T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI

VALPROIK ASITLE INDUKLENEN SICAN OTiZM SPEKTRUM
BOZUKLUGU MODELINDE DIMETIL FUMARAT UYGULAMASININ
OLASI TERAPOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Kiibra KARADAG

TIPTA UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir.

ANKARA

2024






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI

VALPROIK ASITLE INDUKLENEN SICAN OTiZM SPEKTRUM
BOZUKLUGU MODELINDE DIMETIL FUMARAT UYGULAMASININ
OLASI TERAPOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Kiibra KARADAG

TIPTA UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir.

Danisman Ogretim Uyesi
Do¢. Dr. Ahmet Mert ERTUNC

Prof. Dr. Mehmet Yildinm SARA

ANKARA

2024



TESEKKUR
Tibbi Farmakoloji asistanligina basladigim gunden beri “laf degil s6z” sdyleyen; her
firsatta gercegin degerini ve esas Onemli olani hatirlatan; bilim, felsefe ve sanat

sohbetleriyle ufkumu acan Sayin Hocam Dog. Dr. Ahmet Mert Ertunc¢’a,

Bilimde rasyonel olmayi 6greten, ilham verici sorulariyla ufkumu agan Sayin Hocam

Prof. Dr. Mehmet Yildirnm Sara’ya,

Heyecanima ve merakima deger verip norofarmakoloji alaninda galismamin yolunu
acan ve “Universal” degerlerden ayrilmamanin gerekliligini 6greten Sayin Hocam Prof.
Dr. Alper Bektas iskit'e,

Ogrencilerini sadece meslege degil hayata hazirlayan, bilim insani ve 6gretim Gyesi

durusuyla 6rnek aldigim Sayin Hocam Prof. Dr. Melih Onder Babaoglu’'na,

Akademik bilgi birikimini ve her daim pozitif enerjisini bizlerden esirgemeyen Sayin
Hocam Dog¢. Dr. Guray Soydan’a,

Tez calismami hizli destek projesi olarak onaylayan ve destekleyen Hacettepe

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne,

Asistanligimin ilk ginanden beri zorluklara beraber gégus gerdigim, tez galismamdaki
bircok deney duzenegini birlikte kurdugum, higbir zaman yardimini esirgemeyen Dr.

Volkan Tumer’e,

Tez projesinin yazimi ve deneyler suresince destegini esirgemeyen ve tim sorularima

ictenlikle cevap veren Dr. Barigcan Cimen’e,

Asistanligim slresince tanidigim her birinden ¢ok sey 6grendigim tim Hacettepe

Universitesi Tibbi Farmakoloji asistanlari ve doktora 6grencilerine,

Her ihtiyacim oldugunda sicak cay destegi ve yardimlariyla isimi kolaylagtiran

Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji personellerine,
Her zaman destegini hissettigim, en yakin dostum ve meslektagim Dr. Aylin Toplu’ya,
Birlikte hayati ve kendimi taniyip yeniden sevdigim yol arkadasim Kenan'a ve

En kiymetlilerim; annem Fatma Karadag, babam Mahmut Karadag, kardeglerim
Furkan ve Kerem Karadag@’'a tesekkur ederim.



OZET

Karadag K., Valproik Asitle indiiklenen Sigan Otizm Spektrum Bozuklugu
Modelinde Dimetil Fumarat Uygulamasinin Olasi Terapotik Etkilerinin
Arastinlmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dali Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2024. Otizm spektrum bozuklugu (OSB); sosyal
etkilesim bozuklugu, sinirli ilgi alani, tekrarlayici davranislar ve duyusal anomalilerle
karakterize kompleks bir noérogelisimsel bozukluktur. Etiyopatogenezi tam olarak
bilinmemektedir ve temel semptomlari Gzerinde etkili bir medikal tedavi yoktur. OSB’li
bireylerde ve deneysel OSB modellerinde vyapilan arastirmalarda OSB
etiyopatogenezinde oksidatif stres ve ndoroinflamasyonun roline dair bulgular
artmaktadir. Oksidatif strese karg! sitoprotektif ve inflamatuar yanitta regilator etkili
Nrf2 (Nuclear erythroid-related 2 factor 2) yolagdi aktivitesinin OSB’de azaldidina dair
bulgular vardir. Dimetil fumarat (DMF), etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte multipl skleroz ve psoriazis tedavisinde kullanilan antioksidan ve
immunomodulatér etkili bir Nrf2 aktivatérudiar. Calismamizda, siganlarda prenatal
dénemde valproik asit (VPA) maruziyeti ile olusturulan OSB modelinde, DMF’in OSB
semptomlar1 Uzerine tedavi edici etkilerinin arastirimasi amaclandi. VPA ile
indiiklenen OSB modelinde; infant donemde fiziksel, sensorimotor gelisim ve sosyal
baglanma degerlendirildi. Adblesan dénemde oral gavaj ile DMF uygulamasina
baslandi. DMF’in tedavi edici etkileri; tekrarlayici davranislarin, sosyal etkilesimin,
kompulsif benzeri davranislarin, anksiyetenin ve lokomotor aktivitenin degerlendirildigi
davranis deneyleri ve serebellum ve prefrontal korteks (PFC) dokularinda oksidatif
stres ve noéroinflamasyon iliskili belirteglerin kolorimetrik testler ve ELISA metodu ile
Olcllmesiyle davranissal ve molekuler dizeyde incelendi. Prenatal VPA maruziyeti,
her iki cinsiyette sosyal baglanmayi bozdu ve disi yavrularda sensorimotor becerilerde
gerilige neden oldu. Dimetil fumarat, OSB modelinde serebellum ve PFC’de
noroinflamatuar belirtecleri degistirmezken, azalan antioksidan yaniti gt¢lendirdi ve

sosyal etkilesim bozuklugunu giderdi.

Anahtar Kelimeler: Otizm, valproik asit, dimetil fumarat, oksidatif stres,

noroinflamasyon.

Calismamiz, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenen THD-2022-19851 kodlu proje kapsaminda gercgeklestirilmistir.



ABSTRACT

Karadag K., Investigation of the Possible Therapeutic Effects of Dimethyl
Fumarate Administration in the Valproic Acid-Induced Rat Autism Spectrum
Disorder Model, Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of
Medical Pharmacology, Ankara, 2024. Autism spectrum disorder (ASD); is a
complex neurodevelopmental disorder characterized by social interaction deficit,
limited interests, repetitive behaviors and sensory abnormalities. The etiopathogenesis
of ASD is not fully known and there is no effective medical treatment for the core
symptoms of ASD. In studies conducted in individuals with ASD and experimental ASD
models, evidence on the role of oxidative stress and neuroinflammation in the
etiopathogenesis of ASD are increasing. There are results that the activity of the Nrf2
(Nuclear erythroid-related 2 factor 2) pathway, which has a regulatory effect on the
inflammatory response and cytoprotective to oxidative stress, is reduced in ASD.
Dimethyl fumarate (DMF) is an clinically used Nrf2 activator with antioxidant and
immunomodulatory effects used in the treatment of multiple sclerosis and psoriasis,
although its mechanism of action is not fully known. In our study, we aimed to
investigate the therapeutic effects of DMF on ASD symptoms in the ASD model
induced by prenatal exposure to valproic acid (VPA) in rats. In the VPA-induced ASD
model; physical development, sensorimotor development and social attachment were
evaluated in the infancy period. DMF administration with oral gavage was started in
the adolescence period. Therapeutic effects of DMF; were examined at behavioral and
molecular levels by behavioral experiments evaluating repetitive behaviors, social
interaction, compulsive-like behaviors, anxiety and locomotor activity. By using
colorimetric tests and ELISA method oxidative stress and neuroinflammation-related
markers were evaluated in cerebellum and prefrontal cortex (PFC). Prenatal VPA
exposure impaired social attachment in both sexes and caused impairment in
sensorimotor skills in female offspring. While dimethyl fumarate did not alter
neuroinflammatory markers in the cerebellum and PFC in the ASD model, it
augmented the decreased antioxidant response and rescued the social interaction
deficit. Keywords: Autism, valproic acid, dimethyl fumarate, oxidative stress,
neuroinflammation. Our study was supported by Hacettepe University Scientific
Research Projects Coordination Unit with the project code THD-2022-19851.
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1. GIRIS

Otizm spektrum bozuklugu (OSB); sosyal etkilesim ve iletisim bozuklugu, sinirli ilgi
alani, tekrarlayici davraniglar ve duyusal anomalilerle karakterize kompleks bir
ndérogelisimsel bozukluktur [1]. ik defa 1943 yilinda psikiyatrist Leo Kanner tarafindan
tanimlanmigtir [2]. GUnumuzde OSB’nin temel semptomlari tGzerinde etkili medikal bir

tedavi olanagi bulunmamaktadir [3].

OSB'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte kompleks, multigenik etkilesimler
ve olasi cgevresel faktorlere dayandigi one surulmektedir [4]. OSB patogenezinde

noroinflamasyon ve oksidatif stresin roltine dair bulgular giin gectikge artmaktadir [5].

Dimetil fumarat (DMF), relaps ve remisyonlarla seyreden multipl skleroz (relapsing
remitting multipl skleroz, RRMS) ve plak psoriazis tedavisini igeren genis bir alanda

kullanimi onaylanmis immunomodulator ve antioksidan etkili bir 6n ilagtir [6].

OSP’li bireylerde yapilan ¢alismalarda, Brassicaceae familyasindaki bitkilerden elde
edilen bir izotiyosiyanat olan sullforafanin (SFN), OSB’de sik gorulen iritabilite,
stereotipik hareket, letarji, hiperaktivite gibi semptomlara karsi kismi terapétik etkinligi
gosterilmistir [7]. SFN’nin OSB icin terapdtik etkinligine dair klinik ¢alismalar devam

etmektedir.

DMF; SFN ile benzer olarak, oksidatif strese karsi sitoprotektif ve inflamatuar yanitta
regulator etkili oldugu bilinen Nrf2 (nuclear erythroid-related 2 factor 2) yoladi Gzerinde

aktivator etki gostermektedir [8].



Calismaminizin amaglari su sekildedir:

1) Prenatal VPA maruziyeti sonucu; infant donemde, fiziksel ve sensorimotor gelisimde

ve sosyal baglanmadaki degdisimleri ve bu degisimlerde cinsiyetin etkisini incelemek,

2) VPA ile induklenen sican OSB modelinde; DMF uygulamasinin, OSB benzeri

davranis fenotipi Uzerindeki terapotik etkinligini ve etki mekanizmalarini arasgtirmak,

3) Genel ¢ercevede OSB’nin oksidatif stres ve noroinflamasyon ile iligkisini incelemek.

Calismamizin hipotezleri su sekildedir:

1) Prenatal donemde VPA maruziyeti sonucu yavrularda OSB benzeri fenotip ve
nérogelisimsel parametrelerde gerilik gortlmesi, oksidatif stres ve néroinflamasyon

aracilidir.

2) Dimetil fumarat, antioksidan ve immunomodulatér etkileri ile OSB fenotipinde

iyilesme saglar.



2. GENEL BILGILER
2.1. OSB Epidemiyolojisi

OSB; tum irklarda, etnik gruplarda ve farkli sosyoekonomik duzeylerde
gorulebilmektedir [9]. GUnumuzde dlunyada yaklasik 28 milyon OSB vakasi oldugu
bilinmektedir. 2019 yilinda yapilan 204 Ulkeyi kapsayan bir galismada OSB insidansi
603.790 vaka olarak belirlenmis 1990 yili ile 2019 yili verileri kargilastirildiginda
prevalansta %39,3; insidansta %0,1 artis oldugu gorulmustir [10]. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) 2020 yili verilerine gore 8 yasindaki her 36 gocuktan 1’inin OSB tanisi
aldigi ve erkek gcocuklarinda OSB gorulme oraninin kiz ¢ocuklarinin yaklasik 4 kati
oldugu bildiriimistir [11]. Ulkemizde ise 2019 yili Sadlik Bakanlig: verilerinde 38.661
OSPB'li birey oldugu raporlanmistir [12].

2.2. Komorbiditeler, Sendromik (Sekonder) ve Non-sendromik (Primer,
idiyopatik) OSB

OSPB’li cocuklarda dil becerilerinde ve motor becerilerde gerilik sik gértlen durumlardir

[13]. OSB’li ergen ve yetigkinlerde; epilepsi, zeka geriligi, obsesif kompulsif bozukluk,
duygudurum bozukluklari, uyku bozukluklari, yeme bozukluklari, gastrointestinal
problemler ve immun sistem disfonksiyonlari genel popilasyona gore fazla oranda
gorulmektedir [14,15].

OSB’'li bireylerde yaklasik %25 oraninda genetik bir neden belirlenebilmektedir.
Bunlarin yaklasik %5’i tek gen bozukluklari, %10-20’si kopya sayisi varyasyonlari
(Copy number variation, CNV, submikroskobik delesyonlar veya duplikasyonlar) ve
yaklasik %5'’i sitogenetik olarak gorilebilen kromozom anomalileridir. Bu nedenle
OSB, sendromik (sekonder) ve non-sendromik (idiyopatik, primer) OSB seklinde
ayrilmaktadir [16,17]. Bazi sendromik OSB oranlarina bakildiginda: Frajil X sendromlu
hastalarin %18-33’lGinde, Tuberoskleroz tanili hastalarin %25-60’inda, Rett sendromlu
kiz cocuklarinin %80-100’Unde, Angelman sendromlu hastalarin %50-81’inde, Prader-
Willi sendromlu c¢ocuklarin %19-36,5’'unda, Phelan-McDermid sendromlu bireylerin
%50-70’inde OSB bulgularinin eglik ettigi gorilmektedir [18,19].



2.3. Risk Faktorleri

2.3.1. Genetik Risk Faktorleri

Avrupa ve ABD’de yapilan ikiz ve aile ¢alismalari ile OSB’nin % 50-90 oraninda
genetik gegisli oldugu sonucuna varilmistir [20,21] Monozigotik ikizlerdeki OSB
konkordans orani %92 iken dizigotik ikizlerde bu oranin %10’a dusmesi genetik
faktorlerin OSB etiyopatogenezinde onemini vurgulamaktadir [22]. OSB’li kardes

Oykusu diger bir gocugun OSB tanisi alma riskini %3-18 oraninda artirmaktadir [23,24].

Son yillarda genom analiz teknolojilerindeki ilerlemelerle birlikte, OSB ile iligkili kalitsal
ve de novo mutasyonlar, CNV’ler de dahil olmak Gzere nadir genetik varyasyonlarin
belirlenmesi yonunde dnemli gelismeler katedilmistir [25]. Tespit edilebilen spesifik de
novo ve kalitsal CNV'ler, non-sendromik (idiyopatik) OSB tanisi olan ¢ocuklarin kiguk
bir kismiyla (yaklasik %10) sinirli olsa da etiyopatogenezde etkili yolaklarin
arastirlmasi acisindan énemlidir. OSB ile gugclu sekilde iligkisi oldugu gosterilen de
novo SNV (Single nucleotide variation)’lerin oldugu genler arasinda: CHDS8
(Chromodomain helicase domain 8), DYRK1A (Dual-specificity tyrosine-(Y)-
phosphorylation regulated kinase 1a), SCN2A (Sodium voltage-gated channel alpha
subunit 2), ARID1B (AT-Rich interaction domain 1B), ANK2 (Ankyrin 2), GRIN2B
(Glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2B), SYNGAP1 (Synaptic Ras
GTPase activating protein 1), ADNP (Activity-Dependent Neuroprotective Protein),
TBR1 (T-box brain transcription factor 1), POGZ (Pogo transposable element derived
with  ZNF domain) ve KATNAL2 (Katanin catalytic subunit Al like 2) vardir.
Calismalarda siklikla tespit edilen kopya sayisi varyasyonlarina bakildiginda: NRXN1
(Neurexin 1) delesyonu, 16pl11.2 delesyonu, 15g11.2q13 duplikasyonu, 16pl1.2
duplikasyonu ve 15q13.3 delesyonu 6ne ¢ikmaktadir. Sendromik OSB vakalari genom
analizlerinde; Frajil X sendromu (X gegisli, FMR1, Fragile X messenger
ribonucleoprotein 1 geni trindkleotid tekrar mutasyonu), tuberoskleroz (OD/ de novo
TSC1-TSC2 (Tuberous sclerosis complex-1,2) genleri cerceve kaydirma, yanlis
anlamli, anlamsiz, insersiyon, delesyon ve yeniden diizenleme mutasyonlari), Phelan-
McDermid sendromu (OD, de novo SHANK3, SH3 and multiple ankyrin repeat
domains 3 geni terminal delesyon, ring kromozom, dengesiz translokasyon,
intersitisyel delesyon, gergeve kaydirma ve anlamsiz mutasyonlar) ve norofiboromatozis

tip 1 (OD/ de novo NF1 geni yanlis anlamli, anlamsiz, insersiyon, delesyon



mutasyonlari) dnde gelen sendromik OSB nedenleri arasindadir [26,27]. OSB iligkili
de novo mutasyonlar sonucu etkilenen genlerle ilgili ortak sinyal yolaklari
incelendiginde: Kromatin yeniden sekillendiriimesi (remodeling) , embriyonel geligsim
surecinde Wnt (Wingless-related integration site) sinyal yolagi ve sinaptik fonksiyonlar

basliklari 6ne ¢ikmigtir [28].

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisini degistirmeden kromatin yapisini ve gen
ekspresyonunu diuzenleyen durumlardir [29]. DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu, gen ekspresyonunda rol oynayan iki ana molekller epigenetik
mekanizmadir. Kromatin yapisinin ve gen ekspresyonunun duzenlenmesinde rol
oynayan onemli bir diger faktor de kodlamayan (non-coding) RNA'dir [30]. OSB’li
bireylerde epigenetik iligkili genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerle ilgili
biriken bulgular OSB fenotipinin ortaya ¢ikmasinda epigenetik modifikasyonlarin
roline dikkat cekmektedir [31-33].

MeCP2 (Methyl-CpG-binding protein 2), UBE3A (Ubiquitin-protein ligase E3A), OXTR
(Oxytocin receptor) ve SHANK3 genlerinde DNA metilasyonu yoluyla meydana gelen

epigenetik degisiklikler OSB ile iliskili bulunmustur [34-40].

KDM5C (Lysine demethylase 5C), HIST1H1E (Histone Gene Cluster 1 Member E),
CHDS8, ARID1B, BCL11A (Transcription factor B-cell lymphoma/leukemia 11A) ve
ADNP (Activity-dependent neuroprotective protein) genlerinde histon modifikasyonu
sonucu meydana gelen kromatin yeniden modellenmesi (remodeling) ve
transkrispsiyon degisikliklerinin de OSB etyolojisinde roll oldugu 6ne surdlmasttr [41-
46].

Protein sentezini veya mMRNA degradasyonunu bloke ederek bircok genin
posttranskripsiyonel ekspresyonunu kontrol eden epigenetik dizenleyici mikro
RNA’larin (miRNA) sentezindeki dizensizliklerin de OSB etiyopatogenezinde rol

oynayabilecegdi gosterilmistir [47-50].



2.3.2. Cevresel Risk Faktorleri

Anne ve baba yasinin ileri olmasi (anne>40 yas, baba>50 yag) OSB riskini artirdigi

bilinen temel gevresel nedenlerdendir [51].

Dogum ile ilgili komplikasyonlar da OSB igin kanit dlzeyi ylUksek cevresel risk
faktorleri arasindadir. Uzamis dogum eylemi, dogum esnasinda bebekte hipoksi veya
asfiksi gelismesi, mekonyum aspirasyonu, erken membran riptiri, maternal
hemorajiler, makat gelis gibi anormal dogum pozisyonlari, RH uyusmazhgi; ilerleyen
donemlerde ¢cocugun OSB tanisi alma riskini artirmaktadir. Cogul gebelikler, diger
dogumla arasinda 12 aydan kisa bir sure olmasi, yaz mevsiminde dogum, dusuk
dogum agirhigi durumlarinda da OSB riskinin arttig1 gosterilmistir [52,53]. Sezaryen ile

dogum yapan annelerin gocuklarinda OSB daha sik gorulmektedir [54].

Anne ile ilgili durumlardan maternal diyabet, obezite, maternal bakteriyel veya viral

enfeksiyonlarin varligi OSB riskini artirmaktadir [55-57].

Cevre kirliligi de OSB riskini artirdidi bilinen faktérlerdendir. Gebelik stresince maruz
kalinan hava Kkirliligi dizeyi ¢ocukta OSB gorulme riskini artirmaktadir [58]. Ayni
zamanda prenatal ddnemde pestisite maruz kalmanin da OSB riskini belirgin dlizeyde

artirdi§i gosterilmistir [59].

Ailede otoimmun hastalik dykusu olmasi %28 daha yuksek OSB riski olugturmaktadir.
Ozellikle hipotiroidizm, Tip1 DM, romatoid artrit ve psériazis dykiisu olan ailelerde diger

otoimmun hastaliklara gore risk daha fazla bulunmustur [60].

Populasyon bazli bir vaka kontrol galismasinda; 95.978 cocuk katilimci Gzerinde
prenatal ddnemde maruz kalinan sinaptik asirimi etkileyen gesitli ilag gruplarinin etkisi
incelenmis ve kanabinoid reseptor agonistleri, noéronal nikotinik reseptor o
antagonistleri, muskarinik reseptor 2 agonistleri, axc adrenerjik reseptér agonistleri ve
opioid reseptor kK ve € agonistleri olmak tUzere 5 ila¢ grubunun cocuklarda anlamli
dizeyde OSB riskini artirdigi sonucuna ulasilmistir [61]. Bagska bir calismada;
gebelikte antidepresan kullanimi, ¢ocuklarda artmis OSB riski ile iliskili bulunmustur.
Fakat bu iligki annenin ila¢ kullanmasina neden olan taniyla da bagdlantil
olabileceginden ilaglarin endikasyonlari OSB risk artiginin yorumlanmasi igin karistirici
faktor olarak degerlendiriimigtir. Nitekim psikiyatrik bir tanisi olmadan gebelikte SSRI



(Selective serotonin reuptake inhibitor, selektif serotonin geri alim inhibitort) kullanan

annelerin bebeklerinde OSB riskinde anlamli artis olmadigi1 gorulmustar [62,63].

Prenatal donemde antiepileptik ilaglara maruz kalan 25.000 ¢ocugun katildigi bir
kohort c¢alismasinda norogelisimsel bozukluk risk artisi incelenmistir. Anneye
monoterapi seklinde uygulanan VPA tedavisinden sonra 2,4 (%95 GA, 1,7-3,3) ve
topiramat tedavisinden sonra 2,8 (%95 GA, 1,4-5,7) kat OSB risk artisi oldugu
g6rulmastar. ikili terapilerden levatirasetam-karbamazepin ve lamotrijin-topiramat VPA
ile benzer oranda risk artisina neden olurken levatirasetam-lamotrijin ikili terapisinin
OSB riskini artirmadigi gosterilmistir. Ayrica bu risk artiglari antiepileptik dozlariyla
korele bulunmustur. Lamotrijin, levetirasetam, karbamazepin, okskarbazepin,
gabapentin, pregabalin, klonazepam veya fenobarbital ile prenatal donemde
monoterapi sonrasinda norogelisimsel bozukluklar igin tutarli bir risk artigi

g6zlenmemistir [64].
2.4. Mevcut Tedaviler

OSB’nin temel semptomlarina yoénelik bir medikal tedavi yoktur [3]. Ancak irritabilite ve
agresyon tedavisinde risperidon ve aripiprazol, dopaminerjik ve serotonerjik
antagonistik etkileri nedeniyle FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onayli
bicimde kullanilabilmektedir [65]. Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun eslik
ettigi vakalarda metilfenidat ve atomoksetin, reboksetin veya guanfasin recete
edilmektedir [66]. Uyku bozukluklari olan OSB’li bireyler melatoninden fayda
goOrebilmektedir [67].

Beslenme destegi olarak sulforafan kullaniminin; bakim vericiler ve saglik
profesyonelleri tarafindan uygulanan davranis degerlendirme Olgeklerinde skorlari
yukselttigi, irritabilite ve letarji gibi durumlarda fayda sagladigi bildirilmistir. SFN,
oksidatif stres yanitini dizenleyen genlerin ekspresyonunda roll olan Nrf2 yolaginin
aktivatérlerinden biridir. SFN’nin OSB’de kullanimi ile ilgili kinik calismalar devam
etmektedir [7,68].

Gunumuzde kanita dayali dizeyde OSB’nin temel semptomlarinda iyilesme ancak
dzel egitim ve terapi yaklasimlariyla saglanabilmektedir [69]. Ozellikle 5 yas 6éncesinde
tani alan cocuklarda; erken yogun davranigsal mudahale gibi davranigsal terapi



yaklagimlari sosyal iletisim, uyum saglama davranislari, biligsel beceriler ve dil geligimi
alanlarinda iyilesme saglayabilmektedir. llerleyen vyaglarda da uygulanabilen
gelisimsel terapi yaklasimlari, sosyal iletisimi iyilestirirken dil becerilerinde yeteri kadar
etkin bulunmamistir. Hem davranigsal hem gelisimsel terapi yaklagimlari kullanilarak
uygulanan dogal gelisimsel davranigsal mudahaleler sonucunda da dil gelisimi, oyun
becerileri ve sosyal iletigsim alanlarinda iyilesme saglanabilmektedir [70]. Sosyal oyun
becerileri ve sosyal etkilesim alanlarinda grup terapilerinden fayda gorulebilmektedir
[71]. Buna ek olarak OSPB’li bireylerde sikca gorilen o6zellikle duygudurum
bozukluklarinda biligsel davranisgi terapi yontemleri ile iyi sonuglar alinabilmektedir
[72].

