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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, 2024. Otizm spektrum bozukluğu (OSB); sosyal 

etkileşim bozukluğu, sınırlı ilgi alanı, tekrarlayıcı davranışlar ve duyusal anomalilerle 

karakterize kompleks bir nörogelişimsel bozukluktur. Etiyopatogenezi tam olarak 

bilinmemektedir ve temel semptomları üzerinde etkili bir medikal tedavi yoktur. OSB’li 

bireylerde ve deneysel OSB modellerinde yapılan araştırmalarda OSB 

etiyopatogenezinde oksidatif stres ve nöroinflamasyonun rolüne dair bulgular 

artmaktadır. Oksidatif strese karşı sitoprotektif ve inflamatuar yanıtta regülatör etkili 

Nrf2 (Nuclear erythroid-related 2 factor 2) yolağı aktivitesinin OSB’de azaldığına dair 

bulgular vardır. Dimetil fumarat (DMF), etki mekanizması tam olarak bilinmemekle 

birlikte multipl skleroz ve psöriazis tedavisinde kullanılan antioksidan ve 

immunomodülatör etkili bir Nrf2 aktivatörüdür. Çalışmamızda, sıçanlarda prenatal 

dönemde valproik asit (VPA) maruziyeti ile oluşturulan OSB modelinde, DMF’in OSB 

semptomları üzerine tedavi edici etkilerinin araştırılması amaçlandı. VPA ile 

indüklenen OSB modelinde; infant dönemde fiziksel, sensorimotor gelişim ve sosyal 

bağlanma değerlendirildi. Adölesan dönemde oral gavaj ile DMF uygulamasına 

başlandı. DMF’in tedavi edici etkileri; tekrarlayıcı davranışların, sosyal etkileşimin, 

kompulsif benzeri davranışların, anksiyetenin ve lokomotor aktivitenin değerlendirildiği 

davranış deneyleri ve serebellum ve prefrontal korteks (PFC) dokularında oksidatif 

stres ve nöroinflamasyon ilişkili belirteçlerin kolorimetrik testler ve ELISA metodu ile 

ölçülmesiyle davranışsal ve moleküler düzeyde incelendi. Prenatal VPA maruziyeti, 

her iki cinsiyette sosyal bağlanmayı bozdu ve dişi yavrularda sensorimotor becerilerde 

geriliğe neden oldu. Dimetil fumarat, OSB modelinde serebellum ve PFC’de 

nöroinflamatuar belirteçleri değiştirmezken, azalan antioksidan yanıtı güçlendirdi ve 

sosyal etkileşim bozukluğunu giderdi.  

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.  
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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, 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. GİRİŞ 

 

 Otizm spektrum bozukluğu (OSB); sosyal etkileşim ve iletişim bozukluğu, sınırlı ilgi 

alanı, tekrarlayıcı davranışlar ve duyusal anomalilerle karakterize kompleks bir 

nörogelişimsel bozukluktur [1]. İlk defa 1943 yılında psikiyatrist Leo Kanner tarafından 

tanımlanmıştır [2]. Günümüzde OSB’nin temel semptomları üzerinde etkili medikal bir 

tedavi olanağı bulunmamaktadır [3].   

 OSB'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte kompleks, multigenik etkileşimler 

ve olası çevresel faktörlere dayandığı öne sürülmektedir [4]. OSB patogenezinde 

nöroinflamasyon ve oksidatif stresin rolüne dair bulgular gün geçtikçe artmaktadır [5].  

 Dimetil fumarat (DMF), relaps ve remisyonlarla seyreden multipl skleroz (relapsing 

remitting multipl skleroz, RRMS) ve plak psöriazis tedavisini içeren geniş bir alanda 

kullanımı onaylanmış immünomodülatör ve antioksidan etkili bir ön ilaçtır [6].  

 OSB’li bireylerde yapılan çalışmalarda, Brassicaceae familyasındaki bitkilerden elde 

edilen bir izotiyosiyanat olan  sülforafanın (SFN), OSB’de sık görülen iritabilite, 

stereotipik hareket, letarji, hiperaktivite gibi semptomlara karşı kısmi terapötik etkinliği 

gösterilmiştir [7]. SFN’nin OSB için terapötik etkinliğine dair klinik çalışmalar devam 

etmektedir.  

 DMF; SFN ile benzer olarak, oksidatif strese karşı sitoprotektif ve inflamatuar yanıtta 

regülatör etkili olduğu bilinen Nrf2 (nuclear erythroid-related 2 factor 2) yolağı üzerinde 

aktivatör etki göstermektedir [8].  
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Çalışmamınızın amaçları şu şekildedir: 

  

1) Prenatal VPA maruziyeti sonucu; infant dönemde, fiziksel ve sensorimotor gelişimde 

ve sosyal bağlanmadaki değişimleri ve bu değişimlerde cinsiyetin etkisini incelemek, 

2) VPA ile indüklenen sıçan OSB modelinde; DMF uygulamasının, OSB benzeri 

davranış fenotipi üzerindeki terapötik etkinliğini ve etki mekanizmalarını araştırmak, 

3) Genel çerçevede OSB’nin oksidatif stres ve nöroinflamasyon ile ilişkisini incelemek. 

 

Çalışmamızın hipotezleri şu şekildedir: 

 

1) Prenatal dönemde VPA maruziyeti sonucu yavrularda OSB benzeri fenotip ve 

nörogelişimsel parametrelerde gerilik görülmesi, oksidatif stres ve nöroinflamasyon 

aracılıdır. 

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

iyileşme sağlar.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. OSB Epidemiyolojisi 

 OSB; tüm ırklarda, etnik gruplarda ve farklı sosyoekonomik düzeylerde 

görülebilmektedir [9]. Günümüzde dünyada yaklaşık 28 milyon OSB vakası olduğu 

bilinmektedir. 2019 yılında yapılan 204 ülkeyi kapsayan bir çalışmada OSB insidansı 

603.790 vaka olarak belirlenmiş 1990 yılı ile 2019 yılı verileri karşılaştırıldığında 

prevalansta %39,3; insidansta %0,1 artış olduğu görülmüştür [10]. Amerika Birleşik 

Devletleri (ABD) 2020 yılı verilerine göre 8 yaşındaki her 36 çocuktan 1’inin OSB tanısı 

aldığı ve erkek çocuklarında OSB görülme oranının kız çocuklarının yaklaşık 4 katı 

olduğu bildirilmiştir [11]. Ülkemizde ise 2019 yılı Sağlık Bakanlığı verilerinde 38.661 

OSB’li birey olduğu raporlanmıştır [12].    

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

idiyopatik) OSB  

 OSB’li çocuklarda dil becerilerinde ve motor becerilerde gerilik sık görülen durumlardır 

[13]. OSB’li ergen ve yetişkinlerde; epilepsi, zeka geriliği, obsesif kompulsif bozukluk, 

duygudurum bozuklukları, uyku bozuklukları, yeme bozuklukları, gastrointestinal 

problemler ve immun sistem disfonksiyonları genel popülasyona göre fazla oranda 

görülmektedir [14,15].  

 OSB’li bireylerde yaklaşık %25 oranında genetik bir neden belirlenebilmektedir. 

Bunların yaklaşık %5’i tek gen bozuklukları, %10-20’si kopya sayısı varyasyonları 

(Copy number variation, CNV, submikroskobik delesyonlar veya duplikasyonlar) ve 

yaklaşık %5’i sitogenetik olarak görülebilen kromozom anomalileridir. Bu nedenle 

OSB, sendromik (sekonder) ve non-sendromik (idiyopatik, primer) OSB şeklinde 

ayrılmaktadır [16,17].  Bazı sendromik OSB oranlarına bakıldığında: Frajil X sendromlu 

hastaların %18-33’ünde, Tuberoskleroz tanılı hastaların %25-60’ında, Rett sendromlu 

kız çocuklarının %80-100’ünde, Angelman sendromlu hastaların %50-81’inde, Prader-

Willi sendromlu çocukların %19-36,5’unda, Phelan-McDermid sendromlu bireylerin 

%50-70’inde OSB bulgularının eşlik ettiği görülmektedir [18,19].  
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2.3. Risk Faktörleri 

2.3.1. Genetik Risk Faktörleri 

 Avrupa ve ABD’de yapılan ikiz ve aile çalışmaları ile OSB’nin % 50-90 oranında 

genetik geçişli olduğu sonucuna varılmıştır [20,21] Monozigotik ikizlerdeki OSB 

konkordans oranı %92 iken dizigotik ikizlerde bu oranın %10’a düşmesi genetik 

faktörlerin OSB etiyopatogenezinde önemini vurgulamaktadır [22]. OSB’li kardeş 

öyküsü diğer bir çocuğun OSB tanısı alma riskini %3-18 oranında artırmaktadır [23,24]. 

 Son yıllarda genom analiz teknolojilerindeki ilerlemelerle birlikte, OSB ile ilişkili kalıtsal 

ve de novo mutasyonlar, CNV’ler de dahil olmak üzere nadir genetik varyasyonların 

belirlenmesi yönünde önemli gelişmeler katedilmiştir [25]. Tespit edilebilen spesifik de 

novo ve kalıtsal CNV'ler, non-sendromik (idiyopatik) OSB tanısı olan çocukların küçük 

bir kısmıyla (yaklaşık %10) sınırlı olsa da etiyopatogenezde etkili yolakların 

araştırılması açısından önemlidir. OSB ile güçlü şekilde ilişkisi olduğu gösterilen de 

novo SNV (Single nucleotide variation)’lerin olduğu genler arasında: CHD8 

(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 A1 like 2) vardır. 

Çalışmalarda sıklıkla tespit edilen kopya sayısı varyasyonlarına bakıldığında: NRXN1 

(Neurexin 1) delesyonu, 16p11.2 delesyonu, 15q11.2q13 duplikasyonu, 16p11.2 

duplikasyonu ve 15q13.3 delesyonu öne çıkmaktadır. Sendromik OSB vakaları genom 

analizlerinde; Frajil X sendromu (X geçişli, FMR1, Fragile X messenger 

ribonucleoprotein 1 geni trinükleotid tekrar mutasyonu), tuberoskleroz (OD/ de novo 

TSC1-TSC2 (Tuberous sclerosis complex-1,2) genleri çerçeve kaydırma, yanlış 

anlamlı, anlamsız, insersiyon, delesyon ve yeniden düzenleme mutasyonları), Phelan-

McDermid sendromu (OD, de novo SHANK3, SH3 and multiple ankyrin repeat 

domains 3 geni terminal delesyon, ring kromozom, dengesiz translokasyon, 

intersitisyel delesyon, çerçeve kaydırma ve anlamsız mutasyonlar) ve nörofibromatozis 

tip 1 (OD/ de novo NF1 geni yanlış anlamlı, anlamsız, insersiyon, delesyon 
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mutasyonları) önde gelen sendromik OSB nedenleri arasındadır [26,27]. OSB ilişkili 

de novo mutasyonlar sonucu etkilenen genlerle ilgili ortak sinyal yolakları 

incelendiğinde: Kromatin yeniden şekillendirilmesi (remodeling) ,  embriyonel gelişim 

sürecinde Wnt (Wingless-related integration site) sinyal yolağı ve sinaptik fonksiyonlar 

başlıkları öne çıkmıştır [28].   

 Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisini değiştirmeden kromatin yapısını ve gen 

ekspresyonunu düzenleyen durumlardır [29]. DNA metilasyonu ve histon 

modifikasyonu, gen ekspresyonunda rol oynayan iki ana moleküler epigenetik 

mekanizmadır. Kromatin yapısının ve gen ekspresyonunun düzenlenmesinde rol 

oynayan önemli bir diğer faktör de kodlamayan (non-coding) RNA’dır [30]. OSB’li 

bireylerde epigenetik ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerindeki değişikliklerle ilgili 

biriken bulgular OSB fenotipinin ortaya çıkmasında epigenetik modifikasyonların 

rolüne dikkat çekmektedir [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 değişiklikler OSB ile ilişkili bulunmuştur [34-40].  

 KDM5C (Lysine demethylase 5C), HIST1H1E (Histone Gene Cluster 1 Member E), 

CHD8, 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 değişikliklerinin de OSB etyolojisinde rolü olduğu öne sürülmüştür [41-

46].  

 Protein sentezini veya mRNA degradasyonunu bloke ederek birçok genin 

posttranskripsiyonel ekspresyonunu kontrol eden epigenetik düzenleyici mikro 

RNA’ların (miRNA) sentezindeki düzensizliklerin de OSB etiyopatogenezinde rol 

oynayabileceği gösterilmiştir [47-50].   
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2.3.2. Çevresel Risk Faktörleri 

 Anne ve baba yaşının ileri olması (anne>40 yaş, baba>50 yaş) OSB riskini artırdığı 

bilinen temel çevresel nedenlerdendir [51].  

 Doğum ile ilgili komplikasyonlar da OSB için kanıt düzeyi yüksek çevresel risk 

faktörleri arasındadır. Uzamış doğum eylemi, doğum esnasında bebekte hipoksi veya 

asfiksi gelişmesi, mekonyum aspirasyonu, erken membran rüptürü, maternal 

hemorajiler, makat geliş gibi anormal doğum pozisyonları, RH uyuşmazlığı; ilerleyen 

dönemlerde çocuğun OSB tanısı alma riskini artırmaktadır. Çoğul gebelikler, diğer 

doğumla arasında 12 aydan kısa bir süre olması, yaz mevsiminde doğum, düşük 

doğum ağırlığı durumlarında da OSB riskinin arttığı gösterilmiştir [52,53]. Sezaryen ile 

doğum yapan annelerin çocuklarında OSB daha sık görülmektedir [54]. 

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

enfeksiyonların varlığı OSB riskini artırmaktadır [55-57].  

 Çevre kirliliği de OSB riskini artırdığı bilinen faktörlerdendir. Gebelik süresince maruz 

kalınan hava kirliliği düzeyi çocukta OSB görülme riskini artırmaktadır [58]. Aynı 

zamanda prenatal dönemde pestisite maruz kalmanın da OSB riskini belirgin düzeyde 

artırdığı gösterilmiştir [59]. 

 Ailede otoimmun hastalık öyküsü olması %28 daha yüksek OSB riski oluşturmaktadır. 

Özellikle hipotiroidizm, Tip1 DM, romatoid artrit ve psöriazis öyküsü olan ailelerde diğer 

otoimmun hastalıklara göre risk daha fazla bulunmuştur [60]. 

 Popülasyon bazlı bir vaka kontrol çalışmasında; 95.978 çocuk katılımcı üzerinde 

prenatal dönemde maruz kalınan sinaptik aşırımı etkileyen çeşitli ilaç gruplarının etkisi 

incelenmiş ve kanabinoid reseptör agonistleri, nöronal nikotinik reseptör α 

antagonistleri, muskarinik reseptör 2 agonistleri, α2C  adrenerjik reseptör agonistleri ve 

opioid reseptör κ ve ε agonistleri olmak üzere 5 ilaç grubunun çocuklarda anlamlı 

düzeyde OSB riskini artırdığı sonucuna ulaşılmıştır [61]. Başka bir çalışmada; 

gebelikte antidepresan kullanımı, çocuklarda artmış OSB riski ile ilişkili bulunmuştur. 

Fakat bu ilişki annenin ilaç kullanmasına neden olan tanıyla da bağlantılı 

olabileceğinden ilaçların endikasyonları OSB risk artışının yorumlanması için karıştırıcı 

faktör olarak değerlendirilmiştir. Nitekim psikiyatrik bir tanısı olmadan gebelikte SSRI 
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(Selective serotonin reuptake inhibitor, selektif serotonin geri alım inhibitörü) kullanan 

annelerin bebeklerinde OSB riskinde anlamlı artış olmadığı görülmüştür [62,63].   

 Prenatal dönemde antiepileptik ilaçlara maruz kalan 25.000 çocuğun katıldığı bir 

kohort çalışmasında nörogelişimsel bozukluk risk artışı incelenmiştir. Anneye 

monoterapi şeklinde 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 artışı olduğu 

görülmüştür. İkili terapilerden levatirasetam-karbamazepin ve lamotrijin-topiramat VPA 

ile benzer oranda risk artışına neden olurken levatirasetam-lamotrijin ikili terapisinin 

OSB riskini artırmadığı gösterilmiştir. Ayrıca bu risk artışları antiepileptik dozlarıyla 

korele bulunmuştur. Lamotrijin, levetirasetam, karbamazepin, okskarbazepin, 

gabapentin, pregabalin, klonazepam veya fenobarbital ile prenatal dönemde 

monoterapi sonrasında nörogelişimsel bozukluklar için tutarlı bir risk artışı 

gözlenmemiştir [64].    

