0,05 Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil 25).
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Sekil 24. Baglamsal korku kosullanma testi toplam donma siireleri (deney 2)
(n=8, *p <0,05 VPA+salin grubuna karsi; ** p <0,01 VPA+ALCAR grubuna karst.
Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatayr gostermektedir).
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Beyin Dokularinda Malondialdehit Diizeyi Verileri

Deney 2°de tiim gruplar karsilastirildiginda sol hemisferlerde MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlaml fark goriildii (p=0,0010, Kruskal Wallis Varyans analizi) (Sekil
25).

15 * k%
_ % SALIN+SALIN
= SALIN+ALCAR
10 VPA+SALIN
SN VPA+ALCAR

SO
NN
XN
NN
WA
/A

MDA (nmol/g doku)

PN
PN
RS

0
Sekil 25. Sol hemisfer beyin dokularinda MDA diizeyleri (deney 2)
(n=8, *p <0,05: salin+tALCAR grubuna kars1 ** p < 0,01: VPA+ALCAR grubuna kars1
Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart
hatay1 gostermektedir).

Sag hemisferler de MDA diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli fark vardi

(p=0,0082) (Sekil 26).
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Sekil 26. Sag hemisfer beyin dokularinda MDA diizeyleri (deney 2)
(n=8, **p < 0,01: VPA+salin grubuna kars1 Kruskal Wallis Varyans analizi post hoc Dunn

testi. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi gostermektedir).
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TARTISMA

Otizm spektrum bozuklugu; sosyal etkilesimde bozulma, sézel ve sozel olmayan
iletisimde anormallik, ilgi ve etkinliklerde smirhilik, kisith ve tekrarlayict davranislarla
karakterize ve erken cocukluk doneminde belirtilerin ortaya ¢iktigi ndrogelisimsel bir
bozukluk ve 6zel egitim kategorisidir. Bunlarin disinda otizme eslik eden diger davranigsal
sorunlar; yogun ilgi odaklanmas1 ve stereotipik hareketler, giinliikk rutinlere asir1 baglilik,
cevrede meydana gelen ve rutinlerde meydana gelen degisikliklere kars1 direng, kendine ve
cevresine zarar verme ve duyusal uyaranlara gosterilen olagandisi tepkilerdir. Ayrica OSB
ile dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu da %]1-5 oraninda birbirlerine eslik
edebilmektedirler. Bu hastalikla iligkili olarak tibbi ve sosyal platformlarda farkindaligin
artmasi olumlu bir gelisme olmakla birlikte heniiz istenilen diizeylere ulagilamamistir (1).

Otizm benzeri davranis kaliplart ilk kez 1943’te Amerikal1 psikiyatrist Leo Kanner
tarafindan tanimlanmasina ragmen, otizmle ilgili en kapsamli bilgiler ve gelismeler 1980’ler
sonrasindadir. Amerika’da OSB’nin goriilme sikligi; 1980°li yillarda her 10 000 kiside 5,
2014 yili baslarindaki makalelerde ve Hastaliklarin Kontrolii ve Onlenmesi Merkezi’nin
raporuna gore her 68 cocukta 1 diizeylerine ¢iktig1 belirtilmis iken, son yayinlarda her 36
cocuktan birinde goriildiigii belirtilmektedir (14). Otizm erkek ¢ocuklarda, kizlardan 5 kat
fazla goriilmektedir (12). Deneysel otizm modelleriyle yapilan caligmalar ile ilgili
literatiirler incelendiginde her iki cinsiyetin birlikte (67,68) ya da tek baslarma kullanildig1
(2) calismalar olmasina ragmen erkek deneklerin kullanildig1 ¢alismalar (2) daha fazladir.
Bu nedenle biz de calismamizda prenatal donemde 12,5. giinde VPA’ya maruz kalan gebe