2.5. OSB Etiyopatogenezi ile ilgili Teoriler
2.5.1. Oksidatif Stres

OSB'li ¢ocuklarin 6zellikle erken postnatal donemde yetersiz antioksidan savunma
mekanizmalari nedeniyle artan lipit peroksidasyonu kaynakl oksidatif strese karsi
daha savunmasiz olduklari gdsterilmistir [73-75]. OSB’li ¢ocuklarin eritrositlerinde
kontrole gére glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan
enzim duzeylerinin disuk, bununla birlikte reaktif oksijen trtinlerinin miktarinin yuksek
oldugu, total glutatyon miktarinin ve GSH / GSSG (Glutatyon / Glutatyon disulfid)
oraninin azaldigi bildirilmistir [76-79]. Metionin dongutsunin bozuldugu ve bunun da
antioksidan sistemin 6nemli bilesenlerinden olan sistein ve glutatyonun sentezinin
azalmasina yol actigi gosterilmistir [80]. OSB tanisi alan bireylerde plazma A,C ve E
vitaminleri ile eritrositlerdeki c¢inko ve selenyum dahil eksojen antioksidanlarin
seviyelerinin azaldigi bildirilmistir [81-83]. Ayrica OSB'li bireylere antioksidan
uygulanmasinin ardindan bazi OSB semptomlarinda iyilesme oldugunu goésteren
raporlar yayinlanmistir. Cift kor, plasebo kontrolll bir calismada, yuksek doz C vitamini
veya karnozin uygulamasinin uygulamanin baslangicindan itibaren OSB fenotipini

iyilestirdigi gosterilmistir [84].

Ayrica OSB tanisi alan gocuklarin serumlarinda major antioksidan proteinler olan
transferrin ve seruloplazmin dizeylerinin énemli 6l¢glide azaldigi tespit edilmistir. Bu
proteinlerin azalan seviyeleri ile cocugun daha once edindigi dil becerilerini kaybetmesi

arasinda guglu bir korelasyon gozlemlenmistir [77].
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Antioksidan sistem yetersizligi bulgularina ek olarak OSB'li cocuklarda oksidatif stres
biyobelirteclerinin ekskresyonunun arttigi rapor edilmistir [85]. Spesifik olarak Fo-
izoprostan ve 8-izo-prostaglandin F2q ekskresyonunun arttigi bildirilmistir [86].
izoprostan, arasidonik asidin enzimatik olmayan oksidasyonunun bir Grinidir ve
yaygin olarak lipid peroksidasyonunun guvenilir bir belirteci olarak kabul edilmektedir
[87]. Son kanitlar, 8-izoprostan ve sisteinil-lokotrienlerin OSB'nin erken tanisi igin olasi
belirtecler oldugu hipotezini desteklemektedir [88]. Tum bu bulgular, OSB
patogenezinde oksidatif stresin son derece 6nemli oldugunu guglu bir sekilde ortaya
koymaktadir [85].

2.5.2. Bozulmug immunite ve Néroinflamasyon

OSB vakalarinin yaklagik %60’inda immun sistem disfonksiyonu bildirilmigtir [89-91].
Postmortem OSB medial frontal girus, anterior singulat korteks ve serebellum
dokularinda MCP1 (Monocyte chemoattractant protein-1), IL-6 (interlokin 6) ve TGFB1
(Transforming growth factor Betai)’in kontrole gore yuksek oldugu gozlenmistir. Ayni
calismada hayatta olan OSB’li bireylerden alinan BOS &rneklerinde kontrole gore
MCP1 artisi saptanmistir [92]. Farkli yontemlerin ve kigiuk OSB hasta
populasyonlarinin  kullanildigi birgok calismada, periferik kanda proinflamatuar
sitokinlerde artis oldugu gdsterilmistir [93-95]. Ancak literattire bakildiginda sonuglarin
tutarli olmadigi ve OSB'de birgok c¢alismada gdsterilen immun sistem
disfonksiyonunun hastalarda gorilen davranigsal fenotipler kadar heterojen oldugu

gorulmektedir [96].

Astrositler temel olarak kortikal organizasyon, ndronal migrasyon ve sinaptik
plastisitede rol oynar [97,98]. Buyume faktorleri Ureterek ve glutamat gibi eksitotoksik
norotransmitterlerin  sinaptik mikrogevredeki dongusune aracilik ederek noéronal
sagkalimi etkilerler [99]. Bununla birlikte, kortikal hasara sekonder astroglial
aktivasyon sirasinda veya ndronal fonksiyon bozukluguna yanit olarak inflamatuar
surecleri module edebilen proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve metaloproteinazlar
Uretirler [100]. Bu fonksiyonlari g6z ©Onlne alindiginda astrositlerin  OSB
patofizyolojisinde arastirilan; néronal baglantilar, néronal migrasyon, sinaptogenez,
eksitasyon/inhibisyon dengesizligi ve immun disfonksiyon teorilerinde ortak bir faktor
oldugu gorilebilir. Postmortem OSB BA40 (Brodmann area 40), BA9, BA46, BA47,
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serebellum, anterior singulat korteks beyaz cevherinde astrosit aktivasyonunun arttigi
gOzlenmistir [92,101-103]. Buna karsin postmortem OSB anterior singulat gri cevher,
amigdala, anterior ve dorsolateral prefrontal beyaz cevher drneklerinde ise bir astrosit
aktivasyon belirteci ara filament olan GFAP (Glial fibrillary acidic protein)’in kontrolden

farkl olmadigini gosteren galismalar da mevcuttur [103,104].
2.5.3. Noral Baglantilar

Merkezi sinir sistemi gelisiminde; erken donemlerde ¢ok fazla sinaps olustugu,
ilerleyen donemlerde segici olarak sinaps eliminasyonu gergeklestigi bilinmektedir.
Yasam boyunca sinapslarin gelisimi ve devamli dizenlenmesi, saglikli beyin
maturasyonu icgin ¢ok onemlidir [105]. OSB’de noéral baglantilarin bozuldugu ve
sinaptogenezin farkli gelistidine dair bulgular vardir. Hastalarin %80-100’Gnin OSB
tanisi aldigi bilinen Rett sendromunda dendritik ¢ikintilarda morfolojik anomaliler
oldugu bildirilmistir. MeCP2 mutasyonu sonucu sinaptik budanma ve maturasyon
sureclerinin bozuldugu 6ne surtlmustir [106]. Postmortem OSB beyinlerinde temporal
lobda bulunan katman 5 piramidal néronlarda sinaptik budanmanin azaldigi ve buna
bagli dendritik ¢ikinti yogunlugunun arttigi goértlmustir [107]. Postmortem OSB
prefrontal korteks kesitleri kontrollerle karsilastirildiginda néron sayisinin belirgin
artmis oldugu gdézlenmistir [108]. Bu durum néral devrelerin sekillenmesi ve ince ayari
sureclerinde farkhliklara sebep oluyor olabilir. OSB fenotipinin belirginlestigi ve taninin
en sik konuldugu dénem olan ilk 3 yasta ndéron sayisi artisina bagli beyin asiri
blyimesinin ndronal paternlerin ve baglantilarin dizensiz kurulmasina neden oldugu,
asiri lokal ve kisa mesafeli kortikal etkilesimlerin beyin bolgeleri arasindaki buyuk
Olcekli ve uzun mesafeli baglantilari engelledigi 6ne surtlmektedir [109]. OSB’de;
piramidal noéronlarin (katman [I-VI), internéronlarin (katman 1-VI), aksonlarin ve
dendritlerin radyal olarak oryante edilmis dizilerinden olusan ve alici alanlari olusturan
makrokolonlarin temel birimi olan, minikolonlarda anormalliklerin gdsterilmesi de
intrahemisferik baglantilarin bozuldugu teorisini desteklemektedir. Prefrontal kortikal
mikro devrelerin, ¢evreden alinan bilgileri butunlestiren ve ardindan davranissal
tepkileri secip harekete geciren algidan eyleme dongusunde onemli bir rol oynadigi
varsayllmaktadir. Minikolon dizeyindeki asiri baglantilarin néral devrelerde gurulti
yaratabilecegi ve bu durumun bilginin verimli bir sekilde islenmesini engelleyecegdi one
surulmektedir [110-112].
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2.5.4. Bozulmus Noral Migrasyon

Bozulmusg noral baglanti teorisi ilk 3 yagsta meydana gelen anomalilere dayanirken
noral migrasyon bozuklugu teorisi, embriyonel go¢ déneminde noronlarin alisilageldik
goc¢ yollarini izlemeyip farkli alanlara yerlesmesi ve beyin matlrasyon sudreclerinin
degismesini esas almaktadir [105]. Postmortem OSB beyinlerinde subkortikal,
periventrikiler, hipokampal ve serebellar heterotopilerin oldugu gorulmuagstir [113].
OSB’de néronal migrasyonda rolt olan RELN (Reelin), TBR1, CNTNAP2 (Contactin-

associated protein-like 2) genlerinde mutasyonlarin oldugu gosterilmistir [44,114-122].

2.5.5. Eksitasyon/inhibisyon (E/i) Dengesizligi

Eksitasyon/inhibisyon dengesi, ndéronal aglarin diizglin isleyisi icin kritiktir ve
homeostatik mekanizmalar yoluyla korunmaktadir [123]. Noéronlar; iyon kanallarini,
reseptorleri, sinyal yollarini ve nérotransmitterleri modile ederek dengesizlikleri telafi
edebilir. Molekller duzeyde bu suregler; kromatinin yeniden sekillenmesini , gen
ekspresyonunda ve baskilanmasinda degisiklikleri, protein sentezinde ve yikiminda

degisiklikleri ve hucre iskeletinin yeniden dizenlenmesini gerektirir [124].

OSB etiyolojisi hakkinda vyaygin olarak kabul edilen bir teori, néronal

devrelerde eksitator-inhibitdr dengesizligin oldugudur [125].

E/i dengesizligi glutamaterjik sinyallerdeki artisa veya GABAerjik sinyallemedeki
azalmaya bagli olabilir . Neokorteksteki E/i orani, piramidal glutamaterjik néronlarin ve
inhibitér GABAerjik parvalbumin (PV)-pozitif internéronlarin aktivitesi ile belirlenir
ve minikolonlar tarafindan module edilir. Bunlar, kendi icinde (self-contained) néronal
agregasyonlardan ve bunlarin néronal mikro devrelerin etkilesimlerine aracilik eden
afferent, efferent ve interndéronal baglantilarindan olusur ve OSB'de patolojik olarak
degisiklige ugrar [110,126]. Optogenetik kullanilarak, farelerde prefrontal korteksteki
artan E/i oraninin, OSB'ye 6zgii davranissal ve sosyal defisitlere yol actig
gOsterilmistir [127]. Hastalarin neredeyse tamaminda OSB’nin eslik ettigi Rett
sendromunda azalmis E/i orani goérilmistir [128]. Postmortem OSB beyin
orneklerinde; GABA'yI sentezleyen enzim GADG65 (Glutamic acid decarboxylase) ve
GADG67'de, bu enzimleri kodlayan mRNA'da, GABA A ve GABA g reseptor alt tiplerinde
degisiklikler bulunmustur [129-134].
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EEG kayd: ile izlenebilen Gama osilasyonlari (30-90 Hz) E/I dengesine baglidir.
Kontrol ve OSB deneklerinde gorsel uyaranlarin baglamsal modulasyonuna verilen
gama tepkisinin olguldugu bir arastirmada, OSB’li bireylerde gama anomalileri

saptanmistir [135]. Tim bu bulgular OSB’de E/i dengesizligi teorisini desteklemektedir.
2.5.6. Zihin Teorisi

Bireyin diger insanlarin zihinsel durumlarini ve duygularini anlama becerisine “zihin
teorisi” adi verilmistir [136]. OSB’li ¢ocuklarda, iki kuklanin oyunu seremonisi
uzerinden cocuklara yoneltilen sorulara dayanan psikolojik bir test araciligiyla zihin
teorisi becerileri degerlendirilmis ve kontrole gore belirgin dizeyde defisit oldugu rapor
edilmistir [137]. fMRI (Functional magnetic resonance imaging) ¢alismalarinda zihin
teorisi ile ilgili gbrevlerde aktive olan ana beyin bdlgeleri incelendiginde; superior
temporal girus ve inferior frontal girusta kontrol ve OSB grubu arasinda aktivasyon
farkhliklar bildirilirken insula ve amigdalada fark bulunmamigtir [138]. OSB’li bireylerde
empati ve aleksitimi yetilerini degerlendirmek Uzere olumlu, olumsuz ve nétr duygular
uyandiran gorsel uyaranlar esliginde fMRI goruntilemesi yapildiginda; MPFC (Medial
prefrontal cortex), ACC (Anterior cingulate cortex), precuneus, sol temporal alan ve
serebellum bolgelerinde kontrole goére 6nemli dlgide diusUk aktivite gosterdigi ve
parietal ve oksipital korteks gibi daha arka boélgelerde yliksek aktivite gosterdigi

gOrulmustar [139].
2.5.7. Kirkk Ayna Teorisi

Parietal lob , premotor korteks, insula ve anterior singulat kortekste lokalize olan ayna
noronlar adi verilen noéron aglarinin, diger insanlarin eylem ve duygularinin
taninmasini ve anlagilmasini sagladigi, empatiden sorumlu oldugu 6ne surulmustur
[140]. OSB’li bireylerde ayna noéron sistemine ait alanlarda gri cevherin azaldigi
gorulmustar. Duygu tanima ve sosyal kognisyonla ilgili alanlarda da kortikal incelme
g6zlenmis ve incelme dizeyi ile OSB semptom siddeti arasinda korelasyon oldugu
gOsterilmistir [141]. Ancak bu bulgular daha sonraki arastirmalarda tekrarlanamamis
ve bozulmus noéral aynalamanin OSB patofizyolojisinde énemli roli olmadigi gorusu
One surdlmastir [142-144]. OSB ve ayna ndron sisteminin iligkisiyle ilgili ek

arastirmalara ihtiyag vardir.

12


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/parietal-lobe
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/premotor-cortex

2.6. Deneysel OSB Modelleri

OSB patofizyoloijisi ile ilgili bilinenler sinirl oldugundan ve bozukluk, tani alanlarda bir
spektruma yayilmig sekilde goruldugunden tum OSB bulgularini kapsayan yaygin
olarak kabul edilmig bir hastalik modeli mevcut degildir. Ancak OSB’nin belirli yonlerini
arastirmak Uzere deney hayvanlari Uzerinde; genetik modifikasyon, iligkili beyin
bdlgelerinde lezyon olusturma ve gebelikte kimyasal veya biyolojik ¢cevresel hasar

maruziyeti ile olusturulan modeller kullaniimaktadir.

Genom analiz yontemlerindeki gelismeler sayesinde tanimlanan birgok OSB iliskili
genetik varyasyonla birlikte OSB’nin genetik modelleri de yayginlasmaya baslamistir.
Ayrica tek gen anomalileriyle seyreden sendromik OSB’ler de hayvanlarda
modellenebilmektedir [145]. Buna ek olarak BTBR T+ tf/J, BALB/cByJ, A/J ve
129S1/SvimJ gibi bazi inbred suslar dogustan sosyal etkilesim yetersizligi
gosterdiklerinden OSB modeli olarak kullaniimaktadir [146].

Erken postnatal donemde, néronal proliferasyon ve organizasyonun buyik oranda
tamamlandigl ancak ndronal diferansiyasyon, myelinizasyon, sinaptogenez ve glia
olusumunun hala devam ettigi bilinmektedir. Bu hassas dénemde, OSB ile iligkili
oldugu bilinen beyin yapilarinda; mekanik lezyon, elektroliz ve radyo frekans
lezyonlari, eksitotoksik veya norotoksik ajanlarla lezyon olusturulan modeller
mevcuttur [105]. Eksitotoksik bir ajan olan ibotenik asidin yenidogan siganlarda
amigdalaya ve medial prefrontal kortekse enjeksiyonlari sonucu ilerleyen dénemlerde
OSB benzeri fenotip gortulmustlr [147,148]. Serebellar vermiste mekanik lezyon

olusturulan yenidogan si¢anlarda da OSB benzeri semptomlar gézlenmistir [149].

Maternal enfeksiyon, OSB riskini artirdigi bilinen cevresel faktérler arasinda Ust
siralarda yer almaktadir [57]. Gebe si¢canlarda viral veya bakteriyel enfeksiyonu taklit
etmeye dayali bircok OSB modeli vardir. Gebe hayvana farkli dozlarda LPS
(lipopolisakkarid) enjeksiyonu ile bakteriyel maternal enfeksiyon taklit edilirken
influenza virtis veya bir TLR3 (Toll-like receptor 3) agonisti olan Poly I:C (Polyinosinic-
polycytidylic acid) enjeksiyonu ile viral maternal enfeksiyon modelleri yapiimaktadir
[150].
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2.6.1. Valproik asit ve Valproik Asitle indiiklenen OSB Modeli

VPA, Burton tarafindan 1882 yilinda; hem bitkilerde hem de hayvanlarda bulunan,
dallanmisg, kisa zincirli bir yag asidi olan valerik asidin bir tirevi olarak sentezlenmisgtir.
Antikonvilzan 06zelligi ise Eymard tarafindan 1962'de VPA'dan yeni bilesikler
sentezlenmeye calisilirken tesadifi olarak kesfedilmistir [151]. VPA ilk olarak 28 Subat
1978'de FDA'dan Depakin ticari adi altinda onay almigtir [152].

Gunumuzde Klinikte epilepsi, bipolar bozukluk tedavisinde ve migren proflaksisinde
kullanilmakta olan valproik asidin prenatal tek doz enjeksiyonu OSB modellemesinde
yaygin olarak kullaniimaktadir [153-157]. VPA’nin bilinen etki mekanizmalari arasinda:
Voltaj kapili sodyum kanallarinin inhibisyonu, GABA transaminazin inhibisyonu, GABA
sentezinin arttirllmasi, HDAC (Histone Deacetylases)'lerin inhibisyonu ve T tipi, L tipi
ve N tipi kalsiyum kanallari dahil olmak uUzere g¢esitli kalsiyum kanallarinin

moduilasyonu vardir [151].

Yaklasik %90'llk bir baglanma oraniyla basta albimin olmak Uzere plazma
proteinlerine guclu afinite gostermektedir. VPA'nin fetal konsantrasyonu genellikle
anne konsantrasyonunun %70-100'0 arasinda degisir. VPA; karacigerde oksidasyon,
glukuronidasyon ve [-oksidasyonun yani sira karnitin veya glisin ile konjugasyonu
iceren cesitli  yollar ile metabolize edilmektedir. VPA 0©ncelikle UDP-
glukuronosiltransferaz (UGT) enziminin aracilik ettigi glukuronidasyon yoluyla
metabolize edilir ve bu yol, VPA'nin ana inaktif metaboliti olan valproat glukuronid
olusumuna yol agar. VPA'nin diger ana metabolitleri arasinda; 2-propil-4-pentenoik asit
(4-ene-VPA), 2-propil-2-pentenoik asit (2-ene-VPA), 3-keto-VPA, 3-hidroksi-VPA ve
valproil-CoA bulunur. VPA'nin primer eliminasyon yeri, metabolitlerinin idrar yoluyla
atilmasini igeren bdbreklerdir. Uygulanan VPA dozunun yaklasik %30-50'si idrarla
degismeden atilir, geri kalani ise metabolitler halinde atilir. Yari dmr( 13-19 saat olarak
bilinmektedir [151]. Oral VPA uygulamasi icin siganlarda LD so degeri: 670 mg/kg
olarak belirlenmistir [158].
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ark. [159]'ndan alinmistir.

Annenin VPA'ya maruz kalmasi (Fetal valproat sendromu) ile gocuklarda gérilen OSB
arasindaki olasi baglanti ilk olarak Christianson ve ark. tarafindan 1994 vyilinda
tanimlanmigstir [160]. Bu g6zlemden yola ¢ikan Rodier ve ark. 1996’da prenatal VPA
maruziyeti ile rodent OSB modeli olusturma arastirmalarina baslamiglardir [161]. VPA
ile indlklenen rodent OSB modelinin insanlarda goérulen birgok yapisal ve davranissal
anomaliyi yansittigi gosterilmis ve bu yonuyle yuksek gorunum ve yapisal gegerlilige

sahip oldugu bilinmektedir [162].

VPA maruziyeti, embriyonik beyinde oksidatif strese ve histon
deasetilaz inhibisyonuna neden olmaktadir. Her iki durum da prenatal VPA maruziyeti

sonucu OSB benzeri davranislara neden oluyor olabilir [157,163-165].

VPA, indirgenmis glutatyonun konsantrasyonunu azaltir, antioksidan sistemin ana
enzimleri  olan glutatyon peroksidaz , glutatyon rediktaz ve glikoz-6-fosfat
dehidrojenazin aktivitesini bastirir [166]. VPA ile tedavi edilen epilepsi tanili
cocuklardan alinan serum ornekleri saglikli kontrollerle karsilastirildiginda oksidan

(MDA) dlzeyi yuksek bulunurken antioksidan (E vitamini) dizeyi distk bulunmustur
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[167]. Yuksek seviyedeki reaktif oksijen drtnleri ve olgunlagsmamis embriyonik
antioksidan sistem, VPA'nin teratojenik etkisinin ortaya ¢ikmasini tesvik etmektedir
[163]. Astaksantin, piperin ve yesil cay ekstrakti gibi antioksidanlarin kullaniimasinin,
si¢canlarda ve farelerde VPA'nin neden oldugu OSB benzeri davranisi dnlemede etkili

oldugu gosterilmistir [168].

VPA, gen transkripsiyon regulasyonunda 6nemli rol oynayan HDAC'yi inhibe
etmektedir [164]. Aktif merkeze kompetitif baglanarak HDAC; aktivitesini inhibe eder
ve HDAC:'nin proteozomal degradasyonunu indukler [169]. HDAC: nérogenez
ve gliogenezden sorumludur ve hem noral hem de glial kdk hiicrelerde eksprese edilir.
HDAC, postmitotik néroblastlarda eksprese edilirken diferansiyasyonu tamamlanmig

glial hiicrelerde eksprese edilmez [170].
2.7. Dimetil Fumarat

Dimetil fumarat, fumarik asidin dimetil esteridir. immunomodiilatér ve antioksidan

etkileri oldugu gosterilen bir 6n ilagtir [171].

ilk defa, kendisi de psériazisten muzdarip olan olan Alman biyokimyaci
Schweckendiek'in, fumarik asit esterlerinin inflamatuar cilt hastaligindaki faydalarini
vurgulamasi ile 1959 yilinda tedavi amagh kullaniimaya baslanmistir [172]. Bu
donemde kombinasyon ve dozlami ampirik olarak belirlenirken 1994 yilinda, DMF ve
monoetil fumarat tuzlarini iceren fumarik asit esterlerinin bir kombinasyonu, Aiman ilag
idaresi tarafindan psoriazis tedavisi icin Fumaderm® adi ile onaylanmistir [173]. Daha
sonra 2013 yilinda FDA tarafindan atak ve RRMS tedavisi, 2017 yillinda EMA
(European Medicines Agency) tarafindan plak psoriazis tedavisinde kullanimi

onaylanmigtir [8,171].

Oral yolla alindiktan sonra esterazlar aracili§i ile kisa surede aktif metaboliti olan
monometil fumarata (MMF) donusturilmektedir [173]. MMF'nin  sistemik
konsantrasyonlari uygulamadan 2-2,5 saat sonra pik yapmaktadir ve plazma
proteinlerine yaklasik %50 oraninda baglanmaktadir [174] .In vitro c¢aligmalar,
DMF'nin biyotransformasyonunun sitokrom P450 enzimlerini igermedigini ve MMF'nin
bu enzimatik kompleksin induktort veya inhibitdri olarak herhangi bir roli olmadigini

gOstermistir. p-glikoprotein sistemiyle ve diger efluks ve geri aiim (uptake) tasiyicilar
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ile etkilesime girmez. Bu Ozellikler agisindan DMF'nin énemli bir farmakokinetik
etkilesimi yoktur [175]. MMF esas olarak CO. yoluyla elimine edilir, eser miktarda idrar

ve gaita yoluyla atilir. MMF'nin eliminasyon yari dmru yaklasik 2 saattir [176].

Yan etkileri arasinda en sik ciltte kizariklik, gastrointestinal sikayetler olmak tUzere
lenfopeni ve hepatik transaminazlarda yukselmeler vardir. Tedavi esnasinda lenfopeni
(<500 hicre/mm3) ile iligkili nadir progresif multifokal |6koensefalopati vakalari
bildirilmistir. Farelerde tumdrlerle iligkili olmayan en yiksek doz (75 mg/kg/gun),
Onerilen 480 mg/gunlik insan dozuna esdegerdir [176].
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Sekil 2.2. Dimetil fumaratin esteraz yoluyla monometil fumarata metabolizmasi

DMF’nin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Temel farmakolojik etkilerden
biri Nrf2 transkripsiyon yolunun aktivasyonudur. Oksidatif strese karsi koruyucu
etkisinin blyik oranda Nrf2 yolagina bagli oldugu disundlmektedir [171]. In vitro
calismalar, DMF'nin, elektrofilik bir ajan olarak KEAP1 (Kelch-like ECH-associated
protein 1) Uzerindeki reaktif tiolleri oksitledigini ve onunla konjugasyon olusturarak
hucre ici antioksidan glutatyon stoklarinin tukenmesine neden oldugunu gostermistir.
Tlkenen glutatyon stoguna yanit olarak Nrf2 yolunun aktivasyonu tetiklenmektedir. Bu
nedenle, DMF'nin ¢alisma prensibi, "hormesis" adi verilen toksikolojik mekanizma ile
ilgilidir. Bu mekanizmaya gore potansiyel olarak zararl oksidanlarin veya elektrofillerin
subtoksik miktarlari, Nrf2 yolunun aktivasyonu yoluyla molekdillerin toksik
konsantrasyonlarina karsi hiicre korumasini uyarabilir [177]. Fumaratlarin baslangicta
GSH'yi tuketmesi, apoptoza neden olacak kadar siddetli degildir. Buna yanit olarak

yalnizca Nrf2 yolu aracihgiyla glutatyon ve glutatyonla iligkili enzimleri de novo
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artirarak degil, ayni zamanda GSH doéngusuni indikleyerek antioksidan telafi

mekanizmalarini da destekledigi gosterilmistir [178].

