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OZET

Unal D. Otizm Spektrum Bozuklugunda Néroinflamasyonun Sinaptik Plastiklik
Uzerine Etkileri, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel
Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programi, Doktora Tezi,Ankara, 2024. Otizm
spektrum bozuklugu (OSB) etyopatogenezinde noroinflamasyonun yer aldigina dair
bulgular elde edilmistir. Bununla birlikte ndroinflamasyonun nasil bir mekanizma
tizerinden OSB tablosunu ortaya ¢ikarabildigi agik degildir. Bu tez caligmasinda
antiinflamatuvar nitelikteki M2 tip mikroglialarla proinflamatuvar nitelikteki M1 tip
mikroglialar arasindaki dengenin bozuldugunu, buna bagli olarak dendritik
budanmanin azaldigini, dolayisiyla sinaptik yogunlugun arttigini; bunun sonucunda
OSB belirtilerinin ortaya ¢iktigini hipotez ettik. Calismamizda OSB, farelerde maternal
immiin aktivasyon (MIA) ile modellenmistir. MIA modeli gebeligin 11,5. ve 12,5.
giinlerinde sentetik ¢ift zincirli RNA Poly (I:C) uygulamasiyla gerceklestirilmistir. Bu
annelere dogan yavrular birinci ayda davranis testleri (iic bolmeli sosyallesme testi
yeni nesne tanima testi ve bilye gdmme testi) ile degerlendirilmistir. Beyin kesitlerinde,
medyal prefrontal korteks (PFK), hipokampus, striatumda kalinlik 6l¢timleri yapilmistir.
PFK’da yapilan immiinohistokimyasal igaretlemelerde mikroglialar Ibal, M1 tip
mikroglialar CD86 ve M2 tip mikroglialar Ym1 antikoruyla isaretlenmistir. Poly (I:C)
uygulanan gebelerin yavrularinin davranislarinda OSB’nin farkli klinik goriiniimleriyle
uyumlu spektrumsal bir dagilim gézlenmistir: Bir grup farede sosyal defisitler daha
belirginken, diger grupta stereotipik davranislarda artis goriilmiistiir. Boylece, kontrol
(PBS) grubu, stereotipik davranis baskin Poly (I:C) grubu ve sosyal defisit baskin Poly
(I:C) grubu olarak 3 ayr1 grup olusturulmustur. Hipokampusun kalinlig1 stereotipik
davranig baskin Poly (I:C) grubunda diger iki gruba gore artmis bulunmustur.
Hipokampus kalinligi ile stereotipik davranis ve striatum kalinlig1 ile 6grenme skorlari
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Hipokampus kalinligimin striatum kalinlig
ile pozitif korelasyonu oldugu goriilmiistiir. Iba-1, Ym-1, CD86 ile isaretlenen
mikroglia sayist gruplar arasinda degismemistir. Sinaptik c¢ikinti saymm teknik
aksakliklar nedeniyle tamamlanamamustir.

Anahtar Kelimeler: Otizm, néroinflamasyon, maternal immun aktivasyon, mikroglia,

sinaptik budanma

Bu arastirma Hacettepe Universitesi BAP (18547) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Unal D. The Effects Of Neuroinflamation On Synaptic Plasticity In Autism
Spectrum Disorders, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Basic Neurological Sciences (Neuroscience) Program, Doctor of Philosophy
Thesis, Ankara, 2024. Neuroinflamation has been found to be related with Autism
Spectrum Disorder (ASD) However, it is not clear how neuroinflamation causes
autism symptoms as a mechanism. In our study, it is aimed to undertand the role of
neuroinflamation in the pathophysiology of ASD by using a Poly (I:C) Maternal
Immun Activiation (MIA) Model. We hyphothesized that M2 microglia phenotype
would be seen more than M1 phenotype, due to the less synaptic pruning and, ASD
related behaviours would be seen as a result of the increase in synaptic density.
Behavioral tests assessing social behaviour, repetetive behaviour and learning were
held in the first postnatal month. The generation of the Poly (I:C) injected
mothers showed the socialization deficits dispersed as a spectrum as seen in the
clinic. Thus, three separate groups were formed: the control (PBS) group, the
stereotypic behavior movement-dominant Poly (I:C) group, and the social deficit-
dominant Poly (I:C) group. Afterwards animals were sacrificed and sagittal brain
sections were analyzed. Regional thickness was measured for assessing synaptic
pruning process in the medial prefrontal cortex, hippocampus, and striatum, which
are known to be associated with ASD. Hippocampus was the only thicker region in
stereotypic behaviour-dominant Poly (I:C) group. Also hippocampus thickness
positively correlated with stereotypic behaviour. Striatum thickness was positively
correlated with learning scores. The groups did not differ in terms of microglial
number determined by Iba-1, Ym-1, CD86 labeling. Dendiritic spine number
counting process could not be completed due to technical problems.
Keywords: Autism Spectrum Disorder, neuroinflammation, maternal immun

activation, synaptic pruning

This study was supported by Hacettepe University Coordinatorship of Scientific
Research Projects (18547).
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1 GIRIS

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal-iletisimsel alanda belirgin
yetersizlik ve siurl, tekrarlayict davraniglar ile karakterize, diinya ¢apinda yaklasik
%1,7 (59 cocukta bir) sikliginda goriilen norogelisimsel bir bozukluktur (1).
Erkeklerde kizlardan daha sik goriilmekle birlikte, belirtilerin goriiniimii ve siddeti,
bireyin gelisim seviyesi, kronolojik yasa gore farkliliklar gostermektedir. Erken
baslangi¢ ve belirtilerin kronik seyri hem birey hem toplum i¢in 6nemli maddi manevi
sorunlar olusturan, su an i¢in bilinen tedavisi olmayan bir bozukluktur. Miidahaleler,

rehabilitasyonu saglamak, ek psikiyatrik sorunlar1 gidermek diizeyindedir.

OSB etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Bilinen genetik bir
degisiklikle iligkisi gosterilemeyen ve sendromik olmayan olgularda, yine genetik bir
zeminde, prenatal veya postnatal donemde ¢evresel etkenlerin etkilesimiyle
bozuklugun olugsmus olabilecegi diistiniilmektedir (2). Hem tedavi edici hem koruyucu
miidahale secgeneklerinin giindeme gelebilmesi i¢in bozuklugun altinda yatan

mekanizmalarin aydinlatilmasina ihtiyag vardir.

OSB’li bireylerde, OSB belirtilerinin ortaya ¢ikis doneminde kafa ¢evresinde,
beyin hacminde, kortikal ndéron sayisinda artis gorildiigii birgok calismada
gosterilmistir (3, 4). Kortikal asir1 kalabalik noéron popiilasyonlarinin, sosyal ve dil
becerilerini diizenleyen temporal bolge ve amigdala iliskili devrelerin olusumunu
bozdugu ileri siiriilmiistiir (5, 6). Oliim ardi1 ¢alismalarda OSB’li bireylerin beyin
agirhiginin kontrollere gore fazla oldugu, 6zellikle medyal prefrontal korteks (PFK) ve
dorsolateral PFK kalinliginda ve néron ve kalinlik artis oldugu gosterilmistir (4).
Bunun yanisira OSB’li bireylerin beyinlerinin 6liim ard1 incelemelerinde serebellum,
amigdala ve striatumun hiicresel yogunlugunda degisim bildirilmistir (7). OSB’li
bireylerde yapilan yapisal ve fonksiyonel norogoriintileme calismalarini gézden
geciren analizlerde PFK alt alanlar1, bazal ganglionlar (kaudat ¢ekirdek ve putamen),
hipokampus, gérme korteksi, sensorimotor korteks, serebellum ve talamus OSB
belirtileri ile iliskili bulunmustur (8, 9). Inbred bir tiir olan ve dogal OSB modeli olarak
kabul edilen BTBRT+tf/J farelerde postnatal yedinci giinde kortikal kalinlikta artig
oldugu gosterilmistir (10). Norogoriintiileme ile doku incelemesinin beraber yapildigi

bir calismada da, BTBRT+tf/J farelerde kontrollere gore medyal PFK ve insulada



kortikal kalinlikta artig tespit edilmistir (11). Bu veriler OSB’de sinaptik budanma
stirecinde aksama oldugunu diisiindiirmekle birlikte (Sekil 1-1), bu aksamaya neden

olan mekanizmalara dair halen yeterince veri yoktur.

Son yillarda bu mekanizmalari anlamaya yonelik yapilan bazi insan ve
hayvan c¢alismalarinda, OSB patofizyolojisinde ndroinflamasyonun roliine dair
kanitlar elde edilmistir (12). Insan galismalarinda, OSB’li hastalarin hem periferik
dolagiminda (13), hem de 6liim ardi beyin dokusu incelemelerinde proinflamatuvar
sitokin diizeylerinde ve mikroglia aktivitesinde artig, antiinflamatuvar sitokin
diizeylerinde (3) ve kompleman C3 aktivitesinde diisiikliik bildirmistir (14). Bu
bulgular néroinflamasyonun gelisen beyinde antiinflamatuvar-proinflamatuvar yanit
dengesindeki ve kompleman yolagindaki aksamalarin sinaptik budanma tizerinden
olumsuz etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (15). Ancak néroinflamasyonun nasil
bir mekanizma iizerinden OSB tablosunu ortaya ¢ikarabildigi ile ilgili heniiz net

bilgiler elde edilememistir.

Noroinflamasyon OSB iliskisi ¢esitli hayvan modelleri iizerinde de
gosterilmistir. Inflamasyon tetiklenen hayvan modellerinde OSB benzeri davranis
problemleri gozlemlenmistir (16). OSB etiyolojisinde gebelik doneminde annenin
viral enfeksiyon gegirmesi risk faktorleri arasinda sayildigindan, poliriboinosinik-
poliribositidilik asit (poly I:C) ile uygulanan maternal immun aktivasyon (MIA)
modelinin otizm ¢aligmalar1 i¢in uygun bir model oldugu diisiiniilmektedir (17). MIA
modelinde otizm néroinflamasyon iligkisi hem davranis testleriyle hem de hiicresel
diizeyde gosterilmistir (18). MIA modelinde gebe disi hayvanlara uygulanan
poliriboinosinik-poliribositidilik asit (poly I:C), sentetik ¢ift zincirli bir RNA’dir ve
Toll-like reseptor-3’e baglanarak, NF-xB aktivasyonu ve TNF-a, IL-6, IL-12 gibi
sitokinlerin artigina neden olur (19). Gebelikte gegirilen soguk alginlig1 veya firsatci
viral enfeksiyonlar1 taklit eder(20). Gebe farelere sistemik olarak poly I:C
verildiginde, yavrularda otizm benzeri davraniglar ve kortikal tabaka olusumunda
bozulma, noéron sayisinda artig, reelin azalmasi, hipokampusta artmis mikroglia
aktivitesi, GFAP ifadesinde artis gézlenmistir(21, 22). Benzer sekilde gebelikte hava
kirliligine maruz kalan farelerin yavrularinda, 6zellikle serebellar bdlgede kortikal

kalmlik artis1 ve histolojik olarak da hiicre artis1 gosterilmistir(23). Ozetle hayvan



calismalart MIA, kortikal gelisim farklilig1 ve noroinflamasyon arasindaki iliskiyi

desteklemektedir (24).

Mikroglialar beynin savunma hiicreleri olarak bilinmekle birlikte, farkl
fenotiplerde iken farkli gérevleri yerine getirebilirler. Ornegin klasik aktivasyonda
goriilen M1 fenotipindeki mikroglialarin viral veya bakteriyel enfeksiyona karsi
savunma rolii varken, alternan aktivasyonda goriilen M2 fenotipindeki mikroglialarin
cevabinda ise daha cok viral enfeksiyonun yarattig1 hasarin antiinflamatuvar etkiyle
diizeltilmesi 6n plandadir. M2 mikroglialarin noral progenitor hiicrelerin {iretimi ve
myelin olusumunu destekleyen beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BDNF) salgiladigi
da bilinmektedir(25) (26). Ayrica, mikroglialar sinaptik budanma siirecinde kritik bir
role sahiptir. OSB’de rol alan noéroinflamatuvar sinyal mekanizmalari iginde
mikroglialarin 6nemli bir yeri oldugu, prenatal viral enfeksiyon ile antiinflamatuvar
nitelikteki M2 tipi mikroglialarin etkilerinin arttigi, sinaptik budanmanin bozuldugu
ve yanlig sinaptik baglantilar olustugu bildirilmistir (27, 28). OSB’li bireylerin 6liim
ard1 beyin incelemelerinde artmis mikroglia aktivasyonu ve dorsolateral PFK’da
artmis mikroglial yogunluk tespit edilmistir (29). Yine 6liim ardi beyin dokularinda,
temporal kortekste aktif mikroglia sayisinda artis bulunmustur (30). Ayrica, M2 tipi
mikroglialara ait gen ekspresyonunun 6liim ardi OSB bireylerin beyinlerinde PFK’da

artmis oldugu, serebellumda degismedigi goriilmiistiir (31).

OSB hayvan modellerinde dentat girus ve hipokampusta sinaptik
maturasyonu saglayan sinaptik budanma eksikliklerinin otizmdeki bazi davranig
problemleriyle iliskili oldugu gosterilmistir (32). Mikroglia tlizerindeki fraktalkin
reseptoric CX3CR1'1 silinmis hayvanlarda, hipokampus CA1 bolgesinde immatiir
sinapslarin budanmasinda aksaklik, artmis eksitatuvar iletim ve bunlarla iligkili
davranis sorunlar1 gosterilmistir (33). Buna paralel olarak hem Poly (I:C) ile hem de
LPS ile yapilan MIA otizm modellerinde dentat girus ve subventrikiiler zonda yapilan
immunohistokimyasal isaretlemelerde M2 mikroglia hakimiyeti gosterilmistir (34,

35).
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Sekil 1-1 Norogelisimsel bozukluklarda genetik ve gevresel etkenlerin etkilesiminin
norogelisim tizerindeki etkisi.
Dendritik ¢ikint1 sayisindaki degisiklik ile belirtilerin ortaya g¢ikmasi arasindaki

zamanlama iligkisi 6zetlenmistir. Sekil Forrest ve ark. 2018 den adapte edilmistir(36).
CNV: Kopya sayisi varyanti, SNV: Tek niikleotid varyanti, SNP: Tek niikleotid polimorfizmi.

