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ÖZET 

Ünal D. Otizm Spektrum Bozukluğunda Nöroinflamasyonun Sinaptik Plastiklik 

Üzerine Etkileri, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Temel 

Nörolojik Bilimler (Neuroscience) Programı, Doktora Tezi,Ankara, 2024. Otizm 

spektrum bozukluğu (OSB) etyopatogenezinde nöroinflamasyonun yer aldığına dair 

bulgular elde edilmiştir. Bununla birlikte nöroinflamasyonun nasıl bir mekanizma 

üzerinden OSB tablosunu ortaya çıkarabildiği açık değildir. Bu tez çalışmasında 

antiinflamatuvar nitelikteki M2 tip mikroglialarla proinflamatuvar nitelikteki M1 tip 

mikroglialar arasındaki dengenin bozulduğunu, buna bağlı olarak dendritik 

budanmanın azaldığını, dolayısıyla sinaptik yoğunluğun arttığını; bunun sonucunda 

OSB belirtilerinin ortaya çıktığını hipotez ettik. Çalışmamızda OSB, farelerde maternal 

immün aktivasyon (MİA) ile modellenmiştir. MİA modeli gebeliğin 11,5. ve 12,5. 

günlerinde sentetik çift zincirli RNA Poly (I:C) uygulamasıyla gerçekleştirilmiştir. Bu 

annelere doğan yavrular birinci ayda davranış testleri (üç bölmeli sosyalleşme testi 

yeni nesne tanıma testi ve bilye gömme testi) ile değerlendirilmiştir. Beyin kesitlerinde, 

medyal prefrontal korteks (PFK), hipokampus, striatumda kalınlık ölçümleri yapılmıştır. 

PFK’da yapılan immünohistokimyasal işaretlemelerde mikroglialar Iba1, M1 tip 

mikroglialar CD86 ve M2 tip mikroglialar Ym1 antikoruyla işaretlenmiştir. Poly (I:C) 

uygulanan gebelerin yavrularının davranışlarında OSB’nin farklı klinik görünümleriyle 

uyumlu spektrumsal bir dağılım gözlenmiştir: Bir grup farede sosyal defisitler daha 

belirginken, diğer grupta stereotipik davranışlarda artış görülmüştür. Böylece, kontrol 

(PBS) grubu, stereotipik davranış baskın Poly (I:C) grubu ve sosyal defisit baskın Poly 

(I:C) grubu olarak 3 ayrı grup oluşturulmuştur. Hipokampusun kalınlığı stereotipik 

davranış baskın Poly (I:C) grubunda diğer iki gruba göre artmış bulunmuştur. 

Hipokampus kalınlığı ile stereotipik davranış ve striatum kalınlığı ile öğrenme skorları 

arasında pozitif korelasyon saptanmıştır. Hipokampus kalınlığının striatum kalınlığı 

ile pozitif korelasyonu olduğu görülmüştür. Iba-1, Ym-1, CD86 ile işaretlenen 

mikroglia sayısı gruplar arasında değişmemiştir. Sinaptik çıkıntı sayımı teknik 

aksaklıklar nedeniyle tamamlanamamıştır. 

Anahtar Kelimeler: Otizm, nöroinflamasyon, maternal immun aktivasyon, mikroglia, 
sinaptik budanma 

Bu araştırma Hacettepe Üniversitesi BAP (18547) tarafından desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 
 

Ünal D. The Effects Of Neuroinflamation On Synaptic Plasticity In Autism 

Spectrum Disorders, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences 

Basic Neurological Sciences (Neuroscience) Program, Doctor of Philosophy 

Thesis, Ankara, 2024. Neuroinflamation has been found to be related with Autism 

Spectrum Disorder (ASD) However, it is not clear how neuroinflamation causes 

autism symptoms as a mechanism. In our study, it is aimed to undertand the role of 

neuroinflamation in the pathophysiology of ASD by using a Poly (I:C) Maternal 

Immun Activiation (MIA) Model. We hyphothesized that M2 microglia phenotype 

would be seen more than M1 phenotype, due to the less synaptic pruning and, ASD 

related behaviours would be seen as a result of the increase in synaptic density. 

Behavioral tests assessing social behaviour, repetetive behaviour and learning were 

held in the first postnatal month. The generation of the Poly (I:C) injected 

mothers showed the socialization deficits dispersed as a spectrum as seen in the 

clinic. Thus, three separate groups were formed: the control (PBS) group, the 

stereotypic behavior movement-dominant Poly (I:C) group, and the social deficit- 

dominant Poly (I:C) group. Afterwards animals were sacrificed and sagittal brain 

sections were analyzed. Regional thickness was measured for assessing synaptic 

pruning process in the medial prefrontal cortex, hippocampus, and striatum, which 

are known to be associated with ASD. Hippocampus was the only thicker region in 

stereotypic behaviour-dominant Poly (I:C) group. Also hippocampus thickness 

positively correlated with stereotypic behaviour. Striatum thickness was positively 

correlated with learning scores. The groups did not differ in terms of microglial 

number determined by Iba-1, Ym-1, CD86 labeling. Dendiritic spine number 

counting  process  could  not  be  completed  due  to  technical  problems. 

Keywords: Autism Spectrum Disorder, neuroinflammation, maternal immun 

activation, synaptic pruning 

This study was supported by Hacettepe University Coordinatorship of Scientific 

Research Projects (18547). 
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1 GİRİŞ 

Otizm spektrum bozukluğu (OSB), sosyal–iletişimsel alanda belirgin 

yetersizlik ve sınırlı, tekrarlayıcı davranışlar ile karakterize, dünya çapında yaklaşık 

%1,7 (59 çocukta bir) sıklığında görülen nörogelişimsel bir bozukluktur (1). 

Erkeklerde kızlardan daha sık görülmekle birlikte, belirtilerin görünümü ve şiddeti, 

bireyin gelişim seviyesi, kronolojik yaşa göre farklılıklar göstermektedir. Erken 

başlangıç ve belirtilerin kronik seyri hem birey hem toplum için önemli maddi manevi 

sorunlar oluşturan, şu an için bilinen tedavisi olmayan bir bozukluktur. Müdahaleler, 

rehabilitasyonu sağlamak, ek psikiyatrik sorunları gidermek düzeyindedir. 

OSB etiyolojisi henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Bilinen genetik bir 

değişiklikle ilişkisi gösterilemeyen ve sendromik olmayan olgularda, yine genetik bir 

zeminde, prenatal veya postnatal dönemde çevresel etkenlerin etkileşimiyle 

bozukluğun oluşmuş olabileceği düşünülmektedir (2). Hem tedavi edici hem koruyucu 

müdahale seçeneklerinin gündeme gelebilmesi için bozukluğun altında yatan 

mekanizmaların aydınlatılmasına ihtiyaç vardır. 

OSB’li bireylerde, OSB belirtilerinin ortaya çıkış döneminde kafa çevresinde, 

beyin hacminde, kortikal nöron sayısında artış görüldüğü birçok çalışmada 

gösterilmiştir (3, 4). Kortikal aşırı kalabalık nöron popülasyonlarının, sosyal ve dil 

becerilerini düzenleyen temporal bölge ve amigdala ilişkili devrelerin oluşumunu 

bozduğu ileri sürülmüştür (5, 6). Ölüm ardı çalışmalarda OSB’li bireylerin beyin 

ağırlığının kontrollere göre fazla olduğu, özellikle medyal prefrontal korteks (PFK) ve 

dorsolateral PFK kalınlığında ve nöron ve kalınlık artış olduğu gösterilmiştir (4). 