annelerden dogan erkek yavru fareleri calismamiza dahil ettik.
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Otizm spektrum bozuklugunun ortaya ¢ikmasmda agirlikli rolii genetik etmenler
oynamakla birlikte, bozuklugun tek basina genetik faktorlerle agiklanamamasi ve hastalikla
iliskili tek bir genin bulunamamasi, ¢evresel toksinlere maruziyet, gastrointestinal
fonksiyonlarda bozukluk, otoimmunite ve ailesel 6zellikler gibi etkenlerin hastaligin ortaya
cikmasinda roli olabilecegi varsayimlarmin dogmasina neden olmustur. Ayrica, ‘‘leaky
gut’’ yani bagirsaklarin normalden daha gecirgen olmasi otistik ¢ocuklarda %76-88 siklikla
gozlenmektedir (13). Otistik ¢ocuklarm %30’u epilepsi hastasidir ve epilepsi hastasi bir
gebenin ¢ocugu otistik olabilmektedir. Buna annede ndbetten kaynaklanan fiziki sorunlarin
ve VPA gibi kullandig1 antiepileptik ilaglarin sebep olabilecegi yoniinde yayinlar
bulunmaktadir (4).

Otizmde karsilasilan davranig problemlerinin iistesinden gelmek, ¢ocugun zihinsel
islevlerini desteklemek amaci ile bugiine kadar bircok ilag denenmis ve bir ¢cogu da
otizmdeki birtakim sorunlara sinirli derecede yararli olmustur. Otizmin toplumda goriilme
sikliginin giderek artmasi, etiyolojisinin tam agiklanamamast ve medikal tedavisinin
bulunamamasi; arastiricilar1 deneysel hayvan modellerine yonlendirmistir. Gebeligin erken
donemlerinde cevresel kimyasallar ve ilaglar gibi teratojenlere maruz kalma otizme neden
olabilmektedir. Gebeliklerinde antiepileptik bir ila¢ olan VPA kullanan insanlardan dogan
cocuklarda noral tiip defektleri ve de motor ve kognitif bozukluklarla karakterize; dil ve
iletisim bozukluklari, streotipik davranislar, hipereksitabilite, davranigsal gelismede gecikme
gibi otizm benzeri davraniglar goriilmekte ve bu durum ‘‘Fetal Valproat Sendromu’’ olarak
tamimlanmaktadir (16,17). Ustelik VPA’nin gebe hayvanlara uygulanmasi sonrasi dogan
yavrularda otizme benzer davranis bozukluklarina ve santral sinir sisteminde oksidatif stres
artisina neden oldugu deneysel olarak pek ¢ok calismada gosterilmis (2,53) ve literatiirde
yerini almugtir.

Valproik asit nedenli otizm benzeri semptomlarin mekanizmalar1 heniiz ac¢ikliga
kavugsmamasina ragmen; preklinik ¢alismalar folik asit metabolizmasi, histon
deasetilasyonu, oksidatif stres, sinaptik plastisite ve ndronal apoptosis lizerine etkileri
oldugu yoniindedir. VPA, epigenetik etkilere sahiptir. Asil etkisini santral sinir sistemi
iizerinde olusturur. Insanda bircok degisik nobet tiplerinde antikonviilzan etki
gostermektedir. Valproat uzerinde yapilan deneysel ve klinik caligmalar iki tip
antikonviilzan etkinin oldugunu one siirmektedir. Birincisi, valproatin plazma ve beyindeki
konsantrasyonlarma bagl direkt farmakolojik etkidir. ikincisi ise muhtemel dogrudan

membran etkilerine veya norotransmitterlerin degisimlerine veya beyinde bulunan valproatin
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metabolitlerine bagli oldugu goziiken dolayli etkidir. Bu hipotez genellikle valproat
kullanimindan sonra beyinde GABA konsantrasyonunun artmasina baglanmistir (18).

Asetil-L-karnitin; L-karnitinin bir esteridir ve karnitinin reversibl asetilasyonuyla
beyinde sentezlenir. Beyine iyi dagilim gosterir ve beyinde pek ¢ok etkiye sahiptir. Asil rolii
mitokondriyada yag asitlerinin [-oksidasyonu ve ATP olusumu yani enerji
metabolizmasidir. Pek ¢ok ¢alismada L-karnitin ve ALCAR’in beyinde norodejeneratif ve
yaslanmaya bagli durumlarda oksidatif stres iizerine etkisiyle noroprotektif ve giiclii
antioksidan etkisi oldugu kanitlanmistir (19,20). Ozellikle néronlarm erken gelisim
evrelerinde ALCAR uygulanmasinin beyinde reaktif oksijen tiirevleri olusumunu azalttigi,
ndrodejenerasyondan korudugu ve inhalasyon anestezik ilaclarina bagli sican kortikal
ndronlarmda olugan norotoksisiteyi onledigi (21) gosterilmistir.