Bu ¢alismada; MIA yéntemiyle olusturulan OSB modelinde, fakl1 fenotipteki
mikroglialarin OSB patogenezindeki yeri ve onemi ile sinaptik budanma tizerindeki
etkisinin aydinlatilmas1 hedeflenmistir. Hipotezimiz OSB belirtileri gdsteren
hayvanlarin beyninde medyal prefrontal kortekslerinde M2 tipi mikroglialarin M1
mikroglialara gore baskin goriilecegi ve bunun sinaptik yogunluk artis1 ile iligkili

bulunacag: idi. Oncelikle MIA modeli olusturmak icin Poly (I:C) uygulanan gebelerin



yavrularinin = davraniglarinda  OSB’nin  farkli  klinik  goriiniimleriyle uyumlu
spektrumsal bir dagilim gozlenmistir: Bir grup farede sosyal defisitler daha
belirginken, diger grupta stereotipik davraniglarda artig goriilmiistiir. Béylece, kontrol
(PBS) grubu, stereotipik davranis baskin Poly (I:C) grubu ve sosyal defisit baskin Poly
(I:C) grubu olarak 3 ayr1 grup olusturulmustur. Prefrontal korteks kalinligi gruplar
arasinda benzer saptanmistir. Ancak hipokampusun kalinlig1 stereotipik davranig
baskin Poly (I:C) grubunda diger iki gruba gore fazla bulunmus, bunun yani sira
hipokampus kalinligi ile stereotipik davranis arasinda pozitif korelasyon saptanmuistir.
Striatum kalinliginda gruplar arasinda fark bulunmamistir, bununla birlikte striatum
kalinligr ile Ogrenme skorlar1 arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir.
Hipokampus kalinliginin striatum kalinhig1 ile pozitif korelasyonu oldugu
goriilmistiir. Medyal prefrontal kortekste mikroglial hiicre belirteci Iba-1, Ym-1,
CD86 ile isaretlenen mikroglia sayist gruplar arasinda degismemistir. Sinaptik
yogunluk artisin1 belirtmek {izere yapilmasi planlanan dendritik ¢ikinti sayimi
konfokal goriintiileme sisteminde giderilememis teknik aksaklik nedeniyle

tamamlanamamustir.



2 GENEL BILGILER
2.1 OSB Klinik Ozellikleri

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal yetersizlik, sinirl ilgi alanlar1 ve
tekrarlayan davranislarla karakterize, kronik bir hastaliktir (2). Bozuklugun 6nlenmesi
ya da dogum oncesi tanis1 miimkiin olmadig1 gibi, tan1 ya da tedavi takibine yonelik
laboratuvar testleri de mevcut degildir(36). Erkek cinsiyette baskin goriilen bu
bozuklugun yayginliginin giderek artmasi, onu yaygin bir halk saglig1 sorunu haline
getirmektedir(37). Bu sikliktaki artisin hem belirtilerle ilgili toplumsal ve klinik
farkindaligin artip tanilanan hasta sayisinin artmasiyla, hem de risk faktorlerinin de

artis gostermesiyle iliskili oldugu diigiiniilmektedir.

Klinik sunumdaki heterojenlik, OSB etiyoloji arastirmalarinda biiyiik bir
zorluktur. OSB ile siklikla anksiyete bozukluklari, obsesif-kompulsif bozukluk, tik
bozukluklar1 ve duygusal regiilasyon sorunlar birlikte goriilmektedir ve bu da farkl
klnik goriintimlerle ortaya ¢cikmaktadir (38). Eslik eden psikiyatrik hastaliklar disinda
belirtilerin ¢esitliligi ve siddeti hastadan hastaya degismektedir. OSB'nin bir ucunda
zihinsel engelli ve siirekli denetime ihtiyag duyan ciddi davranig sorunlar1 olan
hastalar, diger yanda akademik basaris1 yiiksek, bagimsiz bir yasam kurabilen hastalar

vardir (Sekil 2-1).

OSB  tamisinin  farkli  semptom  kiimelerini  icermesi, OSB'nin
patofizyolojisinde farkli beyin devrelerinin rol oynadigini diisiindiirmektedir. Sosyal
eksiklik, farkli hastalarda degisen siddette, karsiliklilik, sozsiiz ve sozlii iletisimdeki
eksikligi iceren ana temel semptom kiimesidir. Diger bir semptom kiimesi ise
basmakalip hareketler, aynilikta 1srar, sinirl ilgi alanlar1 ve ¢evrenin duyusal yonlerine
karsi hipo/asirt duyarlilik olarak ortaya c¢ikan smirli ilgi alan1 ve tekrarlanan
davranislardir. Zihinsel yetersizlik ve buna bagli 6grenme sorunlar1 da siklikla birlikte
goriilebilmektedir. Son olarak 2013 yilinda The Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders, Fifth Edition (DSM-V, OSB tanis1 altinda bir spektrum teriminde
tanimlanan klinik tablolar1 bir araya getirmistir (1). DSM'nin kategorik yaklagimi tani
ve insidans c¢alismalarini kolaylastirmayr amaclamistir ancak ne yazik ki
bozukluklarin altinda yatan beyin devrelerini ve arkasindaki mekanizmalar1 anlamakta

yetersiz kalmistir.
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Sekil 2-1 OSB de goziiken semptom kiimeleri ve zorluk alanlarinin heterojenligi.
(Sekil Rosen ve ark. (2021) den adapte edilmistir (40)).

DEHB: Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu, OKB:Obsesif Kompulsif Bozukluk, BY: Bilissel
yetersizlik.

2.2. OSB Etyolojisi

OSB'nin etiyolojisinin kesin nedeni hala belirsizligini korumaktadir. Ikiz
caligmalari, monozigotik (MZ) ikizler arasinda yiiksek uyumun, dizigotik (DZ)
ikizlerden ¢ok daha diisiik olmas1 OSB'nin giiclii bir genetik baglantiya sahip oldugunu
gostermektedir (39). OSB’li hastalarin %10-30'unda denovo ve kalitsal genetik
varyantlar etyolojide sorumlu bulunmaktadir. TSC1/TSC2 (tiiberoskleroz kompleksi)
veya FMRI1 (kirilgan X mental retardasyon 1) genlerindeki mutasyonlar gibi OSB
riskini artiran bazi gen mutasyonlart bir siiredir bilinmektedir ve yenileri
kesfedilmektedir (6rn. kromodomain helikaz DNA-baglayici protein 8 (CHDS8); dual
specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1A (DYRKIA), ve sodyum
voltaj kapili kanal alfa alt birim 2 (SCN2A) (42). Genetik arastirmalar disinda ¢gevresel
etkenler de siklikla arastinlmistir. Gebelikte valproik asit kullanimi (40), hava
kirliligine maruz kalma ve babanin gebelik yas1 gibi ek faktorler, ¢ocukta OSB
olasiligini artirabilir (41, 42). Saglikli annelerle karsilagtirildiginda tip 1 veya tip 2
diyabet ve gebelik diyabetinin bulundugu annelerden dogan bebeklerde OSB riskini

arttirmaktadir (43). Bunlara ek olarak, epidemiyolojik ¢aligmalar hamilelik sirasinda



annenin enfeksiyonu ile yavrularda norogelisimsel kokenleri olan merkezi sinir
sistemi (MSS) hastaliklar1 arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Sekil 2-2).
Rubellaviriis, sitomegaloviriis veya toksoplazmagondii gibi farkli enfeksiyoz
patojenlere maruz kalma da norolojik gelisimde bozulma ve néropsikiyatrik bozukluk

riskiyle baglantilidir (44).

Anne enfeksiyonu ile ¢ocukta OSB tanisi arasindaki baglanti ilk olarak
1960'lardaki Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki kizamikg¢ik salginindan sonra one
stiriilmiistiir. Dogum o6ncesi donemde (6zellikle ilk trimesterde) kizamik¢iga maruz
kalan ¢ocuklar siklikla konjenital kizamik¢ik sendromu olarak adlandirilan hastalikla
dogarlar ve bu ¢ocuklarmn %8-13'{ine daha sonra OSB tanis1 konulmustur (45). Ilging
bir sekilde, enfeksiyonun kendisinden ziyade annenin bagisiklik sisteminin
aktivasyonu, yavrularda artan OSB riski ile iliskili gibi gériinmektedir (46). Jiang ve
ark. (2016) tarafindan yapilan bir meta-analiz gebelik sirasinda anne enfeksiyonunun,
ister bakteriyel, ister viral olsun, birinci veya ikinci trimesterda meydana gelmesi
durumunda, dogan yavrularda OSB riskinde %12'lik bir artisla iligkili oldugunu
belirtmistir (50). Bu da MIA zamanlamasinin énemli oldugunu gdstermektedir (51).
Danimarka Tibbi Dogum Kaydi'ndan elde edilen verilerin analizi, hamilelerin ilk {i¢
aylik donemde viral enfeksiyonlar veya ikinci ii¢ aylikk donemde bakteriyel
enfeksiyonlar nedeniyle hastaneye gotiiriilmesinin, ¢ocuklarda takibeden yillarda OSB

tanisiyla iligkili oldugunu ortaya koymustur (52, 53).

Epidemiyolojik caligmalar, hayvan modelleri ve vaka kontrol caligmalari,
annenin bagisiklik sisteminin aktivasyonunun otizm, Tourette sendromu ve obsesif-
kompulsif bozuklugun ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir faktor olabilecegini gostermistir
(47). Bu risk faktorlerinin annenin bagisiklik sisteminin aktivasyonunun ters
aktarimla, hayvan modellerine dahil edilmesi epidemiyolojik ¢aligmalarin 6ngoriicii

potansiyeline dnemli destek saglamistir (48).
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Sekil 2-2 OSB etyolojisinde genetik, ¢evresel ve epigenetik faktorler.
OSB etolojisine dair gérsel Masini ve ark. 2020 den adapte edilmistir(56).

2.3. OSB Noroinflamasyon iliskisi

Otizm Spektrum Bozuklugunun (OSB) ve sizofreni gibi diger
ndrodavranigsal bozukluklarin patogenezinde noroinflamasyonun rol oynadigi
diisiiniilmektedir (49).Noroinflamasyon ile OSB arasindaki karmasik iliski insan ve
hayvan ¢alismalariyla ortaya konsa da halen agiklanmasi gereken noktalar vardir(50).
Cliagmalar, 6liim sonras1 insan OSB beyinlerinde kan-beyin bariyeri (KBB) biitlinltigii
ile iligkili genlerin ifadesinin degistigini ve ndroenflamasyonun arttigin1 gostermistir
(51-53) . Ayrica, OSB tanisi alan bireylerin en az %69'unda mikroglial aktivasyon
veya noroenflamasyon oldugu gosterilmistir (54). @ sonrasi ¢aligmalar, otizmli
bireylerin beynin cesitli bolgelerinde noéroinflamasyon kanitlar1 gdstermistir (55).
Aragtirmalar, ndroinflamasyonun beyin gelisimi ve OSB ve sizofreni gibi diger
bozukluklarda go6zlenen sosyal biligsel eksiklikler tizerinde etkili olabilecegini

gostermistir (56).

OSB gelisiminde noroinflamasyonun katilimi, anti-beyin antikorlarinin
varlig1, mikroglial aktivasyonun artmasi ve OSB'deki mezokortikostriatal sinir
aglarinda sitokin konsantrasyonlarindaki artiglar arasindaki baglantilarin kanitlariyla
desteklenmektedir (57). Ayrica, OSB'li ¢ocuklarin bir alt kiimesinde néronal dokuya
reaktif antikorlarin varligi, beyindeki bagisiklik fonksiyonunun degistigini
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diisiindiirmektedir; bu da merkezi sinir sisteminde néroglial aktivasyonu ve
noroinflamasyonu gostermektedir (58). Bunlar1 destekler sekilde, OSB'li bireylerin
beyin dokusunda inflamasyon, oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
arasinda bir iliski oldugu rapor edilmistir (59). Ayrica hayvan modelleri, OSB'nin
baslangicinda ve patogenezinde néroinflamasyonun roliine iligkin insan ¢aligmalarina
paralel bilgiler saglayarak, OSB ile iliskili biligsel bozukluklarda néroinflamasyonun
roliinii desteklemektedir (60).

Bagisiklik sistemi iizerine etkiler otoantikor olusumu ile ndronal sistemi
etkiledigi gibi, normal beyin gelisimi ve sinaptik plastisite gelisimi sirasinda gereken
immun proteinlerin gereginden fazla veya az bulunmasi da beyin gelisimini olumsuz

etkileyebilir (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3 Otoantikor ve sitokin akis1 mekanizmalariyla maternal immun aktivasyon
tetiklenmesinin 6zeti.
Sekil Meltzer ve Van de Water (2017) den adapte edilmistir (69).

2.4. OSB - Maternal immun Aktivasyon Modeli

Hamile kemirgenlerde MiA'nin, davranis, histoloji ve gen ekspresyonunda
sizofreni ve otizmi hatirlatan anormalliklere sahip yavrular {irettigi gosterilmistir, bu

da MIA'y1 bu bozukluklar i¢in yararl bir model haline getirmektedir(61). MIA modeli,
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annenin bagisiklik tepkilerinin ¢ocugun nérogelisimi ve ndropsikiyatrik bozukluklarin
etyopatolojisi iizerindeki etkisinin aydinlatilmasinda ¢ok katkida bulunmustur. Bu
hayvan modelleri ile molekiiler mekanizmalar, davranigsal sonuglar ve annenin

bagisiklik aktivasyonunun uzun vadeli etkileri hakkinda degerli bilgiler edinilmistir.

MIA hayvan modelleri maternal immun aktivasyonun tek basina yasam boyu
ndropatolojiyi ve yavrularda degisen davranislart tetiklemek icin yeterli oldugunu
gostermistir (16). Viral enfeksiyon veya sentetik ¢ift iplik¢ikli RNA ile indiiklenen
kemirgen MIA modelinin, sosyal eksiklikler ve tekrarlayan davranislar da dahil olmak
tizere OSB'yi animsatan davranigsal semptomlara sahip yavrular lirettigi gosterilmistir
(62-65). Interldkin 6 (IL-6) ve IL-17a, MIA kaynakli OSB'de anahtar sitokinler olarak
tanimlanmis olup, spesifik inflamatuvar mediyatorlerin annenin bagigiklik

tepkisindeki roliinii vurgulamaktadir (66).