Bunun yanısıra OSB’li bireylerin beyinlerinin ölüm ardı incelemelerinde serebellum, 

amigdala ve striatumun hücresel yoğunluğunda değişim bildirilmiştir (7). OSB’li 

bireylerde yapılan yapısal ve fonksiyonel nörogörüntüleme çalışmalarını gözden 

geçiren analizlerde PFK alt alanları, bazal ganglionlar (kaudat çekirdek ve putamen), 

hipokampus, görme korteksi, sensörimotor korteks, serebellum ve talamus OSB 

belirtileri ile ilişkili bulunmuştur (8, 9). Inbred bir tür olan ve doğal OSB modeli olarak 

kabul edilen BTBRT+tf/J farelerde postnatal yedinci günde kortikal kalınlıkta artış 

olduğu gösterilmiştir (10). Nörogörüntüleme ile doku incelemesinin beraber yapıldığı 

bir çalışmada da,  BTBRT+tf/J farelerde kontrollere göre medyal PFK ve insulada 
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kortikal kalınlıkta artış tespit edilmiştir (11). Bu veriler OSB’de sinaptik budanma 

sürecinde aksama olduğunu düşündürmekle birlikte (Şekil 1-1), bu aksamaya neden 

olan mekanizmalara dair halen yeterince veri yoktur. 

Son yıllarda bu mekanizmaları anlamaya yönelik yapılan bazı insan ve 

hayvan çalışmalarında, OSB patofizyolojisinde nöroinflamasyonun rolüne dair 

kanıtlar elde edilmiştir (12). İnsan çalışmalarında, OSB’li hastaların hem periferik 

dolaşımında (13), hem de ölüm ardı beyin dokusu incelemelerinde proinflamatuvar 

sitokin düzeylerinde ve mikroglia aktivitesinde artış, antiinflamatuvar sitokin 

düzeylerinde (3) ve kompleman C3 aktivitesinde düşüklük bildirmiştir (14). Bu 

bulgular nöroinflamasyonun gelişen beyinde antiinflamatuvar-proinflamatuvar yanıt 

dengesindeki ve kompleman yolağındaki aksamaların sinaptik budanma üzerinden 

olumsuz etkileri olabileceğini düşündürmektedir (15). Ancak nöroinflamasyonun nasıl 

bir mekanizma üzerinden OSB tablosunu ortaya çıkarabildiği ile ilgili henüz net 

bilgiler elde edilememiştir. 

Nöroinflamasyon OSB ilişkisi çeşitli hayvan modelleri üzerinde de 

gösterilmiştir. İnflamasyon tetiklenen hayvan modellerinde OSB benzeri davranış 

problemleri gözlemlenmiştir (16). OSB etiyolojisinde gebelik döneminde annenin 

viral enfeksiyon geçirmesi risk faktörleri arasında sayıldığından, poliriboinosinik- 

poliribositidilik asit (poly I:C) ile uygulanan maternal immun aktivasyon (MİA) 

modelinin otizm çalışmaları için uygun bir model olduğu düşünülmektedir (17). MİA 

modelinde otizm nöroinflamasyon ilişkisi hem davranış testleriyle hem de hücresel 

düzeyde gösterilmiştir (18). MİA modelinde gebe dişi hayvanlara uygulanan 

poliriboinosinik-poliribositidilik asit (poly I:C), sentetik çift zincirli bir RNA’dır ve 

Toll-like reseptör-3’e bağlanarak, NF-κB aktivasyonu ve TNF-α, IL-6, IL-12 gibi 

sitokinlerin artışına neden olur (19). Gebelikte geçirilen soğuk algınlığı veya fırsatçı 

viral enfeksiyonları taklit eder(20). Gebe farelere sistemik olarak poly I:C 

verildiğinde, yavrularda otizm benzeri davranışlar ve kortikal tabaka oluşumunda 

bozulma, nöron sayısında artış, reelin azalması, hipokampusta artmış mikroglia 

aktivitesi, GFAP ifadesinde artış gözlenmiştir(21, 22). Benzer şekilde gebelikte hava 

kirliliğine maruz kalan farelerin yavrularında, özellikle serebellar bölgede kortikal 

kalınlık artışı ve histolojik olarak da hücre artışı gösterilmiştir(23). Özetle hayvan 
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çalışmaları MİA, kortikal gelişim farklılığı ve nöroinflamasyon arasındaki ilişkiyi 

desteklemektedir (24). 

Mikroglialar beynin savunma hücreleri olarak bilinmekle birlikte, farklı 

fenotiplerde iken farklı görevleri yerine getirebilirler. Örneğin klasik aktivasyonda 

görülen M1 fenotipindeki mikrogliaların viral veya bakteriyel enfeksiyona karşı 

savunma rolü varken, alternan aktivasyonda görülen M2 fenotipindeki mikrogliaların 

cevabında ise daha çok viral enfeksiyonun yarattığı hasarın antiinflamatuvar etkiyle 

düzeltilmesi ön plandadır. M2 mikrogliaların nöral progenitör hücrelerin üretimi ve 

myelin oluşumunu destekleyen beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF) salgıladığı 

da bilinmektedir(25) (26). Ayrıca, mikroglialar sinaptik budanma sürecinde kritik bir 

role sahiptir. OSB’de rol alan nöroinflamatuvar sinyal mekanizmaları içinde 

mikrogliaların önemli bir yeri olduğu, prenatal viral enfeksiyon ile antiinflamatuvar 

nitelikteki M2 tipi mikrogliaların etkilerinin arttığı, sinaptik budanmanın bozulduğu 

ve yanlış sinaptik bağlantılar oluştuğu bildirilmiştir (27, 28). OSB’li bireylerin ölüm 

ardı beyin incelemelerinde artmış mikroglia aktivasyonu ve dorsolateral PFK’da 

artmış mikroglial yoğunluk tespit edilmiştir (29). Yine ölüm ardı beyin dokularında, 

temporal kortekste aktif mikroglia sayısında artış bulunmuştur (30). Ayrıca, M2 tipi 

mikroglialara ait gen ekspresyonunun ölüm ardı OSB bireylerin beyinlerinde PFK’da 

artmış olduğu, serebellumda değişmediği görülmüştür (31). 

OSB hayvan modellerinde dentat girus ve hipokampusta sinaptik 

maturasyonu sağlayan sinaptik budanma eksikliklerinin otizmdeki bazı davranış 

problemleriyle ilişkili olduğu gösterilmiştir (32). Mikroglia üzerindeki fraktalkin 

reseptörü CX3CR1'i silinmiş hayvanlarda, hipokampus CA1 bölgesinde immatür 

sinapsların budanmasında aksaklık, artmış eksitatuvar iletim ve bunlarla ilişkili 

davranış sorunları gösterilmiştir (33). Buna paralel olarak hem Poly (I:C) ile hem de 

LPS ile yapılan MİA otizm modellerinde dentat girus ve subventriküler zonda yapılan 

immunohistokimyasal işaretlemelerde M2 mikroglia hakimiyeti gösterilmiştir (34, 

35). 



4 
 

 

 

 
 

Şekil 1-1 Nörogelişimsel bozukluklarda genetik ve çevresel etkenlerin etkileşiminin 
nörogelişim üzerindeki etkisi. 
Dendritik çıkıntı sayısındaki değişiklik ile belirtilerin ortaya çıkması arasındaki 
zamanlama ilişkisi özetlenmiştir. Şekil Forrest ve ark. 2018 den adapte edilmiştir(36). 
CNV: Kopya sayısı varyantı, SNV: Tek nükleotid varyantı, SNP: Tek nükleotid polimorfizmi. 