Biz de calismamizda VPA’ya maruz kalmis gebe farelerden dogan yavrularda
olusturulan deneysel otizm modelinde ALCAR’m etkisini incelemeyi amacladik. Yaptigimiz
literatiir taramasida anne karninda VPA’ya maruz kalan farelerin insanlarda goriilen otizme
benzer davraniglara neden oldugunun kabul edilmesi ve erkek farelerde VPA nedenli
deneysel otizm modeli ile yapilmis birgok caligma olmasi nedeniyle deneylerimizde; VPA
ve deney hayvani olarak da erkek fare kullanmaya karar verdik. Bu ¢aligmamiz literatiirde
deneysel otizm modelinde ALCAR tedavisinin etkisinin incelendigi ilk ¢alisma olacaktir.

Valproik asit ile deneysel otizm konusunda bir¢cok calisma yapilmig, farkli deney
hayvanlar1 (fare, sican), farkli cinsiyetler ve degisen dozlarla (350, 500, 600 mg/kg) otizm
modeli olusturulmaya c¢alisilmis ve bunlarin etkileri degerlendirilmistir (2). Schneider ve
Przewlocki'nin 2005 yilinda yaptig1 calisma incelendiginde, Wistar cinsi si¢anlara 600
mg/kg dozunda G12,5. glinde VPA kullanilmistir. Olusturulan modelde siganlarda sosyal
kesif sayisi, kesif faaliyetleri ve agriya karst duyarlilik azalmistir (69).

Markram ve ark. (70) 2008 yilinda yaptiklari deneyde ise Wistar cinsi siganlar
kullanilmig ve 500 mg/kg dozunda G12,5. giinde VPA uygulanmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde; sosyal kesifte azalma, sosyal etkilesimden ka¢inma ve termal agriya
kars1 duyarhlikta azalma goriilmiistiir.

500 mg/kg G12,5. giinde VPA uygulanan ICR (CDI1) cinsi farelerde yapilan
caligmada VPA'nin etkisine bakildiginda lokomotor aktivitenin zayifladifi, sosyal
etkilesimin azaldigi, kesif aktivitesinin azaldig1 ve anksiyetenin arttigi goriilmiistiir (71).

Farkli doz ve giinde uygulanan VPA'nin etkisine bakildiginda Katoka ve ark. 2013
yilinda yaptig1 calismada, ICR (CD1) cinsi farelere 300 mg/kg G10. giinde VPA
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uygulanmistir. Bu calismada farelerde sosyal etkilesimin azaldigi ve tekrarli kazma
hareketinin varligi goriilmiistiir (72).

Valproik asit ile olusturulan deneysel otizm modellerinde genellikle; insandaki
otizmde karakterize olan tekrarl davranislar, sosyal etkilesim ve sosyal yenilikte isteksizlik,
lokomotor aktivitede bozulma, yenilik kesfinde isteksizlik, ac1 ve agriya duyarsizlik,
anksiyete artis1 ve benzeri durumlar goriilebilmektedir, fakat bazi caligmalarda otizmin
olusturulamadig1 ya da test edilen sosyal davranis deneylerinde farkli sonuglarin ¢iktigi da
goriilebilmektedir (71-73,74).

Deneyimizde sosyallik ve sosyal yeniligi inceledigimiz 3 odali sosyallik ve sosyal
yenilik testi verilerine bakildiginda kontrol grubu (salin) ve VPA ile olusturdugumuz otizm
modeli grubundaki fareler arasinda sosyallik agisindan anlamli bir fark ortaya ¢ikmadi.
Gozlemsel olarak daha pasif ve asosyal duran VPA uygulanan grup, istatistiksel olarak salin
grubundan farkli degerlendirilemedi. Yabanci farelere olan yaklasimlar, kafese yaklasma,
merkezdeki bos odadan yabanci farenin bulundugu odaya gegme siiresi, koklama, sabit
durma gibi eylemler VPA'll grupta gozlemsel olarak farkli olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamlandirilamada.