2.4. Mevcut Tedaviler 

OSB’nin temel semptomlarına yönelik bir medikal tedavi yoktur [3]. Ancak irritabilite ve 

agresyon tedavisinde risperidon ve aripiprazol, dopaminerjik ve serotonerjik 

antagonistik etkileri nedeniyle FDA (Food and Drug Administration) tarafından onaylı 

biçimde kullanılabilmektedir [65]. Dikkat eksikliği ve hiperaktivite bozukluğunun eşlik 

ettiği vakalarda metilfenidat ve atomoksetin, reboksetin veya guanfasin reçete 

edilmektedir [66]. Uyku bozuklukları olan OSB’li bireyler melatoninden fayda 

görebilmektedir [67].  

 Beslenme desteği olarak sülforafan kullanımının; bakım vericiler ve sağlık 

profesyonelleri tarafından uygulanan davranış değerlendirme ölçeklerinde skorları 

yükselttiği, irritabilite ve letarji gibi durumlarda fayda sağladığı bildirilmiştir. SFN, 

oksidatif stres yanıtını düzenleyen genlerin ekspresyonunda rolü olan Nrf2 yolağının 

aktivatörlerinden biridir. SFN’nin OSB’de kullanımı ile ilgili kinik çalışmalar devam 

etmektedir [7,68].  

 Günümüzde kanıta dayalı düzeyde OSB’nin temel semptomlarında iyileşme ancak 

özel eğitim ve terapi yaklaşımlarıyla sağlanabilmektedir [69]. Özellikle 5 yaş öncesinde 

tanı alan çocuklarda; erken yoğun davranışsal müdahale gibi davranışsal terapi 
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yaklaşımları sosyal iletişim, uyum sağlama davranışları, bilişsel beceriler ve dil gelişimi 

alanlarında iyileşme sağlayabilmektedir. İlerleyen yaşlarda da uygulanabilen 

gelişimsel terapi yaklaşımları, sosyal iletişimi iyileştirirken dil becerilerinde yeteri kadar 

etkin bulunmamıştır. Hem davranışsal hem gelişimsel terapi yaklaşımları kullanılarak 

uygulanan doğal gelişimsel davranışsal müdahaleler sonucunda da dil gelişimi, oyun 

becerileri ve sosyal iletişim alanlarında iyileşme sağlanabilmektedir [70]. Sosyal oyun 

becerileri ve sosyal etkileşim alanlarında grup terapilerinden fayda görülebilmektedir 

[71]. Buna ek olarak OSB’li bireylerde sıkça görülen özellikle duygudurum 

bozukluklarında bilişsel davranışçı terapi yöntemleri ile iyi sonuçlar alınabilmektedir 

[72].   

2.5. OSB Etiyopatogenezi ile İlgili Teoriler 

2.5.1. Oksidatif Stres  

OSB'li çocukların özellikle erken postnatal dönemde yetersiz antioksidan savunma 

mekanizmaları nedeniyle artan lipit peroksidasyonu kaynaklı oksidatif strese karşı 

daha savunmasız oldukları gösterilmiştir [73-75]. OSB’li çocukların eritrositlerinde 

kontrole göre glutatyon peroksidaz, süperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan 

enzim düzeylerinin düşük, bununla birlikte reaktif oksijen ürünlerinin miktarının yüksek 

olduğu, total glutatyon miktarının ve GSH / GSSG (Glutatyon / Glutatyon disülfid) 

oranının azaldığı bildirilmiştir [76-79]. Metionin döngüsünün bozulduğu ve bunun da 

antioksidan sistemin önemli bileşenlerinden olan sistein ve glutatyonun sentezinin 

azalmasına yol açtığı gösterilmiştir [80]. OSB tanısı alan bireylerde plazma A,C ve E 

vitaminleri ile eritrositlerdeki çinko ve selenyum dahil eksojen antioksidanların 

seviyelerinin azaldığı bildirilmiştir [81-83]. Ayrıca OSB'li bireylere antioksidan 

uygulanmasının ardından bazı OSB semptomlarında iyileşme olduğunu gösteren 

raporlar yayınlanmıştır. Çift kör, plasebo kontrollü bir çalışmada, yüksek doz C vitamini 

veya karnozin uygulamasının uygulamanın başlangıcından itibaren OSB fenotipini 

iyileştirdiği gösterilmiştir [84].   

 

 Ayrıca OSB tanısı alan çocukların serumlarında majör antioksidan proteinler olan 

transferrin ve seruloplazmin düzeylerinin önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiştir. Bu 

proteinlerin azalan seviyeleri ile çocuğun daha önce edindiği dil becerilerini kaybetmesi 

arasında güçlü bir korelasyon gözlemlenmiştir [77]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/methionine
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016643281730431X?casa_token=HgE3ZcrrgaMAAAAA:Ah1kAoU2V5uQRmzC6xvxRifWVzK-KIqEETP7Ujyd80UIQADeuJp2XqTc2N-26qtuOsae_tI-2K4#bib0495
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 Antioksidan sistem yetersizliği bulgularına ek olarak OSB'li çocuklarda oksidatif stres 

biyobelirteçlerinin ekskresyonunun arttığı rapor edilmiştir [85].  Spesifik olarak  F2-

izoprostan ve 8-izo-prostaglandin F2α ekskresyonunun arttığı bildirilmiştir [86]. 

İzoprostan, araşidonik asidin enzimatik olmayan oksidasyonunun bir ürünüdür ve 

yaygın olarak lipid peroksidasyonunun güvenilir bir belirteci olarak kabul edilmektedir 

[87]. Son kanıtlar, 8-izoprostan ve sisteinil-lökotrienlerin OSB'nin erken tanısı için olası 

belirteçler olduğu hipotezini desteklemektedir [88]. Tüm bu bulgular, OSB 

patogenezinde oksidatif stresin son derece önemli olduğunu güçlü bir şekilde ortaya 

koymaktadır [85]. 

2.5.2. Bozulmuş İmmunite ve Nöroinflamasyon 

 OSB vakalarının yaklaşık %60’ında immun sistem disfonksiyonu bildirilmiştir [89-91]. 

Postmortem OSB medial frontal girus, anterior singulat korteks ve serebellum 

dokularında MCP1 (Monocyte chemoattractant protein-1), İL-6 (İnterlökin 6) ve TGFβ1 

(Transforming growth factor βeta1)’in kontrole göre yüksek olduğu gözlenmiştir. Aynı 

çalışmada hayatta olan OSB’li bireylerden alınan BOS örneklerinde kontrole göre 

MCP1 artışı saptanmıştır [92]. Farklı yöntemlerin ve küçük OSB hasta 

popülasyonlarının kullanıldığı birçok çalışmada, periferik kanda proinflamatuar 

sitokinlerde artış olduğu gösterilmiştir [93-95]. Ancak literatüre bakıldığında sonuçların 

tutarlı olmadığı ve OSB'de birçok çalışmada gösterilen immun sistem 

disfonksiyonunun hastalarda görülen davranışsal fenotipler kadar heterojen olduğu 

görülmektedir [96].  

 Astrositler temel olarak kortikal organizasyon, nöronal migrasyon ve sinaptik 

plastisitede rol oynar [97,98]. Büyüme faktörleri üreterek ve glutamat gibi eksitotoksik 

nörotransmitterlerin sinaptik mikroçevredeki döngüsüne aracılık ederek nöronal 

sağkalımı etkilerler [99]. Bununla birlikte, kortikal hasara sekonder astroglial 

aktivasyon sırasında veya nöronal fonksiyon bozukluğuna yanıt olarak inflamatuar 

süreçleri modüle edebilen proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve metaloproteinazlar 

üretirler [100]. Bu fonksiyonları göz önüne alındığında astrositlerin OSB 

patofizyolojisinde araştırılan; nöronal bağlantılar, nöronal migrasyon, sinaptogenez, 

eksitasyon/inhibisyon dengesizliği ve immun disfonksiyon teorilerinde ortak bir faktör 

olduğu görülebilir. Postmortem OSB BA40 (Brodmann area 40), BA9, BA46, BA47, 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/chemokine
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serebellum, anterior singulat korteks beyaz cevherinde astrosit aktivasyonunun arttığı 

gözlenmiştir [92,101-103]. Buna karşın postmortem OSB anterior singulat gri cevher, 

amigdala, anterior ve dorsolateral prefrontal beyaz cevher örneklerinde ise bir astrosit 

aktivasyon belirteci ara filament olan GFAP (Glial fibrillary acidic protein)’ın kontrolden 

farklı olmadığını gösteren çalışmalar da mevcuttur [103,104].  

2.5.3. Nöral Bağlantılar 

 Merkezi sinir sistemi gelişiminde; erken dönemlerde çok fazla sinaps oluştuğu, 

ilerleyen dönemlerde seçici olarak sinaps eliminasyonu gerçekleştiği bilinmektedir. 

Yaşam boyunca sinapsların gelişimi ve devamlı düzenlenmesi, sağlıklı beyin 

matürasyonu için çok önemlidir [105]. OSB’de nöral bağlantıların bozulduğu ve 

sinaptogenezin farklı geliştiğine dair bulgular vardır. Hastaların %80-100’ünün OSB 

tanısı aldığı bilinen Rett sendromunda dendritik çıkıntılarda morfolojik anomaliler 

olduğu bildirilmiştir. MeCP2 mutasyonu sonucu sinaptik budanma ve matürasyon 

süreçlerinin bozulduğu öne sürülmüştür [106]. Postmortem OSB beyinlerinde temporal 

lobda bulunan katman 5 piramidal nöronlarda sinaptik budanmanın azaldığı ve buna 

bağlı dendritik çıkıntı yoğunluğunun arttığı görülmüştür [107]. Postmortem OSB 

prefrontal korteks kesitleri kontrollerle karşılaştırıldığında nöron sayısının belirgin 

artmış olduğu gözlenmiştir [108]. Bu durum nöral devrelerin şekillenmesi ve ince ayarı 

süreçlerinde farklılıklara sebep oluyor olabilir. OSB fenotipinin belirginleştiği ve tanının 

en sık konulduğu dönem olan ilk 3 yaşta nöron sayısı artışına bağlı beyin aşırı 

büyümesinin nöronal paternlerin ve bağlantıların düzensiz kurulmasına neden olduğu, 

aşırı lokal ve kısa mesafeli kortikal etkileşimlerin beyin bölgeleri arasındaki büyük 

ölçekli ve uzun mesafeli bağlantıları engellediği öne sürülmektedir [109]. OSB’de; 

piramidal nöronların (katman II-VI), internöronların (katman I-VI), aksonların ve 

dendritlerin radyal olarak oryante edilmiş dizilerinden oluşan ve alıcı alanları oluşturan 

makrokolonların temel birimi olan, minikolonlarda anormalliklerin gösterilmesi de 

intrahemisferik bağlantıların bozulduğu teorisini desteklemektedir. Prefrontal kortikal 

mikro devrelerin, çevreden alınan bilgileri bütünleştiren ve ardından davranışsal 

tepkileri seçip harekete geçiren algıdan eyleme döngüsünde önemli bir rol oynadığı 

varsayılmaktadır. Minikolon düzeyindeki aşırı bağlantıların nöral devrelerde gürültü 

yaratabileceği ve bu durumun bilginin verimli bir şekilde işlenmesini engelleyeceği öne 

sürülmektedir [110-112]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nervous-system
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/interneuron
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2.5.4. Bozulmuş Nöral Migrasyon 

 Bozulmuş nöral bağlantı teorisi ilk 3 yaşta meydana gelen anomalilere dayanırken 

nöral migrasyon bozukluğu teorisi, embriyonel göç döneminde nöronların alışılageldik 

göç yollarını izlemeyip farklı alanlara yerleşmesi ve beyin matürasyon süreçlerinin 

değişmesini esas almaktadır [105]. Postmortem OSB beyinlerinde subkortikal, 

periventriküler, hipokampal ve serebellar heterotopilerin olduğu görülmüştür [113]. 

OSB’de nöronal migrasyonda rolü olan RELN (Reelin), TBR1, CNTNAP2 (Contactin-

associated protein-like 2) genlerinde mutasyonların olduğu gösterilmiştir [44,114-122].  

 2.5.5. Eksitasyon/İnhibisyon (E/İ) Dengesizliği 

 Eksitasyon/İnhibisyon dengesi, nöronal ağların düzgün işleyişi için kritiktir ve 

homeostatik mekanizmalar yoluyla korunmaktadır [123]. Nöronlar; iyon kanallarını, 

reseptörleri, sinyal yollarını ve nörotransmitterleri modüle ederek dengesizlikleri telafi 

edebilir. Moleküler düzeyde bu süreçler; kromatinin yeniden şekillenmesini , gen 

ekspresyonunda ve baskılanmasında değişiklikleri, protein sentezinde ve yıkımında 

değişiklikleri ve hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini gerektirir [124]. 

 OSB etiyolojisi hakkında yaygın olarak kabul edilen bir teori, nöronal 

devrelerde eksitatör-inhibitör dengesizliğin olduğudur [125]. 

 E/İ dengesizliği glutamaterjik sinyallerdeki artışa veya GABAerjik sinyallemedeki 

azalmaya bağlı olabilir . Neokorteksteki E/İ oranı, piramidal glutamaterjik nöronların ve 

inhibitör GABAerjik parvalbumin (PV)-pozitif internöronların aktivitesi ile belirlenir 

ve minikolonlar tarafından modüle edilir. Bunlar, kendi içinde (self-contained) nöronal 

agregasyonlardan ve bunların nöronal mikro devrelerin etkileşimlerine aracılık eden 

afferent, efferent ve internöronal bağlantılarından oluşur ve OSB'de patolojik olarak 

değişikliğe uğrar [110,126]. Optogenetik kullanılarak, farelerde prefrontal korteksteki 

artan E/İ oranının, OSB'ye özgü davranışsal ve sosyal defisitlere yol açtığı 

gösterilmiştir [127]. Hastaların neredeyse tamamında OSB’nin eşlik ettiği Rett 

sendromunda azalmış E/İ oranı görülmüştür [128]. Postmortem OSB beyin 

örneklerinde; GABA’yı sentezleyen enzim GAD65 (Glutamic acid decarboxylase) ve 

GAD67'de, bu enzimleri kodlayan mRNA'da, GABA A ve GABA B reseptör alt tiplerinde 

değişiklikler bulunmuştur [129-134].  

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurotransmitter
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/chromatin-assembly-and-disassembly
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/protein-biosynthesis
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 EEG kaydı ile izlenebilen Gama osilasyonları (30–90 Hz) E/İ dengesine bağlıdır. 

Kontrol ve OSB deneklerinde görsel uyaranların bağlamsal modülasyonuna verilen 

gama tepkisinin ölçüldüğü bir araştırmada, OSB’li bireylerde gama anomalileri 

saptanmıştır [135]. Tüm bu bulgular OSB’de E/İ dengesizliği teorisini desteklemektedir. 

2.5.6. Zihin Teorisi 

 Bireyin diğer insanların zihinsel durumlarını ve duygularını anlama becerisine ‘’zihin 

teorisi’’ adı verilmiştir [136]. OSB’li çocuklarda, iki kuklanın oyunu seremonisi 

üzerinden çocuklara yöneltilen sorulara dayanan psikolojik bir test aracılığıyla zihin 

teorisi becerileri değerlendirilmiş ve kontrole göre belirgin düzeyde defisit olduğu rapor 

edilmiştir [137]. fMRI (Functional magnetic resonance imaging) çalışmalarında zihin 

teorisi ile ilgili görevlerde aktive olan ana beyin bölgeleri incelendiğinde; süperior 

temporal girus ve inferior frontal girusta kontrol ve OSB grubu arasında aktivasyon 

farklılıkları bildirilirken insula ve amigdalada fark bulunmamıştır [138]. OSB’li bireylerde 

empati ve aleksitimi yetilerini değerlendirmek üzere olumlu, olumsuz ve nötr duygular 

uyandıran görsel uyaranlar eşliğinde fMRI görüntülemesi yapıldığında; MPFC (Medial 

prefrontal cortex), ACC (Anterior cingulate cortex), precuneus, sol temporal alan ve 

serebellum bölgelerinde kontrole göre önemli ölçüde düşük aktivite gösterdiği ve 

parietal ve oksipital korteks gibi daha arka bölgelerde yüksek aktivite gösterdiği 

görülmüştür [139]. 

