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OZET

Otizm sosyal etkilesimdeki bozulmalar ve tekrar edici/basmakalip davraniglar
ile karakterize norogelisimsel bir bozukluktur. Norogelisimsel bozukluklarin ortaya
cikmasinda genetik ve cevresel faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir. Otizmi
etkileyen genetik faktorlerin henliz tam olarak aydinlatilamamasi ile beraber ¢evresel
faktorler ilizerine yapilan arastirmalar yogunluk kazanmis ve gebelik doneminde
maruz kalinan kimyasallarin dogurdugu sonuclar olduk¢a ©nemli bir boyuta
ulagsmistir. Calisma giinlilk yasamda maruz kalinan ve nérotoksik bir kimyasal olan
Trifenil Fosfit ile otizm hayvan modellemelerinde kullanilan Valproik Asit’in
maternal intraperitoneal enjeksiyonunun yavru siganlarin ergenlik doénemleri
uzerindeki bilinmeyen etkilerini davranigsal ve hipokampal farkliliklar iizerinden
arastirmak amaciyla planlanmistir. Bu amagla davranigsal testler ve histokimyasal
boyama yontemleri kullanilmistir. Yapilan degerlendirmelerden elde edilen bilgiler
erken embriyonik donemde Trifenil Fosfit ve Valproik Asit’e maruz kalan yavrularin
norogelisimsel bozukluk gosterdiklerini ortaya koymustur. Bu yoniiyle ¢alisma ayni
zamanda gebelik doneminde g¢evresel kimyasallara karst dikkatli olunmasi

gerektigini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: otizm, valproik asit, trifenil fosfit, nérogelisim, maternal,

hipokampus, davranig



ABSTRACT

Autism is a neurodevelopmental disorder characterized by distortions and
repetitive/stereotyped behaviors in social interaction. Genetic and environmental
factors are known to be effective in neurodevelopmental disorders. As genetic factors
affecting autism have not been fully explained yet, studies on environmental factors
have gained intensity and the results of the chemicals exposed during pregnancy
have reached a considerable dimension. The study was planned to investigate the
effects of maternal intraperitoneal injections of triphenyl phosphite; which is a
neurotoxic chemical when exposed in daily life and Valproic Acid; which is used in
autistic animal models, on adolescent rat behaviors and hippocampal differences.
Behavioral tests and histochemical staining methods were used for this purpose. The
data obtained from the evaluations revealed that the offspring exposed to Triphenyl
phosphite and Valproic Acid in early embryonic period exhibited
neurodevelopmental disorder. This study also emphasizes the need for caution

against environmental chemistry during pregnancy.

Key Words: autism, valproic acid, triphenyl phosphite, neurodevelopment, maternal,

hippocampus, behavior
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1. GIRIS ve AMAC

Norogelisimsel bozukluklar embriyonik donemde sekillenmeye baslayan,
yasam boyu devam eden bir ya da birden ¢ok gelisim alanindaki yetersizliklerdir.
Norogelisimsel bozukluklardan biri de otizmdir ve bozulmus sosyal etkilesim ile
tekrarlayict davraniglarla karakterizedir (1). Otizme 6zgli davranig kaliplari, yapisal
farkliliklar hayvan modelleri ile gosterilebilmektedir. Sicanlara erken embriyonik
donemde Valproik Asit (VPA) enjeksiyonu sinir sisteminin yapisinda Ve
davraniglarda bozulmalara neden olur. Ortaya ¢ikan bozulmalar otizm igin model
olusturmaktadir (2). Trifenil Fosfit (TPP) ise ¢evrede yaygin olarak kullanilan ve
gebelerinde maruz kaldiklar1 bir organofosfor bilesenidir (3).

Calisma VPA’nin ve TPP’nin maternal maruziyetinin davranigsal sonuclari ile

hipokampal yapida olusturduklar: farkliliklar1 incelemek amaci ile planlanmustir.



2. NOROGELISIMSEL BOZUKLUKLAR

Norogelisim siireci dogumdan 6nce baslayan ve dogumdan sonra da devam
eden norolojik agidan ¢ok karmasik bir siireci ifade etmektedir (4).

Norogelisimsel  bozukluklar  farkli  gelisim alanlarindaki  becerilerin
kazanilamamasi, gecikmesi veya bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Norogelisimsel
bozukluklarda etkilenen alanlar biligsel, motor, sosyal ve dil olarak sayilabilir.
Cocukluk ¢aginda ortaya ¢ikmaya baslayan bu belirtiler farkli alanlarda kendilerini
gosterirler. Belirtilerin altinda yatan ana sebep anormal beyin gelisiminden
kaynaklanmaktadir. Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 5’e (DSM
V) gore en yaygin norogelisimsel bozukluklardan biri de otizm spektrum
bozukluklaridir (OSB) (5).



3. OTIiZM SPEKTRUM BOZUKLUKLARI

Otizm Spektrum Bozukluklari, sosyal etkilesimdeki ve iletisimdeki
bozulmalar, tekrarlayici davraniglarla karakterizedir ve bir nérogelisimsel bozukluk

kimesidir (6).

3.1 Tarihgesi

Infantil Otizm olarak ilk kez 1943 yilinda ¢ocuk psikiyatristi olan Leo
Kanner’m 11 c¢ocukla yaptigi bir ¢alisma sonucunda tanimlanmustir (7). Bu
tanimlamaya ragmen otizm uzun bir dénem psikotik bozukluklardan ayirt
edilememistir. Ik olarak  1980'de Amerikan Psikiyatri Derneginin (APA)
simiflandirmasinda "Yaygin Gelisimsel Bozukluk" bagligi altinda ele alinmistir (8).

DSM 1V (2000)’e gore Otistik Bozukluk Yaygin Gelisimsel Bozukluklarin 5
alt tipinden biri olarak siniflandirilmistir:

1. Otistik Bozukluk

2. Rett Bozuklugu

3. Cocuklarin Dezintegrafik Bozuklugu

4. Asperger Bozuklugu

5. Baska Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluk (Atipik Otizmi
de kapsar) (9).

DSM 1V otizm tani kriterlerinde sosyal yetersizlikler, iletisim yetersizlikleri ve
tekrarlayici/stereotipik davraniglar olmak iizere ii¢ ayri alan bulunmaktadir. DSM
V'te ise sosyal iletisim yetersizlikleri ve tekrarlayici davranislar olmak {izere iki ayri
alan tanimlanmistir. Ayrica Yaygin Gelisimsel Bozukluk ve alt tipleri kaldirilmig

Otizm Spektrum Bozuklugu olarak isimlendirilmistir (10).

3.2. Otizm Spektrum Bozukluklar1 Tam Kriterleri (DSM V)

DSM-V Otizm Spektrum Bozukluklar1 Tan1 Olgiitleri

A. Simdi veya ge¢miste farkli sekillerde goriilen toplumsal iletisim ve
toplumsal etkilesimde siirekli yetersizligin olmasi.

1) Sosyal - duygusal karsilik vermede yetersizlik (6rn. siradisi toplumsal
yakinlagma, karsilikli konusmada giicliik; ilgilerini, duygularin1 veya duygulanimini

paylagmada yetersizlik, sosyal etkilesime cevap vermeme gibi yetersizlikler.)




2) Sosyal etkilesim i¢in kullanilan sézel olmayan iletisimsel davraniglarda
yetersizlik (6rn. sdzel ve sozel olmayan iletisimde yetersizlikler, sira dis1 goz
kontagi, beden dili veya jestleri anlamakta ve kullanmakta yetersizlik; yiiz ifadesi ve
beden dilinde bariz eksikler.)

3) Iliskileri gelistirmekte, devam ettirmekte ve anlamakta giigliik, Ornegin
farkli toplumsal ortamlara uygun davranamamak, hayali oyunda yetersizlik, arkadas
edinememe ve arkadasa ilgi duymama gibi.

Su anki siddeti: Siddet sosyal iletisimsel alanda yetersizlikler ve kisitli,
tekrarlayic1 davraniglara gore belirlenir.

B. Asagidakilerden en az ikisinin varlig1 ile kendini gosteren, su an veya
gecmiste sinirly, tekrarlayict davranislar, ilgiler ya da etkinlikler.

1) Basmakalip veya tekrarlayici motor hareketler, nesne kullanimi veya
konusma (Basit motor stereotipiler, oyuncaklari dizme veya c¢evirme, ekolali,
kendine 6zgu cumleler)

2) Aynilikta 1srarcilik, rutinlere siki sikiya bagli olma veya ritiiellesmis sozel
ve sOzel olmayan davraniglar, (6nemsiz degisikliklerde asir1 kaygi, gecislerde
zorlanma, kati1 diisiince tarzi, selamlasma ritiielleri, her giin aym1 yolu veya ayni
yemegi tercih etme gibi.)

3) Konu veya yogunluk agisindan sira digi smirli, sabit ilgiler (siradist
nesnelere anormal asir1 baglilik, asir1 tekrarlayict veya sinirli ilgiler.)

4) Duyusal olarak agir1 ya da az duyarlilik veya uyaranlarin duyusal boyutuna
asirt ilgi (aciya/sicaga asir1 duyarsizlik, belirli ses veya dokunuslara karsi
beklenmeyen tepki, nesneleri asir1 koklama veya onlara asir1 dokunma, 151k veya
hareketle gorsel olarak ¢ok mesgul olma).

Su anki siddeti: Siddet sosyal iletisimsel alandaki yetersizlikler ve kisitl,
tekrarlayic1 davranislara gore belirlenir.

C. Belirtiler erken gelisim donemlerinde mevcut olmali (toplumsal beklenti
siirlarin1  agincaya dek fark edilmemis veya daha sonra Ogrendigi yollarla
golgelenmis olabilir.)

