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OZET

Sicanlarda Valproik Asit ile Olusturulan Otizm Modelinde Mitokondriyal

Dinamiklerin Gelisimsel Siirecte Incelenmesi

Otizm kompleks norogelisimsel bir hastalik olup iki ana semptom grubu ile
karakterizedir, bunlar sosyal iletisim bozuklugu ve tekrarlayici/kisitli davraniglardir.
Bunlara epilepsi, hiperaktivite, dikkat eksikligi, uyku bozukluklar1 ve gastrointestinal
sikayetler eslik edebilir. Son yillarda prevalansi giderek artan otizmin patofizyolojisi
tamamen agiklanamamustir. Genetik faktorlerin - yaninda immun sistem ve
mitokondriyal bozukluklar, inflamasyon, ¢evresel toksinler, gebelikte kullanilan bazi
ilaglarin otizmin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Yapilan aragtirmalar,
mitokondriyal dinamik ve/veya fonksiyon bozuklugunun otizmle iliskili olabilecegini
isaret etmektedir. Gebelikte antiepileptik ila¢ olarak kullanilan valproik asitin (VPA)
otizm insidansini anlamli olarak artirdigi bilinmektedir. VPA modeli otizm
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan ve insanlardaki otizm etiyolojilerinden birini
taklit etmesi yoniiyle de degerlidir. Calismamizda VPA indiikli otizm modeli disi ve
erkek siganlarda, biligsel/davranigsal parametreler ile kortikal doku ve periferik kanda
mitokondriyal dinamikleri inceledik. Calismamizin sonuglarina gore, disi siganlarda
anksiyetede artis, lokomotor aktivite, 6grenme ve bellek ve sosyal davranigta bozulma
gozlenmistir. VPA oksidatif fosforilasyon, mitofaji ve mitokondriyal fiizyon ile iligkili
genleri her iki cinsiyette bozmus ve bu bozukluk disilerde daha belirgin bulunmustur.
Periferik monosit ve lenfositlerde hem disi hem de erkek VPA grubu sicanlarda
mitokondriyal kiitle, membran potansiyeli ve reaktif oksijen tiirleri miktar1 bozulmus,
bu bozukluklar cinsiyete gore farkliliklar gostermistir. Sonug olarak, gebelikte VPA
maruziyeti otizme sebep olurken, otizmin siddeti ve mitokondriyal dinamikler {izerine
etkisi cinsiyete gore degismektedir. Postnatal 21. giinde, mitokondriyal dinamiklerde
degisiklik gozlenmeyip postnatal 50. giinde degisiklik gdzlenmesi, mitokondriyal
dinamiklerin otizmin gelisim siirecinde bozuldugunu diisiindiirmektedir. Bu yolaklarin

aydinlatilmasi i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Otizm, Valproik asit, Mitokondriyal dinamikler, Prefrontal
korteks, Sican



ABSTRACT

Investigation of Mitochondrial Dynamics in the Developmental Process in a

Valproic Acid-Induced Autism Model in Rats

Autism is a complex neurodevelopmental disorder characterized by two main
symptom groups: social communication disorder and repetitive or restrictive behaviors
and interests. In addition to these symptoms, epilepsy, hyperactivity, attention deficit,
sleep disorders and gastrointestinal complaints accompany autism. The
pathophysiology of autism, the prevalence of which has increased in the last 10 years,
has not yet been fully elucidated. In addition to genetic factors, there are studies
showing that immune system disorders, mitochondrial disorders, inflammation,
environmental toxins, some drugs used during pregnancy and intestinal microbiota
play a role in the pathogenesis. Recent studies have indicated that mitochondrial
dynamics and/or dysfunction may be associated with autism. It is known that valproic
acid (VPA), used as an antiepileptic drug during pregnancy, significantly increases the
incidence of autism. The VPA model is a valuable model that is widely used in autism
research and mimics one of the etiologies of autism in humans. In this study, we aimed
to investigate mitochondrial dynamics in cortical and peripheral blood, as well as
cognitive/behavioral parameters in male and female rats of VPA-induced autism
model. According to the results of our study, anxiety, locomotor activity, learning and
memory, and social behavior were worse in VPA group of female rats. VPA
deregulated genes associated with oxidative phosphorylation, mitophagy, and
mitochondrial fusion in both sexes, and this deregulation was more pronounced in
females. Mitochondrial mass, membrane potential and amount of reactive oxygen
species were deregulated in peripheral monocytes and lymphocytes in both female and
male VPA group rats, and these deregulations showed differences according to gender.
In conclusion, while the use of VPA during pregnancy causes autism, the severity of
autism and its effect on mitochondrial dynamics vary according to gender. More

detailed studies are needed to elucidate these pathways.

Keywords: Autism, Valproic acid, Mitochondrial dynamics, Prefrontal cortex, Rat



1 GIRIS VE AMAC

Otizm, yasamin ilk {i¢ y1l1 i¢inde ortaya ¢ikan ve yasam boyu devam eden, sosyal
etkilesim, sozel ve sozel olmayan iletisimde problemler, tekrarlayici1 davranis ve kisith
ilgi alanlar1 ile kendini gosteren, ndrogelisimsel bir bozukluk olarak tanimlanmaktadir
(1, 2). Bu ana semptomlarin yani sira 6grenme ve bellek problemleri, anksiyete ve
hiperaktivite gibi biligsel ve davranigsal bozukluklar da siklikla hastalifa eslik
etmektedir (3-6). Diinya Saglik Orgiitiiniin 2017 yil1 verilerine gére dogan her 160
cocuktan bir tanesi otizmli olarak diinyaya gelmekte ve son 50 yildir bu oran giderek

artmaktadir. Otizm goriilme siklig1 erkeklerde kizlara gore dort kat daha fazladir (7).

Otizm ilk olarak 1943 yilinda Avusturyali psikiyatrist Leo Kanner tarafindan
tanimlanmustir (8). Kanner, sosyal ve davranigsal birtakim giigliikler yasayan bir grup
cocukla yapmis oldugu calisma sonucunda hastaliga erken cocukluk otizmi adin
vermistir. 1980 yilinda Amerikan Psikiyatri Birligi’nin yayinladigi Mental
Bozukluklarin Tanisal ve lstatistiksel El Kitabi1’nin (Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders-DSM) iigiincii versiyonunda hastalik otistik bozukluk olarak
smiflandirilmistir (9). DSM’nin bir sonraki versiyonu olan DSM-1V ‘de hastalik 4
farkli tan1 grubuna ayrilmigtir. Bunlar Otistik Bozukluk, Asperger Sendromu,
Cocukluk Dénemi Dezintegratif Bozuklugu ve baska tiirlii adlandirilamayan yaygin
gelisimsel bozukluktur (10). Bununla birlikte, farkli tan1 gruplan iizerinde yapilan
calismalar gruplarin etiyolojilerinin ayni1 ve klinik goriinlimlerinin de benzer
olduklarin1 gosterdiginden, DSM-V’°de hastalik tek bir tam1 grubu altinda, otizm
spektrum bozuklugu (OSB) olarak siniflandirilmaktadir (11).

Bu tezde, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun otizmin nedeni mi yoksa
otizmin gelisimi siirecinde/sonucunda m1 ortaya c¢iktigi; norogelisimsel bir hastalik
olan otizmin gelisimi sirasinda etkilenen prefrontal korteksdeki (PFC) mitokondriyal
dinamik/fonksiyon farkliliklari ve bu farkliliklarin otizm gelisiminin hangi asamasinda
ortaya ¢iktiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, valproik asit (VPA) ile
sicanlarda otizm modeli olusturularak postnatal gelisim siireclerinde periferik ve beyin
dokusundaki mitokondriyal dinamikler incelenmistir. Mitokondri fonksiyonundaki

bozukluk karbonhidrat, yag ve amino asit metabolizmasinin bozulmasina, apoptozun



artmasina, kalsiyum regiilasyonunun bozulmasina, hormonal veya transkripsiyonal
kontroliin bozulmasina, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin ve oksidatif stresin

artirmasina, immiin cevabin ve bagirsak-beyin aksinin bozulmasina neden olmaktadir.

Hiicre i¢indeki yasamsal 6neme sahip bu yolaklar tizerindeki mitokondrinin etkisi
dikkate alindiginda; otizmli ¢ocuklara mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun etkisini
azaltmak amaciyla L-karnitin, koenzim Q gibi kofaktor tedavisi ve ketojenik diyet
uygulanarak ve erken miidahale ile hiicreye verilen hasar en aza indirilebilir. Bu
nedenle, bu proje ile mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun otizm gelisiminin hangi
basamaginda ortaya ¢iktig1 ve otizmin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugunun agikliga
kavusturulmast ve otizme bagl biligsel davranigsal bozukluklar iizerine etkisinin

belirlenmesi biiyiikk 6nem tagimaktadir.
Hedefler:
1. Sig¢anlarda VPA ile otizm modelinin olusturulmasi,

2. Mitokondriyal fonksiyonlarin aydinlatilmasi amaciyla gebe annelere VPA
enjeksiyonundan sonra postnatal yavrularin (P21 ve P50 zaman noktalarinda) sakrifiye

edilerek kan ve prefrontal korteks orneklerinin toplanmast,

3. Kontrol grubu igin gebe annelere intraperitonal serum fizyolojik enjeksiyonu
yapilarak P21 ve P50 zaman noktalarinda dekapite edilerek kan ve prefrontal korteks

orneklerinin toplanmasi,

4. Tim deney gruplarindaki yavrulara P36’dan baslayarak P50 giinii dekapitasyon
oncesine kadar biligsel/davranigsal test bataryasina tabi tutularak otizmin

bilissel/davranissal etkilerinin berlirlenmesi,

5. Otizmli ve kontrol deney gruplarinin prefrontal korteksinde mitokondriyal fiizyon,
fizyon ve mitofaji belirteglerinin gen ekspresyon diizeylerinin belirlenerek mitokondri

dinamiklerinin otizmin gelisimsel siirecteki degisimine etkisinin belirlenmesi,

6. Deneklerden P21 ve P50. giinlerde alinan 6rneklerden periferal kan mononiikleer

(PBMC) hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli, kiitlesi ve siiperoksit



iretimin dl¢climiinlin belirlenmesi ve bdylece otizmin periferal sistemdeki etkisinin

belirlenmesi,

7. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun otizmin nedeni mi yoksa sonucu mu

oldugunun belirlenmesi,

8. Otizm benzeri davraniglarda ve mitokondriyal dinamiklerde cinsiyetler arasi olasi

farkliliklarin arastirilmasidir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Otizm

Otizm spektrum bozuklugu (OSB) olarak da bilinen otizm, altta yatan kognitif
ozelliklere sahip olan ve genellikle ¢esitli diger durumlarla birlikte goriilen yaygin,
kalitsal ve heterojen bir norogelisimsel bozukluk olarak tanimlanir (12). OSB sosyal
iletisimde eksiklik, sinirli ilgi alanlar ve tekrarlayan davranis varligi ile karakterizedir
(13). Bu temel semptomlarin yaninda, otizmli kisilerde hiperaktivite ve dikkat
bozukluklar1 (dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (DEHB) gibi), anksiyete,
depresyon ve epilepsi gibi psikiyatrik veya norolojik bozukluklar olduk¢a yaygin
olarak goriilmektedir (12). Otizm tanisi, genellikle ebeveynlerden ayrintili bir gelisim
Oykiisii alindiktan ve bireyin ebeveynleri veya diger bireylerle olan etkilesimi
gozlemlenerek konur (14, 15). Bunun yaninda ¢esitli yaslardaki popiilasyonlar
tizerinde uygulanan farkli tarama araglar1 bulunmaktadir (16). Yazinin bu kismindan

sonras1t OSB genel olarak otizm olarak adlandirilacaktir.
2.1.1 Otizmin epidemiyolojisi

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar otizmin erkeklerde kadinlara gére daha yaygin
goriildiigiinii gostermekte olup (kadin/erkek= 1/2 — 1/5) 2010 Global Burden of
Disease galismasinda 1/4 olarak tahmin edilmektedir (17, 18). Diinyada yaklasik her
100 ¢ocuktan biri otizm teshisi almaktadir (19). Bunun yaninda prevalans tahminleri
zamanla yiikselmis ve sosyodemografik gruplar i¢inde ve arasinda biiyiik farkliliklar
gostermistir (19). Bu bulgular, otizmin tanimindaki degisiklikleri ve prevalans

caligsmalarmin metodoloji ve baglamlarindaki farkliliklart yansitmaktadir (19).
2.1.2 Otizmin etiyolojisi

Otizmin hem genetik hem de gevresel faktorlerin tek tek veya birlikte etkili oldugu
¢ok faktorlii bir hastaliktir (20). Otizm, sendromik ve sendromik olmayan otizm olarak
siiflandirilmaktadir (20). Sendromik otizmin sebebi genellikle kromozomal
anomaliler veya monogenik alterasyonlarla iligkiliyken sendromik olmayan otizmin
etiyolojisi ise prenatal ve postnatal ¢cevresel faktorler ve de novo mutasyonlarin ortak

rol oynamasi ve genetik heterojenite sebebiyle heniiz tamamen belirlenememistir (20).
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Otizmin yiiksek kalitsalligi ¢esitli calismalar tarafindan belirtilmistir.
Epidemiyolojik ikiz ¢aligmalar1 da otizmin bu gii¢lii genetik yanini1 yansitmakta olup
tek yumurta ikizlerinde konkordans orami tek yumurta ikizlerinde %70-90, gift
yumurta ikizlerinde ise %0-10 olarak belirtilmistir (21). Halihazirda otizm vakalarinin
bulundugu ailelerde ise ailesel kiimelenmeler goriilebilir; aile bireylerinde otizm tanis1
olan kiiciik kardesler daha fazla otizm riski altinda olup daha kiigiik erkek kardeslerde
bu risk daha yiiksektir (22, 23). Otizmli gocuk ve erigkinlerin %20-25’inde genetik
sebepler de novo mutasyonlar, genel ve nadir genetik varyasyonlar ve otizm iliskili

genel polimorfizmler olarak bildirilmistir (21, 24, 25).

Otizm riskine katkida bulunan genetik olmayan faktorler parental yas, maternal
beslenme ve metabolik durum, gebelik sirasinda enfeksiyon, prenatal stres ve belirli
toksin, agir metal veya ilaglara maruziyeti igerebilir (20). Bazi g¢aligmalar artan
parental yas ile otizm riskinin arttig1 belirtirken (26) bazi ¢alismalar bu hipotezi
reddetmektedir (27). Maternal beslenmede beyin gelisimini etkileyen folik asit ve
metal homeostaz bozuklugu da otizm riskiyle iligskilendirilmistir (28, 29). Maternal
enfeksiyon otizmle iligkilendirilen bir diger genetik olmayan otizm risk faktorii oldugu
belirtilmistir (30, 31). Maternal ilag maruziyeti, Ozellikle antiepileptik ve
antidepresanlara maruziyet, otizm riskiyle iligkili bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda
prenatal VPA maruziyetinin ¢ocuklarda otizm tani riskini arttirdigi bildirilmistir (32-
35). Bunun yaninda selektif serotonin gerialim inhibitorii tiiri antidepresan
kullaniminin da otizm riskini arttirabilecegi belirtilirken bulunan sonuglar ¢eliskilidir
(36).

2.1.3 Otizmin patofizyolojisi

Otizm patolojisinde hem serebral hem de ekstraserebral faktorler rol alir. Yapilan
cesitli caligmalarda sonraki donemlerde otizm tanist alan 1 — 4 yas arast ¢cocuklarda
bas ¢evresinde ve intrakraniyal hacimde artig gibi ¢esitli anomaliler bildirilmistir (37).
Geng ve eriskin otizm hastalarinda benzer sekilde farkli beyin bolgelerinde anatomik
degisiklikler gozlemlenmistir (37, 38). Ancak bu gézlemlenen anomaliler direkt olarak
otizmli hastalarin klinik fenotipiyle iliskilendirilemez (20). Otizmli hastalarin
beyinlerindeki noral baglantilarda da farkliliklar gozlemlenmis olup bu farkliliklarin
otizm patofizyolojisi ile iligkisinin dogrulanmasi i¢in daha fazla caligmaya ihtiyag
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bulunmaktadir (39). Otizmli bireylerde hiicresel diizeyde de farkliliklar raporlanmistir.
Ornegin otizmli hastalarin serebellar purkinje hiicrelerinde azaldig1 gdzlenmistir (40).
Bunun yaninda sinaptik disfonksiyon ve sinaptik homeostazda ve fonksiyonda rol

oynayan ¢esitli protein ve genlerdeki deregiilasyon/mutasyonlar da otizm patolojisinde

onemli belirteglerdir (40-45).