 
Bu çalışmada; MİA yöntemiyle oluşturulan OSB modelinde, faklı fenotipteki 

mikrogliaların OSB patogenezindeki yeri ve önemi ile sinaptik budanma üzerindeki 

etkisinin aydınlatılması hedeflenmiştir. Hipotezimiz OSB belirtileri gösteren 

hayvanların beyninde medyal prefrontal kortekslerinde M2 tipi mikrogliaların M1 

mikroglialara göre baskın görüleceği ve bunun sinaptik yoğunluk artışı ile ilişkili 

bulunacağı idi. Öncelikle MİA modeli oluşturmak için Poly (I:C) uygulanan gebelerin 
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yavrularının davranışlarında OSB’nin farklı klinik görünümleriyle uyumlu 

spektrumsal bir dağılım gözlenmiştir: Bir grup farede sosyal defisitler daha 

belirginken, diğer grupta stereotipik davranışlarda artış görülmüştür. Böylece, kontrol 

(PBS) grubu, stereotipik davranış baskın Poly (I:C) grubu ve sosyal defisit baskın Poly 

(I:C) grubu olarak 3 ayrı grup oluşturulmuştur. Prefrontal korteks kalınlığı gruplar 

arasında benzer saptanmıştır. Ancak hipokampusun kalınlığı stereotipik davranış 

baskın Poly (I:C) grubunda diğer iki gruba göre fazla bulunmuş, bunun yanı sıra 

hipokampus kalınlığı ile stereotipik davranış arasında pozitif korelasyon saptanmıştır. 

Striatum kalınlığında gruplar arasında fark bulunmamıştır, bununla birlikte striatum 

kalınlığı ile öğrenme skorları arasında pozitif korelasyon tespit edilmiştir. 

Hipokampus kalınlığının striatum kalınlığı ile pozitif korelasyonu olduğu 

görülmüştür. Medyal prefrontal kortekste mikroglial hücre belirteci Iba-1, Ym-1, 

CD86 ile işaretlenen mikroglia sayısı gruplar arasında değişmemiştir. Sinaptik 

yoğunluk artışını belirtmek üzere yapılması planlanan dendritik çıkıntı sayımı 

konfokal görüntüleme sisteminde giderilememiş teknik aksaklık nedeniyle 

tamamlanamamıştır. 
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2 GENEL BİLGİLER 
 

2.1 OSB Klinik Özellikleri 
 

Otizm spektrum bozukluğu (OSB), sosyal yetersizlik, sınırlı ilgi alanları ve 

tekrarlayan davranışlarla karakterize, kronik bir hastalıktır (2). Bozukluğun önlenmesi 

ya da doğum öncesi tanısı mümkün olmadığı gibi, tanı ya da tedavi takibine yönelik 

laboratuvar testleri de mevcut değildir(36). Erkek cinsiyette baskın görülen bu 

bozukluğun yaygınlığının giderek artması, onu yaygın bir halk sağlığı sorunu haline 

getirmektedir(37). Bu sıklıktaki artışın hem belirtilerle ilgili toplumsal ve klinik 

farkındalığın artıp tanılanan hasta sayısının artmasıyla, hem de risk faktörlerinin de 

artış göstermesiyle ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Klinik sunumdaki heterojenlik, OSB etiyoloji araştırmalarında büyük bir 

zorluktur. OSB ile sıklıkla anksiyete bozuklukları, obsesif-kompulsif bozukluk, tik 

bozuklukları ve duygusal regülasyon sorunları birlikte görülmektedir ve bu da farklı 

klnik görünümlerle ortaya çıkmaktadır (38). Eşlik eden psikiyatrik hastalıklar dışında 

belirtilerin çeşitliliği ve şiddeti hastadan hastaya değişmektedir. OSB'nin bir ucunda 

zihinsel engelli ve sürekli denetime ihtiyaç duyan ciddi davranış sorunları olan 

hastalar, diğer yanda akademik başarısı yüksek, bağımsız bir yaşam kurabilen hastalar 

vardır (Şekil 2-1). 

OSB tanısının farklı semptom kümelerini içermesi, OSB'nin 

patofizyolojisinde farklı beyin devrelerinin rol oynadığını düşündürmektedir. Sosyal 

eksiklik, farklı hastalarda değişen şiddette, karşılıklılık, sözsüz ve sözlü iletişimdeki 

eksikliği içeren ana temel semptom kümesidir. Diğer bir semptom kümesi ise 

basmakalıp hareketler, aynılıkta ısrar, sınırlı ilgi alanları ve çevrenin duyusal yönlerine 

karşı hipo/aşırı duyarlılık olarak ortaya çıkan sınırlı ilgi alanı ve tekrarlanan 

davranışlardır. Zihinsel yetersizlik ve buna bağlı öğrenme sorunları da sıklıkla birlikte 

görülebilmektedir. Son olarak 2013 yılında The Diagnostic and Statistical Manual of 

Mental Disorders, Fifth Edition (DSM-V, OSB tanısı altında bir spektrum teriminde 

tanımlanan klinik tabloları bir araya getirmiştir (1). DSM'nin kategorik yaklaşımı tanı 

ve insidans çalışmalarını kolaylaştırmayı amaçlamıştır ancak ne yazık ki 

bozuklukların altında yatan beyin devrelerini ve arkasındaki mekanizmaları anlamakta 

yetersiz kalmıştır. 
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Şekil 2-1 OSB de gözüken semptom kümeleri ve zorluk alanlarının heterojenliği. 
(Şekil Rosen ve ark. (2021) den adapte edilmiştir (40)). 
DEHB: Dikkat Eksikliği Hiperaktivite Bozukluğu, OKB:Obsesif Kompulsif Bozukluk, BY: Bilişsel 
yetersizlik. 

 
2.2. OSB Etyolojisi 

 
OSB'nin etiyolojisinin kesin nedeni hala belirsizliğini korumaktadır. İkiz 

çalışmaları, monozigotik (MZ) ikizler arasında yüksek uyumun, dizigotik (DZ) 

ikizlerden çok daha düşük olması OSB'nin güçlü bir genetik bağlantıya sahip olduğunu 

göstermektedir (39). OSB’li hastaların %10-30'unda denovo ve kalıtsal genetik 

varyantlar etyolojide sorumlu bulunmaktadır. TSC1/TSC2 (tüberoskleroz kompleksi) 

veya FMR1 (kırılgan X mental retardasyon 1) genlerindeki mutasyonlar gibi OSB 

riskini artıran bazı gen mutasyonları bir süredir bilinmektedir ve yenileri 

keşfedilmektedir (örn. kromodomain helikaz DNA-bağlayıcı protein 8 (CHD8); dual 

specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1A (DYRK1A), ve sodyum 

voltaj kapılı kanal alfa alt birim 2 (SCN2A) (42). Genetik araştırmalar dışında çevresel 

etkenler de sıklıkla araştırılmıştır. Gebelikte valproik asit kullanımı (40), hava 

kirliliğine maruz kalma ve babanın gebelik yaşı gibi ek faktörler, çocukta OSB 

olasılığını artırabilir (41, 42). Sağlıklı annelerle karşılaştırıldığında tip 1 veya tip 2 

diyabet ve gebelik diyabetinin bulunduğu annelerden doğan bebeklerde OSB riskini 

arttırmaktadır (43). Bunlara ek olarak, epidemiyolojik çalışmalar hamilelik sırasında 
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annenin enfeksiyonu ile yavrularda nörogelişimsel kökenleri olan merkezi sinir 

sistemi (MSS) hastalıkları arasında bir ilişki olduğunu göstermiştir (Şekil 2-2). 