D. Belirtiler sosyal, mesleki ve bagska 6nemli alanlarda klinik olarak anlamli
diizeyde bozukluga yol agmalidir.

E. Bu bozukluk zihinsel yetersizlik veya genel gelisimsel gerilik sebebi ile

olmamalidir.




Gergi zihinsel yetersizlik ve OSM siklikla bir arada goriiliir, ancak OSB ve
zihinsel engellilik tanist konmasi i¢in sosyal iletisimsel diizeyin genel gelisimin
altinda olmasi gerekir.

Not: DSM-IV’e gore otistik bozukluk, Asperger bozuklugu ve YGB-BTA
tanis1 almis olanlara OSB tanis1 verilmelidir. Sosyal iletisimsel alanda problem olan
ancak OSB tanis1 almayanlar sosyal (pragmatic) iletisimsel bozukluk agisindan
degerlendirilmelidir.

- Zihinsel yetersizligin eslik edip etmedigini,

- Dil yetersizliginin eslik edip etmedigini

- Bilinen bir tibbi, genetik veya cevresel faktoriin eslik edip etmedigini,

- Bagka norogelisimsel, ruhsal veya davranissal durumlarin olup olmadigin,

- Katatoninin eslik edip etmedigini belirtiniz (10).

3.3. Yayginhgi

Yapilan son ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore otizmin goriilme sikligi
1000°de 14.6 olarak bildirilmistir (her 68 ¢ocuktan bir tanesi). Kizlarda goriilme
orani 1000°de 5.3 iken, erkeklerde bu oran 1000°de 23.6’a yiikselmistir (11).

Goriilme sikligi zaman i¢inde artmistir fakat bu artisin bozukluga ait vaka
sayisini yansitip yansitmadigi tam olarak net degildir. Goriilme sikligindaki yiikselen
oranin otizme dair farkindaligin artisi, bozuklugun tami kriterleri ve toplumun algisi

gibi kulttrel faktorlerin etkisinden de kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (12).

3.4. Tedavisi

Otizm yasam boyu devam eden bir bozukluktur ve heniiz tam olarak tedavisi
yoktur. Bu nedenle otizmi tam olarak tedavi edebilen farmakolojik bir ajan
bulunmamaktadir fakat yeme ve uyku bozukluklar1 gibi durumlara etki etmesi amaci
ile ila¢ kullanilabilir ayn1 zamanda erken tani ile beraber uyum becerileri arttirilabilir
(13). Bunun yami sira terapotik yaklagimlar, davranissal aligtirmalar belirli
semptomlar1 gidermek {izere tasarlanmistir ve iyilestirici etkileri bulunmaktadir. (14).

3.5. Otizme Neden Olan Faktoérler

3.5.1. Genetik Faktorler
Otizme neden olabilecek etkenler arasinda genetik faktorlerin de rol oynadigi,

otizmli kisilerin kromozomlarindaki bozukluklar ve ailesel yatkinliklar: iizerine
5




yapilan caligmalarla gosterilmesine ragmen aralarindaki iliski hala tam olarak
aciklanamamaktadir.

Genetik ¢alismalarla otizm tanisina veya ortaya ¢ikmasina neden olan genler
aydmlatilmaya c¢alisilmaktadir. Otizmli kardesler iizerinde yapilan incelemelerle
mutasyon, delesyon, duplikasyon olan genler iizerine yogunlasilmistir. Ancak klinik
acidan hala kesin kanitlar ortaya koyulamamustir (15).

Ikizler iizerinde otizmin genetik kalitim ilgisinin arastirildig1 calismalarda, tek
yumurta ikizlerinin her ikisinde de otizm gorilme oraninin ¢ift yumurta ikizlerine
oranla daha fazla oldugu gosterilmistir (16-19).

Ailesel yatkinlik calismalari, otizm {izerine hem genetik hem de cevresel
faktorlerin gosterildigi arastirmalardir. Yapilan bir calismada otizmli ¢ocuga sahip
ailenin diger ¢ocuklarinda da bu bozuklugun goriilme riskinin normalin 22 kati
oldugu gosterilmistir (20). Bunun yani1 sira, OSB’nin tek yumurta ikizlerinde bile
farkl1 siddette seyretmesinden yola cikarak g¢evresel etkenlerin de oldukca etkili
oldugu goriilmektedir (21). Beyindeki biiyiimeyi kontrol eden ve hiicreler arasi
iletisimi diizenleyen genlerde bir kusur olma ihtimali ile beraber gevresel faktorlerin
genlerin caligma sistemleri iizerindeki etkileriyle otizmin dogum Oncesi beyin

gelisiminden kaynaklandigi diistiniilmektedir (14).

3.5.2. Cevresel Faktorler

Otizm ile iligkilendirilen genetik sebepler otizmin sebebini tam olarak
aciklayamamaktadir. Babanin ileri yasi, annenin yasi ve gecirdigi hastaliklar,
viriisler, bagisiklik sistemindeki normal olmayan siiregler, dogum am ile ilgili
olumsuz durumlar, gebe iken maruz kaldigi kimyasallar otizme sebep olabilecek
cevresel etkenler arasinda sayilabilir (22-26). Diyet ve gastrointestinal faktorler de
otizm spektrum bozukluklarina (OSB) katkida bulunabilir (27).

Yapilan epidemiyolojik calismalardan elde edilen bilgilere gére maternal
rubella enfeksiyonu, etanol, talidomid ve valproik asite ilk trimesterde maruz
kalinmasi otizm riskini arttirmaktadir (28).

Endistride kullanilan bazi1 kimyasallarin nérogelisimsel bozulmalara neden
olabilecegine dair yapilan calismalar giderek artmistir. Beyin gelisimi oldukca
karmagik bir siire¢ olarak tanimlanir ve bu siiregte kisitlayici, durdurucu faktorler
gelisimde hasarlara neden olabilir ve sonuglar1 yasam boyu goriilebilir. Hayvanlar

tizerindeki calismalar, ¢ok cesitli endiistriyel kimyasallarin olgun organizmalar i¢in
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zararlh olmayan diisiik dozlarda gelisimsel norotoksisiteye neden olabilecegi fikrini
desteklemektedir. Endiistriyel kimyasallarin bilinenden c¢ok daha fazla ve
belirlenmeyen etkileri olabilir. Bu kimyasallarin milyonlarca ¢ocugun gelismekte
olan beyninde zarar olusturdugu ile ilgili veriler elde edilmis olmasina ragmen
mevcut tiim etkiler istatistiksel olarak net degildir (29).

Otizme sebep olan ¢evresel etkenler beraber diisiiniildiigiinde kimyasallarin
onemli bir yer tuttugu goriilmektedir. TPP de maternal donemde yaygin olarak maruz
kalinan bir kimyasaldir. Tiim bu bilgiler 1s1¢inda TPP’nin nérogelisimsel bozuklar ve

otizm ile iligkisi heniiz bilinmemektedir.



4. OTIiZM HAYVAN MODELLERI

Hayvan modellemeleri heniiz tam olarak anlagilamayan noropsikiyatrik ve
norogelisimsel bozukluklarin mekanizmalarinin anlasilmast igin gelistirilmistir.
Bozukluklar birebir insandaki gibi olusturulamasa da ideal hayvan modeli
arastirmacilara yapisal, davranigsal ve biligsel anormallikleri degerlendirebilecek,
etkin tedavi denemelerine olanak saglayacak sekilde olmalidir (30, 31). Otizm
modellemeleri ~ ginimizde  kimyasallar ~ve  genetik  manipulasyonlarla
gergeklestirilmektedir.

Otizm ile iligskilendirilen birka¢ mutasyon vardir fakat bu mutasyonlarin sinir
sistemi Uzerinde olusturdugu degisiklikler ile ilgili net bir bilgi bulunmamaktadir.
Otizmli insanlarda gorulen mutasyonlar fareler Uzerinde modellenerek ndroglin
(NL), neurexin, saft, Mecp2, Foxp, Cntap2, Ube3a ve Tscl / Tsc2 proteinlerini
kodlayan genlerdeki manipiilasyon davranigssal ve fizyolojik sonuglar hayvan
deneyleri i¢in uygun ¢alisma imkani1 sunmaktadir (32, 14).

Kimyasallar ile gergeklestirilen modellerden bir tanesi Propiyonik asit (PPA)
ile indiiklenir. PPA, kisa zincirli bir yag asidi olmakla beraber, enterik bakterilerin
son drdnlerinden biridir. Uygulanma sekli ise intraserebroventrikiiler (ICV)
enjeksiyon ile gerceklestirilir. Yapilan calismalar ile otizmli insanlardaki davranigsal
ve anatomik degisikliklerin hayvan modellerinde saptandig1 kaydedilmistir (33, 34).

Kimyasallar ile olusturulan modellerden bir digeri de maternal VPA
maruziyetidir. Erken embriyonik dénemde fetiisiin beyin gelisimi zararli etkilere
karst savunmasiz durumdadir. Insanlardaki klinik bulgular1 destekler nitelikte
VPA’nin siganlar iizerindeki modellemesi E12.5°ta maternal olarak uygulanmasidir.
TPP’nin de ¢evrede bulunan ve gebelik doneminde maruz kalinan bir kimyasal
olmast nedeniyle calismamizda davranissal, yapisal sonuglarin arastirilmasi ve

karsilastirilmasi i¢in VPA modeli tercih edilmistir.