Yillardir yapilan calismalar genellikle otizmde beyin gelisimi ve fonksiyonu
lizerine egilmistir, ancak son zamanlarda bagirsak-beyin eksenli immun cevap {izerine
yapilan calismalar otizm patolojisinin merkezi sinir sistemi disinda da
bulunabilecegini gdstermistir (20). Gastrointestinal (GI) bozukluklarm otizmli
bireylerde %20 — 86 oraninda goriildiigii bildirilmistir (46). Gi bozukluklara ek olarak,
GI bozukluklarin siddetinin de otizm seviyesiyle korelasyon gosterdigi raporlanmugtir
(47). Bagirsak mikrobiyomu ¢aligsmalarinda, otizm hastalarinin mikrobiyomunun
otistik olmayanlarinkine kiyasla farklilik gosterdigi raporlanmistir (48-51). Bakteriyel
floradaki degisim ve anormal bagirsak epitel bariyer fonksiyonu sonucu ortaya ¢ikan
inflamatuar yanitin direkt ya da indirekt olark serebral fonkisyonu etkileyebilecegi ve

otizm ndropatolojisine katkida bulunabilecegi belirtilmistir (52, 53).
2.1.4 Otizmde terapotik yaklasimlar

Otizmin hasta, bakim veren kisiler ve toplum i¢in sosyal ve ekonomik yiikii
oldukca yiiksek olmasina karsin, hastaligin kesin etiyolojisini belirlemek oldukga zor
ve tedavi segenekleri ¢ok kisithidir (54). Uygulanan farmakolojik tedaviler otizmin ana
semptomlarindan ziyade anksiyete, depresyon ve diger davramigsal problemlere
yoneliktir (55). Halen otizmde kullanilmasi Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanmis bir farmakolojik ajan olan risperidon irritabiliteyi ve kismen
tekrarlayici davraniglart Onlese de sosyal iletisim problemlerine bir c¢oziim
olusturmamaktadir (56). Bununla birlikte aripiprazol de FDA tarafindan onaylanmis
olup kisa donem takiplerde otizm semptomplarinda azalma sagladigi belirtilmistir
(57). Ancak her iki farmakolojik ajan icin de daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir. Ozel
egitim ve davranigsal yaklasimlar standart olarak uygulanmakla birlikte pek ¢ok tedavi

yaklasimi ile iligkili bilimsel ¢alismalar heniiz yetersizdir.



Biyoaktif bir lipid olan sfingozin-1-fosfat (S1P) bes farkli reseptér G protein
kenetli reseptdr aracigr ile hiicre sinyal iletisinde gorev yapmaktadir. Hiicre
farklilasmasindan hiicre 6liimiine kadar ¢ok cesitli siire¢lerde kritik 6neme sahiptir.
Reseptor ekpresyonlari hiicreler arasinda farklilik gosterirken beyin dokusunda hemen
hemen hepsi bulunmaktadir. S1P beyin gelisimi i¢in 6nemli olmasina ragmen,
hipokampal noronlarda apoptozu da indiikleyebilmektedir. Hiicre i¢i S1P diizeyi
migroglial aktivasyon ile direkt iliskilidir. Aktif mikroglia artmis pro-inflamatuvar
(IL-1beta) IL-6) iizerinden noronlara zarar verebilir. Sfingolipidler merkezi sinir
sisteminde oldukga fazladir ve yapisal olarak zar biitiinliiglinline, zarlarin akiciligina
ve myelin tabakaya katkida bulunur. Artan sayidaki yaymlar sfingolipid
metabolizmasinin  Alzheimer Hastaligi (AH), multiple Skleroz (MS), Parkinson
Hastaligi (PH) gibi norodejeneratif hastaliklarda bozuldugunu isaret etmektedir.
Ancak bu metabolizmanin farmakolojik olarak diizenlenmesine iligkin ¢ok az

arastirma oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Lenfosit zarlarinda bulunan S1P1 reseptoriiniin ekpresyonun azalmasi bu
hiicrelerin lenf nodlarina gegisini azaltir ve patojenik T hiicrelerinin merkezi sinir
sistemine invazyonunu engelleyerak immiin yanitin diizenlenmesinde 6nemlidir.
Otizmli kisilerde sikca T hiicresi, B hiicresi, monositler, dogal 6ldiiriicii hiicreleri (NK)
ve dendiritik hiicrelerinde degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Bu hastalarda
immiinglobinlerde degisiklikler ve otoantikor diizeylerinin arttig1 da gdsterilmistir. Ek
olarak noéroinflamasyonla iliskili periferal sitokin ve kemokinlerin diizeyinde artig
gozlenmistir (58, 59). S1P gibi biyoaktif lipidlerin immiin sistemin diizenlenmesinde
cok onemli bir aract oldugu diistiniilmektedir. S1P reseptoriiniin ekspresyonu ve S1P
konsantrasyon gradyani immiin hiicrelerinin farklilagmasi, akut ve kronik inflamasyon
sirasindaki gogiinde (migration) etkilidir. Pek ¢ok yaym FTY720 gibi, SIP sinyal
yolaginda etkili molekiillerin yeni bir tedavi yaklagimi olarak MS hastaliina ek olarak
otoimmiin hastaliklar, alerji, enfeksiyon ve kronik inflamasyonda kullanilabilecegini

isaret etmektedir (60).

OSB ve noroinflamasyonla iliskisi otizmli ¢ocuklarin periferik kan monontikleer
hiicrelerinin antijenle uyarilmasi sonucunda serumda TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-8, ve IL-

12 gibi sitokinlerin arttig1 bildirilmistir (61, 62). inflamasyonun olusumuna neden olan



ve enflamozom adi verilen hiicre igi protein komplekslerinin agregasyonu
proinflamatuvar sitokinlerin aktivasyonuna yol agmaktadir. Enflamazom aktivasyonu
Nod-benzeri reseptorlerin (NLR) antijen ya da hasarli hiicreden salinan mikrobiyal
olmayan tehlike sinyali ile birlesmesi sonucu olusur. NLRP1, NLRP3, IPAF ve AIM2
olarak dort enflamozom kompleksi arasinda NLRP3 en iyi karakterize edilmis
olanidir. NLRP3 hiicre i¢inde pek ¢ok sinyal tarafindan uyarilmaktadir. Bu uyar1 daha
sonra enflamatuvar kaspaz olarak bilinen kaspaz-1 ve IL-1 beta ve IL-18 gibi
proenflamatuvar sitokinlerin salinmasinda neden olmaktadir (63). Kaspaz-1, NLRP3
aracili inflamasyonun olusumunda rol oynadigi igin bu projede segilmistir. Piancone
ve ark. OSB olan hastalarin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde bu enflamatuvar

yolagin aktive oldugunu géstermislerdir (64).

Ek olarak, son yillarda yapilan arastirmalar mitokondrinin immiin yanitin
diizenlenmesinde onemli bir rolii oldugunu gostermistir. Mitokondrinin diizgiin bir
sekilde caligsmasi, immiin hiicrelerinin iiretilmesi, fenotipik 6zelliklerinin korunmast
ve aktiviteleri igin 6nemli bir yer tutar (65). Eger hiicrelerde mitokondrilerde hasarlar
ortaya ¢ikar ve diizgiin bir sekilde mitofaji araciliyla yok edilemezse inflamatuvar
sinyal yolagmin hiperaktivasyonuna sebep olarak kronik sistemik inflamasyon ve
inflamatuar hastaliklarin gelisimine yol agar (66). Bu nedenlerle bu projede
mitokondriyal solunumdaki degisimlerin VPA ile olusturulan otizmli sicanlarin

gelisimsel siiregleri arastirilmistir.

Sinapslarda meydana gelen fonksiyonel kayip, otizm ve sizofreni gibi etiyolojisi
tam olarak bilinmeyen noropsikiyatrik bozukluklarda ortak goriilen patolojik bir
durumdur (67). Membranla iligkili bir guanilat kinaz olan ve postsinaptik olarak
yerlesen PSD-95, postsinaptik ucun dayanikliligini saglayan onemli bir ana iskelet
proteinidir (68). Norofilamentler (NF’ler), NFL, NFM, NFH ve a-interneksin (INT)
alt birimlerinin biraraya gelerek olusturdugu heteropolimer yapilardir. Aksonlarin
radyal bliylimesi i¢in gereken yapisal proteinler olup, biiylik motor ndronlarin

dendritlerini destekledikleri de diistiniilmektedir (69).
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2.2 Mitokondri ve Yapisi

Mitokondri, ¢ogu 6karyotik hiicrede bulunan oldukg¢a dinamik ¢ift zara sahip bir
organeldir. Oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) vyoluyla enerji iiretimi, c¢esitli
metabolik yollarin entegrasyonu, apoptozun diizenlenmesi ve kalsiyum homeostazinin

korunmasi dahil olmak iizere hiicrelerde kritik roller oynarlar (70).

Mitokondri, bir dis zar, zarlar arasi bosluk, i¢ zar ve matristen olusur. D1s zar {i¢
ayrilmaz protein ailesi igerir: dig mitokondriyal zar kompleksinin translokazi, ayirma
ve birlestirme makine kompleksi ve porinler. I¢ zar, oksidatif fosforilasyondan
sorumlu enzim komplekslerini igeren crista olusturmak tizere katlanir. Mitokondriyal
matris, trikarboksilik asit dongiisiiniin gerceklestigi yerdir. Ayrica 16.5 kb ¢ift sarmalli
kapali dairesel DNA olan mitokondriyal genomu da igerir. Mitokondriyal genom, 13
OXPHOS proteinini, 2 ribozomal RNA’y1 (12S ve 16S rRNA) ve 22 transfer RNA’sin1
kodlayan 37 genden olusur. Mitokondriyal proteinlerin ¢ogu (~ 1500) niikleer genler

tarafindan kodlanir ve sentezlerinden sonra sitozolden mitokondriye aktarilir (71).

Mitokondriyal biitiinliigiin ve homeostazin korunmasi son derece kritiktir. Bu
nedenle mitokondri, flizyon ve fisyon siiregleri yoluyla say1 ve morfolojilerinde siirekli
olarak degisikliklere ugrar. Bu "mitokondriyal dinamikler", mitokondriyal igerigin
verimli bir sekilde tasinmasina ve dagitilmasina izin vererek bir hiicre igindeki
mitokondri havuzunun ve optimal OXPHOS aktivitesinin korunmasina yardime1 olur.
Mitokondriyal dinamikler, hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre go¢ii, mitofaji ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) tiretimi dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel siireclerle baglantilidir

(72).

Bu nedenle, mitokondriyal fiizyon ve fisyon arasindaki hassas denge, hiicrenin
hayatta kalmas1 ve optimal isleyisi i¢in ¢ok dnemlidir. Mitokondriyal dinamiklerdeki
kusurlar, kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak tizere

bir¢ok patolojik durumla iliskilidir (72, 73).
2.3 Otizm ve Mitokondri Iliskisi

Otizmin etiyopatogenezinde genetik faktorler onem tasimakla birlikte (74) pek

cok otizm vakasinda genetik bir neden saptanamamasi hastaligin ¢evresel etkenlerden
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de kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (75). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
mitokondri fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres, gastrointestinal anormallikler ve
immun sistemin diizenlenmesindeki bozukluklarin otizmli hastalarin  biiyiik
¢ogunlugunda hastaliga eslik ettigini gostermistir (54). Otizmin gelisimine
mitokondriyal islev bozuklugunun eslik ettigi ve bu nedenle otizmli kisilerin anormal
karbonhidrat metabolizmasina sahip olduklart one siiriilmistiir (76). Lombard ve
arkadaslar1 otizmin tipik olmayan mitokondri islevi sonucu gelisen bir rahatsizlik
olarak tamimlamustir (77). Otizmli bireylerde mitokondriyal elektron transport zinciri
(ETZ) proteinlerinin miktarlarinda ve fonksiyonlarinda azalma oldugu ve dolayisiyla
mitokondrinin fonksiyonunda bozulma oldugu gosterilmistir. Solunum zinciri
proteinlerindeki bu eksiklik ¢ok biiyiik enerji gereksinimi olan beyin gibi dokularda
yetersiz enerji metabolizmasi, serbest radikal olusumu ile oksidatif stresin artisi ile
sonuglanmistir (78). Son yillarda yapilan bir arastirmada, otizmli bireylerin
beyinlerinde saglikli beyinlere gére mitokondri ile iligkili genlerin ekspresyonlarinin
anlaml1 olarak azaldigi saptanmustir (78, 79). Ayrica bu mitokondri iligkili yolaklarin
gen ekspresyonu ile birlikte sinaps yolag ile baglantili genlerin de arttig1 goriilmiistiir.
Bir baska caligmada ise sinaptik transmisyon ve mitokondri iligkili genlerin

ekspresyonu hem otizmde hem de sizofrenide azaldig1 bildirilmistir (80).

Otizmde mitokondriyal islev bozuklugunun varligim1 gosteren g¢alismalar
olmasina ragmen mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin otizmin nedeni mi yoksa

otizmin gelisimi siirecinde/sonucunda m1 ortaya ¢iktig1 heniiz bilinmemektedir.

Norogelisimsel bir hastalik olan otizmin gelisimi sirasinda etkilenen beyin
bolgeleri arasindaki molekiiler (mitokondri fonksiyonundaki) farkliliklar ve bu
farkliliklarin otizm gelisiminin hangi asamasinda ortaya ¢iktig1 bilinmemektedir.
Mitokondri  fonksiyonundaki bozukluk karbonhidrat, yag ve amino asit
metabolizmasinin bozulmasina, apoptozun artmasina, kalsiyum regiilasyonunun
bozulmasina, hormonal veya transkripsiyonal kontroliin bozulmasina, ROS iiretiminin
ve oksidatif stresin artirmasma, immiin cevabin ve bagirsak-beyin aksisinin

bozulmasina neden olmaktadir.

Hiicre i¢indeki yasamsal 6neme sahip bu yolaklar tizerindeki mitokondrinin etkisi

dikkate alindiginda ve otizmli ¢ocuklara mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun
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istesinden gelmek i¢in L-karnitin, koenzim Q gibi kofaktdr tedavisi ve ketojenik diyet
uygulandigi icin ve erken miidahale ile hiicreye verilen hasar en aza indirilebilecegi
icin, bu tez ile mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun otizm gelisiminin hangi
basamaginda ortaya ¢iktig1 ve otizmin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugunun agiga
kavusturulmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir (81). Bu tezde, otizmin gelisimsel siirecinde
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun belirlenmesi asagidaki boliimde agiklandigi
gibi mitokondriyal fiizyon, fizyon, mitofaji ve oksidatif stress analizleri ile

gerceklestirilmistir.
2.4  Mitokondriyal Dinamikler

Mitokondriler hiicresel sartlara bagli olarak mikrotiibiiller iizerinde hareket eden
oldukga dinamik organellerdir. Bu dinamikler mitokondriyal fiizyon ve fizyon olarak

isimlendirilen siireglerle kontrol edilmektedir.
2.4.1 Mitokondriyal fiizyon

Mitokondriyal flizyon kismen hasar gormiis mitokondrinin hasarli kismi
ayrildiktan sonra saglikli mitokondri ile birlesmesi olayidir (82, 83). Mitokondriyal
fiizyon, li¢ zar GTPaz’1, Mitofusin 1 (MFN1, insan kromozomu 3q26), Mitofusin 2
(MFNZ2, insan kromozomu 1p36) ve Optik Atrofi 1 (OPAL, insan kromozomu 3q29)
proteini araciligiyla dis ve i¢ zar ara yiizlerinde iki mitokondriyi birlestirir. Bu
proteinler, dinaminle iligkili protein (DRP) siiper ailesinin tiyeleridir. MFN 1 ve 2,
Drosophila proteini fuzzy onion (Fzo) homologlaridir (84). OPAl, mayada

mitokondriyal fizyon i¢in gerekli bir protein olan Mgm1’in memeli ortologudur (85).

Bazi mitokondriler, ROS tarafindan indiiklenen mitokondriyal DNA’daki
mutasyonlar nedeniyle solunum fonksiyonlarini en iyi sekilde yerine getiremezler
(86). Bu nedenle mitokondriyal fiizyon, kaynagan mitokondriler arasinda gen iriinleri
ve metabolitlerin degis tokusuna izin verdigi i¢in hayati 6neme sahiptir ve bunlarin
genel solunum fonksiyonlarii gelistirir. Benzer sekilde mitokondriyal fiizyonun

engellenmesi, mitokondriyal fonksiyonun diisiik performansi ile iligkilidir (87).
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2.4.2 Mitokondriyal fizyon

Fizyon ise saglikli mitokondrinin hasar gbren parcasinin ayrilmasina neden olur
(88). Bu hasarl1 kisim daha sonra segici otofaji tiirii olan mitofaji araciligi ile ortadan
kaldirilir. Mitokondriyal fizyonda sitoplazmadan bir GTPaz olan dinamin iliskili
protein-1’in (Drp1) dis zara gogii ve dis zarda bulanan baglica fizyon-1 ve mitokondri
fizyon faktor proteinleri gorev almaktadir (82, 83, 89).