2.5.7. Kırık Ayna Teorisi 

  Parietal lob , premotor korteks, insula ve anterior singulat kortekste lokalize olan ayna 

nöronlar adı verilen nöron ağlarının, diğer insanların eylem ve duygularının 

tanınmasını ve anlaşılmasını sağladığı, empatiden sorumlu olduğu öne sürülmüştür 

[140]. OSB’li bireylerde ayna nöron sistemine ait alanlarda gri cevherin azaldığı 

görülmüştür. Duygu tanıma ve sosyal kognisyonla ilgili alanlarda da kortikal incelme 

gözlenmiş ve incelme  düzeyi ile OSB semptom şiddeti arasında korelasyon olduğu 

gösterilmiştir [141]. Ancak bu bulgular daha sonraki araştırmalarda tekrarlanamamış 

ve bozulmuş nöral aynalamanın OSB patofizyolojisinde önemli rolü olmadığı görüşü 

öne sürülmüştür [142-144]. OSB ve ayna nöron sisteminin ilişkisiyle ilgili ek 

araştırmalara ihtiyaç vardır.    

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/parietal-lobe
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/premotor-cortex
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2.6. Deneysel OSB Modelleri 

 OSB patofizyolojisi ile ilgili bilinenler sınırlı olduğundan ve bozukluk, tanı alanlarda bir 

spektruma yayılmış şekilde görüldüğünden tüm OSB bulgularını kapsayan yaygın 

olarak kabul edilmiş bir hastalık modeli mevcut değildir. Ancak OSB’nin belirli yönlerini 

araştırmak üzere deney hayvanları üzerinde; genetik modifikasyon, ilişkili beyin 

bölgelerinde lezyon oluşturma ve gebelikte kimyasal veya biyolojik çevresel hasar 

maruziyeti ile oluşturulan modeller kullanılmaktadır.  

 Genom analiz yöntemlerindeki gelişmeler sayesinde tanımlanan birçok OSB ilişkili 

genetik varyasyonla birlikte OSB’nin genetik modelleri de yaygınlaşmaya başlamıştır. 

Ayrıca 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 bazı inbred suşlar doğuştan sosyal etkileşim yetersizliği 

gösterdiklerinden OSB modeli olarak kullanılmaktadır [146]. 

 Erken postnatal dönemde, nöronal proliferasyon ve organizasyonun büyük oranda 

tamamlandığı ancak nöronal diferansiyasyon, myelinizasyon, sinaptogenez ve glia 

oluşumunun hala devam ettiği bilinmektedir. Bu hassas dönemde, OSB ile ilişkili 

olduğu bilinen beyin yapılarında; mekanik lezyon, elektroliz ve radyo frekans 

lezyonları, eksitotoksik veya nörotoksik ajanlarla lezyon oluşturulan modeller 

mevcuttur [105]. Eksitotoksik bir ajan olan ibotenik asidin yenidoğan sıçanlarda 

amigdalaya ve medial prefrontal kortekse enjeksiyonları sonucu ilerleyen dönemlerde 

OSB benzeri fenotip görülmüştür [147,148]. Serebellar vermiste mekanik lezyon 

oluşturulan yenidoğan sıçanlarda da OSB benzeri semptomlar gözlenmiştir [149]. 

  Maternal enfeksiyon, OSB riskini artırdığı bilinen çevresel faktörler arasında üst 

sıralarda yer almaktadır [57]. Gebe sıçanlarda viral veya bakteriyel enfeksiyonu taklit 

etmeye dayalı birçok OSB modeli vardır. Gebe hayvana farklı dozlarda LPS 

(lipopolisakkarid) enjeksiyonu ile bakteriyel maternal enfeksiyon taklit edilirken 

influenza virüsü veya bir TLR3 (Toll-like receptor 3) agonisti olan Poly I:C (Polyinosinic-

polycytidylic acid) enjeksiyonu ile viral maternal enfeksiyon modelleri yapılmaktadır 

[150].   
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2.6.1. Valproik asit ve Valproik Asitle İndüklenen OSB Modeli  

 VPA, Burton tarafından 1882 yılında; hem bitkilerde hem de hayvanlarda bulunan, 

dallanmış, kısa zincirli bir yağ asidi olan valerik asidin bir türevi olarak sentezlenmiştir. 

Antikonvülzan özelliği ise Eymard tarafından 1962'de VPA'dan yeni bileşikler 

sentezlenmeye çalışılırken tesadüfi olarak keşfedilmiştir [151]. VPA ilk olarak 28 Şubat 

1978'de FDA'dan Depakin ticari adı altında onay almıştır [152].  

 Günümüzde klinikte epilepsi, bipolar bozukluk tedavisinde ve migren proflaksisinde 

kullanılmakta olan valproik asidin prenatal tek doz enjeksiyonu OSB modellemesinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır [153-157]. VPA’nın bilinen etki mekanizmaları arasında: 

Voltaj kapılı sodyum kanallarının inhibisyonu, GABA transaminazın inhibisyonu, GABA 

sentezinin arttırılması, HDAC (Histone Deacetylases)'lerin inhibisyonu ve T tipi, L tipi 

ve N tipi kalsiyum kanalları dahil olmak üzere çeşitli kalsiyum kanallarının 

modülasyonu vardır [151].  

 Yaklaşık %90'lık bir bağlanma oranıyla başta albümin olmak üzere plazma 

proteinlerine güçlü afinite göstermektedir. VPA'nın fetal konsantrasyonu genellikle 

anne konsantrasyonunun %70-100'ü arasında değişir. VPA; karaciğerde oksidasyon, 

glukuronidasyon ve β-oksidasyonun yanı sıra karnitin veya glisin ile konjugasyonu 

içeren çeşitli yollar ile metabolize edilmektedir. VPA öncelikle UDP-

glukuronosiltransferaz (UGT) enziminin aracılık ettiği glukuronidasyon yoluyla 

metabolize edilir ve bu yol, VPA'nın ana inaktif metaboliti olan valproat glukuronid 

oluşumuna yol açar. VPA'nın diğer ana metabolitleri arasında; 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'nın primer eliminasyon yeri, metabolitlerinin idrar yoluyla 

atılmasını içeren böbreklerdir. Uygulanan VPA dozunun yaklaşık %30-50'si idrarla 

değişmeden atılır, geri kalanı ise metabolitler halinde atılır. Yarı ömrü 13-19 saat olarak 

bilinmektedir [151]. Oral VPA uygulaması için sıçanlarda LD 50 değeri: 670 mg/kg 

olarak belirlenmiştir [158].  
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Şekil 2.1. Valproik asit ve metabolitlerinin moleküler yapıları- McLaughlin DB ve 

ark. [159]‘ndan alınmıştır.  

 Annenin VPA'ya maruz kalması (Fetal valproat sendromu) ile çocuklarda görülen OSB 

arasındaki olası bağlantı ilk olarak Christianson ve ark. tarafından 1994 yılında 

tanımlanmıştır [160]. Bu gözlemden yola çıkan Rodier ve ark. 1996’da prenatal VPA 

maruziyeti ile rodent OSB modeli oluşturma araştırmalarına başlamışlardır [161]. VPA 

ile indüklenen rodent OSB modelinin insanlarda görülen birçok yapısal ve davranışsal 

anomaliyi yansıttığı gösterilmiş ve bu yönüyle yüksek görünüm ve yapısal geçerliliğe 

sahip olduğu bilinmektedir [162].  

 VPA maruziyeti, embriyonik beyinde oksidatif strese ve histon 

deasetilaz inhibisyonuna neden olmaktadır. Her iki durum da prenatal VPA maruziyeti 

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

 VPA, indirgenmiş glutatyonun konsantrasyonunu azaltır, antioksidan sistemin ana 

enzimleri olan glutatyon peroksidaz , glutatyon redüktaz ve glikoz-6-fosfat 

dehidrojenazın aktivitesini bastırır [166]. VPA ile tedavi edilen epilepsi tanılı 

çocuklardan alınan serum örnekleri sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığında oksidan 

(MDA) düzeyi yüksek bulunurken antioksidan (E vitamini) düzeyi düşük bulunmuştur 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/histone-deacetylase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/histone-deacetylase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016643281730431X?casa_token=HgE3ZcrrgaMAAAAA:Ah1kAoU2V5uQRmzC6xvxRifWVzK-KIqEETP7Ujyd80UIQADeuJp2XqTc2N-26qtuOsae_tI-2K4#bib0455
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016643281730431X?casa_token=HgE3ZcrrgaMAAAAA:Ah1kAoU2V5uQRmzC6xvxRifWVzK-KIqEETP7Ujyd80UIQADeuJp2XqTc2N-26qtuOsae_tI-2K4#bib0455
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/glutathione-peroxidase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/glutathione-reductase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/glutathione-reductase


16 

[167]. Yüksek seviyedeki reaktif oksijen ürünleri ve olgunlaşmamış embriyonik 

antioksidan sistem, VPA'nın teratojenik etkisinin ortaya çıkmasını teşvik etmektedir 

[163].  Astaksantin, piperin ve yeşil çay ekstraktı gibi antioksidanların kullanılmasının, 

sıçanlarda ve farelerde VPA'nın neden olduğu OSB benzeri davranışı önlemede etkili 

olduğu gösterilmiştir [168].  

  

 VPA, gen transkripsiyon regülasyonunda önemli rol oynayan HDAC’yi inhibe 

etmektedir [164]. Aktif merkeze kompetitif bağlanarak HDAC1 aktivitesini inhibe eder 

ve HDAC2'nin proteozomal degradasyonunu indükler [169]. HDAC1 nörogenez 

ve gliogenezden sorumludur ve hem nöral hem de glial kök hücrelerde eksprese edilir. 

HDAC2 postmitotik nöroblastlarda eksprese edilirken diferansiyasyonu tamamlanmış 

glial hücrelerde eksprese edilmez [170].  

2.7. Dimetil Fumarat 

Dimetil fumarat, fumarik asidin dimetil esteridir. İmmunomodülatör ve antioksidan 

etkileri olduğu gösterilen bir ön ilaçtır [171].  

 İlk defa, kendisi de psöriazisten muzdarip olan olan Alman biyokimyacı 

Schweckendiek'in, fumarik asit esterlerinin inflamatuar cilt hastalığındaki faydalarını 

vurgulaması ile 1959 yılında tedavi amaçlı kullanılmaya başlanmıştır [172]. Bu 

dönemde kombinasyon ve dozlamı ampirik olarak belirlenirken 1994 yılında, DMF ve 

monoetil fumarat tuzlarını içeren fumarik asit esterlerinin bir kombinasyonu, Alman İlaç 

İdaresi tarafından psöriazis tedavisi için Fumaderm® adı ile onaylanmıştır [173]. Daha 

sonra 2013 yılında FDA tarafından atak ve RRMS tedavisi, 2017 yılında EMA 

(European Medicines Agency) tarafından plak psöriazis tedavisinde kullanımı 

onaylanmıştır [8,171].  

 Oral yolla alındıktan sonra esterazlar aracılığı ile kısa sürede aktif metaboliti olan 

monometil fumarata (MMF) dönüştürülmektedir [173]. MMF'nin sistemik 

konsantrasyonları uygulamadan 2-2,5 saat sonra pik yapmaktadır ve plazma 

proteinlerine yaklaşık %50 oranında bağlanmaktadır [174] . In vitro çalışmalar, 

DMF'nin biyotransformasyonunun sitokrom P450 enzimlerini içermediğini ve MMF'nin 

bu enzimatik kompleksin indüktörü veya inhibitörü olarak herhangi bir rolü olmadığını 

göstermiştir. p-glikoprotein sistemiyle ve diğer efluks ve geri alım (uptake) taşıyıcıları 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/reactive-oxygen-species
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/transcription-regulation
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hdac1
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hdac1
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/histone-deacetylase-2
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/histone-deacetylase-2
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/gliogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neuroblast
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ile etkileşime girmez. Bu özellikler açısından DMF'nin önemli bir farmakokinetik 

etkileşimi yoktur [175]. MMF esas olarak CO2 yoluyla elimine edilir, eser miktarda idrar 

ve gaita yoluyla atılır. MMF'nin eliminasyon yarı ömrü yaklaşık 2 saattir [176].  

 Yan etkileri arasında en sık ciltte kızarıklık, gastrointestinal şikayetler olmak üzere 

lenfopeni ve hepatik transaminazlarda yükselmeler vardır. Tedavi esnasında lenfopeni 

(<500 hücre/mm3) ile ilişkili nadir progresif multifokal lökoensefalopati vakaları 

bildirilmiştir. Farelerde tümörlerle ilişkili olmayan en yüksek doz (75 mg/kg/gün), 

önerilen 480 mg/günlük insan dozuna eşdeğerdir [176]. 

 

  

 

Şekil 2.2. Dimetil fumaratın esteraz yoluyla monometil fumarata metabolizması 

 DMF’nin etki mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Temel farmakolojik etkilerden 

biri Nrf2 transkripsiyon yolunun aktivasyonudur. Oksidatif strese karşı koruyucu 

etkisinin büyük oranda Nrf2 yolağına bağlı olduğu düşünülmektedir [171]. In vitro 

çalışmalar, DMF'nin, elektrofilik bir ajan olarak KEAP1 (Kelch-like ECH-associated 

protein 1) üzerindeki reaktif tiolleri oksitlediğini ve onunla konjugasyon oluşturarak 

hücre içi antioksidan glutatyon stoklarının tükenmesine neden olduğunu göstermiştir. 

Tükenen glutatyon stoğuna yanıt olarak Nrf2 yolunun aktivasyonu tetiklenmektedir. Bu 

nedenle, DMF'nin çalışma prensibi, "hormesis" adı verilen toksikolojik mekanizma ile 

ilgilidir. Bu mekanizmaya göre potansiyel olarak zararlı oksidanların veya elektrofillerin 

subtoksik miktarları, Nrf2 yolunun aktivasyonu yoluyla moleküllerin toksik 

konsantrasyonlarına karşı hücre korumasını uyarabilir [177]. Fumaratların başlangıçta 

GSH'yi tüketmesi, apoptoza neden olacak kadar şiddetli değildir. Buna yanıt olarak 

yalnızca Nrf2 yolu aracılığıyla glutatyon ve glutatyonla ilişkili enzimleri de novo 

Dimetil Fumarat Monometil Fumarat 
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artırarak değil, aynı zamanda GSH döngüsünü indükleyerek antioksidan telafi 

mekanizmalarını da desteklediği gösterilmiştir [178].  

 DMF bu yollardan bağımsız olarak PI3K/AKT/GSK-3β (Phosphatidylinositol 3-kinase/ 

Serine/threonine protein kinase/ Glycogen synthase kinase 3 beta) yolunu 

indükleyerek de Nrf2 aktivasyonuna neden olabilmektedir [179]. Glikojen sentaz kinaz-

3β, Nrf2'nin Neh6 domaininde fosforilasyon sonucu ubikuitin-proteozom bozunmasını 

kolaylaştıran bir serin-treonin kinazdır. DMF’nin, GSK-3β'nın fosforilasyon durumunu 

değiştirerek fare hipokampüsündeki aktivitesini azalttığı ve Nrf2'yi hedef alan bu 

proteolitik yolun down regülasyonuna yol açtığı gösterilmiştir. Dolayısıyla DMF, 

KEAP1/Nrf2 kenetini bozarak veya Nrf2 yıkımını azaltarak Nfr2'nin aktivasyonunu 2 

farklı yolla sağlayabilmektedir [180]. In vivo ve in vitro hayvan çalışmalarında; DMF 

uygulamasının, Nrf2 yolağı bağımlı olarak, antioksidan mekanizmada etkili 

enzimlerden biri olan NAD(P)H dehidrojenaz (NQO1) aktivitesini ve mRNA seviyesini 

artırdığı gösterilmiştir [181].  

 NFκB (Nükleer faktör kappa B), önemli bir pro-inflamatuar transkripsiyon faktörüdür. 

DMF, NFκB p65 alt birimi ile etkileşerek NFκB’yi inhibe eder. Elektrofilik bir ajan olarak 

görev yapan DMF, p65 üzerindeki sistein kalıntılarının kovalent modifikasyonunu 

indükleyerek bu proteinin nükleer translokasyonunun ve fosforilasyonunun blokajına 

neden olur [182]. 

 Fumaratlar, Th1 lenfosit fenotipinden Th2 lenfosit fenotipine ve sitokin paternine geçişi 

indükleyerek T hücrelerinin inflamatuar profilini modüle eder. Th1 ile aktive olan 

lenfositler, interferon-γ ve İL-17 salgılamalarıyla hem psöriazisin hem de MS'in 

patogenezinde önemli bir rol oynar. MMF'nin, in vitro ortamda Th1 sitokinlerin üretimini 

baskılamadan, uyarılmış T hücrelerinde İL-4 ve İL-5 gibi Th2 ilişkili sitokinlerin üretimini 

artırdığı gösterilmiştir [183]. DMF'nin dendritik hücre matürasyonunu inhibe ederek naif 

T hücrelerinin reaktif Th1 ve Th17 lenfositlere farklılaşmasını azalttığı görülmüştür 

[176]. 