4.1. VPA Modellemesi

VPA ya da 2-proilpentanoik asit epilepside, duygudurum bozukluklarinda
diizenleyici olarak kullanilan bir kimyasaldir (35). VPA gen ekspresyonlarini histon
deasetilaz (HDAC) aktivitesini inhibe ederek gen ekspresyonunu diizenler ve sinir
iletimini etkiler (36). Embriyonik donemde gergeklesecek HDAC inhibisyonu



norogelisimsel siireci sekteye ugratarak bozulmalara ve nérogelisimsel bozukluklarin
ortaya ¢ikmasina neden olur (37).

VPA’ya gebelik doneminde maruz kalma dogumda komplikasyonlar, dogum
zamaninda gecikmeler, yavrularin bilissel becerilerinde diisiis ve yavrularda otizmin
gorulme riskinin ylkselmesi ile sonuglanabilmektedir (38). Gebelik sirasinda
VPA’nin yiiksek doz kullaniminda ise noéral tiip bozukluklari goriilebilir ayrica
kardiyovaskdler, driner, pulmoner ve kas iskelet sistemi gibi pek cok sistemi
etkileyebilir (39).

Maternal olarak VPA’ya maruz kalan ¢ocuklarda 3 yasinda sozel becerilerde
ve zeka seviyelerinde diisiis oldugu kaydedilmistir (40). Deney hayvanlariyla yapilan
calismalar da klinik bulgular1 destekler niteliktedir. Yavru sicanlarda duyusal,
iletisimsel ve sosyal davranislarda bozulmalar gorilmistir (41, 42). Erken
embriyonik donemde VPA’nin uzun siireli fetiistin noral gelisimini de olumsuz
etkiledigi saptanmustir. Tiim bu bilgiler beraber degerlendirildiginde intrauterin
uygulanan VVPA yavru siganlar igin kullanilan gegerli bir otizm modelidir (38).

VPA otizm modellerinde embriyonik gelisimin 12-12.5 ginlerinde (E12-
E12,5) gebe sicanlara uygulanmaktadir bdylece yavrularin sinir sistemi hiicrelerinde
apoptozis basta olmak iizere ¢esitle hiicre 6liimlerini aktive etmekte veya bazi beyin
bolgelerinde asirt biiyiimeye neden olabilmektedir. E12.5’ta VPA maruziyeti
prefrontal ve somatosensdr kortekste nodrogenezde aksamalara ve beyin turevli
norotrofik faktor (BDNF) seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir. Gelisim
stirecinde goriilen bu anormallikler dikkat bozuklugu basta olmak Uzere bircok
davranissal bozukluk ile sonuglanmaktadir (37, 38). VPA modellemesinde
norogelisimsel bozukluklarin belirtileri olan sosyal etkilesimde bozulmalar,
tekrarlayict davraniglarin artisi, goéz kapaklarinin agilmasinda gecikme, agrili
uyaranlara verilen anormal tepkiler ve sesli uyaranlara karsi verilen tepkilerde
azalma veya tepkisizlik davraniglart ortaya c¢ikmaktadir (2). Yavru siganlarin
olfaktorik sisteminde goriilen gelisimsel bozulmalar, sosyal etkilesim ve kesif
davranislarini etkilemektedir (43). Sosyal etkilesimdeki bozulmalara ek olarak yavru
siganlarda goriilen temizlenme hareketleri, bilye gémme testi ile 6l¢iilen kazima ve
tekrar edici davraniglar1 artmaktadir. Bu bulgular maternal donemde maruz kalinan
VPA’nin  yavru siganlardaki otizm ve benzeri davraniglart gelistirdigini

kanitlamaktadir (44). Yapilan bir ¢alisma ile VPA maruziyetinde E12.5. giiniin



onemi vurgulanmis ve E9 veya E14,5 uygulamalarinin sosyal etkilesimde
bozulmalara neden olmadig1 gésterilmistir (45).

E12,5. glnde wuygulanan VPA’nin kraniyal sinirlerin nukleuslarinda
bozulmalara, kraniyal noéronlarda 6lime yol agarak néronlarda azalmalara, motor
korteksteki piramidal hiicrelerin dendritik dallanmasi normaline goére farklilik
gosterdigi saptanmustir (46). Ayrica prefrontal kortekste dendritik spin yogunlugunda
azalis fakat hipokampusun ventral kisminda artig goriilmiistiir. Bu farkliligin sebebi
ise sinaptik baglantilarin beyindeki bdlgelere gore yogunlugunun ayni oranda
olmamasidir. Yapilan c¢alismalardan edinilen bilgilere gore hipokampus ve
serebellumda granuler hicrelerin oliime gittikleri goriilmiistiir (47). VPA’nin
hipokampusteki etkileri heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

VPA modelinde otizm benzeri davranislara eslik eden ve klinik bulgularla
oOrtlisen anksiyete davranislarinda artig, sirkadyen ritim bozukluklari, g6z kirpma

davranislarinda farklililar da mevcuttur (38).

4.2. Trifenil Fosfit

TPP bocek oldiriicli ve mantar 6nleyici olarak tarimda, sabitleyici, asinmayi
Onleyici katki maddesi olarak plastik ve kauguk sanayisinde ve epoksi reginesinde
kullanilmaktadir. TPP bir asetilkolinesteraz inhibitérudir ve tip 1l olarak
smiflandirilan organofosfor kaynakli ndrotoksik bir ajandir. TPP maruziyetinden bir
siire sonra gecikmeli sekilde ataksi, felg ve sinir sisteminde degisikliklere neden
olmaktadir. Smith ve arkadaslari TPP’nin norotoksisitesine dikkat c¢eken ilk
arastirmalart gergeklestirerek fenol esterleri ilizerinde aril fosfitin akut veya coklu
maruziyette kedilerde gozlenen yiiksek oranda kilo kaybi kaydetmislerdir.
Sonrasinda TPP’nin noérotoksik bir ajan olduguna dair yapilan aragtirmalar ve veriler
giderek artmustir (48, 49, 50).

TPP’nin 1184mg/kg dozunda uygulanmasindan sonra yapilan incelemeler ile
serebellum, vestibuler kompleks, koklear gekirdekler, superior ve inferior colliculide
aksonal ve terminal dejenereasyon goriilmiistiir. Subtalamik c¢ekirdek, substantia
nigra, septal bdlge, hipotalamus, talamus, hipokampus ve serebral korteks
bolgelerinde dejeneratif aksonlar ve terminaller icerdigi gortilmistiir. Dejenerasyon
Ozellikle sensorimotor serebral korteks, medidorsal, ventromedial ve medial

genikulat talamik ¢ekirdeklerde ve hipotalamustaki magnoselliler preoptik ve medial

10



mamillar ¢ekirdeklerinde belirgin oldugu ve diisiik oranda fasikulus gracilis ve
¢ekirdeginde dejenerasyon kaydedilmistir (51).

TPP’nin toksik olmayan dozu (250 mg/kg) Levin ve ark.larinin yaptigi bir
calismada erkek sicanlara uygulanmis ve 4 giin sonra davranis deneyine alinmustir.
Bu ¢alismadan elde edilen sonuclara gére TPP grubunun, kontrol grubuna kiyasla
ogrenmelerinde bozulmalar gériilmiistiir (48).

Merkezi ve cevresel sinir sistemindeki bir¢ok alanin TPP maruziyetinden sonra
dejenere oldugu pek cok sayida ¢alisma ile gosterilmistir fakat gebeler ve dogacak
yavrular tizerindeki yapisal ve davranigsal etkileri heniiz aydinlatilmamistir. Maternal
uygulanan TPP’nin norogelisimsel bozukluklardakine benzer sonuglara neden olup
olmayacagi, otizm modellemesinde kullanilip kullanilamayacagi bu nedenle
onemlidir. Insanlarin sosyal davranislarmin ortaya ¢ikmasini saglayan mekanizmalar
ve kimyasallar tam olarak aydinlatilamamistir. Insan beyninin karmasik sistemini
temsil edecek bir hayvan modellemesi otizmdeki surecleri anlamak ve yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir (14).
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5. HIPOKAMPUS

Hipokampus yapisal olarak limbik sistemin bir parcasidir ve spasyal 6grenme,
kisa siireli hafiza ve uzun siireli hafiza ile iligkilidir. Hipokampus uzun sureli bellege
depolanacak bilgilerin kisa siireli bellek ile girdilerinin alinmasi ve
saglamlastirilmasi siirecinde 6nemli bir rol oynar. Bunun yani sira ¢evreden gelen dis
uyaranlarin algilanmasi, islenmesi ve uygun tepki verilmesi gibi davraniglarin
sekillenmesinde Kritik bir duzenleyici gorevi yapar (52). Duyu liflerinden aldigi
bilgiler ile algilama ve depolama siireglerinde bir koprii olan hipokampus, karmasik
iletisim ag1 ile beynin birgok bolgesi ile etkilesim halindedir. Aldig1 ve gonderdigi
sinyaller ile duyusal bilgiler davranisa doniistiiriiliir. Bu nedenle islevsel ve uygun
davranislarin ortaya ¢ikmasinda hipokampusun roli oldukca buylktir. Buna ek
olarak fonksiyonel manyetik rezonans goriintuleme analizleriyle bazi néropsikiyatrik
bozukluklarmn hipokampusu etkiledigi gosterilmistir. Ornegin depresyon veya travma
sonras1 stres bozuklugu hastalarinda hipokampus hacminde azalma oldugu

saptanmugtir. (53, 54).