Mitokondriyal ~ fizyon  hiicre  boliinmesini  takiben  mitokondrinin
proliferasyonunda olduk¢a 6nemlidir (Sekil 1 ve 2). Mitokondri morfolojisinin fizyona
yani par¢alanmis hale gecisi ¢esitli hiicrelerde hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Zit
olarak, birlesmis mitokondri enerjetik olarak daha aktif bir bi¢imde, hiicre islevlerinin
korunmasinda ve hiicrenin oksidatif strese daha kolay uyum gdstermesinde dnemlidir.
Bu proteinlerde meydana gelen mutasyonlar ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir.
Mitokondriyal fizyon hiicre boliinmesini takiben mitokondrinin proliferasyonunda
oldukca onemlidir. Mitokondri morfolojisinin fizyona yani parcalanmis hale gegisi
cesitli hiicrelerde hiicre oliimiinii tetiklemektedir. Zit olarak, birlesmis mitokondri
enerjetik olarak daha aktif bir bicimde, hiicre islevlerinin korunmasinda ve hiicrenin
oksidatif strese daha kolay uyum gostermesinde 6nemlidir. Bu proteinlerde meydana
gelen mutasyonlar ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir. Fiizyon ve fizyon
dengesiz bir duruma doniisiirse mitokondri fonksiyonun bozulmasina bu da metabolik

hastaliklarin yani sira norodejeneratif hastaliklarin gelisimini tetikleyebilmektedir
(89).
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Sekil 1. Mitokondride biriken hasar sonucu olusan debriler segmente edilir,
mitokondriyal fizyon sonrast mitokondri hasarli (Sar1) ve saglikli (Mavi) mitokondri
olarak boliiniir. Boliinme olayr sonrasinda hasarli mitokondri otofagozom igine
alinarak mitofajiye ugrar. Mitokondriyal fiizyon ise, MFN1/2 (dis mitokondriyal
membranda) ile OPA1 (i¢ mitokondriyal membranda) ana fiizyon proteinleri ve DRP1

aktivitesi ile gerceklesir (Gao ve ark., 2014’ten alintidir. (90)).
2.4.3 Mitofaji

Otofaji hiicre i¢indeki hasarli organel ve proteinlerin otofagozom iginde
enkapsiilasyon ve katabolizma siirecidir (91, 92). Otofaji, selektif olmayan ve selektif
otofaji olmak iizere ikiye ayrilir; selektif olmayan otofaji hiicresel enerji yetersiz
oldugunda gerceklesir ve cok cesitli hiicre i¢i igerigin (proteinler, organeller, sitozol
gibi) degredasyonunu igerirken, selektif otofaji (veya kargo spesifik otofaji) besin
olarak zengin hiicrelerde gerceklesir ve degredasyonu gerceklesmezse toksik
olabilecek gereksiz veya hasarli organellerin ve protein agregatlarinin degredasyonunu

icermektedir (93). En iyi bilinen selektif otofaji tiplerinden biri mitofajidir (93).
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Hiicrede zarar gérmiis mitokondri ubikitin-proteozom sistemi (UPS), flizyon ve
fizyon gibi mekanizmalarla onarilmaktadir. Bu tamir mekanizmasinin yetersizligi ya
da basarisizligt durumunda mitokondri parcalanmasinda artig goriilebilmektedir.
Mitokondri doniistimdeki kilit mekanizma ise mitokondrilerin segici otofaji tiirii olan
mitofajidir. Mitofaji oksidatif hasar, mitokondri membran potansiyelinin azalmasi,
hipoksi gibi ¢esitli streslerle uyarilmaktadir (94). Bu streslerin her biri farkl
proteinlerin rol oynadigi proteinler araciligi ile gerceklesirken en 6nemli ortak 6zellik
ise LC3-etkilesim bolgesi (LIR) araciligi ile otofaji proteini LC3-11’nin bu proteinleri
taniyarak otofaji kesecigine hapsedilen mitokondriler lizozoma gonderilerek
parcalanmaktadir (Sekil 2). Mitokondrilerin farkli streslere maruz kalarak mitofaji
tizerinden yok edilmesi reseptor-aracili, adaptor protein araciligi ile ve Parkin bagimh

yolaklar gibi birbirinden farkl sekilde gergeklesmektedir (95).

Reseptor-aracili mitofaji, mitokondriyal hasar sonrasi tetiklenen mitokondriyal
depolarizasyon mitofaji reseptorlerinin dis mitokondriyal membran iizerinde
birikmesiyle gerceklesir (96). Integral membran proteinleri olan bu reseptorler memeli
Atg8 ailesi proteinlerinin LIR’e baglanmasii tetikler ve mitokondrinin otofajiye
ugrayacagl membranin olusmasini tetikler (96). Adaptor protein aracili mitofajide p62,
optineurin, NDP52 ve TAX1BP1 gibi gesitli adaptor proteinler mitokondrilerde
bulunan ubikitinlenmis proteinlerle ve LC3 ile etkilesime girerek mitofajinin
gerceklesmesini saglar (97-99) (Sekil 2). Bu tiir mitofaji ubikitin bagimli yolakla
iligkilidir.

Ubikitin bagimli mitofaji (veya PTEN-induced putative kinase (PINK1) bagimli
mitofaji) mitofaji ise mitofajide en ¢ok bilinen yolak, mitokondri membran potansiyeli
kayb1 sonucu sitoplazmik bir protein olan PINK1 yolagi olup, PTEN’in mitokondri
dis zarina yerlesimi, Parkin proteininin mitokondri dis zarina gogiine neden olur.
Pinkl, Parkini fosforillemesi ile Parkin proteini dis zardaki proteinlerin
ubikitinlenerek etiketlenmesini saglar. Bu ubikitinlenme segici adaptor proteinlerden
optineurin ve NDP52, p62’nin (p62/SQSTM1, Sequestosome 1) mitokondriye gogiine
sebep olur ve bunun sonucunda p62 proteini, LIR bolgesi ile LC3-11"ye baglanarak
mitokondri otofagozom i¢ine alinir ve par¢alanmak {izere lizozoma gonderilir (95)

(Sekil 2).
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Sekil 2. Mitokondri kalite kontrol yollar1. a. Mitokondriyal proteazlar olan LONP1,
ClpP, OMAL, YMELLL1 ve PARL, mitokondriyal proteazisi dengelemektedir. PARL,
OMA1 ve YMEILI, mitokondriyal fiizyon ve kristae yeniden modellenmesi i¢in kritik
oneme sahip olan OPA1 proteinini diizenler. PARL, mitofajiyi diizenleyen PINK1’i
deegrede eder. b. MFN1/2 ve OPAL1, biiyiik bir mitokondriyal ag olusturmak igin
mitokondriyal fiizyona aracilik eder. c. DRP1 ve MFF, mitokondriyal fisyonda rol alan
ana proteinlerdir. Diigiitk mitokondriyal membran potansiyeli sebebi ile fragmente ola
mitokondri, mitofaji ile yok edilir. d. BNIP3 ve NIX, mitokondriyi otofagozoma
baglamak i¢in LC3’e baglanan mitofaji reseptor proteinleridir. PINK1 mitokondri
depolarize yiizeyinde birikerek ubikitinlenmis dis mitokondriyal proteinlerini
proteinlerini ve Parkin proteininin UBL domenini fosforile eder. Parkin, dis
mitokondriyal membran proteinlerinin ubikitinasyonunu daha da tesvik eder. Bunun
sonucunda ubikitinlenmis proteinler, mitofajiyi baglatmak i¢in p62/SQSTM1 adaptor
tarafindan taninir. e. Hafif mitokondriyal hasar ise mitokondriyal bilesenleri igeren
mitokondriyal tiirevli keseciklerin (MDV’ler) lizozomda yikima ugramasi amaci ile
salinmasini aktive eder.
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Bu tezde mitofaji ile iliskili olarak VDAC1, COX IV, Bnip3, PARKIN, PINK1,
P62, LC3B ve OPA1 genlerinin diizeyleri qRT-PCR ile incelenmistir. Boylelikle
mitofajideki degisimin hangi yolak iizerinden olacag: aydinlatilmis olacaktir. Otizm
ve mitokondri iliskisi boliimiinde de agiklandig1 gibi mitokondri islev bozuklugunun
mitofaji baglantisi ile otizmin gelisimsel siirecinde belirlenmesi otizm hakkinda bilgi

birikimini arttiracaktir.

Bugiline kadar mitokondri dinamikleri (fizyon/flizyon, mitofaji) ve otizm
arasindaki iliskiyi gosteren arastirmalarda gen ekspresyon diizeyi arastirilmistir (78,
79). Yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada ise otizmli bireylerden elde edilen
lenfoblastoid hiicre hatti model sistemi olarak kullanilmig ve mitokondri islev
bozuklugu mitokondriyal solunum tizerinden incelenmistir (100). Bu ¢alismada, bazi
otizimli bireylerin mitokondriyal solunumu normal (tipik) baz1 otizmli bireylerin ise
mitokondriyal solunumu atipik olarak bulunmustur. Otizmli bireylerden elde edilen
lenfoblastoid hiicreler uzun sure ROS’a maruz birakilarak mitokondrideki islev
kaybmin cevresel sartlara bagli olup olmadigi da irdelenmistir. Uzun siire ROS’a
maruziyet hem atipik hem de tipik mitokondriyal solunuma sahip otizmli bireylerde
mitokondriyal islevsizlige sebep olmustur. Ek olarak, mitokondriyal fisyon/fiizyon
(DRP1, MFN1, MFN2) ve plastisite ile ilgili genlerin gen ekspresyon diizeyleri
incelenmigtir. Mitokondriyal solunumu normal olan grupta da mitokondriyal
fisyon/fiizyon (DRP1, MFN1, MFN2) ve plastisite ile ilgili genlerin mRNA ifade
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (100).

2.4.4 Mitokondri ve oksidatif stress

Mitokondri hiicre i¢inde baslica ROS iiretim yeridir. Mitokondride ROS {iretimi
pekcok hastalikta ve yaslanmada patolojik siireglere aracilik etmektedir. Oksidatif
stresin, Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarin gelisiminde
katkis1 oldugu gosterilmistir (101). Son zamanlarda otizm gibi noérogelisimsel
bozukluklarda oksidatif stresin 6nemli bir faktor oldugunu gosteren yayinlar giderek

artmaktadir (102).

Otizmde gosterilmis olan ETZ’deki fonksiyon bozuklugu ATP iiretimini kisitlar
ve bu da ROS birikiminde artisa neden olur. Mitokondrideki ROS birikimi ETZ’nin
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islevine ve membran gegirgenligine zarar verebilir, bu da kalsiyumun geri alimi,
sitokrom ¢ salinimi ve sonunda apoptoza gotiirebilir (103, 104). Ayrica ROS
sitoplazmaya ve hatta hiicre dis1 bosluga da salinarak ciddi organ hasarina neden
olabilir. Bunun yanisira, ROS birikimi, lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel
yapitaslarinda da oksidatif hasara yol agabilir. Hasarli DNA’nin replikasyonu genetik
mutasyonlara ya da apoptoza neden olabilir (105, 106).

Bu baglamda, otizmin gelisimsel siirecinde mitokondriden siiperoksit salinim

analizi yapilarak oksidatif stres ol¢tilmiistiir.
2.4.5 Mitokondriyal dinamikler ve norodejeneratif hastahiklar

Mitokondriyal dinamik siire¢lerdeki bozulma, anormal mitokondriyal morfoloji
ve aktiviteye yol acgabilir. Mitokondriyal morfoloji disfonksiyonu olan hiicrelerin
solunum ve biyoenerjetik yetenekleri azalmistir (107). Yiiksek diizeyde patojenik
mitokondriyal DNA birikimi oldugunda bu tiir biyoenerjetik islevler tamamen
kaybolur. Mitokondriyal DNA’nin dagilimi, kismen mitokondriyal fiizyon ve bolinme
ile kontrol edilir. Ek olarak, asir1 derecede parcalanmis mitokondriye sahip hiicrelerde
elektron tasima zincirinden ATP iiretimi ve mitokondriyal membran potansiyeli azalir.
Drpl-Ser616’nin  Cdkl1/Siklin B tarafindan fosforilasyonu sonucunda ise
mitokondriyal boliinmeye neden olarak mitokondrilerin boliime sonrasi hiicrelere
aktarilmasini saglar (108). Bunun yaninda, Drp1-Ser637’nin protein kinaz A PKA
tarafindan  fosforillenmesi, = Drpl-Ser616’nin  Cdkl1/Siklin B  tarafindan
fosforilasyonuna kiyasla daha verimli mitofajiyi saglarken ve PINK1/Parkin yolu
araciligiyla mitokondriyal fisyona sebep olarak mitozda ayni anda multipolar ig
olusumuna sebep olur (108). Fosfo-Drpl(Ser616)’in asir1 aktivasyonu sonucu
mitokondriyal parcalanma artar, kas biiylimesini azalir ve biiylime hormonu yolagi

degisirken ayni zamanda bu hiicrelerde mitokondriyal DNA da azalir (109).

Bununla birlikte, dengesiz miktarlarda flizyon ve fisyon, farkli mitokondriyal
morfolojilere, isleve ve dagilima yol agar. Noronal fonksiyon yiiksek diizeyde
mitokondriyal metabolizma gerektirdiginden, mitokondride fonksiyonel veya
morfolojik degisiklikler noronlarda ciddi sonuglara yol agabilir. Farkli uyaranlar

flizyon ve boliinmeyi tesvik eder; Fisyon, fiizyon {izerinden arttirildiginda, mitokondri
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parcalanir ve noronal hasara katkida bulunabilir. Mitokondriyal dinamiklerdeki
degisiklikler, organeller arasi iletisimi ve mitokondriyal kayb1 ve kalite kontroliinii
potansiyel olarak degistirerek nérodejenerasyona yol agabilir (110). Mitokondriyal ag
parcalanmasi engellendiginde, aksonlarda ve dendritlerde bu vazgecilmez organelin
eksikligine ve sinaps aktivitesinin ve olusumunun degismesine neden olan ekstra uzun
mitokondriler iiretilir. Noronlarda mitokondriyal par¢alanma, mitokondrinin dendritik
dikenlere yeniden dagitilmasini saglar (111). Mitokondriyal fisyon ve fiizyonda
gorevli proteinlerde olusan ¢esitli mutasyonlar ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarda
mitokondriyal agda bozulmalara sebep olur. Ornegin insanlarda MFN2 proteininde
meydana gelen mutasyon mitokondri fragmentasyonuna sebep olup Charcot-Marie-
Tooth (CMT) tip 1lA’ya sebep olur (112, 113). OPA1’de meydana gelen mutasyon
benzer sekilde fragmente mitokondriye sebep olarak otosomal dominant optik atrofiye
yol acar (114). DRP1 aktivitesindeki artis da mitokondriyal fisyona sebep olarak
PH’de dopaminerjik norodejenerasyona (115, 116), AH’de yaygin ndrodejenerasyona
(117) ve Huntington hastaliginda bazal ganglia ve serebral Kkortekste

norodejenerasyona sebep olur (118).

Mitokondriyal dinamikleri ve pargalanmayr anlamanin 6nemi, nérodejeneratif
hastaliklarda bunlarin tanimlanmasinda gosterilmektedir. Periferik néropati (CMT) tip
IHA’nin bir formu, Mfn2’deki mutasyonlardan kaynaklanir (110). Bu, mitokondriyal
dagilimda, mitokondrinin sinir terminallerine iletilmedigi ve kiigiik kalibreli

aksonlarda mitokondrinin birikmesiyle sonuglanan degisikliklere yol agar (107, 119).

CMT tip IVA’nin farkli bir formundaki baska bir mutasyona ugramis protein, dis
mitokondrideki islevi fisyon ile iliskili olan gangliosid kaynakl farklilagsma ile iliskili
protein 1’dir (GDAP1). Mutasyona ugradiginda veya asirt eksprese edildiginde
mitokondriyal parcalanmaya yol agar (107, 120). Buna karsilik, diger bozukluklarda,
mitokondriyal dinamiklerin anormallikleri, birincil kusurun altinda ikincil fenomenler
olarak ortaya ¢ikar. Kiiltiirlenmis AH ndéronlarinin ve piramidal hasta néronlarinin
ndritlerinde, ilerleyici mitokondriyal pargalanma gostermistir (120, 121). MFN’lerin
ve OPAL’in ifadesinin artmasi ve Drp’lin ifadesinin azalmasi da amiloid ekspresyonu
olan noronlarda meydana gelir (110). Ek olarak, Drpl ve amiloid arasindaki

etkilesimler zamanla ilerler ve mitokondriyal par¢alanma miktariyla korelasyon
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gosterir (110, 122). Drpl, amiloid ile etkilesime girerek mitokondriyal fisyonu artan
bir oranda destekleyebilir (121).

PH mitokondriyal pargalanmanin da meydana gelebilecegi baska bir
norodejeneratif hastaliktir. a-syn (otozomal dominant), LRRK2 (otozomal dominant),
PINK?2 (otozomal resesif) veya parkin (otozomal resesif) mutasyonlar: tarafindan
kodlanan PH’nin genetik formlari, hastalikta mitokondriyal dinamiklerin roliine dair
ipuglar1 saglar. Oregin, LRRK2 Drpl1’i fosforile ederek aktivitesinde bir artisa yol
acar (123, 124) ve sporadik Parkinson hastasi periferik kan mononiikleer hiicreleri

(PBMC) numunelerinde (Ser616) fosfo-Drpl’de bir artig gosterir (83, 110).
2.5 Otizm Hayvan Modelleri

Otizmin patolojisini, olusumunda rol alan patofizyolojik siirecleri, davranis
degisikliklerini, tani ve tedavisini arastirmak i¢in ¢ok c¢esitli hayvan modelleri
gelistirilmistir. Bu otizm modellerinin arasinda primatlar, evcil hayvanlar,

kemirgenler, kuslar, baliklar ve omurgasizlar bulunmaktadir (125) .