Rubellavirüs, sitomegalovirüs veya toksoplazmagondii gibi farklı enfeksiyöz 

patojenlere maruz kalma da nörolojik gelişimde bozulma ve nöropsikiyatrik bozukluk 

riskiyle bağlantılıdır (44). 

Anne enfeksiyonu ile çocukta OSB tanısı arasındaki bağlantı ilk olarak 

1960'lardaki Amerika Birleşik Devletleri’ndeki kızamıkçık salgınından sonra öne 

sürülmüştür. Doğum öncesi dönemde (özellikle ilk trimesterde) kızamıkçığa maruz 

kalan çocuklar sıklıkla konjenital kızamıkçık sendromu olarak adlandırılan hastalıkla 

doğarlar ve bu çocukların %8-13'üne daha sonra OSB tanısı konulmuştur (45). İlginç 

bir şekilde, enfeksiyonun kendisinden ziyade annenin bağışıklık sisteminin 

aktivasyonu, yavrularda artan OSB riski ile ilişkili gibi görünmektedir (46). Jiang ve 

ark. (2016) tarafından yapılan bir meta-analiz gebelik sırasında anne enfeksiyonunun, 

ister bakteriyel, ister viral olsun, birinci veya ikinci trimesterda meydana gelmesi 

durumunda, doğan yavrularda OSB riskinde %12'lik bir artışla ilişkili olduğunu 

belirtmiştir (50). Bu da MİA zamanlamasının önemli olduğunu göstermektedir (51). 

Danimarka Tıbbi Doğum Kaydı'ndan elde edilen verilerin analizi, hamilelerin ilk üç 

aylık dönemde viral enfeksiyonlar veya ikinci üç aylık dönemde bakteriyel 

enfeksiyonlar nedeniyle hastaneye götürülmesinin, çocuklarda takibeden yıllarda OSB 

tanısıyla ilişkili olduğunu ortaya koymuştur (52, 53). 

Epidemiyolojik çalışmalar, hayvan modelleri ve vaka kontrol çalışmaları, 

annenin bağışıklık sisteminin aktivasyonunun otizm, Tourette sendromu ve obsesif- 

kompulsif bozukluğun ortaya çıkmasında önemli bir faktör olabileceğini göstermiştir 

(47). Bu risk faktörlerinin annenin bağışıklık sisteminin aktivasyonunun ters 

aktarımla, hayvan modellerine dahil edilmesi epidemiyolojik çalışmaların öngörücü 

potansiyeline önemli destek sağlamıştır (48). 
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Şekil 2-2 OSB etyolojisinde genetik, çevresel ve epigenetik faktörler. 
OSB etolojisine dair görsel Masini ve ark. 2020 den adapte edilmiştir(56). 

 
2.3. OSB Nöroinflamasyon İlişkisi 

 
Otizm Spektrum Bozukluğunun (OSB) ve şizofreni  gibi diğer 

nörodavranışsal  bozuklukların patogenezinde nöroinflamasyonun rol oynadığı 

düşünülmektedir (49).Nöroinflamasyon ile OSB arasındaki karmaşık ilişki insan ve 

hayvan çalışmalarıyla ortaya konsa da halen açıklanması gereken noktalar vardır(50). 

Çlıaşmalar, ölüm sonrası insan OSB beyinlerinde kan-beyin bariyeri (KBB) bütünlüğü 

ile ilişkili genlerin ifadesinin değiştiğini ve nöroenflamasyonun arttığını göstermiştir 

(51-53) . Ayrıca, OSB tanısı alan bireylerin en az %69'unda mikroglial aktivasyon 

veya nöroenflamasyon olduğu gösterilmiştir (54). Öüml sonrası çalışmalar, otizmli 

bireylerin beynin çeşitli bölgelerinde nöroinflamasyon kanıtları göstermiştir (55). 

Araştırmalar, nöroinflamasyonun beyin gelişimi ve OSB ve şizofreni gibi diğer 

bozukluklarda gözlenen sosyal bilişsel eksiklikler üzerinde etkili olabileceğini 

göstermiştir (56). 

OSB gelişiminde nöroinflamasyonun katılımı, anti-beyin antikorlarının 

varlığı, mikroglial aktivasyonun artması ve OSB'deki mezokortikostriatal sinir 

ağlarında sitokin konsantrasyonlarındaki artışlar arasındaki bağlantıların kanıtlarıyla 

desteklenmektedir (57). Ayrıca, OSB'li çocukların bir alt kümesinde nöronal dokuya 

reaktif  antikorların  varlığı,  beyindeki  bağışıklık  fonksiyonunun  değiştiğini 
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düşündürmektedir; bu da merkezi sinir sisteminde nöroglial aktivasyonu ve 

nöroinflamasyonu göstermektedir (58). Bunları destekler şekilde, OSB'li bireylerin 

beyin dokusunda inflamasyon, oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluğu 

arasında bir ilişki olduğu rapor edilmiştir (59). Ayrıca hayvan modelleri, OSB'nin 

başlangıcında ve patogenezinde nöroinflamasyonun rolüne ilişkin insan çalışmalarına 

paralel bilgiler sağlayarak, OSB ile ilişkili bilişsel bozukluklarda nöroinflamasyonun 

rolünü desteklemektedir (60). 

Bağışıklık sistemi üzerine etkiler otoantikor oluşumu ile nöronal sistemi 

etkilediği gibi, normal beyin gelişimi ve sinaptik plastisite gelişimi sırasında gereken 

immun proteinlerin gereğinden fazla veya az bulunması da beyin gelişimini olumsuz 

etkileyebilir (Şekil 2-3). 
 

 
Şekil 2-3 Otoantikor ve sitokin akışı mekanizmalarıyla maternal immun aktivasyon 
tetiklenmesinin özeti. 
Şekil Meltzer ve Van de Water (2017) den adapte edilmiştir (69). 

 
2.4. OSB - Maternal İmmun Aktivasyon Modeli 

 
Hamile kemirgenlerde MİA'nın, davranış, histoloji ve gen ekspresyonunda 

şizofreni ve otizmi hatırlatan anormalliklere sahip yavrular ürettiği gösterilmiştir, bu 

da MİA'yı bu bozukluklar için yararlı bir model haline getirmektedir(61). MİA modeli, 
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annenin bağışıklık tepkilerinin çocuğun nörogelişimi ve nöropsikiyatrik bozuklukların 

etyopatolojisi üzerindeki etkisinin aydınlatılmasında çok katkıda bulunmuştur. Bu 

hayvan modelleri ile moleküler mekanizmalar, davranışsal sonuçlar ve annenin 

bağışıklık aktivasyonunun uzun vadeli etkileri hakkında değerli bilgiler edinilmiştir. 

MIA hayvan modelleri maternal immun aktivasyonun tek başına yaşam boyu 

nöropatolojiyi ve yavrularda değişen davranışları tetiklemek için yeterli olduğunu 

göstermiştir (16). Viral enfeksiyon veya sentetik çift iplikçikli RNA ile indüklenen 

kemirgen MIA modelinin, sosyal eksiklikler ve tekrarlayan davranışlar da dahil olmak 

üzere OSB'yi anımsatan davranışsal semptomlara sahip yavrular ürettiği gösterilmiştir 

(62-65). İnterlökin 6 (IL-6) ve IL-17a, MIA kaynaklı OSB'de anahtar sitokinler olarak 

tanımlanmış olup, spesifik inflamatuvar mediyatörlerin annenin bağışıklık 

tepkisindeki rolünü vurgulamaktadır (66). 