DMF bu yollardan bagimsiz olarak PI3K/AKT/GSK-3[3 (Phosphatidylinositol 3-kinase/

Serine/threonine protein kinase/ Glycogen synthase kinase 3 beta) yolunu
indukleyerek de Nrf2 aktivasyonuna neden olabilmektedir [179]. Glikojen sentaz kinaz-
3B, Nrf2'nin Neh6 domaininde fosforilasyon sonucu ubikuitin-proteozom bozunmasini
kolaylastiran bir serin-treonin kinazdir. DMF’nin, GSK-3B'nin fosforilasyon durumunu
degistirerek fare hipokampusindeki aktivitesini azalttigi ve Nrf2'yi hedef alan bu
proteolitik yolun down regulasyonuna yol acgtigi gosterilmigtir. Dolayisiyla DMF,
KEAP1/Nrf2 kenetini bozarak veya Nrf2 yikimini azaltarak Nfr2'nin aktivasyonunu 2
farkl yolla saglayabilmektedir [180]. In vivo ve in vitro hayvan ¢alismalarinda; DMF
uygulamasinin, Nrf2 yolagi bagimli olarak, antioksidan mekanizmada etkili
enzimlerden biri olan NAD(P)H dehidrojenaz (NQO1) aktivitesini ve mRNA seviyesini
artirdigi gosterilmistir [181].

NFkB (Nukleer faktor kappa B), 6nemli bir pro-inflamatuar transkripsiyon faktéraduar.
DMF, NFkB p65 alt birimi ile etkileserek NFkB'yi inhibe eder. Elektrofilik bir ajan olarak
gbrev yapan DMF, p65 Uzerindeki sistein kalintilarinin kovalent modifikasyonunu
indikleyerek bu proteinin nikleer translokasyonunun ve fosforilasyonunun blokajina
neden olur [182].

Fumaratlar, Th1 lenfosit fenotipinden Th2 lenfosit fenotipine ve sitokin paternine gegisi
indukleyerek T hicrelerinin inflamatuar profilini modile eder. Thl ile aktive olan
lenfositler, interferon-y ve iL-17 salgilamalariyla hem psédriazisin hem de MS'in
patogenezinde 6nemli bir rol oynar. MMF'nin, in vitro ortamda Th1 sitokinlerin Gretimini
baskilamadan, uyarilmis T hiicrelerinde iL-4 ve iL-5 gibi Th2 iliskili sitokinlerin Gretimini
artirdi§i gosterilmistir [183]. DMF'nin dendritik hlicre matirasyonunu inhibe ederek naif
T hucrelerinin reaktif Thl ve Th17 lenfositlere farklilagsmasini azalttigi goralmustar
[176].

Fumarik asit esterlerinin 6zellikle sinir dokusu Uzerindeki sitoprotektif etkisi, HCAR2
(Hidrokarboksilik asit reseptdrti 2) agonizmasi Uzerinden de olabilir. HCAR2; nétrofiller,

dendritik hucreler, makrofajlar ve mikroglia gibi birgcok immun sistem hicresinde
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eksprese edilen ve Nrf2'den bagimsiz olarak guglu bir anti-inflamatuar sinyali aktive

eden, nikotinik asit (niasin) i¢in G proteinine bagli bir reseptordur [184].

2.8. Nrf2 Yolag

Nrf2, sitoprotektif genlerin ekspresyonunu dizenleyerek oksidatif stresi kontrol altinda
tutan bir transkripsiyon faktoradar. Asiri reaktif oksijen Grinu Uretimi oldugunda

sitoprotektif genlerin ekspresyonunu artirmaktadir [185].

Nrf2, fizyolojik kosullar altinda sitoplazmada KEAP1 dimeri olarak bulunur. KEAP1,
sistein kalintilari iceren bdlgeleri araciligiyla redoks sensoéru olarak galisan bir ¢inko
parmak proteinidir [186]. Saglhkli kosullar altinda Nrf2'nin yikimini tegvik ederken,
oksidatif stres kosullarinda Nrf2’yi serbestlestirerek antioksidan uretiminin artmasini
saglayan bir sensor gibi gcalismaktadir [185,187]. Aslinda KEAP1, Nrf2'nin proteozomal
degradasyonunu dizenleyen Cullin3 (Cul3) bazl E3 ligaz igin bir adaptdr gorevi gorur.
Artan oksidatif veya elektrofilik ajanlarin varliginda, KEAP1'de bulunan yuksek
derecede reaktif sistein kalintilarinin oksidasyonu veya alkilasyonu gerceklesir ve
protein kompleksinin stabilitesi bozulur. Boylece Nrf2 artik bu yolla yikima ugratilamaz
[188]. Kompleksten ayrilan Nrf2, sitoplazmadan ¢ekirdege kictk Maf proteinleri ile
heterodimer olarak hareket eder ve  HO1 (hem oksijenaz1l), kinolin oksidorediktaz-1,
katalaz, SOD (sUperoksit dismutaz), glutatyon ve glutatyona baglh antioksidan
enzimler dahil olmak Uzere sitoprotektif proteinleri kodlayan farkli hedef genlerin
promotérinde ARE (Antioxidant response element) dizisini badglayarak bir

transkripsiyon faktori olarak gorev yapar [189].

Bu etkilere ek olarak oksidatif stres kosullarinda, Nrf2-Keap1 yolagi aktivasyonu ile
NfkB ve proinflamatuvar sitokinlerde azalma sonucu inflamatuar yanitin baskilandigi

gOsterilmistir [190].
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Sekil 2.3. Oksidatif stres kosullarinda ve bazal kosullarda Nrf2 yolaginin isleyisi-
Ahmed SMU ve ark. [185]'dan alinmistir.

OSPB’li gocuklarin monositlerinde Nrf2 aktivitesinin azaldigi, inflamasyon ve oksidatif
stresin arttig1 gosterilmistir. Ayni cocuklara Nrf2 aktivatori SFN verilmis, SFN’nin NfkB
sinyalini etkileyerek inflamasyon ve oksidatif stres belirteclerini azalttigi sonucuna

varilmigtir [191].

Erken midahale ile oksidatif strese bagli hasarin kontrol altina alinmasinin, OSB’nin
geri donugsuz bir noérogelisimsel bozukluga dogru ilerlemesini durdurabilecegi
dusundlmektedir [192]. Nrf2, oksidatif stresi ve sonunda OSB semptomlarini kontrol

etmek icin potansiyel bir hedef olarak dustnulebilir [193]
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlan

Calismamiz Sprague Dawley (SD) turu siganlar ile gerceklestirildi. Gebelik olusturmak
icin toplamda 13 adet 8-10 haftalik disi SD sigan (6 kontrol- 7 VPA) ve yaklasik 350
gram agirhginda 4 yetigkin erkek SD sican kullanildi. Hayvanlar Kobay Deney
Hayvanlari A.S.’den satin alma yoluyla temin edildi. Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Merkezi’nde 7 gun alismaya birakildiktan sonra 1 disi 1 erkek sigan gece
boyu ayni kafese birakilarak gebelik olusturuldu. Deneyler boyunca yavrular ve
anneler Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali deney hayvanlari
odasinda oda sicakliginda (21 °C) ve 12 saat gece 12 saat glindiz dongusunde
barindirildi. Batin siganlarin deneyler siresince yem ve suya erisimleri ad libitum
olarak saglandi. Yavrular postnatal 3. ginden itibaren gelisimsel takip testlerine

alinmaya baslandi.

Calismamiz, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 2021/09-03

numarali onay karari ile gergeklestirildi.
3.2. ilaglar

VPA ile induklenen sican OSB modeli icin valproik asidin sodyum tuzu (Sigma, p4543)
kullanildi. Toz halindeki karboksimetilseliloz (CMC, Akbel Kimya), DMF’in vehikulu
olarak gcesme suyu icinde %0,8 oraninda ¢ozllerek homojen halde hazirlandi. Dimetil
fumarat (Sigma, 242926), suspansiyon formundaki %0,8lik karboksimetil selliloz

karisimi icinde oral gavaj yoluyla uygulandi.
3.3. Deney Hayvanlarinda Gebeligin Tespiti

Sekiz-on haftalik 1 disi ve yaklasik 350 gram agirhidindaki 1 erkek Sprague Dawley
si¢an bir gece boyunca ayni kafeste barindirildi. Ertesi giin vajinal tikag ve/veya vajinal
yaymanin 1s1k mikroskobu incelenmesinde sperm gorulen disiler gebeligin 0. ginunde
kabul edildi (Bkz. Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Vajinal yaymanin 1sik mikroskobu incelemesinde sigan spermlerinin

gorinimu (40x bayutme).

3.4. VPA ile indiiklenen OSB Modeli Olusturulmasi

Valproik asidin sodyum tuzu (Sigma, p4543), %0.9’luk fizyolojik salin iginde
100 mg/ml konsantrasyonunda ¢6zildl. Sprague Dawley tiri gebe sigana prenatal
12. guinde, 400 mg/kg dozunda tek bir SC VPA enjeksiyonu yapildi. Kontrol annelerine
ayni dozda salin enjeksiyonu yapildi [194]. Dogum gercgeklestikten sonra annelere
yavrularini blyutmek igin sure verildi. Yavrular 23. gunluk olduklarinda sutten kesildi.

Satten kesilen yavrular cinsiyetlerine gore ayri kafeslerde barindirildi.

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

VPA ile indiklenen OSB modelinin gelisimsel takip parametreleri agisindan kontrole
gore ve cinsiyete 6zgu farkhliklara neden olup olmadiginin incelenmesi igin gelisimsel
takip testlerine her iki cinsiyetteki yavrular dahil edildi. Bu élgimler igin olugturulan

gruplar agagidaki gibidir:
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1) Kontrol Digi

2) VPA Disi

3) Kontrol Erkek

4) VPA Erkek

VPA ile indUklenen sigan OSB modeli gorunim ve yapisal gegerliliginin cinsiyete gore

fark gosterdigi bildirilmistir [195]. Disilerde davranig deneyleri bulgularinin 6strus

siklusundan etkilenmesi ve literatire bakildiginda erkek sigcanlarda modelin daha

basarili oldugunun bildiriimesi gerekgeleriyle davranis testleri ve molekuler analizler

icin deney gruplarina yalnizca erkek siganlar dahil edildi. Postnatal 30. glinden sonra

kontrol annesi yavrulari, yavru saylilari benzer olacak sekilde rastgele Kontrol+DMF ve

Kontrol+vehikll gruplarina paylastirildi. Ayni sekilde VPA maruziyeti olan anneden

dogan yavrular 30 gunlik olduklarinda VPA+DMF ve VPA+vehikul gruplarina

paylastirildi. Bu sekilde ¢alisma asagidaki 4 grup Uzerinde gergeklestirildi (Bkz. Sekil

3.2):

1) Kontrol + Vehikdl

2)Kontrol + DMF

3)VPA + Vehikill

4)VPA + DMF

Vajinal tikag ve
vajinal lavajda
sperm takibi
Gebe 1
® —
Gebeligin 0. glinu

Vajinal tikag ve

vajinal lavajda

sperm takibi
Gebe 2

Gebeligin 0. giinl

0SB modeli olusturma

VPA enjeksiyonu

Gebeligin 12. giinii

Kontrol grubu olugturma

Salin enjeksiyonu
Gebeligin 12. giinii

—-

Tahmini Dogum
Gebeligin 21. giinii

Gelisimsel Takip Testleri

Deney Gruplari

Tahmini Dogum
Gebeligin 21. giinii

Sekil 3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi.

N

2) VPAErkek ——

Davranig Deneyleri ve Molekiiler Analiz

Deney Gruplar

—~ 1) VPA + Vehikiil

——2) VPA+DMF

3) Kontrol Disi /1) Kontrol + Vehikiil

——» 4) Kontrol Erkek

2) Kontrol + DMF
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3.5. Geligimsel Takip Testleri

Prenatal VPA maruziyeti nedeniyle yavrularin sensorimotor gelisimlerindeki degisimi

takip etmek amaciyla palmar kavrama refleksi kazaniimasi, dogrulma testi, ugurumdan
kagcinma, yurime, negatif geotaksi ve akustik irkilme refleksi testleri yapildi [196,197].
Prenatal VPA maruziyetinin fiziksel gelisim Uzerindeki etkilerini takip etmek igin: Vicut
agirligi, boy uzunlugu ve goz agiilmasi parametreleri takip edildi. Sttten kesilme dncesi
infant doneminde sosyal tanima, baglanma becerilerini degerlendirmek ic¢in anne
kokusu tercih testi yapildi [198].

3.5.1. Vicut Agirhig Olgcimu

Postnatal 7,14,21 ve 30. glnlerde yavrular tartilarak vicut agirliklar kaydedildi.
3.5.2. Boy Uzunlugu Ol¢ciimi

Postnatal 7, 14 ve 21. gunlerde burun-anus arasi mesafe dlg¢uldu.

3.5.3. Goz A¢ilma Giinuniin Belirlenmesi

Postnatal 7. ginden baglanarak yavrularin géz agilmasi kontrol edildi. Her iki gz de

kapaliysa 0, tek g6z acgiksa 1 her iki goz de agilmigsa 2 puan olarak degerlendirildi.
3.5.4. Palmar Kavrama Refleksi Kazanilmasinin Degerlendirilmesi

Postnatal 3. giinden baslanarak her bir 6n ekstremitede avug icine bir metal cubuk
yerlestirildi ve hafif basing uygulandi. Cubugun etrafindaki tim parmaklarin bukilmesi
o ekstremite icin kavrama refleksi gelismis olarak degerlendirildi. Her iki 6n
ekstremitede basarili kavrama varsa 2 puan, tek ekstremitede kavrama varsa 1 puan

hi¢ kavrama yoksa 0 puan olarak degerlendirildi [197].
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Sekil 3.3. Palmar Kavrama Refleksi Kazaniimasinin Degerlendirilmesi.

3.5.5. Dogrulma Refleksi Kazanilmasinin Degerlendirilmesi

Postnatal 3. ginden baslanarak; yavrular 4 ekstremitesi de zemine dik olacak sekilde
sirtlstl pozisyonda tutuldu. Ardindan yavrular serbest birakildi ve zamanlayici
baslatildi. Yavru, dort ekstremitenin tGzerinde yuvarlanabildiginde ve her bir ekstremite
vicuda dik konumda yere bastiginda dogrulabilmis kabul edildi. Bu hedefe ulasmak
icin her yavruya maksimum 15 s verildi. 15 s icinde dénemezse 0, ekstremiteleri dik
pozisyona getirmeden yan donebilirse 1, 4 ekstremite vicuda dik sekilde tam dénerse

2 puan olarak degerlendirildi [197].

Sekil 3.4. Dogrulma Refleksi Kazaniimasinin Degerlendirilmesi.
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3.5.6. Dogrulma Testi

Postnatal 5. giinde; yavrular 4 ekstremitesi de zemine dik konumda olacak sekilde
sirtistl pozisyonda sikica tutuldu. Ardindan yavrular serbest birakildi ve zamanlayici
baslatildi. Test hayvaninin 4 ekstremitesi de vucuduna dik sekilde dogrulabildigi sure
kaydedildi.

3.5.7. Ugurumdan Kaginma Refleksi Kazanilmasinin Degerlendirilmesi

Postnatal 3. guinden baslanarak yavrunun, 6n ekstremiteleri ve burnu ugurumun
kenarinda olacak sekilde yerden 8 cm yukseklikteki duz bir zeminin kenarina
yerlestirildi. DiUsmeden kaynaklanabilecek travmalari dnlemek i¢in ugurumun altina
kopuk bir plaka yerlestirildi. Yavrunun ugurumun kenarindan dondigu ve dismekten
kagindigl durum 2 puan olarak degerlendirildi, ugurumdan uzaklagsmaya caligirken
ekstremitelerin asagi sarkip asili kaldigi durum 1 puan, dustigu veya hareket etmedigi
durum O puan olarak degerlendirildi. Testin sonuglandiriimasi igin gerekli stre 30 s
olarak kabul edildi. Ardisik 2 gun testten 2 puan alan hayvan test gecebildigi ilk glin
testte basarili kabul edildi [197].

Sekil 3.5. Ugurumdan Kaginma Refleksi Degerlendirilmesi.

26



3.5.8. YUrume Testini Tamamlayabilme Gununun Belirlenmesi

Postnatal 6. gunden baglanarak yavrular, yumusak zeminli 15 cm c¢apli dairenin
ortasina birakildi. 30 sniginde yurlUyerek daire digina 6n 2 ekstremitesini gikarabilenler
basarili olarak kabul edildi ve ardisik 2 gun testten 2 puan alan hayvan testi gecebildigi
ilk gun testte basarili kabul edildi [197].

Ao,

Sekil 3.6. Yuriime Testi.
3.5.9. Yurime Testi

Postnatal 14. gunde yavrular, yumusak zeminli 15 cm ¢apli dairenin ortasina birakildi.
30 sn i¢inde yuruyerek daire digina on 2 ekstremitesini ¢ikarabilenler basarili olarak

kabul edildi ve ¢ikis sureleri kaydedildi.
3.5.10. Negatif Geotaksi Testi

Postnatal 15. glinde motor gelisimi ve proprioseptif duyu gelisimini test etmek igin
negatif geotaksi testi gerceklestirildi. PUrGzli kagitla kaplanmis 45 derecelik egimli
yuzeye (yukseklik 28 cm, uzunluk 36 cm) yavrular yuzleri asagi bakacak sekilde
birakildi. Yercekimine zit yonde 180 derece donerek yuzleri yukari konuma bakacak
sekilde oluncaya dek gecen slre kaydedildi. Disen, hareket etmeyen veya testi 60 s

icinde tamamlayamayan yavrular basarisiz kabul edildi [199].
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Sekil 3.7. Negatif Geotaksi Testi.

3.5.11. Akustik irkilme Refleksi Kazanilmasinin Degerlendirilmesi

Postnatal 10. glinden baslanarak yavrular pamuklu kumas zemine birakildi. Ardindan
bisiklet zili ile yaklasik 5 cm yukardan sesli uyaran verildi. irkilen ve sesten
uzaklasmaya calisan yavrular irkilme refleksini kazanmis kabul edildi. Ardisik 2 gln
irkilme refleksi gorulen hayvanlar testten basarili olduklari ilk gin irkilme refleksini
kazanmis kabul edildi [197].

3.5.12. Anne Kokusu Tercih Testi

Sutten kesilmeden o6nce sosyal tanima, baglanma ve yabanci kokuya duyarlilik
davranislarini degerlendirmek igin postnatal 14. giinde anne kokusu tercih testi yapildi
[200]. Test; orta Ucte birlik bélmesinde temiz talas, sol Ugte birlik bélmesinde annenin
kafesinden gelen talas, sag Ucte birlik b6lmesinde ise yabanci bir anne ve yavrularinin
kafesinden gelen talasla dolu olan 20x30x15 cm boyutlarindaki test kafesinde
gerceklestirildi. Talaglar 3 cm yuksekliginde olacak sekilde hazirlandi. Test edilen
yavrular yanlihgi dnlemek igin her agsamada farkli bélmeye dogru birakildi. Her yavru
icin asamalar arasi 10 saniye birakilarak t¢ 1 dakikallk agsama gergeklestirildi. ilk
asamada yavrular, test kafesinin arka duvarina bakan temiz talasin ortasina
yerlestirildi. ikinci asama icin yavrular, temiz talasin ortasina, annesinin kafesinden

alinan talagi igeren boliime bakacak sekilde yerlestirildi. Uglincii agama igin yavrular
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yabancli annenin kafesinden alinan talagi igeren bdélime karsi kafese birakildi. Kafesin
her bolimunde harcanan zaman kaydedildi ve 3 deneme boyunca anne talagi zonunda
ve yabanci talag zonunda gegirilen surelerin ortalamasi alindi. Yavru, belirtilen bolge
icinde 4 ekstremitenin tUmu talasa dokundugunda boéliman igcinde kabul edildi. Testin

tum asamalari kamera ile kayit altina alindi [198,201].

Sekil 3.8. Anne Kokusu Tercih Testi
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Gelisimsel Takip Testleri Plani

GO G3 G6 G/ G10 G14 G15G16 G21 G30

- Palmar Kavrama Refleksi Kazanilmasi (3-14. giinler)
- Kendi Kendine Dogrulma Refleksi Kazanilmasi (3-14. giinler)
- Ucurumdan Kaginma Testi Kazanilmasi (3-14. giinler)

- Yuriime Testi (6-14. giinler)

- Goz Agilmasi Degerlendirilmesi (7-16. giinler)

- Anne Kokusu Tercih Testi (14. giin)
- Negatif Geotaksi Testi (15. giin)

- Boy uzunlugu &lciimleri (7,14,21. giinler), Viicut Agirhg Ol¢iimleri (7,14,21,30. giinler)

Sekil 3.9. Gelisimsel Takip Testleri Plani.

3.7. Oral Gavaj Uygulamalari

Postnatal 30. ginden baslanarak 5 hafta boyunca 100 mg/kg/gun oral gavaj yoluyla
DMF uygulamasi yapildi. Gavaj uygulamalari boyunca her giin hayvanlar tartilip 100
mg/kg dozuna karsilik gelen miktardaki DMF; 2,5 ml/kg %0,8’lik CMC iginde slspanse
edilerek her bir hayvan icin 2 ml’'lik eppendorf tiplerinde gunluk olarak hazirlandi ve

uygulandi.
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3.8. Davranig Deneyleri Plani

Davranig deneyleri her bir hayvan igin 2 glinde ve asagida belirtilen sirada tamamlandi:

1.gUn:
1) Grooming testi
2) Misket gdmme testi

3) 3 odacikli sosyal etkilesim testi

2. qun:

1) Yukseltilmis arti testi
2) Acik alan testi

Testler deney hayvanlarinin giin déngusitnde aydinlik dilime denk gelecek sekilde, en
az anksiyete olusturan testten baslanarak yapildi. Her bir test istatiksel analize dahil
edilecek tUm hayvanlar i¢in ayni zaman dilimine denk gelecek sekilde uygulandi. Tim
hayvanlarda ayni test sirasi izlendi. Testler o gin uygulanacak tim deney hayvanlari

icin tamamlandiginda bir sonraki teste gecildi.
3.9. Davranig Deneyleri
3.9.1. U¢ Odacikli Sosyal Etkilesim Testi

Sosyal etkilesim bozuklugunu degerlendirmek amaciyla 3 odacikli sosyal etkilesim
testi yapildi [202]. Test dlizenegi, 30x70 cm ebatlarinda siyah tahta zemin Gzerinde 20
cm yuksekliginde ve Ustiinde tek parga kapagdi olan seffaf pleksiglass duvarlarla gevrili
3 esit bolmeden olugmaktaydi. Duzenekte aralarinda 10x10 cm’lik gegitler bulunan 3
adet esit bolme ve yan bolmelerin icinde 11 cm ¢apli 19 cm yuksekliginde ve 1 cm
aralikli demir parmakliklardan olusan siyah kafesler bulunmaktaydi. Test protokold, iki
farkl protokolin modifiye edilmesi ile hazirlandi [202,203]. Deney hayvanlari testten
en az 1 saat Once laboratuvara alindi. Protokol; alisma, On test ve sosyal tercih testi
olmak Uzere 3 asamada tamamlandi. Alisma asamasinda, test hayvani nazikge orta

bdlmeye birakildi ve 10 dk boyunca dizenegi kesfetmesi beklendi. On dk’lik slrenin
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bitiminde test hayvani aparattan alindi ve dinlenmesi igin kafesine goturuldi. Diuzenek
alkolle silinip kurumaya birakildi. Ardindan 6n test asamasinda, yan boélmelerin
ortasinda bulunan kafeslerin merkezine burusturulmus beyaz kagitlar birakilip 10 dk
boyunca test hayvaninin tel kafeslerin icindeki nesneleri farketmesi beklendi. Bu
asamadan sonra da test hayvani kafesine alinip dinlendirilirken dizenek %70’lik etil
alkolle temizlendi. Sosyal etkilesim testi asamasinda, tel kafeslerin birine sosyal
olmayan uyaran olarak i¢i pamukla doldurulmus 10 cm yuksekliginde seffaf plastik sise
yerlestirildi. Diger kafese ise test hayvaniyla benzer yas, tur ve cinsiyette yabanci bir
sigan yerlestirildi. Test hayvani orta zondan birakilarak 10 dk boyunca hayvanin cansiz
nesne zonunda ve sosyal uyaran zonunda gecirdigi sureler kaydedildi (Bkz. Sekil
3.12). Kayitlar Toxtrack 2.96 video takip yazilimi (Umea University, Sweden) ile analiz
edildi.

——w
|
|
|
|
|

1

Sekil 3.10. U¢ Odacikli Sosyal Etkilesim Testi. A. Test diizeneginin énden gérinimi.
B. Test diizeneginin Ustten gériinimi. C. On test asamasi 6ncesi. D. Sosyal etkilesim testi

asamasi.