Hayvan modeli olarak maymunlar insan sosyal davranisini en iyi sekilde simiile
eden modellerdir. Yetmis milyon yildan fazla bir siiredir evrimlesen kemirgenlere
kiyasla makaklarin evrimsel olarak insanlardan ayrilmasi yaklasik 25 milyon yi1l 6nce
gerceklesmis olup ve genetik, nérobiyoloji ve davranis acisindan insanlara daha fazla
benzerlik gostermektedir (126, 127). Maymunlarda gelistirilen ¢esitli genetik ve
farmakolojik otizm modelleri mevcuttur (128). Maymunlara ek olarak kopek
modellerinin de otizm arastirmalarinda yararli olabilecegi belirtilmistir (129). Zebra
balig1 (Danio rerio) sosyal davranisi iyi karakterize edilmis ve genetik zebra baligi
otizm modellerinde uygulanabilecek ve yaygin bir sekilde lokomotor aktivite testleri
olmasi sebebiyle yararli bir modeldir (130, 131). Zebra baliginda otizm i¢in genetik ve
genetik olmayan ¢estili modeller bulunmaktadir (132). Benzer sekilde Drosophila
melanogaster otizm iligkili sendromlarda sinaptik fonksiyon ve ndral devrelerin
arastirilmasinda iyi bir genetik aragtir (133). Kemirgenler, insanlara néroanatomik,
elektrofizyolojik, biyokimyasal ve genetik benzerligi sebebiyle otizm arastirmalarinda

oldukga fazla kullanilmaktadir ve ¢ok ¢esitli otizm modelleri bulunmaktadir (125).
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2.5.1 Genetik otizm modelleri

Otizmle iligkili olan yiizlerce gen bildirilmistir (134). Klasik sendromik otizm
genleri MECP2, FMR1, SHANKS3, TSC1/2 ve kromozom 15g11-q13 duplikasyonunu
icermektedir (134).

MECP2 geninde meydana gelen mutasyon, insidansi 1/10000-15000 arasinda
degisen, zeka geriligine neden olan ilerleyici bir norogelisimsel bozukluk olan Rett
sendromunun (RTT) ana sebebidir (134). RTT, tekrarlayan hareketler, bozulmus
motor koordinasyon ve sosyal geri ¢ekilme gibi ortak klinik semptomlar1 goz Oniine
alindiginda siklikla OSB i¢inde siniflandirilmaktadir (134). Sigan modellerinde Mecp2
geninin delesyonu biiyiime geriligi, malokliizyon, egzersiz eksikligi, zayif 6n ayak
tutusu ve ciddi sosyal iletisim sorunlarina sebep olmaktadir (135). MECP2’nin fare
modelleri ise bozulmus sosyal davranis da dahil olmak {izere RTT semptomlarini taklit

etmektedir (136-139).

Frajil X sendromu (FXS), temel olarak, fragile X mental retardation 1 (FMR1)
geninin 5’UTR ucundaki CGG triniikleotidinin asir1 genislemesiyle ortaya ¢ikar ve
kiigiik bir kism1 FMR1 geninin nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (140).
MECP2’ye benzer sekilde, FMR1 de otizmin baska bir monogenik nedeni olarak kabul
edilmektedir. /n vivo iki fotonlu kalsiyum goriintiileme deneyler Fmrl nakavt
farelerdeki noronlarin tekrarlanan biyik stimiilasyonuna uyarlanabilirliginin azaldigim
gostermistir, bu da kortikal duyu devresindeki adaptif bozulmanin otizmin dokunsal

savunmasinin potansiyel bir nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir (141).

SH3 ve multiple ankirin repeat domains protein 3 (SHANK3), ¢esitli iyonotropik
ve metabotropik glutamat reseptorleri ile etkilesime giren ve aktin hiicre iskeleti ile
iligkili olan bir postsinaptik yogunluk proteinidir. SHANK3 mutasyonu, otizm ve
Phelan-McDermid sendromu ile iliskili olup, Phelan-McDermid sendromu global zeka
geriligi, zihinsel engel, konusma gecikmesi veya kaybi ve hafif deformitelerle
karakterizedir (142, 143). Shank3 nakavt farelerde, mutant farelerdeki korteks-
striatum-talamik dongi asir1 aktif olup ve bu da sosyal davranislarin bozulmasina yol
acmaktadir (144). Shank3 nakavt farelerde Shank3 ifadesinin erken geri dondiiriilmesi

ise otizm benzeri davranis fenotipini 6nleyebilmektedir (145).
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Tiiberoskleroz kompleksi (TSC), birden fazla organda yumru benzeri iyi huylu
tiimorler ile karakterize otozomal dominant bir hastalik olup genellikle otizmin eslik
ettigi kot huylu tiimorlere doniisebilmektedir (146). Fare modellerinde, Purkinje
hiicrelerinde Tscl veya Tsc2’nin spesifik olarak silinmesi sonucunda, fareler,
bozulmus hafiza, tekrarlayan davranislar ve ¢ikarilan seslerde degisim de dahil olmak

tizere ¢esitli otizm benzeri davranis sergilemektedir (147, 148).

Otizmin bilinen nedenleri arasinda, biiyiik tekrar dizileri iceren insan kromozomu
15911-913’iin duplikasyonu, en sik otizmle iliskili sitogenetik anormalliktir. Bu
bolgenin bozulmasi otizm, Angelman sendromu ve Prader-Willi sendromu gibi farkl
rahatsizliklara yol agmaktadir (149). Kromozom 15911-q13 duplikasyonu otizmin %3
kadarinda goriiliirken bir E3 ubiquitin ligaz olan UBE3A’nin seviyelerinde genellikle
artig goriiliir (150, 151). Farelerde, asirt UBE3A ifade edildiginde otizm benzeri
davraniglar indiiklenebilmekte ve bu da retinoik asit aracili néronal homeostatik
sinaptik plastisitenin bozulmasina neden olmaktadir (152). UBE3A, retinoik asit
sentezinin hiz smirlayicit enzimi olan ALDHI1A2’yi regiile edebilir vee ALDHIA
antagonistinin uygulanmasi, otizm ile iliskili bozulmus sosyal davranislarin

diizelmesini saglar (152).

Sendromik olmayan otizm genleri NLGN’ler, NRXN’ler, CHD8, POGZ, ANK2,
1p21.3 mikrodelesyonu (MIR137) ve 16p11.2 mikrodelesyonu ve duplikasyonunu
icermektedir (125).

Noroliginler (NLGN’ler), postsinaptik zar iizerindeki hiicre adhezyon
molekiilleridir ve presinaptik ve postsinaptik noéronlart birbirine baglarlar (153).
Hayvan modelleri, NLGN gen nakavtinin beyindeki ndrotransmitterlerde sinaptik
degisikliklere ve anormalliklere neden olabilecegini, bunun da otizmin
semptomlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir (154). NLGN
nakavt veya mutant farelerde yapilan calismalar g¢esitli otizm benzeri semptomlar

gozlemlenmistir (155-159).

Noreksinler (NRXN’ler), NLGN’nin presinaptik baglayici ligandidir ve sinaptik
adhezyon, farklilagsma ve olgunlagsmada 6nemli roller oynar (160). Kontaktin ile iligkili

protein benzeri 2 proteini kodlayan CNTNAP2, neurexin ailesinin bir tiyesidir (161).
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Sicanlarda Cntnap2 yoklugu, sosyal etkilesimde, stereotipik davranista ve duyusal
davranista degisikliklere yol agmaktadir (162).

Kromodomain helikaz DNA baglayict protein 8 (CHDS8) epigenetik ve
transkriptomik diizenlemeyi kontrol etmekte olup bir¢ok otizm risk geninin ana
diizenleyicisi olarak gorev yapar (163). Farelerde CHD8 ortolog silinmesi, beyin
agirhigini ve hacmini arttirdig1 gézlemlenirken ve zebra baliginda, CHD8 mutasyonlari
olan otizm hastalarinda goriilen makrosefaliyle tutarli olarak makrosefali ile
sonuglanmaktadir (164-167). Insan CDH8 mutasyonunu taklit eden heterozigot Cdh8

mutasyonu erkek farelerde anormal otizm benzeri davranisa sebep olmaktadir (168).

Pogo transposable element derived with ZNF domain (POGZ) beyin de dahil
olmak iizere insan dokularinda yaygin olarak ifade edilmektedir. POGZ, otizmde rol
oynayan bazi genlerin kromatin diizenleyicilerinden biridir (43, 169). Heterozigot de
novo Pogz mutasyonuna sahip fareler de otizm benzeri anormaliler ve anksiyete iligkili
kaginmada azalma gozlenmistir (170, 171). Bunun yaninda farelerde sinir sistemine
6zgli Pogz delesyonu, mikrosefali, gelisimde bozulma ve c¢esitli insan semptomlarini

taklit eden otizm benzeri davranislara yol agmaktadir (169).

ANK2, ankirin gen ailesinin bir iiyesidir ve 440 kDa’lik bir polipeptit olan dev
ankB’nin islevsizligi, kalitsal iletisimsel ve sosyal davraniglarda bozulmanin yani1 sira

iist yiiriitme islevlerinde de bozulmaya yol acar (172).

Kromozom 1p21.3 mikrodelesyon tasiyicilarindan ¢ogunun (12 hastadan 11°i)
otizme sahip oldugu ve hepsinin zihinsel engelli oldugu gosterilmistir (173-175).
Homozigot fareler germline nakavt ve sinir sistemi spesifik miR-137 nakavt farelerde
postnatal 6liim gozlemlenirken heterozigot fareler yasayabilmektedir, bu da tim
kromozom 1p21.3 mikrodelesyon tastyicilarinin hemizigot oldugunu gostermektedir
(176). Heterozigot germline nakavt ve sinir sistemi spesifik miR-137’nin kismi kaybi,
otizm ile ilgili sinaptik asir1 biiyiimeye ve bozulmus sinaptik plastisiteye ve ayrica
tekrarlayan davraniglar, 6grenme ve sosyal davranislarda bozulmaya neden olmaktadr

(176).
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Otizm vakalarinin %1’ini olusturan 16p11.2°de (29 gen igerir) mikrodelesyon ve
mikroduplikasyonlar otizm ile giiglii bir sekilde iliskilidir (177). 16p11.2 eksikligi olan
fareler, azalmis prefrontal baglanti, talamo-prefrontal baglantilarinda hatalar ve diisiik

uzun menzilli fonksiyonel senkronizasyon gosterirler (178).
2.5.2 Cevresel faktorlerle indiiklenmis otizm modelleri

Cevresel faktorler de otizm etiyolojisinde 6nemli etkiye sahip olabilir (179, 180).
Propiyonik asit (181), bisfenol A (182, 183), sevofluran (184, 185) ve VPA (186)

hayvanlarda otizm indiiklenmesinde kullanilan kimyasallardir.

Birgok calisma, hamile kadinlarda maternal immiin aktivasyonun (MIA) fetal
gelisimde Onemli hasara neden olabilecegini gostermistir. Hamilelik sirasinda
maternal immiinoglobin G (IgG) plasenta yoluyla fetiise pasif bagisiklik saglayabilir,
ancak koruyucu ve patojenik antikorlar ayni sekilde fetiise tasinmaktadir (187). Bu
durum da hamilelik sirasinda otoimmiin hastalik ya da antijen varliginda fetiisiin zarar
goriip konjenital gelisimsel hastalik olusumuna yol agabilir (187, 188). “Otistik
cocuklarin anneleri” ve “normal ¢ocuklarin anneleri’nden beyine reaktif IgG enjekte
edilen fareler karsilastirildiginda, “otistik g¢ocuklarin annelerinden” gelen IgG

antikorlarina maruz kalan yavrularda duyusal bozulma ve artan kaygi goriilmiistiir
(189).

Borna hastalig1 viriisii (BDV) yaygin olarak bulunan, segmental olmayan, sitolitik
olmayan norotrofik, tek sarmalli bir RNA viriistidiir (190). Hayvan enfeksiyonlarinda
BDV, merkezi sinir sisteminde kalarak beyin hiicresi fonksiyonlarinda, ndrogelisimsel
anormalliklerde ve davranis bozukluklarinda yol agar (190). BDV ile indiikklenmis
sigan otizm modellerinde, enfekte genc sicanlar, bozulmus duyusal, motor, sosyal,

duygusal ve bilissel islevleri de igeremek {izere ¢esitli davranissal islev bozukluklar
sergiler (191).

Bagirsak mikrobiyomu da otizde goriilen belirli davranislar da etkileyebilen bir
bagka Onemli varyasyon kaynagidir (192). Bagirsak mikrobiyom nakil deneyleri,
otizm hastalarinda bagirsak mikrobiyom bariz otizm benzeri davraniglart indiiklemek

icin yeterli oldugunu dogrulamistir (193).
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2.6 Valproik Asit (VPA)

VPA ile otizm insidansit arasindaki iliski ilk kez fetal valproat sendromu tanisi
konulan ¢ocuklarda otistik semptomlarin goriilmesi {izerine kurulmustur (33). VPA
antiepileptik ve duygudurum diizenleyici olarak kullanilan kisa zincirli bir yag asitidir
(194, 195). Yiiksek teratojeniteye sahip bir ajan olan VPA halen gebe kadinlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (196). Rasalam ve arkadaslar1 gebelikte antiepileptik
ilaclarin kullanilmasinin uzun doénem etkilerini inceledikleri bir ¢calismada, VPA nin
%8,9 oraninda otizme neden oldugunu gostermislerdir (197). Diger bir klinik
calismada gebelikte VPA monoterapisinin otizm insidansint 7 kat artirdig
saptanmistir (198). VPA’nin otistik davraniglara yol agma mekanizmasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Prenatal VPA’ya maruziyetin embriyonal fare beyninde H3
ve H4 histonlarinin gegici hiperasetilasyona neden oldugu gosterilmis ve bunun

postnatal otistik davraniglarla iligkili olabilecegi bildirilmistir (199, 200).

Buna gore embriyonik beyin gelisiminin kritik bir doneminde histon deasetilaz
aktivitesinin inhibisyonu otizmin patogenezinde yer almaktadir. Bunun yani sira,
VPA’nin oksidatif strese yol acgabilecegi (201), noral gelisim siirecini bozarak
eksitator/inhibitér dengede glutamaterjik ndronlar lehine bir kaymaya neden
olabilecegi (202, 203), beyin serotonin diizeylerini artirabilecegi gosterilmistir (204).
Tim bu mekanizmalarin otizm patogenezinde rol oynamasi olas1 goriilmektedir.
Prenatal donemde VPA’ya maruz kalan deney hayvanlarmin da otizmde goriilen
davramgsal semptomlart gosterdigi ilk kez Rodier ve arkadaslari tarafindan

gosterilmistir (32).

O zamandan bu yana VPA modeli otistik davranmislarin norobiyolojisini
aydinlatmak ve olas1 terapdtik ajanlarin etkinligini denemek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda kemirgenlerde tek doz prenatal VPA
enjeksiyonunun otizmin ana semptomlarinin yasam boyu siirdiigii bir tabloya yol

act1g1 bir dizi davranigsal ve bilissel test bataryasi ile gosterilmistir (4, 199, 205, 206).

Mabunga ve arkadaglari, VPA ile olusturulan otizm modelinin gegerliligini
goriiniissel (semptomatik), yapisal (modelin hastaliktaki ndrobiyolojik degisiklikleri

ve patolojiyi taklit etmesi) ve ongoriisel (etkisi bilinen bir ilacin etkisini ne derecede
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yansittigl) agilardan degerlendirmistir (207). VPA modeline bagli gelisen patolojik
yolaklarin insandakine en azindan teorik olarak benzemesi modelin yapisal
gegerliligini ortaya koymaktadir (207). VPA modeli otizmin iki ana semptomunu
(sosyal etkilesim ve iletisim sorunlari, kisitli/tekrarlayict hareketler) ve otizme eslik
eden diger bulgular1 basariyla ortaya c¢ikartmas: yoniiyle giiglii semptomatik
gegerlilige sahiptir. Bu tezde, otizmin gelisimsel siiregteki (Postnatal 21 ve 50. giinler)
mitokondriyal dinamiklerinin molekiiler mekanizmasini aydinlatmak icin VPA ile

sicanlarda otizm modeli olusturulmustur.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Sicanlarda Otizm Modelinin ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi
3.1.1 Deney hayvanlar: temini

Bu ¢alismada hayvanlar Acibadem Mehmet Ali Aydimlar Universitesi Deney
Hayvanlar1i Merkezi’nden (DEHAM) temin edildi. Calisma i¢in 10 adet (250-300 gr)
gebe sigan kullanilmasi planlandi. Calismanin yapilabilmesi i¢in Acibadem Mehmet
Ali Aydmlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK)
08.07.2020 tarihli ACU-HADYEK 2020/41 sayili karar ile etik kurul izni alindi.
Sicanlara yapilan tiim uygulamalar National Institutes of Health (NIH) tarafindan
hazirlanmis laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim rehberine uygun olarak

gerceklestirildi.
Bu projede siganlarda VPA enjeksiyonu ile otizm modeli olusturulmustur.