Anksiyetenin incelendigi yiikseltilmis art1 labirent test diizeneginde toplam gezilen
mesafeler ve agik kolda gegirilen siireler karsilastirildiginda, kontrol grubu ve VPA ile
olusturulan modelin yer aldig1 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.

Agriya duyarliliklart agisindan olusturdugumuz VPA modelini salin (kontrol)
grubuyla karsilagtirdigimizda, otizm modelini olusturdugumuz grubun agri esigi kontrol
gurubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik bulunmustur. Hot plate testinde agriya verilen
tepki siiresi VPA ile olusturulan modelde daha kisadir. Agriya asir1 duyarsizlik ya da
normalden diisiik agr1 esigi otizm ile de karakterizedir (75).

Anksiyetenin ve lokomotor aktivitenin incelendigi bir diger test diizenegi ise agik
alan testidir. Fareler kendileri i¢in giivenli olan alan1 bulma ve ilk kez bulunduklar1 ortami
kesfetme davranislar: sergilerler. VPA ile olusturulan modellerde tekrarlanan ve kaliplagsmis
davraniglarm arttig1 yapilan c¢aligmalar ile gosterilmistir (69). VPA'ya maruz kalmis
farelerde artmis hiperaktivite agik alan testi ile yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (76). Agik
alan testinde toplam gezilen mesafeler farelerin anksiyete ve kesif durumlarini
anlamlandirir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada kontrol grubu (salin) ve VPA'ya maruz kalan
grup-incelendiginde, otizm modeli ve kontrol grubu arasinda bir fark olugmada.

Baglamsal korku kosullanma testi farelerde 6grenme ve bellek fonksiyonlarmin

degerlendirilmesinde kullanilan bir metottur. Banerjee ve ark. (76) yaptigi ¢alismada VPA
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uygulanan deneklerin korku kosullanma yeteneklerinin kontrol gruplarma kiyasla azaldigini
belirtmistir. Biz de ¢alismamizda baglamsal korku kosullanma test diizeneginde farelerin
toplam donma sayilarmi karsilagtirdik. VPA ile otizm modeli olusturdugumuz gruptaki
fareler, kontrol grubuna (salin) kiyasla daha az donma eylemi ger¢eklestirmistir. Bu durum
otizm modelinin, kontrol grubuna kiyasla 6grenme eyleminde daha zayif oldugunu gosterir.
Bir giin 6nce maruz kalinan sokun 6grenilmesi ve hatirlanmasi durumu, prenatal donemde
VPA’ya maruz kalan farelerde daha zayif bulunmustur. Sonu¢larimiz Banerjee ve ark. (76)
yaptig1 caligma ile benzerdir.

ALCAR eksikligi mitokondriyal kopya sayisinin azalmasina neden olmaktadir (77).
Otistik cocuklarda diisik ALCAR diizeyi oldugu yapilan bazi ¢alismalarda ifade edilmistir
(78-79). Prenatal ALCAR etkisini inceledigimizde sosyallik ve sosyal yenilik agisimdan
deneyimizde ALCAR'mn fareler iizerinde bir etkisi olmadigi gézlenmistir.

Yiikseltilmig art1 labirent testinde agik kollarda gecirilen siire ve agik kollara giris
sayilari, anksiyete durumunun ifade edilmesinde kullanilan verilerdir (71). Prenatal ALCAR
etkisini ylikseltilmis art1 labirent test diizeneginde inceledigimizde, VPA+ALCAR alan
grubun salin alan kontrol grubuna kars1 acik kolda gecirdigi siire istatistiksel olarak daha
fazladir. Markram ve ark. (71) 2008'de yaptig1 calismada da bahsedildigi gibi VPA ile
olusturulan otizm modelinde anksiyetede artis goriilmiistir. ALCAR''!n anksiyeteyi
diistirdiigii yapilan ¢aligmalarla siganlarda gosterilmistir. Levine ve ark.(80)'nin 2005 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada ALCAR''n 50 ve 75 mg/kg olan dozlarmin anksiyete benzeri
davraniglar1 azalttig bildirilmektedir. Caligmamizda G12,5. giin VPA ya maruz kalan 10-14.
giinlerinde ALCAR alan grupta yer alan fareler VPA'mnin etkisi olarak bekledigimiz
anksiyete davraniglarini gostermemistir. Bu durumun aksine ALCAR'n etkisi olarak azalmig
anksiyete gOriilmiistir. Bu durum c¢alismamizda ALCAR'm anksiyeteyi azalttigini
gostermektedir.