5.1. Hipokampis Anatomisi

Hipokampiis bir gri cevher tabakasidir (55). Insan beyninde ventralde bulunur,
kemirgenlerde ise daha dorsaldedir. Histolojik kesitlerde C seklinde egik bir profile
sahip oldugu goriiliir. Konkav kismi hemisferin alt kismi iken konveks olan kisim ise
ventrikiile bakmaktadir (56). Hipokampus ii¢ boliimden olusmaktadir: dentat girus
(DG), subikulum ve Ammon Boynuzu. Ammon Boynuzu CAl, CA2, CA3 ve CA4
kisaltilarak adlandirilmistir. CA1 hipokampusun en karmasik ve subikuluma yakin
olan bolgesidir. CA3 ise DG’ye yakin olarak bulunmaktadir ve en biiyiik boyuttaki
piramidal ndronlar bu alandadir. CA2 ise CA1 ve CA3’iin arasinda yer almaktadir ve
piramidal néronlar en yogun olarak bu bélgedir (57). DG’nin gorinimi V veya U
sekline benzetilir ve bir trilaminant kortikal bolge olarak degerlendirilmektedir (58,
59). Subikulum ise ¢evresindeki neokorteks ile bitistigi yere kadar 4-5 veya modifiye
6 tabakali bir ¢esitlilik gosterir (60).

5.2. Hipokampus Histolojisi
Mikroskobik diizeyde incelendiginde hipokampiis ventrikiiler ylizeyden derine

toplam yedi adet tabakaya sahiptir (61).
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1. Alveus: Ventrikiile komsuluk yapmaktadir ve intraventrikiler yuzeyi
kaplamaktadir. Fornikse uzanan aksonlarin olusturdugu tabakadir.

2. Stratum oriens: Piramidal noéronlarin bazal dentritleri ile interndronlari igerir.
Sinirlar1 tam olarak belirli degildir.

3. Stratum piramidalis: Mossy adi verilen liflerin sinaps yaptig1 tabakadir. Blyik
piramidal hicrelerin gévdelerini icerir. Piramidal hiicrelerin bazal kisimlar1 ilk
katman olan alveuse dogru bakmaktadir.

4. 4. Stratum lusidim: En ince tabakalardan biridir, motor tip piramidal hucreleri
igerir.

5. Stratum radiatum: CA3’ten CAl’e projeksiyon yapan ve Schaffer olarak
adlandirilan kollateralleri icerir. Piramidal htcrelerin apikal dendritlerden
olusmustur.

6. Stratum lakiinozum: Cok ince olan tabakalardan biridir ve Schaffer kolleteralleri
icerir.

7. Stratum molekiilare: En dista kalan ve interndronlardan olusan tabakadir (63-64).

Dentat girusun ti¢ ayri tabakasi bulunmaktadir:
1. Graniiler tabaka: Hiicre ¢ekirdekleri bu katmanda yer almaktadir.
2. Molekiler tabaka: Granuler hiicrelerin dendritlerini igerir.
3. Polimorfik kisim: V veya U gdriinlimiinii veren seklin i¢ kavis kismidir ve dentat
hilus olarak da adlandirilir.
Polimorfik tabaka ve graniiler tabaka arasinda kalan alan subgraniiler zon

(SGZ) alanidir ve otizmde etkilenen bolgelerden biridir (65).

5.3. Hipokampus Histogenezi

Hipokampusun piramidal ve graniiler noronlarinin kok hiicreleri CAl
bolgesinin tzerindeki ventrikiiler germinal tabakadan koken almaktadir. Siganlarmn
hipokampusunde bulunan CA1 ve CA3 piramidal ndronlar1 16. ve 21. embriyonik
giinler arasinda olugsmaktadir. CA1 ve CA3 ndronlarinin ayni segmentten koken alip
almadiklar ile ilgili heniiz net bir bilgi bulunmamakla beraber Tole ve ark.larinin
farelerde yaptiklar1 bir ¢aligma ile CAl ve CA3 boélgesinde farkli alan spesifik
genetik belirtecleri tanimlanmis olmalart CA1 ve CA3 néronlarinin farkli segmentten

koken almig olduklart fikrini desteklemektedir (66,58).
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5.3.1. CA1l ve CA3 Piramidal Noronlarmin Gocii

Hipokampal CAl bolgesindeki piramidal noéronlarin kiicik bir kismu
Subventikiler Zon’da (SVZ) olmak Uzere blylk oranda Ventikiler Zon’da (VZ)
tiretilirler ve buradan ayrilirarak VZ’nin tizerinde multipolar hiicrelere doniiserek
Intermediate Zon (IZ)’ye dogru hareketlerini devam ettirirler. Hiicrelerin olusma
gunlerine gére Marjinal Zon (MAZ)’da bekleme sureleri degismektedir. Embriyonik
12. giinde ve 13. Giinde olusan hiicreler bir giin multipolar olarak beklerler. E15 ve
El16’da olusan hiicreler ise 3-4 giin kadar MAZ’de ayn1 formda kalmaya devam
ederler. Embriyonik 14. 15. ve 16. giinlerde olusan CA1 piramidal néronlar1 bipolar
bir yapiya doniiserek 1Z’a hareket ederler. Igsi bir yapiya sahip olan bu noronlar
hipokampal plakaya dogru goc ederler ve tekrar formlarini degistirerek multipolar
yapiya doniistirler (67).

Sicanlarda embriyonik 16. ve 20. glinler CA3 ndronlarinin VZ’de olusmaya
basladig1 giinlerdir ve zirveye ulasmalar1 ise E17 ve E18 de gerceklesir. VZ’de
olustuktan sonra MAZ’daki CA3 hiicrelerinin yapilar1 multipolar forma doniisiir ve
CALl noronlar ile kiyaslandiklarinda burada bekleme siireleri daha uzundur. 4 giin
kadar MAZ’de bekleyen CA3 noéronlar1 hipokampal plakaya goc¢ ederler. CA2
bolgesindeki piramidal noronlarin gogii hakkinda elde edilen bilgiler sinirhdir.
Sicanlarda Hipokampal plakanin U goriiniimiinii almas1 E18 de baslar. Egrilip,
genislemesi E21'e kadar devam eder. E22 de U seklini alir (68).

Insanda piramidal hiicre tabakasi erken evrelerde ortaya c¢ikar. CAl ve CA3
tabakasinin embriyonik 16. Hafta boyunca olustugu saptanmistir. (58). Bu nedenle
gebeligin erken doneminde VPA ve TPP maruziyetinin yavrularin hipokampusu

tizerinde olusturacagi etkinin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.

5.3.2. Dentat Girusun Graniiler Hiicre Tabakasimin Olusumu

Sicanlarin dentat girusundaki graniiler hiicreler embriyonik 17.glinde olusurlar.
E17. gun piramidal noéronlarin olusumundan 1 giin sonraya denk gelmektedir.
Sicanlarin toplam graniiler hiicre sayisi géz Oniinde bulunduruldugunda %75 i
dogumdan sonra olugmaktadir. Bu nedenle piramidal néronlarin olugma stiresiyle
karsilagtirildiginda graniiler hiicrelerin olusumunun daha uzun siireye yayildigi
goriilmektedir ve yasam boyu devam ettigi diistiniilmektedir.

Ventrikiiler germinal tabakada olusan graniiler hiicrelerin gog¢ii buradan baslar

ve hipokampuse dogru devam ederek CA3’lin u¢ kismini ¢evreleyen dentat giruslari
14



sekillendirir. Dentat graniiler hiicrelerin sinirlart CA3 alaninin ucu ve dentat girusun
hilusudur. Biiyiik hiler néronlarin olusumu E15 ve E21 giinleri arasinda
gerceklesmektedir ve hemen hemen tiim hiler interndronlarin subkortikal orijinli
oldugu belirlenmistir. Hilusta postnatal hiicre olusum oran1 telensefalonun
periventrikiiler tabakasindakine benzerlik gosterdiginden o6tiirli dentat hilus bolgesi,
dentat griusun ikinci germinal tabakasi olarak kabul edilmektedir. Kemirgenlerdeki
hiler hiicre sayis1 dogumdan sonraki 10. Ve 25. giinler arasinda hizla diisiise
gecmektedir. Bu azalis hilusta olusan hiicrelerin graniiler hiicre katmanina dogru gog
ettiklerini gostermektedir.

Insanlarda graniiler hiicrelerin olusmasi 13. embriyonik haftadan baslamaktadi
(58). Gebeligin erken doneminde cevresel bir ajana maruz kalmak, yavrularin
Ammon Boynuzundaki piramidal néronlarin gociinii etkileyebilecegi gibi dentat
girustaki hiicreleri de etkileyebilir. Bu nedenle siganlarin embriyonik 12.5. giiniinde

VPA ve TPP maruziyetinin sonuglari 6nem tasimaktadir.
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6. OTiIZMDE GORULEN YAPISAL DEGISiKLiKLER

Otizmde goriilen davramis degisikliklerinin beynin tek bir bolgesi ile
iliskilendirilemeyecegi limbik sistem, talamus, beyincik gibi bir¢cok beyin bolgesi ile
ilgili oldugu one siiriilmektedir (69, 70).

Otizm flizerine yapilan genetik ¢alismalar ve postmortem (6liim sonrasi) beyin
goriintiileme sistemlerinin gelismesiyle otizmin epilepsi, EEG anormallikleri, zeka
geriligi gibi bozukluklarla da iligkili oldugu gosterilmistir (71, 72).

Beyin goriintiileme sonucglarma gore otizmli bireylerin beyinlerinde yapisal
bazi degisimler gozlenmistir. Manyetik rezonans goruntileme (MRG) ile otizmli
bireylerde toplam beyin hacminin arttig1 ve bu artisin da dogumdan sonraki bir yilda
oldugu; en ¢ok temporal, frontal lopta ve amigdalada degisim oldugu gosterilmistir
ve beyin yapisindaki bu degisimlerin otizme neden olabilecegi diigiiniilmektedir (73-
75).