Gebelik tayini: Sicanlarin gebelik tayini igin giinde iki kez vajinal tipa/plak kontrolii
yapilmis ve tipa olusumu gozlemlenmeyen hayvanlarda vajinal smear uygulamasi

yapilmis, smear bakisinda sperm goriintiilenen anneler gebe kabul edilmistir (207).

Bu yontemde, Sprague Dawley gebe siganlara (n=10) gebeligin 12,5. giiniinde 600
mg/kg VPA, 1 mL/kg %0,9’luk NaCl serum fizyolojik icinde ¢oziilerek tek doz
intraperitoneal olarak uygulanmustir (208, 209). Kontrol grubundaki gebe siganlara ise
gebeligin 12,5. giiniinde intraperitoneal %0,9’luk NaCl serum fizyolojik enjeksiyonu

(1 ml/kg) yapilmistir.

Tiim si¢anlar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik siklusta, sabit 21-22°C sicaklik
ve %45-65 nem igeren bireysel havalandirmali kafeslerde barindirilmis, su ve yem

alimlar1 serbest birakilmustir.
3.1.2 Deney gruplarinin olusturulmasi

Otizmin prenatal ve postnatal gelisim siirecinde mitokondriyal fonksiyonlari
aydinlatmak i¢in, gebe annelere VPA enjeksiyonundan sonra Sekil 3’te belirtilen

zaman noktalarinda prenatal ve postnatal yavrular sakrifiye edilerek kan ve beynin
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prefrontal korteksleri toplanmistir. Ayn1 islem %0,9’luk NaCl serum fizyolojik enjekte

edilen kontrol grubundaki gebe annelere de uygulanmastir.
3.1.2.1 Zaman noktalari

Postnatal 21. giin (P21): Insanlarda yaklasik 2 yasa karsilik gelen ve otizm
semptomlarinin fark edilmeye baslandigi donemde (210) goriilen molekiiler
degisiklikleri saptamak,

Postnatal 50. giin (P50): ileri ¢ocukluk doneminde otizme bagli molekiiler ve

biligsel/davranigsal degisiklikleri saptamak

Giinler
E: Embriyo
P: Postnatal

7
f Siganlarin hareme alinmasi Anne sigana 600 Deney sonlandiriimasi
Islemler ve gebelik gliniinln tespiti mg/kg VPA .

& & P enjeksiyonu Dekapitasyon

N\

Sekil 3. Deney siireci
3.1.2.2 Kontrol grubu

Bu gruptaki yavrularin gebe annelerine (n=10) embriyonik 12.5. giinde (E12,5)
intraperitoneal %0,9’luk NaCl serum fizyolojik enjeksiyonu yapilmis ve yavrular P21
ve P50 zaman noktalarinda dekapite edilmislerdir. P21 grubu cinsiyet gdzetmeksizin
7 sigandan, P50 grubu ise en az 7 disi ve 7 erkek olacak sekilde 14 sican ile
olusturulmustur. P21 gruplarindaki yavrulara dekapitasyon oncesi herhangi bir islem
uygulanmamistir. P50 grubu yavrular P36°dan itibaren bir biligsel/davranigsal test
bataryasina (3.2. Biligsel/davranissal testler basliginda anlatilmistir) tabi tutulmuslar
ve P50’de dekapite edilmislerdir.

3.1.2.3 Vpagrubu

Bu gruptaki yavrularin gebe annelerine (n=10) embriyonik 12,5. giinde (E12,5)
VPA enjeksiyonu yapilmig ve yavrular P21 ve P50 zaman noktalarinda dekapite
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edilmiglerdir. P21 gruplarindaki yavrulara dekapitasyon oncesi herhangi bir islem
uygulanmamuistir. P50 grubu yavrulara P36°dan itibaren bir biligssel/davranigsal test
bataryasina (3.2. Bilissel/davranissal testler basliginda anlatilmistir) tabi tutulmuslar
ve P50’de dekapite edilmislerdir.

Her deney grubunda Sekil 1°de gosterilen zaman noktalarinda dekapitasyon
gerceklestirilmistir. P21 grubu cinsiyet gézetmeksizin 7 sigandan, P50 grubu ise en az
7 disi ve 7 erkek olacak sekilde 14 sigcan ile olusturulmustur. Otizm sikliginin
erkeklerde disilere gore daha fazla goriilmesi nedeniyle ¢alismalarda siklikla erkek
sicanlarin kullanilmasina karsin her iki cinsiyetteki yavrularin davraniglarinin

degerlendirildigi yayinlar da bulunmaktadir (211).

Gruplar arasinda yapilacak karsilastirmalarda standardi saglayabilmek acisindan
P50 grubunda bu prensip benimsenmistir. Nitekim VPA ile otizm modeli olusturulan
deney hayvanlarinda cinsiyet farkliliklarini arastiran calismalarda, VPA’ya bagh
gelisen immun degisikliklerin (212), stresorlere karsi kortikosteron yanitin (213) ve
gen ekspresyonunun (214) erkek ve disi deney hayvanlarinda farkli oldugu
gosterilmistir. Ote yandan sosyallikte azalma, tekrarlayict davramslarda artma ve
anksiyete bulgular1 erkek yavrularda goriiliirken disi yavrularda goriilmemektedir
(202, 212).

Bu nedenle, P50 grubu, her grupta en az 7 disi ve 7 erkek yavru olacak sekilde
olugturulmus ve P50 grubundaki tiim analiz sonuglari cinsiyete bagh degisiklik olup
olmadig1 yoniinden istatistiksel olarak degerlendirilmis, anlamli fark bulunmamasi

durumunda birlestirilmistir.
3.2 Bilissel/Davranigsal Testler

Davranis calismalarinda test bataryasi adi altinda bir seri davranis testinin ardisik
olarak uygulanmasi yaygin bir uygulamadir (215-217). Bu uygulamada temel prensip
testlerin hayvanda en az stres yaratan testten en fazla stres yaratan teste dogru
siralanmast ve testler arasinda hayvanin normal kosullarina dondiigii bir zaman

birakilmasidir. Bu prensibe uygun olarak testler agagidaki semada belirtilen sirada ve
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giinlerde yapilmis ve literatiir ile uyumlu olarak her test arasinda en az 48 saat

bulunmasina 6zen gosterilmistir (218, 219) (Sekil 4).

Sirkadiyen ritmin gruplar arasinda farklilik yaratmasini 6nlemek i¢in tiim gruplar
testlere giinlin ayn1 saatlerinde alinmistir. Testlerin hepsi siganlarin aydinlik
doneminde gergeklestirilmistir. Tiim testlerde her sican sonrasinda ortam %70’lik
etanol ile temizlenerek koku isaretleri ortadan kaldirilmistir. Testler tavana monte
edilmis kameralar araciligiyla kayit altina alinmis ve Ethovision XT sistemi ile analiz

edilmistir.

Davranis Deneyleri

42 46.
Gunler

Giinler
(Postnatal)

. )

Yavrular UScO(;Jd;h bi Morris Su Yikseltilmis

islemler anneden Aglk Alan sya Yia |r§nt Labirenti Arti Labirent

I Testi Etkilesim Testi Testi Testi
ayrir. Testi
S
[ 50. Gun — Dekapitasyon

7

Sekil 4. Davranis deneyleri semasi.
3.2.1 Acik alan testi

Agik alan testi sicanlarin lokomotor aktivitelerini, ¢evreyi kesfetme ve kendini
temizleme davraniglarimi gozlemlemek icin siklikla kullanilan bir testtir. VPA ile
otizm olusturulan kemirgenlerde hiperaktivite ve ¢evreye karsi ilginin azalmasi sik
gozlenen bulgulardir (205). Kendini temizleme ve yalama davranisinda artis da
otizmin temel bulgularindan biri olan tekrarlayici1 davraniglarda artmaya karsilik gelen

ve bu modelde goriilen davranislardandir (217, 220).
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Testin uygulanmasi: Sicanlar tek tek 80X80X50 cm boyutlarinda, zemini karelere
ayrilmig siyah pleksiglas kutuya belirli bir kdseden birakilarak 5 dakika boyunca takip
edilmistir. Lokomotor aktiviteyi belirlemek icin gecilen kare sayisi ve katedilen

toplam yol parametreleri degerlendirilmistir.
3.2.2 Ug odah sosyal etkilesim testi

Otizmin temel bulgularindan biri olan sosyal etkilesim ve iletisim yetersizligini
test etmek i¢in kullanilir. VPA modelinde sosyal etkilesim ve iletisimin bozuldugu bu
test ile gosterilmistir (200, 206, 217). Aralarinda giyotin kapilarin bulundugu ii¢
bolmeden olusan pleksiglas bir kutudur. Sag ve sol bolmelerde yabanci sicanlarin

konulacag: kiiciik kafesler yer alir.

Testin uygulanmasi: Test ii¢ oturumdan olugsmaktadir. Birinci oturumda sigan merkez
bolmeye birakilarak 5 dakika ortama aligsmasina izin verilmistir (alisma oturumu). Bu
oturumda diger bolmelere ulasim giotin kapilar kapatilarak engellenmistir. Bes
dakikanin sonunda test siganina tamamen yabanci, yas ve cinsiyet uyumlu bir bagka
sican rasgele olarak sag veya sol bolmedeki kiigiik kafesin i¢ine konulmus ve iki kap1
da acilmistir. Girigkenligin test edildigi bu oturum 10 dakika siirmiis ve yabanci
siganin bulundugu boélgede ve kafesin ¢evresinde gecirdigi zaman kaydedilmistir.
Hemen ardindan sosyal tercihin degerlendirilecegi tiglincli oturuma gegilmistir. Bu
oturumda Once test sigan1 merkez bélmedeyken kapilar kapatilmis, ardindan baska bir
yabanci sigan diger taraftaki bolmenin igindeki kafese konulmustur. Kapilar agildiktan
sonra 10 dakika siireyle test sicaninin her i{ic bolmede de gecirdigi zaman
kaydedilmistir. Girigskenlik indeksi (GIN) ve sosyal tercih indeksi (STI) asagidaki

formiillere gore hesaplanmistir (217).

GIN: Yabanci sicanmn bulundugu bolmede gegirilen zaman / Bos bolmede gegirilen

Zaman.

STI: Ikinci yabanci siganin bulundugu bélmede gegirilen zaman / Ilk yabanci (tanidik)

sicanin bulundugu bolgede gegirilen zaman.
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3.2.3 Y labirent testi

Otizmin ana semptomlarindan biri olan tekrarlayici davranigi test etmek igin
kullanilan diger bir yontemdir. Ayn1 zamanda ¢alisan bellek degerlendirmek igin de
kullanilir. Labirent Y seklinde 3 koldan olusur. Kemirgenlerin i¢giidiisel olarak yeni
yerleri kesfetme istegine dayanan bir testtir. Normal bir hayvanin birbirini tekrar
etmeden ii¢ kolu ardisik olarak ziyaret etmesi spontan degisim davranisi (spontaneous
alternation behavior) olarak tanimlanir. Uglii ardisik ziyaret sayisinin azalmasi ¢alisan

bellekte bir sorun oldugu ya da tekrarlayici davranislarin artmasi seklinde yorumlanir.

Testin uygulanmasi: Sigan 3 kolun birlestigi alana birakilarak 5 dakika boyunca
hareketleri kaydedilmistir. Siganin herhangi bir kola girmis sayilabilmesi i¢in dort
ekstremitesinin de o kolda olmasina dikkat edilmistir.

Ardisik ii¢ kolun ziyareti sayilacak ve spontan degisim davranisi asagidaki formiile

gore hesaplanmistir:

Spontan degisim davranisi = ((Ardisik {i¢ kol ziyareti sayisi / (Toplam ziyaret edilen
kol sayis1 - 2)) x 100

3.2.4 Morris su labirenti testi

Otizmde mekansal bellekteki degisiklikler konusunda ¢eligkili yayinlar
bulunmaktadir (6, 221). VPA modelinde mekansal ogrenme bellegin
degerlendirilmesinde en sik kullanilan testlerden biridir (222). Su dolu bir havuza
birakilan fare ya da sicanin suyun 2 cm altinda bulunan gizli bir platformu tekrarlayan
denemelerde g¢evresel ipuglarina dayanarak bulmayi 6grenmesi prensibine dayanir.
Ogrenme protokolii ¢alismalarda giin ve deneme sayis1 olarak farklilik gdsterse de
deneme sayisinin arttikga hayvanin platformu bulma siiresinin (escape latency)
azalmasi gerekir. Bellegin degerlendirilmesi i¢in ise platform kaldirildiginda hayvanin

platformu arama davranigindan yararlanilir.

Testin uygulanmasi: Tankin igine 24°C’lik su doldurulmustur. Bir kadrana
yerlestirilen platform su seviyesinin 2 cm altinda tutulmustur. 4 giin boyunca her giin

iki oturum seklinde uygulanan testte sicanlar belirli 4 noktadan 4 kez suya birakilmis
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ve 90 saniye boyunca platformu bulmalari igin yiizmelerine izin verilmistir.
Bulamadiklar1 takdirde siganlar platform tiizerine yerlestirilerek 30 sn. siireyle
tutulmus ve ¢evresel ipuclarmi goérmelerine firsat verilmistir. Her oturum igin
platformu bulma siiresi kaydedilmis ve giinliik ortalamalar1 alinmistir. Bellegi test
etmek icin (probe fazi) 5. giin platform kaldirilarak sicanlar platformun bulundugu
kadranin tam karsisindan suya birakilarak bir kez 90 saniye yiizdiirilmiis ve
platformun bulundugu kadranda bulunma siiresi ve platformu caprazlama sayisi

kaydedilmistir.
3.2.5 Yiikseltilmis arti labirent testi

Sican ve farelerde anksiyetenin degerlendirilmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilir. Yerden 50 cm yiikseklikte, uzunluklar1 50 cm ve genislikleri 10 cm’ lik agik
ve kapali kollar igeren, art1 seklinde bir labirenttir. Otizmde anksiyete ana semptomlar
arasinda yer almasa da hastaliga siklikla eslik etmektedir. VPA modelinde artmis

anksiyete belirgin olarak gozlenmektedir (199, 206, 223).

Testin uygulanmasi: Sican ylizii agik kollardan birine bakacak sekilde labirentin
merkezine konularak ve 5 dakika boyunca kaydedilmistir. Siganin herhangi bir kola
girmis sayilabilmesi icin dort ekstremitesinin de o kolda olmas1 gereklidir. Ag¢ik
kollarda gegen siire ve kapali kollarda gegen Siire parametreleri degerlendirilmistir.

Kapali kollarda kalma siiresinin artmasi anksiye artisinin géstergesidir.
3.2.6 Deneyin sonlandirilmasi

Deneylerin sonunda tiim sicanlara Otanazi uygulanarak doku ornekleri

toplanmustir.

* P21 grubundaki yavrular izofluran anestezi altinda dekapite edilmistir.
* P50 grubundaki yavrular ise biligsel/davranigsal testleri takiben izofluran anestezi

altinda dekapite edilmistir.

P21 ve P50 gruplarinda dekapitasyon oncesi jugular venden ya da kalpten kan
alinmigtir, dekapitasyon sonrasi beyinleri ¢ikartilarak sok dondurma uygulanmstir.

Sok dondurma 6ncesinde prefrontal korteks biitiin beyinden ayrilmistir.
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Beyin, santal sulkustan itibaren bistiiri ucu yardimiyla dorsomedial, ventromedial,

ventrolateral ve orbitofrontal prefrontal korteksi igerecek sekilde izole edilmistir.
3.3 Mitokondriyal Dinamiklerin Incelenmesi

P21 ve P50 gruplarinin prefrontal korteksinde, mitokondriyal flizyon, fizyon,
mitofaji belirtecleri analiz edilerek mitokondri dinamiklerinin otizmin gelisimsel

stirecteki degisimi ve etkisi belirlenmistir.
3.3.1 RNA izolasyonu ve gen ifadesi analizleri
3.3.1.1 RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Total RNA beyin dokularindan Qiagen RNeasy mini kit (#74106) kullanilarak
tireticinin belirttigi protokol uygulanarak izole edildi. RNA kalitesi, safligi ve
konsantrasyonu Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, #ND-2000) ile belirlenmistir.

Esit miktarda RNA kullanilarak cDNA sentezi, SensiFAST cDNA sentez Kiti
(Bioline, Bio-65053) ile iireticinin belirttigi protokol kullanilarak sentezlenmistir.

3.3.1.2 Gerg¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile

gen ifadesinin belirlenmesi

VDACI1, COX IV, Bnip3, PARKIN, PINK1, P62, LC3B ve OPA genlerinin ifadeleri
postnatal 21. ve 50. giinde GM SYBR gPCR Kit (w/o ROX) (Genemark Bio,
#QPSY02-1) kullanilarak incelenmistir. Referans gen olarak GAPDH kullanilmustir.
gRT-PCR’da kullanilan termal dongii Tablo 1’de, deneylerde kullanilan primerlerin

dizileri ise Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 1. gRT-PCR dongiisii.