Buna ek olarak, annenin bağışıklık aktivasyon modeli, anormal fetal beyin 

gelişiminin altında yatan temel mekanizmalar olarak fetal mikrogliaların anormal 

farklılaşmasına ve sitokin ağlarının düzensizliğine işaret etmiştir; mikroglia, pro- 

inflamatuar bir fenotipe yönelik olarak hazırlanmıştır ve yavru morbiditesinde rol 

oynayan sinaptik budamanın değişmesine neden olmuştur (Şekil 2-3) (67). 

2.5. Mikroglia, Mikroglial Fenotipler ve Sinaptik Budanma İlişkisi 
 

Çalışmalar MSS’teki yerleşik bağışıklık hücreleri olan mikrogliaların 

nörogenezi, nöronal göçü, sinaptik budamayı ve bağışıklık fonksiyonunu düzenlemede 

önemli bir rol oynadığını göstermiştir. Ölüm sonrası dokularda ve OSB'li hayvan 

modellerinde artan sayıda reaktif mikrogliaya ilişkin raporlarla birlikte, mikroglial 

fonksiyonun düzensizliği OSB ile ilişkilendirilmiştir (31, 68). Ayrıca anormal 

mikroglial fonksiyon, sinaptik olgunlaşma ve fonksiyondaki eksikliklerle 

ilişkilendirilmiştir (Şekil 2-4) ve bu da OSB'nin patofizyolojisine doğrudan bir katkı 

olduğunu düşündürmektedir (69). Ek olarak, mikroglianın sinaptik budama ve sosyal 

davranış bozukluklarında rol oynadığı ve çevresel etkenlerin mikroglianın işlevsel 

durumlarını değiştirerek OSB riskini artırabileceği öne sürülmüştür (70, 71). 
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Şekil 2-4 Mikroglia sinaptik budanma ilişkisi 
Şekilde normal gelişim sırasında mikroglial aktivitenin doğru zamanlamasıyla sinaptik 
budanmanın gerçekleştiği, bu sürecin aksaması sonucu sinaptik yoğunluğun olması 
gerekenden fazla kaldığında nörogelişimsel bozuklukların ortaya çıkmasına dair süreç 
açıklanmıştır. Şekil Mordelt ve ark.2023 ten adapte edilmiştir (81). 

 
Mikroglia fenotipleri, anormal aktivasyon durumları ve polarizasyon 

belirtileri gösterir. OSB çalışmalarında hem antiinflamatuvar M2 polarize mikroglialar 

(31, 72-75) hem de proinflamatuvar M1 fenotiplerin baskın görüldüğüne dair kanıtlar 

vardır (Şekil 2-5) (76-78). 

Mikroglia'nın M2 fenotipi, anti-inflamatuvar işlevlerle ilişkilidir ve beyin 

onarımı ve nöroproteksiyonda rol oynadığı gösterilmiştir. Dolayısıyla sinaptik 

budanmada bozulma ve sinaptik yoğunlukta artış ile görülen OSB’nin mikroglia M2 

baskın anti-inflamatuar fenotipi ile potansiyel bir bağlantısı olması olasıdır. 

Çalışmalar, M2 fenotipindeki mikrogliaların mobilitelerinin azaldığını, sinaptik 

budamada bozulma olduğu ve sonuçta OSB benzeri davranışların gelişimini 

tetiklediğini göstermiştir (89, 90). Ek olarak endokanabinoid sistem, mikrogliada 

antiinflamatuvar, nöroprotektif bir fenotipin teşvik edilmesiyle ilişkilendirilmiştir 

(91). Ayrıca, M1/M2 makrofajlarının oranının, OSB tanısı için potansiyel bir yardımcı 

araç olarak önerilmesi, OSB bağlamında M2-baskın antiinflamatuvar fenotiplerin 

önemine işaret etmektedir (92, 93) OSB'li çocukların beyinlerinde bir anti- 

inflamatuvar sitokin olan IL-37'nin arttığının bildirilmiş olması da, OSB'de anti- 

inflamatuvar mekanizmaların katılımını daha da desteklemektedir (94). 
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Şekil 2-5 Mikroglia farklılaşması. 
İskemi gibi bir travmatik etkiyle, mikroglial fenotiplerin ne yönde gelişebileceğine 
dair, inflamatuar ve antiinflamatuar her iki yolağı ve fenotiplere dair markerların 
bazılarını gösteren şekil Barakat ve ark. 2015’ten adapte edilmiştir (95). 

 
Özetle, mikroglianın M2-baskın antiinflamatuvar fenotipi, OSB'nin 

patofizyolojisinde önemli bir rol oynuyor gibi görünmektedir ve potansiyel olarak 

nörokoruma, beyin onarımı ve nöroinflamasyonun modülasyonuna katkıda 

bulunmaktadır. Mikrogliadaki M2 polarizasyonunun altında yatan mekanizmaları 

anlamak, OSB için yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesine ilişkin değerli bilgiler 

sağlayabileyeceği düşünülmektedir. 

Bu bilgilerden yola çıkılarak oluşturulan araştırma hipotezlerimiz şöyle 

özetlenebilir: 

1. MİA yöntemiyle oluşturulan OSB modelinde, prenatal Poly (I:C) uygulanmış 

hayvanların beyinlerinde medyal prefrontal kortekste Iba ile gösterilecek 

mikroglia sayısı, kontrollere göre fazla bulunacaktır. 

2. Prenatal Poly (I:C) uygulanmış hayvanların beyinlerinde medyal prefrontal 

kortekste M2 tipi mikroglialar M1 mikroglialara göre baskın görülecektir, 

başka bir ifadeyle M2/M1 oranında artış gözlenecektir. 

3. Prenatal Poly (I:C) uygulanmış hayvanların OSB benzeri davranışları ile 

medyal prefrontal korteksteki sinaptik yoğunluk (dendiritik çıkıntı sayısı) ile 

ilişkili bulunacaktır. 
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09.07.2019 tarihinde 2019/07-02 karar numarası ile onaylanmıştır. 

3 GEREÇ VE YÖNTEM 
 

3.1 Araştırmanın Örneklemi 
 

OSB modelinin yerleştirilmesi için öndeneylerde bir THY-Ch2-YFP 

heterozigot transgenik erkek fareyle çiftleştirilen üç C57BL/6 dişi fareye doğan 19 

fare kullanıldı. Modelin yerleştirilmesinin ardından 6 THY-Ch2-YFP 

heterozigot transgenik erkek ile 2’şerli C57BL/6 dişi fare (n:12) ortak kafeslere 

alındı. Vajinal tıkaç (plug) ile gebelik tespiti sonrasında, erkek fareler kafeslerden 

alındı. Toplam 4 gebe fare (2 kafes) kontrol grubu olarak seçildi ve intraperitoneal 

(ip) fosfat tamponlu salin (PBS) uygulandı. Diğer 4 kafesteki 8 gebe fareye ise ip 

Poly (I:C) uygulandı. Böylece oluşturulan gruplardan elde edilen toplam 20 yavru ile 

(6 adet PBS (kontrol), 14 adet poly:ic) davranış deneyleri planlandığı şekilde 

postnatal 24-28. günler arasında yapılıp, en son testin uygulandığı gün ötenazi 

gerçekleştirildi. Sonrasında farelerin beyinleri sagittal olarak ikiye ayrıldı. 

Beyinlerin yarısı %4 paraformaldehit (PFA)’da yarısı da formolde saklandı. 