Bu dogrultuda, fonksiyonel MRG’de ise yiiz tanima testlerinde temporal lobun
fusiform girus bolgesindeki etkinligin azaldigi; sosyal etkilesimler sirasinda da
amigdalada aktivasyonun diistiigii bulunmustur (76).

Yapilan c¢aligmalarda otizmin ortaya c¢ikmasinin gebelikte noral tiipiin
kapanmasina denk geldigi ve dogum sonrasit faktorlerin de ortaya ¢ikmasini
tetikledigi tizerine yogunlasilmistir (77).

Hipokampustaki degisiklikler ve anormallikler hakkinda sinirli  bilgi
bulunmaktadir (28).

6.1. Hipokampus ve Otizm

Otizmde goriilen yapisal degisikliklerin yogun oldugu bolgelerden biri de
hipokampus bdlgesidir (78). Otizmlilerin gelisimsel bozukluklarina eslik eden,
davranislarinda  goriilen  problemler bu  degisikliklerden  kaynaklandigi
diistiniilmektedir (79). Laboratuvar hayvanlarinda olusturulan otizm modellerinde de
hipokampus alaninda néron kaybi kaydedilmistir ve buna bagl olarak da 6grenme
becerilerinde bozukluklar goriilmistiir (80). Yapilan postmortem calismalarda ise
hipokampusun CA1l, CA4 ve subikulumda bulunan néronlarin hiicre gévdelerinin
daha kiigiik ve dendritik dallanmalarinin da daha az oldugu goriilmiistir (81). Bu
bilgilerin yanisira MRG c¢alismalarindan elde edilen bulgulara goére ergenlik

donemindeki otizmli bireylerde c¢ocukluk c¢agindan itibaren, emosyonel streglerin
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merkezi oldugu bilinen hipokampus ve amigdalada anatomik degisiklikler
kaydedilmistir (82).

Otizmin ortaya c¢ikmasinda embriyonik gelisim siirecinde maruz kalinan
kimyasallarinda etkisi olduk¢a 6nemlidir. Hipokampusun embriyonik 12,5 giindeki
olgunlagsma siireci maternal uygulanan VPA’nin siganlarda otizm ve benzeri
davraniglarin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Noronlarin yiiksek orandaki
aktivasyonu ve plastisitesi sinaptik iletinin dengesizligine neden olur ve bu
dengesizlik de otizmli beynin karakteristik 6zelligini olusturmaktadir. (83).
Embriyonik 12,5 giinde VPA ile indlklenen otizmli hayvan beyinlerinde sinaptik
iletisimin hasarli oldugu ve GABAerjik sinapslarin bozulmasindan kaynaklandigi
diistiniilen sosyal etkilesim eksiklikleri ve streotipik/tekrarlayici davraniglar
gorulmektedir (85). Ayni zamanda VPA modeli internéronlarin hasarini, hipokampus
graniiler hiicreleri basta olmak iizere SGZ hiicre proliferasyonunu ve plastisitesini
yetiskinlik donemine kadar biiyiik oranda etkileyerek ge¢ ndrogeneze neden
olmaktadir (85).

Tim bu bilgilerin 1s18inda embriyonik dénemde VPA’ya maruz kalan
siganlarin  ergenlik donemlerindeki hipokampal sinaptagonez, noérogenez ve

davranissal degisiklikleri biiyiik 6nem tasimaktadir.
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7. GEREC VE YONTEM

7.1. Deneysel Materyaller

9 adet Wistar Albino Tiirii Gebe Disi Sigan ve 30 adet erkek yavru sigan

Deney kafesi

Hassas Terazi

Serum Fizyolojik

Enjektor

Lam-Lamel

Anestezik maddeler (Ketamin, Ksilazin)
Heparin

Flaster

Kanul

Formaldehit (%10)

Etil Alkol

Parafin

Ksilol

Entellan

Parafilm

Fosfat Tamponu

Kakodilat Tamponu

Eozin, Hematoksilen, Toluidin Blue, Giemsa Boya Soliisyonlar1
Cresyl Violet, Luxol Fast Blue Boya Soliisyonlar1
Serum Seti

Distile Su

Falkon Tupler

Serum Sisesi

Depakin

Trifenil Fosfit

Cerrahi Setler

Ug Odacikl1 Sosyal Etkilesim Testi

Misir Kogani Tiirli Talas ve Standart Cam Bilye
Tripot

Kamera
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Kronometre

7.2.Yontem

Calisma Ege Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik kurulu 2017-081 sayili
onaytyla baglatilmistir. Calisma siiresince etik kurallara bagli kalinmistir. Calismanin
deneysel kismu Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlart Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde, histolojik kismu ise Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Deneyde kullanilacak 9 adet
gebe Wistar Albino tiirii sican Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilmistir. Gebelik siliresince ve yavrularin
sakrifiye edilmesine kadar gegen siirecte (p=35) deney hayvanlarinin bakimlar1 12
saat karanlik/aydinlik dongiistinde, 2242 °C; 50+10% nem oraninda, yiyecek ve suya
serbest erigim saglanacak sekilde yine ayn1 merkezde saglanmistir.

Estrus dongiilerinin belirlenmesi amaciyla Wistar Albino tiirii disi si¢anlarin
vajinal smearleri alinmistir. Alinan smearler alkol ile tespit edilip lama yaydirilarak
%»5lik Giemsa Yayma Preparat Boyasi ile boyanmistir. Isik mikroskobunda yapilan
inceleme ile proestrus doneminde olan disi siganlar 3 disiye 1 erkek olacak sekilde
bir gece boyunca ¢iftlestirmeye birakilmig ertesi sabah vajinal plak gézlenen siganlar
gebe olarak kabul edilmis, ayr kafeslere alinmistir ve embriyonal 1. giin (E1) olarak

tanimlanmistir.

-~
8
%)
”
Je
'e
9 °x
&=

Sekil 1: Proestrus Dénemi
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7.2.1. Arastirmada Kullanilan Deney Gruplari

v Grup 1: VPA uygulanan 3 adet gebe sigan (500 mg/kg) ve erkek
yavrulari (n=10)

v Grup 2: TPP uygulanan 3 adet gebe sigan (100 mg/kg) ) ve erkek
yavrular1 (n=10)

4 Grup 3: Serum fizyolojik uygulanan 3 adet gebe si¢an (esit dozda) ) ve
erkek yavrular1 (n=10)

(CLE0 " T YNENNET SEREE SRR

s .m “II”'

Pk,

':,‘ ’

SR

Sekil 2: Gebe Sicanlar
7.2.2. Kullanilan Maddeler

7.2.2.1. Depakin (VPA)

Embriyonik gelisimin 12.5 giiniinde gebe siganlara intraperitonal olarak
enjekte edilecek Valproik asit dozu literatiir taramasma gore 500 mg/kg olarak
belirlenmistir (37). DEPAKIN® olarak temin edilen kimyasal 200 mg/ml oraninda

¢ozelti olarak hazirlanmustir.

7.2.2.2. Trifenil Fosfit

Gebelikte valproik asit ile indiiklenen davranigsal ve yapisal farkliliklarin
sonuglar1 karsilastirllmak {izere Trifenil Fosfitin enjeksiyon giinii de embriyonik
gelisimin 12.5 giinii olarak belirlenmistir. Verilecek doz ayarinda ise Levin ve ark.

yaptig1 ¢aligma esas alinmug, toksik olmayan 250 mg/kg olarak belirlenmistir (48).
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Maddenin ciltte olusturabilecegi hasar1 engellemek amaciyla likit formdaki TPP,
propilen glikol (1 ml/kg) araciligiyla ve enjeksiyon siddetini esitlemek amaciyla
serum fizyolojik eklenerek intraperitonal olarak uygulanmistir. TPP uygulamasindan
4 giin sonra 2 gebe siganin Olmesi ile 3. gebe sigana 1.5 mg/kg dozunda iki kez
atropin uygulanmistir (51). Bu grup deney dis1 birakilmistir. Toksik olmayan doz
olarak belirlenen 250 mg/kg gebe siganlar icin oldiiriicii oldugu goriildiiglinden doz
azaltmaya gidilerek 100 mg/kg cekilmis ve yeni bir doz denemesinde bulunulmustur.
Bu doz gebe siganlarin doguma kadar kilolarinda herhangi bir farkliliga neden

olmamig ve dogumlar 21 ve 22. giinlerde gergeklesmistir.

7.2.2.3. Serum Fizyolojik

Enjeksiyondan kaynaklanabilecek stresi elimine etmek amaciyla kontrol grubu
olarak belirlenen 3 adet gebe sicana E12.5 ‘ta VPA ve TPP ile esit dozda serum
fizyolojik uygulanmustir.

Dogumu gerceklesen sicanlar siitten kesilene kadar anne ile aynmi kafeste
tutulmustur (P23). Siitten kesilen sicanlar uygun kafesleme ile cinsiyetlerine gore

ayrilmustir.

Sekil 3: Yenidogan Siganlar

7.3. Davranis Testleri
Yavru siganlar disi erkek olarak ayrildiktan sonra P33 ve P34’te davranis
deneylerine alinmak iizere 5 gilin boyunca handling uygulanmigtir. Davranis testleri

sabah 09:00 ile 6gleden sonra 4:00 arasinda yapilmistir. P33 ve P34 giinlerde Bilye
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Gomme ve 3 Odacikli Sosyal Etkilesim Testleri oncelik sonralik etkisini ortadan

kaldiracak sekilde esitlenerek gerceklestirilmis ve skorlanmistir.