Adim Sicakhik (°C) Siire (sn) Dongii sayisi

UDG aktivasyonu 95 120 1
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Dual-Lock DNA Polymerase 95 120

Denaturasyon 95 15
Tavlama 55 15 40
Uzama 72 60
Tablo 2. Calismada kullanilan primer dizileri.
Primer Sekans (5°-3") Referans
VDAC1 F TGATGGGACGGAGTTTGG
(224)
VDAC1 R ACCCGCATTGACGTTCTT
COXIV_F ACGAGAGCTTCGCTGAGATGAACA
(225)
COXIV_R AGCTCTTCTCCCAGATCAGCACAA
Bnip3 F AGCATGAATCTGGACGAAGC
(226)
Bnip3 R AACATTTTCTGGCCGACTTG
PARKIN_F CTGGCAGTCATTCTGGACAC
(227)
PARKIN_R CTCTCCACTCATCCGGTTTG
PINK1 _F CATGGCTTTGGATGGAGAGT
(227)
PINK1 R TGGGAGTTTGCTCTTCAAGG
P62 _F TCCCTGTCAAGCAGTATCC
(228)
P62 R TCCTCCTTGGCTTTGTCTC
LC3B_F GACTTCCGGAAAGCTCTGCT (228)
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LC3B_R ACCAGCATCGTAGAGGGTCT

OPA F ATCATCTGCCACGGGTTGTT
(227)
OPA R GAGAGCGCGTCATCATCTCA
GAPDH_F AATGCATCCTGCACCACCAA
(228)
GAPDH_R GATGGCATGGACTGTGGTCA

3.3.2 Mitokondriyal dinamiklerin akis sitometrisi ile 6l¢ciimii

P21 ve P50 gruplarindaki siganlarin PBMC hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyeli, kiitlesi ve siiperoksit tiretimin Ol¢iimii de gerceklestirilmistir. Beyin
dokusu yanisira PMBC hiicrelerinde mitokondriyal dinamiklerin dl¢iilmesi otizmin
etkiledigi beyin dokusunun yanisira periferik sisteme etkisinin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Bu hiicrelerde mitokondri kiitlesi, mitokondriyal membran potansiyeli,
kiitlesi ve ROS miktar1 MitoTracker Green FM, MitoTracker Red CMXRos ve
MitoSox (Thermo Fisher) floresan boyalar ile {iriin saglayicinin protokoliine uygun
olarak olgiilmiistiir. Ik olarak bu boyalarm konsantrasyonlari belirlenmistir. Daha
sonra bu belirlenen konsantrasyonlar ile PBMC’ler 15-20 dk inkiibe edilerek ve flow

sitometri (BD FACS verse) ile dl¢iim yapilmistir.
3.4 Istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism (version 8.0.0, GraphPad
Software, ABD) programi kullanilmistir. gRT-PCR verileri ortalama + standart sapma,
diger tiim veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Verilerin
dagilimi Shapiro-Wilk normalite testi ile incelenmistir. Normal dagilima uyan veriler
parametrik testler (ikili grup karsilastirmalar1 Student’in t-testi, g¢oklu grup
karsilastirmalar tek yonlii varyans analizini takiben Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi)
ile, uymayan veriler parametrik olmayan testler (ikili grup karsilastirmalar1 Mann-

Whitney U, ¢oklu grup karsilastirmalart Kruskal-Wallis testini takiben Dunn’in ¢oklu
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kargilastirma testi) ile incelenmistir. Morris su tanki O0grenme denemelerinin
karsilastirilmasinda tekrarli varyans analizleri karsilagtirmas: ve tek yonlii varyans
analizini takiben Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. P<0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR
4.1 Bilissel/Davramssal Testler

4.1.1 Acik alan testi

Acik alan testinde, erkek sicanlarda gegcilen kare sayisi; kontrol ve VPA gruplari
arasinda anlamli farklilik gostermemistir (p>0,05; Sekil 5). Disi siganlar
karsilastirildiginda ise kontrol grubu sigcanlara kiyasla VPA grubundaki siganlar
anlamli derecede daha az kareden gegis yapmustir (p<0,05; Sekil 5). Kontrol grubu disi
sicanlar kontrol grubu erkek siganlara gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha
fazla kareden gegmistir (p<0,05; Sekil 5). Ancak VPA grubu erkek ve disi siganlar
arasinda fark saptanmamustir (p>0.05; Sekil 5).

Acik Alan Testi

150 T

100

Gegilen kare sayisi
ol
o
|

Sekil 5. Ac¢ik alan testi sonuglar1 (* p<0.05 Kontrol disi grubuna gore, * p<0.05 VPA

disi grubuna gore)
4.1.2 Uc odah sosyal etkilesim testi

Ug Odali Sosyal Etkilesim Testi Giriskenlik Indeks sonuglarina gére, Kontrol
Erkek grubu ile VPA Erkek grubu verileri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
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anlaml bir fark saptanmamustir (p>0,05; Sekil 6A) Kontrol Disi grubu degerlerine
gore ise VPA Disi grubu degerleri istatistiksel olarak anlamli oranda diisiik
bulunmustur (p<0,05; Sekil 6A). Kontrol Erkek grubu degerlerine gore Kontol Disi
grubu degerleri karsilastirildiginda VPA Erkek grubu degerleri ile VPA Disi grubu

verielri arasinda anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05; Sekil 6A).

Ug¢ Odali Sosyal Etkilesim Testi Sosyal Tercih Indeks sonuglarina gore ise,
Kontrol Erkek grubu siganlarin degerlerine gére VPA Erkek grubu sicanlarin degerleri
daha diisiik bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05; Sekil 6B). Kontrol Disi grubu ve VPA Disi grubu deneklerin verileri
arasinda; Kontrol Erkek grubu ve VPA Disi grubu deneklerin verileri arasinda ve VPA
Erkek grubu verileri ile VPA Disi grubu deneklerin verileri arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0,05; Sekil 6B).
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Uc Odali Sosyal Etkilesim Testi

A
0.8

0.6

0.4+ g

0.2+

Girigkenlik indeksi

Sosyal tercih indeksi

Sekil 6. Ug Odali Sosyal Etkilesim testi (A) Giriskenlik indeksi ve (B) Sosyal Tercih

indeksi sonuglart (* p<0.05 Kontrol disi grubuna gore).
4.1.3 Y labirent testi

Y labirent testi sonuglarina gére % alterasyon oranlari karsilastirildiginda; Kontrol
Erkek grubu deneklerin degerleri ile VPA Erkek grubu sicanlarin degerleri arasinda;
Kontrol Disi grubu deneklerin degerleri ile VPA Disi grubu deneklerin verileri
arasinda; Kontrol Erkek grubu deneklerin degerleri ile VPA Disi grubu deneklerin
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verileri arasinda ve VPA Erkek grubu verileri ile VPA Disi grubu deneklerin verileri

arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05; Sekil 7).

Y Labirent testi

100+

00
o
1

(o]]
o
1

% Alterasyon
F =8
o
1

20+

Sekil 7. Y labirenti testi alterasyon (%) sonuglari.
Y/

4.1.4 Morris su labirenti testi

Ogrenme fazinin uygulandigi 4 giinliik siire boyunca tiim gruplardaki hayvanlar

birinci giine gore platformu giderek daha kisa siire bulmuslardir (p<0,05; Sekil 8A).

Gruplar arasinda platformun yerini 6grenmeleri agisindan;

Birinci giin degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0,05; Sekil 8B).

Ikinci egitim giinleri karsilastinldiginda; hem erkek hem de disi VPA Grubu
siganlar platformu Kontrol Grubu deneklere gore daha ge¢ bulmuslardir (sirasiyla
p<0,05 ve p<0,0001; Sekil 8B). Kontrol erkek grubu ile Kontrol Disi grubu platformu
bulma siireleri agisindan farkli bulunmamislardir (p>0,05; Sekil 8B). VPA Disi grubu
siganlar platformu VPA Erkek grubu siganlara gore daha ge¢ bulmustur (p<0,001;
Sekil 8B).
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Uciingii giin degerleri karsilastirildiginda; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek
grubu verileri arasinda fark saptanmamistir (p>0,05; Sekil 8B). VPA Disi grubu
siganlar platformu hem Kontrol Disi grubu hem de VPA Erkek grubu sicanlara
kiyasla daha geg¢ siirede bulmustur (p<0,0001; Sekil 8B).

Dordiincii giin degerleri karsilastirildiginda; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek
grubu, Kontrol Disi grubu ile VPA Disi grubu ve Kontrol Erkek grubu ile Kontrol Disi
gruplar1 platformu bulma siireleri arasinda fark saptanmamustir (p>0,05; Sekil 8B).
VPA Disi grubu siganlar VPA Erkek grubu sicanlara kiyasla platformu daha geg
bulmuslardir (p<0,0001; Sekil 8B).
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Morris Su Labirenti Testi

A Egitim Fazi
= 60- *
é -o- Kontrol Erkek
g -o- VPA Erkek
B 40- -+ Kontrol Disi
E -2~ VPA Disi
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Sekil 8. (A-B) Morris su labirenti egitim faz1 boyunca platformu bulma siireleri
(*p<0,05 VPA erkek grubuna gore, ***p<0,001 VPA Disi grubuna gore, # p<0,001
VPA Disi grubuna gore).

Prob fazinda; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek grubu, Kontrol Disi grubu ile
VPA Disi grubu ve Kontrol Erkek grubu ile Kontrol Disi grubu deneklerin Platformun

bulundugu kadranda gegirilen siireleri arasinda fark saptanmamustir (p>0,05; Sekil
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9A). VPA Disi grubu sicanlarin VPA Erkek grubu sicanlara kiyasla platformun
bulundugu kadranda gegirilen siireleri daha kisa bulunmustur (p<0,05; Sekil 9A).

Prob fazinda; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek grubu, Kontrol Disi grubu ile
VPA Disi grubu ve Kontrol Erkek grubu ile Kontrol Disi grubu Platformu ¢aprazlama
sayilar1 karsilastirildiginda aralarinda fark saptanmamigtir (p>0,05; Sekil 9B). VPA
Disi grubu siganlarin VPA Erkek grubu siganlara kiyasla platformu g¢aprazlama
sayilar1 anlamli oranda daha az bulunmustur (p<0,001; Sekil 9B). Bunun yaninda
platformu ¢aprazlama sayisi, disi hayvanlarda neredeyse anlamli sekilde azaldi

(Student’in t-testi, p=0,06; Sekil 9B).

Morris Su Labirenti Testi
Prob Fazi
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|
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|

Hedef kadranda gegirilen siire (sn)
o
1
: e
Platform ¢aprazlama sayisi

Sekil 9. Morris su labirenti prob fazinda (A) hedef kadranda gegirilen siire ve (B)
platform ¢aprazlama sayisi (*p<0.05 ve ***p<0.001 VPA Disi grubuna gore).

4.1.5 Yiikseltilmis art1 labirent testi

Yiikseltilmis artt labirent testi kapali kolda gecirilen silire degerleri

karsilastirildiginda; Kontrol Erkek grubu sigcanlar ile VPA Erkek grubu siganlar
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arasinda fark saptanmamistir (p>0,05; Sekil 10). Kontrol Disi grubu si¢anlara gore
VPA Disi grubu siganlar daha uzun siire kapali kolda kalmiglardir (p<0,05; Sekil 10).
Kontrol Erkek grubu sicanlar ile Kontrol Disi grubu siganlarin siireleri arasinda fark
saptanmamustir (p>0,05; Sekil 10). VPA Erkek grubu siganlara gore VPA Disi grubu
siganlar daha uzun siire kapali kolda kalmislardir (p<0,05; Sekil 10).

Yukseltilmig Arti Labirent Testi

w
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o
|

200

=
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Kapali kolda gegirilen siuire (sn)

Sekil 10. Yiikseltilmis art1 labirent testi kapali kolda gecirdikleri siire (*p<0,05 VPA

Disi grubuna gore).
4.2 Mitokondriyal Dinamiklerin incelenmesi
4.2.1 Gen ifadesi analizleri

VDAC1, COX IV, Bnip3, PARKIN, PINK1, P62, LC3B ve OPA1 genlerinin
ifadeleri hem postnatal 21. giinde (puberte oncesi) hem de postnatal 50. gilinde
incelenmigstir. Postnatal 21. glin gen ifadelerinde kontrol ve VPA gruplar cinsiyet

gozetmeksizin karsilastirilmistir.

Relatif VDAC1 ifadesi postnatal 21. giinde gruplar aras1 fark gdstermemistir.
Postnatal 50. giinde disi VPA grubu hayvanlarda relatif VDACL ifadesi azalma
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gostermis olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken (p>0,05; Sekil 11
A), VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif VDAC1 ifadesi Kontrol Erkek grubuna
kiyasla anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0,001; Sekil 11A).

Relatif COX IV ifadesi postnatal 21. giinde gruplar aras1 fark gostermemistir.
Postnatal 50. giinde relatif COX IV, VPA Disi grubu, Kontrol Disi grubuna goére ve
VPA Erkek grubu da Kontrol Erkek grubuna kiyasla anlamli sekilde digiik
bulunmustur (p<0,05; Sekil 11B).

Relatif Bnip3 ifadesi ne postnatal 21. giinde ne de postnatal 50. giinde gruplar
arasi fark gostermemistir (p>0,05; Sekil 11C).

Relatif PARKIN ifadesi postnatal 21. giinde gruplar arasi fark géstermemistir.
Postnatal 50. giinde VPA Disi ve Erkek grubu hayvanlarda relatif PARKIN ifadesi
eslenik kontrol gruplarina kiyasla anlaml sekilde diisiik bulunmugtur (p<0,01; Sekil
11D).

Relatif PINK1 ifadesi postnatal 21. giinde gruplar arasi fark gostermemistir.
Postnatal 50. giinde VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif PINK1 ifadesi Kontrol
Erkek grubuna kiyasla azalma gostermis olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamsiz
bulunurken (p>0,05; Sekil 11E), VPA Disi grubu hayvanlarda relatif PINK1 ifadesi
Kontrol Disi grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0,01; Sekil 11E).

Relatif P62 ifadesi postnatal 21. giinde gruplar aras1 fark gostermemistir. Postnatal
50. giinde VPA Disi ve Erkek grubu hayvanlarda relatif P62 ifadesi eslenik kontrol
gruplarina kiyasla anlaml sekilde diisiikk bulunmustur (sirastyla p<0,001 ve p<0,05;
Sekil 11F).

Relatif LC3B ifadesi postnatal 21. giinde gruplar arasi fark gostermemistir.
Postnatal 50. giinde VPA Disi ve VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif LC3B ifadesi
eslenik kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0,01; Sekil
11G).

Relatif OPA ifadesi postnatal 21. giinde gruplar arasi fark gostermemistir.
Postnatal 50. giinde VPA Disi grubu hayvanlarda relatif OPA ifadesi Kontrol Disi artis
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gostermis olsa da bu yiikselme istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken (p>0,05; Sekil
11H), VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif OPA ifadesi Kontrol Erkek grubuna
kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05; Sekil 11H).
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Sekil 11. Postnatal 21 (cinsiyet gozetmeksizin) ve 50. giinde (cinsiyete gore) kontrol
ve VPA grubu hayvanlarda (A) VDAC1, (B) COX IV, (C) Bnip3, (D) PARKIN, (E)
PINK1, (F) P62, (G) LC3B ve (H) OPA genlerinin relatif ifadeleri (*p<0,05, **p<0,01
ve ***p<0,001).
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Postnatal 50. giin gen ifadelerinde kontrol ve VPA gruplari ayn1 zamanda cinsiyet
gozetmeksizin de karsilastirilmistir. Postnatal 50. giinde VPA grubunda relatif
VDAC1, COX IV, COX IV, PARKIN, PINK1, P62 ve LC3B genlerinin ifadeleri kontrol
grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiik bulunurken (p<0,01; sirastyla Sekil 12A, B, D,
E, F ve G) relatif OPA ifadesi kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0,01; Sekil 12H). Relatif Bnip3 ifadesi ise degismemistir (p<0,01;
Sekil 12C).
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Sekil 12. Postnatal 21 ve 50. giinde (cinsiyet gozetmeksizin) kontrol ve VPA grubu
hayvanlarda (A) VDAC1, (B) COX IV, (C) Bnip3, (D) PARKIN, (E) PINK1, (F) P62,
(G) LC3B ve (H) OPA genlerinin relatif ifadeleri (*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001
ve ***p<0,0001).
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4.2.2 Mitokondriyal dinamiklerin akis sitometrisi ile 6l¢ciimii

VPA’nin lenfosit ve monositlerde mitokondriyal dinamikler {izerine etkilerini
incelemek amaciyla postnatal 21 ve 50. giinlerde, hiicreler kandan izole edildi ve

MitoGreen, MitoRed ve MitoSOX ile boyanarak akis sitometri yontemiyle incelendi.