3.9.2. Grooming Testi

Bu test siganlarda stereotipi ve obsesif kompulsif davranislari gézlemlemek icin
gerceklestirildi. OSB’de tekrarlayici davraniglarin arttigi bilinmektedir [204]. Bu
durumun VPA ile indiklenen OSB modelindeki karsiligi arastiriimak istendi. Deneyden
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once, her bir sigan, kazma davranisini tetiklemeyecek kadar sig bir sekilde temiz
talasla kaplanmis orta boy polikarbonat kafese yerlestirildi ve 10 dakika boyunca
ortama alismalari saglandi. Ardindan 10 dakika boyunca hayvanin hareketleri video

kaydina alindi. Kimdalatif self grooming suresi hesaplandi.

Sekil 3.11. Grooming Testi.

3.9.3. Misket GOmme Testi

Bu test ile sigcanlarda kompulsif benzeri davranis paterni degerlendirildi [196,205]. Her
bir sican, temiz ve kokusuz talas ( yaklasik 5 cm yuksekliginde) Gzerinde, 5 x 4 seklinde
20 adet misket dizili olan polikarbonat kafese (uzunluk: 26 cm, genislik: 48 cm, derinlik:
20 cm) yerlestirildi. Misketler her kullanimdan énce %70’lik etil alkol ile silinip kurutuldu.
Testin baslangicinda siganlar tek tek kutunun ayni kdsesinden birakildi ve 30

dakikanin sonunda en az 2/3’G gomulu sekilde bulunan misket sayisi kaydedildi.
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Sekil 3.12. Misket gémme testi. A. Test 6ncesi deney duzeneginin gérunumu. B. Test

sonrasi gomultu misketlerin gérianimda.

3.9.4. Yiikseltilmis Arti Testi

YUkseltilmis arti testinde anksiyete dlzeyi azaldik¢a agik kolda gegirilen surenin arttigi
bilinmektedir. Anksiyolitik ilag uygulanan hayvanlarin test boyunca acik kolda gegirilen
toplam sureleri yuksek bulunmustur [206]. Bu test siganlarin anksiyete duzeylerini
degerlendirmek icin uygulandi. Yukseltiimis arti testi aparati; karsilikh iki kolu agik,
karsihkh iki kolu kapali, arti seklinde birbirlerine dik yerlestirilmis dort koldan
olugsmaktaydi. Kollarin eni 15 cm, boyu ise 45 cm idi. Aparat, ayaklari araciligiyla
yerden bir metre yukseltildi. YUzu, acgik kollardan birine dénuk olarak birakilan test
sicaninin 5 dakika boyunca video kaydi alindi. Daha sonra acgik kollarda gegirilen
toplam siire Toxtrack 2.96 video takip yazilimi (Umea University, Sweden) yazilimi ile

analiz edildi.

|

Sekil 3.13. Yukseltilmis arti testi.
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3.9.5. Acik Alan Testi

Bu test sicanlarin lokomosyonlarini ve anksiyetelerini degerlendirmek igin
gergeklestirildi [207]. Kenar uzunlugu 45 cm olan kare bicimli Gstl agik cam duzenek
icine konulan siganlarin 60 dakika boyunca hareketleri video kaydina alindi. Testin
sonunda katedilen toplam mesafe ile alanin periferinde ve merkezinde gegcirdikleri

sureler Toxtrack 2.96 video takip yaziimi (Umed University, Sweden) yazilimi

araciligiyla belirlendi.

Sekil 3.14. Acik alan testi.

3.10. Prefrontal Korteks ve Serebellar Vermis Dokularinin izolasyonu

Bes haftalik oral gavaj uygulamasinin ve davranis deneylerinin bitiminde deney
hayvanlari 1,4 g/kg Uretan anestezisi altinda dekapite edildi. Beyin hizla ¢ikarilip buz
Uzerinde fizyolojik salinle islatilmis filtre kagidi kaph petri kabi Gzerine alindi. Beyin
sapi uzaklastirildi. Ardindan serebellum diseke edildi. Serebellar hemisferler ve vermis
bistlri yardimiyla ayrildi. Serebellar vermisin orta 1/3’lUk kismi izole edildi. Ardindan
serebral hemisferler sulkus sentralisten ayrildi. Sol prefrontal korteks, serebral
hemisferin medial ylziinde corpus callosumun hemen 6ninden gecen bir kesi atilarak
izole edildi [208,209].
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3.11. Doku Homojenatlarindan Tum Hiicre Protein Ekstraksiyonlarinin Yapilmasi

ve Orneklerin Saklanmasi

Serebellar vermisin orta 1/3’'luk kismi ile sol prefrontal korteks tartildi. Ardindan
serebellar vermis ve sol PFC dokularina Active Motif® niikleer ekstraksiyon kitinde
(Cat N0:40010) belirtilen doku homojenatindan tim htcre protein ekstraksiyonu
protokolu uygulandi. Vermis ve sol PFC tim hucre ekstraktlari ELISA ve TAS, TOS

Olcimlerinde kullaniimak Uzere -80 °C’ye kaldirild1.
3.12. Total Protein Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Eksi seksen santigrat derecede saklanan serebellar vermis ve sol PFC tum htcre
ekstraktlari ¢ézduruldl. Her bir ekstrakttan 10 pl numune alindi. Ardindan BCA
kolorimetrik protein konsantrasyonu olguim kiti (Elabscience, E-BC-K318-M)

protokoliine gdre her bir numunenin total protein konsantrasyonu belirlendi.
3.13. Oksidatif Stres iliskili Belirteglerin Olgiimii
3.13.1. TOS Olgumii

TUm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu Olgumu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yuklenip Elabscience rat kolorimetrik TOS (Cat. No: E-BC-K802-M) kiti proseddrlerine

gOre olgum yapildi.
3.13.2. TAS Olcumii

TUm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu Olgumu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yuklenip Elabscience rat kolorimetrik TAS (Cat. No: E-BC-K801-M) kiti prosedurlerine

gOre olgum yapildi.
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3.14. Noroinflamasyon iligkili Belirteglerin Olgiimii
3.14.1. TNFa ELISA

Tdm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu ol¢imu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yuklenip Elabscience rat TNFa ELISA (Cat. No:E-EL-R2856-96T) kiti proseddrlerine
gore oOlgum vyapildi. Optik dansiteleri  bilinen  numunelerin, standart
konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California,
ABD) vyaziliminda non-lineer 4 parametreli lojistk egri analizi ile TNFa
konsantrasyonlari hesaplandi. Bulunan degerler dilisyon orani ile c¢arpilarak

numunelerdeki TNFa degerleri elde edildi.
3.14.2. iL-6 ELISA

TUm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu 6l¢imu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yiiklenip Elabscience rat iL-6 ELISA (Cat. No: E-EL-R0015-96T) kiti prosediirlerine
gobre olcim  yapildi. Optik dansiteleri  bilinen  numunelerin, standart
konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California,
ABD) yaziliminda non-lineer 4 parametreli lojistik egri analizi ile iL-6 konsantrasyonlari
hesaplandi. Bulunan degerler dilisyon orani ile carpilarak numunelerdeki iL-6

degerleri elde edildi.
3.14.3. MCP1/CCL2 ELISA

TUdm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu ol¢imu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yuklenip Elabscience rat MCP1/CCL2 ELISA (Cat. No: E-EL-R0633-96T) Kkiti
prosedurlerine gore oOlcim yapildi. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart
konsantrasyonlarindan yola c¢ikilarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California,
ABD) yaziliminda non-lineer 4 parametreli lojistik egri analizi ile MCP1/CCL2
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konsantrasyonlari hesaplandi. Bulunan degerler dilisyon orani ile carpilarak
numunelerdeki MCP1/CCL2 degerleri elde edildi.

3.14.4. TGFB1 ELISA

Tdm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu ol¢imu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yuklenip Elabscience rat TGFB1 ELISA (Cat. No: E-EL-0162-96T) kiti proseddrlerine
goére oOlgum vyapildi. Optik dansiteleri  bilinen  numunelerin, standart
konsantrasyonlarindan yola cikilarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California,
ABD) vyaziliminda non-lineer 4 parametreli lojistik egri analizi ile TGFB:1
konsantrasyonlari hesaplandi. Bulunan degerler dilisyon orani ile c¢arpilarak

numunelerdeki TGFB1 degerleri elde edildi.
3.14.5. GFAP ELISA

TUm hdcre protein ekstraksiyonu sonrasi -80 °C’de saklanan serebellum ve sol
prefrontal korteks doku homojenatlarina 1:10 oraninda dilisyon uygulandi. Total
protein konsantrasyonu 6l¢imu sonrasi her bir kuyucuga esit miktarda total protein
yuklenip Elabscience rat GFAP ELISA (Cat. No:E-EL-R1428) kiti prosedtrlerine gére
Olcim yapildi. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart konsantrasyonlarindan
yola c¢ikilarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, ABD) yaziliminda non-lineer
4 parametreli lojistik egri analizi ile GFAP konsantrasyonlari hesaplandi. Bulunan

degerler dilisyon orani ile ¢carpilarak numunelerdeki GFAP degerleri elde edildi.

Serebellum ve
PFC dokularinda

5 A Gelisimsel DMF / vehikl . TAS,TOS ve ELISA
——* takip testleri | gavaji uygulamalari |——| Davranig Deneyleri |———— Slgiimlerinin

(4 hafta) (5 hafta) (Es zamanli gavaj) yapilmasi

Sekil 3.15. Aragtirma Protokoliiniin Sematik Ozeti
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3.15. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, ABD) yazilimi
kullanilarak yapildi.

TUum deney gruplarinda, dagilimi belirlemek igin normalite testi olarak; Kolmogorov-
Smirnov, Shapiro Wilk ve D'Agostino & Pearson omnibus testleri uygulandi.

Kontrol disi, Kontrol erkek, VPA digi, VPA erkek gruplari bulgularinda; parametrik
analizler igin tek yonll varyans analizi (ANOVA), non-parametrik analizler igin Kruskal
Wallis testleri kullanildi. Coklu kargilastirmalarda tek yonli ANOVA sonrasi posthoc
olarak Tukey testi, Kruskal Wallis sonrasi posthoc olarak Dunn testi uygulandi. Anne
kokusu tercih testi bulgularinin analizinde yapilan ikili karsilagtirmalarda parametrik
analizlerde Bagimsiz Orneklem t testi, non-parametrik analizlerde ise Mann-Whitney

testi uygulandi.

Kontrol+CMC, VPA+CMC, Kontrol+DMF ve VPA+DMF gruplarinda; parametrik
analizler icin tek yonli varyans analizi (ANOVA), non-parametrik analizler icin Kruskal
Wallis testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalarda tek yonli ANOVA sonrasi posthoc

olarak Tukey testi, Kruskal Wallis sonrasi posthoc olarak Dunn testi uygulandi.

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM, standard error of mean) olarak

ifade edildi. p< 0,05 anlamlilik esik de@eri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gelisimsel Takip Testleri Bulgulari
4.1.1. Viicut Agirhg Olgiimlerinin Kargilagtiriimasi

Yedinci giunde (p=0,009) ve 30. gunde {F(3,101)=3,853; p=0,011} yapilan vicut
agirhg olcumlerinde gruplar arasinda fark bulundu. Yedinci (p=0,01) ve 30. gun
(p=0,007) olgumlerinde kontrol erkek grubu vicut agirliklari VPA disi grubuna gore

yuksekti. On dort ve 21. gun olgimlerinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

80~ **
= Kontrol Erkek
= VPA Erkek
- = Kontrol Digi
2 60+
5
o
©
- 40+
E)
o
3
>
*
20+
T T T T
7 14 21 30

Olgim giuna

Sekil 4.1. Vicut agirhiklarinin karsilastiriimasi. Yedinci ve 21. giin 6lcimlerinde
Kruskal Wallis testi ve posthoc Dunn testi kullanildi. 14. ve 30. giin élgiimlerinde tek
yonltii ANOVA ve post hoc Tukey testi kullanildi (Kontrol Disi: n=31, VPA Disi: n=19,
Kontrol Erkek: n=31, VPA Erkek n=23) *p<0,05, **p<0,01.
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4.1.2. Boy Uzunlugu Olgiimlerinin Kargilagtiriimasi

Yedinci gunde {F(3,114)=3,518; p=0,017} ve 14. giunde {F(3,114)=3,385; p=0,02}
yapilan boy uzunlugu Olgimlerinde gruplar arasinda fark bulundu. Yedinci gun
Olcumlerinde VPA erkek grubu boy uzunlugu kontrol disi grubuna goére ytiksek bulundu
(p=0,019). On dordiuinct gun dlcimlerinde kontrol erkek grubu boy uzunlugu VPA disi
grubuna gore yuksek bulundu (p=0,025). 21. gune gelindiginde gruplar arasinda
anlamli fark kalmadigi goruldu.

= Kontrol Erkek
= VPA Erkek
-~ 10+ = = Kontrol Disgi
E
CJ
-
E)
-
32
[
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-
H
»
o
-]
6 T T T

7 14 21
Olgim Gund

Sekil 4.2. Boy uzunluklarinin karsilastirimasi. Tum 6lcim gunlerinde tek yonlu
ANOVA ve post hoc Tukey testleri kullanildi (Kontrol Disi: n=30, VPA Disi: n=25,
Kontrol Erkek: n=31, VPA Erkek: n=32) VPA disi — Kontrol Erkek *p<0,05. VPA Erkek-
Kontrol Disi #p<0,05.
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4.1.3. Norogelisimsel Parametrelerin Degerlendirilmesi

Dogrulma testinin kazanilma guninde gruplar arasinda fark goruldu (p<0,0001). VPA

Disi grubunda dogrulma refleksinin kazaniimasi; Kontrol Disi grubu (p<0,01), Kontrol

Erkek grubu (p<0,01) ve VPA erkek grubuna (p<0,0001) gére gecikti.

Palmar kavrama, ugurumdan kaginma, yurume, goz agilmasi ve akustik irkilme

reflekslerinin kazanilmasi bakimindan gruplar arasinda fark bulunmadi.

Tablo 4.1. Nérogelisimsel Parametrelerin Kargilagtiriimasi

Norogelisimsel

Parametreler Kontrol Disi VPA Disi Kontrol Erkek | VPA Erkek
Palmar Kavrama
Refleksi Kazaniima 3,32+0,18 3 3,44+0,24 3,04+0,04
Guna
Dogrulma Refleksi
Kazanilma Gun 3,12+0,08 3,65+0,18 3,12+0,08 3

*x H## aaaa
Ucurumdan
Kaginma Refleksi 3,88+0,23 4,33+0,21 3,84+0,23 3,83+0,22
Kazaniima Gunu
Yurame Testini
Tamamlayabilme 8,56+0,40 8,61+0,39 8,8+0,45 9,17+0,41
Guna
Go6z Agilma Guni 14,7+0,18 14,6+0,19 14,65+0,11 14,7540,19
Akustik irkilme
Refleksi Kazanilma | 12,21+0,12 12,68+0,19 12,3540,15 12,48+0,19

Gunu
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Yurame testi ve akustik irkilme testinde Tek yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi,
diger testlerde Kruskal-Wallis testi post hoc Dunn’s testi uygulandi (Kontrol Disi: n=25,
VPA Disi: n=25, Kontrol Erkek n=20, VPA Erkek: n=25) ** : Kontrol Disi VPA Disi
p<0,01, ##: Kontrol Erkek-VPA Disi p<0,01, aaaa: VPA Disi-VPA Erkek p<0,0001.

4.1.4. Dogrulma Testi Bulgulari

Besinci gunde yapilan dogrulma testini tamamlama sureleri agisindan gruplar

arasinda fark bulunmadi.

Dogrulma siiresi (sn)

Sekil 4.3. Dogrulma testi sirelerinin karsilastiriimasi. Kruskal-Wallis testi ve post
hoc Dunn’s testi uygulandi (Kontrol Disi: n=24, VPA Disi: n=20, Kontrol Erkek: n=25,
VPA Erkek: n=24).
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4.1.5. Yuriime Testi Bulgulan

On dordincl gunde yapilan ylrime testini tamamlama streleri bakimindan gruplar

arasinda fark yoktu.

201

15+

10 A

14. gln ylrime testi stiresi (sn)

Sekil 4.4. Yiuriime testi suirelerinin karsilastirilmasi. Tek yonlit ANOVA ve post hoc
Tukey testi uygulandi (Kontrol Disi: n=22, VPA Disi: n=17, Kontrol Erkek: n=24, VPA
Erkek: n=21).
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4.1.6. Negatif Geotaksi Testi Bulgular

On besinci glinde yapilan negatif geotaksi testinde gruplar arasinda anlamli fark
yoktu.

Sire (sn)

Sekil 4.5. Negatif Geotaksi testi surelerinin kargilastiriimasi. Tek yonlit ANOVA ve

post hoc Tukey testi uygulandi. (Kontrol Disi: n=15, VPA Disi: n=18, Kontrol Erkek:
n=17, VPA Erkek: n=24).
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4.1.7. Anne Kokusu Tercih Testi Bulgulari

Her iki cinsiyetten yavrularin dahil edildigi 6lgimlerde; VPA grubu yavrularinin kontrol
grubu yavrularina gére maternal zonda daha az (p<0,0001; t=4,948), yabanci zonda
ise daha fazla (p=0,002; t=3,156) vakit gecirdigi goruldu. Maternal zonda gecirilen
sure, yabanci zonda gegcirilen sUreye oranlandiginda kontrol grubunun anne kokusunu

tercih etme indeksi VPA grubuna gore yiksek bulundu (p=0,004).

Fhe

40 A

304

201

10 A

Maternal zonda gecirilen sire (sn)

Sekil 4.6. Anne kokusu tercih testinde maternal zonda gecirilen sirelerin
karsilastiriimasi. K-M: Kontrol grubu yavrularinin maternal zonda gecirilen sireler,
(n=50). V-M: VPA grubu vyavrularinin maternal zonda gecirilen sureler (n=74).

Bagimsiz 6rneklem t testi uygulandi. ***p<0,0001.
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* %

251

204

159

104

Yabancizonda gecgirilen siire (sn)

K-Y V-Y

Sekil 4.7. Anne kokusu tercih testinde yabanci zonda gegirilen surelerin
karsilastiriimasi. K-Y: Kontrol grubu yavrularinin yabanci zonda gegcirdigi sureler,
(n=50). V-Y: VPA grubu yavrularinin yabanci zonda gegirdigi sureler (n=74). Bagimsiz

orneklem t testi uygulandi. **p<0,01.
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*k*

Anne kokusu tercih indeksi

Sekil 4.8. Anne kokusu tercih testinde anne kokusu tercih indekslerinin
karsilastiriimasi. K-i= Kontrol grubu yavrularinin maternal zonda gecirdigi stirenin
yabanci zonda gegirdigi sireye orani (n=48). V-i= VPA grubu yavrularinin maternal
zonda gegcirdigi surenin yabanci zonda gegcirdidi sureye orani (n=74). Mann-Whitney
testi kullanildi. ***p<0,001.
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4.1.7.1. Anne Kokusu Tercih Testi Erkek Yavrularin Bulgulari

Kontrol ve VPA grubunda erkek yavrularin anne kokusu tercih testi bulgularina
bakildiginda; erkek VPA grubu yavrularinin erkek kontrollere gore maternal zonda
daha az (p=0,002; t=3,212) vakit gecirdigi gorullirken yabanci zonda gegirilen surelerin
benzer oldugu gorildi. Maternal zonda gegirilen sure yabanci zonda gegirilen sureye
oranlandiginda, VPA grubu erkek yavrularin anne kokusu tanima indeksleri kontrol

grubuna gore dusuk bulundu (p<0,05).

40 -

30

20 -

104

Maternal zonda gegirilen sture (sn)

Sekil 4.9. Anne kokusu tercih testinde erkek yavrularin maternal zonda gegirdigi
surelerin karsilastinimasi. KE-M: Kontrol grubu erkek yavrularinin maternal zonda
gegcirdigi sureler (n=25). VE-M: VPA grubu erkek yavrulanin maternal zonda gegcirdigi

sureler (n=35). Bagimsiz érneklem t testi uygulandi. **p<0,01.
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301

204

1014

Yabancizonda gecgirilen siire (sn)

Sekil 4.10. Anne kokusu tercih testinde erkek yavrularin yabanci zonda gecirdigi
surelerin karsilastiriimasi. KE-Y: Kontrol grubu erkek yavrularinin yabanci zonda
gecirdigi sureler (n=25).VE-Y: VPA grubu erkek yavrularinin yabanci zonda gegcirdigi

sureler (n=35). Bagimsiz érneklem t testi uygulandi.

Anne kokusu tercih indeksi

Sekil 4.11. Anne kokusu tercih testinde erkek yavrularin anne kokusu tercih
indekslerinin karsilastinlmasi. KE-i: Kontrol grubu erkek yavrularinin maternal

zonda gegcirdigi sirelerin yabanci zonda gegirilen sireye oranlari (n=25). VE-i: VPA
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grubu erkek yavrularinin maternal zonda gecirdigi surelerin yabanci zonda gegirilen

sureye oranlari (n=27). Mann-Whitney testi uygulandi. *p<0,05.

4.1.7.2. Anne Kokusu Tercih Testi Disi Yavrularin Bulgulari

Anne kokusu tercih testinde VPA grubu disi yavrular kontrol grubu disi yavrularina
gOre maternal zonda daha az (p=0,0003, t=3,825) vakit gegirirken yabanci zonda daha
fazla (p=0,0039; t=2,996) vakit gecirdi. Disi yavrularin maternal zonda gegirdigi sureler
yabanci zonda gegcirdigi surelere oranlandiginda, VPA grubu disi yavrularinin anne

kokusu tercih indeksleri kontrol grubuna gére daha dusuk bulundu (p=0,006).

507 % % %

40

30

20 1

104

Maternal zonda gecirilen sire (sn)

VD-M

Sekil 4.12. Anne kokusu tercih testinde disi yavrularin maternal zonda gegirdigi
surelerin karsilastinimasi. KD-M: Kontrol grubu disi yavrularinin maternal zonda
gegcirdigi sureler (n=25). VD-M: VPA grubu disi yavrularinin maternal zonda gecirdigi

sureler (n=39). Bagimsiz érneklem t testi uygulandi. ***p<0,001.
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Sekil 4.13. Anne kokusu tercih testinde disi yavrularin yabanci zonda gecirdigi
surelerin karsilagtinimasi. KD-Y: Kontrol grubu disi yavrularinin yabanci zonda
gegcirdigi sureler (n=25). VD-Y: VPA grubu disi yavrularinin yabanci zonda gegirdigi

sureler  (n=39). Bagimsiz  6rneklem t  testi uygulandi.  **p<0,01.

Anne kokusu tercih indeksi

Sekil 4.14. Anne kokusu tercih testinde disi yavrularin anne kokusu tercih
indekslerinin karsilastiriimasi. KD-i: Kontrol grubu disi yavrularinin maternal zonda
gecirdigi surelerin yabanci zonda gegirdigi siirelere orani (n=23). VD-i: VPA grubu disi
yavrularinin maternal zonda gecirdigi surelerin yabanci zonda gecirdigi strelere orani

n= . ivlann- Ithey testl uygulandi. <0, .
(n=39). Mann-Whitney testi uygulandi. *p<0,01
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4.1.7.3. Anne Kokusu Tercih Testi Kontrol Grubu Bulgularinda Cinsiyetin Etkisi

Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu disi ve erkek siganlari arasinda maternal
zonda gegirilen sureler, yabanci zonda gegirilen sureler ve maternal zonda gegirilen
surenin yabanci zonda gegirilen sUreye orani ile elde edilen anne kokusu tercih

indeksleri arasinda fark bulunmadi.

501
40
304
201

10 M

M aternal zonda gecgirilen sire (sn)

Sekil 4.15. Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu disi ve erkek yavrularinin
maternal zonda gecirdigi surelerin karsilagtinlmasi. KD-M: Kontrol grubu disi
yavrularinin maternal zonda gecirdigi sureler (n=25). KE-M: Kontrol grubu erkek
yavrularinin maternal zonda gecirdigi sureler (n=25). Bagimsiz érneklem t testi

uygulandi.
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Sekil 4.16. Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu disi ve erkek yavrularinin
yabanci zonda gegcirdigi siirelerin karsilagtirimasi. KD-Y: Kontrol grubu disi
yavrularinin yabanci zonda gecirdigi sireler (n=25). KE-Y: Kontrol grubu erkek
yavrularinin yabanci zonda gegcirdigi sUreler (n=25). Bagimsiz 6rneklem t testi

uygulandi.

Anne kokusu tercih indeksi

Sekil 4.17. Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu disi ve erkek yavrularinin
anne kokusu tercih indekslerinin karsilagtinimasi. KD-i: Kontrol grubu disi

yavrularinin maternal zonda gegirdigi surelerin yabanci zonda gegirdigi sureye oranlari
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(n=23). KE-I: Kontrol grubu erkek yavrularinin maternal zonda gegirdigi surelerin

yabanci zonda gegirdigi sureye oranlari (n=25). Mann-Whitney testi uygulandi.

4.1.7.4. Anne Kokusu Tercih Testi VPA Grubu Bulgularinda Cinsiyetin Etkisi
Anne kokusu tercih testinde VPA grubu disi ve erkek siganlari arasinda maternal
zonda gegirilen sureler, yabanci zonda gegirilen sureler ve maternal zonda gegirilen

surenin yabanci zonda gegirilen sureye orani ile elde edilen anne kokusu tercih

indeksleri arasinda fark bulunmadi.