Buna ek olarak, annenin bagisiklik aktivasyon modeli, anormal fetal beyin
gelisiminin altinda yatan temel mekanizmalar olarak fetal mikroglialarin anormal
farklilasmasina ve sitokin aglarinin diizensizligine isaret etmistir; mikroglia, pro-
inflamatuar bir fenotipe yonelik olarak hazirlanmistir ve yavru morbiditesinde rol

oynayan sinaptik budamanin degismesine neden olmustur (Sekil 2-3) (67).
2.5. Mikroglia, Mikroglial Fenotipler ve Sinaptik Budanma iliskisi

Calismalar MSS’teki yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglialarin
norogenezi, ndronal gocii, sinaptik budamay1 ve bagisiklik fonksiyonunu diizenlemede
onemli bir rol oynadigim goéstermistir. Oliim sonras1 dokularda ve OSB'li hayvan
modellerinde artan sayida reaktif mikrogliaya iliskin raporlarla birlikte, mikroglial
fonksiyonun diizensizligi OSB ile iliskilendirilmistir (31, 68). Ayrica anormal
mikroglial fonksiyon, sinaptik olgunlasma ve fonksiyondaki eksikliklerle
iliskilendirilmistir (Sekil 2-4) ve bu da OSB'nin patofizyolojisine dogrudan bir katki
oldugunu diisiindiirmektedir (69). Ek olarak, mikroglianin sinaptik budama ve sosyal
davranis bozukluklarinda rol oynadigi ve gevresel etkenlerin mikroglianin iglevsel

durumlarin degistirerek OSB riskini artirabilecegi 6ne siirtilmistiir (70, 71).
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Sekil 2-4 Mikroglia sinaptik budanma iliskisi

Sekilde normal gelisim sirasinda mikroglial aktivitenin dogru zamanlamasiyla sinaptik
budanmanin gergeklestigi, bu siirecin aksamasi sonucu sinaptik yogunlugun olmasi
gerekenden fazla kaldiginda norogelisimsel bozukluklarin ortaya ¢ikmasina dair siire¢
aciklanmistir. Sekil Mordelt ve ark.2023 ten adapte edilmigtir (81).

Mikroglia fenotipleri, anormal aktivasyon durumlar1 ve polarizasyon
belirtileri gosterir. OSB ¢alismalarinda hem antiinflamatuvar M2 polarize mikroglialar
(31, 72-75) hem de proinflamatuvar M1 fenotiplerin baskin goriildiigiine dair kanitlar

vardir (Sekil 2-5) (76-78).

Mikroglia'nin M2 fenotipi, anti-inflamatuvar islevlerle iliskilidir ve beyin
onartmi ve ndroproteksiyonda rol oynadigi gosterilmistir. Dolayisiyla sinaptik
budanmada bozulma ve sinaptik yogunlukta artis ile goriilen OSB’nin mikroglia M2
baskin anti-inflamatuar fenotipi ile potansiyel bir baglantisi olmasi olasidir.
Caligmalar, M2 fenotipindeki mikroglialarin mobilitelerinin azaldigini, sinaptik
budamada bozulma oldugu ve sonugta OSB benzeri davranislarin gelisimini
tetikledigini gostermistir (89, 90). Ek olarak endokanabinoid sistem, mikrogliada
antiinflamatuvar, noroprotektif bir fenotipin tesvik edilmesiyle iligkilendirilmistir
(91). Ayrica, M1/M2 makrofajlarinin oraninin, OSB tanisi i¢in potansiyel bir yardimci
ara¢ olarak Onerilmesi, OSB baglaminda M2-baskin antiinflamatuvar fenotiplerin
Onemine isaret etmektedir (92, 93) OSB'li c¢ocuklarin beyinlerinde bir anti-
inflamatuvar sitokin olan IL-37'nin arttiginin bildirilmis olmas1 da, OSB'de anti-

inflamatuvar mekanizmalarin katilimini daha da desteklemektedir (94).
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Sekil 2-5 Mikroglia farklilagmasi.

Iskemi gibi bir travmatik etkiyle, mikroglial fenotiplerin ne yonde gelisebilecegine
dair, inflamatuar ve antiinflamatuar her iki yolagi ve fenotiplere dair markerlarin
bazilarin1 gosteren sekil Barakat ve ark. 2015°ten adapte edilmistir (95).

Ozetle, mikroglianin M2-baskin antiinflamatuvar fenotipi, OSB'nin
patofizyolojisinde dnemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir ve potansiyel olarak
norokoruma, beyin onarimi ve ndroinflamasyonun modiilasyonuna katkida
bulunmaktadir. Mikrogliadaki M2 polarizasyonunun altinda yatan mekanizmalari
anlamak, OSB i¢in yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesine iliskin degerli bilgiler

saglayabileyecegi diisliniilmektedir.

Bu bilgilerden yola c¢ikilarak olusturulan arastirma hipotezlerimiz soyle

Ozetlenebilir:

1. MIA yontemiyle olusturulan OSB modelinde, prenatal Poly (I:C) uygulanmig
hayvanlarin beyinlerinde medyal prefrontal kortekste Iba ile gdsterilecek

mikroglia sayisi, kontrollere gore fazla bulunacaktir.

2. Prenatal Poly (I:C) uygulanmis hayvanlarin beyinlerinde medyal prefrontal
kortekste M2 tipi mikroglialar M1 mikroglialara gore baskin goriilecektir,
baska bir ifadeyle M2/M1 oraninda artig gozlenecektir.

3. Prenatal Poly (I:C) uygulanmis hayvanlarin OSB benzeri davraniglar ile
medyal prefrontal korteksteki sinaptik yogunluk (dendiritik ¢ikint1 sayisi) ile

iligkili bulunacaktir.
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3 GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Orneklemi

OSB modelinin yerlestirilmesi i¢in Ondeneylerde bir THY-Ch2-YFP
heterozigot transgenik erkek fareyle ciftlestirilen iic C57BL/6 disi fareye dogan 19
fare kullanildi.  Modelin  yerlestirilmesinin  ardindan 6  THY-Ch2-YFP
heterozigot transgenik erkek ile 2’serli C57BL/6 disi fare (n:12) ortak kafeslere
alindi. Vajinal tika¢ (plug) ile gebelik tespiti sonrasinda, erkek fareler kafeslerden
alindi. Toplam 4 gebe fare (2 kafes) kontrol grubu olarak secildi ve intraperitoneal
(ip) fosfat tamponlu salin (PBS) uygulandi. Diger 4 kafesteki 8 gebe fareye ise ip
Poly (I:C) uygulandi. Boylece olusturulan gruplardan elde edilen toplam 20 yavru ile
(6 adet PBS (kontrol), 14 adet poly:ic) davranis deneyleri planlandigi sekilde
postnatal 24-28. giinler arasinda yapilip, en son testin uygulandigi giin Gtenazi
gerceklestirildi. Sonrasinda farelerin  beyinleri sagittal olarak ikiye ayrildi.
Beyinlerin yarist %4 paraformaldehit (PFA)’da yarisi da formolde saklandi.
Arkasindan molekiiler analizlere ge¢ildi (Sekil 3-1).

Arastirma, Hacettepe Universitesi Hayvan Calismalar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan,

Davranig Testleri  Sakrifikasyon
PN 24-28.giinler I

MiA Dogum
MODELI
PN 1. gln »

immunohistokimya
Kortikal kalinhk &lgimi
Dendritikgikinti sayimi
optimizasyonu

UBST 1.giin
UBST 2.giin
YTSTT
YOTT

BG

Sekil 3-1 Deney akis 6zeti:

MIA modeli uygulamasi sonrasinda, yavrular dogduktan sonra takip edildi ve iic
bolmeli sosyallesme testi (UBST), yabanci/tanidik sosyal tercih testi (YTSTT) ve yeni
obje tanima testi (YOTT), bilye gdbmme (BG) testleri ardisik olarak 24-28. postnatal
giinlerde gergeklestirildi. BG testi uygulanan giin 6tenazi sonrasi beyinler saklandi.
Davranis deneyleri analizleri sonrasi immunohistokimya deneylerinde incelenecek
beyinler secildikten sonra immunohistokimya ve dendritik ¢ikinti sayilmasi
yontemlerinin optimizasyon stiregleri basladi.
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3.1.1 Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Thy1-ChR2-YFP transgenik erkek(n:6) ve CS57BL/6 disi fareler(n:12)
ciftlestirildi ve disiler her sabah vajiinal tikag varlig1 agisindan incelendi. Vajinal tikag
varlifi embriyonik 0,5. giin olarak kabul edildi (Sekil 3-2). Sonrasinda fareler

tartilarak, karin biiylimesi agisindan gozlenmeye devam edildi.

Sekil 3-2 Vajinal tikag:
Saptanan vajinal tikaca dair resim yer almaktadir.

3.1.2 MiA Modeli Uygulanmasi

Calisma grubundaki farelere (8 gebe fare) gebeligin 11,5. ve 12,5. giinlerinde
viral enfeksiyonu taklit edecek ip poly I:C (sentetik ¢ift zincirli RNA) uygulamasi
yapildi. Kontrol grubuna ise (4 gebe fare) gebeligin 11,5. ve 12,5. giinlerinde iki kez
ip PBS uygulandi. Sonrasinda her iki grubun yavrularma (n: 20) dogumdan sonra
postnatal 24-28. giinler arasinda (slitten kesme sonrasi) davranis deneyleri uygulandi
(17). Arastirmada kullanilan yavrularin gruplara ve genotiplere gore sayilarinin

dagilimi asagida (Tablo 1)’de belirtilmistir.

Tablo 1. Kullanilan yavru sayilari

Arastirmada kullanilan yavrularin gruplara ve genotiplere gore sayilarinin dagilimi
(Thy +:Thy1-ChR2-YFP pozitif, Thy-: Thy1-ChR2-YFP negatif)

Grup(n) Genotip Toplam
Thy+ Thy-
Total PBS yavru 3 3 6
Secilen PBS yavru 1 3
Total Poly (I:C) yavru 10 4 14
Secilen StD yavru 3 1 4
Secilen SDD yavru 1 3 4
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3.1.3 Davramis Deneyleri

3.1.3.1 Sosyal Tercih Testi/U¢ Bolmeli Sosyallesme Testi:

Sosyallesme alanindaki defisitleri saptamak icin kullanildi. Fareler, 1 saat
habituasyon i¢in temiz tasima kafesinde bekletildi ve sonra 3-4 saatlik bir period
icinde toplamda 10 dakika boyunca bos 3 odali alana birakildi. Ertesi giin fareler
ortadaki bolmeye kondu, 5 dakika boyunca sag ve sol alana ge¢mesine izin
verilmeden bulundugu yeri incelemesine izin verildi. Kullanilan oda alanlar
testler oncesinde temizlendi. Bundan sonra aradaki bariyerler kaldirilip, iclerinde
bir tarafta oyuncak fare, diger tarafta farkli bir kafesten alinan, deney yapilan
fareye yabanci bir fare konmus olan alanlara gegisine 10 dakika siiresince izin
verildi. Her seansta hem sosyal bolmede hem de sosyal bolmenin farenin
bulundugu kafesi iceren yarisinda (sosyal yar1 bolme) canli fare ile etkilesimde
bulunduklar siireler (sn), giris c¢ikis frekanslart ve o bdlmeye girme latanslar
kayith videolardan analiz edildi. Analizler farelerin genotipine ve deney grubuna
kor bir gozlemci tarafindan yapildi (79) (Sekil 3-3). Degerlendirmede,
sosyalizasyon indeksi = [canli hayvanin oldugu bolme veya yar1 bolmede gecirilen
zaman(sn)/ tim bolmelerde gegirilen zaman(sn)] seklinde, frekans indeksi: (canl
hayvanin bulundugu bdlme veya yar1 bdlmeye giris ¢ikis sayist/ tiim bolmelere
giris ¢ikis sayisi) olarak hesaplandi. Latans ise sosyal bolme/yar1 bolmeye ilk gecise

kadar gecen siire (sn) olarak degerlendirildi.
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Sekil 3-3 Ug bolmeli sosyallesme deneyi

Ug bdlmeli sosyallesme testi diizenegi solda, test sirasinda alinmis Ethovision
goriintli gekimi sagda yer almaktadir. (Mavi okla isaretli mavi alan sosyal
yaribolmeyi, etrafi kirmizi renkle isaretli kirmizi alan ise sosyal bélmeyi
gostermektedir.)

3.1.3.2 Yabancy/ Tamdik Sosyal Tercih Testi

Sosyallesme alanindaki defisitleri saptamak i¢in ii¢ bdlmeli sosyallesme
testinin devaminda kullanilmaktadir. Bu testin uygulanmasina dair baska bir deneyin
parcasi olarak laboratuvarimizda bir 6n uygulama yapildiktan sonra, bu basamaginda
davranis testlerimize eklenmesine karar verildi. 3 bodlmeli sosyallesme testinin
uygulandig1 giinlin ertesi giin, iic bolmeli sosyallesme testi esnasinda oyuncagin
bulundugu kafese tanisik olmadig: bir fare, diger kafese ise ayni kafesten bir yavru
kondu. Sonrasinda test edilecek fare ortadaki bolmeye konulup ve kapilar acik
birakilarak, 10 dakika boyunca ortami incelemesine izin verildi. Test edilen hayvanin
yabanci hayvana daha ¢ok ilgi duyup, daha cok onu kesfetmeye calisarak vakit
gecirmesi beklendi. Her seansta iki taraftaki farelerle etkilesimde bulunduklari siireler
(2 em’lik alan i¢inde yakinlagsma, koklama), bolmelere giris ¢ikis frekanslar ve ilk
giris latanslar1 kaydedilen videolardan analiz edildi. Analizler farelerin genotipine ve
deney grubuna kor bir gézlemci tarafindan yapildi(80). Degerlendirmede, yabanci ve
yeni olan sosyal hedefle sosyalizasyon indeksi = [yeni hayvanin oldugu bdlme ve yar1

bolmede gegirilen zaman (sn)/ tiim bélmelerde gegirilen zaman (sn)] seklinde, frekans
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indeksi = (yeni hayvanin bulundugu bolme veya yar1 bélmeye giris ¢ikis sayisy/ tim
bolmelere giris ¢ikis sayisi) olarak hesaplandi. Latans ise yeni sosyal hedefin oldugu
sosyal bdlme veya yaribolmeye ilk gecise kadar gegen siire (sn) olarak

degerlendirildi.