Arkasından moleküler analizlere geçildi (Şekil 3-1). 

Araştırma, Hacettepe Üniversitesi Hayvan Çalışmaları Yerel Etik Kurulu tarafından, 
 

 

 
Şekil 3-1 Deney akış özeti: 
MİA modeli uygulaması sonrasında, yavrular doğduktan sonra takip edildi ve üç 
bölmeli sosyalleşme testi (ÜBST), yabancı/tanıdık sosyal tercih testi (YTSTT) ve yeni 
obje tanıma testi (YOTT), bilye gömme (BG) testleri ardışık olarak 24-28. postnatal 
günlerde gerçekleştirildi. BG testi uygulanan gün ötenazi sonrası beyinler saklandı. 
Davranış deneyleri analizleri sonrası immunohistokimya deneylerinde incelenecek 
beyinler seçildikten sonra immunohistokimya ve dendritik çıkıntı sayılması 
yöntemlerinin optimizasyon süreçleri başladı. 
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3.1.1 Deney Gruplarının Oluşturulması 

Thy1-ChR2-YFP transgenik erkek(n:6) ve C57BL/6 dişi fareler(n:12) 

çiftleştirildi ve dişiler her sabah vajiinal tıkaç varlığı açısından incelendi. Vajinal tıkaç 

varlığı embriyonik 0,5. gün olarak kabul edildi (Şekil 3-2). Sonrasında fareler 

tartılarak, karın büyümesi açısından gözlenmeye devam edildi. 

 

Şekil 3-2 Vajinal tıkaç: 
Saptanan vajinal tıkaça dair resim yer almaktadır. 

3.1.2 MİA Modeli Uygulanması 
 

Çalışma grubundaki farelere (8 gebe fare) gebeliğin 11,5. ve 12,5. günlerinde 

viral enfeksiyonu taklit edecek ip poly I:C (sentetik çift zincirli RNA) uygulaması 

yapıldı. Kontrol grubuna ise (4 gebe fare) gebeliğin 11,5. ve 12,5. günlerinde iki kez 

ip PBS uygulandı. Sonrasında her iki grubun yavrularına (n: 20) doğumdan sonra 

postnatal 24-28. günler arasında (sütten kesme sonrası) davranış deneyleri uygulandı 

(17). Araştırmada kullanılan yavruların gruplara ve genotiplere göre sayılarının 

dağılımı aşağıda (Tablo 1)’de belirtilmiştir. 

Tablo 1. Kullanılan yavru sayıları 
Araştırmada kullanılan yavruların gruplara ve genotiplere göre sayılarının dağılımı 
(Thy +:Thy1-ChR2-YFP pozitif, Thy-: Thy1-ChR2-YFP negatif) 
Grup(n) Genotip Toplam 

 Thy+ Thy-  
Total PBS yavru 3 3 6 

Seçilen PBS yavru 1 3 4 
Total Poly (I:C) yavru 10 4 14 

Seçilen StD yavru 3 1 4 
Seçilen SDD yavru 1 3 4 
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3.1.3 Davranış Deneyleri 

3.1.3.1 Sosyal Tercih Testi/Üç Bölmeli Sosyalleşme Testi: 

Sosyalleşme alanındaki defisitleri saptamak için kullanıldı. Fareler, 1 saat 

habituasyon için temiz taşıma kafesinde bekletildi ve sonra 3-4 saatlik bir period 

içinde toplamda 10 dakika boyunca boş 3 odalı alana bırakıldı. Ertesi gün fareler 

ortadaki bölmeye kondu, 5 dakika boyunca sağ ve sol alana geçmesine izin 

verilmeden bulunduğu yeri incelemesine izin verildi. Kullanılan oda alanları 

testler öncesinde temizlendi. Bundan sonra aradaki bariyerler kaldırılıp, içlerinde 

bir tarafta oyuncak fare, diğer tarafta farklı bir kafesten alınan, deney yapılan 

fareye yabancı bir fare konmuş olan alanlara geçişine 10 dakika süresince izin 

verildi. Her seansta hem sosyal bölmede hem de sosyal bölmenin farenin 

bulunduğu kafesi içeren yarısında (sosyal yarı bölme) canlı fare ile etkileşimde 

bulundukları süreler (sn), giriş çıkış frekansları ve o bölmeye girme latansları 

kayıtlı videolardan analiz edildi. Analizler farelerin genotipine ve deney grubuna 

kör bir gözlemci tarafından yapıldı (79) (Şekil 3-3). Değerlendirmede, 

sosyalizasyon indeksi = [canlı hayvanın olduğu bölme veya yarı bölmede geçirilen 

zaman(sn)/ tüm bölmelerde geçirilen zaman(sn)] şeklinde, frekans indeksi: (canlı 

hayvanın bulunduğu bölme veya yarı bölmeye giriş çıkış sayısı/ tüm bölmelere 

giriş çıkış sayısı) olarak hesaplandı. Latans ise sosyal bölme/yarı bölmeye ilk geçişe 

kadar geçen süre (sn) olarak değerlendirildi. 
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Şekil 3-3 Üç bölmeli sosyalleşme deneyi 
Üç bölmeli sosyalleşme testi düzeneği solda, test sırasında alınmış Ethovision 
görüntü çekimi sağda yer almaktadır. (Mavi okla işaretli mavi alan sosyal 
yarıbölmeyi, etrafı kırmızı renkle işaretli kırmızı alan ise sosyal bölmeyi 
göstermektedir.) 

3.1.3.2 Yabancı/ Tanıdık Sosyal Tercih Testi 

Sosyalleşme alanındaki defisitleri saptamak için üç bölmeli sosyalleşme 

testinin devamında kullanılmaktadır. Bu testin uygulanmasına dair başka bir deneyin 

parçası olarak laboratuvarımızda bir ön uygulama yapıldıktan sonra, bu basamağında 

davranış testlerimize eklenmesine karar verildi. 3 bölmeli sosyalleşme testinin 

uygulandığı günün ertesi gün, üç bölmeli sosyalleşme testi esnasında oyuncağın 

bulunduğu kafese tanışık olmadığı bir fare, diğer kafese ise aynı kafesten bir yavru 

kondu. Sonrasında test edilecek fare ortadaki bölmeye konulup ve kapılar açık 

bırakılarak, 10 dakika boyunca ortamı incelemesine izin verildi. Test edilen hayvanın 

yabancı hayvana daha çok ilgi duyup, daha çok onu keşfetmeye çalışarak vakit 

geçirmesi beklendi. Her seansta iki taraftaki farelerle etkileşimde bulundukları süreler 

(2 cm’lik alan içinde yakınlaşma, koklama), bölmelere giriş çıkış frekansları ve ilk 

giriş latansları kaydedilen videolardan analiz edildi. Analizler farelerin genotipine ve 

deney grubuna kör bir gözlemci tarafından yapıldı(80). Değerlendirmede, yabancı ve 

yeni olan sosyal hedefle sosyalizasyon indeksi = [yeni hayvanın olduğu bölme ve yarı 

bölmede geçirilen zaman (sn)/ tüm bölmelerde geçirilen zaman (sn)] şeklinde, frekans 
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formülüyle hesaplandı. 

indeksi = (yeni hayvanın bulunduğu bölme veya yarı bölmeye giriş çıkış sayısı/ tüm 

bölmelere giriş çıkış sayısı) olarak hesaplandı. Latans ise yeni sosyal hedefin olduğu 

sosyal bölme veya yarıbölmeye ilk geçişe kadar geçen süre (sn) olarak 

değerlendirildi. 