 Fumarik asit esterlerinin özellikle sinir dokusu üzerindeki sitoprotektif etkisi, HCAR2 

(Hidrokarboksilik asit reseptörü 2) agonizması üzerinden de olabilir. HCAR2; nötrofiller, 

dendritik hücreler, makrofajlar ve mikroglia gibi birçok immun sistem hücresinde 
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eksprese edilen ve Nrf2'den bağımsız olarak güçlü bir anti-inflamatuar sinyali aktive 

eden, nikotinik asit (niasin) için G proteinine bağlı bir reseptördür [184]. 

2.8. Nrf2 Yolağı 

 Nrf2, sitoprotektif genlerin ekspresyonunu düzenleyerek oksidatif stresi kontrol altında 

tutan bir transkripsiyon faktörüdür. Aşırı reaktif oksijen ürünü üretimi olduğunda 

sitoprotektif genlerin ekspresyonunu artırmaktadır [185].  

 Nrf2, fizyolojik koşullar altında sitoplazmada KEAP1 dimeri olarak bulunur. KEAP1, 

sistein kalıntıları içeren bölgeleri aracılığıyla redoks sensörü olarak çalışan bir çinko 

parmak proteinidir [186]. Sağlıklı koşullar altında Nrf2'nin yıkımını teşvik ederken, 

oksidatif stres koşullarında Nrf2’yi serbestleştirerek antioksidan üretiminin artmasını 

sağlayan bir sensör gibi çalışmaktadır [185,187]. Aslında KEAP1, Nrf2'nin proteozomal 

degradasyonunu düzenleyen Cullin3 (Cul3) bazlı E3 ligaz için bir adaptör görevi görür. 

Artan oksidatif veya elektrofilik ajanların varlığında, KEAP1'de bulunan yüksek 

derecede reaktif sistein kalıntılarının oksidasyonu veya alkilasyonu gerçekleşir ve 

protein kompleksinin stabilitesi bozulur. Böylece Nrf2 artık bu yolla yıkıma uğratılamaz 

[188]. Kompleksten ayrılan Nrf2, sitoplazmadan çekirdeğe küçük Maf proteinleri ile 

heterodimer olarak hareket eder ve  HO1 (hem oksijenaz1), kinolin oksidoredüktaz-1, 

katalaz,  SOD (süperoksit dismutaz), glutatyon ve glutatyona bağlı antioksidan 

enzimler dahil olmak üzere sitoprotektif proteinleri kodlayan farklı hedef genlerin 

promotöründe ARE (Antioxidant response element) dizisini bağlayarak bir 

transkripsiyon faktörü olarak görev yapar [189].  

 Bu etkilere ek olarak oksidatif stres koşullarında, Nrf2-Keap1 yolağı aktivasyonu ile 

NfkB ve proinflamatuvar sitokinlerde azalma sonucu inflamatuar yanıtın baskılandığı 

gösterilmiştir [190]. 
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Şekil 2.3. Oksidatif stres koşullarında ve bazal koşullarda Nrf2 yolağının işleyişi- 

Ahmed SMU ve ark. [185]’dan alınmıştır.  

 OSB’li çocukların monositlerinde Nrf2 aktivitesinin azaldığı, inflamasyon ve oksidatif 

stresin arttığı gösterilmiştir. Aynı çocuklara Nrf2 aktivatörü SFN verilmiş, SFN’nin NfkB 

sinyalini etkileyerek inflamasyon ve oksidatif stres belirteçlerini azalttığı sonucuna 

varılmıştır [191]. 

  Erken müdahale ile oksidatif strese bağlı hasarın kontrol altına alınmasının, OSB’nin 

geri dönüşsüz bir nörogelişimsel bozukluğa doğru ilerlemesini durdurabileceği 

düşünülmektedir [192]. Nrf2, oksidatif stresi ve sonunda OSB semptomlarını kontrol 

etmek için potansiyel bir hedef olarak düşünülebilir [193] 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Deney Hayvanları 

 Çalışmamız Sprague Dawley (SD) türü sıçanlar ile gerçekleştirildi. Gebelik oluşturmak 

için toplamda 13 adet 8-10 haftalık dişi SD sıçan (6 kontrol- 7 VPA) ve yaklaşık 350 

gram ağırlığında 4 yetişkin erkek SD sıçan kullanıldı. Hayvanlar Kobay Deney 

Hayvanları A.Ş.’den satın alma yoluyla temin edildi. Hacettepe Üniversitesi Deney 

Hayvanları Merkezi’nde 7 gün alışmaya bırakıldıktan sonra 1 dişi 1 erkek sıçan gece 

boyu aynı kafese bırakılarak gebelik oluşturuldu. Deneyler boyunca yavrular ve 

anneler Hacettepe Üniversitesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı deney hayvanları 

odasında oda sıcaklığında (21 °C) ve 12 saat gece 12 saat gündüz döngüsünde 

barındırıldı. Bütün sıçanların deneyler süresince yem ve suya erişimleri ad libitum 

olarak sağlandı. Yavrular postnatal 3. günden itibaren gelişimsel takip testlerine 

alınmaya başlandı.   

  Çalışmamız, Hacettepe Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’nun 2021/09-03 

numaralı onay kararı ile gerçekleştirildi.    

3.2. İlaçlar 

 VPA ile indüklenen sıçan OSB modeli için valproik asidin sodyum tuzu (Sigma, p4543) 

kullanıldı. Toz halindeki karboksimetilselüloz (CMC, Akbel Kimya), DMF’in vehikülü 

olarak çeşme suyu içinde %0,8 oranında çözülerek homojen halde hazırlandı.  Dimetil 

fumarat (Sigma, 242926), süspansiyon formundaki %0,8’lik karboksimetil selüloz 

karışımı içinde oral gavaj yoluyla uygulandı.  

3.3. Deney Hayvanlarında Gebeliğin Tespiti 

 Sekiz-on haftalık 1 dişi ve yaklaşık 350 gram ağırlığındaki 1 erkek Sprague Dawley 

sıçan bir gece boyunca aynı kafeste barındırıldı. Ertesi gün vajinal tıkaç ve/veya vajinal 

yaymanın ışık mikroskobu incelenmesinde sperm görülen dişiler gebeliğin 0. gününde 

kabul edildi (Bkz. Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Vajinal yaymanın ışık mikroskobu incelemesinde sıçan spermlerinin 

görünümü (40x büyütme).  

 

3.4. VPA ile İndüklenen OSB Modeli Oluşturulması 

 Valproik asidin sodyum tuzu (Sigma, p4543), %0.9’luk fizyolojik salin içinde 

100  mg/ml konsantrasyonunda çözüldü. Sprague Dawley türü gebe sıçana prenatal 

12. günde, 400 mg/kg dozunda tek bir SC VPA enjeksiyonu yapıldı. Kontrol annelerine 

aynı dozda salin enjeksiyonu yapıldı [194]. Doğum gerçekleştikten sonra annelere 

yavrularını büyütmek için süre verildi. Yavrular 23. günlük olduklarında sütten kesildi. 

Sütten kesilen yavrular cinsiyetlerine göre ayrı kafeslerde barındırıldı.  

 

3.5. Deney Gruplarının Oluşturulması 

 VPA ile indüklenen OSB modelinin gelişimsel takip parametreleri açısından kontrole 

göre ve cinsiyete özgü farklılıklara neden olup olmadığının incelenmesi için gelişimsel 

takip testlerine her iki cinsiyetteki yavrular dahil edildi. Bu ölçümler için oluşturulan 

gruplar aşağıdaki gibidir: 
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1) Kontrol Dişi 

2) VPA Dişi 

3) Kontrol Erkek 

4) VPA Erkek 

 VPA ile indüklenen sıçan OSB modeli görünüm ve yapısal geçerliliğinin cinsiyete göre 

fark gösterdiği bildirilmiştir [195]. Dişilerde davranış deneyleri bulgularının östrus 

siklusundan etkilenmesi ve literatüre bakıldığında erkek sıçanlarda modelin daha 

başarılı olduğunun bildirilmesi gerekçeleriyle davranış testleri ve moleküler analizler 

için deney gruplarına yalnızca erkek sıçanlar dahil edildi. Postnatal 30. günden sonra 

kontrol annesi yavruları, yavru sayıları benzer olacak şekilde rastgele Kontrol+DMF ve 

Kontrol+vehikül gruplarına paylaştırıldı. Aynı şekilde VPA maruziyeti olan anneden 

doğan yavrular 30 günlük olduklarında VPA+DMF ve VPA+vehikül gruplarına 

paylaştırıldı. Bu şekilde çalışma aşağıdaki 4 grup üzerinde gerçekleştirildi (Bkz. Şekil 

3.2): 

 1) Kontrol + Vehikül  

 2)Kontrol + DMF 

 3)VPA + Vehikül 

 4)VPA + DMF 

 

Şekil 3.2. Deney Gruplarının Oluşturulması. 
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3.5. Gelişimsel Takip Testleri 

 Prenatal VPA maruziyeti nedeniyle yavruların sensorimotor gelişimlerindeki değişimi 

takip etmek amacıyla palmar kavrama refleksi kazanılması, doğrulma testi, uçurumdan 

kaçınma, yürüme, negatif geotaksi ve akustik irkilme refleksi testleri yapıldı [196,197]. 

Prenatal VPA maruziyetinin fiziksel gelişim üzerindeki etkilerini takip etmek için: Vücut 

ağırlığı, boy uzunluğu ve göz açılması parametreleri takip edildi. Sütten kesilme öncesi 

infant döneminde sosyal tanıma, bağlanma becerilerini değerlendirmek için anne 

kokusu tercih testi yapıldı [198].  

3.5.1. Vücut Ağırlığı Ölçümü 

 Postnatal 7,14,21 ve 30. günlerde yavrular tartılarak vücut ağırlıkları kaydedildi.  

3.5.2. Boy Uzunluğu Ölçümü 

 Postnatal 7, 14 ve 21. günlerde burun-anüs arası mesafe ölçüldü. 

3.5.3. Göz Açılma Gününün Belirlenmesi 

 Postnatal 7. günden başlanarak yavruların göz açılması kontrol edildi. Her iki göz de 

kapalıysa 0, tek göz açıksa 1 her iki göz de açılmışsa 2 puan olarak değerlendirildi. 

3.5.4. Palmar Kavrama Refleksi Kazanılmasının Değerlendirilmesi 

 Postnatal 3. günden başlanarak her bir ön ekstremitede avuç içine bir metal çubuk 

yerleştirildi ve hafif basınç uygulandı. Çubuğun etrafındaki tüm parmakların bükülmesi 

o ekstremite için kavrama refleksi gelişmiş olarak değerlendirildi. Her iki ön 

ekstremitede başarılı kavrama varsa 2 puan, tek ekstremitede kavrama varsa 1 puan 

hiç kavrama yoksa 0 puan olarak değerlendirildi [197]. 
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Şekil 3.3. Palmar Kavrama Refleksi Kazanılmasının Değerlendirilmesi. 

 

3.5.5. Doğrulma Refleksi Kazanılmasının Değerlendirilmesi 

 Postnatal 3. günden başlanarak; yavrular 4 ekstremitesi de zemine dik olacak şekilde 

sırtüstü pozisyonda tutuldu. Ardından yavrular serbest bırakıldı ve zamanlayıcı 

başlatıldı. Yavru, dört ekstremitenin üzerinde yuvarlanabildiğinde ve her bir ekstremite 

vücuda dik konumda yere bastığında doğrulabilmiş kabul edildi. Bu hedefe ulaşmak 

için her yavruya maksimum 15 s verildi. 15 s içinde dönemezse 0, ekstremiteleri dik 

pozisyona getirmeden yan dönebilirse 1, 4 ekstremite vücuda dik şekilde tam dönerse 

2 puan olarak değerlendirildi [197]. 

 

Şekil 3.4. Doğrulma Refleksi Kazanılmasının Değerlendirilmesi. 
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3.5.6. Doğrulma Testi 

 Postnatal 5. günde; yavrular 4 ekstremitesi de zemine dik konumda olacak şekilde 

sırtüstü pozisyonda sıkıca tutuldu. Ardından yavrular serbest bırakıldı ve zamanlayıcı 

başlatıldı. Test hayvanının 4 ekstremitesi de vücuduna dik şekilde doğrulabildiği süre 

kaydedildi. 

3.5.7. Uçurumdan Kaçınma Refleksi Kazanılmasının Değerlendirilmesi 

 Postnatal 3. günden başlanarak yavrunun, ön ekstremiteleri ve burnu uçurumun 

kenarında olacak şekilde yerden 8 cm yükseklikteki düz bir zeminin kenarına 

yerleştirildi. Düşmeden kaynaklanabilecek travmaları önlemek için uçurumun altına 

köpük bir plaka yerleştirildi. Yavrunun uçurumun kenarından döndüğü ve düşmekten 

kaçındığı durum 2 puan olarak değerlendirildi, uçurumdan uzaklaşmaya çalışırken 

ekstremitelerin aşağı sarkıp asılı kaldığı durum 1 puan, düştüğü veya hareket etmediği 

durum 0 puan olarak değerlendirildi. Testin sonuçlandırılması için gerekli süre 30 s 

olarak kabul edildi. Ardışık 2 gün testten 2 puan alan hayvan test geçebildiği ilk gün 

testte başarılı kabul edildi [197]. 

 

 

Şekil 3.5. Uçurumdan Kaçınma Refleksi Değerlendirilmesi. 
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3.5.8. Yürüme Testini Tamamlayabilme Gününün Belirlenmesi 

 Postnatal 6. günden başlanarak yavrular, yumuşak zeminli 15 cm çaplı dairenin 

ortasına bırakıldı. 30 sn içinde yürüyerek daire dışına ön 2 ekstremitesini çıkarabilenler 

başarılı olarak kabul edildi ve ardışık 2 gün testten 2 puan alan hayvan testi geçebildiği 

ilk gün testte başarılı kabul edildi [197].  

 

Şekil 3.6. Yürüme Testi.  

3.5.9. Yürüme Testi 

 Postnatal 14. günde yavrular, yumuşak zeminli 15 cm çaplı dairenin ortasına bırakıldı. 

30 sn içinde yürüyerek daire dışına ön 2 ekstremitesini çıkarabilenler başarılı olarak 

kabul edildi ve çıkış süreleri kaydedildi. 

3.5.10. Negatif Geotaksi Testi   

 Postnatal 15. günde motor gelişimi ve proprioseptif duyu gelişimini test etmek için 

negatif geotaksi testi gerçekleştirildi. Pürüzlü kağıtla kaplanmış 45 derecelik eğimli 

yüzeye (yükseklik 28 cm, uzunluk 36 cm) yavrular yüzleri aşağı bakacak şekilde 

bırakıldı. Yerçekimine zıt yönde 180 derece dönerek yüzleri yukarı konuma bakacak 

şekilde oluncaya dek geçen süre kaydedildi. Düşen, hareket etmeyen veya testi 60 s 

içinde tamamlayamayan yavrular başarısız kabul edildi [199]. 
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Şekil 3.7. Negatif Geotaksi Testi. 

 

3.5.11. Akustik İrkilme Refleksi Kazanılmasının Değerlendirilmesi 

 Postnatal 10. günden başlanarak yavrular pamuklu kumaş zemine bırakıldı. Ardından 

bisiklet zili ile yaklaşık 5 cm yukardan sesli uyaran verildi. İrkilen ve sesten 

uzaklaşmaya çalışan yavrular irkilme refleksini kazanmış kabul edildi. Ardışık 2 gün 

irkilme refleksi görülen hayvanlar testten başarılı oldukları ilk gün irkilme refleksini 

kazanmış kabul edildi [197].   