Hot plate testi deney hayvanlarinda agriya olan duyarlilifnin incelendigi bir
yontemdir. Otistik bireylerde agriya duyarsizlik ve artmis agr1 esigi beklenen durumdur (81).
Otistik bireylerde sadece agri esiginin yiikselmesi degil diismesi de beklenen durumlar
arasindadir (75). ALCAR'm agr1 esigini arttirdigi da c¢aligmalarda gosterilmistir (82).
Calismamizda hot plate testi sonuglarina gore salin grubuna kiyasla VPA uygulanan grupta
pence cekme siiresi daha kisadir. Bu durum otistik bireylerde goriilen diisiik agr1 esigi ile
benzer bir sonugtur. VPA+ALCAR uygulanan grup ve VPA uygulanan grup
karsilagtirildiginda, VPA+ALCAR uygulanan grupta pence ¢cekme siiresi daha gectir. Bu
durum ALCAR''!n agri1 esigini arttrdiginin gosterildigi caligmalar ile uyumludur (83).
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Lokomotor aktivitenin incelendigi acgik alan testinde, ¢alismamiz ile ayni dozda
VPA (600 mg/kg) uygulanarak yapilan bir calismada lokomotor aktivitenin arttig1
gosterilmistir (2). ALCAR'In lokomotor aktivite {izerine olan etkisine baktigimizda VPA'ya
benzer sekilde lokomotor aktiviteyi arttirdigi gosterilmistir (83). Sonuclara paralel olarak
bizim ¢aligmamizda da ALCAR+VPA uygulanan grubun ALCAR uygulanan gruba gore
artmis lokomotor aktiviteye sahip oldugu gozlemlendi. Hem ALCAR hem de VPA'min
lokomotor aktiviteyi arttirdigin1 gosteren calismalar bizim ¢alismamizin sonuglariyla
uyusmaktadir.

Oksidatif stres belirteglerinden olan MDA'min otistik bireylerde yiikseldigi
bilinmektedir. Otizmde oksidatif stresi inceleyen caligmalarda MDA'nin yiiksek oldugu
gosterilmistir (81). Calismamizda VPA uygulanan grubun beyin dokularinda kontrol (salin)
grubuna kiyasla daha yiksek MDA bulunmustur. ALCAR uygulanan grubun beyin
dokularmdaki MDA miktar1 VPA uygulanan gruba gore daha azdir. Calismamizda prenatal
uygulanan ALCAR'm oksidatif stresi azalttig1 goriildii.

Ikinci deneyimizde; postnatal ALCAR etkisini inceledigimiz gruplarda, ALCAR'm
bellegi giiclendirdigi goriilmiistiir. SalintALCAR uygulanan grupta VPA+salin uygulanan
gruba kars1 baglamsal korku kosullanma testinde siirenin arttigi goriildii. VPA+ALCAR
grubunda da VPA+salin grubuna karsi artmig donma siiresi goriildii. VPA ile olusturulan
modelde postnatal uygulanan ALCAR''n baglamsal korku kosullanma testinde bellegi
arttiric etkisi oldugu goriildii.