3.1.3.3. Yeni Nesne Tanıma Testi 

Farelerin kısa dönem ve uzun dönem nesne hafızalarını değerlendirmek için 

kullanılmaktadır (81). Deneylerimizde ise OSB grubu içinde farklılaşan öğrenme ve 

zihinsel esnekliği değerlendirmek üzere bu test seçildi. Fareler boyutları 

22.5x22.5x30 cm olan kutuya konduktan sonra kutuya alışmaları için 10 dakika 

beklendi. Ertesi gün kutunun köşelerine 6 cm boşluk bırakılarak iki nesne 

yerleştirilip, 10 dakika boyunca farelerin bu kutuda her bir nesneyle geçirdikleri süre 

ve nesnelerin olduğu bölgelere giriş sıklığı video ile kaydedildi. Kısa dönemli 

belleği değerlendirmek amacıyla 6 saat sonra nesnelerden birisi yeni bir 

nesneyle değiştirilerek 5 dakika boyunca Ethovision XT8 ile her nesnenin 

etrafında geçirdiği süre ve nesnelerin olduğu bölgelere giriş sıklığı kaydedildi 

(Şekil 3-4). Belleği sağlam olan farelerin eski nesneleri öğrenmesi ve 

hatırlaması beklendiğinden, yeni nesne etrafında daha fazla süre geçirmeleri ve/ 

veya nesnelerin olduğu bölgelere daha fazla girmeleri beklenmektedir. 

Öğrenme ve bellek indeksi [yeni nesne etrafında geçirilen süre veya sıklığın, "yeni 

+eski"  nesneler  etrafında  geçirilen  süre  veya  sıklığın  toplamına] bölünmesi 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 3-4 Yeni nesne tanıma testi. 
Yeni nesne tanıma testi için hazırlanan düzenek solda, testin Ethovision’da 
çekimine dair görsel sağda yer almaktadır. 
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3.1.3.4 Bilye Gömme Testi 

Gömülü bilye sayısı ile stereotipik davranış arasında ilişki vardır (62). Fareler 

3-4 cm talaş yerleştirilmiş temiz bir kafese 30-60 dakika boyunca alıştırıldıktan sonra 

kafese 15 adet bilye grid biçiminde simetrik yerleştirildi. 15 dakikalık inceleme 

fırsatından sonra fareler tekrar kafeslerine alınıp, gömülü bilyeler sayıldı. Tam ve 

yarısından fazla ( ¾ ) gömülen bilyeler değerlendirmeye alındı (Şekil 3-5). 
 

Şekil 3-5 Bilye gömme testi. 
Bilye gömme testi öncesine ait görünüm solda, sonrasına ait görünüm sağda yer 
almaktadır 

 
3.2 Perfüzyon 

 
Davranış testlerinin tamamlanmasının ardından hayvanlara ip 1000 mg/kg 

dozunda verilmiş kloralhidrat anestezisi altında %4 PFA ile kardiyak perfüzyon 

yapıldı. Farelerin beyinleri sagittal olarak ikiye ayrılıp, yarısı %4 PFA’da yarısı 

formolde saklandı. PFA dan çıkarılmış beyinler, %30’ luk sükroz solüsyonuna alınıp, 

+4℃’ de beyinler dibe çöktükten sonra, kullanılacağı güne kadar -80℃’ de saklandı. 

İmmunohistokimya çalışmaları için seçilen beyinlerin PFA’da fikse edilen yarısından 

kriyostatla 660 mikronluk kalınlığı örnekleyecek şekilde (PFK yapılarını içine alacak 

alanda) 200 mikron arayla 20 mikronluk 3 kesit alındı. 
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3.3 İndirekt İmmünofloresan İşaretleme 
 

Alınan beyin kesitlerinde medyal PFK’da mikroglialar immunohistokimyasal 

olarak Iba-1 antikoru ile gösterildi. M2 işaretleyicisi olarak CD206, Ym-1; M1 

işaretleyicisi olarak MHC-2, CD86 antikorları kullanıldı. Alınan kesitler önce PBS 

altında oda sıcaklığında 10 dakika (dk) bekletilip, ardından kesitler 3 defa 5’er dk 

süreyle PBS ile yıkandı. Daha sonra oda sıcaklığında %0,5’lik TritonX-0,3 M 

Glisin’in olduğu %10’luk normal keçi serumu (NGS) ile 1 saat bloke edildi. Gece 

boyu blokaj solüsyonu içinde bir veya farklı konak hayvanlarda üretilmiş üç farklı 

primer optimize edilmiş konsantrasyonlarda antikorla +4 o C’de inkübe edildikten 

sonra, 3 defa PBS ile 5’er dakikalık yıkama yapılmış ve blokaj solüsyonu içerisinde 

keçi anti-sıçan-Cy3 ve tavşan anti-fare Cy2 sekonder antikorlarla 1 saat oda sıcaklığında 

inkübe edildi (Tablo 2). Ardından 3 kere 5’er dakika süreyle PBS ile yıkandıktan sonra 

Hoechst- 33258 ile kesitler kapatılıp, 20X’lik sulu objektifle konfokal mikroskobu ile 

görüntülendi. Araştırmamızda Thy1-ChR2-YFP kökenli fareler kullanıldığı için, 

Thy1-ChR2-YFP pozitif farelerde ikili işaretlemeler CY3 renkte emisyon veren Goat 

anti-Rat IgG sekonder antikorlarla yapılamadı. Bu nedenle konfokal mikroskopun 

lazer ışık donanımının izin verdiği tek şekilde Iba1, CD86 ve Ym-1’nin herbiri için 

ayrı işaretlemeler yapıldı. Iba-1, CD86, Ym-1 sayımları araştırma gruplarına kör bir 

araştırmacı tarafından yapıldı. 

İmmünohistokimyasal işaretleme prosedürü sonrası, PBS grubundan 4, Poly 

(I:C) grubundan seçilen 7 hayvandan 2’şer beyin kesitinde her kesitten ikişer görüntü 

konfokal mikroskopla alınarak, medial PFK bölgesinde Iba1 işaretlemeleri 

görüntülendi. Iba görüntülemelerinin analizleri PBS (n:4), StD (n:3), SDD (n:4) 

gruplarında tekrarlandı. 

CD86 ve Ym1 işaretlemeleri için kullanılacak sekonder antikor Thy1-ChR2- 

YFP pozitif hayvan beyinlerinde yakın dalga boyunda ışıma verdikleri için, bu 

değerlendirmeye sadece Thy1-ChR2-YFP negatif hayvan beyinlerinden alınan 

kesitlerin dahil edilmesine karar verildi. PBS grubunda 3, StD Poly (I:C) grubunda 1, 

SDD grubunda 3 Thy1-ChR2-YFP negatif hayvan bulunması sebebiyle, Iba boyaması 

gibi 3 grupta yapılan analiz CD86, Ym1 işaretlemeleri için tekrarlanamamıştır. 

Dolayısıyla, CD86 ve Ym1 işaretlemeleri sadece Thy1-ChR2-YFP negatif olgulardan 
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oluşan PBS kontrol grubundan ve Poly (I:C) grubundan seçilen 3’er hayvandan ikişer 

kesit ve her kesitten alınan 2 görüntüde incelendi (Tablo1). Araştırmada 

immunohistokimya için kullanılan primer ve sekonder antikorlar (Tablo 2)’de 

belirtilmiştir. 