3.5.12. Anne Kokusu Tercih Testi 

 Sütten kesilmeden önce sosyal tanıma, bağlanma ve yabancı kokuya duyarlılık 

davranışlarını değerlendirmek için postnatal 14. günde anne kokusu tercih testi yapıldı 

[200]. Test; orta üçte birlik bölmesinde temiz talaş, sol üçte birlik bölmesinde annenin 

kafesinden gelen talaş, sağ üçte birlik bölmesinde ise yabancı bir anne ve yavrularının 

kafesinden gelen talaşla dolu olan 20x30x15 cm boyutlarındaki test kafesinde 

gerçekleştirildi. Talaşlar 3 cm yüksekliğinde olacak şekilde hazırlandı. Test edilen 

yavrular yanlılığı önlemek için her aşamada farklı bölmeye doğru bırakıldı. Her yavru 

için aşamalar arası 10 saniye bırakılarak üç 1 dakikalık aşama gerçekleştirildi. İlk 

aşamada yavrular, test kafesinin arka duvarına bakan temiz talaşın ortasına 

yerleştirildi. İkinci aşama için yavrular, temiz talaşın ortasına, annesinin kafesinden 

alınan talaşı içeren bölüme bakacak şekilde yerleştirildi. Üçüncü aşama için yavrular 
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yabancı annenin kafesinden alınan talaşı içeren bölüme karşı kafese bırakıldı. Kafesin 

her bölümünde harcanan zaman kaydedildi ve 3 deneme boyunca anne talaşı zonunda 

ve yabancı talaş zonunda geçirilen sürelerin ortalaması alındı. Yavru, belirtilen bölge 

içinde 4 ekstremitenin tümü talaşa dokunduğunda bölümün içinde kabul edildi. Testin 

tüm aşamaları kamera ile kayıt altına alındı [198,201].  

 

Şekil 3.8. Anne Kokusu Tercih Testi 
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Şekil 3.9. Gelişimsel Takip Testleri Planı. 

 

3.7. Oral Gavaj Uygulamaları 

 Postnatal 30. günden başlanarak 5 hafta boyunca 100 mg/kg/gün oral gavaj yoluyla 

DMF uygulaması yapıldı. Gavaj uygulamaları boyunca her gün hayvanlar tartılıp 100 

mg/kg dozuna karşılık gelen miktardaki DMF; 2,5 ml/kg %0,8’lik CMC içinde süspanse 

edilerek her bir hayvan için 2 ml’lik eppendorf tüplerinde günlük olarak hazırlandı ve 

uygulandı.  
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3.8. Davranış Deneyleri Planı 

Davranış deneyleri her bir hayvan için 2 günde ve aşağıda belirtilen sırada tamamlandı:  

1.gün:  

1) Grooming testi 

2) Misket gömme testi 

3) 3 odacıklı sosyal etkileşim testi 

2. gün: 

1) Yükseltilmiş artı testi 

2) Açık alan testi 

 Testler deney hayvanlarının gün döngüsünde aydınlık dilime denk gelecek şekilde, en 

az anksiyete oluşturan testten başlanarak yapıldı. Her bir test istatiksel analize dahil 

edilecek tüm hayvanlar için aynı zaman dilimine denk gelecek şekilde uygulandı. Tüm 

hayvanlarda aynı test sırası izlendi. Testler o gün uygulanacak tüm deney hayvanları 

için tamamlandığında bir sonraki teste geçildi.   

3.9. Davranış Deneyleri 

3.9.1. Üç Odacıklı Sosyal Etkileşim Testi 

 Sosyal etkileşim bozukluğunu değerlendirmek amacıyla 3 odacıklı sosyal etkileşim 

testi yapıldı [202]. Test düzeneği, 30x70 cm ebatlarında siyah tahta zemin üzerinde 20 

cm yüksekliğinde ve üstünde tek parça kapağı olan şeffaf pleksiglass duvarlarla çevrili 

3 eşit bölmeden oluşmaktaydı. Düzenekte aralarında 10x10 cm’lik geçitler bulunan 3 

adet eşit bölme ve yan bölmelerin içinde 11 cm çaplı 19 cm yüksekliğinde ve 1 cm 

aralıklı demir parmaklıklardan oluşan siyah kafesler bulunmaktaydı. Test protokolü, iki 

farklı protokolün modifiye edilmesi ile hazırlandı [202,203]. Deney hayvanları testten 

en az 1 saat önce laboratuvara alındı. Protokol; alışma, ön test ve sosyal tercih testi 

olmak üzere 3 aşamada tamamlandı. Alışma aşamasında, test hayvanı nazikçe orta 

bölmeye bırakıldı ve 10 dk boyunca düzeneği keşfetmesi beklendi. On dk’lık sürenin 
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bitiminde test hayvanı aparattan alındı ve dinlenmesi için kafesine götürüldü. Düzenek 

alkolle silinip kurumaya bırakıldı. Ardından ön test aşamasında, yan bölmelerin 

ortasında bulunan kafeslerin merkezine buruşturulmuş beyaz kağıtlar bırakılıp 10 dk 

boyunca test hayvanının tel kafeslerin içindeki nesneleri farketmesi beklendi. Bu 

aşamadan sonra da test hayvanı kafesine alınıp dinlendirilirken düzenek %70’lik etil 

alkolle temizlendi. Sosyal etkileşim testi aşamasında, tel kafeslerin birine sosyal 

olmayan uyaran olarak içi pamukla doldurulmuş 10 cm yüksekliğinde şeffaf plastik şişe 

yerleştirildi. Diğer kafese ise test hayvanıyla benzer yaş, tür ve cinsiyette yabancı bir 

sıçan yerleştirildi. Test hayvanı orta zondan bırakılarak 10 dk boyunca hayvanın cansız 

nesne zonunda ve sosyal uyaran zonunda geçirdiği süreler kaydedildi (Bkz. Şekil 

3.12). Kayıtlar Toxtrack 2.96 video takip yazılımı (Umeå University, Sweden) ile analiz 

edildi. 

 

 

Şekil 3.10. Üç Odacıklı Sosyal Etkileşim Testi. A. Test düzeneğinin önden görünümü. 

B. Test düzeneğinin üstten görünümü. C. Ön test aşaması öncesi. D. Sosyal etkileşim testi 

aşaması.  

 

3.9.2. Grooming Testi 

 Bu test sıçanlarda stereotipi ve obsesif kompulsif davranışları gözlemlemek için 

gerçekleştirildi. OSB’de tekrarlayıcı davranışların arttığı bilinmektedir [204]. Bu 

durumun VPA ile indüklenen OSB modelindeki karşılığı araştırılmak istendi. Deneyden 
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önce, her bir sıçan, kazma davranışını tetiklemeyecek kadar sığ bir şekilde temiz 

talaşla kaplanmış orta boy polikarbonat kafese yerleştirildi ve 10 dakika boyunca 

ortama alışmaları sağlandı. Ardından 10 dakika boyunca hayvanın hareketleri video 

kaydına alındı. Kümülatif self grooming süresi hesaplandı.  

 

Şekil 3.11. Grooming Testi. 

 

3.9.3. Misket Gömme Testi 

 Bu test ile sıçanlarda kompulsif benzeri davranış paterni değerlendirildi [196,205]. Her 

bir sıçan, temiz ve kokusuz talaş ( yaklaşık 5 cm yüksekliğinde) üzerinde, 5 × 4 şeklinde 

20 adet misket dizili olan polikarbonat kafese (uzunluk: 26 cm, genişlik: 48 cm, derinlik: 

20 cm) yerleştirildi. Misketler her kullanımdan önce %70’lik etil alkol ile silinip kurutuldu. 

Testin başlangıcında sıçanlar tek tek kutunun aynı köşesinden bırakıldı ve 30 

dakikanın sonunda en az 2/3’ü gömülü şekilde bulunan misket sayısı kaydedildi. 

 



34 

 

Şekil 3.12. Misket gömme testi. A. Test öncesi deney düzeneğinin görünümü. B. Test 

sonrası gömülü misketlerin görünümü.  

 

3.9.4. Yükseltilmiş Artı Testi 

 Yükseltilmiş artı testinde anksiyete düzeyi azaldıkça açık kolda geçirilen sürenin arttığı 

bilinmektedir. Anksiyolitik ilaç uygulanan hayvanların test boyunca açık kolda geçirilen 

toplam süreleri yüksek bulunmuştur [206]. Bu test sıçanların anksiyete düzeylerini 

değerlendirmek için uygulandı. Yükseltilmiş artı testi aparatı; karşılıklı iki kolu açık, 

karşılıklı iki kolu kapalı, artı şeklinde birbirlerine dik yerleştirilmiş dört koldan 

oluşmaktaydı. Kolların eni 15 cm, boyu ise 45 cm idi. Aparat, ayakları aracılığıyla 

yerden bir metre yükseltildi. Yüzü, açık kollardan birine dönük olarak bırakılan test 

sıçanının 5 dakika boyunca video kaydı alındı. Daha sonra açık kollarda geçirilen 

toplam süre Toxtrack 2.96 video takip yazılımı (Umeå University, Sweden)  yazılımı ile 

analiz edildi.  

 

Şekil 3.13. Yükseltilmiş artı testi.  
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3.9.5. Açık Alan Testi 

 Bu test sıçanların lokomosyonlarını ve anksiyetelerini değerlendirmek için 

gerçekleştirildi [207]. Kenar uzunluğu 45 cm olan kare biçimli üstü açık cam düzenek 

içine konulan sıçanların 60 dakika boyunca hareketleri video kaydına alındı. Testin 

sonunda katedilen toplam mesafe ile alanın periferinde ve merkezinde geçirdikleri 

süreler Toxtrack 2.96 video takip yazılımı (Umeå University, Sweden) yazılımı 

aracılığıyla belirlendi.  

 

Şekil 3.14. Açık alan testi. 

 

3.10. Prefrontal Korteks ve Serebellar Vermis Dokularının İzolasyonu 

 Beş haftalık oral gavaj uygulamasının ve davranış deneylerinin bitiminde deney 

hayvanları 1,4 g/kg üretan anestezisi altında dekapite edildi. Beyin hızla çıkarılıp buz 

üzerinde fizyolojik salinle ıslatılmış filtre kağıdı kaplı petri kabı üzerine alındı. Beyin 

sapı uzaklaştırıldı. Ardından serebellum diseke edildi. Serebellar hemisferler ve vermis 

bistüri yardımıyla ayrıldı. Serebellar vermisin orta 1/3’lük kısmı izole edildi. Ardından 

serebral hemisferler sulkus sentralisten ayrıldı. Sol prefrontal korteks, serebral 

hemisferin medial yüzünde corpus callosumun hemen önünden geçen bir kesi atılarak 

izole edildi [208,209]. 
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3.11. Doku Homojenatlarından Tüm Hücre Protein Ekstraksiyonlarının Yapılması 

ve Örneklerin Saklanması 

 Serebellar vermisin orta 1/3’lük kısmı ile sol prefrontal korteks tartıldı. Ardından 

serebellar vermis ve sol PFC dokularına Active Motif® nükleer ekstraksiyon kitinde 

(Cat No:40010) belirtilen doku homojenatından tüm hücre protein ekstraksiyonu 

protokolü uygulandı. Vermis ve sol PFC tüm hücre ekstraktları ELISA ve TAS, TOS 

ölçümlerinde kullanılmak üzere -80 °C’ye kaldırıldı.       

3.12. Total Protein Konsantrasyonlarının Hesaplanması 

 Eksi seksen santigrat derecede saklanan serebellar vermis ve sol PFC tüm hücre 

ekstraktları çözdürüldü. Her bir ekstrakttan 10 μl numune alındı. Ardından BCA 

kolorimetrik protein konsantrasyonu ölçüm kiti (Elabscience, E-BC-K318-M) 

protokolüne göre her bir numunenin total protein konsantrasyonu belirlendi.  

3.13. Oksidatif Stres İlişkili Belirteçlerin Ölçümü 

3.13.1. TOS Ölçümü 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat kolorimetrik TOS (Cat. No: E-BC-K802-M) kiti prosedürlerine 

göre ölçüm yapıldı. 

3.13.2. TAS Ölçümü 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat kolorimetrik TAS (Cat. No: E-BC-K801-M) kiti prosedürlerine 

göre ölçüm yapıldı. 
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3.14. Nöroinflamasyon İlişkili Belirteçlerin Ölçümü 

3.14.1. TNFα ELISA 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat TNFα ELISA (Cat. No:E-EL-R2856-96T) kiti prosedürlerine 

göre ölçüm yapıldı. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart 

konsantrasyonlarından yola çıkılarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, 

ABD) yazılımında non-lineer 4 parametreli lojistik eğri analizi ile TNFα 

konsantrasyonları hesaplandı. Bulunan değerler dilüsyon oranı ile çarpılarak 

numunelerdeki TNFα değerleri elde edildi.  

3.14.2. İL-6 ELISA 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat İL-6 ELISA (Cat. No: E-EL-R0015-96T) kiti prosedürlerine 

göre ölçüm yapıldı. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart 

konsantrasyonlarından yola çıkılarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, 

ABD) yazılımında non-lineer 4 parametreli lojistik eğri analizi ile İL-6 konsantrasyonları 

hesaplandı. Bulunan değerler dilüsyon oranı ile çarpılarak numunelerdeki İL-6 

değerleri elde edildi.  

3.14.3. MCP1/CCL2 ELISA 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat  MCP1/CCL2 ELISA (Cat. No: E-EL-R0633-96T) kiti 

prosedürlerine göre ölçüm yapıldı. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart 

konsantrasyonlarından yola çıkılarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, 

ABD) yazılımında non-lineer 4 parametreli lojistik eğri analizi ile MCP1/CCL2 
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konsantrasyonları hesaplandı. Bulunan değerler dilüsyon oranı ile çarpılarak 

numunelerdeki MCP1/CCL2 değerleri elde edildi.  

3.14.4. TGFβ1 ELISA 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat TGFβ1 ELISA (Cat. No: E-EL-0162-96T) kiti prosedürlerine 

göre ölçüm yapıldı. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart 

konsantrasyonlarından yola çıkılarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, 

ABD) yazılımında non-lineer 4 parametreli lojistik eğri analizi ile TGFβ1 

konsantrasyonları hesaplandı. Bulunan değerler dilüsyon oranı ile çarpılarak 

numunelerdeki TGFβ1 değerleri elde edildi.  

3.14.5. GFAP ELISA 

 Tüm hücre protein ekstraksiyonu sonrası -80 °C’de saklanan serebellum ve sol 

prefrontal korteks doku homojenatlarına 1:10 oranında dilüsyon uygulandı. Total 

protein konsantrasyonu ölçümü sonrası her bir kuyucuğa eşit miktarda total protein 

yüklenip Elabscience rat GFAP ELISA (Cat. No:E-EL-R1428) kiti prosedürlerine göre 

ölçüm yapıldı. Optik dansiteleri bilinen numunelerin, standart konsantrasyonlarından 

yola çıkılarak Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, ABD) yazılımında non-lineer 

4 parametreli lojistik eğri analizi ile GFAP konsantrasyonları hesaplandı. Bulunan 

değerler dilüsyon oranı ile çarpılarak numunelerdeki GFAP değerleri elde edildi. 

 

 

 

Şekil 3.15. Araştırma Protokolünün Şematik Özeti 
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3.15. İstatistiksel Analiz 

 İstatistiksel analizler, Graphpad Prism 6.2 (San Diego, California, ABD) yazılımı 

kullanılarak yapıldı.  

Tüm deney gruplarında, dağılımı belirlemek için normalite testi olarak; Kolmogorov-

Smirnov, Shapiro Wilk ve D'Agostino & Pearson omnibus testleri uygulandı. 

 

 Kontrol dişi, Kontrol erkek, VPA dişi, VPA erkek grupları bulgularında; parametrik 

analizler için tek yönlü varyans analizi (ANOVA), non-parametrik analizler için Kruskal 

Wallis testleri kullanıldı. Çoklu karşılaştırmalarda tek yönlü ANOVA sonrası posthoc 

olarak Tukey testi, Kruskal Wallis sonrası posthoc olarak Dunn testi uygulandı.  Anne 

kokusu tercih testi bulgularının analizinde yapılan ikili karşılaştırmalarda parametrik 

analizlerde Bağımsız Örneklem t testi, non-parametrik analizlerde ise Mann-Whitney 

testi uygulandı. 

 Kontrol+CMC, VPA+CMC, Kontrol+DMF ve VPA+DMF gruplarında; parametrik 

analizler için tek yönlü varyans analizi (ANOVA), non-parametrik analizler için Kruskal 

Wallis testleri kullanıldı. Çoklu karşılaştırmalarda tek yönlü ANOVA sonrası posthoc 

olarak Tukey testi, Kruskal Wallis sonrası posthoc olarak Dunn testi uygulandı.    