7.3.1. Bilye Gomme Testi
Caligmamizda kullanilan protokol, Wayne State University Kurumsal Bakim
ve Kullanim Komitesi tarafindan onaylanmistir (85). Test ekipmanlar1 laboratuvar

sartlarimiza gore diizenlenerek sicanlara uygulanmistir.

7.3.1.2. Protokol
1. Kapak takilt standart polikarbonat kafesler kullanilmistir (20x33x55).
i. Her kafese 5 cm derinliginde kokusuz ve daha once kullanilmamis taneler
seklinde talas eklenmis ve diizeltilmistir
2. Standart cam bilyeler 5x4 olacak sekilde her bir kafes i¢in toplam 20 adet olarak
talaglarin iizerine dizilmistir (Her bir kullanimdan 6nce bilyeler 6nce deterjan

sonra da distile su ile yikanarak temizlenmistir).

Sekil 4: Bilye Gimme Testi

7.3.1.2.1. Testin Yapilis1
Test baslangicindan 1 saat dnce siganlar deney odasina getirilmistir.
1. Sican bilyelerin ve talas yataginin diizenini bozmayacak sekilde kafesin
kosesinden birakilmistir ve kafesin kapagi takilmistir. Test 30 dakika stirmiistiir

ve bu siire boyunca hayvanlara yem ve su verilmemistir.
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Sekil 5: Bilye Gomme Testinin Yapilist

2. Test siiresi (30 dk) bittikten sonra sican yine talag ve bilyelerin son halini
bozmayacak sekilde kafesten ¢ikarilmistir.

3. Test sonu degerlendirmesi i¢in deney hakkinda bilgisi olmayan 3 kisinin ayr1 ayri
skorlamalar1 not edilmistir (Her bir bilyenin 2/3’1i talagla ortiilii ise gémiilii olarak
kaydedilmistir).

v 3 ayn skorlayicinin  kaydedilen degerlendirmelerinin ortalamasi

alinmig ve her bir sigan i¢in sonug skoru belirlenmistir.

7.3.2. U¢ Odacikh Sosyal Etkilesim Testi

Siganlarin Sosyal Yenilik/Tercihini degerlendirmek amaciyla Crawley’in Ug
Odacikli Sosyal Etkilesim Testi Kullanilmistir (86). Test materyalleri laboratuvar
kosullarimiza gore diizenlenmis, uygulanmis ve sicanlarin odaciklarda bulunma
stiresi kaydedilmistir.

Crawley’in sosyal etkilesim testi ii¢ odacikli dikdortgen bir kutu ile
gergeklestirilir. Orta bolmede diger iki bolmeye giris ¢ikist saglayacak bir agiklik
bulunmaktadir. Sag ve sol bdlmelerde deney siganinin sosyal yeniligini
degerlendirmek amaciyla deney siganinin 6zelliklerine sahip (ayni cinsiyet, benzer
kilo ve yas), daha once deney si¢ani ile temas etmemis yabanci iki adet sigan daha

kullanilmistir. Yabanci siganlarin odacik disina ¢ikmamalari igin beyaz, siganlarin
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birbirlerini gorebilecekleri fakat fiziksel olarak temasta bulunmalarina olanak

vermeyen her bir odaciga birer adet sepet yerlestirilmistir.

Sekil 6: Ug Odacikli Sosyal Etkilesim Testi

Test alistirma ve sonrasinda iki asamadan olusmaktadir:

v Abhstirma Asamasi

Sigan iki odaciga erisimi engellenerek orta bolmeye 5 dakika siireyle alismasi
icin birakilir.

4 ikinci Asama

Birinci yabanci sigan sag ve sol bolmelerden birine (Sistematik olarak
degistirilmistir) yerlestirilmistir ve orta bolme agilarak sicanin {i¢ odacigi
gezinmesine olanak taninmistir. 10 dakika siiresinde sican izlenmis ve ii¢ odacikta
gecirdigi siireler kaydedilmistir.

v Uciincii Asama:

Ucgiincii asamada ise bos kalan sepete ikinci yabanci hayvan yerlestirilmistir.
10 dakika siiresince siganin odaciklarda bulunma siireleri kaydedilmistir ve test
sonlandirilmistir.

Her bir deney sicani i¢in 3 asama ile birlikte bir test toplam 25 dakika
stirmistlr. Test sonlandirildiktan sonra %70 etanol ile temizlenmis ve sonrasinda

dezenfektan ile silinmistir.
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7.4. Deneyin Sonlandirilmasi ve Histolojik Takip
P=35"te perfiizyon ile beyin dokusu histolojik takip i¢in alinmistir.

7.4.1. Kullanilan Tamponlar
Fosfat Tamponu (PBS)

2,56 g NaH2P0O4.H20

8 gr NaCl

0,2 g KCI

0,2 g KH2PO4

1000 cc distile su

Kakodilat Tamponu

1,38 gr Cacodlylic Acid

100 cc distile su

Formaldehit (%4luk)

40 cc formaldeht (%10luk)

60 cc distile su

Kakodilat Tamponu+Formaldehit
0,1 M 50 cc Kakodilat Tamponu+%d4liik 50 cc formaldehit

7.4.2. Perflizyon
Perfiizyon i¢in hazirlanmis Fosfat Tamponunda %4liikk Formaldehit ile dogum
sonrasi 35. giiniinde olan siganlar perfiize edilmistir.
1. Ketamin (80-100 mg/kg), Ksilazin (10-12.5 mg/kg) ve Heparin beraber insulin
enjektoriine ¢ekilmis ve enjeksiyon yapilarak sicanlar anestezi altina alinmistir.
2. Anestezi altina alindiktan sonra deri, derialti, fasia ve processus xphoideus
kaldirilmustir.
3. Diafragma disseke edilerek toraksa ulasilmis ve kalbin sol ventrikiile kaniil ile
girilmistir.
4. Sicanlarin dolagimina hazirlanan fiksatif girmis ve perfiize edilmeye baslanmustir.

5. Birkag saniye sonra sag atrium delinerek kanin disar1 ¢ikmasi saglanmustir.
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Sekil 7: Perfuzyon

Sekil 8: Perfiizyon sonrasi beyin

Yeterli sure sonra beyinler histolojik takip i¢in hazirlanan fiksatifin igine
konmus ve asagida siralanan sekilde takip asamasina gelinmistir:
1. Dokular 3 giin boyunca her giin degistirilmek tizere ayn1 fiksatifte kalmistir.
2. Dokular dérdiinct giin yikanmak ve disseke edilmek tizere PBS’ ¢ alinmustir.
3. Disseksiyon ile beyin serebellum ve 6n kismi ayrilarak arka kismi hipokampUs

icin disseke edilmistir.
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Sekil 9: Disseksiyon Mikroskop Gortntisi

4. Disseke edilen beyinler 0,1 M Kakodilat Tamponu ve Formalin karigimina
alinmuis, bir glin boyunca bekletilmistir.
5. Formalin ve Kakodilat tamponu karigimindan alinan dokular bir giin boyunca 0,1

M Kakodilat tamponunda bekletilmis, ertesi giin takibe alinmigtir.

7.4.3. Takip ve Parafine Gomme

%80 Alkol = 1 saat

%95 Alkol= 1 saat

%100 Alkol= 1 saat

%100 Alkol= 1 saat

%100 Alkol= 40 dk

Alkolden alinan dokular kuruyuncaya kadar bekletildi ve sonra ksilolde
seffaflamaya alindilar. 30 dk Parafin I’de 30 dk Parafin II’de 58-60C’de

bekletildikten sonra parafine gdmdlerek bloklar elde edildi.

Sekil 10: Takip Sonrasi Beyin
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7.4.4. Mikrotom ile Kesit Alma

Mikroskop altinda yapisal degisiklikleri gézlemlemek amaciyla mikrotomda
(Leica RM 2145) parafin bloklardan Sp’luk kesitler alinmistir. Kesitlerin 36°C’lik su
banyosunda agilmasi beklenmis ve polilizinli lamlar {izerine alinmistir.

Lamlar 1 saat boyunca etiivde ve 1 gece boyunca ksilolde bekletilmistir, ertesi

giine histokimyasal boyamalar i¢in hazirlanmistir.

7.5. Histokimyasal Boyalar

7.5.1. Hematoksilen ve Eosin

Bir gece boyunca ksilolde bekletilen preparatlar kurutulduktan sonra asagidaki
asamalardan ge¢mistir:

%100 Alkol 4 dk boyunca bekletildi

% 95 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

% 80 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

Distile su 4 dk boyunca bekletildi

Hematoksilen 5 dk bekletildi

Akarsuda yikandi

Asit Alkol (pembe renk olana kadar)

Akarsuda yikandi

Amonyakli suya daldirilip ¢ikarildi (2-3 kez mor renk olana kadar)

Akarsuda yikandi

Distile suda 5 dakika boyunca yikand1

Eozin’de 1.40 saniye bekletildi

%95 Alkol 2-3 kez daldirilip ¢ikarildi

%100 Alkol 2-3 kez daldirilip ¢ikarildi.

Boyanmis preparatlar kurutulmaya birakildi, kuruduktan sonra 15-20 dk
ksilolde bekletildi ve sonrasinda entellan ile kapatildi.

Boyama Sonucu: Cekirdek: Mavi olarak gorindr.

Sitoplazma: Pembe olarak gérinar.

7.5.2. Toluidin Blue
Bir gece boyunca ksilolde bekletilen preparatlar kurutulduktan sonra asagidaki

asamalardan ge¢mistir:
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%100 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

% 95 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

% 80 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

Distile suda yikandi

Toluidin Blue soltisyonunda 15 dk boyunca bekletildi.

%95 Alkol 1-2 kez daldirilip ¢ikarildi

%100 Alkol 1-2 kez daldirilip ¢ikarildi.