Beyin dokularindaki MDA miktar1 incelendiginde, sol hemisferde postnatal
uygulanan ALCAR'm oksidatif stres belirteci olan MDA'nin seviyesini diisiirdiigii
goriilmiistiir. Salin+salin uygulanan kontrol grubuna kiyasla salintALCAR uygulanan
grubun beyin dokularindaki MDA miktar1 diisiik bulunmustur. VPA+ALCAR uygulanan
gruba kiyasla salin+salin uygulamasi yapilan grubun beyin MDA miktar1 daha fazladir. Bu
durum prenatal salin ve prenatal VPA uygulanan gruplara postnatal ALCAR tedavisi
uygulandiginda beyin dokularindaki MDA seviyesinin azaldigini gosterdi. Calismamizda
ALCAR'm oksidatif stresi azaltic1 etkisi goriildii. Sag hemisfer i¢inde istatistiksel olarak
anlamh fark vardi. Diger davranis testlerinde postnatal uygulanan ALCAR’n tedavi edici

etkisi yoniinde bulguya rastlanamamustir.
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SONUCLAR

Calismamizda, gebeliginin 12,5. giiniinde VPA’ya maruz kalan disilerden dogan erkek
farelerde ALCAR etkisinin arastirilmasi amactyla iki deney planlandi. Gebe annelere ALCAR
uygulamasi yaptigimiz birinci deneyde prenatal donemde ALCAR’1n fetiis iizerinde VPA’nin
otizm olusturmasmi engelleyici etkisi, postnatal donemde uygulama yaptigimiz ikinci
deneyde ise anne karninda VPA’ya maruziyet sonrasi dogan yavru farelerde ALCAR’1n
otizmi tedavi edici etkisi incelendi. Her 2 deneydeki yavru fareler 50 giinliik olduklarinda
sirastyla rotarod, 3 odali sosyallik ve sosyal yenilik (7hree Chamber), ylkseltilmis arti
labirent (Elevated Plus Maze), Hot Plate, agik alan (Open Field) ve baglamsal korku
kosullanma (Fear Conditioning) testleri uyguland.

Deney 1°de:

1- Yiikseltilmis art1 labirent testinde VPA+ALCAR uygulanan grubun salin

grubuna gore agik kollarda gecirdigi siire daha uzundu.

2- Hot plate testinde VPA uygulanan grubun penge ¢ekme siiresi salin grubuna
kars1 daha kisaydu.
3- Baglamsal korku kosullanma testinde VPA uygulanan grup salin grubuna gore

daha az donma siiresine sahipti.

4- Yiikseltilmis art1 labirent testinde VPA+ALCAR alan grubun agik kollarda
gecirdigi siire kontrol grubuna gore daha fazlaydi.

5- Hot plate testinde VPA+ALCAR uygulanan grubun penge ¢ekme siiresi VPA
uygulanan gruptan daha uzundu.

6- Acik alan testinde ALCAR alan grubun lokomotor aktivitesi VPA alan gruba

gore artmist1.
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7- VPA uygulanan grubun beyin dokularindaki MDA diizeyi salin grubuna gore
daha fazlaydu.

8- ALCAR uygulanan grubun beyin dokularindaki MDA diizeyi VPA grubuna
gore daha azdi.

Deney 2’de:

9- Baglamsal korku kosullanma testinde SalintALCAR uygulanan grubun donma
stireleri VPA+salin uygulanan gruba gore artmist1.

10-  Baglamsal korku kosullanma testinde VPA+ALCAR uygulanan grupta donma
stireleri VPA+ salin uygulanan gruba gore artmusti.

11-  Salintsalin grubunun beyin MDA diizeyi salintALCAR grubuna gore
fazlaydu.

12-  Salintsalin grubunun beyin MDA diizeyi VPA+ALCAR grubuna gore
fazlaydu.
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OZET

Calismamizda, gebeliginin 12,5. giiniinde valproik aside maruz kalan disilerden
dogan erkek farelerde asetil-L-karnitin etkisinin incelemesi amaciyla iki deney planlandi ve
64 Balb/c fare, her deneyde 4 grup ve 8’er hayvan olacak sekilde ayrildi.

Deney 1'de gebe anneye asetil-L-karnitin uygulanmasmin yavru farelerde otizm
olusumunu engellemesini arastirmak tizere; 1. gruba 12,5. giin salin, 2. gruba 12,5. giin
valproik asit, 3. gruba 10-14. giinler aras1 asetil-L-karnitin, 4. gruba 10-14. giinler arasinda
asetil-L-karnitin ve 12,5. giinde valproik asit uygulandi.