 Veriler ortalama ± ortalamanın standart hatası (SEM, standard error of mean) olarak 

ifade edildi. p< 0,05 anlamlılık eşik değeri olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Gelişimsel Takip Testleri Bulguları  

4.1.1. Vücut Ağırlığı Ölçümlerinin Karşılaştırılması 

 Yedinci günde (p=0,009) ve 30. günde {F(3,101)=3,853; p=0,011} yapılan vücut 

ağırlığı ölçümlerinde gruplar arasında fark bulundu. Yedinci (p=0,01) ve 30. gün 

(p=0,007) ölçümlerinde kontrol erkek grubu vücut ağırlıkları VPA dişi grubuna göre 

yüksekti. On dört ve 21. gün ölçümlerinde gruplar arasında anlamlı fark bulunmadı.  
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Şekil 4.1. Vücut ağırlıklarının karşılaştırılması. Yedinci ve 21. gün ölçümlerinde 

Kruskal Wallis testi ve posthoc Dunn testi kullanıldı. 14. ve 30. gün ölçümlerinde tek 

yönlü ANOVA ve post hoc Tukey testi kullanıldı (Kontrol Dişi: n=31, VPA Dişi: n=19, 

Kontrol Erkek: n=31, VPA Erkek n=23) *p<0,05, **p<0,01. 
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4.1.2. Boy Uzunluğu Ölçümlerinin Karşılaştırılması 

 Yedinci günde {F(3,114)=3,518; p=0,017} ve 14. günde {F(3,114)=3,385; p=0,02}  

yapılan boy uzunluğu ölçümlerinde gruplar arasında fark bulundu. Yedinci gün 

ölçümlerinde VPA erkek grubu boy uzunluğu kontrol dişi grubuna göre yüksek bulundu 

(p=0,019). On dördüncü gün ölçümlerinde kontrol erkek grubu boy uzunluğu VPA dişi 

grubuna göre yüksek bulundu (p=0,025). 21. güne gelindiğinde gruplar arasında 

anlamlı fark kalmadığı görüldü. 
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Şekil 4.2. Boy uzunluklarının karşılaştırılması. Tüm ölçüm günlerinde tek yönlü 

ANOVA ve post hoc Tukey testleri kullanıldı (Kontrol Dişi: n=30, VPA Dişi: n=25, 

Kontrol Erkek: n=31, VPA Erkek: n=32) VPA dişi – Kontrol Erkek  *p<0,05. VPA Erkek- 

Kontrol Dişi #p<0,05.  

 

 

 

 



42 

4.1.3. Nörogelişimsel Parametrelerin Değerlendirilmesi 

 Doğrulma testinin kazanılma gününde gruplar arasında fark görüldü (p<0,0001). VPA 

Dişi grubunda doğrulma refleksinin kazanılması; Kontrol Dişi grubu (p<0,01), Kontrol 

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

 Palmar kavrama, uçurumdan kaçınma, yürüme, göz açılması ve akustik irkilme 

reflekslerinin kazanılması bakımından gruplar arasında fark bulunmadı.  

  

Tablo 4.1. Nörogelişimsel Parametrelerin Karşılaştırılması 

 

Nörogelişimsel  

Parametreler 

  

Kontrol Dişi 

   

VPA Dişi 

  

Kontrol Erkek 

  

VPA Erkek 

Palmar Kavrama 

Refleksi Kazanılma 

Günü 

 

3,32±0,18 

 

3 

 

3,44±0,24 

 

3,04±0,04 

Doğrulma Refleksi       

Kazanılma Günü                                               

 

3,12±0,08 

** 

 

3,65±0,18 

 

 

3,12±0,08 

## 

 

3 

aaaa 

Uçurumdan 

Kaçınma Refleksi 

Kazanılma Günü 

 

  3,88±0,23 

 

4,33±0,21 

 

3,84±0,23 

 

3,83±0,22 

Yürüme Testini 

Tamamlayabilme 

Günü 

 

  8,56±0,40 

 

8,61±0,39 

 

8,8±0,45 

 

9,17±0,41 

 

Göz Açılma Günü 

 

14,7±0,18 

 

14,6±0,19 

 

14,65±0,11 

 

14,75±0,19 

Akustik İrkilme 

Refleksi Kazanılma 

Günü 

 

12,21±0,12 

 

12,68±0,19 

 

12,35±0,15 

 

12,48±0,19 
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Yürüme testi ve akustik irkilme testinde Tek yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi, 

diğer testlerde Kruskal-Wallis testi post hoc Dunn’s testi uygulandı (Kontrol Dişi: n=25, 

VPA Dişi: n=25, Kontrol Erkek n=20, VPA Erkek: n=25) ** : Kontrol Dişi VPA Dişi 

p<0,01, ##: Kontrol Erkek-VPA Dişi p<0,01, aaaa: VPA Dişi-VPA Erkek p<0,0001.   

 

4.1.4. Doğrulma Testi Bulguları  

 Beşinci günde yapılan doğrulma testini tamamlama süreleri açısından gruplar 

arasında fark bulunmadı.  
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Şekil 4.3. Doğrulma testi sürelerinin karşılaştırılması. Kruskal-Wallis testi ve post 

hoc Dunn’s testi uygulandı (Kontrol Dişi: n=24, VPA Dişi: n=20, Kontrol Erkek: n=25, 

VPA Erkek: n=24). 
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4.1.5. Yürüme Testi Bulguları 

 On dördüncü günde yapılan yürüme testini tamamlama süreleri bakımından gruplar 

arasında fark yoktu.  
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Şekil 4.4. Yürüme testi sürelerinin karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA ve post hoc 

Tukey testi uygulandı (Kontrol Dişi: n=22, VPA Dişi: n=17, Kontrol Erkek: n=24, VPA 

Erkek: n=21). 
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4.1.6. Negatif Geotaksi Testi Bulguları 

 On beşinci günde yapılan negatif geotaksi testinde gruplar arasında anlamlı fark 

yoktu.  
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Şekil 4.5. Negatif Geotaksi testi sürelerinin karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA ve 

post hoc Tukey testi uygulandı. (Kontrol Dişi: n=15, VPA Dişi: n=18, Kontrol Erkek: 

n=17, VPA Erkek: n=24). 
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4.1.7. Anne Kokusu Tercih Testi Bulguları 

 Her iki cinsiyetten yavruların dahil edildiği ölçümlerde; VPA grubu yavrularının kontrol 

grubu yavrularına göre maternal zonda daha az (p<0,0001; t=4,948), yabancı zonda 

ise daha fazla (p=0,002; t=3,156) vakit geçirdiği görüldü. Maternal zonda geçirilen 

süre, yabancı zonda geçirilen süreye oranlandığında kontrol grubunun anne kokusunu 

tercih etme indeksi VPA grubuna göre yüksek bulundu (p=0,004).   
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Şekil 4.6. Anne kokusu tercih testinde maternal zonda geçirilen sürelerin 

karşılaştırılması. K-M: Kontrol grubu yavrularının maternal zonda geçirilen süreler, 

(n=50). V-M: VPA grubu yavrularının maternal zonda geçirilen süreler (n=74). 

Bağımsız örneklem t testi uygulandı. ****p<0,0001. 
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Şekil 4.7. Anne kokusu tercih testinde yabancı zonda geçirilen sürelerin 

karşılaştırılması. K-Y: Kontrol grubu yavrularının yabancı zonda geçirdiği süreler, 

(n=50). V-Y: VPA grubu yavrularının yabancı zonda geçirdiği süreler (n=74). Bağımsız 

örneklem t testi uygulandı. **p<0,01.   
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Şekil 4.8. Anne kokusu tercih testinde anne kokusu tercih indekslerinin 

karşılaştırılması. K-İ= Kontrol grubu yavrularının maternal zonda geçirdiği sürenin 

yabancı zonda geçirdiği süreye oranı (n=48). V-İ= VPA grubu yavrularının maternal 

zonda geçirdiği sürenin yabancı zonda geçirdiği süreye oranı (n=74). Mann-Whitney 

testi kullanıldı. ***p<0,001.   
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4.1.7.1. Anne Kokusu Tercih Testi Erkek Yavruların Bulguları  

 Kontrol ve VPA grubunda erkek yavruların anne kokusu tercih testi bulgularına 

bakıldığında; erkek VPA grubu yavrularının erkek kontrollere göre maternal zonda 

daha az (p=0,002; t=3,212) vakit geçirdiği görülürken yabancı zonda geçirilen sürelerin 

benzer olduğu görüldü. Maternal zonda geçirilen süre yabancı zonda geçirilen süreye 

oranlandığında, VPA grubu erkek yavruların anne kokusu tanıma indeksleri kontrol 

grubuna göre düşük bulundu (p<0,05).  

M
a

te
r
n

a
l 

z
o

n
d

a
 g

e
ç

ir
il

e
n

 s
ü

r
e

 (
s

n
)

K E -M VE -M

0

1 0

2 0

3 0

4 0
* *

 

Şekil 4.9. Anne kokusu tercih testinde erkek yavruların maternal zonda geçirdiği 

sürelerin karşılaştırılması. KE-M: Kontrol grubu erkek yavrularının maternal zonda 

geçirdiği süreler (n=25). VE-M: VPA grubu erkek yavrulanın maternal zonda geçirdiği 

süreler (n=35). Bağımsız örneklem t testi uygulandı. **p<0,01. 
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Şekil 4.10. Anne kokusu tercih testinde erkek yavruların yabancı zonda geçirdiği 

sürelerin karşılaştırılması. KE-Y: Kontrol grubu erkek yavrularının yabancı zonda 

geçirdiği süreler (n=25).VE-Y: VPA grubu erkek yavrularının yabancı zonda geçirdiği 

süreler (n=35). Bağımsız örneklem t testi uygulandı.  
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Şekil 4.11. Anne kokusu tercih testinde erkek yavruların anne kokusu tercih 

indekslerinin karşılaştırılması. KE-İ: Kontrol grubu erkek yavrularının maternal 

zonda geçirdiği sürelerin yabancı zonda geçirilen süreye oranları (n=25). VE-İ: VPA 
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grubu erkek yavrularının maternal zonda geçirdiği sürelerin yabancı zonda geçirilen 

süreye oranları (n=27). Mann-Whitney testi uygulandı. *p<0,05. 

 

4.1.7.2. Anne Kokusu Tercih Testi Dişi Yavruların Bulguları 

 Anne kokusu tercih testinde VPA grubu dişi yavrular kontrol grubu dişi yavrularına 

göre maternal zonda daha az (p=0,0003, t=3,825) vakit geçirirken yabancı zonda daha 

fazla (p=0,0039; t=2,996) vakit geçirdi. Dişi yavruların maternal zonda geçirdiği süreler 

yabancı zonda geçirdiği sürelere oranlandığında, VPA grubu dişi yavrularının anne 

kokusu tercih indeksleri kontrol grubuna göre daha düşük bulundu (p=0,006).  

M
a

te
r
n

a
l 

z
o

n
d

a
 g

e
ç

ir
il

e
n

 s
ü

r
e

 (
s

n
)

K D -M VD -M

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

* * *

 

Şekil 4.12. Anne kokusu tercih testinde dişi yavruların maternal zonda geçirdiği 

sürelerin karşılaştırılması. KD-M: Kontrol grubu dişi yavrularının maternal zonda 

geçirdiği süreler (n=25). VD-M: VPA grubu dişi yavrularının maternal zonda geçirdiği 

süreler (n=39). Bağımsız örneklem t testi uygulandı. ***p<0,001. 
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Şekil 4.13. Anne kokusu tercih testinde dişi yavruların yabancı zonda geçirdiği 

sürelerin karşılaştırılması. KD-Y: Kontrol grubu dişi yavrularının yabancı zonda 

geçirdiği süreler (n=25). VD-Y: VPA grubu dişi yavrularının yabancı zonda geçirdiği 

süreler (n=39). Bağımsız örneklem t testi uygulandı. **p<0,01.
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Şekil 4.14. Anne kokusu tercih testinde dişi yavruların anne kokusu tercih 

indekslerinin karşılaştırılması. KD-İ: Kontrol grubu dişi yavrularının maternal zonda 

geçirdiği sürelerin yabancı zonda geçirdiği sürelere oranı (n=23). VD-İ: VPA grubu dişi 

yavrularının maternal zonda geçirdiği sürelerin yabancı zonda geçirdiği sürelere oranı  

(n=39). Mann-Whitney testi uygulandı. **p<0,01. 
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4.1.7.3. Anne Kokusu Tercih Testi Kontrol Grubu Bulgularında Cinsiyetin Etkisi 

 

 Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu dişi ve erkek sıçanları arasında maternal 

zonda geçirilen süreler, yabancı zonda geçirilen süreler ve maternal zonda geçirilen 

sürenin yabancı zonda geçirilen süreye oranı ile elde edilen anne kokusu tercih 

indeksleri arasında fark bulunmadı.  
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Şekil 4.15. Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu dişi ve erkek yavrularının 

maternal zonda geçirdiği sürelerin karşılaştırılması. KD-M: Kontrol grubu dişi 

yavrularının maternal zonda geçirdiği süreler (n=25). KE-M: Kontrol grubu erkek 

yavrularının maternal zonda geçirdiği süreler (n=25). Bağımsız örneklem t testi 

uygulandı.   
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Şekil 4.16. Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu dişi ve erkek yavrularının 

yabancı zonda geçirdiği sürelerin karşılaştırılması. KD-Y: Kontrol grubu dişi 

yavrularının yabancı zonda geçirdiği süreler (n=25). KE-Y: Kontrol grubu erkek 

yavrularının yabancı zonda geçirdiği süreler (n=25). Bağımsız örneklem t testi 

uygulandı.  
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Şekil 4.17. Anne kokusu tercih testinde kontrol grubu dişi ve erkek yavrularının 

anne kokusu tercih indekslerinin karşılaştırılması. KD-İ: Kontrol grubu dişi 

yavrularının maternal zonda geçirdiği sürelerin yabancı zonda geçirdiği süreye oranları 
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(n=23). KE-İ: Kontrol grubu erkek yavrularının maternal zonda geçirdiği sürelerin 

yabancı zonda geçirdiği süreye oranları (n=25). Mann-Whitney testi uygulandı. 

 

4.1.7.4. Anne Kokusu Tercih Testi VPA Grubu Bulgularında Cinsiyetin Etkisi 

 

 Anne kokusu tercih testinde VPA grubu dişi ve erkek sıçanları arasında maternal 

zonda geçirilen süreler, yabancı zonda geçirilen süreler ve maternal zonda geçirilen 

sürenin yabancı zonda geçirilen süreye oranı ile elde edilen anne kokusu tercih 

indeksleri arasında fark bulunmadı.  
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Şekil 4.18. Anne kokusu tercih testinde VPA grubu dişi ve erkek yavrularının 

maternal zonda geçirdiği sürelerin karşılaştırılması. VD-M: VPA grubu dişi 

yavruların maternal zonda geçirdiği süreler (n=39). VE-M: VPA grubu erkek 

yavrularının maternal zonda geçirdiği süreler (n=35). Bağımsız örneklem t testi 

uygulandı. 
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Şekil 4.19. Anne kokusu tercih testinde VPA grubu dişi ve erkek yavrularının 

yabancı zonda geçirdiği sürelerin karşılaştırılması. VD-Y: VPA grubu dişi 

yavrularının yabancı zonda geçirdiği süreler (n=39). VE-Y: VPA grubu erkek 

yavrularının yabancı zonda geçirdiği süreler (n=35). Bağımsız örneklem t testi 

uygulandı.    
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Şekil 4.20. Anne kokusu tercih testinde VPA grubu dişi ve erkek yavrularının 

anne kokusu tercih indekslerinin karşılaştırılması. VD-İ: VPA grubu dişi yavruların 

maternal zonda geçirdiği sürelerin yabancı zonda geçirdiği süreye oranları (n=39). VE-
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İ: VPA grubu erkek yavrularının maternal zonda geçirdiği sürenin yabancı zonda 

geçirdiği süreye oranları (n=27). Mann-Whitney testi uygulandı.    

 

4.2. Davranış Deneyleri Bulguları 

4.2.1. Üç Odacıklı Sosyal Etkileşim Testi Bulguları  

 Üç odacıklı sosyal etkileşim testinde; sosyal zonda geçirilen süre, sosyal olmayan 

zonda geçirilen süre ve sosyal zonda geçirilen sürenin sosyal olmayan zonda geçirilen 

süreye oranını ifade eden sosyallik indeksi parametreleri üzerinden deney 

hayvanlarının benzer yaş, tür ve cinsiyetteki başka bir hayvanla sosyal etkileşimi 

değerlendirildi.  