3.1.3.3. Yeni Nesne Tanima Testi

Farelerin kisa donem ve uzun dénem nesne hafizalarini degerlendirmek igin
kullanilmaktadir (81). Deneylerimizde ise OSB grubu i¢inde farklilasan 6grenme ve
zihinsel esnekligi degerlendirmek tizere bu test segildi. Fareler boyutlar
22.5%x22.5x30 cm olan kutuya konduktan sonra kutuya aligsmalari i¢in 10 dakika
beklendi. Ertesi giin kutunun koselerine 6 cm bosluk birakilarak iki nesne
yerlestirilip, 10 dakika boyunca farelerin bu kutuda her bir nesneyle gecirdikleri siire
ve nesnelerin oldugu bdlgelere giris sikligr video ile kaydedildi. Kisa donemli
bellegi degerlendirmek amaciyla 6 saat sonra nesnelerden birisi yeni bir
nesneyle degistirilerek 5 dakika boyunca Ethovision XT8 ile her nesnenin
etrafinda gecirdigi siire ve nesnelerin oldugu bolgelere giris sikligi kaydedildi
(Sekil 3-4). Bellegi saglam olan farelerin eski nesneleri O6grenmesi ve
hatirlamas1 beklendiginden, yeni nesne etrafinda daha fazla siire gecirmeleri ve/
veya nesnelerin oldugu bolgelere daha fazla girmeleri beklenmektedir.
Ogrenme ve bellek indeksi [yeni nesne etrafinda gegirilen siire veya sikligin, "yeni

+eski" nesneler etrafinda gecirilen siire veya sikligin toplamina] boliinmesi

Sekil 3-4 Yeni nesne tanima testi.
Yeni nesne tanima testi i¢in hazirlanan diizenek solda, testin Ethovision’da
¢ekimine dair gorsel sagda yer almaktadir.
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3.1.3.4 Bilye Gomme Testi

GoOmiilii bilye sayist ile stereotipik davranis arasinda iligki vardir (62). Fareler
3-4 cm talas yerlestirilmis temiz bir kafese 30-60 dakika boyunca alistirildiktan sonra
kafese 15 adet bilye grid bi¢iminde simetrik yerlestirildi. 15 dakikalik inceleme

firsatindan sonra fareler tekrar kafeslerine alinip, gomiili bilyeler sayildi. Tam ve

yarisindan fazla ( % ) gdmiilen bilyeler degerlendirmeye alind1 (Sekil 3-5).

Sekil 3-5 Bilye gomme testi.
Bilye gomme testi Oncesine ait goriinlim solda, sonrasina ait goriiniim sagda yer
almaktadir

3.2 Perfiizyon

Davranis testlerinin tamamlanmasinin ardindan hayvanlara ip 1000 mg/kg
dozunda verilmis kloralhidrat anestezisi altinda %4 PFA ile kardiyak perfiizyon
yapildi. Farelerin beyinleri sagittal olarak ikiye ayrilip, yarist %4 PFA’da yarisi
formolde saklandi. PFA dan ¢ikarilmis beyinler, %30’ luk siikroz soliisyonuna alinip,
+4°C’ de beyinler dibe ¢oktiikten sonra, kullanilacagi giline kadar -80°C’ de saklandi.
Immunohistokimya ¢alismalar1 icin secilen beyinlerin PFA’da fikse edilen yarisindan
kriyostatla 660 mikronluk kalinlig1 6rnekleyecek sekilde (PFK yapilarini igine alacak
alanda) 200 mikron arayla 20 mikronluk 3 kesit alindi.
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3.3 indirekt Immiinofloresan isaretleme

Alman beyin kesitlerinde medyal PFK’da mikroglialar immunohistokimyasal
olarak Iba-1 antikoru ile gosterildi. M2 isaretleyicisi olarak CD206, Ym-1; M1
isaretleyicisi olarak MHC-2, CD86 antikorlar1 kullanildi. Alinan kesitler 6nce PBS
altinda oda sicakliginda 10 dakika (dk) bekletilip, ardindan kesitler 3 defa 5’er dk
sireyle PBS ile yikandi. Daha sonra oda sicakliginda %0,5’lik TritonX-0,3 M
Glisin’in oldugu %10’luk normal ke¢i serumu (NGS) ile 1 saat bloke edildi. Gece
boyu blokaj soliisyonu i¢inde bir veya farkli konak hayvanlarda iiretilmis ti¢ farklh
primer optimize edilmis konsantrasyonlarda antikorla +4 ° C’de inkiibe edildikten
sonra, 3 defa PBS ile 5’er dakikalik yikama yapilmis ve blokaj soliisyonu igerisinde
kegci anti-sican-Cy3 ve tavsan anti-fare Cy2 sekonder antikorlarla 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi (Tablo 2). Ardindan 3 kere 5’er dakika stireyle PBS ile yikandiktan sonra
Hoechst- 33258 ile kesitler kapatilip, 20X’lik sulu objektifle konfokal mikroskobu ile
goriintiilendi. Aragtirmamizda Thyl-ChR2-YFP kokenli fareler kullanildigi igin,
Thy1-ChR2-YFP pozitif farelerde ikili isaretlemeler CY3 renkte emisyon veren Goat
anti-Rat IgG sekonder antikorlarla yapilamadi. Bu nedenle konfokal mikroskopun
lazer 151k donaniminin izin verdigi tek sekilde Ibal, CD86 ve Ym-1 nin herbiri i¢in
ayr isaretlemeler yapildi. Iba-1, CD86, Ym-1 sayimlar1 arastirma gruplarina kor bir

aragtirmaci tarafindan yapildu.

Immiinohistokimyasal isaretleme prosediirii sonrasi, PBS grubundan 4, Poly
(I:C) grubundan secilen 7 hayvandan 2’ser beyin kesitinde her kesitten ikiser goriintii
konfokal mikroskopla alinarak, medial PFK bolgesinde Ibal isaretlemeleri
goriintiilendi. Iba goriintiilemelerinin analizleri PBS (n:4), StD (n:3), SDD (n:4)
gruplarinda tekrarlandi.

CD86 ve Ym1 isaretlemeleri i¢in kullanilacak sekonder antikor Thy1-ChR2-
YFP pozitif hayvan beyinlerinde yakin dalga boyunda isima verdikleri igin, bu
degerlendirmeye sadece Thyl-ChR2-YFP negatif hayvan beyinlerinden alinan
kesitlerin dahil edilmesine karar verildi. PBS grubunda 3, StD Poly (I:C) grubunda 1,
SDD grubunda 3 Thy1-ChR2-YFP negatif hayvan bulunmasi sebebiyle, Iba boyamasi
gibi 3 grupta yapilan analiz CD86, Yml isaretlemeleri i¢in tekrarlanamamustir.

Dolayistyla, CD86 ve Yml isaretlemeleri sadece Thy1-ChR2-YFP negatif olgulardan



21

olusan PBS kontrol grubundan ve Poly (I:C) grubundan segilen 3’er hayvandan ikiser
kesit ve her kesitten alinan 2 goriintiide incelendi (Tablol). Arastirmada
immunohistokimya i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar (Tablo 2)’de
belirtilmistir.

Tablo 2 Arastirmada kullanilan birlikte kullanilan primer, sekonder antikorlar ve
konsantrasyonlari

Antijen | Primer antikor Sekonder antikor

Iba Tavsan Anti-Ibal  Antikoru | Jackson Cy2 Ke¢i Anti-tavsan (1/200)
(019-19741)- Wako Sigma
Aldrich (1/200)

MHC2 |Fare Anti-MHC Class 2 | A10521 Invitrogen keci anti-fare IgG
Antikoru ABCAM  (Ab | (cyanine3)

55152) (1/50-1/500) 115-095-164 Jackson FITC saf ke¢i anti-
fare 1gG (1/200)
CD206 | Fare Anti-CD206 ABCAM | A10521 Invitrogen kegi anti-fare IgG
(ab 8918) (1/50-1/500) (cyanine3)
115-095-164 Jackson FITC saf kegi anti-
fare IgG (1/200)

CD86 | Sican Anti-Mo CD86 | A-11006 Invitrogen Kegci anti-sigan IgG
eBioscience (14-0862-82) | (H+L) Cross-Adsorbed Sekonder
(1/200) Antikor, Alexa Fluor™ 488(1/200)

Yml Sican Anti-Yml/ Chitinase | A-11006 Invitrogen kegi anti-sican IgG
benzeri protein 3 ( Ab 2446) | (H+L) Cross-Adsorbed Sekonder
(1/200) Antikor, Alexa Fluor™ 488 (1/200)

3.3.1 Yontemin Optimizasyon Calismalarimin Ozeti

M2 ve M1 isaretlemeleri i¢in se¢ilen antikorlarla (M1 i¢in MHC2 ab8918 ve
M2 i¢in CD206 ab55152) optimizasyon ¢aligmalarinda pozitif kontrol olarak karaciger
dokusu kullanildi. Negatif kontrol olarak primer antikor uygulanmadan isaretleme
yapildi (Sekil 3-6). Degerlendirmelerde zemin isaretlemesinin fazla oldugu gézlendi,

ve negatif kontrolde de benzer sinyal gdzlenmesi nedeniyle isaretlemelerin 6zgiil

olmadig: diigtiniildii.
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Sekonder CD206 MHC2

Sekil 3-6 CD206 ve MHC?2 antikorlar1 ile pozitif ve negaif kontrol igaretlenmesi.

CD206 ve MHC2 antikorlar ile isaretleme negatif (sadece sekonderle isaretlenmis
beyin dokusu)ve pozitif kontrollerle (karaciger dokusu) karsilastirilmali verilmistir
(Goriintiiler 25xlik objektifle konfokal mikroskopta alinip, 50 mikron dlgekleme ile

yapildi)

Karaciger

Beyin

Yazinda bu antikorlarla ilgili isaretleme protokolleri incelendi, ve
uyguladigimiz protokolde bazi degisikler yapilmasi Ongoriilerek protokoliimiiz
giincellendi. Antikor iireticisinin Onerisi ve benzer yontemli yayinlar dogrultusunda
antijen retrieval basamagi eklenip hem freefloat hem de standart lam iizerine alinan
kesitlerde isaretleme yapildi. Bunlara ek olarak, PBS yerine yikamalarda TBST
kullanilmast, non-spesifik baglanmalar1 azaltmak {izere blokaj soliisyonunun %5 NGS
+ %1 sigir serum albumini (BSA) olarak hazirlanmasi, primer antikorlarin
diliisyonlariin seyreltilmesi (1:200) de denendi ancak alinan goriintiilerde degisiklik

olmadi.

Bu esnada CD206 ve MHC2 boyamalarinda boyamalarin mikroglialar ile
cakigsmasini gozlemlemek i¢in Iba-1lantikoru ile ikili isaretleme de yapildi. Burada da
gozlenen sinyallere benzer sinyallerin negatif kontrolde de goézlenmesi {izerine

antikorlar optimal ¢calismadig1 kanaatine varildi. Sinyallerin Iba-1 ile ¢akismamasi da

bu kanaati destekledi (Sekil 3-7).
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Iba (yesil) . « i : Hoechst(mavi)';_‘

e

Sekil 3-7 CD206 ve MHC2 antikorlarinin Iba ile kolokalizasyonlari.

CD206 ve MHC2 ile Iba kolokalizasyonuna yonelik isaretleme denemesinde iki
isaretlenmenin ¢akigsmadig1 goriilmektedir. (Goriintiiler 25xlik objektifle konfokal
mikroskopta alinip, 50 mikron 6l¢ekleme ile yapildi).

Immiinofloresans ile denedigimiz bu iki primer antikorun DAB ile calisip
calismadiginin gozlenmesi igin Ankara Universitesi Patoloji Anabilim Dalinda parafin
kesitlerden otomatize sistemle isaretleme denemesi yapildi. Her ne kadar sagittal beyin
kesit isaretlemelerinde pozitif kontrol dokularindan elde edilen goriintiilere benzer
diizeyde MHC-2 sinyali (M1 isaretleyicisi olarak) ve CD206 sinyali (M2
isaretleyicisi olarak) gozlemlesek de (Sekil 3-8 b ve c), negatif kontrollerde de

immiinofloresanstakiyle uyumlu bicimde benzer sinyal gdzlenmesi iizerine (Sekil

3-8a) alternatif M1 ve M2 mikroglial isaretleyiciler kullanilmasi planlandi.
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Negatif kontrol

ol

CD206

MHCII

Sekil 3-8 DAB’l1 MHC2 ve CD206 antikorlarinin isaretlenmesi.

a.Ustte medyal prefrontal beyin kesitinde negatif kontrol,b.DAB’l1 CD206 boyamasi,
c¢.DAB’lit MHC2 boyamasi gosterilmektedir. (Goriintiiler 10’luk objektif biiylitmesinde
Slideviwer programu ile alinip, 200 mikronla 6l¢eklendirildi).

Yaptigimiz literatiir aragtirmasi sonucunda 6ne ¢ikan M1 isaretleyicisi CD86
ve M2 isaretleyicisi Yml antikorlariyla immiinohistokimyasal isaretlemeler
tekrarlanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda spesifik isaretlenmeler gézlenmis, negatif
kontrollerde benzer sinyal gozlenmemistir. Bu nedenle ¢aligmaya bu antikorlarla devam

edilmesi kararlagtirilmistir.
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En son bu antikorlar ile yapilan ayr1 boyamalara ait isaretlemeler Sekil 3-9 ve

Sekil 3-10° da goriilmektedir.

Hoechst CDg6 Merge

Sekil 3-9 Sekilde medyal PFK kesitinde CD86 isaretlemesi ¢ekirdek etrafinda turuncu
oklarla gosterilmektedir.
(Goriintiiler 25xlik objektifle konfokal mikroskopta alinip, 20 mikron 6l¢ekleme ile

yapild1).

Hoechst

Sekil 3-10 Sekilde medyal PFK kesitinde Ym1 isaretlemesi ¢ekirdek etrafinda turuncu
oklarla gosterilmektedir.
(Goriintiiler 25x1ik objektifle konfokal mikroskopta alinip, 20 mikron dlgekleme ile

yapildi).