VPA grubunda postnatal 21. giinde lenfosit MitoGreen ve MitoRed floresan
yogunlugunda kontrol grubuna kiyasla anlamli azalma gozlemlenmistir (p<0,01; Sekil
13A ve B). Lenfosit MitoSOX floresan yogunlugu kontrol ve VPA gruplarinda benzer
bulunmustur (p>0,05; Sekil 13C). Bunun yaninda, lenfosit MitoSOX/MitoGreen orani
VPA kontrol grubuna kiyasla grubunda anlamli sekilde yiiksek goézlemlenmistir
(p<0,05; Sekil 13D).

Postnatal 50. giinde MitoGreen lenfosit floresan yogunlugu VPA Erkek grubu
sicanlarda Kontrol Erkek grubuna ve VPA Disi grubu siganlara kiyasla anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (sirasiyla p<0,05 ve p<0,0001; Sekil 14A). VPA Disi grubu
siganlarda lenfosit MitoGreen kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p<0,05; Sekil 14A). Lenfosit MitoRed floresan yogunlugu Kontrol
Erkek grubu si¢anlarda, VPA Erkek grubu sicanlara ve Kontrol Disi grubu si¢anlara
kiyasla anlamli sekilde diisiik bulunmustur (sirasiyla p<0,0001 ve p<0,001; Sekil
14B).

Bunun yaninda VPA Disi grubu hayvanlarda lenfosit MitoRed floresan yogunlugu
Kontrol Disi grubu siganlara ve VPA Erkek grubu erkek siganlara kiyasla anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p<0,0001; Sekil 14B). Lenfosit MitoSOX floresan
yogunlugu gruplar arasinda bir farklilik gostermezken VPA Disi grubu sicanlarda ve
VPA Erkek grubu erkek sigcanlarda benzer bulunmustur (p=0,056; Sekil 14C).

Lenfosit MitoSOX/MitoGreen oran1 VPA Erkek grubu siganlarda Kontrol Erkek
grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05; Sekil 14D). Bu oran
VPA Disi grubu siganlarda ise hem Kontrol Disi grubu siganlara hem de VPA Erkek
erkek siganlara benzer bulundu (p>0,05; Sekil 14D).
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Sekil 13. Postnatal 21. giin kontrol ve VPA grubu si¢anlarda lenfosit (A) MitoGreen
floresan yogunlugu, (B) MitoRed floresan yogunlugu, (C) MitoSOX floresan
yogunlugu ve (D) MitoSOX/MitoGreen orani (*p<0,05 ve **p<0,01).
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Postnatal gun 50
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Sekil 14. Postnatal 50. giin kontrol ve VPA Erkek grubu ve disi siganlarda lenfosit (A)
MitoGreen floresan yogunlugu, (B) MitoRed floresan yogunlugu, (C) MitoSOX
floresan yogunlugu ve (D) MitoSOX/MitoGreen oran1 (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 ve ****p<0,0001).

54



VPA grubunda postnatal 21. giinde monosit MitoGreen ve MitoRed floresan
yogunlugunda anlamli azalma gozlemlenirken (MitoGreen ve MitoRed i¢in sirasiyla
p<0,001 ve p<0,01; Sekil 15A ve B), monosit MitoSOX floresan yogunlugu VPA
grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05; Sekil 15C). Monosit
MitoSOX/MitoGreen oraninda VPA grubunda anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0,05; Sekil 15D).

Postnatal 50. giinde monosit MitoGreen floresan yogunlugu VPA Disi grubu
siganlarda Kontrol Disi grubuna ve VPA Erkek grubu si¢anlara kiyasla anlamli sekilde
diisiik bulunmustur (p<0,01; Sekil 16A). Kontrol ve VPA Erkek grubu siganlar
arasinda ise bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05; Sekil 16A).

Benzer sekilde monosit MitoRed floresan yogunlugu VPA Disi grubu siganlarda
Kontrol Disi grubuna ve VPA Erkek grubu siganlara kiyasla anlamli sekilde diisiik
bulunurken (sirastyla p<0,0001 ve p<0,001; Sekil 16B), Kontrol ve VPA Erkek grubu
degerleri arasinda bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05; Sekil 16B).

MitoSOX floresan yogunlugu gruplar arasinda bir farklilik gostermemistir (p >
0,05; Sekil 16C). MitoSOX/MitoGreen orant VPA Erkek grubu siganlarda Kontrol
Erkek grubuna kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulunurken (p<0,05; Sekil 16D), VPA
disi ve Kontrol Disi gruplari arasinda benzer bulunmustur (p>0,05; Sekil 16D).
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Sekil 15. Postnatal 21. giin kontrol ve VPA grubu siganlarda monosit (A) MitoGreen
floresan yogunlugu, (B) MitoRed floresan yogunlugu, (C) MitoSOX floresan
yogunlugu ve (D) MitoRed/MitoGreen orani (*p<0,05 ve p<0,01).
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Sekil 16. Postnatal 50. giin kontrol ve VPA grubu erkek ve disi siganlarda monosit (A)
MitoGreen floresan yogunlugu, (B) MitoRed floresan yogunlugu, (C) MitoSOX
floresan yogunlugu ve (D) MitoRed/MitoGreen orani (**p<0,01, ***p<0,001 ve
****n<0,0001).
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5 TARTISMA

Bir¢ok klinik g¢alismada, gebelik sirasinda VPA’ya maruz kalan ¢ocuklarda
gelisimsel bozukluklardan daha karisik otistik benzeri davraniglara kadar ¢ok cesitli
anormalliklerin indiiklenebilecegi raporlanmistir. Bu nedenle, giiniimiizde prenatal
VPA maruziyeti, otizm patogenezinde yer alan gevresel bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (35, 229, 230). Klinik kanitlar baz alinarak yapilan kemirgen
caligmalarinda prenatal VPA maruziyeti ilag kaynakli bir preklinik otizm modeli

olarak dogrulanmistir (4, 231-234).

Bu ¢aligmamizda, prenatal VPA indiiklii otizmin farkli cinsiyet ve yaslardaki
siganlarda bilissel/davranigsal etkileri ile mitokondriyal dinamiklere olan etkisini
inceledik. VPA maruziyeti genel olarak disi hayvanlarda davramis testleriyle
belirledigimiz otizm benzeri davranislari indiiklerken, mitokondriyal dinamiklerde rol
oynayan protein genlerinde puberte 6ncesi herhangi bir degisiklik gézlemlenmezken,
bu genlerin deregiilasyonu puberte sonrasinda cinsiyet bagimli olarak gerceklesti.
Bunun disinda, cinsiyetten bagimsiz olarak degerlendirildiginde, VPA maruziyeti
yalnizca puberte sonrasi gen ifadelerinde anlamli degisiklige sebep oldu. Bunun
yaninda lenfosit ve monositlerde mitokondriyal kiitle, membran potansiyeli ve

oksidatif streste prepubertal ve postpubertal donemde farkliliklar meydana geldi.
5.1 Bilissel/Davramssal Testler

Acik alan testi, yeni bir ¢cevredeki aktiviteyi, kesfetmeyi ve anksiyete ile iligkili
davraniglar1 6lgmek icin oldukg¢a yaygin kullanilan bir testtir (235). Acik alan testi
kullanilan ¢aligmalarda genellikle erkek sicanlar disi siganlara kiyasla daha az aktif
olarak bulunmustur (236-238). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde disi si¢anlar
erkek sicanlara kiyasla anlamli sekilde daha aktifti. VPA’ya maruziyet sonrasi agik
alan testine alinan kemirgen deneylerinde elde edilen sonuglar farkliliklar
gostermektedir. Bazi ¢alismalar VPA’ya maruz kalan kemirgenlerin genel lokomotor
aktivitelerinde diisiis bildirirken (199, 223) bazi1 ¢alismalar artis bildirmistir (239-241).
Uyguladigimiz agik alan testinde, VPA grubu erkek siganlarin gegtigi kare sayisinda
eslenik kontrol grubuna kiyasla bir fark gézlemlemezken, VPA disi siganlarda gecilen

kare sayisi azalmistir. Yapilan bir calismada ise VPA’ya maruz kalan erkek
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sicanlardaki lokomotor aktivitenin disilere kiyasla daha yiiksek oldugu ancak VPA
indiiksiyonunun lokomotor aktiviteyi degistirmedigi bulunmustur (212). Baska bir
calismada ise VPA’ya maruz kalan erkek sicanlarda lokomotor aktivite degismezken,
disi sicanlarda lokomotor aktivitenin arttigi gézlenmistir (240). Bu nedenle, VPA
maruziyetinin yarattigi lokomotor aktivitedeki degisimler cinsiyetler arasindaki

fizyolojik farka baglanabilir.

Ug odal1 sosyal etkilesim testi kemirgenlerde sosyal giriskenlik ve sosyal tercihi
6lgmeye yarayan bir testtir (242). Bazi ¢alismalarda VPA’ya maruz kalan erkek
hayvanlarda sosyal tercih indeksi azalirken disi hayvanlarda herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. (243, 244), VPA’nin hem erkek hem de disi siganlarda sosyal
etkilesimi azalttigi ¢calismalar da mevcuttur (245). Calismamizda giriskenlik indeksi
erkek siganlar arasinda farklilik gostermezken, disi VPA grubu siganlarda anlamli
sekilde azalmistir. Sosyal tercih indeksinde ise erkek siganlarda bir diisiis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degilken, disi hayvanlarda da benzer sonug
bulunmustur. Sosyal davranisin kontroliinde yer alan beyin bdlgeleri arasinda
kortikolimbik yapilar bulunmaktadir ve bunlarin islevselligindeki degisimler,
OSB’nin karakteristik 6zelliklerinden olan sosyal iletisim bozukluklarina katkida
bulunan bir néral aglar1 temsil edebilir (246-248). Ozellikle, bu bolgeler dopaminerjik
noronlar tarafindan modiilasyona tabi tutulur ve mezokortikolimbik devrede
dopaminerjik norotransmisyonun islev bozuklugunun OSB’de gozlenen sosyal

eksikliklere yol agtig1 One siiriilmistiir (249).

Otizm hayvan modellerinde tekrarlanan hareketlerin tespitinde siklikla kullanilan
Y labirent testinde elde edilen spontan alternasyon sonuglari ¢esitlidir. Bazi ¢alismalar
spontan alternasyonda azalma gosterirken (250, 251), bazi ¢aligmalarda ise herhangi
bir fark gozlemlenmemistir (252, 253). Bizim ¢alismamizda da Y labirent testinde
spontan alternasyon sonuclari degerlendirildiginde gruplar arasinda herhangi bir

farklilik gozlemlenmemistir.

VPA indiiklii prenatal otizm modellerinde yapilan ¢alismalarda kognitif
disfonksiyon raporlayan calismalar bulunmaktayken (254, 255), hipokampal néron
yogunlugu artmasi ile iligkili artan uzaysal 6grenme ve bellek de raporlanmistir (256).

Calismamizda Morris su labirenti egitim fazinda 2. giinde her iki cinsiyette de
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platformu bulma siiresi anlamli sekilde daha uzun bulunurken, 3. ve 4. giinlerde
yalnizca VPA Disi grubu sicanlarin platformu bulma siiresi anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. Bunun yaninda prenatal VPA grubu disilerin hedef kadranda gegirilen
stire ve platformu ¢aprazlama sayisi VPA Erkek grubu siganlara kiyasla anlamli
sekilde azaldigi belirlenmis, benzer sekilde prenatal VPA muamelesi disilerde
platformu ¢aprazlama sayisi neredeyse anlamli azalmaya neden olmustur. Cinsiyet
farkinin uzaysal 6grenme ve bellege olan etkisini arastiran bir ¢calismada VPA’ya
maruz kalan disi siganlarin erkek si¢anlara kiyasla uzaysal 6grenmede daha iyi
performans gosterdigini bildirirken, referans bellekleri arasinda herhangi bir fark
raporlamamistir (257). Daha once yapilan bir ¢alismada erkek siganlarin daha fazla
uzun donem potensiyalizasyon ve perforant yolak-dentat girus sinapsina sahip
oldugunu belirtmis ve bunun erkek sicanlarin daha iyi uzaysal 6grenme ve bellek

tizerindeki cinsiyet farkini agiklayabilecegini belirtmistir (258).

Yiikseltilmis art1 labirent, anksiyete ile ilgili davranislari test etmek igin agik alan
testi ile birlikte olduk¢a yaygin kullanilan bir testtir (253). Calismamizda VPA erkek
sicanlarda kapali kolda gecirilen siire tizerinde herhangi bir degisiklige sebep
olmazken, disi si¢anlarda anksiyetik etki gdstermistir. Yapilan bir ¢aligmada VPA
maruziyeti siganlarda anksiyetede azalma (agik kolda gegirilen siirede ve agik kola
giris sayisinda artis) gézlemlenmistir (253). Diger bazi ¢alismalar ise VPA indikli
otizm modelinde anksiyetede artis gozlemlenmistir (241, 259, 260). Oksitosin
hormonu, amigdala, hipokampus ve ventral tegmental alan dahil olmak iizere sosyal
algi, bilis ve sosyal kaygidan sorumlu belirli beyin alanlarinda yogun olarak dagilmis
projeksiyonlar ve reseptorler ile sosyal davranisi modiile etmede 6nemli roller oynar
(261, 262). OSB’nin altinda yatan mekanizmalar hala biiyiik dl¢iide bilinmemekle
birlikte, oksitosin sistemlerindeki eksikligin gelisiminde rol oynadig: 6ne siirtilmiistiir
(263, 264). Amigdala, sosyal davranis ve anksiyeteyi diizenleyen beyin devresinin
onemli bir pargasidir (265). VPA indiiklii otizm modelinde intraamigdaloid oksitosin
uygulamasinin anksiyeteyi azalttigi bildirilmistir (266). Bununla birlikte otistik
cocuklarda oksitosin seviyelerinin diisiik olmaya meyilli oldugu bildirilmistir (267).
Oksitosin seviyelerinin kadinlarda erkeklerden daha yiiksek oldugu bilinmektedir

(268). Bu da disi hayvanlarda olusan otizm sebepli oksitosin azalmasi veya oksitosin
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sisteminde meydana gelen bozulma ve beyin kimyasinin degismesi sonucu artan

anksiyeteyi agiklayabilir.
5.2 Mitokondriyal Dinamiklerin Incelenmesi

Son yillarda, giderek artan sayida ¢alisma hem dogum 6ncesi donemde hem de
hayatin en erken evrelerinde OSB gelisiminde rol oynayan bir patofizyolojik
mekanizma olarak, bagisiklik disfonksiyonu ve bozulmus redoks homeostazi, yani
OxInflammation fenomeni (269) arasinda olasi bir iletisimin katkisina dair kanit
saglamistir (31). Redoks ve bagisiklik sinyal yolaklar1 arasinda bir merkez olarak
mitokondri, OSB patofizyolojisinde merkezi bir rol oynuyor gibi gériinmektedir (270).
Son derece dinamik ve birbirine bagli organeller olarak, mitokondriler, siirekli fiizyon,
fisyon ve biyogenez ve mitofaj gibi devir olaylarindan gecerek sekillerini, boyutlarini

ve sayilarini degistirebilir (271).

VDACY’in verimli biyoenerjetik diizenleme i¢in dis mitokondriyal membran
boyunca metabolitlerin, katyonlarin ve niikleotitlerin akisini diizenleyerek mitokondri
ve sitozol arasindaki metabolik etkilesimi kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Bu goriisle
tutarli olarak, insan VDACI eksikliginin, bozulmus piruvat oksidasyonu ve ATP
tiretimi gosterdigi bildirilmistir (272). Daha sonraki ¢alismalar VDACI eksikliginin
hem oksidatif hem de glikolitik ¢izgili kas biyopsilerinde ETZ komplekslerinde ¢oklu
kusurlara neden oldugunu raporlamistir (273, 274). Bunun yaninda VDAC1 apoptozda
ve oksidatif streste onemli roller iistlenmektedir (275). Sicanlarda yapilan ¢alismalar,
VDAC nin, kaudat ¢ekirdek, hipokampus, hipotalamus ve beyincik dahil olmak {izere
beynin bolgelerinde yogun bir sekilde ifade edildigini gostermektedir (276). Yapilan
birka¢ c¢alismada ise otistik cocuklarin hem kaudat c¢ekirdeginde hem de
serebellumunda anormallikler bildirmistir (277-279). Kronik hafif stres modeli
hayvanlarda yapilan bir ¢aligmada Vdacl ifadesinde kontrol grubuna kiyasla anlaml
derecede azalma bulunmustur (280). Bununla birlikte Vdacl ifadesinde azalma
olmustur (281). Yaptigimiz ¢alismada, VDACL ifadesi postnatal 21. giinde bir
degisiklik gostermemis, postnatal 50. giinde VPA Disi grubu sicanlarda anlamli
olmayan bir azalmaya sebep olurken, VPA Erkek grubu sicanlarda istatistiksel olarak
anlaml sekilde azalmistir. Cinsiyet ayrimi yapilmaksizin yapilan analizlerdeyse VPA

grubu siganlarda, VDAC1 ifadesini anlaml sekilde azalmis bulunmustur.
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COX IV, ETZ iginde bulunan bes proteinden biri olup OXPHOS ile ATP
tiretiminde rol almaktadir (282). Bir olgu sunumunda ti¢ yasindaki bir otizm hastasinin
kas biyopsisinde COX IV’iin referans araliginin altinda oldugu bulunmustur (283).
COX 1V, elektron tasima zincirinin son reaksiyonunu, oksijenin suya indirgenmesini
katalize eder ve ATP sentazin ATP sentezlemek icin kullandig: elektriksel membran
potansiyelinin olusturulmasinda kritik bir rol oynar (284). Calismamizda hem disi hem
de erkek VPA gruplarinda COX IV ifadesi anlamli olarak azalmistir. Bu sonuglar COX
IV ifadesindeki azalmanin mitokondriyal membran potansiyelinde bozukluklara sebep

olup mitokondriyal disfonksiyon olusturabilecegini gostermektedir.