 Sosyal zonda (p<0,001) ve sosyal olmayan zonda {F(3,47)=6,914; p<0,001}  geçirilen 

süreler ve sosyallik indeksleri (p<0,01) karşılaştırıldığında gruplar arasında fark 

görüldü. VPA grubu hayvanları; sosyal zonda kontrol grubuna göre daha az vakit 

geçirirken (p=0,01) sosyal olmayan zonda kontrol grubu hayvanlarına göre daha fazla 

vakit geçirdi (p=0,003). VPA+DMF grubunda, sosyal zonda geçirilen süre VPA grubu 

hayvanlarına göre fazla bulunurken (p=0,02) sosyal olmayan zonda geçirilen süre, 

VPA grubundan düşüktü (p=0,01). Kontrol+DMF grubunda sosyal ve sosyal olmayan 

zonda geçirilen süreler kontrol grubuna benzerdi, sosyal zonda geçirilen süre VPA 

grubuna göre yüksek bulunurken (p=0,003) sosyal olmayan zonda geçirilen sürelerin 

de VPA grubuna göre düşük olduğu görüldü (p=0,002). Kontrol+DMF ve VPA+DMF 

grupları arasında sosyal ve sosyal olmayan zonda geçirilen süreler bakımından fark 

yoktu.  

 VPA grubu sosyallik indeksi değerlerinin kontrol grubuna göre daha düşük olduğu 

görüldü (p=0,015). VPA+DMF grubu (p=0,02) ve Kontrol+DMF grubu (p=0,004) 

sosyallik indeksi değerleri kontrol grubu ile benzer ve VPA grubuna göre yüksekti.   
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Şekil 4.21. Üç odacıklı sosyal etkileşim testinde sosyal  ve sosyal olmayan zonda 

geçirilen sürelerin karşılaştırılması. A. Sosyal zonda geçirilen sürelerin 

karşılaştırılması. B. Sosyal Olmayan zonda geçirilen sürelerin karşılaştırılması 

(Kontrol:n=15, VPA:n=15, Kontrol+DMF:n=8, VPA+DMF:n=13). Tek yönlü ANOVA 

testi ve post hoc Tukey testi uygulandı. *p<0,05, **p<0,01.  
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Şekil 4.22. Üç odacıklı sosyal etkileşim testinde sosyallik indekslerinin 

karşılaştırılması. Kruskal-Wallis testi ve post hoc Dunn’s testi uygulandı 

(Kontrol:n=15, VPA:n=15, Kontrol+DMF:n=8, VPA+DMF:n=13). *p<0,05, **p<0,01.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

4.2.2. Grooming Testi Bulguları 

 

 Stereotipik ve obsesif kompulsif davranış paternini değerlendirmek için yapılan 

grooming testinde gruplar arasında anlamlı fark bulunmadı.  
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Şekil 4.23. Kümülatif grooming sürelerinin karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA 

testi ve post hoc Tukey testi uygulandı (Kontrol:n=13, VPA:n=16, Kontrol+DMF:n=6, 

VPA+DMF:n=8).  
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4.2.3. Misket Gömme Testi Bulguları  

 Kompulsif benzeri davranış paterni değerlendirmesi için yapılan misket gömme 

testinde gruplar arasında anlamlı fark görülmedi. 
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Şekil 4.24. Misket gömme testinde toplam gömülü misket sayılarının 

karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulandı 

(Kontrol:n=13, VPA:n=11, Kontrol+DMF:n=6, VPA+DMF:n=8).  
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4.2.4. Yükseltilmiş Artı Testi Bulguları  

 Anksiyete değerlendirmek için yapılan yükseltilmiş artı testinde açık kolda geçirilen 

toplam süreler bakımından gruplar arasında anlamlı fark görülmedi.  
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Şekil 4.25. Yükseltilmiş artı testinde açık kolda geçirilen toplam sürelerin 

karşılaştırılması. Kruskal-Wallis testi ve post hoc Dunn testi uygulandı (Kontrol:n=18, 

VPA:n=19, Kontrol+DMF:n=14, VPA+DMF:n=9).  
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4.2.5. Açık Alan Testi Bulguları 

 Açık alan testinde; lokomotor aktiviteyi değerlendirmek için ölçülen katedilen mesafe  

ve anksiyete düzeyini değerlendirmek için ölçülen merkezde geçirilen süre bakımından 

gruplar arasında fark bulunmadı.  
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Şekil 4.26. Açık alan testinde toplam katedilen mesafelerin karşılaştırılması. Tek 

yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulandı (Kontrol:n=20, VPA:n=24, 

Kontrol+DMF:n=13, VPA+DMF:n=14).  
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Şekil 4.27. Açık alan testinde merkezde geçirilen sürelerin karşılaştırılması. Tek 

yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulandı (Kontrol:n=19, VPA:n=23, 

Kontrol+DMF:n=13, VPA+DMF:n=13). 
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4.3. Serebellum ve PFC Dokularında TAS, TOS ve OSİ Bulguları  

 Serebellumda yapılan TOS ölçümlerinde Tek yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey 

testi sonucu gruplar arasında istatistiksel anlamlılığa yetecek düzeyde fark yoktu 

(p=0,2). Ancak VPA grubunda TOS’un kontrole göre artma eğiliminde olduğu görülüp 

Bağımsız örneklem t testi yapıldığında VPA grubunda oksidatif stresin anlamlı olarak 

yüksek olduğu saptandı (p=0,04; t=2,56). Aynı şekilde VPA+DMF grubunda DMF’in 

TOS’u azaltma eğiliminde olduğu görülüp VPA ve VPA+DMF grubu TOS değerleri için 

Bağımsız örneklem t testi uygulandığında istatistiksel anlamlılığa ulaşmasa da bir 

eğilim olduğu gösterildi (p=0,06; t=2,163). Prefrontal kortekste TOS değerleri 

bakımından gruplar arasında anlamlı fark bulunmadı.  

 Serebellumda {F(3,13)=7,314; p=0,004} ve prefrontal kortekste {F(3,12)=5,772; 

p=0,011}   yapılan TAS ölçümlerinde gruplar arasında fark bulundu. VPA grubunda 

kontrole göre antioksidan yanıtın düşük olduğu görüldü (p=0,004). VPA+DMF grubu 

TAS değerleri ile kontrol grubu TAS değerleri benzerdi. DMF uygulamasının 

Kontrol+DMF grubunda kontrole göre anlamlı düzeyde TAS’ı azalttığı görüldü 

(p=0,009). Serebellumla benzer şekilde prefrontal kortekste de VPA grubunda kontrole 

göre antioksidan yanıt azaldı (p=0,01). VPA+DMF grubu TAS değerleri ile kontrol 

grubu TAS değerleri arasında fark yoktu. Kontrol+DMF grubunda kontrole göre TAS 

düşük bulundu (p=0,02). 

 Oksidan durumun antioksidan duruma oranı (TOS/TAS) ile hesaplanan oksidatif stres 

indeksleri (OSİ) bakımından gruplar arasında fark yoktu. Fakat hem serebellumda hem 

de prefrontal kortekste VPA grubunda, kontrole göre OSİ’nin artma eğiliminde olup 

DMF uygulaması sonucu VPA+DMF ve Kontrol+DMF gruplarında azalma eğiliminde 

olması şeklindeki benzer paternler dikkat çekmektedir.  
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Şekil 4.28. Serebellum ve PFC’de total oksidan status (TOS) ve total antioksidan 

status (TAS) ölçümlerinin karşılaştırılması. a. Serebellumda TOS ölçümlerinin 

karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulanmıştır (n=4-

5) b. Prefrontal kortekste TOS ölçümlerinin karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA testi 

ve post hoc Tukey testi uygulanmıştır (n=2-5). c. Serebellumda TAS ölçümlerinin 

karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulanmıştır (n=4-

5). d. Prefrontal kortekste TAS ölçümlerinin karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA testi 

ve post hoc Tukey testi uygulanmıştır (n=3-5) *p<0,05, **p<0,01. 
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Şekil 4.29. Serebellum ve PFC’de oksidatif stres indekslerinin karşılaştırılması. 

a. Serebellum oksidatif stres indekslerinin (OSİ) karşılaştırılması. Tek yönlü 

ANOVA testi ve post hoc Tukey testi uygulanmıştır (n=3-5). b. Prefrontal korteks OSİ 

değerlerinin karşılaştırılması. Tek yönlü ANOVA testi ve post hoc Tukey testi 

uygulanmıştır (n=2-5).  
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4.4. Serebellum ve PFC Dokularında ELISA Bulguları 

 

4.4.1. TNFα ELISA Bulguları 

 

 Serebellum ve PFC’de TNFα düzeyleri açısından gruplar arasında anlamlı fark 

bulunmadı. 
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Şekil 4.30. Serebellum ve PFC’de TNFα düzeylerinin karşılaştırılması. A. 

Serebellum TNF alfa düzeyleri. Tek yönlü ANOVA ve post-hoc Tukey testi uygulandı 

(n=2-5). B. Prefrontal korteks TNF alfa düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve post-

hoc Tukey testi uygulandı (n=2-4). 
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4.4.2. İL-6 ELISA Bulguları  

 Serebellumda ve prefrontal korktekste İL-6 düzeyleri açısından gruplar arasında fark 

bulunmadı. 

 

 

Şekil 4.31. Serebellum ve PFC’de İL-6 düzeylerinin karşılaştırılması. 

A. Serebellum İL-6 düzeyleri. Kruskal-Wallis testi ve post-hoc Dunn’s testi uygulandı 

(n=5). B. Prefrontal korteks İL-6 düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc 

Tukey testi uygulandı (n=5). 
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4.4.3. MCP1/CCL2 ELISA Bulguları  

 Serebellumda ve prefrontal kortekste MCP1/CCL2 düzeyleri açısından gruplar 

arasında anlamlı fark bulunmadı. 
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Şekil 4.32. Serebellum ve PFC’de MCP1/CCL2 düzeylerinin karşılaştırılması. 

A. Serebellum MCP1/CCL2 düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc Tukey 

testi uygulandı (n=5). B. Prefrontal korteks MCP1/CCL2 düzeyleri. Kruskal-Wallis 

testi ve Dunn’s testi uygulandı (n=4-5). 
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4.4.4. TGFβ1 ELISA Bulguları 

 

 Serebellum ve PFC’de TGFβ1 düzeyleri açısından gruplar arasında anlamlı fark 

bulunmadı. 
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Şekil 4.33. Serebellum ve PFC’de TGFβ1 düzeylerinin karşılaştırılması. 

A. Serebellum TGFβ1 düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc Tukey testi 

uygulandı (n=5) B. Prefrontal korteks TGFβ1 düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve 

post-hoc Tukey testi uygulandı (n=3-5).  
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4.4.5. GFAP ELISA Bulguları 

 Serebellumda ve prefrontal korktekste GFAP düzeyleri açısından gruplar arasında 

anlamlı fark bulunmadı. 
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Şekil 4.34. Serebellum ve PFC’de GFAP düzeylerinin karşılaştırılması. A. 

Serebellum GFAP düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc Tukey testi 

uygulandı (n=5). B. Prefrontal korteks GFAP düzeyleri. Tek yönlü ANOVA testi ve 

post-hoc Tukey testi uygulandı (n=4-5).  
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5. TARTIŞMA 

 

5.1. Prenatal VPA Maruziyetinin Fiziksel Gelişim ve Sensorimotor Beceriler 

Üzerine Etkisi 

 

 Çalışmamızda VPA grubu ve kontrol grubunda aynı cinsiyetteki yavrular arasında 

vücut ağırlığı ve boy uzunluğu değerleri bakımından fark görülmedi. Başka bir 

çalışmada bulgularımızla uyumlu şekilde VPA ile indüklenen OSB modelinde prenatal 

(12.5, 14 ve 21. günler) ve postnatal (33. haftaya kadar) yapılan vücut ağırlığı takibinde 

hem dişi hem erkek yavrularda kontrole göre fark görülmemiştir [210]. Ancak prenatal 

VPA maruziyeti olan yavrularda 6 ay boyunca vücut ağırlığı takibi yapılan bir diğer 

çalışmada postnatal 23. günden itibaren VPA grubu vücut ağırlığının kontrole göre 

düşük olduğu bildirilmiştir [211]. Literatürde VPA ile indüklenen OSB modelinde fiziksel 

gelişim parametreleri ile ilgili çelişkili sonuçlar mevcuttur. OSB’li bireylerde erken 

adölesan dönemde boy uzunluğu ve vücut ağırlığının kontrole göre değişmediği 

gösterilmiştir [212], çalışmamızdaki bulgular insan verileriyle de uyumludur.  

 OSB’li infant ve çocukların motor gelişimlerinin değerlendirildiği birçok çalışmada 

tutarlı bir biçimde kaba ve ince motor becerilerde gerilik olduğu bildirilmiştir [213-218] 

Çalışmamızda; doğrulma refleksinin VPA grubu dişilerinde, kontrol grubu dişi ve 

erkeklerine göre daha geç kazanıldığı görüldü. Bu durum VPA ile indüklenen OSB 

modelinde dişilerde motor becerilerin kontrole göre geri olduğunu göstermektedir. 

Ancak VPA grubu erkeklerinde kontrole göre fark görülmedi. Prenatal VPA maruziyeti, 

doğrulma refleksinin dışındaki nörogelişimsel reflekslerin kazanılması ve göz açılması 

bakımından gecikmeye neden olmadı. Belirli günlerde yapılan ve nörogelişimsel 

reflekslerin değerlendirildiği negatif geotaksi, yürüme ve doğrulma testlerini 

tamamlama süreleri bakımından gruplar arasında fark bulunmadı. Literatürde VPA ile 

indüklenen OSB modelinde, nörogelişimsel refleks testlerinde OSB modeli grubu 

bulgularının kontrole benzer olduğu görülen çalışmalar da mevcuttur [211,219,220]. 

Prenatal VPA maruziyetinin fiziksel ve sensorimotor gelişime etkisinin araştırıldığı bir 

çalışmada dişi ve erkek sıçanların gelişimsel gidişatının VPA maruziyeti sonucu farklı 

etkilendiği bildirilmiştir [219]. Prenatal VPA maruziyeti olan dişi hayvan bulgularımız 

OSB’li bireylerde görülen motor becerilerde gelişim geriliğini yansıtacak şekilde insan 
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verileriyle uyumludur. Prenatal VPA maruziyeti motor beceriler bakımından cinsiyete 

bağımlı değişiklik gösteriyor olabilir. Bulgularımıza göre VPA ile indüklenen OSB 

modeli dişilerde OSB’ye eşlik eden motor becerilerde bozulmayı araştırmak için uygun 

bir modeldir.   

5.2. Dimetil Fumaratın Sosyal Etkileşim Bozukluğu Üzerine Etkisi ve İlgili 

Mekanizmalar 

 Sosyal davranışlar, iki türdeş canlı arasındaki herhangi bir iletişim ve/veya etkileşim 

yöntemi olarak tanımlanabilir ve tek hücreli mikroorganizmalardan insanlar kadar 

kompleks türlere kadar gözlenmektedir [221,222]. Rekabete dayalı veya işbirlikçi 

sosyal davranışlar; türün sağlığı, hayatta kalması ve üreyebilmesi için gereklidir. 

Sosyal etkileşimler; feromonal, olfaktör, görsel, işitsel ve somatosensöriyel duyulardan 

gelen girdilerin algılanıp işlenmesi ve bireyin duygudurumu, deneyimleri gibi içsel 

faktörleri de içeren tüm bileşenler arasındaki dinamik, karşılıklı geri bildirime dayalı 

davranışların oluşturulmasıyla anlık olarak şekillendirilmektedir (Bkz. Şekil 5.1).  

Uygunsuz zaman ve ortamda ya da uygunsuz yoğunlukta sergilenen sosyal 

davranışlar, hem bireyler hem de bireyin dahil olduğu sosyal grup üzerinde olumsuz 

etkiler yaratabilir [223]. Sosyal işlevlerdeki patolojinin en belirgin olduğu nörogelişimsel 

bozuklardan biri otizm spektrum bozukluğudur [4].  
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Şekil 5.1. Duyusal girdilerin sosyal bağlamlarda sosyal davranışsal kararlara 

dönüştürülmesi-Chen ve ark. [223]’dan alınmıştır. 

  Çalışmamızda; VPA ile indüklenen OSB modelinde sosyal keşif davranışının 

değerlendirilmesi için 3 odacıklı sosyal etkileşim testi kullanıldı [202]. VPA grubunda 

sosyal zonda geçirilen sürenin ve sosyallik indeksinin kontrole göre azaldığı görüldü. 