40 1

301

201

10+

M aternal zonda gecgirilen stre (sn)

VE-M

Sekil 4.18. Anne kokusu tercih testinde VPA grubu disi ve erkek yavrularinin
maternal zonda gecirdigi surelerin karsilastinlmasi. VD-M: VPA grubu disi
yavrularin maternal zonda gegcirdigi sureler (n=39). VE-M: VPA grubu erkek
yavrularinin maternal zonda gecirdigi sureler (n=35). Bagimsiz 6rneklem t testi

uygulandi.
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Sekil 4.19. Anne kokusu tercih testinde VPA grubu disi ve erkek yavrularinin
yabanci zonda gegirdigi slrelerin karsilastiriimasi. VD-Y: VPA grubu disi
yavrularinin yabanci zonda gegirdigi sureler (n=39). VE-Y: VPA grubu erkek
yavrularinin yabanci zonda gegcirdigi sureler (n=35). Bagimsiz 6rneklem t testi

uygulandi.

2.5 1

Anne kokusu tercih indeksi

Sekil 4.20. Anne kokusu tercih testinde VPA grubu disi ve erkek yavrularinin
anne kokusu tercih indekslerinin karsilastiriimasi. VD-i: VPA grubu disi yavrularin

maternal zonda gegirdigi surelerin yabanci zonda gegirdigi sireye oranlari (n=39). VE-
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I: VPA grubu erkek yavrularinin maternal zonda gegirdigi siirenin yabanci zonda

gegcirdigi streye oranlari (n=27). Mann-Whitney testi uygulandi.

4.2. Davranig Deneyleri Bulgulari
4.2.1. Ug Odacikli Sosyal Etkilesim Testi Bulgulari

Uc odacikh sosyal etkilesim testinde; sosyal zonda gegirilen siire, sosyal olmayan
zonda gegirilen siire ve sosyal zonda gecirilen stirenin sosyal olmayan zonda gegirilen
sureye oranini ifade eden sosyallik indeksi parametreleri Uzerinden deney
hayvanlarinin benzer yas, tlr ve cinsiyetteki baska bir hayvanla sosyal etkilesimi

degerlendirildi.

Sosyal zonda (p<0,001) ve sosyal olmayan zonda {F(3,47)=6,914; p<0,001} gegcirilen
sureler ve sosyallik indeksleri (p<0,01) karsilastirildiginda gruplar arasinda fark
goraldi. VPA grubu hayvanlari; sosyal zonda kontrol grubuna gére daha az vakit
gecirirken (p=0,01) sosyal olmayan zonda kontrol grubu hayvanlarina gére daha fazla
vakit gecirdi (p=0,003). VPA+DMF grubunda, sosyal zonda gecirilen stire VPA grubu
hayvanlarina goére fazla bulunurken (p=0,02) sosyal olmayan zonda gecirilen stre,
VPA grubundan dusukti (p=0,01). Kontrol+DMF grubunda sosyal ve sosyal olmayan
zonda gecirilen sireler kontrol grubuna benzerdi, sosyal zonda gecirilen sire VPA
grubuna gore yuksek bulunurken (p=0,003) sosyal olmayan zonda gecirilen sirelerin
de VPA grubuna goére diusuk oldugu goruldi (p=0,002). Kontrol+DMF ve VPA+DMF
gruplari arasinda sosyal ve sosyal olmayan zonda gegirilen sireler bakimindan fark

yoktu.

VPA grubu sosyallik indeksi degerlerinin kontrol grubuna gore daha dusuk oldugu
goraldi (p=0,015). VPA+DMF grubu (p=0,02) ve Kontrol+DMF grubu (p=0,004)

sosyallik indeksi de@erleri kontrol grubu ile benzer ve VPA grubuna gore yuksekti.
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Sekil 4.21. Ug odacikli sosyal etkilesim testinde sosyal ve sosyal olmayan zonda
gegirilen surelerin karsilagtinimasi. A. Sosyal zonda gecirilen surelerin
karsilastirimasi. B. Sosyal Olmayan zonda gecirilen surelerin karsilastiriimasi
(Kontrol:n=15, VPA:n=15, Kontrol+DMF:n=8, VPA+DMF:n=13). Tek yonli ANOVA
testi ve post hoc Tukey testi uygulandi. *p<0,05, **p<0,01.
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Sekil 4.22. Ug¢ odacikli sosyal etkilesim testinde sosyallik indekslerinin
karsilastirimasi. Kruskal-Wallis testi ve post hoc Dunn’s testi uygulandi
(Kontrol:n=15, VPA:n=15, Kontrol+DMF:n=8, VPA+DMF:n=13). *p<0,05, **p<0,01.
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4.2.2. Grooming Testi Bulgulari

Stereotipik ve obsesif kompulsif davranig paternini degderlendirmek igin yapilan

grooming testinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

1509

Kim ulatif self grooming siresi (sn)

Sekil 4.23. Kumiilatif grooming siirelerinin karsilastiriimasi. Tek yonli ANOVA
testi ve post hoc Tukey testi uygulandi (Kontrol:n=13, VPA:n=16, Kontrol+DMF:n=6,
VPA+DMF:n=8).
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4.2.3. Misket Gomme Testi Bulgular

Kompulsif benzeri davranig paterni degerlendirmesi icin yapilan misket gdmme

testinde gruplar arasinda anlamli fark géralmedi.
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Sekil 4.24. Misket gomme testinde toplam gomiuli misket sayilarinin
karsilastirimasi. Tek yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulandi
(Kontrol:n=13, VPA:n=11, Kontrol+DMF:n=6, VPA+DMF:n=8).
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4.2.4. Yukseltilmis Arti Testi Bulgulan

Anksiyete degerlendirmek icin yapilan yukseltilmis arti testinde agik kolda gegirilen

toplam sureler bakimindan gruplar arasinda anlamli fark gértulmedi.

60 -

40 4

Acik Kolda Gegirilen Siire (sn)

Sekil 4.25. Yukseltilmis arti testinde agik kolda gecirilen toplam sitrelerin
karsilastiriimasi. Kruskal-Wallis testi ve post hoc Dunn testi uygulandi (Kontrol:n=18,
VPA:n=19, Kontrol+DMF:n=14, VPA+DMF:n=9).
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4.2.5. Acik Alan Testi Bulgulari

Acik alan testinde; lokomotor aktiviteyi degerlendirmek igin dlgilen katedilen mesafe
ve anksiyete duzeyini degerlendirmek igin 6lgilen merkezde gegirilen stre bakimindan

gruplar arasinda fark bulunmadi.

80000 A

Katedilen mesafe (mm)

Sekil 4.26. Acik alan testinde toplam katedilen mesafelerin karsilastiriimasi. Tek
yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulandi (Kontrol:n=20, VPA:n=24,
Kontrol+DMF:n=13, VPA+DMF:n=14).
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Sekil 4.27. Acgik alan testinde merkezde gegirilen siirelerin karsilagtinimasi. Tek
yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulandi (Kontrol:n=19, VPA:n=23,
Kontrol+DMF:n=13, VPA+DMF:n=13).
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4.3. Serebellum ve PFC Dokularinda TAS, TOS ve OSi Bulgulari

Serebellumda yapilan TOS dl¢gimlerinde Tek yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey
testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel anlamliliga yetecek dizeyde fark yoktu
(p=0,2). Ancak VPA grubunda TOS’un kontrole gore artma egiliminde oldugu goérultup
Bagimsiz 6rneklem t testi yapildiginda VPA grubunda oksidatif stresin anlamli olarak
yuksek oldugu saptandi (p=0,04; t=2,56). Ayni sekilde VPA+DMF grubunda DMF’in
TOS’u azaltma egdiliminde oldugu gorultp VPA ve VPA+DMF grubu TOS degerleri igin
Bagimsiz érneklem t testi uygulandiginda istatistiksel anlamliliga ulagsmasa da bir
egilim oldugu gosterildi (p=0,06; t=2,163). Prefrontal kortekste TOS degerleri

bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

Serebellumda {F(3,13)=7,314; p=0,004} ve prefrontal kortekste {F(3,12)=5,772;
p=0,011} vyapilan TAS odlgumlerinde gruplar arasinda fark bulundu. VPA grubunda
kontrole gore antioksidan yanitin disuk oldugu goruldu (p=0,004). VPA+DMF grubu
TAS degerleri ile kontrol grubu TAS degerleri benzerdi. DMF uygulamasinin
Kontrol+DMF grubunda kontrole goére anlamli dizeyde TAS'I azalttigi goéruldi
(p=0,009). Serebellumla benzer sekilde prefrontal kortekste de VPA grubunda kontrole
go6re antioksidan yanit azaldi (p=0,01). VPA+DMF grubu TAS degerleri ile kontrol
grubu TAS degerleri arasinda fark yoktu. Kontrol+DMF grubunda kontrole gore TAS
dusuk bulundu (p=0,02).

Oksidan durumun antioksidan duruma orani (TOS/TAS) ile hesaplanan oksidatif stres
indeksleri (OSI) bakimindan gruplar arasinda fark yoktu. Fakat hem serebellumda hem
de prefrontal kortekste VPA grubunda, kontrole gére OSi’'nin artma egiliminde olup
DMF uygulamasi sonucu VPA+DMF ve Kontrol+DMF gruplarinda azalma egiliminde

olmasi seklindeki benzer paternler dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.28. Serebellum ve PFC’de total oksidan status (TOS) ve total antioksidan
status (TAS) olglimlerinin karsilastirnimasi. a. Serebellumda TOS o6lgcumlerinin
karsilastiriimasi. Tek yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulanmistir (n=4-
5) b. Prefrontal kortekste TOS oélgiimlerinin karsilastiriimasi. Tek yonli ANOVA testi
ve post hoc Tukey testi uygulanmistir (n=2-5). c. Serebellumda TAS d&lgiimlerinin
karsilastiriimasi. Tek yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulanmistir (n=4-
5). d. Prefrontal kortekste TAS oOlgimlerinin karsilastiriimasi. Tek yonli ANOVA testi
ve post hoc Tukey testi uygulanmigtir (n=3-5) *p<0,05, **p<0,01.
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Sekil 4.29. Serebellum ve PFC’de oksidatif stres indekslerinin kargilagtiriimasi.
a. Serebellum oksidatif stres indekslerinin (OSi) karsilagtinimasi. Tek yonlii
ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulanmistir (n=3-5). b. Prefrontal korteks OSi
degerlerinin karsilastirimasi. Tek yonli ANOVA testi ve post hoc Tukey testi
uygulanmigtir (n=2-5).
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4.4. Serebellum ve PFC Dokularinda ELISA Bulgulari

4.4.1. TNFa ELISA Bulgulari

Serebellum ve PFC'de TNFa duzeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark

bulunmadi.

Serebellum PFC

4007 1000 A

800
300+

600 -

200+
400

erebellum TNFa (pg/ml)
PFC TNFa (pg/ml)

100+
ZOO-M
0- (O

KONTROL VPA K+DMF VPA+DMF KONTROL VPA K+DMF VPA+DMF

S

Sekil 4.30. Serebellum ve PFC’de TNFa diizeylerinin karsilastirimasi. A.
Serebellum TNF alfa diizeyleri. Tek yonli ANOVA ve post-hoc Tukey testi uygulandi
(n=2-5). B. Prefrontal korteks TNF alfa duzeyleri. Tek yonli ANOVA testi ve post-
hoc Tukey testi uygulandi (n=2-4).

68



4.4.2. iL-6 ELISA Bulgulari

Serebellumda ve prefrontal korktekste IL-6 diizeyleri agisindan gruplar arasinda fark

bulunmadi.
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Sekil 4.31. Serebellum ve PFC’de iL-6 diizeylerinin karsilastiriimasi.

A. Serebellum iL-6 diizeyleri. Kruskal-Wallis testi ve post-hoc Dunn’s testi uygulandi

(n=5). B. Prefrontal korteks IL-6 diizeyleri. Tek yonlii ANOVA testi ve post-hoc

Tukey testi uygulandi (n=5).
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4.4.3. MCP1/CCL2 ELISA Bulgulari

Serebellumda ve prefrontal kortekste MCP1/CCL2 duzeyleri agisindan gruplar

arasinda anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 4.32. Serebellum ve PFC’de MCP1/CCL2 duzeylerinin karsilastiriimasi.
A. Serebellum MCP1/CCL2 duzeyleri. Tek yonli ANOVA testi ve post-hoc Tukey
testi uygulandi (n=5). B. Prefrontal korteks MCP1/CCL2 duzeyleri. Kruskal-Wallis

testi ve Dunn’s testi uygulandi (n=4-5).

70



4.4.4. TGFB; ELISA Bulgulari

Serebellum ve PFC'de TGFB: dluzeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark

bulunmadi.
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Sekil 4.33. Serebellum ve PFC’de TGFf; diizeylerinin kargilastiriimasi.

A. Serebellum TGFB; diuzeyleri. Tek yonli ANOVA testi ve post-hoc Tukey testi
uygulandi (n=5) B. Prefrontal korteks TGFR; dizeyleri. Tek yonli ANOVA testi ve
post-hoc Tukey testi uygulandi (n=3-5).
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4.4.5. GFAP ELISA Bulgulari

Serebellumda ve prefrontal korktekste GFAP duzeyleri agisindan gruplar arasinda

anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 4.34. Serebellum ve PFC’de GFAP dizeylerinin karsilastiriimasi. A.
Serebellum GFAP duzeyleri. Tek yonli ANOVA testi ve post-hoc Tukey testi
uygulandi (n=5). B. Prefrontal korteks GFAP duzeyleri. Tek yonli ANOVA testi ve
post-hoc Tukey testi uygulandi (n=4-5).
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5. TARTISMA

5.1. Prenatal VPA Maruziyetinin Fiziksel Gelisim ve Sensorimotor Beceriler

Uzerine Etkisi

Calismamizda VPA grubu ve kontrol grubunda ayni cinsiyetteki yavrular arasinda
vacut agirligi ve boy uzunlugu degerleri bakimindan fark gortlmedi. Baska bir
¢alismada bulgularimizla uyumlu sekilde VPA ile indiklenen OSB modelinde prenatal
(12.5, 14 ve 21. glnler) ve postnatal (33. haftaya kadar) yapilan vucut agirhgi takibinde
hem digi hem erkek yavrularda kontrole gore fark goruimemistir [210]. Ancak prenatal
VPA maruziyeti olan yavrularda 6 ay boyunca vucut agirhgi takibi yapilan bir diger
calismada postnatal 23. gunden itibaren VPA grubu vucut agirhginin kontrole gore
dusuk oldugu bildirilmistir [211]. Literatiirde VPA ile indiklenen OSB modelinde fiziksel
gelisim parametreleri ile ilgili c¢eliskili sonuclar mevcuttur. OSB’li bireylerde erken
adoblesan donemde boy uzunlugu ve vucut agirhginin kontrole goére degismedigi

gosterilmistir [212], calismamizdaki bulgular insan verileriyle de uyumludur.

OSPB’li infant ve g¢ocuklarin motor gelisimlerinin degerlendirildigi bircok calismada
tutarli bir bicimde kaba ve ince motor becerilerde gerilik oldugu bildirilmistir [213-218]
Calismamizda; dogrulma refleksinin VPA grubu digilerinde, kontrol grubu disi ve
erkeklerine gore daha ge¢ kazanildigi goruldi. Bu durum VPA ile indiklenen OSB
modelinde disilerde motor becerilerin kontrole gore geri oldugunu gostermektedir.
Ancak VPA grubu erkeklerinde kontrole gore fark gérilmedi. Prenatal VPA maruziyeti,
dogrulma refleksinin disindaki nérogelisimsel reflekslerin kazaniimasi ve géz acilmasi
bakimindan gecikmeye neden olmadi. Belirli gunlerde yapilan ve norogelisimsel
reflekslerin degerlendirildigi negatif geotaksi, ylrime ve dogrulma testlerini
tamamlama sureleri bakimindan gruplar arasinda fark bulunmadi. Literatiirde VPA ile
indiklenen OSB modelinde, nérogelisimsel refleks testlerinde OSB modeli grubu
bulgularinin kontrole benzer oldugu gorulen calismalar da mevcuttur [211,219,220].
Prenatal VPA maruziyetinin fiziksel ve sensorimotor gelisime etkisinin arastirildidi bir
calismada disi ve erkek siganlarin gelisimsel gidisatinin VPA maruziyeti sonucu farkh
etkilendigi bildirilmistir [219]. Prenatal VPA maruziyeti olan disi hayvan bulgularimiz

OSPB’li bireylerde goérulen motor becerilerde gelisim geriligini yansitacak sekilde insan
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verileriyle uyumludur. Prenatal VPA maruziyeti motor beceriler bakimindan cinsiyete
bagimh degisiklik gosteriyor olabilir. Bulgularimiza gére VPA ile induklenen OSB
modeli disilerde OSB’ye eslik eden motor becerilerde bozulmayi arastirmak i¢in uygun

bir modeldir.

5.2. Dimetil Fumaratin Sosyal Etkilesim Bozuklugu Uzerine Etkisi ve ilgili

Mekanizmalar

Sosyal davraniglar, iki tirdes canli arasindaki herhangi bir iletisim ve/veya etkilesim
yontemi olarak tanimlanabilir ve tek hucreli mikroorganizmalardan insanlar kadar
kompleks tlrlere kadar gozlenmektedir [221,222]. Rekabete dayali veya igbirlikgi
sosyal davraniglar; tirin saghgi, hayatta kalmasi ve Ureyebilmesi icin gereklidir.
Sosyal etkilesimler; feromonal, olfaktor, gorsel, isitsel ve somatosensdriyel duyulardan
gelen girdilerin algilanip islenmesi ve bireyin duygudurumu, deneyimleri gibi i¢sel
faktorleri de iceren tum bilesenler arasindaki dinamik, karsilikli geri bildirime dayal
davraniglarin olusturulmasiyla anlik olarak sekillendiriimektedir (Bkz. Sekil 5.1).
Uygunsuz zaman ve ortamda ya da uygunsuz yogunlukta sergilenen sosyal
davranislar, hem bireyler hem de bireyin dahil oldugu sosyal grup Uzerinde olumsuz
etkiler yaratabilir [223]. Sosyal islevlerdeki patolojinin en belirgin oldugu nérogelisimsel

bozuklardan biri otizm spektrum bozuklugudur [4].
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Sekil 5.1. Duyusal girdilerin sosyal baglamlarda sosyal davranigsal kararlara

donusturulmesi-Chen ve ark. [223]'dan alinmistir.

Calismamizda; VPA ile indiklenen OSB modelinde sosyal kesif davranisinin
degerlendiriimesi icin 3 odacikl sosyal etkilesim testi kullanildi [202]. VPA grubunda
sosyal zonda gecirilen strenin ve sosyallik indeksinin kontrole gore azaldigi goruldi.
Prenatal VPA maruziyetinin hem bu ¢alismada kullanilan SD tiru siganlarda ve 400
mg/kg dozunda hem de farkh tlrlerde ve dozlarda deney hayvanlarinda sosyal
etkilesimi bozdugu gosterilmistir [194,203,211].
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OSB tedavisinde umut vadeden bir bulgu olarak olarak si¢anlarda adodlesan
donemden basglanarak (30. gun) 5 hafta boyunca oral DMF uygulamasi, VPA
grubundaki sosyal etkilesim bozuklugunu geri dondurdu. VPA+DMF grubu ile kontrol
grubu arasinda sosyal zonda gegirilen sure ve sosyallik indeksi bakimindan fark
gorilmedi. Dimetil fumaratin sosyal etkilesim bozuklugu uzerindeki terapotik

etkisi ilk defa galigmamizda gosterildi.

Hipotezlerimizde yer alan DMF’in OSB fenotipindeki olasi terapotik etki
mekanizmasini acgiklamaya yonelik yapilan kolorimetrik 6lcim ve ELISA bulgulari
incelendiginde TAS, TOS ve OSi degerleri dikkat cekmektedir. VPA grubunda hem
serebellum hem de PFC'de TAS'In azaldigi ve DMF uygulamasinin prenatal VPA
maruziyeti olan hayvanlarda TAS'I ylkselterek kontrole benzer degerlere getirdigi
gorulda. Literatuirde OSB’li bireylerde antioksidan uygulamalarinin OSB
semptomlarini iyilestirdigi gosterilmistir [224]. Ayni zamanda VPA ile indiklenen OSB
modelinde de astaxanthin, resveratrol gibi antioksidanlarin sosyal eksiklikleri
iyilestirdigi gosterilmistir [168,225]. Ancak bu konudaki galigsmalar sinirlidir ve sonuglari
oldukca heterojendir. Dimetil fumarat OSB’deki yetersiz antioksidan yaniti
giiclendirerek sosyal etkilesim bozuklugunu iyilestiriyor olabilir. ilging bir bulgu
olarak DMF uygulamasi hem serebellum hem de PFC’de VPA grubunda TAS'I

artirirken Kontrol+DMF grubunda azaltti.

Henuz cok sinirli olsa da DMF’in HDAC ekspresyonunu dizenleyici roli oldugunu
goOsteren caligsmalar mevcuttur [226,227]. DMF’in VPA ile indiklenen OSB modelinde

sosyal defisitleri geri dondirmesinde epigenetik mekanizmalarin da etkisi olabilir.

5.3. VPA ile indilkklenen OSB Modelinde infant Dénemde Sosyal Becerilerin

Degerlendirilmesi

Sosyal davraniglarin belirlenmesinde duyusal girdilerden biri de olfaktér uyarilardir.
Deney hayvanlarinda sutten kesilme 6ncesi sosyal tanima, baglanma gibi sosyal
becerilerin degerlendirilmesi igin anne kokusu tercih testi kullaniimaktadir [198,200].
Sosyal defisitler gosteren p reseptorti knock-out farelerde kontrole goére tanidik anne
talag! Uzerinde gegcirilen sirenin azaldigi gosterilmigtir. Bununla birlikte annelerinden
ayrilip temiz talasa birakildiklarinda yuksek frekansli ultrasonik vokalizasyonlarin

kontrole gore daha duguk sayida oldugu ve sonrasinda anne talagina alindiklarinda
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kontrol grubunda azalan ultrasonik vokalizasyonlarin bu hayvanlarda azalmadigi
gorulmustar [200]. Prenatal 12,5. ginde SC 600 mg/kg VPA enjeksiyonu yapilan
farelerde anne kokusu tercih testinde kontroliin aksine maternal zonda gecirilen
surenin artmadidi, bu sirenin yabanci zonda gegirilen sure ile benzer oldugu
gorulmustar [201]. Anne kokusu tercih testi bulgularimizda literattrle uyumlu sekilde
VPA grubu yavrularinin maternal zonda gegirdigi sirenin ve anne kokusu tercih
indeksinin kontrole gore azaldigi goruldu. Bu farklihk hem disi hem erkek yavrularda
tekrarlandi ve bulgularda cinsiyete bagl bir degisiklik olmadigi gérildu. Bulgularimiz
cinsiyete bagli degisiklik olmadiginin gosterilmesi bakimindan anne kokusu tercih testi
icin 6zgundur. VPA ile induklenen OSB modelinde; sosyal etkilesim degerlendirmede
en sik kullanilan testlerden biri olan 3 odacikli sosyal etkilesim testinde cinsiyete 6zgu
farklihklar gorilmesine ve modelin erkeklerde daha basarili oldugu bildiriimesine
ragmen [195] calismamizda anne kokusu tercih testinde her iki cinsiyette de anne
kokusu tanima indeksinin ve maternal zonda gegirilen surenin kontrole gore azalmasi,
disilerde infant doneminde mevcut olan sosyal eksikliklerin addlesan dénemde ve
yetiskinlikte kompanse ediliyor olabilecegini dustindurmektedir. Ayni zamanda VPA
grubu erkek hayvanlarinda maternal zon ile yabanci zon arasinda gegirilen surenin
benzer olmasi bu hayvanlarda yabanci kokularla tetiklenen anksiyete yanitinin infant
doneminde zayif oldugunu gostermektedir. VPA grubu erkeklerinde yetiskinlik
doneminde yapilan yukseltiimis arti ve acgik alan testlerinde de anksiyete artisi lehine

bulgu saptanmadi.

5.4. VPA ile indiiklenen OSB Modelinin ve DMF’in Néroinflamatuar Belirteglere
Etkisi

Calismamizda hem serebellum hem de PFC’de proinflamatuar sitokinlerden TNFa,
iL-6, MCP1/CCL2 diizeylerinde ve antiinflamatuar sitokin TGFB1 seviyesinde gruplar
arasinda fark bulunmadi. Hem prenatal VPA maruziyeti hem de addlesan donemden
baslanip yetiskinlie kadar yapilan DMF uygulamasi serebellum ve PFC’de dlcilen

noroinflamatuar belirtecleri etkilemedi.

insan verilerine bakildiginda; OSB'li bireylerden alinan postmortem beyin dokularinda
singulat korteks ve serebellumda belirgin MCP1 artigi gérulirken medial frontal girusta
kontrole goére fark bulunmamistir. OSB’li bireylerde BOS incelemesinde de kontrole
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gore MCP1 duzeylerinin arttigi saptanmistir [92]. Baska bir galismada kontrol grubuyla
karsilastirildiginda OSB'li gocuklardan alinan plazma 6rneklerinde MCP-1, RANTES
ve eotaksin duzeylerinde artis gozlenmis ve artan kemokin Uretimi, davranis
Olceklerinde daha yuksek anormal davranig puanlari ve daha fazla bozulmus
gelisimsel ve adaptif islevle iligkili bulunmustur [228]. Calismamizda serebellumda
gruplar arasinda fark bulunmamasinin nedeni VPA ile indiklenen OSB modelinde
veya modelin olusturulma kosullarinda bu kemokinin Gretiminin tetiklenmemesi olabilir.
Donemsel olarak seviye farkliliklari olsa da serebellum ve PFC dokularinin alindigi
yetiskinlik doneminde fark gorulmuayor olabilir. Calismamizda PFC’de MCP1/CCL2

duzeylerinin gruplar arasinda benzer olmasi literattrle uyumludur.