Deney 2’de ise anne karninda valproik aside maruziyet sonrasi dogan yavrulara
asetil-L-karnitin uygulanmasmin tedavi edici etkisini aragtirmak {izere; 1. grupta 12,5. glinde
salin uygulanmis annelerden dogan erkek yavru farelere 47-51. giinler arasi salin, 2. grupta
12,5. giinde salin uygulanmis annelerden dogan farelere 47-51. giinler arasi asetil-L-karnitin,
3. grupta 12,5. gilinde valproik asit uygulanmig annelerden dogan farelere 47-51. giinler aras1
salin ve 4. grupta 12,5. giinde valproik asit uygulanmis annelerden dogan farelere 47-51.
giinler arasi asetil-L-karnitin verildi.

Deneylerde salin 10 mg/kg, valproik asit 600 ml/kg, asetil-L-karnitin 100 ml’kg ve
intraperitoneal verilmistir. Yavrular 50 giinlik olduklarmmda sirasiyla rotarod, 3 odali
sosyallik ve sosyal yenilik testi (Three Chamber), yiikseltilmis art1 labirent (Elevated Plus
Maze), hot plate, acik alan (Open Field) ve baglamsal korku kosullanma (Fear Conditioning)

testleri uygulandi.
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Deney 1'de prenatal asetil-L-karnitinin otizmde goriilen davranis bozukluklar:
iizerine engelleyici etkisi bulunamazken, hot plate testinde antinosiseptif etkisi goriilmiistiir
(p=0,0016). Deney 2’de asetil-L-karnitinin valproik asit nedenli otizm {izerine tedavi edici
etkisi bulunamamuistur.

Sonuglarimiz asetil-L-karnitinin valproik asit-nedenli otizm {izerine koruyucu ya da
tedavi edici etkisinin bulunmadigmni, fakat antinosiseptif etkisinin olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Otizm spektrum bozuklugu, valproik asit, asetil-L-karnitin,

davranis testleri, oksidatif stres
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THE EFFECT OF ACETYL-L-CARNITINE IN THE EXPERIMENTAL
VALPROIC ACID-INDUCED AUTISM MODEL

SUMMARY

In our study, two experiments were planned with the aim of examining the acetyl-L-
carnitine effect in male mice born after G12,5 valproic acid exposure. 64 Balb/c mice were
divided into 4 groups (n:8 for each group). In Experiment 1, we investigated whether the
administration of acetyl-L-carnitine to pregnant mice prevented autism formation in young
mice. The 1st group was administered saline onday 12,5. Group 2 was administered VPA on
12,5 day. Group 3 was treated with ALCAR between days 10-14 and ALCAR was
administered between days 10-14 in group 4 and VPA injection day 12,5. In Experiment 2, to
investigate the therapeutic effect of acetyl-L-carnitine in infants born after valproic acid
exposure in the uterus, in maternal-born male offspring, group 1 was injected with valproic
acid and on day 12,5 and salin enjected postnatal on days 47-51. We injected valproic acid on
day 12,5 and they treated with acetyl-L-carnitine in days 47-51. In group 3, we injected salin
on day 12,5 and on days 47-51. In Group 4, saline was administred on day 12,5 and acetyl-L-
carnitine was given on days 47-51.

Saline, valproic acid and acetyl-L-carnitine were given intraperitoneally at doses of 10
mg/kg, 600 mg/kg and 100 mg/kg respectively. Rotarod, 3 room social and social innovation
test (Three Chember), plus maze, hot plate, open field and fear conditioning tests were applied

for 50 days.
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In Experiment 1, antinociceptive effect of prenatal acetyl-L-carnitine was observed in
the hot plate test (p = 0.0016), although there was no inhibitory effect on behavioral disorder
in autism. In Experiment 2, there was no therapeutic effect of acetyl-L-carnitine on valproic
acid-induced autism.

Our results suggest that acetyl-L-carnitine does not have a protective or therapeutic

effect on autism caused by valproic acid, but may have antinociceptive effect.

Key words: autism spectrum bozuklugu, valproic acid, asetil-L-carnitine, behavioral

tests, oxidative stress
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