Bnip3, ¢esitli hiicrelerde yogun olarak ifade edilir ve mitokondriyal disfonksiyon,
mitokondriyal otofaji (mitofaji) ve hiicre apoptozu dahil olmak iizere ¢ok sayida
hiicresel sinyal yolaga katilarak bir¢ok hiicresel fonksiyonda yer alir (285-288).
Spesifik disfonksiyonel mitokondriye yanit olarak transkripsiyonel bir hedef olarak,
Bnip3 oncelikle LC-3 ve ilgili molekiiler reseptorleri ile etkilesim yoluyla
mitokondriyal yikim ve mitofajiyi diizenler (289, 290). OSB fare modelinde yapilan
bir galismada, yabanil tip farelere kiyasla prefrontal kortekste Bnip3 gen ifadesinde bir
artis gozlemlenirken protein ifadesinde herhangi farklilik gézlemlenmemistir (291).
Bizim ¢alismamizda ise Bnip3 ifadesinde herhangi bir farklilik gozlenmemistir. Bu
farkliligin nedeni farkli otizm hayvan modelleri ve farkli kemirgen tiirleri olmasi

olabilir.

Parkin ve PINK1, islevsiz mitokondrinin segici olarak ortadan kaldirilmasi igin
bir otofajik yol olan mitofajinin kilit diizenleyicileridir (292). PINK1 ve Parkin
tarafindan indiiklenen mitofajiye, ubikuitin baglama motiflerine ve LC3B baglama
motiflerine sahip adaptor proteinler aracilik eder (293). Bunun yaninda mitofaji ve
otofaji arasindaki se¢im Parkin proteininin 6nemli bir substrati olan VDACI’i
ubikitinleme paternine gére PINK1 bagimli olarak gergeklesir (293). PARK2 geninde
ortaya ¢ikan mutasyonlar ile OSB arasinda bir iligki belirlenirken bu mutasyonlarin
farkli olmasina ragmen otizm olustugu ancak semptomlarin degistigi belirtilmistir
(294). Cin’de yapilan bir ¢alismada ise otistik bireylerde belirli ekzonlarin delesyonu,

dolayisiyla kopya sayisi varyasyonu sebebiyle azalan Parkin proteinini tireten PARK2

geninde azalma, otizmle iliskili bulunmustur (295). Calismamizda P50°de PARKIN
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ifadesi hem disi hem de erkek VPA gruplarinda anlamli sekilde azalirken, PINK1
ifadesi yalnizca disi bireylerde anlamli sekilde azalmis, erkek bireylerde de ciddi
sekilde azalmasma ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Cinsiyet gézetmeksizin yapilan analizlerde ise her cinsiyette de P50’de bu iki genin
ifadesinde anlamli diisiis gézlenmistir. VPA indiiksiyonu sonucu azalan PINK1 ve
PARKIN ifadeleri mitofajide azalmaya sebep olarak hasarli mitokondri birikimine

sebep olup otizm patolojisine katkida bulunabilir (296).

Adaptor bir protein olarak P62, tanima ve segici otofajide kritik bir rol
oynamaktadir (297). P62, stres uyaranlarina yanit olarak ubikuitin ve otofajik bilesen
olan LC3 ile etkilesim yoluyla ubikitinlenmis proteinleri otofagozoma tasir (298). P62,
PARKIN bagimli mitofajide ubikitinlenmis dig mitokondriyal membran proteinlerini
taniyarak baglanirken PARKIN bagimsiz mitofajide de rolii bulunmaktadir (299-301).
Genetik otizm fare modeli kullanilan bir ¢alismada ubikitinlenmis agregasyonu ve
bozulmus otofaji gozlemlenmistir (302). Benzer sekilde baska bir OSB benzeri fenotip
gosteren bir genetik modelde p62 protein seviyelerinde azalma gézlemlenmistir (303).
Buna karsin, OSB hastalarinin bir alt grubunda yapilan bir postmortem beyin ¢aligmasi
p62 protein seviyelerinde artis gostermistir (304). Bizim ¢alismamizda P50. giinde
hem erkek hem de disi VPA grubunda p62 ifadesinde anlamli sekilde azalma
gozlemlendi. Baz1 calismalar asir1 otofaji aktivasyonunun otizme neden oldugunu
gosterirken, diger ¢aligmalar otofaji eksikliginin otizme neden oldugunu gostermistir
(305-309). OSB’li hastalarin postmortem beyinlerinde yapilan bir ¢alismada disregiile
otofaji ve hiperaktif mTOR sinyali gézlendi (307). Ayn1 ¢alisma temporal kortekste
otofagozom belirteci LC3-1I'nin azaldigi ve otofaji substratt p62’nin arttigini
gostermistir (307). Mikrogliada otofaji kaybinin, sinaptik budanmayi bozdugu ve
dendritik diken yogunlugunun artmasina ve OSB’nin gdstergesi olan anormal sosyal
etkilesim ve tekrarlayan davranislara neden oldugu bildirilmistir (310). LCS3,
otofagozomlarin yani sira otofajik aktiviteyi izlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
belirtegtir (311). Ayrica, segici otofaji sirasinda, LC3’iin, kargo reseptorleri ile
etkilesim yoluyla segici kargoyu otofagozoma almak i¢in bir adaptdr protein olarak
islev gordigiinii gosterilmistir (312). Calismamizda LC3B ifadesi P50°de hem disi
hem de erkek VPA grubunda anlamli sekilde diismiistiir. Benzer sekilde VPA ile

indiiklenmis otizm modeli hayvanlarda aktif LC3 miktar1 anlamli sekilde azalmis ve
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mTOR inhibisyonu ile otofajik aktivitenin artmasinin OSB benzeri fenotipte
diizelmeye sebep oldugu bildirilmistir (313). Bir diger c¢alismada da mTOR
inhibisyonunun VPA indiiklii otizm modellerinde mTOR hiperaktivitesi kaynakli aktif
LC3’te azalma bildirilmistir (314). Bu sonuglar bozulan mitofajik aktivitenin VPA

indiikli otizm patofizyolojisnde dnemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

Metazoanlarda mitokondriyal membran fiizyonu, sirasiyla dis ve i¢c zar
flizyonunda gorev alan biiyilk GTPaz’larin dinamin ailesinin {iyeleri olan Mfn1/2 ve
Opal tarafindan katalize edilir (315, 316). Yapilan bir ¢alismada, genetik fare otizm
modelinde mitokondriyal flizyonda azalma ve fragmente mitokondride artis
gozlenirken OPA1 protein seviyelerinde farklilik gézlenmemistir (317). Bir baska
calisma otistik cocuklarda Mfnl ve Mfn2 seviyelerinde anlamli derecede artis, Opal
seviyelerinde ise anlamli derecede azalma gbzlemlenmistir (318). Mitokondriyal DNA
polimeraz gama mutasyonlari tasiyan hastalarin fibroblastlari {izerinde yapilan bir
calismada VPA’nin mitokondriyal biyogenezi arttirdigi bulunmustur (319). OSB’li
cocuklarin yapilan oral mukoza orneklerinde ise OPAL gen ifadesinde istatistiksel
olarak anlamsiz bir artma gézlemlenmistir (320). Bizim ¢alismamizda ise OPAL
seviyeleri VPA Disi grubu ve erkek hayvanlarda artarken bu artis yalnizca VPA Erkek
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Cinsiyet gozetmeksizin yapilan
analizlerde ise yine VPA grubunda OPAL seviyeleri anlamli sekilde yiiksek bulundu.
Buna goére, OPAl ifadesindeki artisin nedeni, mitokondri hasariyla birlikte
homeostatik seviyelerde OXPHOS yapamayan ve mitofajiyle yok edilemeyen hasarli
mitokondrilerden dolay1 iiretilen ATP seviyesi azalirken, gereken ATP’yi saglamak
icin bir tamir mekanizmasi olarak mitokondriyal kapasiteyi arttirmak amaciyla

mitokondriyal fiizyon gergeklestirme gabasi olabilir (321).

Oksidatif stres, pro-oksidan ¢evresel toksik maddelerden kaynaklanan (322-325)
ve aktive edilmis bagisiklik hiicrelerinden (54, 326) iiretilen ROS, mitokondriyal
disfonksiyon ile OSB arasinda 6nemli bir baglant1 olabilir. Birbiriyle bagimli vaka
kontrollii ¢alisma, OSB’li ¢ocuklarin plazma, bagisiklik hiicrelerinde ve postmortem
beyinlerinde, oksidatif stres ve hasar1 belgelemistir (327-330). Otistik ¢ocuklarin
periferal kan lenfositlerindeki mitokondriyal aktivitesinde diisiis gozlemlenmistir

(331). Bunun yaninda anormal lenfosit aktivasyonu (332, 333) ve monosit
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proinflamatuar sitokin {retimi (334-336) de dahil olmak fiizere ¢esitli immiin
anormallikler OSB’de tekrarlanabilir sekilde rapor edilmistir ve bunlarin OSB’nin ana

ve OSB ile alakali semptomlarinin siddetinin artmasi ile iliskili oldugu bulunmustur.

MitoGreen, MitoRed ve MitoSOX sirasiyla mitokondriyal kiitle (337), membran
potansiyeli (338), mitokondriyal ROS (339) miktarinin tespiti i¢in kullanilan floresan
boyalardir. MitoGreen tiim mitokondriyal kiitlenin belirlenmesi igin kullanilan bir
floresan belirte¢ oldugundan saglikli veya hasarli mitokondri miktarini belirtmez ve
ozellikle eger mitofajik yolaklarda bir problem varsa ve hasarli mitokondri birikimi
durumu s6z konusuysa alinan sinyal yiiksek olabilir (337). MitoRed mitokondriyal
membran potansiyelini belirlemede kullanilir ve membran potansiyeldeki uzun siireli
diisis istenmeyen hiicre oOlimiine sebep olabilir (340), ancak ayni zamanda
mitokondriyal membran potansiyelindeki orta siddete bir depolarizasyon
mitokondriyal ROS iiretimini engelleyip antioksidan bir mekanizma olarak gorev
gorebilir (341). Belirli seviyede ROS miktar1 hiicre fonksiyonu ve sagkalimi igin
gereklidir (342). MitoSOX ise mitokondriyal ROS iiretimini géstermekte olup, artan
mitokondriyal ROS miktar1 g¢esitli patolojilere sebep olmaktadir (343, 344).
Calismamizda P21°de VVPA grubunda hem lenfosit popiilasyonunda hem de monosit
popiilasyonunda mitokondriyal kiitle ve mitokondriyal membran potansiyelinde
anlamli olarak azalma bulunmustur. Bu bulgumuz bize VPA’nin mitokondriyal
periferal kandaki lenfosit ve monositlerde disfonksiyona sebep oldugunu
gostermektedir. VPA ve kontrol grubundan elde edilen lenfositlerin mitokondriyal
ROS miktarinda herhangi bir fark bulunmamis olup, VPA grubu monositlerde P21°de
mitokondriyal ROS miktari anlaml sekilde yiiksekti. Monositlerin lenfositlerden daha
yiiksek miktarda oksidatif fosforilasyon yapmasi (345) VPA uygulamasi sonucu
monositlerdeki mitokondriyal ROS miktarinin erken donemde artmasinin sebebi

olabilir.

P50’de erkek VPA grubunda lenfositlerin mitokondriyal kiitle ve mitokondriyal
membran potansiyeli, kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunurken,
mitokondriyal ROS miktar1 degismemistir. Monositlerde ise P50’de erkek VPA
grubunda lenfositlerin mitokondriyal kiitle, mitokondriyal membran potansiyeli ve

mitokondriyal ROS miktar1 farkli bulunmamistir. P50°de disi VPA grubunda
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lenfositlerin mitokondriyal kiitle ve mitokondriyal membran potansiyeli kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunurken, mitokondriyal ROS miktar
degismemistir. Yine P50 disi VPA grubunda monositlerin mitokondriyal kiitle,
mitokondriyal membran potansiyeli anlamli derecede diisiik bulunmus ve
mitokondriyal ROS miktar1 farkli bulunmamistir. Otizmli bireylerde PBMC’lerde
metabolik aktivitenin bozulmus oldugu yaymlar mevcuttur (346-348). P50’de
mitokondriyal kiitlede erkeklerde meydana gelen artis ve buna paralel olarak OPA1
ifadesindeki artis mitokondriyal fiizyondaki artis1 diisiindiirmektedir. Mitokondriyal
dinamiklerdeki bu cinsiyetler aras1 farkliliklarin sebebi, cinsiyetler arasi otizm sonucu
olusan inflamatuvar yanitlardaki farkliliklar olabilir (347). Bunun yaninda prenatal
cevresel etkiler sonucu olusan ¢ok ¢esitli mitokondriyal disfonksiyonlar da bu
farkliliklarin sebebi olabilir (348). OSB’li ¢ocuklarda 3 ve 6 yaslarinda yapilan bir
arastirmada ise otizm siddetinin kizlarda erkeklere oranla daha az siddetlendigi
belirtilmistir (349). Ancak bu ¢alismada g¢ocuklarin aldigi tedavi bildirilmemis ve

otizmin kaynagi kesin olarak bilinmemektedir.

Postnatal 21. giinde gozlenmeyip postnatal 50. giinde gézlemlenen mitokondriyal
dinamiklerdeki VPA kaynakli degisiklikler, mitokondriyal dinamiklerin otizmin

gelisim siirecinde bozuldugunu diistindiirmektedir.
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6 SONUC

Calismamizda, sicanlarda VPA ile indiiklenen otizm modelinde P21 grubunda
cinsiyetten bagimsiz olarak, sadece mitokondriyal dinamikler incelenirken, P50°de ise
cinsiyetler arasi biligsel ve davranigsal faktorlerle birlikte kortikal mitokondriyal
dinamikler ve lenfosit ve monositlerde mitokondriyal profili inceledik. VPA indiiklii
otizm modelinde disi ve erkek hayvanlar eslenik kontrol gruplarina gore, ozellikle
davranigsal/biligsel testlerde farkli yanitlar olusmustur. Bunun yaninda, mitofaji iliskili
genler ve COX IV ifadesinde VVPA grubunda benzer yanitlar alinmistir (P21’de benzer
ifadeler goriiliirken, P50°de goriilen farklar). Bir mitofiizyon geni olan OPAL ifadesi
ise VPA gruplart arasinda cinsiyet agisindan P50°de farklilik gostermistir. Yanisira,
otistik si¢anlarda periferik kan dolasiminda inflamasyonun incelenmesinde kullanilan
PBMC’ler mitokondriyal kiitle, membran potansiyeli ve ROS miktar1 arasinda
farkliliklar hem donemsel hem de cinsiyet agisindan fark gostermistir. Calismada elde

edilen sonuglarin genel bir 6zeti Sekil 17 ve 18’da verilmistir.

E12,5 P21

VPA

Lenf. Mono.
Kiitle | B |
Mitokondriyal Membran potansiyeli
Dinamikler ROS l l'
- t

Sekil 17. P21°de periferik lenfosit ve monositlerdeki mitokondriyal dinamiklerin genel

bir Ozeti.
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Sekil 18. P50’de (A) davranmigsal/bilissel test sonuglarinin ve (B) mitokondriyal

dinamiklerin genel bir 6zeti.

Calismamizin ~ sonuglari, prenatal VPA  maruziyetinin  mitokondriyal
disfonksiyona yol a¢ip otizm benzeri davraniglara sebep olabilecegini dngdrmekte
olup, bunun disi ve erkek bireylerde farkliliklara yol agabilecegini diislindiirmektedir.
Bununla birlikte PBMC mitokondriyal dinamiklerinde gerceklesen bozukluklar
cinsiyete bagli olarak otizmde farkli sekillerde seyredebilmektedir. Postnatal 21.
giinde, mitokondriyal dinamiklerde degisiklik gozlenmeyip postnatal 50. giinde
degisiklik gozlenmesi, mitokondriyal dinamiklerin otizmin gelisim siirecinde

bozuldugunu diistindiirmektedir. Sonug olarak, otizmde cinsiyet farkliliklarinin neden
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oldugu degisikliklerle ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmakta ve PBMC’lerde

gerceklesen mitokondriyal dinamikler daha farkli ¢aligmalarla incelenmelidir.
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8.1

EK 1: Hayvan deneyleri yerel etik kurul izni
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