OSB'li bireylerden alinan postmortem beyin dokularinda yapilan ELISA 6l¢cimlerinde
bulgularimizla uyumlu sekilde medial frontal girus, anterior singulat korteks ve

serebellumda iL-6 diizeyleri kontrollerle benzer bulunmustur [92].

OSPB’li gocuklardan alinan BOS 6rneklerinde kontrole gére TNFa’nin yuksek oldugu

saptanmistir [229].

Cocukluk ve erigkinlik doénemindeki OSPB’li bireylerde yapilan serum TGFB1
Olcimlerinde kontrole gbre anlamli dizeyde azalma goérulmuastir [230,231]. Buna
karsin OSB’li bireylerden alinan beyin dokularinda yapilan postmortem dl¢cimlerde
medial frontal girus, anterior singulat korteks ve serebellumda TGFB1 duzeylerinin
kontrole goére belirgin arttigi gézlenmistir. Ayni ¢alismada OSPB’li bireylerden alinan
BOS o&rneklerinde TGFB:1 duzeylerinde anlamli artig goralmastir [92]. Literattrde
OSB’de inflamatuar ve anti inflamatuar sitokin dizeyleri ile ilgili sonuglar tutarli degildir.
Calismamizda TGFB: duzeylerine bakildiginda serebellum ve PFC’de kontrolle VPA
grubu arasinda fark goérilmemesi Olcimlerin yetiskinlik ddéneminde yapilmasina ve

modeli olustururken uygulanan VPA dozuna bagli olabilir.

GFAP, esas olarak astrositlerde eksprese edilen bir tip Il ara filamenttir. Reaktif
astrositler icin bir belirtec olarak kabul edilmektedir [232,233]. OSB'li bireylerden alinan
BOS orneklerinde kontrole gére GFAP yuksekligi rapor edilmistir [234,235]. GFAP
artisi ile daha fazla sitokin saliveriimesine neden olabilecek astrogliozis ve reaktif
hasar arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir [92,102]. OSB’li bireylerde beynin farkh
bdlgelerinde GFAP gen ekspresyonunaiiligkin veriler tartismalidir. Bazi galismalar PFC
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ve serebellumda GFAP gen ekspresyonunun up-regule oldugunu bildirirken, digerleri
OSB beyinlerinde anterior singulat korteks ve anterior prefrontal kortekste GFAP gen
ekspresyonunda 6nemli bir degisiklik olmadigini bildirmektedir [103,104,236,237].
Prenatal 12,5. giinde 600 mg/kg ip VPA enjeksiyonu ile OSB modeli olusturulmus
Wistar siganlarda; postnatal 30. giunde medial PFC ve primer somatosensoriyel
kortekste astrosit sayisinda ve GFAP sayisinda artis goOsterilmigtir [238]. Bizim
calismamizda GFAP protein seviyesi bakimindan gruplar arasinda fark
bulunmamasinin nedeni VPA dozu ve deney hayvani turu farklihgina ek olarak 60-70
gunlik yetigkin yavrulardan alinan serebellum ve PFC dokularinda protein duzeyi

OlcuimuU yapilmasi olabilir.

55. VPA ile indilkklenen OSB Modelinde Tekrarlayici Davraniglarin

Degerlendirilmesi ve Tekrarlayici Davraniglarda DMF Etkisi

Calismamizda VPA ile induklenen OSB modelinde OSB’nin temel semptomlarindan
biri olan tekrarlayici davraniglarin degerlendiriimesi icin yapilan grooming testinde;
kimulatif grooming siresi 6lciminde gruplar arasinda fark bulunmadi. OSB’nin tim
semptomlarini gdsteren yaygin olarak kabul edilmis bir deneysel modeli yoktur.
Dolayisiyla modeller OSB’nin belirli patolojilerini arastirmak Gzere kullanilabilmektedir.
VPA ile induklenen OSB modeli sosyal etkilesim bozukluklarinin patofizyolojisini
arastirmaya uygun olsa da VPA’nin bu dozunda ve bu tir siganlarda tekrarlayici
davranislar Gzerine arastirma yapmak igin uygun gérinmemektedir. VPA bu dozda ve
bu turde tekrarlayici davranislarin ortaya ¢cikmasinda temel bilesenlerden biri olarak
kabul edilen kortiko-striatal-talamo-kortikal devrelerde semptomatik dizeyde degisiklik

yapmiyor olabilir [239,240]. Bu konuda ek calismalara ihtiyag vardir.

Dimetil fumarat uygulamasi kontrol+DMF ve VPA+DMF gruplarinda kimulatif
grooming suresinde degisiklik yapmadi. Calismamiz dimetil fumaratin tekrarlayici

davranislar Uzerindeki etkisinin arastiriimasi yoninden yoninden 6zgundur.
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5.6. VPA ile indiiklenen OSB Modelinde Lokomotor Aktivitenin Degerlendirilmesi
ve DMF’in Lokomotor Aktiviteye Etkisi

VPA ile indiklenen OSB modelinde lokomotor aktivitenin degdisimiyle ilgili celigkili
sonuclar mevcuttur [241]. Calismamizda lokomotor aktivitenin 6lgim parametresi
olarak belirlenen acik alan testinde katedilen toplam mesafeler bakimindan gruplar
arasinda fark goértulmedi. Sensorimotor gelisimi takip etmek amaciyla yapilan
dogrulma, yurime ve negatif geotaksi testlerinde de VPA grubu erkek hayvanlari ve
kontrol grubu hayvanlari arasinda fark gorilmemesi prenatal VPA maruziyetinin hem
infant donemde hem de erigkin donemde erkeklerde Iokomotor aktiviteyi
degistirmedigini gostermektedir. Dimetil fumarat uygulamasinin da kontrol ve VPA
grubu hayvanlarinda lokomotor aktivitede anlamli duzeyde degisiklik yapmadigi

goralda.

5.7. VPA ile indiiklenen OSB Modelinde Komorbidite Degerlendirilmesi ve
DMF’in Komorbid Durumlara Etkisi

OSB’ye sik eslik eden ndropsikiyatrik hastaliklardan biri yaygin anksiyete
bozuklugudur [4]. Calismamizda anksiyete dederlendirme amaciyla ylkseltiimis arti
testi, misket gdomme testi ve merkezde gecirilen surelerin karsilagtiriimasi yoluyla
degerlendirme yapmak icin agik alan testi uygulandi. Yukseltiimis arti testinde acgik
kolda gegcirilen sureler bakimindan gruplar arasinda fark bulunmadi. Ayni zamanda
OSPB’ye sik eslik eden obsesif kompulsif bozukluk arastirmalarinda da temel testlerden
biri olan misket gdmme testinde gomulu misket sayilari bakimindan gruplar arasinda
fark gorulmedi [4,205]. Acgik alan testinde merkezde gegcirilen sirenin anksiyete dizeyi
arttikgca azaldigi bilinmektedir [242]. Acik alan testinde merkezde gecirilen slrelere
bakildiginda da gruplar arasinda fark goértlmedi. Ozgiin bir bulgu olarak dimetil
fumaratin da VPA ve kontrol grubu hayvanlarinda anksiyete ve kompulsif davraniglar
bakimindan belirgin etki yapmadigi goéruldi. Tum bu bulgular bu dozda ve bu tir
hayvanlarla yapilan VPA ile indiklenen OSB modelinin; anksiyete ve kompulsif
davraniglar gibi komorbid durum semptomlarini belirgin olarak yansitmadigini ve bu

durumlarin arastiriilmasi igin uygun bir model olmadigini gostermektedir.
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6. CALISMAMIZIN KISITLILIKLARI

Calismamizda davranis deneyleri, TAS-TOS ve ELISA olgumlerinde yalnizca
erkek hayvanlar kullanildi. Fakat infant doneminde sosyal baglanmanin
degerlendirildigi anne kokusu tercih testinde hem erkek hem disi hayvanlarda
sosyal baglanmanin bozuldugu  gosterildi. Disi hayvanlarda yetigkinlik
doneminde sosyal defisitin ve komorbid durumlarin arastirilmasi igin davranis
deneylerinin yapilmamasi ve mekanizmanin anlasiimasi yoninde protein
duzeyi Ol¢gimlerinin  yapilmamasi nedeniyle digilerde sosyal etkilesim

bozuklugunun seyri degerlendirilemedi.

Literatirde VPA ile indiklenen rodent OSB modelinde gdsterilen tekrarlayici
davraniglarda artis ve anksiyete artisinin galismamizda gdsterilememesi,

misket gdmme ve grooming testlerinde n sayilarinin duastkligtne bagdli olabilir.

Ozellikle TAS-TOS testleri ve ELISA 6lgimlerinde maddi kisitliliklar nedeniyle

n sayisinin dusitk olmasi (n=5) ¢calismamizin bir bagka kisitli yonudur.

Kontrol+DMF grubunda TAS’In azalmasi bulgusunun, tekrar edilebilirliginin
goOsterilmesi ve mekanizmasinin aydinlatiimasi icin bulgularimiza ek olarak

takip calismalari gereklidir.
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7. SONUG ve ONERILER

1. Sicanlarda VPA ile induklenen OSB modelinde fiziksel gelisim parametreleri

acisindan kontrol grubuna gore fark yoktur.

2. Calismamizda dogrulma refleksi kazanilmasinin, VPA grubu disi yavrularda
kontrol grubu disi ve erkek yavrularina gore geciktigi goruldi. Bu durum VPA ile
indiklenen OSB modelinde disi yavrularda motor becerilerin kontrole gore geri
oldugunu gostermektedir. Ancak VPA grubu erkeklerinde kontrole gore fark
goOrulmedi. Prenatal VPA maruziyeti motor beceriler bakimindan cinsiyete bagl
degisiklik gosteriyor olabilir. Bulgularimiza gére VPA ile indiklenen OSB modeli
disilerde OSB’ye eslik eden motor becerilerde bozulmayi arastirmak icin uygun

bir modeldir.

3. VPA ile induklenen OSB modelinde sosyal tanima ve baglanmanin
degerlendirildigi anne kokusu tercih testinde, her iki cinsiyetteki yavrularda
kontrole gore anne kokusu tercih indeksi azaldi. Ayni zamanda VPA grubunda
yabanci zonda gegirilen sirenin kontrole gore yluksek olmasi yabanci kokularla

anksiyetenin artmadigini gostermektedir.

4. Sprague Dawley tlrl gebe sicanlara prenatal 12. ginde SC 400 mg/kg VPA
uygulanmasinin erkek yavrularda vyetigkinlik déneminde sosyal etkilesim
bozukluguna neden oldugu goéruldi. Addlesan donemde baslanip yetiskinlik
donemine kadar 5 hafta boyunca devam eden 100 mg/kg/gin oral DMF
uygulamasi antioksidan yaniti gu¢lendirerek sosyal etkilesim bozuklugunu geri
cevirdi. Serebellum ve PFC’de Nrf2 aktivasyonunun dl¢ilmesi DMF’in sosyal
defisitler Gzerindeki terapo6tik etki mekanizmasi yodnundeki bulgularimizi
destekleyebilir. Ayni zamanda bir HDAC inhibitéri oldugu bilinen VPA’nin
prenatal maruziyeti sonucu olusan etkileri geri ¢cevirmede, bulgular hentiz ¢cok
sinirli olsa da DMF’in HDAC ekspresyonu uzerindeki dizenleyici rolinin de
etkisi olabilir. VPA ve DMF’in HDAC Uzerine etkilerinin molekuler ve davranissal
sonuglarini  kapsayan arastirmalar OSB’nin patofizyolojisinde epigenetik

mekanizmalarin aydinlatiimasina katki saglayabilir.
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5. DMF uygulamasi hem serebellum hem de PFC'de VPA grubunda TAS'I
artirirken Kontrol+DMF grubunda azaltti. Dimetil fumaratin saglikli kontrollerde

antioksidan yanit Gzerine etkisinin aydinlatilmasi icin takip ¢calismalari gereklidir.

6. Hem prenatal VPA maruziyeti hem de addlesan donemden baslanip yetigkinlige
kadar yapilan DMF uygulamasi yetigkin sicanlardan alinan serebellum ve PFC

dokularinda noroinflamatuar belirte¢ dizeylerini degistirmedi.

7. VPA ile induklenen OSB modeli VPA'nin bu dozunda ve bu tur siganlarda
grooming artisina neden olmadi. Calismamizda olusturulan OSB modeli
tekrarlayici davraniglarda artis Uzerine arastirma yapmak igin uygun
goérinmemektedir. Prenatal VPA maruziyeti sonucu kortiko-striatal-talamo-
kortikal devrelerde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisiklerin,
tekrarlayici davraniglarin arttigi bildirilen diger OSB modelleri ile kargilastinldigi

ileri calismalar bu konuya 1sik tutabilir.

8. VPA ile indiklenen OSB modelinde erkeklerde hem infant dénemde hem de
yetiskinlik ddneminde lokomotor aktivitede belirgin degisiklik olmadi. Lokomotor
aktivitenin degismemesi; belirli alanda gegirilen surelerin 6lgildiglu anne
kokusu tercih testi, 3 odacikli sosyal etkilesim testi, yukseltiimis arti testi gibi
davranis deneyi sonuglarinin motor defisitlerden etkilenmedigini gdsterir ve

bulgularin validasyonu bakimindan olumludur.

9. Calismamizda VPA ile indiklenen OSB modelinde anksiyete dizeyinde ve
kompulsif davranigslarda degisiklik gorilmedi. Prenatal VPA maruziyetinin;
bazolateral amigdala, santral amigdala, medial PFC’nin prelimbik alani, ventral
tegmental alan gibi anksiyete iligkili oldugu bilinen beyin bolgelerinde
olusturdugu yapisal ve fonksiyonel degisikliklerle ilgili bulgular sinirlidir ve ileri

calismalara intiyag vardir.

10. Caismamiz DMF’in OSB’de terapotik etkisinin arastirildigi ilk galismadir.
Tez kapsaminda gercgeklestirdigimiz davranig deneylerimiz 1s1ginda; DMF
uygulamasinin, hem kontrol hem de VPA gruplarinda tekrarlayici davranislarda,
lokomotor aktivitede ve anksiyetede degisiklige neden olmadigi ancak sosyal

etkilesimi iyilegtirici yonde belirgin etkisinin varligi gosterildi.

83



8. KAYNAKLAR

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Association A. Diagnostic and statistical manual of mental disorders (DSM-IV-TR), text
revision. (No Title). 2000.

Kanner L. Autistic disturbances of affective contact. Nervous child. 1943;2(3):217-50.

Siafis S, Ciray O, Wu H, Schneider-Thoma J, Bighelli I, Krause M, et al. Pharmacological and
dietary-supplement treatments for autism spectrum disorder: a systematic review and
network meta-analysis. Molecular autism. 2022;13(1):10.

Lord C, Brugha TS, Charman T, Cusack J, Dumas G, Frazier T, et al. Autism spectrum disorder.
Nature reviews Disease primers. 2020;6(1):1-23.

Usui N, Kobayashi H, Shimada S. Neuroinflammation and oxidative stress in the pathogenesis
of autism spectrum disorder. International Journal of Molecular Sciences. 2023;24(6):5487.
Dubey D, Kieseier BC, Hartung HP, Hemmer B, Warnke C, Menge T, et al. Dimethyl fumarate
in relapsing—remitting multiple sclerosis: rationale, mechanisms of action, pharmacokinetics,
efficacy and safety. Expert review of neurotherapeutics. 2015;15(4):339-46.

Singh K, Connors SL, Macklin EA, Smith KD, Fahey JW, Talalay P, et al. Sulforaphane
treatment of autism spectrum disorder (ASD). Proceedings of the National Academy of
Sciences. 2014;111(43):15550-55.

Wang Q, Chuikov S, Taitano S, Wu Q, Rastogi A, Tuck SJ, et al. Dimethyl fumarate protects
neural stem/progenitor cells and neurons from oxidative damage through Nrf2-ERK1/2
MAPK pathway. International journal of molecular sciences. 2015;16(6):13885-907.

Shaw KA. Early identification of autism spectrum disorder among children aged 4 years—
Autism and Developmental Disabilities Monitoring Network, 11 sites, United States, 2020.
MMWR Surveillance Summaries. 2023;72.

Li Y-A, Chen Z-J, Li X-D, Gu M-H, Xia N, Gong C, et al. Epidemiology of autism spectrum
disorders: Global burden of disease 2019 and bibliometric analysis of risk factors. Frontiers in
pediatrics. 2022;10:972809.

Maenner MJ. Prevalence and characteristics of autism spectrum disorder among children
aged 8 years—Autism and Developmental Disabilities Monitoring Network, 11 sites, United
States, 2020. MMWR Surveillance Summaries. 2023;72.

Raporu MAK. Down sendromu, otizm ve diger gelisim bozukluklarinin yayginliginin tespiti ile
ilgili bireylerin ve ailelerinin sorunlarinin ¢6zm icin alinmasi gereken tedbirlerin
belirlenmesi amaciyla kurulan meclis arastirma komisyonu raporu. Erisim: https://acikerisim
tbmm gov tr/handle/11543/3136 Erisim tarihi. 2020;25.

Soke G, Maenner M, Christensen D, Kurzius-Spencer M, Schieve L. Prevalence of co-occurring
medical and behavioral conditions/symptoms among 4-and 8-year-old children with autism
spectrum disorder in selected areas of the United States in 2010. Journal of autism and
developmental disorders. 2018;48:2663-76.

Mannion A, Leader G, Healy O. An investigation of comorbid psychological disorders, sleep
problems, gastrointestinal symptoms and epilepsy in children and adolescents with autism
spectrum disorder. Research in Autism Spectrum Disorders. 2013;7(1):35-42.

Croen LA, Zerbo O, Qian Y, Massolo ML, Rich S, Sidney S, et al. The health status of adults on
the autism spectrum. Autism. 2015;19(7):814-23.

Lintas C, Persico AM. Autistic phenotypes and genetic testing: state-of-the-art for the clinical
geneticist. Journal of medical genetics. 2009;46(1):1-8.

Miles JH. Autism spectrum disorders—a genetics review. Genetics in Medicine.
2011;13(4):278-94.

Cohen D, Pichard N, Tordjman S, Baumann C, Burglen L, Excoffier E, et al. Specific genetic
disorders and autism: clinical contribution towards their identification. Journal of autism and
developmental disorders. 2005;35:103-16.

Persico AM, Napolioni V. Autism genetics. Behavioural brain research. 2013;251:95-112.

84


https://acikerisim/

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Hallmayer J, Cleveland S, Torres A, Phillips J, Cohen B, Torigoe T, et al. Genetic heritability
and shared environmental factors among twin pairs with autism. Archives of general
psychiatry. 2011;68(11):1095-102.

Sandin S, Lichtenstein P, Kuja-Halkola R, Larsson H, Hultman CM, Reichenberg A. The familial
risk of autism. Jama. 2014;311(17):1770-77.

Bailey A, Le Couteur A, Gottesman |, Bolton P, Simonoff E, Yuzda E, et al. Autism as a strongly
genetic disorder: evidence from a British twin study. Psychological medicine. 1995;25(1):63-
77.

Grenborg TK, Schendel DE, Parner ET. Recurrence of autism spectrum disorders in full-and
half-siblings and trends over time: a population-based cohort study. JAMA pediatrics.
2013;167(10):947-53.

Ozonoff S, Young GS, Carter A, Messinger D, Yirmiya N, Zwaigenbaum L, et al. Recurrence risk
for autism spectrum disorders: a Baby Siblings Research Consortium study. Pediatrics.
2011;128(3):e488-e95.

Bourgeron T. From the genetic architecture to synaptic plasticity in autism spectrum
disorder. Nature Reviews Neuroscience. 2015;16(9):551-63.

Gaugler T, Klei L, Sanders SJ, Bodea CA, Goldberg AP, Lee AB, et al. Most genetic risk for
autism resides with common variation. Nature genetics. 2014;46(8):881-85.

de la Torre-Ubieta L, Won H, Stein JL, Geschwind DH. Advancing the understanding of autism
disease mechanisms through genetics. Nature medicine. 2016;22(4):345-61.

Krumm N, O’Roak BJ, Shendure J, Eichler EE. A de novo convergence of autism genetics and
molecular neuroscience. Trends in neurosciences. 2014;37(2):95-105.

Adalsteinsson BT, Ferguson-Smith AC. Epigenetic control of the genome—Ilessons from
genomic imprinting. Genes. 2014;5(3):635-55.

Yoon SH, Choi J, Lee WJ, Do JT. Genetic and epigenetic etiology underlying autism spectrum
disorder. Journal of clinical medicine. 2020;9(4):966.

Ben-David E, Shifman S. Combined analysis of exome sequencing points toward a major role
for transcription regulation during brain development in autism. Molecular psychiatry.
2013;18(10):1054-56.

Meta-analysis of GWAS of over 16,000 individuals with autism spectrum disorder highlights a
novel locus at 10g24. 32 and a significant overlap with schizophrenia. Molecular autism.
2017;8:1-17.

Waye MM, Cheng HY. Genetics and epigenetics of autism: A Review. Psychiatry and clinical
neurosciences. 2018;72(4):228-44.

Samaco RC, Hogart A, LaSalle JM. Epigenetic overlap in autism-spectrum
neurodevelopmental disorders: MECP2 deficiency causes reduced expression of UBE3A and
GABRB3. Human molecular genetics. 2005;14(4):483-92.

Kubota T, Mochizuki K. Epigenetic effect of environmental factors on autism spectrum
disorders. International journal of environmental research and public health. 2016;13(5):504.
Steffenburg S, Gillberg CL, Steffenburg U, Kyllerman M. Autism in Angelman syndrome: a
population-based study. Pediatric neurology. 1996;14(2):131-36.

Yashiro K, Riday TT, Condon KH, Roberts AC, Bernardo DR, Prakash R, et al. Ube3a is required
for experience-dependent maturation of the neocortex. Nature neuroscience.
2009;12(6):777-83.

LoParo D, Waldman I. The oxytocin receptor gene (OXTR) is associated with autism spectrum
disorder: a meta-analysis. Molecular psychiatry. 2015;20(5):640-46.

Qin L, Ma K, Wang Z-J, Hu Z, Matas E, Wei J, et al. Social deficits in Shank3-deficient mouse
models of autism are rescued by histone deacetylase (HDAC) inhibition. Nature
neuroscience. 2018;21(4):564-75.

Uchino S, Waga C. SHANK3 as an autism spectrum disorder-associated gene. Brain and
Development. 2013;35(2):106-10.

85



41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

Gongalves TF, Gongalves AP, Rodrigues NF, dos Santos JM, Pimentel MMG, Santos-Reboucas
CB. KDM5C mutational screening among males with intellectual disability suggestive of X-
Linked inheritance and review of the literature. European journal of medical genetics.
2014;57(4):138-44.

Duffney UJ, Valdez P, Tremblay MW, Cao X, Montgomery S, McConkie-Rosell A, et al.
Epigenetics and autism spectrum disorder: A report of an autism case with mutation in H1
linker histone HIST1H1E and literature review. American Journal of Medical Genetics Part B:
Neuropsychiatric Genetics. 2018;177(4):426-33.

Cotney J, Muhle RA, Sanders SJ, Liu L, Willsey AJ, Niu W, et al. The autism-associated
chromatin modifier CHD8 regulates other autism risk genes during human
neurodevelopment. Nature communications. 2015;6(1):6404.

De Rubeis S, He X, Goldberg AP, Poultney CS, Samocha K, Ercument Cicek A, et al. Synaptic,
transcriptional and chromatin genes disrupted in autism. Nature. 2014;515(7526):209-15.
Hamdan FF, Srour M, Capo-Chichi J-M, Daoud H, Nassif C, Patry L, et al. De novo mutations in
moderate or severe intellectual disability. PLoS genetics. 2014;10(10):e1004772.
Helsmoortel C, Vulto-van Silfhout AT, Coe BP, Vandeweyer G, Rooms L, van den Ende J, et al.
A SWI/SNF-related autism syndrome caused by de novo mutations in ADNP. Nature genetics.
2014;46(4):380-84.

Bernstein E, Kim SY, Carmell MA, Murchison EP, Alcorn H, Li MZ, et al. Dicer is essential for
mouse development. Nature genetics. 2003;35(3):215-17.

Hébert SS, De Strooper B. miRNAs in neurodegeneration. Science. 2007;317(5842):1179-80.
Davis TH, Cuellar TL, Koch SM, Barker AJ, Harfe BD, McManus MT, et al. Conditional loss of
Dicer disrupts cellular and tissue morphogenesis in the cortex and hippocampus. Journal of
Neuroscience. 2008;28(17):4322-30.

Kawase-Koga Y, Otaegi G, Sun T. Different timings of Dicer deletion affect neurogenesis and
gliogenesis in the developing mouse central nervous system. Developmental dynamics: an
official publication of the American Association of Anatomists. 2009;238(11):2800-12.

Wu S, Wu F, Ding Y, Hou J, Bi J, Zhang Z. Advanced parental age and autism risk in children: a
systematic review and meta-analysis. Acta Psychiatrica Scandinavica. 2017;135(1):29-41.
Gardener H, Spiegelman D, Buka SL. Perinatal and neonatal risk factors for autism: a
comprehensive meta-analysis. Pediatrics. 2011;128(2):344-55.

Conde-Agudelo A, Rosas-Bermudez A, Norton MH. Birth spacing and risk of autism and other
neurodevelopmental disabilities: a systematic review. Pediatrics. 2016;137(5).