3.4 Dendritik Cikint1 Sayis1 Degerlendirmesi

Aragtirmada sinaptik yogunlugun dendritik ¢ikinti sayist ile gosterilmesi,
oncelikle dendritik ¢ikintilarin Neuron Studio yazilimi ile 15-40 um uzunlugundaki
dendrit segmentlerindeki ¢ikintilarin sayilmasi seklinde degerlendirilmesi planlandi.
Sonrasinda Neuron Studio yaziliminin iicretsiz siirlimiine erisimin engellenmesi
nedeniyle, ticretsiz erisilebilen Vaa3d programi ile sayim yapilmasi planlandi. Ancak
bu program ile mevcut goriintiiler lizerinde yapilan denemelerde, otomatize sayimla

saglikli sonug alinamayacagi kanaatine varildu.
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Bunun {izerine, konfokal mikroskopta alinacak kesit goriintiisii {izerinden
medyal PFK’da elle sayim yapmak i¢in en uygun kesit ozellikleri ve konfokal
mikroskop goriintiileme ayarlarini tespit etmek {izere optimizasyon ¢alismalari
yapildi. Yaptigimiz literatiir arastirmasi ve denemeler sonucunda 20 mikronluk kesitte,
63X’lik yagli objektifle, 1024x1024 piksel ¢oziiniirliigiinde 0,3 mikrometre araliklarla
z-stack goriintiileri alip, en iyi goriilen 3-5 apikal dendritte dendritik ¢ikintilari sayip,
bunlarin ortalamasinin sinaptik yogunluk verisi olarak kullanilmasina karar verildi
(Sekil 3-11). Ancak, sonrasinda 63X objektifle ilgili yasanan teknik aksakliklar

nedeniyle arastirmanin bu basamagi tamamlanamadi.

Sekil 3-11 Konfokal mikroskobide dendiritik goriintiileme denemesine ait goriintii.

3.5 Bolgesel Kahinlik Olgiilmesi:

Kortikal kalinlik otizmli bireylerle normal kontroller arasinda yapisal
farklilig1 gosteren temel parametrelerden biridir(82). Sinaptik yogunlugu goéstermek
iizere dendiritik ¢ikint1 sayilmasi prosediiriiniin tamamlanamamasi {izerine, buna
yonelik ikinci bir parametrenin degerlendirilmesi i¢in bolgesel kalinlik 6l¢iilmesinin
kullanilmasina karar verildi. Beyin bolgelerinin kalinlik oOl¢limii i¢in Ankara
Universitesi Patoloji Anabilim Dalinda immunohistokimya protokolii optimizasyonu
sirasinda alinan sagittal parafinize kesitlerin hematoksilen eozin (HE) boyamalari

yapilip ve mikroskobik goriintiiler Dijital Patoloji sistemiyle (Ankara Universitesi
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Bilimsel Aragtirmalar Birimi 14A0230003 proje nosu ile alinmis) kaydedildi. Allan
Developing Mouse Brain Reference Atlas 2013 online versiyonundaki histolojik ve
topografik kesitlerdeki bolgeler baz alinarak, medyal PFK, striatum, hipokampus
bolgelerinin genisligi Slgiimii, Slide Viewer programi ile isaretlenmis olan sagital
parafin kesit goriintiileri lizerinden yapildi. Her ii¢ derinlikten, CD206 ve MHC2
primer antikorlartyla isaretlenmis kesitlerden veriye kor bir arastirmaci tarafindan
bolgesel kalinliklar 6l¢iillip, davranis test sonuglarina gore ayrilan gruplar birbiriyle
karsilastirildi. Ayrica bolgesel kalinlik 6lgiimlerinin davranig verisiyle korelasyonu
incelendi. Sekil 3-12’te bolgesel kalinlik 6l¢iimii yapilan sagital kesit ve referans

alinan anatomik atlas goriintiisii birlikte verilmektedir.

Sekil 3-12 Bolgesel kalinlik dl¢limiine ve referans atlastaki dl¢lime ait goriintil.

3.6 istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler icin IBM Sosyal Bilimler igin Istatistik Programimin
(SPSS) (Statistical Package for Social Sciences) 25. versiyonu kullanildi. Verilerin
normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov Smirnov testiyle kontrol edildi. Analizlerde

ikili karsilagtirmalar, normal dagilmayan veriler i¢in Mann Whitney-U testi ile yapildi.
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Ikiden fazla bagimsiz grup kiyaslamalari normal dagilmayan veriler icin Kruskal
Wallis testi ile gergeklestirildi. Tiim testlerde p degerinin 0,05 den kii¢lik olmasi

anlamli kabul edildi. Korelasyon analizleri Spearman testi ile yapildi.
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4 BULGULAR

4.1 Davranis deneyleri sonuclari

OSB grubunu kontrollerden ayirmasi beklenen en 6nemli ayirt edici test li¢
bolmeli sosyalizasyon testidir, bu nedenle sosyalizasyon iki agsamada degerlendirildi.
[k asamada bir bolmede kafes arkadas: diger bolmede oyuncak fare varken (sosyal
tercih); ikinci asamada bir bolmede kafes arkadasi diger bolmede oyuncak fare varken
(sosyal yenilik) kafeslerin oldugu bdlmeyi ne kadar tercih ettikleri degerlendirildi.
Sonrasinda 6grenme ve bellegin degerlendirilmesi i¢in yeni nesne tanima testi ve
tekrarlayic1 davraniglarin degerlendirilmesi i¢in bilye gdmme testi sirasiyla uygulandi.
Testler sonucunda hesaplanan indekslerin ortalama ve standart sapma degerleri ile,

yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler Tablo 3’de 6zetlenmistir.

4.1.1 Sosyal Tercih Testi

Sosyal bolmede gegirilen siire indeksi Poly (I:C) grubunda kontrollere gore
farkli degildi (p=0,216). Farenin oldugu sosyal yaribdlme baz alindiginda, sosyal tercih
indeksinin Poly (I:C) grubunda kontrollerle benzer oldugu saptandi(p= 0,804). Sosyal
bolmeye ve sosyal yar1 bolmeye gecis frekans indeksi analiz edildiginde, iki grup
arasinda farklilik gézlenmedi (p= 0,934). Poly (I:C) grubunda sosyal bolmeye ve yar1
bolmeye ilk giris i¢in beklenen siire (ilk giris latans1) daha uzundu ancak Poly (I:C)
grubundaki varyasyon nedeniyle kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (p=0,364) (Tablo 3,Sekil 4-1).
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Skeil4-1 Kontrol (n:6) ve poly (I:C) (n:14) gruplari arasinda ii¢ bolmeli sosyallesme
testi bulgulari

Ugbdlmeli sosyallesme testinde kontrol (PBS), poly (I:C) gruplarinda a. sosyal
bolmede gecirilen zaman indeksi, b.sosyal bolmeye giris ¢ikis frekansi indeksi ve e.
sosyal bolmeye ilk gegis latanst d. sosyal yaribolmede gecirilen zaman indeksi e.
sosyal yaribolmeye giris cikis frekanst indeksi f. sosyal bolmeye ilk gecis latansi
indekslerinin dagilimina dair grafikler (Grafiklerde verilerin dagilimi, ortalama deger
ve standart sapmalar goriilmektedir).

4.1.2 Yabancr/Tamdik Sosyal iliski Tercihi Testi
Poly (I:C) grubunun kontrol grubuna kiyasla yabanci hayvanla gecirdigi siire
indeksi, her iki hayvan etrafinda gecirdigi siire indeksine gore farkli degildi (p=0,804).

Poly (I:C) ve kontrol gruplarinin yabanci hayvanin oldugu bolmeye toplam giris sayis1
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ve ilk girig latans1 da benzer bulundu (sirastyla p=0,160; p=0,620). (Tablo 3 ve Sekil
4-2).

a. Yabanci/Tanidik Sosyal Tercih Testi

b. Yabanci/Tanidik Sosyal Tercih Testi
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Sekil 4-2 Kontrol (n:6) ve poly (I:C)(n:14) gruplar1 arasinda yabanci/tanidik sosyal
iligki testi bulgular

Yabanci/Tamdik Sosyal iliski Tercihi Testinde kontrol (PBS), poly (I:C) gruplarinda
a.yabanci sosyal hedefin oldugu bolmede sosyal bolmede gecirilen zaman indeksi
b.yabanci sosyal hedefin oldugu bolmeye giris ¢ikis frekans indeksi ve e.yabanci sosyal
hedefin oldugu bolmeye ilk gegis latansi indekslerinin dagilimina dair grafikleri
gostermektedir. (Grafiklerde verilerin dagilimi, ortalama deger ve standart sapmalar

goriilmektedir).
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4.1.3 Lokomotor Test ve Yeni Nesne Tanima Testi

Lokomotor aktivite iki grup arasinda farklilik gostermedi (p=0,216). PBS
grubunda yeni nesne etrafinda gecirilen siire %48 iken, Poly (I:C) grubunda %47
olarak bulundu. Yeni nesne tanima indeksinde de benzer sekilde istatistiksel anlaml
farklilik saptanmadi (p=0,869). Yeni nesnenin oldugu alana giris siklig1 indeksi de
PBS ve Poly (I:C) gruplari arasinda benzer bulundu (sirasiyla p=0,869; p=0,41).
(Tablo 3 ve Skeil4-3).

q.  LOkomotor Testi b. Yeni Obje Tanima Testi
2500 1.0
5 20004 s 084 A‘
@ 1500 %_L i o 6 e
E Y _‘A‘-“‘_ -8 i o® F
A — "
S 1000 i - . 'y
o — = 0.44 e
ES b o ; e
3 500 > 0.24 |
N i . ﬁ‘
0
' ' 0.0 , +
PBS Poly (I:C) PBS Poly (1:C)
*  Yeni Obje Tanima Testi d Yeni Obje Tanima Testi
0.8 150
e . A g
=% ° A c =
5% 06 —— Vel X 5 100 . A
o -g o 2
ga hd Ss B o
S 04 ° T} @% 504 a
; < M 4 €L 0] Z"A‘L_
L S ala 9 & ole e
S 02- . —a- 2 oA . o2
5
> 0.0 T % -50 T T
PBS Poly (1:C) PBS Poly (I:C)

Skeil4-3 Kontrol PBS (n:6) ve poly (I:C) (n:14) gruplar1 arasinda lokomotor ve yeni
obje tanima testi bulgulari

a. Lokomotor testinde PBS ve Poly (I:C) gruplarinda katedilen mesafeler (cm) ve Yeni
nesne tanima testinde (YOTT) PBS ve Poly (I:C) gruplarinda b. yeni nesne etrafinda
gegirilen siire indeksi, ¢. yeni nesne alanina giris ¢ikis frekans indeksi ve d.yeni nesne
alanina giris latans indekslerinin dagilimina dair grafikleri gostermektedir.
(Grafiklerde verilerin dagilimi, ortalama deger ve standart sapmalar goriilmektedir).

4.1.4 Bilye Gomme Testi

Tam ve (%) gomiili bilye sayilar1 Poly(I:C) ve PBS gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi(sirasiyla
p=0,611; p=0,424) (Tablo 3 ve Sekil 4-4).
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Sekil 4-4 Kontrol PBS (n:6) ve poly (I:C) (n:14) gruplar1 arasinda bilye gémme testi
bulgular

Bilye gomme testinde (BG) PBS ve Poly (I:C) gruplarinda a. tam bilye gbmme ve b.
(¥4) bilye gdbmme skorlarinin dagilimina dair grafikler gosterilmektedir. (Grafiklerde
verilerin dagilimi, ortalama deger ve standart sapmalar goriilmektedir).
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Tablo 3 PBS and Poly (I:C) gruplarinda davranis test sonuglarinin karsilastirilmasi
(hesaplanmis indeks olarak, ortalama ve standart sapma (SS) degerler ve iligkili

istatistiksel degerler)

Test PBS, n=6 Poly (I:C), n= | Istatistik (Mann

ort£SS 14 Whitney U-testi)
ort£SS

UBST-Sosyal bolmedeki siire indeksi 0.60+0.12 0.50+0.08 p=0.216, z=-1.237

UBST-Sosyal blmeye giris i¢in frekans | 0.5+£0.24 0.46+0.19 p=0.934, z=0.082

indeksi

UBST- Sosyal bolmeye ilk giris | 0.96+0.46 2.04+1.18 p=0.364, z=-0.907

gecikmesi (dk)

UBST- Sosyal yaribolmedeki siire | 0.61+0.12 0.524+0.10 p=0.284, z=-1.072

indeksi

UBST- Sosyal yariblmeye giris icin | 0.56+0.12 0.52+0.20 p=0.805, z=-0.247

frekans indeksi

UBST-  Sosyal yaribdlmeye  giris | 0.96+0.46 2.04+1.86 p=0.364, z=-0.907

gecikmesi(dk)

YTSTT-Yeni sosyal hedef bolgesindeki | 0.52+0.06 0.47+0.02 p=0.804, z=-0.248

stire indeksi

YTSTT-Yeni sosyal hedef bolgesine girig | 0.55+0.09 0.60+0.05 p=0.620, z=-0.495

i¢in frekans indeksi

YTSTT-Yeni sosyal hedef bolgesine ilk | 3.00+0.30 1.7+0.48 p=0.160, z=-1.404

giriste gecikme(dk)

YOTT-Yeni obje alaninda gegirilen siire | 0.48+0.04 0.47+0.06 p=0.869, z=-0.165

indeksi

YOTT-Yeni obje alania girme frekans | 0.45+0.06 0.42+0.05 p:0.869, z=-0.165

indeksi

YOTT-Yeni obje alanina giris | 36.6+14.9 38.6+8.0 p=0.741, z=-0.330

gecikmesi(sn)

YOTT-Lokomotor testinde hareket edilen | 1477.53+69.8 | 1304.61+117.2 | p=0.216, z=-1.237

mesafe (cm)

BGT-Toplam bilye gbmme puant 3.6+1.1 5.00+0.6 p=0.611, z=-0.509

BGT-% bilye gémme puani 7.50+0.7 8.7+0.6 p=0.424, z=-0.800

BGT: Bilye Gomme Testi; YOTT: Yeni Obje Tanima Testi, PBS: Fosfat tamponlu salin; Poly (I:C):

Polyinosinik:polycytidylic asit YTSTT: Yabancy/ Tamdik Sosyal Tercih Testi, USBT: U¢Bolmeli

Sosyallesme Testi

4.2 Poly (I:C) Uygulanan Farelerin OSB-benzeri Davranislarina Gore

Gruplandiriimasi

Daha Onceden yapilmis g¢alismalardan farkli olarak, prenatal Poly (I:C)

uygulamasinin postnatal 4. haftada OSB benzeri davranislar agisindan istatistiksel fark

olusturmadigini gozlemledik. Ancak veri yakindan incelendiginde Poly (I:C)’ye
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maruz kalmis baz1 farede OSB-benzeri davranislar goézlendi. Burdan yola ¢ikarak
davranigsal veriyi inceledigimizde, Poly (I:C) grubunun stereotipik davranisin baskin
oldugu (StD) ve sosyal defisitin baskin (SDD) oldugu iki grup olarak ayrilabildigini
gordiik (Sekil 4-5). SDD grubunda stereotipik davranisin da, 6grenmenin de genis
varyasyonda dagildigr goriildii. StD grup i¢in de benzer sekilde sosyal davranig ve
O0grenmenin genis varyasyonda dagildigi gozlendi (Sekil 4-6 a-b ve Tablo 4). Bu
gozlem OSB’nin mutifaktdriyel etyoloji hipoteziyle uyusmaktadir. Prenatal viral
enfeksiyon maruziyeti OSB ig¢in bir risk faktorii olmakla birlikte, bu enfeksiyona
maruz kalan tiim ¢ocuklarda OSB belirtileri gelismemektedir. Cevresel etkenler kadar

genetik etkenlerin de OSB gelisiminde katkis1 oldugu bilinmektedir.