Prenatal VPA maruziyetinin hem bu çalışmada kullanılan SD türü sıçanlarda ve 400 

mg/kg dozunda hem de farklı türlerde ve dozlarda deney hayvanlarında sosyal 

etkileşimi bozduğu gösterilmiştir [194,203,211]. 
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 OSB tedavisinde umut vadeden bir bulgu olarak olarak sıçanlarda adölesan 

dönemden başlanarak (30. gün) 5 hafta boyunca oral DMF uygulaması, VPA 

grubundaki sosyal etkileşim bozukluğunu geri döndürdü. VPA+DMF grubu ile kontrol 

grubu arasında sosyal zonda geçirilen süre ve sosyallik indeksi bakımından fark 

görülmedi. Dimetil fumaratın sosyal etkileşim bozukluğu üzerindeki terapötik 

etkisi ilk defa çalışmamızda gösterildi.  

 Hipotezlerimizde yer alan DMF’in OSB fenotipindeki olası terapötik etki 

mekanizmasını açıklamaya yönelik yapılan kolorimetrik ölçüm ve ELISA bulguları 

incelendiğinde TAS, TOS ve OSİ değerleri dikkat çekmektedir. VPA grubunda hem 

serebellum hem de PFC’de TAS’ın azaldığı ve DMF uygulamasının prenatal VPA 

maruziyeti olan hayvanlarda TAS’ı yükselterek kontrole benzer değerlere getirdiği 

görüldü.  Literatürde OSB’li bireylerde antioksidan uygulamalarının OSB 

semptomlarını iyileştirdiği gösterilmiştir [224].  Aynı zamanda VPA ile indüklenen OSB 

modelinde de astaxanthin, resveratrol gibi antioksidanların sosyal eksiklikleri 

iyileştirdiği gösterilmiştir [168,225]. Ancak bu konudaki çalışmalar sınırlıdır ve sonuçları 

oldukça heterojendir. Dimetil fumarat OSB’deki yetersiz antioksidan yanıtı 

güçlendirerek sosyal etkileşim bozukluğunu iyileştiriyor olabilir. İlginç bir bulgu 

olarak DMF uygulaması hem serebellum hem de PFC’de VPA grubunda TAS’ı 

artırırken Kontrol+DMF grubunda azalttı. 

 Henüz çok sınırlı olsa da DMF’in HDAC ekspresyonunu düzenleyici rolü olduğunu 

gösteren çalışmalar mevcuttur [226,227]. DMF’in VPA ile indüklenen OSB modelinde 

sosyal defisitleri geri döndürmesinde epigenetik mekanizmaların da etkisi olabilir. 

  5.3. VPA ile İndüklenen OSB Modelinde İnfant Dönemde Sosyal Becerilerin 

Değerlendirilmesi 

 

  Sosyal davranışların belirlenmesinde duyusal girdilerden biri de olfaktör uyarılardır. 

Deney hayvanlarında sütten kesilme öncesi sosyal tanıma, bağlanma gibi sosyal 

becerilerin değerlendirilmesi için anne kokusu tercih testi kullanılmaktadır [198,200]. 

Sosyal defisitler gösteren μ reseptörü knock-out farelerde kontrole göre tanıdık anne 

talaşı üzerinde geçirilen sürenin azaldığı gösterilmiştir. Bununla birlikte annelerinden 

ayrılıp temiz talaşa bırakıldıklarında yüksek frekanslı ultrasonik vokalizasyonların 

kontrole göre daha düşük sayıda olduğu ve sonrasında anne talaşına alındıklarında 
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kontrol grubunda azalan ultrasonik vokalizasyonların bu hayvanlarda azalmadığı 

görülmüştür [200]. Prenatal 12,5. günde SC 600 mg/kg VPA enjeksiyonu yapılan 

farelerde anne kokusu tercih testinde kontrolün aksine maternal zonda geçirilen 

sürenin artmadığı, bu sürenin yabancı zonda geçirilen süre ile benzer olduğu 

görülmüştür [201]. Anne kokusu tercih testi bulgularımızda literatürle uyumlu şekilde 

VPA grubu yavrularının maternal zonda geçirdiği sürenin ve anne kokusu tercih 

indeksinin kontrole göre azaldığı görüldü. Bu farklılık hem dişi hem erkek yavrularda 

tekrarlandı ve bulgularda cinsiyete bağlı bir değişiklik olmadığı görüldü. Bulgularımız 

cinsiyete bağlı değişiklik olmadığının gösterilmesi bakımından anne kokusu tercih testi 

için özgündür. VPA ile indüklenen OSB modelinde; sosyal etkileşim değerlendirmede 

en sık kullanılan testlerden biri olan 3 odacıklı sosyal etkileşim testinde cinsiyete özgü 

farklılıklar görülmesine ve  modelin erkeklerde daha başarılı olduğu bildirilmesine 

rağmen [195] çalışmamızda anne kokusu tercih testinde her iki cinsiyette de anne 

kokusu tanıma indeksinin ve maternal zonda geçirilen sürenin kontrole göre azalması, 

dişilerde infant döneminde mevcut olan sosyal eksikliklerin adölesan dönemde ve 

yetişkinlikte kompanse ediliyor olabileceğini düşündürmektedir. Aynı zamanda VPA 

grubu erkek hayvanlarında maternal zon ile yabancı zon arasında geçirilen sürenin 

benzer olması bu hayvanlarda yabancı kokularla tetiklenen anksiyete yanıtının infant 

döneminde zayıf olduğunu göstermektedir. VPA grubu erkeklerinde yetişkinlik 

döneminde yapılan yükseltilmiş artı ve açık alan testlerinde de anksiyete artışı lehine 

bulgu saptanmadı.   

5.4. VPA ile İndüklenen OSB Modelinin ve DMF’in Nöroinflamatuar Belirteçlere 

Etkisi 

 

 Çalışmamızda hem serebellum hem de PFC’de proinflamatuar sitokinlerden TNFα, 

İL-6, MCP1/CCL2 düzeylerinde ve antiinflamatuar sitokin TGFβ1 seviyesinde gruplar 

arasında fark bulunmadı. Hem prenatal VPA maruziyeti hem de adölesan dönemden 

başlanıp yetişkinliğe kadar yapılan DMF uygulaması serebellum ve PFC’de ölçülen 

nöroinflamatuar belirteçleri etkilemedi. 

 İnsan verilerine bakıldığında; OSB’li bireylerden alınan postmortem beyin dokularında 

singulat korteks ve serebellumda belirgin MCP1 artışı görülürken medial frontal girusta 

kontrole göre fark bulunmamıştır. OSB’li bireylerde BOS incelemesinde de kontrole 
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göre MCP1 düzeylerinin arttığı saptanmıştır [92]. Başka bir çalışmada kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında OSB'li çocuklardan alınan plazma örneklerinde MCP-1, RANTES 

ve eotaksin düzeylerinde artış gözlenmiş ve artan kemokin üretimi, davranış 

ölçeklerinde daha yüksek anormal davranış puanları ve daha fazla bozulmuş 

gelişimsel ve adaptif işlevle ilişkili bulunmuştur [228]. Çalışmamızda serebellumda 

gruplar arasında fark bulunmamasının nedeni VPA ile indüklenen OSB modelinde 

veya modelin oluşturulma koşullarında bu kemokinin üretiminin tetiklenmemesi olabilir. 

Dönemsel olarak seviye farklılıkları olsa da serebellum ve PFC dokularının alındığı 

yetişkinlik döneminde fark görülmüyor olabilir. Çalışmamızda PFC’de MCP1/CCL2 

düzeylerinin gruplar arasında benzer olması literatürle uyumludur.  

 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 girus, anterior singulat korteks ve serebellumda TGFβ1 düzeylerinin 

kontrole göre belirgin arttığı gözlenmiştir. Aynı çalışmada OSB’li bireylerden alınan 

BOS örneklerinde TGFβ1 düzeylerinde anlamlı artış görülmüştür [92]. Literatürde 

OSB’de inflamatuar ve anti inflamatuar sitokin düzeyleri ile ilgili sonuçlar tutarlı değildir. 

Çalışmamızda TGFβ1 düzeylerine bakıldığında serebellum ve PFC’de kontrolle VPA 

grubu arasında fark görülmemesi ölçümlerin yetişkinlik döneminde yapılmasına ve 

modeli oluştururken uygulanan VPA dozuna bağlı olabilir.  

 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]. GFAP 

artışı ile daha fazla sitokin salıverilmesine neden olabilecek astrogliozis ve reaktif 

hasar arasında korelasyon olduğu bildirilmiştir [92,102]. OSB’li bireylerde beynin farklı 

bölgelerinde GFAP gen ekspresyonuna ilişkin veriler tartışmalıdır. Bazı çalışmalar PFC 
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ve serebellumda GFAP gen ekspresyonunun up-regüle olduğunu bildirirken, diğerleri 

OSB beyinlerinde anterior singulat korteks ve anterior prefrontal kortekste GFAP gen 

ekspresyonunda önemli bir değişiklik olmadığını bildirmektedir [103,104,236,237]. 

Prenatal 12,5. günde 600 mg/kg ip VPA enjeksiyonu ile OSB modeli oluşturulmuş 

Wistar sıçanlarda; postnatal 30. günde medial PFC ve primer somatosensoriyel 

kortekste astrosit sayısında ve GFAP sayısında artış gösterilmiştir [238]. Bizim 

çalışmamızda GFAP protein seviyesi bakımından gruplar arasında fark 

bulunmamasının nedeni VPA dozu ve deney hayvanı türü farklılığına ek olarak 60-70 

günlük yetişkin yavrulardan alınan serebellum ve PFC dokularında protein düzeyi 

ölçümü yapılması olabilir.  

5.5. VPA ile İndüklenen OSB Modelinde Tekrarlayıcı Davranışların 

Değerlendirilmesi ve Tekrarlayıcı Davranışlarda DMF Etkisi 

 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 

semptomlarını gösteren yaygın olarak kabul edilmiş bir deneysel modeli yoktur. 

Dolayısıyla modeller OSB’nin belirli patolojilerini araştırmak üzere kullanılabilmektedir. 

VPA ile indüklenen OSB modeli sosyal etkileşim bozukluklarının patofizyolojisini 

araştırmaya uygun olsa da VPA’nın bu dozunda ve bu tür sıçanlarda tekrarlayıcı 

davranışlar üzerine araştırma yapmak için uygun görünmemektedir. VPA bu dozda ve 

bu türde tekrarlayıcı davranışların ortaya çıkmasında temel bileşenlerden biri olarak 

kabul edilen kortiko-striatal-talamo-kortikal devrelerde semptomatik düzeyde değişiklik 

yapmıyor olabilir [239,240]. Bu konuda ek çalışmalara ihtiyaç vardır.  

 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.   
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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 

arasında fark görülmedi. Sensorimotor gelişimi takip etmek amacıyla yapılan 

doğrulma, yürüme ve negatif geotaksi testlerinde de VPA grubu erkek hayvanları ve 

kontrol grubu hayvanları arasında fark görülmemesi prenatal VPA maruziyetinin hem 

infant dönemde hem de erişkin dönemde erkeklerde lokomotor aktiviteyi 

değiştirmediğini göstermektedir. Dimetil fumarat uygulamasının da kontrol ve VPA 

grubu hayvanlarında lokomotor aktivitede anlamlı düzeyde değişiklik yapmadığı 

görüldü.   

   5.7. VPA ile İndüklenen OSB Modelinde Komorbidite Değerlendirilmesi ve 

DMF’in Komorbid Durumlara Etkisi 

 

 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 

değerlendirme yapmak için açık alan testi uygulandı. Yükseltilmiş artı testinde açık 

kolda geçirilen süreler bakımından gruplar arasında fark bulunmadı. Aynı zamanda 

OSB’ye sık eşlik eden obsesif kompulsif bozukluk araştırmalarında da temel testlerden 

biri olan misket gömme testinde gömülü misket sayıları bakımından gruplar arasında 

fark görülmedi [4,205]. Açık alan testinde merkezde geçirilen sürenin anksiyete düzeyi 

arttıkça azaldığı bilinmektedir [242]. Açık alan testinde merkezde geçirilen sürelere 

bakıldığında da gruplar arasında fark görülmedi. Özgün bir bulgu olarak dimetil 

fumaratın da VPA ve kontrol grubu hayvanlarında anksiyete ve kompulsif davranışlar 

bakımından belirgin etki yapmadığı görüldü. Tüm bu bulgular bu dozda ve bu tür 

hayvanlarla yapılan VPA ile indüklenen OSB modelinin; anksiyete ve kompulsif 

davranışlar gibi komorbid durum semptomlarını belirgin olarak yansıtmadığını ve bu 

durumların araştırılması için uygun bir model olmadığını göstermektedir. 
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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  gösterildi. Dişi hayvanlarda yetişkinlik 

döneminde sosyal defisitin ve komorbid durumların araştırılması için davranış 

deneylerinin yapılmaması ve mekanizmanın anlaşılması yönünde protein 

düzeyi ölçümlerinin yapılmaması nedeniyle dişilerde sosyal etkileşim 

bozukluğunun seyri değerlendirilemedi.  

 

• 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. 
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7. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

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 göstermektedir. Ancak VPA grubu erkeklerinde kontrole göre fark 

görülmedi. Prenatal VPA maruziyeti motor beceriler bakımından cinsiyete bağlı 

değişiklik gösteriyor olabilir. Bulgularımıza göre VPA ile indüklenen OSB modeli 

dişilerde OSB’ye eşlik eden motor becerilerde bozulmayı araştırmak için uygun 

bir modeldir. 

 

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 kontrole göre yüksek olması yabancı kokularla 

anksiyetenin artmadığını göstermektedir.  

 

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 devam eden 100 mg/kg/gün oral DMF 

uygulaması antioksidan yanıtı güçlendirerek sosyal etkileşim bozukluğunu geri 

çevirdi. Serebellum ve PFC’de Nrf2 aktivasyonunun ölçülmesi DMF’in sosyal 

defisitler üzerindeki terapötik etki mekanizması yönündeki bulgularımızı 

destekleyebilir. Aynı zamanda bir HDAC inhibitörü olduğu bilinen VPA’nın 

prenatal maruziyeti sonucu oluşan etkileri geri çevirmede, bulgular henüz çok 

sınırlı olsa da DMF’in HDAC ekspresyonu üzerindeki düzenleyici rolünün de 

etkisi olabilir. VPA ve DMF’in HDAC üzerine etkilerinin moleküler ve davranışsal 

sonuçlarını kapsayan araştırmalar OSB’nin patofizyolojisinde epigenetik 

mekanizmaların aydınlatılmasına katkı sağlayabilir.   
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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.  

 

6. Hem prenatal VPA maruziyeti hem de adölesan dönemden başlanıp yetişkinliğe 

kadar yapılan DMF uygulaması yetişkin sıçanlardan alınan serebellum ve PFC 

dokularında nöroinflamatuar belirteç düzeylerini değiştirmedi.  

 

7. VPA ile indüklenen OSB modeli VPA’nın bu dozunda ve bu tür sıçanlarda 

grooming artışına neden olmadı. Çalışmamızda oluşturulan OSB modeli 

tekrarlayıcı davranışlarda artış üzerine araştırma yapmak için uygun 

görünmemektedir. Prenatal VPA maruziyeti sonucu kortiko-striatal-talamo-

kortikal devrelerde meydana gelen yapısal ve fonksiyonel değişiklerin, 

tekrarlayıcı davranışların arttığı bildirilen diğer OSB modelleri ile karşılaştırıldığı 

ileri çalışmalar bu konuya ışık tutabilir.   

 

8. VPA ile indüklenen OSB modelinde erkeklerde hem infant dönemde hem de 

yetişkinlik döneminde lokomotor aktivitede belirgin değişiklik olmadı. Lokomotor 

aktivitenin değişmemesi; belirli alanda geçirilen sürelerin ölçüldüğü anne 

kokusu tercih testi, 3 odacıklı sosyal etkileşim testi, yükseltilmiş artı testi gibi 

davranış deneyi sonuçlarının motor defisitlerden etkilenmediğini gösterir ve 

bulguların validasyonu bakımından olumludur.    

 

9. Çalışmamızda VPA ile indüklenen OSB modelinde anksiyete düzeyinde ve 

kompulsif davranışlarda değişiklik görülmedi. Prenatal VPA maruziyetinin; 

bazolateral amigdala, santral amigdala, medial PFC’nin prelimbik alanı, ventral 

tegmental alan gibi anksiyete ilişkili olduğu bilinen beyin bölgelerinde 

oluşturduğu yapısal ve fonksiyonel değişikliklerle ilgili bulgular sınırlıdır ve ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır.  

 

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 ve anksiyetede değişikliğe neden olmadığı ancak sosyal 

etkileşimi iyileştirici yönde belirgin etkisinin varlığı gösterildi. 
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