Curran EA, O'Neill SM, Cryan JF, Kenny LC, Dinan TG, Khashan AS, et al. Research review:
birth by caesarean section and development of autism spectrum disorder and attention-
deficit/hyperactivity disorder: a systematic review and meta-analysis. Journal of Child
Psychology and Psychiatry. 2015;56(5):500-08.

Xu G, Jing J, Bowers K, Liu B, Bao W. Maternal diabetes and the risk of autism spectrum
disorders in the offspring: a systematic review and meta-analysis. Journal of autism and
developmental disorders. 2014;44:766-75.

Wang Y, Tang S, Xu S, Weng S, Liu Z. Maternal body mass index and risk of autism spectrum
disorders in offspring: a meta-analysis. Scientific reports. 2016;6(1):34248.

Jiang H-y, Xu L-l, Shao L, Xia R-m, Yu Z-h, Ling Z-x, et al. Maternal infection during pregnancy
and risk of autism spectrum disorders: A systematic review and meta-analysis. Brain,
behavior, and immunity. 2016;58:165-72.

Lam J, Sutton P, Kalkbrenner A, Windham G, Halladay A, Koustas E, et al. A systematic review
and meta-analysis of multiple airborne pollutants and autism spectrum disorder. PloS one.
2016;11(9):e0161851.

Rossignol DA, Genuis SJ, Frye RE. Environmental toxicants and autism spectrum disorders: a
systematic review. Translational psychiatry. 2014;4(2):e360-e60.

86



60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

Wu S, Ding Y, Wu F, Li R, Xie G, Hou J, et al. Family history of autoimmune diseases is
associated with an increased risk of autism in children: a systematic review and meta-
analysis. Neuroscience & Biobehavioral Reviews. 2015;55:322-32.

Janecka M, Kodesh A, Levine SZ, Lusskin Sl, Viktorin A, Rahman R, et al. Association of autism
spectrum disorder with prenatal exposure to medication affecting neurotransmitter systems.
Jama Psychiatry. 2018;75(12):1217-24.

Kobayashi T, Matsuyama T, Takeuchi M, Ito S. Autism spectrum disorder and prenatal
exposure to selective serotonin reuptake inhibitors: A systematic review and meta-analysis.
Reproductive Toxicology. 2016;65:170-78.

Rais TB, Rais A. Association between antidepressants use during pregnancy and autistic
spectrum disorders: a meta-analysis. Innovations in clinical neuroscience. 2014;11(5-6):18.
Bjork M-H, Zoega H, Leinonen MK, Cohen JM, Dreier JW, Furu K, et al. Association of prenatal
exposure to antiseizure medication with risk of autism and intellectual disability. JAMA
neurology. 2022;79(7):672-81.

de Pablo GS, Jorda CP, Vaquerizo-Serrano J, Moreno C, Cabras A, Arango C, et al. Systematic
review and meta-analysis: efficacy of pharmacological interventions for irritability and
emotional dysregulation in autism spectrum disorder and predictors of response. Journal of
the American Academy of Child & Adolescent Psychiatry. 2023;62(2):151-68.

Rodrigues R, Lai MC, Beswick A, Gorman DA, Anagnostou E, Szatmari P, et al. Practitioner
review: Pharmacological treatment of attention-deficit/hyperactivity disorder symptoms in
children and youth with autism spectrum disorder: A systematic review and meta-analysis.
Journal of Child Psychology and Psychiatry. 2021;62(6):680-700.

Rossignol DA, Frye RE. Melatonin in autism spectrum disorders: a systematic review and
meta-analysis. Developmental Medicine & Child Neurology. 2011;53(9):783-92.

Kensler TW, Egner PA, Agyeman AS, Visvanathan K, Groopman JD, Chen J-G, et al. Keapl-nrf2
signaling: a target for cancer prevention by sulforaphane. Natural products in cancer
prevention and therapy. 2013:163-77.

Trembath D, Varcin K, Waddington H, Sulek R, Bent C, Ashburner J, et al. Non-
pharmacological interventions for autistic children: An umbrella review. Autism.
2023;27(2):275-95.

Sandbank M, Bottema-Beutel K, Crowley S, Cassidy M, Dunham K, Feldman JI, et al. Project
AIM: Autism intervention meta-analysis for studies of young children. Psychological bulletin.
2020;146(1):1.

Zheng S, Kim H, Salzman E, Ankenman K, Bent S. Improving social knowledge and skills
among adolescents with autism: systematic review and meta-analysis of UCLA PEERS® for
adolescents. Journal of Autism and Developmental Disorders. 2021:1-16.

Wang X, Zhao J, Huang S, Chen S, Zhou T, Li Q, et al. Cognitive behavioral therapy for autism
spectrum disorders: A systematic review. Pediatrics. 2021;147(5).

Poggi C, Dani C. Sepsis and oxidative stress in the newborn: from pathogenesis to novel
therapeutic targets. Oxidative medicine and cellular longevity. 2018;2018(1):9390140.
Schiavone S, Colaianna M, Curtis L. Impact of early life stress on the pathogenesis of mental
disorders: relation to brain oxidative stress. Current pharmaceutical design.
2015;21(11):1404-12.

Brunst KJ, Baccarelli AA, Wright RJ. Integrating mitochondriomics in children's environmental
health. Journal of Applied Toxicology. 2015;35(9):976-91.

Chauhan A, Chauhan V, Brown WT, Cohen |. Oxidative stress in autism: Increased lipid
peroxidation and reduced serum levels of ceruloplasmin and transferrin-the antioxidant
proteins. Life sciences. 2004;75(21):2539-49.

McGinnis WR. Oxidative stress in autism. Alternative Therapies in Health & Medicine.
2004;10(6).

87



78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

Zoroglu SS, Armutcu F, Ozen S, Gurel A, Sivasli E, Yetkin O, et al. Increased oxidative stress
and altered activities of erythrocyte free radical scavenging enzymes in autism. European
archives of psychiatry and clinical neuroscience. 2004;254:143-47.

Yorbik O, Sayal A, Akay C, Akbiyik D, Sohmen T. Investigation of antioxidant enzymes in
children with autistic disorder. Prostaglandins, leukotrienes and essential fatty acids.
2002;67(5):341-43.

James SJ, Cutler P, Melnyk S, Jernigan S, Janak L, Gaylor DW, et al. Metabolic biomarkers of
increased oxidative stress and impaired methylation capacity in children with autism. The
American journal of clinical nutrition. 2004;80(6):1611-17.

James SJ, Melnyk S, Jernigan S, Cleves MA, Halsted CH, Wong DH, et al. Metabolic
endophenotype and related genotypes are associated with oxidative stress in children with
autism. American Journal of Medical Genetics Part B: Neuropsychiatric Genetics.
2006;141(8):947-56.

Chirumbolo S, Bjgrklund G, Sboarina A, Vella A. The role of vitamin D in the immune system
as a pro-survival molecule. Clinical therapeutics. 2017;39(5):894-916.

Craciun EC, Bjgrklund G, Tinkov AA, Urbina MA, Skalny AV, Rad F, et al. Evaluation of whole
blood zinc and copper levels in children with autism spectrum disorder. Metabolic brain
disease. 2016;31:887-90.

Chez MG, Buchanan CP, Aimonovitch MC, Becker M, Schaefer K, Black C, et al. Double-blind,
placebo-controlled study of L-carnosine supplementation in children with autistic spectrum
disorders. Journal of child neurology. 2002;17(11):833-37.

Bjorklund G, Meguid NA, El-Bana MA, Tinkov AA, Saad K, Dadar M, et al. Oxidative stress in
autism spectrum disorder. Molecular neurobiology. 2020;57:2314-32.

Ming X, Stein T, Brimacombe M, Johnson W, Lambert G, Wagner G. Increased excretion of a
lipid peroxidation biomarker in autism. Prostaglandins, leukotrienes and essential fatty acids.
2005;73(5):379-84.

Montuschi P, Barnes PJ, Roberts L. Isoprostanes: markers and mediators of oxidative stress.
The FASEB journal. 2004;18(15):1791-800.

Qasem H, Al-Ayadhi L, EI-Ansary A. Cysteinyl leukotriene correlated with 8-isoprostane levels
as predictive biomarkers for sensory dysfunction in autism. Lipids in health and disease.
2016;15:1-10.

Pardo CA, Vargas DL, Zimmerman AW. Immunity, neuroglia and neuroinflammation in
autism. International review of psychiatry. 2005;17(6):485-95.

Korvatska E, Van de Water J, Anders TF, Gershwin ME. Genetic and immunologic
considerations in autism. Neurobiology of Disease. 2002;9(2):107-25.

Licinio J, Alvarado |, Wong M. Autoimmunity in autism. Molecular psychiatry. 2002;7(4):329-
29.

Vargas DL, Nascimbene C, Krishnan C, Zimmerman AW, Pardo CA. Neuroglial activation and
neuroinflammation in the brain of patients with autism. Annals of Neurology: Official Journal
of the American Neurological Association and the Child Neurology Society. 2005;57(1):67-81.
Ashwood P, Wakefield AJ. Immune activation of peripheral blood and mucosal CD3+
lymphocyte cytokine profiles in children with autism and gastrointestinal symptoms. Journal
of neuroimmunology. 2006;173(1-2):126-34.

Molloy CA, Morrow AL, Meinzen-Derr J, Schleifer K, Dienger K, Manning-Courtney P, et al.
Elevated cytokine levels in children with autism spectrum disorder. Journal of
neuroimmunology. 2006;172(1-2):198-205.

Bjorklund G, Saad K, Chirumbolo S, Kern J, Geier D, Geier M, et al. Immune dysfunction and
neuroinflammation in autism spectrum disorder. Acta neurobiologiae experimentalis.
2016;76(4):257-68.

Onore C, Careaga M, Ashwood P. The role of immune dysfunction in the pathophysiology of
autism. Brain, behavior, and immunity. 2012;26(3):383-92.

88



97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

Fields RD, Stevens-Graham B. New insights into neuron-glia communication. Science.
2002;298(5593):556-62.

Ullian EM, Christopherson KS, Barres BA. Role for glia in synaptogenesis. Glia.
2004;47(3):209-16.

Nedergaard M, Takano T, Hansen AJ. Beyond the role of glutamate as a neurotransmitter.
Nature Reviews Neuroscience. 2002;3(9):748-55.

Bauer J, Rauschka H, Lassmann H. Inflammation in the nervous system: the human
perspective. Glia. 2001;36(2):235-43.

Vakilzadeh G, Falcone C, Dufour B, Hong T, Noctor SC, Martinez-Cerdefio V. Decreased
number and increased activation state of astrocytes in gray and white matter of the
prefrontal cortex in autism. Cerebral Cortex. 2022;32(21):4902-12.

Laurence J, Fatemi S. Glial fibrillary acidic protein is elevated in superior frontal, parietal and
cerebellar cortices of autistic subjects. The Cerebellum. 2005;4:206-10.

Crawford JD, Chandley MJ, Szebeni K, Szebeni A, Waters B, Ordway GA. Elevated GFAP
protein in anterior cingulate cortical white matter in males with autism spectrum disorder.
Autism Research. 2015;8(6):649-57.

Sciara AN, Beasley B, Crawford JD, Anderson EP, Carrasco T, Zheng S, et al.
Neuroinflammatory gene expression alterations in anterior cingulate cortical white and gray
matter of males with autism spectrum disorder. Autism Research. 2020;13(6):870-84.
Yenkoyan K, Grigoryan A, Fereshetyan K, Yepremyan D. Advances in understanding the
pathophysiology of autism spectrum disorders. Behavioural brain research. 2017;331:92-101.
Xu X, Miller EC, Pozzo-Miller L. Dendritic spine dysgenesis in Rett syndrome. Frontiers in
neuroanatomy. 2014;8:97.

Tang G, Rios PG, Kuo S-H, Akman HO, Rosoklija G, Tanji K, et al. Mitochondrial abnormalities
in temporal lobe of autistic brain. Neurobiology of disease. 2013;54:349-61.

Courchesne E, Mouton PR, Calhoun ME, Semendeferi K, Ahrens-Barbeau C, Hallet MJ, et al.
Neuron number and size in prefrontal cortex of children with autism. Jama.
2011;306(18):2001-10.

Courchesne E, Pierce K, Schumann CM, Redcay E, Buckwalter JA, Kennedy DP, et al. Mapping
early brain development in autism. Neuron. 2007;56(2):399-413.

Opris |, Casanova MF. Prefrontal cortical minicolumn: from executive control to disrupted
cognitive processing. Brain. 2014;137(7):1863-75.

Minshew NJ, Williams DL. The new neurobiology of autism: cortex, connectivity, and
neuronal organization. Archives of neurology. 2007;64(7):945-50.

Casanova MF, van Kooten IA, Switala AE, van Engeland H, Heinsen H, Steinbusch HW, et al.
Minicolumnar abnormalities in autism. Acta neuropathologica. 2006;112:287-303.

Wegiel J, Kuchna I, Nowicki K, Imaki H, Wegiel J, Marchi E, et al. The neuropathology of
autism: defects of neurogenesis and neuronal migration, and dysplastic changes. Acta
neuropathologica. 2010;119:755-70.

Neale BM, Kou Y, Liu L, Ma’Ayan A, Samocha KE, Sabo A, et al. Patterns and rates of exonic de
novo mutations in autism spectrum disorders. Nature. 2012;485(7397):242-45.

O’Roak BJ, Vives L, Fu W, Egertson JD, Stanaway IB, Phelps IG, et al. Multiplex targeted
sequencing identifies recurrently mutated genes in autism spectrum disorders. Science.
2012;338(6114):1619-22.

O'Roak B, Vives L, Girirajan S, Karakoc E, Krumm N, Coe B, et al. et al.(2012). Sporadic autism
exomes reveal a highly interconnected protein network of de novo mutations. Nature.485.
Deriziotis P, O’'Roak BJ, Graham SA, Estruch SB, Dimitropoulou D, Bernier RA, et al. De novo
TBR1 mutations in sporadic autism disrupt protein functions. Nature communications.
2014;5(1):4954.

Traylor R, Dobyns W, Rosenfeld J, Wheeler P, Spence J, Bandholz A, et al. Investigation of
TBR1 hemizygosity: four individuals with 2924 microdeletions. Molecular syndromology.
2012;3(3):102-12.

89



119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

Palumbo O, Fichera M, Palumbo P, Rizzo R, Mazzolla E, Cocuzza DM, et al. TBR1 is the
candidate gene for intellectual disability in patients with a 2q24. 2 interstitial deletion.
American Journal of Medical Genetics Part A. 2014;164(3):828-33.

Persico A, D'agruma L, Maiorano N, Totaro A, Militerni R, Bravaccio C, et al. Reelin gene
alleles and haplotypes as a factor predisposing to autistic disorder. Molecular psychiatry.
2001;6(2):150-59.

Wang Z, Hong Y, Zou L, Zhong R, Zhu B, Shen N, et al. Reelin gene variants and risk of autism
spectrum disorders: An integrated meta-analysis. American Journal of Medical Genetics Part
B: Neuropsychiatric Genetics. 2014;165(2):192-200.

Alarcéon M, Abrahams BS, Stone JL, Duvall JA, Perederiy JV, Bomar JM, et al. Linkage,
association, and gene-expression analyses identify CNTNAP2 as an autism-susceptibility
gene. The American Journal of Human Genetics. 2008;82(1):150-59.

Turrigiano GG, Nelson SB. Homeostatic plasticity in the developing nervous system. Nature
reviews neuroscience. 2004;5(2):97-107.

Pizzarelli R, Cherubini E. Alterations of GABAergic signaling in autism spectrum disorders.
Neural plasticity. 2011;2011(1):297153.

Rubenstein J, Merzenich MM. Model of autism: increased ratio of excitation/inhibition in key
neural systems. Genes, Brain and Behavior. 2003;2(5):255-67.

Casanova MF. The neuropathology of autism. Brain pathology. 2007;17(4):422-33.

Yizhar O, Fenno LE, Prigge M, Schneider F, Davidson TJ, O’shea DJ, et al. Neocortical
excitation/inhibition balance in information processing and social dysfunction. Nature.
2011;477(7363):171-78.

Eichler SA, Meier JC. El balance and human diseases-from molecules to networking. Frontiers
in molecular neuroscience. 2008;1:195.

Fatemi SH, Halt AR, Stary JM, Kanodia R, Schulz SC, Realmuto GR. Glutamic acid
decarboxylase 65 and 67 kDa proteins are reduced in autistic parietal and cerebellar cortices.
Biological psychiatry. 2002;52(8):805-10.

Yip J, Soghomonian J-J, Blatt GJ. Decreased GAD67 mRNA levels in cerebellar Purkinje cells in
autism: pathophysiological implications. Acta neuropathologica. 2007;113:559-68.

Yip J, Soghomonian JJ, Blatt GJ. Increased GAD67 mRNA expression in cerebellar interneurons
in autism: implications for Purkinje cell dysfunction. Journal of neuroscience research.
2008;86(3):525-30.

Yip J, Soghomonian JJ, Blatt GJ. Decreased GAD65 mRNA levels in select subpopulations of
neurons in the cerebellar dentate nuclei in autism: an in situ hybridization study. Autism
Research. 2009;2(1):50-59.

Shao Y, Cuccaro M, Hauser E, Raiford K, Menold M, Wolpert C, et al. Fine mapping of autistic
disorder to chromosome 15q11-q13 by use of phenotypic subtypes. The American Journal of
Human Genetics. 2003;72(3):539-48.

Oblak AL, Gibbs TT, Blatt GJ. Decreased GABAB receptors in the cingulate cortex and fusiform
gyrus in autism. Journal of neurochemistry. 2010;114(5):1414-23.

Snijders TM, Milivojevic B, Kemner C. Atypical excitation—inhibition balance in autism
captured by the gamma response to contextual modulation. Neurolmage: clinical. 2013;3:65-
72.

Briine M, Briine-Cohrs U. Theory of mind—evolution, ontogeny, brain mechanisms and
psychopathology. Neuroscience & Biobehavioral Reviews. 2006;30(4):437-55.

Baron-Cohen S, Leslie AM, Frith U. Does the autistic child have a “theory of mind”? Cognition.
1985;21(1):37-46.

Baron-Cohen S, Ring HA, Bullmore ET, Wheelwright S, Ashwin C, Williams S. The amygdala
theory of autism. Neuroscience & Biobehavioral Reviews. 2000;24(3):355-64.

Silani G, Bird G, Brindley R, Singer T, Frith C, Frith U. Levels of emotional awareness and
autism: an fMRI study. Social neuroscience. 2008;3(2):97-112.

90



140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151
152

153
154
155

156

157

158

159

160

161

Rizzolatti G, Fabbri-Destro M, Cattaneo L. Mirror neurons and their clinical relevance. Nature
clinical practice neurology. 2009;5(1):24-34.

Hadjikhani N, Joseph RM, Snyder J, Tager-Flusberg H. Anatomical differences in the mirror
neuron system and social cognition network in autism. Cerebral cortex. 2006;16(9):1276-82.
Hyde KL, Samson F, Evans AC, Mottron L. Neuroanatomical differences in brain areas
implicated in perceptual and other core features of autism revealed by cortical thickness
analysis and voxel-based morphometry. Human brain mapping. 2010;31(4):556-66.
Southgate V, Hamilton AFdC. Unbroken mirrors: Challenging a theory of autism. Trends in
cognitive sciences. 2008;12(6):225-29.

Ruysschaert L, Warreyn P, Wiersema JR, Oostra A, Roeyers H. Exploring the role of neural
mirroring in children with autism spectrum disorder. Autism Research. 2014;7(2):197-206.
Ergaz Z, Weinstein-Fudim L, Ornoy A. Genetic and non-genetic animal models for autism
spectrum disorders (ASD). Reproductive Toxicology. 2016;64:116-40.

Chen JA, Pefiagarikano O, Belgard TG, Swarup V, Geschwind DH. The emerging picture of
autism spectrum disorder: genetics and pathology. Annual Review of Pathology: Mechanisms
of Disease. 2015;10:111-44.

Wolterink G, Daenen LE, Dubbeldam S, Gerrits MA, van Rijn R, Kruse CG, et al. Early amygdala
damage in the rat as a model for neurodevelopmental psychopathological disorders.
European Neuropsychopharmacology. 2001;11(1):51-59.

Schneider M, Koch M. Deficient social and play behavior in juvenile and adult rats after
neonatal cortical lesion: effects of chronic pubertal cannabinoid treatment.
Neuropsychopharmacology. 2005;30(5):944-57.

Bobee S, Mariette E, Tremblay-Leveau H, Caston J. Effects of early midline cerebellar lesion
on cognitive and emotional functions in the rat. Behavioural brain research. 2000;112(1-
2):107-17.

Patterson PH. Immune involvement in schizophrenia and autism: etiology, pathology and
animal models. Behavioural brain research. 2009;204(2):313-21.

Rahman M, Nguyen H. Valproic acid. 2020.

Lewis JR. Valproic acid (Depakene): A new anticonvulsant agent. Jama. 1978;240(20):2190-
92.

Koch-Weser J. Valproic acid. N Engl ) Med. 1980;302:661-66.

Willmore LJ. Divalproex and epilepsy. Psychopharmacology bulletin. 2003;37:43-53.

Cipriani A, Reid K, Young AH, Macritchie K, Geddes J. Valproic acid, valproate and divalproex
in the maintenance treatment of bipolar disorder. Cochrane Database of Systematic Reviews.
2013(10).

Linde M, Mulleners WM, Chronicle EP, McCrory DC, Cochrane Pain P, Group SC. Valproate
(valproic acid or sodium valproate or a combination of the two) for the prophylaxis of
episodic migraine in adults. Cochrane Database of Systematic Reviews. 1996;2016(7).
Mabunga DFN, Gonzales ELT, Kim J-w, Kim KC, Shin CY. Exploring the validity of valproic acid
animal model of autism. Experimental neurobiology. 2015;24(4):285.

Safarian N, Shakib P, Rajabzadeh A, Zarei L. The effect of thyme honey on the
histopathological changes of the testis in relation to the side effects of Valproic acid in adult
male Wistar rats. Andrologia. 2023;2023(1):9913454.

McLaughlin DB, Andrews JA, Hooper WD, Cannell GR, Eadie MJ, Dickinson RG. Apparent
autoinduction of valproate B-oxidation in humans. British journal of clinical pharmacology.
2000;49(5):409-15.

Christianson AL, Chester N, Kromberg JG. Fetal valproate syndrome: clinical and neuro-
developmental features in two sibling pairs. Developmental Medicine & Child Neurology.
1994;36(4):361-69.

Rodier PM, Ingram JL, Tisdale B, Nelson S, Romano J. Embryological origin for autism:
developmental anomalies of the cranial nerve motor nuclei. Journal of Comparative
Neurology. 1996;370(2):247-61.

91



162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

Dufour-Rainfray D, Vourc’h P, Tourlet S, Guilloteau D, Chalon S, Andres CR. Fetal exposure to
teratogens: evidence of genes involved in autism. Neuroscience & Biobehavioral Reviews.
2011;35(5):1254-65.

Ornoy A. Valproic acid in pregnancy: how much are we endangering the embryo and fetus?
Reproductive toxicology. 2009;28(1):1-10.

Phiel CJ, Zhang F, Huang EY, Guenther MG, Lazar MA, Klein PS. Histone deacetylase is a direct
target of valproic acid, a potent anticonvulsant, mood stabilizer, and teratogen. Journal of
Biological Chemistry. 2001;276(39):36734-41.

Kataoka S, Takuma K, Hara Y, Maeda Y, Ago Y, Matsuda T. Autism-like behaviours with
transient histone hyperacetylation in mice treated prenatally with valproic acid. International
journal of Neuropsychopharmacology. 2013;16(1):91-103.

Simon G, Moog C, Obert G. Valpoic acid reduces the intracellular level of glutathione and
stimulates human immunodeficiency virus. Chemico-biological interactions. 1994;91(2-
3):111-21.

Verrotti A, Scardapane A, Franzoni E, Manco R, Chiarelli F. Increased oxidative stress in
epileptic children treated with valproic acid. Epilepsy research. 2008;78(2-3):171-77.
Al-Amin MM, Rahman MM, Khan FR, Zaman F, Reza HM. Astaxanthin improves behavioral
disorder and oxidative stress in prenatal valproic acid-induced mice model of autism.
Behavioural brain research. 2015;286:112-21.

Kramer OH, Zhu P, Ostendorff HP, Golebiewski M, Tiefenbach J, Peters MA, et al. The histone
deacetylase inhibitor valproic acid selectively induces proteasomal degradation of HDAC2.
The EMBO journal. 2003.

MacDonald JL, Roskams AJ. Histone deacetylases 1 and 2 are expressed at distinct stages of
neuro-glial development. Developmental dynamics: an official publication of the American
Association of Anatomists. 2008;237(8):2256-67.

Linker RA, Gold R. Dimethyl fumarate for treatment of multiple sclerosis: mechanism of
action, effectiveness, and side effects. Current neurology and neuroscience reports.
2013;13(11):1-7.

Schweckendiek W. Treatment of psoriasis vulgaris. Medizinische Monatsschrift.
1959;13(2):103-04.

Landeck L, Asadullah K, Amasuno A, Pau-Charles |, Mrowietz U. Dimethyl fumarate (DMF) vs.
monoethyl fumarate (MEF) salts for the treatment of plaque psoriasis: a review of clinical
data. Archives of dermatological research. 2018;310:475-83.

Linker RA, Haghikia A. Dimethyl fumarate in multiple sclerosis: latest developments, evidence
and place in therapy. Therapeutic advances in chronic disease. 2016;7(4):198-207.

Aubets J, Jansat JM, Salva M, Birks VM, Cole RJ, Lewis J, et al. No evidence for interactions of
dimethylfumarate (DMF) and its main metabolite monomethylfumarate (MMF) with human
cytochrome P450 (CYP) enzymes and the P-glycoprotein (P-gp) drug transporter.
Pharmacology Research & Perspectives. 2019;7(6):e00540.