Tablo 4 Poly (I:C) alt gruplarinin davranis test parametrelerine gore belirlenmesi

Davranis Testi Parametresi Poly (I:C) Poly (I:C)
Grupl (stereotipik |Grup2 (sosyalizasyon
davranis dominant) n=4 |defisiti dominant) n=4
Sosyal bolmede gecirilen zaman |yiiksek/duisiik diistik
indeksi
%4 bilye gdmme skoru yiiksek yiiksek/diisiik

YOTT indeksi yiiksek/diistik yiiksek/diistik
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Sekil 4-5 Davranis testlerinin OSB hastalarinin klinik goriiniimlerine denk sekilde
ayrildigina isaret eden dagilim

Sosyal bolmede gecirilen siire, yeni nesne ile gecirilen siire ve (%) bilye gémme
skorlarma gore hayvanlarin, OSB hastalarinda goriilen klinik goriiniimlere denk
diisecek sekilde ayrilmasma dair sekil goriilmektedir. a.Grup 1’in PBS (kontrol)
grubunu (n:4), b.Grup 2’nin bilye gomme skorlar1 yiiksek (stereotipik hareket
baskin)grubu (n:4), ¢. Grup 3’iin ise Poly(I:C) grubu i¢inde sosyal tercih indeks
puanlar diistik ( sosyalizasyon defisiti baskin) olan grubu (n:4) temsil ettigini, PBS
kontrol grubu icin ise sosyalizasyon indeksi daha yiiksek olan 4 olgunun se¢ildigini
gostermektedir. (Grafiklerde verilerin dagilimi, ortalama deger ve standart sapmalar
goriilmektedir).
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Bundan hareketle, immunohistokimyasal ¢aligmalar PBS kontrol grubu,
OSB-benzeri davraniglarina gére StD ve SDD grubu olmak iizere 3 grup fare

beyinlerinde gercgeklestirildi.
4.3 Olusturulan U¢ Grubun Davrams Analizleri

StD ve SDD gruplarinin PBS kontrol grubundan farklilagtigi, yapilan Kruskal
Wallis analizi ile teyit edilmistir. Uggrup arasinda total bilye gdmme skoru (p=0,034),
3/4 bilye gdmme skoru (p=0,022), sosyal bélmede gecirilen zaman indeksi (p=0,018),
sosyal bolmeye giris frekans indeksi (p=0,021), sosyal yar1 bolmede gegirilen zaman
indeksi (p=0,012) ve sosyal yar1 bdlmeye giris frekans indeksi (p=0,018) istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farkli bulunmustur (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6 Uclii gruplarda bilye gdmme ve ii¢ bolmeli sosyallesme testi sonuglarinin
karsilastirilmasi

a. Uclii gruplar 2’serli gruplar halinde kendi aralarinda Mann Whitney U analiziyle
karsilagtirildiginda total bilye gomme skoru StD Poly (I:C) grubunda (n:4) PBS
grubuna gore(p=0,037) (n:4) ve SDD Poly (I:C) grubuna gore (n:4) yiiksek bulundu
(p=0,019). (3/4) bilye gdbmme skoru StD Poly (I:C) grubunda (n:4) PBS grubuna gore
(n:4) (p=0,019) ve SDD Poly (I:C) grubuna gore (n:4) (p=0,019)yiiksek bulundu. b.
PBS grubunda SDD grubuna gore (0,021) ve StD grubunda SDD grubuna gore sosyal
bolmede gecirilen zaman indeksi yiiksek bulundu(p=0,021). Sosyal bolmeye giris
frekans indeksi PBS grubunda SDD Poly:IC grubundan (p=0,021) yiiksek ve StD grubunda
SDD grubundan (p=0,021) yiiksek tespit edildi. ¢. Sosyal yar1 bélmede gegirilen zaman
indeksi StD grubunda SDD grubuna gore (p=0,021) ve StD grubunda SDD Poly(I:C)
grubuna gore yiiksek bulundu(p=0,021). SDD Poly(I:C) grubunda StD Poly (I:C)
grubuna gore diisiik (p=0,021) ve PBS grubunda SDD grubuna gore yiiksek sosyal
yar1 bolmeye giris frekansi saptandi (p=0,021).
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Aragtirmamizda dendritik ¢ikintilarin sayimi i¢in dendritlerinde sar1 floresan
protein (YFP) ifade eden Thyl-ChR2-YFP transgenik erkek fareler, yabanil tip
C57BL/6 ile giftlestirildigi i¢in elde edilen yavrularin davranig sonuglarinin
yorumlanmasinda transgenik olma etkisinin kontrol edilmesi amaciyla kontrol
grubundaki 3 Thyl-ChR2-YFP pozitif fare ile 3 Thyl-ChR2-YFP negatif farenin
davranis test sonuglari birbiriyle karsilastirildi. Bu analiz sonucunda iki grup arasinda
herhangi bir davranissal parametrede istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Buna dair grafikler Sekil 4-7, Sekil 4-8 ve Sekil 4-9° da goriilmektedir.
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Sekil 4-7 Kontrol grubu i¢indeki Thy backgrounduna gére ayrilmis hayvan gruplarinin
davranis analiz bulgular

Kontrol grubu (n:6) i¢indeki Thy1-ChR2-YFP backgrounduna gore ayrilmis hayvan
gruplarinin davranis analiz sonuglarindan ii¢ bélmeli sosyalizasyon testinde a.sosyal
bolmede gecirilen zaman indeksi, b.sosyal bolmeye giris ¢ikis frekansi indeksi c.
sosyal bolmeye ilk gecis latanst d. sosyal yaribdlmede gegirilen zaman indeksi e.
sosyal yaribolmeye giris ¢ikis frekansi indeksi f. sosyal bolmeye ilk gegis latansi
dagilimina dair grafikler goriilmektedir. (Thyl-ChR2-YFP negatif n:3, Thyl-ChR2-YFP
pozitif n:3)
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Sekil 4-8 Kontrol grubu i¢indeki Thy backgrounduna gore ayrilmis hayvan gruplarinin
davranis analiz bulgulari.

Kontrol grubu (n:6) i¢indeki Thy backgrounduna gore ayrilmis hayvan gruplarinin
davranis analiz sonuglarindan a. Lokomotor testinde katedilen mesafeler (cm) b.Yeni
nesne tanima testinde (YOTT) yeni nesne etrafinda gegirilen siire indeksi, ¢. yeni
nesne alanma giris ¢ikis frekans indeksi ve d.yeni nesne alanma giris latans

indekslerinin dagilimina dair grafikleri géstermektedir. (Thy1-ChR2-YFP negatif n:3, Thy1-
ChR2-YFP pozitif n:3)
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Sekil 4-9 Kontrol grubu i¢indeki Thy backgrounduna gore ayrilmis hayvan bilye
godmme testi bulgular.

Kontrol grubu (n:6) i¢indeki Thy backgrounduna gore ayrilmis hayvan gruplarinin
davranis analiz sonuglarindan bilye gomme testinde (BG) a. tam bilye gomme ve b.

(%) bilye gdbmme skorlarinin dagilimina dair grafikler gosterilmektedir. (Thy1-ChR2-
YFP negatif n:3, Thyl-ChR2-YFP pozitif n:3)

4.4 Bolgesel Kahnlik liskili Veriler

4.4.1 Bolgesel Kahnlik Olgiimleri

Davranis degisikliklerinin beyinde morfolojik bir degisiklik olarak karsiligi
olup olmadigim1 gérmek i¢in hipokampus, striatum ve medyal PFK bolgelerinde
bolgesel kalinlik dl¢iimii yapildi. Immunohistokimya igin secilen 12 hayvandan her
hayvan i¢in toplam 18 sagittal kesitte veriye kor bir degerlendirmeci tarafindan
Slideviewer programiyla Ol¢iim yapilarak kortikal kalinliklar degerlendirildi. Bu
Olctimlerden elde edilen ortalama ve standart sapma degerleri 3 grup i¢in beyin
bolgelerine gore Tablo 5’te gosterilmistir. Medyal PFK, striatum ve hipokampusta
kalinlik dl¢timlerinin gruplara gore dagilimi ve Kruskal Wallis analizi Sekil 4-10° de

gosterilmektedir.
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Sekil 4-10 Beyin bolgeleri kalinlik dl¢iimlerinin gruplara gore dagilimu.

Yapilan Kruskal Wallis analizinde 3 grup arasinda bolgesel kalinlik degisikligi
a.medyal PFK (p=0,926) ve c¢. Striatumda (p=0,232) gdzlenmedi.b. Istatistiksel
anlamlilik farki gosteren tek bolge hipokampus olarak tespit edildi (p=0,021). Ayrica
hipokampus kalmliginin Mann Whitney U testiyle yapilan ikili gruplar arasi
karsilagtirmalarinda, PBS-StD Poly(I:C) grubu arasinda (p=0,021) ve PBS-SDD
Poly(I:C) gruplar1 arasinda (p=0,021) istatistiksel anlamli farklilik gézlendi.
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Tablo 5 Bolgelere gore kalinlik verilerinin dagilimi
(Veriler ortalama+standard sapma olarak verilmektedir.)

PBS Grup StD Poly(I:C) Grup [SDD Poly(I:C) Grup
Bolge ort n |SS ort n |SS ort n |SS
mPFK 1543,64 4 [154,75 |1511,54 4 |118,64 |1510,48 4 (335,19
mikron mikron mikron
Striatum 1636,88 4 [133,46 |1800,67 4 148,48 [1780,34 4 [121,13
mikron mikron mikron
Hipokampus 932,40 4 162,67 |1138,77 4 162,44 [105993 4 (77,99
mikron mikron mikron

PBS kontrol grubunda Thy1-ChR2-YFP pozitif ve Thyl-ChR2-YFP negatif
farelerin OSB-benzeri davranislar1 agisindan fark tespit edilmedigi davranis analizleri
sonuglar1 kisminda belirtilmistir. Bununla beraber gruplar arasinda Thy1-ChR2-YFP
iligkili bir yapisal bir degisiklik olup olmadigin1 gostermek {iizere, bolgelere gore
kalinlik 6l¢timleri Thyl-ChR2-YFP pozitif ve Thyl-ChR2-YFP negatif hayvanlar
arasinda karsilastirilmis ve iki grup arasinda istatistiksel olarak yine anlamli bir fark
saptanmamustir (mPFK i¢in p=0,827, hipokampus i¢in p=0,513; striatum i¢in p=0,275)
(Sekil 4-11).
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Sekil 4-11 Thyl-ChR2-YFP backgroundina gore ikiye ayrilan kontrol grubunun
bolgesel kalinliklari.

Thy backgrounduna gore ikiye ayrilan kontrol grubunun boélgesel kalinliklari a.
Medyal prefrontal korteks, b. Striatum, ¢. Hipokampusta gosterilmektedir. Yapilan
Mann Whitney U analizinde 2 grup arasinda bolgesel kalinliklarda istatistiksel olarak
anlamli  degisiklik go6zlenmedi. Veriler ortalamatstandard sapma olarak
goriilmektedir.
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4.5 Bolgesel kalinlik korelasyonlari

Bolgesel kalinlik ile davranis testleri sonuglarinin korelasyonuna Spearman
testi ile bakildiginda, hipokampus kalinligi ile total bilye gdmme skoru arasinda pozitif
korelasyon saptandi (p=0,040, r=0,554). YOTT indeksi ve striatum kalinlig1 arasinda
pozitif korelasyon saptandi (p=0.029, r= 0.582). Hipokampus kalinliginin da striatum
kalinlig: ile pozitif yonde giiclii bir korelasyonu oldugu goriildii (p=0,003, r=0,723)
(Sekil 4-12).

g
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g
g

,,,,,

g
8

Striatum kalinhgi{mikron)
Striatum kalinhik(mikron)

Hipokampus kalinlik{ mikron)

Tam bilye gomme skoru Yeni Obje Tanima Testi Indeksi Hipokampus kalinligi(mikron)

Sekil 4-12 Bolgesel Kalinliklar ile Davranig Testi Parametreleri Arasinda Cikan
Korelasyonlara Dair Grafikler

Grafikte hipokampus kalinlig ile total bilye gdmme skoru arasinda, YOTT indeksi ve
striatum kalinlig1 arasinda ve hipokampus kalinliginin da striatum kalinligi ile pozitif
yonde korelasyonu oldugu goriilmektedir.