Boyanmig preparatlar kurutulmaya birakildi, kuruduktan sonra 15-20 dk
ksilolde bekletildi ve sonrasinda entellan ile kapatildu.

Boyama Sonuglar1:

Sinir hiicreleri igin;

Cekirdekler: A¢ik mavi

Nissl cisimcikleri: Koyu mavi

Glia htcreleri icin;

Astrositler: A¢ik mavi

Oligodendroglialar: Koyu mavi

7.5.3. Giemsa Boyasi

Kurutulmus kesitler 10 dakika boyunca Metanolde bekletildi.
Distile suda yikand1

Giemsa solusyonunda 33 dk. boyunca bekletildi.

Akarsu da yikandi ve entellan ile kapatildi.

Sonuglar:

Cekirdek: Mavi-mor arast

Sitoplazma: Agik mavi tonlarda

Eritrositler: Sarimsi ya da grimsi pembe tonlarda

7.5.4. Mallory & Azan

%100 Alkolde 4 dk. bekletildi

%95 Alkolde 4 dk. bekletildi

Akarsuda yikandi.

Asit fuksin’de 4 dk boyunca bekletildi.

Anilin-blue soltsyonunda 30 dk. boyunca bekletildi.

Akarsuda yikandi.
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%95 alkole batirilip ¢ikarildi
%100 alkole batirilip ¢ikarilarak kuruduktan sonra ksilole alindi 15 dk. bekledi

ve entellan ile kapatilda.

7.5.5. Luxol Fast Blue&Cresyl Violet Boyasi

Ksiolde deparafinize edilen preparatlar kurutulduktan sonra asagidaki
asamalardan ge¢mistir:

%100 alkolde 2 dakika bekletidi.

%95 alkolde 2 dakila bekletildi.

Luxol Fast Blue soliisyonunda 1 gece oda sicakliginda bekletildi

Ertesi giin %95 alkole batirilip, ¢ikarildi.

Distile suda yikandi.

%0,05 lityum karbonatta 20 saniye tutuldu.

%70 alkole batirilip ¢ikarildi.

%0,1 ‘lik Cresyl Echt Violett sollisyonunda 30 dk bekletildi.

%095 alkole batirilip ¢ikarildi.

%100 alkole batirilip ¢ikarildi.

Ksilolde 15 dk bekletildi.

Entellan ile kapatildi.

7.5.6. Cresyl Violet Boyasi

Bir gece boyunca ksilolde bekletilen preparatlar kurutulduktan sonra asagidaki
asamalardan ge¢mistir:

%100 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

% 95 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

% 80 Alkol 2 dk boyunca bekletildi

Distile suda yikand1

Toluidin Blue soltisyonunda 30 dk boyunca bekletildi.

%95 Alkol 1-2 kez daldirilip ¢ikarildi

%100 Alkol 1-2 kez daldirilip ¢ikarildi.

Boyanmis preparatlar kurutulmaya birakildi, kuruduktan sonra 15-20 dk

ksilolde bekletildi ve sonrasinda entellan ile kapatildi.
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8. ISTATISTIK

Davranis testleri olan Ug Odacikli Sosyal Etkilesim Testi ve Bilye Gomme test
skorlarmin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla IBM SPSS Statistics 22
programi kullamlmistir. Bilye Gomme ve Ug Odacikli Sosyal Etkilesim Testleri icin
hesaplamalar  yapilmis, Kruskal-Wallis Test ve Mann-Whitney Testleri

kullanilmustir.
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9. BULGULAR

9.1. Bilye Gimme Testi

Bilye Gomme testi otizmdeki tekrar edici davraniglart 6lgmek amaciyla
gerceklestirilmistir.

Kontrol grubu ile VPA grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur. VPA grubu tipik bir otizm benzeri davranis sergilemistir (p=0.012,
p<0.05).

Kontrol Grubu ve TPP grubu istatistiksel olarak kiyaslandiginda TPP’nin
tekrar edici davranislarinin farki anlamlidir. (p=0.037, p<0.05)

VPA ve TPP grubu birbiri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamustir ve benzer sekilde tekrarlayict davranis gostermislerdir (p=0.879,
p>0.05).

Istatistiksel veriler (¢ grup beraber degerlendirildiginde kontrol grubuna
kiyasla VPA ve TPP grubunun benzer sekilde tekrarlayict davraniglar gosterdigi

saptanmagtir.

Bilye Gémme

[

T T
Kortrol VPA PP

Grup

Tablo 1: Gruplara Bilye Gomme Testi Sonuglari
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9.2. Sosyal Etkilesim Testi

Sosyal etkilesim testi otizmde goriilen sosyal iletisim bozukluklarim
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir.

Birinci agamada sosyal etkilesim i¢in SI kodlamasi kullanilmistir ve su sekilde
hesaplanmistir: Birinci Yabanci Hayvanin yaninda ge¢irdigi siire/Bos alanda
gecirdigi siire

VPA grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda SI skorunda anlamli bir fark
bulunmustur (p=0.009, p<0.05). VPA grubu bos alanda daha fazla siire ge¢irmistir.

TPP grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda SI skorunda anlamli bir fark
bulunmustur (p=0.009, p<0.05). TPP grubu testin birinci asamasinda bos alanda daha
fazla siire gegirmistir.

TPP ve VPA grubu birbiri ile kiyaslandiginda SI skorunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.895, p>0.05). TPP ve VPA grubu otizm ve

benzeri davraniglar1 géstermislerdir.

20,0004
15,0004 *
o 10000
5,000 i=
1 — %
m—t - sy
1 I 1
Kontrol VPA e
Grup

Tablo 2: Gruplara gore U¢ Odacikli Sosyal Etkilesim Testi SI skorlar1

Sosyal Etkilesim Testinin ikinci asamasinda denek hayvanmin Ikinci yabanci
hayvanin yaninda gecirdigi siire, ikinci asamada birinci yabanci hayvanin yaninda
gecirdigi siireye gore hesaplanmistir. SPI kodu kullanilmistir ve formiilii su
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sekildedir: ikinci yabanci hayvanin yaninda gecirdigi siire/Birinci yabanci hayvanin
yaninda gecirdigi siire.

VPA grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak SPI’da anlaml
bir fark bulunmamistir (p=0,288, p>0.05).

Kontrol grubu ile TPP grubu kiyaslandiginda SPI skorunda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunmustur ve TPP grubunun sosyal yenilik tercihinde bozulmalar
oldugu goriilmiistiir (p=0.005, p<0.0.05)

VPA grubu ile TPP grubunun SPI skorlar1 arasinda da anlamli bir fark
bulunmustur ve TPP grubunun sosyal etkilesiminin VPA’ya kiyasla daha fazla

bozuldugu gorilmiistiir (p=0.048, p<0.05).
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— 8,000
5,000
4,000+
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- =

T T T
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L0007
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Tablo 3: Gruplara gore Sosyal Etkilesim Testi SPI skorlar1

9.3. Hipokampal Degisiklikler

Maternal 12.5 glnde intraperitoneal enjeksiyon ile serum fizyolojik uygulanan
kontrol grubunun hipokampal goéruntiulemesi igin histokimyasal boyama yodntemi
kullanilmistir. Hematoksilen-Eozin (HE), Cresyl Violet (CV), Toluidin Blue (TB),
Mallory Azan (MA), Luxol Fast Blue&Cresyl Violet (LB&CV), boyamalari ile elde
edilen goriintiilere gére SGZ’deki hiicreler normal dagilim gostermis ve biiytikliikleri

normal izlenmistir. SGZ’nin P35’te aktif oldugu ve gelisimin devam ettigi
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saptanmistir. DG hiicrelerinde go¢ hatast kaydedilmemis ve normal bir yapisal
dagilim gostermistir. Hipokampusun CA4, CA3, CA2 ve CA1l bolgeleri de DG ve
SGZ gibi normal bir dagilim gostermistir. Schaffer kolletaralleri ve fimbrialar normal

izlenmistir.

Sekil 11:  Kontrol Grubu DG Goriiniimii Boyalar Sirasiyla: HE (20x), CV (20x),
LB&CV (20x), LB&CV (40x), TB (20x), MA (40x)

Sekil 12:  Kontrol Grubu SGZ 40x Goriintiileri Boyalar1 Sirasiyla: HE, CV,
LB&CV, TB, MA
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Sekil 13: Kontrol Grubu CAl1-CA2 ve Katmanlarin 20x  Goruntuleri
Boyalari Sirasiyla: HE, LB&CV, TB, MA, CV

g

Sekil 14: Kontrol Grubu CA3 20X Goriintiileri Boyamalar1 Sirasiyla: HE, CV,
LB&CV, TB, MA

Maternal 12.5 ginde intraperitoneal enjeksiyon ile uygulanan VPA’nin
yavrularin hipokampal yapisida olusturdugu degisiklikler HE, CV, TB, MA, LB&CV
boyamalar1 yapilarak histokimyasal olarak incelenmistir.