Matteo P, Federico D, Emanuela M, Giulia R, Tommaso B, Alfredo G, et al. New and old
horizons for an ancient drug: Pharmacokinetics, pharmacodynamics, and clinical perspectives
of dimethyl fumarate. Pharmaceutics. 2022;14(12):2732.

di Nuzzo L, Orlando R, Nasca C, Nicoletti F. Molecular pharmacodynamics of new oral drugs
used in the treatment of multiple sclerosis. Drug design, development and therapy.
2014:555-68.

Hoffmann C, Dietrich M, Herrmann A-K, Schacht T, Albrecht P, Methner A. Dimethyl fumarate
induces glutathione recycling by upregulation of glutathione reductase. Oxidative medicine
and cellular longevity. 2017;2017(1):6093903.

Cuadrado A, Klgler S, Lastres-Becker |. Pharmacological targeting of GSK-3 and NRF2
provides neuroprotection in a preclinical model of tauopathy. Redox biology. 2018;14:522-
34,

92



180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

Piroli GG, Manuel AM, Patel T, Walla MD, Shi L, Lanci SA, et al. Identification of Novel Protein
Targets of Dimethyl Fumarate Modification in Neurons and Astrocytes Reveals Actions
Independent of Nrf2 Stabilization*[S]. Molecular & Cellular Proteomics. 2019;18(3):504-19.
Linker RA, Lee D-H, Ryan S, van Dam AM, Conrad R, Bista P, et al. Fumaric acid esters exert
neuroprotective effects in neuroinflammation via activation of the Nrf2 antioxidant pathway.
Brain. 2011;134(3):678-92.

Kastrati I, Siklos M, Calderon-Gierszal EL, EI-Shennawy L, Georgieva G, Thayer EN, et al.
Dimethyl fumarate inhibits the nuclear factor kB pathway in breast cancer cells by covalent
modification of p65 protein. Journal of Biological Chemistry. 2016;291(7):3639-47.

de Jong R, Bezemer AC, Zomerdijk TP, van de Pouw-Kraan T, Ottenhoff TH, Nibbering PH.
Selective stimulation of T helper 2 cytokine responses by the anti-psoriasis agent
monomethylfumarate. European journal of immunology. 1996;26(9):2067-74.

Parodi B, Rossi S, Morando S, Cordano C, Bragoni A, Motta C, et al. Fumarates modulate
microglia activation through a novel HCAR2 signaling pathway and rescue synaptic
dysregulation in inflamed CNS. Acta neuropathologica. 2015;130:279-95.

Ahmed SMU, Luo L, Namani A, Wang XJ, Tang X. Nrf2 signaling pathway: Pivotal roles in
inflammation. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular basis of disease.
2017;1863(2):585-97.

Ruggieri S, Tortorella C, Gasperini C. Pharmacology and clinical efficacy of dimethyl fumarate
(BG-12) for treatment of relapsing—remitting multiple sclerosis. Therapeutics and clinical risk
management. 2014:229-39.

Ma Q. Role of nrf2 in oxidative stress and toxicity. Annual review of pharmacology and
toxicology. 2013;53:401-26.

Kobayashi A, Kang M-I, Okawa H, Ohtsuji M, Zenke Y, Chiba T, et al. Oxidative stress sensor
Keap1l functions as an adaptor for Cul3-based E3 ligase to regulate proteasomal degradation
of Nrf2. Molecular and cellular biology. 2004;24(16):7130-39.

Itoh K, Chiba T, Takahashi S, Ishii T, Igarashi K, Katoh Y, et al. An Nrf2/small Maf heterodimer
mediates the induction of phase Il detoxifying enzyme genes through antioxidant response
elements. Biochemical and biophysical research communications. 1997;236(2):313-22.
Sivandzade F, Prasad S, Bhalerao A, Cucullo L. NRF2 and NF-kB interplay in cerebrovascular
and neurodegenerative disorders: molecular mechanisms and possible therapeutic
approaches. Redox biology. 2019;21:101059.

Nadeem A, Ahmad SF, Al-Ayadhi LY, Attia SM, Al-Harbi NO, Alzahrani KS, et al. Differential
regulation of Nrf2 is linked to elevated inflammation and nitrative stress in monocytes of
children with autism. Psychoneuroendocrinology. 2020;113:104554.

Meguid NA, Dardir AA, Abdel-Raouf ER, Hashish A. Evaluation of oxidative stress in autism:
defective antioxidant enzymes and increased lipid peroxidation. Biological trace element
research. 2011;143:58-65.

Bhandari R, Kaur J, Kaur S, Kuhad A. The Nrf2 pathway in psychiatric disorders:
pathophysiological role and potential targeting. Expert Opinion on Therapeutic Targets.
2021.

Kim KC, Kim P, Go HS, Choi CS, Yang S-1, Cheong JH, et al. The critical period of valproate
exposure to induce autistic symptoms in Sprague—Dawley rats. Toxicology letters.
2011;201(2):137-42.

Schneider T, Roman A, Basta-Kaim A, Kubera M, Budziszewska B, Schneider K, et al. Gender-
specific behavioral and immunological alterations in an animal model of autism induced by
prenatal exposure to valproic acid. Psychoneuroendocrinology. 2008;33(6):728-40.

Kavitha U, Kayalvizhi E, Revathy K, Brindha T, Muthulakshmi R, Chandrasekar M. A systematic
review on Valproate induced rat model of autism: Pathophysiology, treatment,
developmental and neurobehavioral assessment of rat offsprings. Biomedicine. 2021;41(1):9-
15.

93



197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

Nguyen AT, Armstrong EA, Yager JY. Neurodevelopmental reflex testing in neonatal rat pups.
JoVE (Journal of Visualized Experiments). 2017(122):e55261.

Kane MJ, Angoa-Peréz M, Briggs DI, Sykes CE, Francescutti DM, Rosenberg DR, et al. Mice
genetically depleted of brain serotonin display social impairments, communication deficits
and repetitive behaviors: possible relevance to autism. PloS one. 2012;7(11):e48975.

Ruhela RK, Soni S, Sarma P, Prakash A, Medhi B. Negative geotaxis: An early age behavioral
hallmark to VPA rat model of autism. Annals of neurosciences. 2019;26(1):25-31.

Moles A, Kieffer BL, d'Amato FR. Deficit in attachment behavior in mice lacking the p-opioid
receptor gene. Science. 2004;304(5679):1983-86.

Yang E-J, Ahn S, Lee K, Mahmood U, Kim H-S. Early behavioral abnormalities and perinatal
alterations of PTEN/AKT pathway in valproic acid autism model mice. PloS one.
2016;11(4):e0153298.

Rein B, Ma K, Yan Z. A standardized social preference protocol for measuring social deficits in
mouse models of autism. Nature protocols. 2020;15(10):3464-77.

Kim KC, Kim P, Go HS, Choi CS, Park JH, Kim HJ, et al. Male-specific alteration in excitatory
post-synaptic development and social interaction in pre-natal valproic acid exposure model
of autism spectrum disorder. Journal of neurochemistry. 2013;124(6):832-43.

Kim J-W, Seung H, Kwon KJ, Ko MJ, Lee EJ, Oh HA, et al. Subchronic treatment of donepeuil
rescues impaired social, hyperactive, and stereotypic behavior in valproic acid-induced
animal model of autism. PloS one. 2014;9(8):e104927.

Angoa-Pérez M, Kane MJ, Briggs DI, Francescutti DM, Kuhn DM. Marble burying and nestlet
shredding as tests of repetitive, compulsive-like behaviors in mice. JoVE (Journal of Visualized
Experiments). 2013(82):e50978.

Pellow S, Chopin P, File SE, Briley M. Validation of open: closed arm entries in an elevated
plus-maze as a measure of anxiety in the rat. Journal of neuroscience methods.
1985;14(3):149-67.

Eilam D. Open-field behavior withstands drastic changes in arena size. Behavioural brain
research. 2003;142(1-2):53-62.

Chiu K, Lau WM, Lau HT, So K-F, Chang RC-C. Micro-dissection of rat brain for RNA or protein
extraction from specific brain region. Journal of visualized experiments: JoVE. 2007(7).
Spijker S. Dissection of rodent brain regions. Neuroproteomics. Springer; 2011. p. 13-26.
Favre MR, Barkat TR, LaMendola D, Khazen G, Markram H, Markram K. General
developmental health in the VPA-rat model of autism. Frontiers in behavioral neuroscience.
2013;7:88.

Schneider T, Przewtocki R. Behavioral alterations in rats prenatally exposed to valproic acid:
animal model of autism. Neuropsychopharmacology. 2005;30(1):80-89.

Corbett BA, Muscatello RA, Horrocks BK, Klemencic ME, Tanguturi Y. Differences in body
mass index (BMI) in early adolescents with autism spectrum disorder compared to youth
with typical development. Journal of autism and developmental disorders. 2021;51:2790-99.
Berkeley SL, Zittel LL, Pitney LV, Nichols SE. Locomotor and object control skills of children
diagnosed with autism. Adapted physical activity quarterly. 2001;18(4):405-16.

Ghaziuddin M, Butler E. Clumsiness in autism and Asperger syndrome: A further report.
Journal of Intellectual Disability Research. 1998;42(1):43-48.

Green D, Baird G, Barnett AL, Henderson L, Huber J, Henderson SE. The severity and nature
of motor impairment in Asperger's syndrome: a comparison with specific developmental
disorder of motor function. Journal of child psychology and psychiatry. 2002;43(5):655-68.
Leary MR, Hill DA. Moving on: autism and movement disturbance. Mental Retardation-
Washington. 1996;34(1):39-53.

Ozonoff S, Young GS, Goldring S, Greiss-Hess L, Herrera AM, Steele J, et al. Gross motor
development, movement abnormalities, and early identification of autism. Journal of autism
and developmental disorders. 2008;38:644-56.

94



218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

Vernazza-Martin S, Martin N, Vernazza A, Lepellec-Muller A, Rufo M, Massion J, et al. Goal
directed locomotion and balance control in autistic children. Journal of autism and
developmental disorders. 2005;35:91-102.

Anshu K, Nair AK, Srinath S, Laxmi TR. Altered Developmental Trajectory in Male and Female
Rats in a Prenatal Valproic Acid Exposure Model of Autism Spectrum Disorder. Journal of
autism and developmental disorders. 2023;53(11):4390-411.

Wang R, Tan J, Guo J, Zheng Y, Han Q, So K-F, et al. Aberrant development and synaptic
transmission of cerebellar cortex in a VPA induced mouse autism model. Frontiers in Cellular
Neuroscience. 2018;12:500.

Crespi BJ. The evolution of social behavior in microorganisms. Trends in ecology & evolution.
2001;16(4):178-83.

Ebstein RP, Israel S, Chew SH, Zhong S, Knafo A. Genetics of human social behavior. Neuron.
2010;65(6):831-44.

Chen P, Hong W. Neural circuit mechanisms of social behavior. Neuron. 2018;98(1):16-30.
LiuY, Yang Z, Du Y, Shi S, Cheng Y. Antioxidant interventions in autism spectrum disorders: A
meta-analysis. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry.
2022;113:110476.

Bambini-Junior V, Zanatta G, Nunes GDF, de Melo GM, Michels M, Fontes-Dutra M, et al.
Resveratrol prevents social deficits in animal model of autism induced by valproic acid.
Neuroscience letters. 2014;583:176-81.

Kalinin S, Polak PE, Lin SX, Braun D, Guizzetti M, Zhang X, et al. Dimethyl fumarate regulates
histone deacetylase expression in astrocytes. Journal of neuroimmunology. 2013;263(1-
2):13-19.

Lickel C. Dimethyl fumarate suppresses Tc17 cell fate in autoimmunity via ROS
accumulation. 2018.

Ashwood P, Krakowiak P, Hertz-Picciotto |, Hansen R, Pessah IN, Van de Water J. Associations
of impaired behaviors with elevated plasma chemokines in autism spectrum disorders.
Journal of neuroimmunology. 2011;232(1-2):196-99.

Chez MG, Dowling T, Patel PB, Khanna P, Kominsky M. Elevation of tumor necrosis factor-
alpha in cerebrospinal fluid of autistic children. Pediatric neurology. 2007;36(6):361-65.
Ashwood P, Enstrom A, Krakowiak P, Hertz-Picciotto |, Hansen RL, Croen LA, et al. Decreased
transforming growth factor betal in autism: a potential link between immune dysregulation
and impairment in clinical behavioral outcomes. Journal of neuroimmunology. 2008;204(1-
2):149-53.

Okada K, Hashimoto K, Iwata Y, Nakamura K, Tsujii M, Tsuchiya KJ, et al. Decreased serum
levels of transforming growth factor-B1 in patients with autism. Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry. 2007;31(1):187-90.

Colombo E, Farina C. Astrocytes: key regulators of neuroinflammation. Trends in
immunology. 2016;37(9):608-20.

Liedtke W, Edelmann W, Bieri PL, Chiu F-C, Cowan NJ, Kucherlapati R, et al. GFAP is necessary
for the integrity of CNS white matter architecture and long-term maintenance of
myelination. Neuron. 1996;17(4):607-15.

Ahlsén G, Rosengren L, Belfrage M, Palm A, Haglid K, Hamberger A, et al. Glial fibrillary acidic
protein in the cerebrospinal fluid of children with autism and other neuropsychiatric
disorders. Biological psychiatry. 1993;33(10):734-43.

Rosengren LE, Wikkelsg C, Hagberg L. A sensitive ELISA for glial fibrillary acidic protein:
application in CSF of adults. Journal of neuroscience methods. 1994;51(2):197-204.
Edmonson C, Ziats MN, Rennert OM. Altered glial marker expression in autistic post-mortem
prefrontal cortex and cerebellum. Molecular autism. 2014;5:1-9.

Purcell A, Jeon O, Zimmerman A, Blue M, Pevsner J. Postmortem brain abnormalities of the
glutamate neurotransmitter system in autism. Neurology. 2001;57(9):1618-28.

95



238

239

240

241

242

Deckmann |, Santos-Terra J, Fontes-Dutra M, Kérbes-Rockenbach M, Bauer-Negrini G,

Schwingel GB, et al. Resveratrol prevents brain edema, blood—brain barrier permeability, and

altered aquaporin profile in autism animal model. International Journal of Developmental
Neuroscience. 2021;81(7):579-604.

Graybiel AM, Grafton ST. The striatum: where skills and habits meet. Cold Spring Harbor
perspectives in biology. 2015;7(8):a021691.

Lewis M, Kim S-J. The pathophysiology of restricted repetitive behavior. Journal of
neurodevelopmental disorders. 2009;1:114-32.

Chaliha D, Albrecht M, Vaccarezza M, Takechi R, Lam V, Al-Salami H, et al. A systematic
review of the valproic-acid-induced rodent model of autism. Developmental neuroscience.
2020;42(1):12-48.

Prut L, Belzung C. The open field as a paradigm to measure the effects of drugs on anxiety-
like behaviors: a review. European journal of pharmacology. 2003;463(1-3):3-33.

96



Simdiye Kadar Projeden Elde Edilen Yayinlar

1) 20. Ulusal Sinirbilim Kongresi, 19-23 Ekim 2022, Acibadem Universitesi,
istanbul "Valproik asitle indiiklenen sigan otizm modelinde nérogelisimsel
parametrelerin degerlendiriimesi" baglikli poster sunumu ile.

2) Karadag K, Tumer V, Ertun¢ AM. Evaluation of neurodevelopmental
parameters in valproic acid induced rat autism model. Anatomy: International
Journal of Experimental & Clinical Anatomy. 2022;16.

97



98



99



	T.C.
	HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ
	TIP FAKÜLTESİ
	TIBBİ FARMAKOLOJİ ANABİLİM DALI
	VALPROİK ASİTLE İNDÜKLENEN SIÇAN OTİZM SPEKTRUM BOZUKLUĞU MODELİNDE DİMETİL FUMARAT UYGULAMASININ OLASI TERAPÖTİK ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI
	Dr. Kübra KARADAĞ
	TIPTA UZMANLIK TEZİ
	Olarak Hazırlanmıştır.
	ANKARA
	2024
	T.C. (1)
	HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ (1)
	TIP FAKÜLTESİ (1)
	TIBBİ FARMAKOLOJİ ANABİLİM DALI (1)
	VALPROİK ASİTLE İNDÜKLENEN SIÇAN OTİZM SPEKTRUM BOZUKLUĞU MODELİNDE DİMETİL FUMARAT UYGULAMASININ OLASI TERAPÖTİK ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI (1)
	Dr. Kübra KARADAĞ (1)
	TIPTA UZMANLIK TEZİ (1)
	Olarak Hazırlanmıştır. (1)
	Danışman Öğretim Üyesi
	Doç. Dr. Ahmet Mert ERTUNÇ
	Prof. Dr. Mehmet Yıldırım SARA
	ANKARA (1)
	2024 (1)
	TEŞEKKÜR
	Tıbbi Farmakoloji asistanlığına başladığım günden beri ‘’laf değil söz’’ söyleyen; her fırsatta gerçeğin değerini ve esas önemli olanı hatırlatan; bilim, felsefe ve sanat sohbetleriyle ufkumu açan Sayın Hocam Doç. Dr. Ahmet Mert Ertunç’a,
	Bilimde rasyonel olmayı öğreten, ilham verici sorularıyla ufkumu açan Sayın Hocam Prof. Dr. Mehmet Yıldırım Sara’ya,
	Heyecanıma ve merakıma değer verip nörofarmakoloji alanında çalışmamın yolunu açan ve ‘’üniversal’’ değerlerden ayrılmamanın gerekliliğini öğreten Sayın Hocam Prof. Dr. Alper Bektaş İskit’e,
	Öğrencilerini sadece mesleğe değil hayata hazırlayan, bilim insanı ve öğretim üyesi duruşuyla örnek aldığım Sayın Hocam Prof. Dr. Melih Önder Babaoğlu’na,
	Akademik bilgi birikimini ve her daim pozitif enerjisini bizlerden esirgemeyen Sayın Hocam Doç. Dr. Güray Soydan’a,
	Tez çalışmamı hızlı destek projesi olarak onaylayan ve destekleyen Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,
	Asistanlığımın ilk gününden beri zorluklara beraber göğüs gerdiğim, tez çalışmamdaki birçok deney düzeneğini birlikte kurduğum, hiçbir zaman yardımını esirgemeyen Dr. Volkan Tümer’e,
	Tez projesinin yazımı ve deneyler süresince desteğini esirgemeyen ve tüm sorularıma içtenlikle cevap veren Dr. Barışcan Çimen’e,
	Asistanlığım süresince tanıdığım her birinden çok şey öğrendiğim tüm Hacettepe Üniversitesi Tıbbi Farmakoloji asistanları ve doktora öğrencilerine,
	Her ihtiyacım olduğunda sıcak çay desteği ve yardımlarıyla işimi kolaylaştıran Hacettepe Üniversitesi Tıbbi Farmakoloji personellerine,
	Her zaman desteğini hissettiğim, en yakın dostum ve meslektaşım Dr. Aylin Toplu’ya,
	Birlikte hayatı ve kendimi tanıyıp yeniden sevdiğim yol arkadaşım Kenan’a ve
	En kıymetlilerim; annem Fatma Karadağ, babam Mahmut Karadağ, kardeşlerim Furkan ve Kerem Karadağ’a teşekkür ederim.
	ÖZET
	Karadağ K., Valproik Asitle İndüklenen Sıçan Otizm Spektrum Bozukluğu Modelinde Dimetil Fumarat Uygulamasının Olası Terapötik Etkilerinin Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı Tıpta Uzmanlık Tezi, Ankara, ...
	Anahtar Kelimeler: Otizm, valproik asit, dimetil fumarat, oksidatif stres, nöroinflamasyon.
	Çalışmamız, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafından desteklenen THD-2022-19851 kodlu proje kapsamında gerçekleştirilmiştir.
	ABSTRACT
	Karadağ K., Investigation of the Possible Therapeutic Effects of Dimethyl Fumarate Administration in the Valproic Acid-Induced Rat Autism Spectrum Disorder Model, Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical Pharmacology, Ankara, 20...
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİL DİZİNİ
	Şekil                                                                                                        Sayfa No
	TABLO DİZİNİ                                                                                            Sayfa No
	OSB’li bireylerden alınan postmortem beyin dokularında yapılan ELISA ölçümlerinde bulgularımızla uyumlu şekilde medial frontal girus, anterior singulat korteks ve serebellumda İL-6 düzeyleri kontrollerle benzer bulunmuştur [92].
	OSB’li çocuklardan alınan BOS örneklerinde kontrole göre TNFα’nın yüksek olduğu saptanmıştır [229].
	Çocukluk ve erişkinlik dönemindeki OSB’li bireylerde yapılan serum TGFβ1 ölçümlerinde kontrole göre anlamlı düzeyde azalma görülmüştür [230,231]. Buna karşın OSB’li bireylerden alınan beyin dokularında yapılan postmortem ölçümlerde medial frontal gir...
	GFAP, esas olarak astrositlerde eksprese edilen bir tip III ara filamenttir. Reaktif astrositler için bir belirteç olarak kabul edilmektedir [232,233]. OSB'li bireylerden alınan BOS örneklerinde kontrole göre GFAP yüksekliği rapor edilmiştir [234,235...

	Çalışmamızda VPA ile indüklenen OSB modelinde OSB’nin temel semptomlarından biri olan tekrarlayıcı davranışların değerlendirilmesi için yapılan grooming testinde; kümülatif grooming süresi ölçümünde gruplar arasında fark bulunmadı. OSB’nin tüm sempto...
	Dimetil fumarat uygulaması kontrol+DMF ve VPA+DMF gruplarında kümülatif grooming süresinde değişiklik yapmadı. Çalışmamız dimetil fumaratın tekrarlayıcı davranışlar üzerindeki etkisinin araştırılması yönünden yönünden özgündür.
	5.6. VPA ile İndüklenen OSB Modelinde Lokomotor Aktivitenin Değerlendirilmesi ve DMF’in Lokomotor Aktiviteye Etkisi
	VPA ile indüklenen OSB modelinde lokomotor aktivitenin değişimiyle ilgili çelişkili sonuçlar mevcuttur [241]. Çalışmamızda lokomotor aktivitenin ölçüm parametresi olarak belirlenen açık alan testinde katedilen toplam mesafeler bakımından gruplar aras...
	OSB’ye sık eşlik eden nöropsikiyatrik hastalıklardan biri yaygın anksiyete bozukluğudur [4]. Çalışmamızda anksiyete değerlendirme amacıyla yükseltilmiş artı testi, misket gömme testi ve merkezde geçirilen sürelerin karşılaştırılması yoluyla değerlend...
	6. ÇALIŞMAMIZIN KISITLILIKLARI
	•  Çalışmamızda davranış deneyleri, TAS-TOS ve ELISA ölçümlerinde yalnızca erkek hayvanlar kullanıldı. Fakat infant döneminde sosyal bağlanmanın değerlendirildiği anne kokusu tercih testinde hem erkek hem dişi hayvanlarda sosyal bağlanmanın bozulduğu ...
	• Literatürde VPA ile indüklenen rodent OSB modelinde gösterilen tekrarlayıcı davranışlarda artış ve anksiyete artışının çalışmamızda gösterilememesi, misket gömme ve grooming testlerinde n sayılarının düşüklüğüne bağlı olabilir.
	• Özellikle TAS-TOS testleri ve ELISA ölçümlerinde maddi kısıtlılıklar nedeniyle n sayısının düşük olması (n=5) çalışmamızın bir başka kısıtlı yönüdür.
	• Kontrol+DMF grubunda TAS’ın azalması bulgusunun, tekrar edilebilirliğinin gösterilmesi ve mekanizmasının aydınlatılması için bulgularımıza ek olarak takip çalışmaları gereklidir.
	1. Sıçanlarda VPA ile indüklenen OSB modelinde fiziksel gelişim parametreleri açısından kontrol grubuna göre fark yoktur.
	2. Çalışmamızda doğrulma refleksi kazanılmasının, VPA grubu dişi yavrularda kontrol grubu dişi ve erkek yavrularına göre geciktiği görüldü. Bu durum VPA ile indüklenen OSB modelinde dişi yavrularda motor becerilerin kontrole göre geri olduğunu gösterm...
	3. VPA ile indüklenen OSB modelinde sosyal tanıma ve bağlanmanın değerlendirildiği anne kokusu tercih testinde, her iki cinsiyetteki yavrularda kontrole göre anne kokusu tercih indeksi azaldı. Aynı zamanda VPA grubunda yabancı zonda geçirilen sürenin ...
	4. Sprague Dawley türü gebe sıçanlara prenatal 12. günde SC 400 mg/kg VPA uygulanmasının erkek yavrularda yetişkinlik döneminde sosyal etkileşim bozukluğuna neden olduğu görüldü. Adölesan dönemde başlanıp yetişkinlik dönemine kadar 5 hafta boyunca dev...
	5. DMF uygulaması hem serebellum hem de PFC’de VPA grubunda TAS’ı artırırken Kontrol+DMF grubunda azalttı. Dimetil fumaratın sağlıklı kontrollerde antioksidan yanıt üzerine etkisinin aydınlatılması için takip çalışmaları gereklidir.
	10.  Çalışmamız DMF’in OSB’de terapötik etkisinin araştırıldığı ilk çalışmadır. Tez kapsamında gerçekleştirdiğimiz davranış deneylerimiz ışığında; DMF uygulamasının, hem kontrol hem de VPA gruplarında tekrarlayıcı davranışlarda, lokomotor aktivitede v...