4.6 Immiinohistokimyasal Sonuclar:

4.6.1 Iba isaretlemesine iliskin sonuclar

PBS grubunda Iba-1 sayim ortalamasi 11,2+6,6 ve Poly (I:C) grubunun sayim
ortalamas1 16,3+5,5 bulundu. Iki grup Mann Whitney U ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0,133). Ug grup olarak arastirma
grubuna bakildiginda, PBS grubunda ortalama (13,7+6,8), StD grubunda ortalama
(14,01£7,8), SDD grubunda ortalama (14+4,7) olarak bulundu. Kruskal Wallis ile Iba-
1 sayimlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi

(p=0,722) (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13 3 grupta Iba sayiminin karsilastirilmasina dair ortalama ve standart sapma
olarak verilmis grafik.

Iba 1 isaretlemesine iligskin 6rnek goriintiiler Sekil 4-14°te yer almaktadir. Bu

goriintiiden mikroglial hiicrelerin dendrtitik agacla yakin iligkili oldugu goriilebilir.

Iba Merge (YFP(yesil)) Merge (Heochst(mavi))

PBS grubu

SDD Poly (I:C) grubu

StD Poly( I:C) grubu

Sekil 4-14 Iba-1 isaretlemesine iliskin 6rnek bir goriintiiler.
(StD: sterotipik hareket dominant, (SDD: sosyal defisit dominant, PBS: kontrol). Yesil
renkte Thyl-ChR2-YFP (+) sinyali goriilmektedir. (Goriintiiler 25xlik objektifle
konfokal mikroskopta alinmis, 20 mikron dlgekleme ile yapilmistir).
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Kontrol grubu i¢inde 3 Thy1-ChR2-YFP pozitif ve 3 Thy1-ChR2-YFP negatif
hayvan oldugu i¢in bu hayvanlar Iba-1 sayimi agisindan Mann Whitney U testi ile
karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmedi (p=0,268). Dolayisiyla Thyl-ChR2-
YFP olan farelerin mikroglia sayilarinin yabanil tiplerden farkli olmadigir sonucuna

varildi.

4.6.2 CD86 ve Yml1 isaretlemesine iliskin sonuclar:

CD86 ve Yml isaretlemeleri i¢in kullanilacak sekonder antikor Thy1-ChR2-
YFP pozitif hayvan beyinlerinde ayni renkte 1s1ma verdikleri i¢in, bu degerlendirmeye
sadece Thyl-ChR2-YFP negatif hayvan beyinlerinden alinan kesitlerin dahil
edilmesine karar verildi. PBS grubunda 3, StD Poly (I:C) grubunda 1, SDD grubunda
3 Thy1-ChR2-YFP negatif hayvan bulunmasi sebebiyle, Iba boyamasi gibi 3 grupta
yapilan analiz CD86, Ym1 isaretlemeleri i¢in tekrarlanamadi. Dolayisiyla, CD86 ve
Yml isaretlemeleri sadece Thyl-ChR2-YFP negatif olgulardan olusan PBS kontrol
grubundan ve Poly (I:C) grubundan secilen 3’er hayvandan ikiser kesit ve her kesitten

alian 2 goriintiide incelendi (Tablo 1).

PBS grubunda CD86 sayim ortalamasi 5,69+2,7ve Poly(I:C) grubunun sayim
ortalamasi 3,084+0,3 bulundu. Yml i¢in ise PBS grubunda sayim ortalamasi 3,79+1,59
ve Poly (I:C) grubunun sayim ortalamasi 4,83+1,49 bulundu. CD86, Ym1 sayimlari
ve Ym1/CD86 orani iki grup arasinda Mann Whitney U testi ile karsilastirildiginda,
istiatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmadi (sirasiyla p=0,1; p=0,4, p=0,1). (Tablo
6, Sekil 4-15).
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Sekil 4-15 Grafikte PBS ve Poly(I:C) gruplarinda ortalama immunohistokimya(IHK)
sayimlari

Veriler ortalama +standard deviasyon (SD) olarak goriilmektedir.
[HK: immunohistokimya

Tablo 6 Gruplara gore CD86, Ym1 sayimlarinin ve Ym1/CD86 oran1 dagilimi
Veriler ortalama+tstandard sapma olarak verilmistir.

PBS Grup Poly(I:C) Grup

ort n |SS ort n |SS
CD86 5,69 3 12,7 3,08 3 10,3
Yml 3,79 3 11,59 4,83 3 (1,49
Ym1/CD86 0,67 3 10,03 1,43 3 0,56
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5 TARTISMA

5.1 Davranis bulgular:

Bu ¢alismada, midgestasyonel Poly (I:C) uygulamasiyla olusturulan MIA
modelinde, yavrular postnatal 24-28. giinlerde degerlendirildiginde, sosyallesme
davranisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilagsma tespit edilmemistir. Ancak
toplumda go6zlendigi gibi davranis sonuglarmin genis bir varyasyonda dagildigi
gozlenmistir. Bu varyasyondan yola ¢ikilarak, hayvanlar davranis test sonuglarina gore
gruplanmistir. Sosyal bolmede gecirilen zaman indeksi ve bilye gdomme skorlari alt
gruplar1 ayirmada yararlanilan parametreler olmustur. Poly (I:C)'ye dogum Oncesi
maruz kalan farelerin yalnizca bir alt grubunun OSB benzeri davranis gelistirmesi
bunun i¢in olas1 bir agiklamadir, ¢iinkii benzer alt gruplar klinikte de OSB hastalarinda
goriilebilir. Ayni ¢evresel etkene ayn1 zamanda maruz kalan yavrularin hepsinde ayni
otizm benzeri davraniglar goriilmemektedir. Stereotipik hareket baskin ikinci Poly
(I:C) grubundaki olgularin, belirgin stereotipik hareketleri ve hafif sosyalizasyon
bozuklugu olan, normal/yiiksek 1Q’ ya sahip yiiksek fonksiyonlu otizm olarak
adlandirilan grubu temsil edebilecegi diistiniilmiistiir. Sosyalizasyon defisiti baskin
Poly (I:C) grubunun ise agir sosyalizasyon bozukluguna, diisiik/ normal IQ skorlar1 ve
degisken diizeyde stereotipik davranisin eslik ettigi diisiik fonksiyonlu otizm olarak
adlandirilan grubu temsil edebilecegi diisiiniilmiistiir (83, 84). Bu gruplarin davranis

testlerinde de birbirinden farklilastigini istatistiksel analizlerimizde teyit edilmistir.

Bu calismanin giiclii yanlarindan biri, OSB belirtilerinin ortaya ¢iktig1 yas
doneminde davranislarin degerlendirilmis olmasidir. MIA modelinde eriskin farelerde
davranig degisikliklerinin gen ekspresyonu, néroanatomi, ndrokimyasal etkileri tutarlt
bigimde ortaya konmustur (19,20), ancak bu ¢alismalar erigkinlik ¢agina kadar
gerceklesmis olabilecek adaptif degisikliklerin etkisi dislanarak
degerlendirilememektedir. Ayrica C57BL/6 genetik altyapisina sahip farelerle
olusturulmus noropsikiyatrik hastalik modellerinde, fetal beyin gelisimine iliskin
degisikliklerin hepsinin erigkin yasta yakalanmasinin miimkiin olmadig1 gosterilmistir
(85, 86). Bununla birlikte bu calismada, davranis deneylerinin yapilabilmesi i¢in

yavrularin anneden ayirilmasina bagl stres olusturma riski nedeniyle siitten kesme
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oncesinde degerlendirme yapilmamustir. Ileri calismalarda bu riski tasimayan farkli
otizm modelleri kullanilarak degerlendirmelerin daha erken zamansal noktalarda

yapilmasi Onerilir.

MIA modellerinde Poly(I:C) kullaniminin zamanlamasi ve dozaji1 da davranis
ve immiinolojik yanit iizerinde etkisi oldugu tespit edilen faktorlerdendir (87).
Calismamizda, literatiirde genel olarak kullanilan gebelikte iki kez ip 5 mg/kg dozaji
uygulanmistir (88). Onceki ¢alismalarda daha yiiksek doz Poly (I:C) kullaniminin
sosyallesmede azalma, stereotipide artis, 6grenmede bozulma gibi otizm benzeri
davranigsal farkliliklarla iligkili bulundugu gdsterilmistir (104) ancak bu ¢aligmalarda
genellikle si¢anlar kullanilmis ve degerlendirmeler yetigkinlik doneminde yapilmustir.
Bu etmen de ¢alismamizda PBS ve Poly (I:C) grubu arasinda davranis a¢idan farklilik
bulamamanin bir diger olas1 agiklamasi olabilir. Bununla beraber, gebe hayvanlarda
yavru kaybi1 riski nedeniyle modelin immun sistem tizerindeki etkisini degerlendirmek
lizere biyokimyasal bir analiz yapilmamistir (IL-6 diizeyi bakmak vb). Ayrica
calismamizdaki gebe fareler ayni genetik kokenden olmalarina (C57), ayn1 kaynaktan,
aymi yas ve kiloda alinmalarina ragmen, calismada kullanilan yavrular gibi, ayni
anneden dogan yavrular degillerdir. Dolayisiyla fare kokenindeki genetik

degiskenligin de sonuclarimiz {izerinde etkisi olmus olabilir.

Aragtirmamizda dendritik ¢ikintilarin sayimi i¢in dendritlerinde sar1 floresan
protein (YFP) ifade eden Thyl-ChR2-YFP transgenik erkek fareler, yabanil tip
C57BL/6 ile giftlestirildigi i¢in elde edilen yavrularin davranig sonuglarinin
yorumlanmasinda transgenik olma etkisinin kontrol edilmesi amaciyla kontrol
grubundaki 3 Thyl-ChR2-YFP pozitif fare ile 3 Thyl-ChR2-YFP negatif farenin
davranig test sonuclar1 birbiriyle karsilastirilmistir. Bu analiz sonucunda iki grup
arasinda herhangi bir davranigsal parametrede istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Bu nedenle yavrulardaki davranig farkliliklarinda Thy1-ChR2-YFP

transgeninin varliginin anlamli etkisi olmadigi sonucuna varilmistir.

5.2 Bolgesel kalinlik ve Bolgesel Kalinlik Davranis Korelasyon
Bulgular

Cevresel faktorlerin beyine etkisinin bolgeye 6zgiil oldugu gdsterilmistir.
Dolayisiyla, MIA da ¢evresel faktorleri modellediginden, belirli beyin alanlarindaki
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degisikliklerin dikkate alinmas1 gerekir. Ornegin, OSB’li ikizlerde yapilmis bir insan
norogoriintiilleme calismasinda orbitofrontal kortekste ve anterior singulat kortekste
gri cevher kalmhigi OSB belirtileriyle iliskili bulunmustur. Ozellikle stereotipik
davraniglarla orbitofrontal korteks kalinligr iliskili ¢ikmistir(89). Medial PFK,
hipokampus, striatum OSB ¢aligsmalarinda en sik ¢alisilan ve sosyal davranis, kisitl ilgi
alani, tekrarlayic1 davranis, ve duyusal entegrasyon sorunlariyla iliskileri gosterilmis
bolgelerdir (90, 91). Erken ¢ocukluk doneminde semptomlarin baslangicinda bas
cevresi, beyin hacmi ve korteksteki noéron sayisinin arttigr insan OSB ¢aligmalarinda
gosterilse de (3, 92) morfolojik veya islevsellik farki gosteren belirli beyin
alanlarindaki degisikliklerin bozuklugun sonuglart mi1 nedenleri mi oldugu agik
degildir. Olas1 bir agiklama olarak, dogum Oncesi immun aktivasyonun, ozellikle
norogelisimdeki kritik hassas donemlerde patogenezde rol oynadigi varsayilmaktadir.
Bu iliskiyi dogrulamak i¢in MIiA hayvan modeli ¢alisma bulgulari, annenin immun

aktivasyonu ile kortikal gelisim arasinda bir baglant1 oldugunu gostermektedir (24,

93).

Sasirtic1 bir sekilde mPFK kalinlig1 gruplar arasinda farkli bulunmamis ve
MPFK ile otistik benzeri davranislar arasinda bir iliski bulunamamuistir. Bu, farelerin
omriinde ylirlimeye baslayan ¢ocuk asamasina karsilik gelen deneylerimizin
zamanlamast (PN24-28. giin) ile ilgili olabilir. Deneylerimizi prefrontal korteks
olgunlasmasindan Once olabilecek bu yas araliginda yapmamiz, medial prefrontal
korteks kalinliginda farklilik bulamamamizin nedenlerinden biri olabilir. Prefrontal
korteks beyin gelisim siralamasimna gore diizenlenecek en son bdlgedir. Ayrica
aragtirmamizda kullanilan Sl¢lim yonteminin yeterince hassas olmamasi (radyolojik
goriintiileme gibi), orneklem biiyiikliigiiniin kiiclik olmast ve denekler arasindaki

degiskenlik, sonug¢larimizin yorumlanmasini sinirlamis olabilir.

Davraniglarin =~ morfolojik  farkliliklarla  iliskisini  inceledigimizde,
hipokampusta stereotipik davranis dominant Poly (I:C) grubunda anlamli bir kalinlik
farki gozlenmistir. Aragtirmamizdaki bu bulguyu destekler sekilde Poly(I:C) ile
olusturulan MIA modellerinde hipokampal morfoloji ve fonksiyonun énemli bir etkiye
sahip oldugu daha 6nce gdsterilmistir. Ornegin, bu modelle hipokampusun CA1l
bolgesindeki parvalbumin-pozitif internéronlarin yogunlugunun ve dogum sonrasi

erken donemde inhibisyonunun gii¢lii bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (94). Ek
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olarak, yine bu modelle hipokampustaki mikroglial say1 ve aktivasyonda fark
goriilmemesine ragmen presinaptik sinaptofizin ve fagot yogunlugunun azalmasi
yetiskinlikte hipokampal sinaptik fonksiyon {iizerindeki etkiyi ortaya koymaktadir
(95). Poly(I:C) ile olusturulan MIA modelinde, yavrularm hipokampusunda
miyelinasyon ve aksonal gelisimi geciktirdigi gosterilmistir (96). Bagka bir Poly (1:C)
MIA c¢aligmasinda da yine hipokampusa o6zel sitokin degisikliklikleri oldugu
gbsterilmistir. Bununla beraber MIA gecirmis beyinlerde eriskinlik déneminde
neokortikal ve hipokampal kalinlikta azalmalar rapor edilmistir (97). Arastirmamiza
benzer sekilde, hipokampusta kalinlik artis1 oldugunu sadece erkek farelerde gosteren
Nfl+/- genetik norogelisimsel bozukluk modelinde bir ¢caligsma da bulunmaktadir (98).
Bu bulguyu daha iyi yorumlayabilmek i¢in daha genis 6rneklemli ve cinsiyetleri de
gozeten Poly (I:C) ile olusturulmus MIiA modeli ¢alismalarinda, daha hassas 6l¢iim
saglayan ve molekiiler yontemlerle birlestirilmis metodolojiye sahip arastirmalara

ihtiyag vardir.