Histokimyasal boyamalar ile yapilan degerlendirmelere gére VPA grubunun
SGZ’sinde kontrol grubuna kiyasla belirgin bosluklar saptanmistir. SGZ’de kiigiik
nukleuslar oldugu goriilmiis ve SGZ’nin P35°te de aktif formda oldugu, heniiz
gelisimini tamamlamadigi belirlenmistir. DG’de ise hiicre sayisinda artis ve
katmanin genisledigi gortilmistiir (molekiiler katman). DG’de granuler hiicrelerine

cok yakin konumda oldukga belirgin piramidal ndronlar goriilmiistiir.
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Sekil 15: VPA Grubu 40x SGZ Goriintiileri Boyamalar1 Sirastyla: HE, LB&CV,
MA, TB

Sekil 16: VPA grubu DG Gériintiileri Boyamalar1 Sirasiyla: MA (20x), CV (20x),
HE (20x), TB&CV (40x), TB (20x)

VPA grubunun CA4 bolgesindeki hiicrelerin dagimik yerlestigi ve kapladig:
alanin arttigt saptanmistir. CA3 alaninda ise Schaffer kolletaralleri oldukca
belirgindir. Noron yogunlugunda ise azalma kaydedilmistir. CA2 ve CAl
bolgelerinde ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda katman sayisinda ve piramidal

noronlarda azalma saptanmistir.
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Sekil 17:  VPA grubu CA3 20x Goriintiileri Boyamalar1 Sirasiyla: HE, TB, MA,
TB&CV, CV

Sekil 18: VPA Grubu CA2-CAl ve Katmanlarin 20x Goriintiileri Boyamalari
Sirasiyla: HE, TB, MA, LB&CV, CV

Maternal 12.5 gunde intraperitoneal enjeksiyon ile uygulanan TPP’nin
yavrularin hipokampal yapisida olusturdugu degisiklikler HE, CV, TB, Mallory
Azan, Luxol Fast Blue&Cresyl Violet, boyamalar1 yapilarak histokimyasal olarak
incelenmistir.

Histokimyasal — boyamalar ile yapilan degerlendirmelerde SGZ’da
vakualizasyon tespit edilmistir. DG’un ise kontrol grubuna kiyasla kapladigi alan
artmistir. Graniiler hiicrelerin bulundugu alanda yogun sekilde piramidal néronlar

saptanmustir ve go¢ hatasi olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 19: TPP grubu DG 20x Gdoriintiileri Boyamalar1 Sirasiyla: HE, CV, TB, MA,
LB&CV

Sekil 20:  TPP grubu SGZ 40x Goruntileri Boyamalar1 Sirasiyla: HE, CV, MA,
TB, LB&CV

TPP grubunun CA4, CA3, CA2 ve CA1 bolgeleri VPA grubuna goére kontrol
grubuna daha yakin  goOriinimdedir.  Schaffer  kolletaralleri, fimbria,
oligodendrioglialar ve damar genislikleri normal izlenmistir. Radiatum ve alveus

katmanlarinin kontrol grubuna kiyasla genisledigi kaydedilmistir.
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Sekil 21: TPP Grubu CA3 goriintiileri boyamalar sirasiyla: HE (20x), TB (20x),
MA (20x), LB&CV (20x), CV (40x)

Sekil 22: TPP  Grubu  CA2-CAl1 ve Katmanlarin  20x  Gorlintiisii
Boyamalar Sirastyla: HE, CV, TB, MA, LB&CV
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10. TARTISMA

Otizm sosyal etkilesimdeki bozukluklar ve tekrarlayicit davraniglarla kendini
gosteren norogelisimsel bir spektrum bozuklugudur (87).

Norogelisimsel bozukluklarin ortaya c¢ikmasinda c¢evresel etkenler iizerine
yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada bu acgidan
TPP ve VPA’nin etkileri arastirilmistir.

Codagnone ve ark. yaptiklart ¢alismada VPA’nin DG’deki graniler katman
siirlarinin ve CA3’lin normale gore daha daginik, ndronlarin piramidal tabakanin
disina yerlestiklerini gostermislerdir (88). Yaptigimiz histokimyasal boyama
sonuglarina gére VPA grubunda DG ve CA3’te dagilmis sinirlar goriilerek literatiirle
uyumlu sonuglar saptanmistir. Wu ve ark. yaptiklari calismada VPA’li grubun
hipokampal CA1l bolgesindeki noronlarin diziliminde araliklar, hiicrelerin
siirlarinda belirsizlikler, hasarli néronlar goriintiilenmistir (89). Bizim yaptigimiz
histokimyasal boyama sonuglarina gére CA1 bolgesindeki hiicrelerin sinirlarinda
diizensizlikler tespit edilmekle beraber katman sayisinda azalma oldugu
bulunmustur. Watanabe ve ark.larinin  yaptiklart  ¢alismada SGZ  hiicre
proliferasyonunda farkliliklar saptanmis ve noérogenezin etkilendigi gosterilmistir
(85). Calismamizdan elde ettigimiz SGZ bulgularina gore gelisimin devam ettigi
gosterilmis ve kiiciik nukleuslar ile vakuolizasyon saptanmustir. Literatlirdeki
sonuglara ek olarak CA4 bolgesindeki hiicrelerin daginik ve kapladigr alanin artmus,
belirgin Schaffer kolleratallerinin oldugu belirlenmistir. Bu belirginlik otizmli
beyinlerde goriilen asir1 bilylimeye karsilik gelmektedir.

TPP’nin literatiirde 1184 mg/kg olarak uygulanmis dozunun merkezi ve
cevresel sinir sistemi Uzerinde oldukca toksik etkileri bulunmaktadir (51).
Calismamiz ile TPP’nin ilk defa maternal maruziyetinin yavrularin ergenlik
donemindeki yapisal ve davranigsal sonuclar1 iizerindeki bulgular1 literatiire
kazandirilmigtir. TPP ve VPA grubunun histokimyasal bulgular1 birlikte
degerlendirildiginde hipokampusun DG ve SGZ’sinde benzer yapisal degisikliklere
neden oldugu saptanmustir.

Otizmde goriilen tekrarlayict davramiglar icin  Bilye GoOmme Testi
kullanilmistir. Wu ve meslektaglarinin yaptiklari ¢aligmada VPA uygulanan grubun
kontrol grubuna kiyasla daha ¢ok bilye gomerek tekrarlayici davranis gosterdikleri

tespit edilmistir (90). Degroote ve ark.larmin yaptigi farkli bir otizm modellemesinde
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tekrar edici davraniglar bilye gémme testi ile dlculerek, kontrol grubuna goére daha
fazla bilye gomme skoru elde edilmistir (91). Genetik manipiilasyonlarla olusturulan
tekrarlayict davranislar1 gosteren fare modellemesinde de bilye gdmme sayisinin
arttig1 gosterilmistir (85). Literatiirdeki tiim bu ¢aligmalarla karsilastirildiginda bizim
Bilye Gomme Testinden edindigimiz bulgular literatiirle korelasyon géstermektedir.
TPP grubu ile VPA grubu kiyaslandiginda ise her iki grupta da tekrarlayici
davraniglar goriilmiistiir.

Otizmde gériilen sosyal iletisimdeki bozulmalar1 lgmek amaciyla Ug Odacikli
Sosyal Etkilesim Testi kullanilmistir. Dai ve ark.larinin VPA modellemesinde elde
edilen sonuglar VPA grubunun sosyal etkilesimlerinde bozulma oldugu belirlenmistir
(92). Yapilan diger caligmalarda SI, SPI skorlarinda VPA gruplarinda anlamli bir
fark bulunmustur ve sosyal etkilesimin bozuldugu goriilmiistiir (93, 89). Yaptigimiz
calismadan elde ettigimiz istatistiksel bulgular literatiirle karsilagtirlldiginda VPA
grubunun benzer sekilde sosyalliginin bozuldugu SI degerinde anlamli olarak
bulunmustur. Ancak VPA grubunun SPI degerinde istatistiksel bir fark
gortilmemekle beraber, ortalamalar g6z énunde bulunduruldugunda kontrol grubuna
kiyasla daha az sosyal yenilik tercihlerinde azalma goriilmiistiir.

Maternal TPP maruziyetinin yavrularin sosyal davranislar tizerindeki etkileri
bu calisma ile birlikte literatiire kazandirilmistir. Elde edilen verilere gore SI ve SPI
degerlerinde hem kontrol hem de VPA grubuna gore istatistiksel olarak fark anlaml

bulunmustur ve sosyal etkilesimlerinde bozulma oldugu gosterilmistir.
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11. SONUC VE ONERILER

1. Bilye Gomme testinden elde edilen sonuglara gore TPP ve VPA gruplarinin
kontrol grubuna kiyasla otizme benzer tekrarlayici davranislarinda artis goriilmiistiir.

2. Sosyal Etkilesim testinden elde edilen sonuglara goére TPP ve VPA
gruplarinin yabanci hayvanin yaninda ge¢irdigi siirelerde azalma kaydedilmistir. Bu
sonuclar TPP ve VPA grubundaki hayvanlarin otizmdekine benzer sosyal etkilesim
bozukluklarinin oldugunu ortaya koymustur.

3. Histokimyasal boyamalardan elde edilen bulgulara gére VPA grubunun
hipokampal yapisinda bozulmalar saptanmistir. DG, SGZ, CA4, CA3, CA2 ve CAl
boélgelerinde noérogelisimsel bozukluklara benzer farkliliklar goriilmiistiir.

4. TPP grubundaki histokimyasal boyamalardan elde edilen bulgular dominant
olarak SGZ ve DG’de belirgindir. VPA grubundakine benzer bir gorinim
saptanmistir. CA4, CA3, CA2 ve CA1 bolgeleri normale yakin izlenmistir.

Calismamizdan eclde edilen veriler maternal maruz kaliman TPP’nin ve
VPA’nin nérogelisimsel bozukluklardakine benzer hipokampal ve davranigsal
sonuclar dogurdugunu gostermistir. Bu acgidan bakildiginda gebelik doneminde
cevrede bulunan zararli maddelerden korunmanin Onemine dikkat ¢ekilmek
istenmektedir.  Ileriki ¢alismalarda her iki model icin histopatolojik
degerlendirmelerde immunohistokimyasal boyamalar, kantitaf analizler gereklidir ve

ek davranis testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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