Stereotipik davranis ile hipokampus kalinlig: iligkili bulunmustur. OSB’ de
beyinde gorilen morfolojik degisikliklerinin sinaptik ayiklanma siirecinin
aksamasiyla iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir (32,33). Mikroglialarin hipokampusta
14 ve 28. postnatal giinler arasinda 6nemli histolojik farkliliklar gdstermesinin sinaptik
budanmada mikroglialarin etkili olabilecegi, hipokampus CA1 CA2 bolgelerinin
lezyonlarinin veya bu bolgelerde protein sentezi inhibisyonunun sosyal bellek
bozukluguyla iligkisi gosterilmistir (99). Caligmamizda StD Poly (I:C) grubunda
hipokampus kalinliginda goérdiigiimiiz farklilik, bu kritik zamanlama ile iligkili
olabilir. Ayrica Poly (I:C) gruplarin ikili karsilagtirdigimizda PBS grubu ile hem StD
hem SDD grubu arasinda hipokampus kalinlig1 anlamli olarak farkli bulunmustur. Bu
bulgular hipokampusun sosyal bellek ve O6grenmeyle de iliskili olduguna isaret
etmektedir (100). Bununla beraber bu bulguyu destekleyecek sekilde dendiritik ¢ikinti
sayimi silireci teknik sorunlar nedeniyle tamamlanamamistir, ileride yapilacak
calismalarda  dendritik c¢ikinti  sayist  degerlendirilerek  gruplar arasinda

karsilastirilmalidir.

Arasgtirmamizda gruplarimiz arasinda striatum kalinliginda farklilik
bulunmamistir. Aslinda striatum stereotipik hareket ile iliskisi en sik gosterilen beyin

bolgesidir ancak arastirmamizda YOTT indeksi ile striatum kalinlig1 arasinda pozitif
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korelasyon gosterilmistir. Bu bulgumuz striatumun bellek iizerindeki diizenleyici
etkisiyle iliskili olabilir (101). Hipokampus ve striatum kaliliklarinin giiglii pozitif
korelasyon gostermesi de, Ogrenme ve stereotipik davranig baglaminda, sosyal
davranisi diizenlemek icin karsilikli konusan bu alanlar arasindaki iliskilerin sonucu
olabilir. Bu ayn1 zamanda hipokampus kalinlig1 ile bilye gdémme skorlarinin pozitif
iligkili bulunmasin1 da agikliyor olabilir. Buna ek olarak, yiiksek striatum kalimliginin
yiiksek YOTT indeksleriyle iligkili bulunmasi, yliksek fonksiyonel otistik insanlarda
goriilen daha iyi IQ puanlarin bir goriiniimii olarak da diisiiniilebilir. Bu, ilk Poly
(I:C) grubundaki (StD) daha iyi sosyallesme puanlarinin ardindaki kompanzatuar
mekanizmanin sonucu da olabilir; ¢linkii sosyal davranislar temel olarak 6grenme

olmadan degerlendirilemez.
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5.3 immunohistokimya bulgular

Arastirmamizda sinaptik budanma ile mikroglial aktivite iliskisini hiicresel
diizeyde gostermek lizere immunohistokimyasal analizler yapilmistir. OSB de en ¢ok
degisiklik bildirilen bolge olarak medyal PFK incelenmek {izere secilmistir. Buna
yonelik olarak mikroglial aktiviteyi gostermek i¢in segilen Iba-1 antikoruyla yapilan
isaretlemelerde olusturulan hem kontrol ve Poly (I:C) gruplar1 arasinda, hem de
olusturulan ti¢ alt grup arasinda fark saptanmamistir. Bu sonug, gruplar arasinda
medyal PFK kortikal kalinlikta istatistiksel olarak anlamli fark goriillmemesiyle
birlikte ele alindiginda, calismanin yapildigi erken donemde medyal PFK gelisiminin
heniiz tamamlanmamis olmast ile iligkili olabilir. Ayrica, Olglimlerdeki genis
varyasyon ve orneklem sayisinin azlig1 da istatistiksel anlamliliga ulagsmay1 engellemis
olabilir. Iba isaretlemesi i¢in CY3 sekonder antikoru kullanildigindan her 3 grupta Ibal
isaretlemesi, sayimi ve analizi yapilabilmistir. Ancak, antiCD86 ve antiYml
antikorlarina yonelik elimizde bulunan Cy2 sekonder antikoru ile yapilan isaretlemeler
Thy1-ChR2-YFP farelerdeki YFP sinyalleri ile yakin dalga boyunda oldugundan, bu
antikorlarin immunohistokimyasal incelemesine sadece Thyl-ChR2-YFP negatif
farelerle devam edilmistir. Bu durumda fare sayisi ¢ok azaldigindan poly (I:C) grubu
alt gruplara ayrilmadan degerlendirilmistir. Bunlara ek olarak bu tezin konusu disinda
kalan hipokampus boélgesinin kalinliginda gruplar arasinda bir farklilik gozlenmesi, bu
alanda yapilacak immunohistokimyasal incelemede farkli bir sonuca ulasilabilecegini
diisiindiirmektedir. Insanlarda yapilan 6liim sonras1 ¢alismalarda, OSB olan bireylerin
beyin dokusunda noroinflamasyon mikroglial aktivite iliskisi gosterilmistir (29, 93).
Ancak maternal immun aktivasyon modellenen hayvan caligmalarin1 gézden geciren
bazi ¢alismalarda da ¢calismamizla benzer sekilde istatistiksel olarak anlamli diizeyde

Iba-1 aktivitesinde degisiklik bulunmayan ¢alismalar da bildirilmistir (102, 103).

Aragtirmamizda mikroglial fenotipinde M2 ydniinde artacagi hipotez edilerek,
M2 mikroglialar Ym1 ve M1 mikroglialar CD86 antikoruyla isaretlenmistir. Hem
Yml, CD86 sayimlarina hem de Ym1/CD86 oranlarina baktigimizda, Poly (I:C) ve
PBS gruplari arasinda fark bulunmamistir. Bu durum, dl¢timlerdeki genis varyasyon
ve Orneklem azlig ile iliskili goériinmekle birlikte, arastirmamizda bolgesel kalinlik
6l¢timiiniin radyolojik 6l¢iim gibi sensitif bir yontem ile yapilmamis olmast ile de ilgili

olabilir. Ayrica sinaptik plastisite ile ilgili bir bulgu verebilecek olan dendrit



56

goriintiilemesi asamasinin tamamlanip dendritik ¢ikint1 sayimi1 yapilamamasi, kortikal
katmanlara veya bolgelerin alt boliimlerine gore spesifik bir analiz yapilmamasi da

sonuc¢larimizin yorumlanmasini kisitlamistir.

Bu baglamda, ileride daha biiyiik fare 6rneklemlerinde gelisimin ¢ocukluktan
eriskinlige farkli asamalarinda ve farkli beyin bdlgelerinde degerlendirmelerin
molekiiler analizlerle teyit edildigi deneylere ihtiya¢ vardir. Bunun yami sira
noroinflamasyonda mikroglia harici glia hiicrelerin ve néronlarin da rol alabildigi, bu
hiicre tipleri arasinda bir karsilikli etkilesim (cross- talk) oldugu bilinmektedir (104).
Dolayistyla aragtirmamizin kapsamina girmeyen hiicre tiirleri ve hiicreler arasi
etkilesim patofizyolojide etkiliyse de burada gosterilememis olabilir. Diger yandan,
mikroglial M1-M2 fenotiplendirmesinin dogru bir yaklasim olmadigini savunan
goriigler de mevcuttur. Bu goriise gore mikroglial fenotip degisimi dinamik bir
stirectir, mikroglialar ayni zamanda her iki fenotipe dair protein ifadesi
gosterebilmektedir (105). Arastirmamizda hipotez edildigi sekilde mikroglial
fenotiplerdeki degisiklik sinaptik plastisite tizerinde kritik bir etkiye sahip olmayabilir.
fleride yapilacak calismalarda M1/M2 fenotipleri ¢oklu belirteglerle, farkli gelisim

donemlerinde, beyin bolgelerinde ve kortikal katmanlarda incelenmelidir.

Ozetle ¢alisma bulgularimiz, hamilelik déneminde 2 kez uygulanan Poly
(I:C)’nin, insandakine benzer bigimde dogan yavrularin sadece bir kisminda ve ilging
bicimde klinikte goriilene benzer klinik heterojenitede Otizm benzeri davraniglari
artirdign saptanmistir. Dolayisiyla bu model klinik heterojenitenin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin incelenmesi i¢in uygun bir modeldir. Bunun yanisira
mPFK’te gruplar arasinda toplam mikroglia sayilart ve M2/MI1 oranlariin
degismedigi bulunmustur. Ayrica Olciilen mPFK kalinliklarinda bir degisim
saptanmamustir( Sekil 5-1).
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.....

Poly(l:C) hippokampus *
kalinlik

Poly(1:.C) mPFK «+
kalinlik

Poly(l:C) striatum «»
kalinlik

Sekil 5-1 Arastirmamizin basamaklarinin grafik 6zeti.

MIA uygulamasi ardindan yavrulara {i¢ bolmeli sosyallesme testi, yeni obje
tanima testi, bilye gomme testi uygulandi. Uygulanan davranis testleri analiz
edildiginde belirtilerde klinige benzer bir heterojenite goriildii. PBS grubunda
sosyalizasyonu iyi olanlar, Poly(I:C) StD grubunda stereotipik davranig baskin olanlar
ve Poly(I:C) SDD grubunda ise sosyal defisiti baskin olanlar dahil edilerek grupland.
Sonrasinda Olglilen medyal prefrontal korteks (mPFK) ve striatum kalinlig
degismezken, hipokampus kalinligi StD Poly(I:C) olgularda istatistiksel anlamli
diizeyde artmis bulundu. Hipokampus kalinlig1 ile stereotipik davranis arasinda,
striatum kalinlig1 ile Ogrenme, bellek arasinda pozitif korelasyon saptandi.

Hipokampus kalinlig1 ile striatum kalinlig1 da pozitif iligkili bulundu.

Bu durum mPFK’nin gelisiminin daha ge¢ tamamlanmasi ile iliskili
olabilecegi gibi kullanilan 6l¢iim yonteminin kii¢iik farkliliklar1 tespit etmede yeterli
¢Oziiniirliikte olmamasi ile de aciklanabilir. Bu konularin daha ileri ¢aligmalarla
incelenmesine ihtiya¢g vardir. Sonu¢ olarak; OSB de beyin etkilenmesinin
zamanlamasma bagli olarak farkli beyin bolgelerinin etkilendigi ve bu beyin
bolgelerinin de farkli belirti gruplariyla iliskili olabilecegi, gruplar arasinda Iba
sayimlar agisindan fark goriilmedigi, M1 ve M2 mikroglia fenotiplerinden herhangi
birinin mPFK’da baskin olarak gézlenmedigi, sinaptik budanma ve mikroglial aktivite
degisikligi disinda arastirmamizda yer almayan baz1 diger patofizyolojik

mekanizmalarin da hiicresel diizeyde etkili olabilecegi diisliniilmiistiir.
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6 SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda MIA modelinin klinik heterojeniteyi 1iyi temsil ettigi
gosterilmistir. Prenatal Poly (I:C) maruziyetinin bir alt-grup farede stereotipik
davranisi arttirirken bir alt-grup farede sosyallesmeyi bozdugu gozlenmistir. Boylece
olusturulan alt gruplarin klinik fenotiplere benzer sekilde kendi i¢lerinde de varyasyon
gosterdikleri goriilmiistiir. Bu modeli, farkli klinik heterojenitenin altinda yatan

ndrobiyolojik siireclerin kullanilmasi i¢in 6neriyoruz.

2. Belirti heterojenitesi gdz oniine alinarak, ileride MiA modeliyle yapilacak OSB
caligmalarinda daha genis Orneklem ile farkli gelisimsel evrelerde altta yatan
mekanizmalara yonelik detayli molekiiler incelemeler eklenmesinin de faydali olacagi

kanisina varilmistir.

3. Siitten kesme donemi Oncesinde OSB-benzeri davraniglarin incelenmemis
olmas: literatiirdeki 6nemli bir eksiktir. ileride yapilacak arastirmalarda davranis
testlerinin olusturabilecegi anneden ayirma stresini azaltmaya yonelik ultrasonik
vokalizasyon testi gibi testlerin kullanilmasi veya yeni testler gelistirilmesi OSB’nin
gelisim boyunca ndrobiyolojik mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katki
saglayacaktir. Bunun yan sira beyin gelisimine dair elde edilebilecek molekiiler ve
morfolojik verinin, davranis testleriyle korelasyonlarini incelemenin de arastirmalarda

yer almasinin bu tiir ¢aligmalara 6nemli bilgiler saglayacag: diistiniilmiistiir.

4. Yapilan bolgesel kalinlik degerlendirmelerinde, mPFK kalinliginda gruplar
arasinda fark bulunmamustir. Ancak stereotipik davranislart dominant alt grupta
hipokampus kalinligimin anlamh olarak arttifi gozlenmistir. Hipokampal kalinlik
degisikligi stereotipik davranis ile ve striatum kalinlig1 da 6grenme ile pozitif iliskili
gozlenmistir. Hipokampus kalinligimin da striatum kalinlig1 ile pozitif korelasyonu

oldugu goriilmiistiir.

5. mPFK’te toplam mikroglia sayilar1 gruplar arasinda fark gostermemistir.
Ayrica gruplar arasinda Ym1, CD86 sayimlari ve Ym1/CD86 oranlar1 agisindan fark
olmadig1 goriilmiistiir. ileride yapilacak calismalarda bu bulgunun sosyal defisit
baskin ve stereotipik davranig baskin gruplarla genisletilmesi, baska M1, M2

belirtegleriyle incelenmesi onerilir.
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