Tablo 2 Araştırmada kullanılan birlikte kullanılan primer, sekonder antikorlar ve 
konsantrasyonları 

 

Antijen Primer antikor Sekonder antikor 

Iba Tavşan Anti-Iba1 Antikoru 

(019-19741)- Wako  Sigma 

Aldrich (1/200) 

Jackson Cy2 Keçi Anti-tavşan (1/200) 

MHC2 Fare Anti-MHC Class 2 

Antikoru ABCAM (Ab 

55152) (1/50-1/500) 

A10521 Invitrogen keçi anti-fare IgG 

(cyanine3) 

115-095-164 Jackson FITC saf keçi anti- 

fare IgG (1/200) 

CD206 Fare Anti-CD206 ABCAM 

(ab 8918) (1/50-1/500) 

A10521 Invitrogen keçi anti-fare IgG 

(cyanine3) 

115-095-164 Jackson FITC saf keçi anti- 

fare IgG (1/200) 

CD86 Sıçan Anti-Mo CD86 

eBioscience (14-0862-82) 

(1/200) 

A-11006 Invitrogen Keçi anti-sıçan IgG 

(H+L) Cross-Adsorbed Sekonder 

Antikor, Alexa Fluor™ 488(1/200) 

Ym1 Sıçan  Anti-Ym1/  Chitinase 

benzeri protein 3 ( Ab 2446) 

(1/200) 

A-11006 Invitrogen keçi anti-sıçan IgG 

(H+L) Cross-Adsorbed Sekonder 

Antikor, Alexa Fluor™ 488 (1/200) 

3.3.1 Yöntemin Optimizasyon Çalışmalarının Özeti 

M2 ve M1 işaretlemeleri için seçilen antikorlarla (M1 için MHC2 ab8918 ve 

M2 için CD206 ab55152) optimizasyon çalışmalarında pozitif kontrol olarak karaciğer 

dokusu kullanıldı. Negatif kontrol olarak primer antikor uygulanmadan işaretleme 

yapıldı (Şekil 3-6). Değerlendirmelerde zemin işaretlemesinin fazla olduğu gözlendi, 

ve negatif kontrolde de benzer sinyal gözlenmesi nedeniyle işaretlemelerin özgül 

olmadığı düşünüldü. 
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Şekil 3-6 CD206 ve MHC2 antikorları ile pozitif ve negaif kontrol işaretlenmesi. 
CD206 ve MHC2 antikorları ile işaretleme negatif (sadece sekonderle işaretlenmiş 
beyin dokusu)ve pozitif kontrollerle (karaciğer dokusu) karşılaştırılmalı verilmiştir 
(Görüntüler 25xlik objektifle konfokal mikroskopta alınıp, 50 mikron ölçekleme ile 
yapıldı) 

 
Yazında bu antikorlarla ilgili işaretleme protokolleri incelendi, ve 

uyguladığımız protokolde bazı değişikler yapılması öngörülerek protokolümüz 

güncellendi. Antikor üreticisinin önerisi ve benzer yöntemli yayınlar doğrultusunda 

antijen retrieval basamağı eklenip hem freefloat hem de standart lam üzerine alınan 

kesitlerde işaretleme yapıldı. Bunlara ek olarak, PBS yerine yıkamalarda TBST 

kullanılması, non-spesifik bağlanmaları azaltmak üzere blokaj solüsyonunun %5 NGS 

+ %1 sığır serum albumini (BSA) olarak hazırlanması, primer antikorların 

dilüsyonlarının seyreltilmesi (1:200) de denendi ancak alınan görüntülerde değişiklik 

olmadı. 

Bu esnada CD206 ve MHC2 boyamalarında boyamaların mikroglialar ile 

çakışmasını gözlemlemek için Iba-1antikoru ile ikili işaretleme de yapıldı. Burada da 

gözlenen sinyallere benzer sinyallerin negatif kontrolde de gözlenmesi üzerine 

antikorların optimal çalışmadığı kanaatine varıldı. Sinyallerin Iba-1 ile çakışmaması da 

bu kanaati destekledi (Şekil 3-7). 
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Şekil 3-7 CD206 ve MHC2 antikorlarının Iba ile kolokalizasyonları. 
CD206 ve MHC2 ile Iba kolokalizasyonuna yönelik işaretleme denemesinde iki 
işaretlenmenin çakışmadığı görülmektedir. (Görüntüler 25xlik objektifle konfokal 
mikroskopta alınıp, 50 mikron ölçekleme ile yapıldı). 

 
İmmünofloresans ile denediğimiz bu iki primer antikorun DAB ile çalışıp 

çalışmadığının gözlenmesi için Ankara Üniversitesi Patoloji Anabilim Dalında parafin 

kesitlerden otomatize sistemle işaretleme denemesi yapıldı. Her ne kadar sagittal beyin 

kesit işaretlemelerinde pozitif kontrol dokularından elde edilen görüntülere benzer 

düzeyde MHC-2 sinyali (M1 işaretleyicisi olarak) ve CD206 sinyali (M2 

işaretleyicisi olarak) gözlemlesek de (Şekil 3-8 b ve c), negatif kontrollerde de 

immünofloresanstakiyle uyumlu biçimde benzer sinyal gözlenmesi üzerine (Şekil 

3-8a) alternatif M1 ve M2 mikroglial işaretleyiciler kullanılması planlandı. 
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Şekil 3-8 DAB’lı MHC2 ve CD206 antikorlarının işaretlenmesi. 
a.Üstte medyal prefrontal beyin kesitinde negatif kontrol,b.DAB’lı CD206 boyaması, 
c.DAB’lı MHC2 boyaması gösterilmektedir. (Görüntüler 10’luk objektif büyütmesinde 
Slideviwer programı ile alınıp, 200 mikronla ölçeklendirildi). 

 
Yaptığımız literatür araştırması sonucunda öne çıkan M1 işaretleyicisi CD86 

ve M2 işaretleyicisi Ym1 antikorlarıyla immünohistokimyasal işaretlemeler 

tekrarlanmıştır. Bu çalışmalar sonucunda spesifik işaretlenmeler gözlenmiş, negatif 

kontrollerde benzer sinyal gözlenmemiştir. Bu nedenle çalışmaya bu antikorlarla devam 

edilmesi kararlaştırılmıştır. 
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En son bu antikorlar ile yapılan ayrı boyamalara ait işaretlemeler Şekil 3-9 ve 

Şekil 3-10’ da görülmektedir. 
 

Şekil 3-9 Şekilde medyal PFK kesitinde CD86 işaretlemesi çekirdek etrafında turuncu 
oklarla gösterilmektedir. 
(Görüntüler 25xlik objektifle konfokal mikroskopta alınıp, 20 mikron ölçekleme ile 
yapıldı). 

 

Şekil 3-10 Şekilde medyal PFK kesitinde Ym1 işaretlemesi çekirdek etrafında turuncu 
oklarla gösterilmektedir. 
(Görüntüler 25xlik objektifle konfokal mikroskopta alınıp, 20 mikron ölçekleme ile 
yapıldı). 

 
3.4 Dendritik Çıkıntı Sayısı Değerlendirmesi 

 
Araştırmada sinaptik yoğunluğun dendritik çıkıntı sayısı ile gösterilmesi, 

öncelikle dendritik çıkıntıların Neuron Studio yazılımı ile 15-40 um uzunluğundaki 

dendrit segmentlerindeki çıkıntıların sayılması şeklinde değerlendirilmesi planlandı. 

Sonrasında Neuron Studio yazılımının ücretsiz sürümüne erişimin engellenmesi 

nedeniyle, ücretsiz erişilebilen Vaa3d programı ile sayım yapılması planlandı. Ancak 

bu program ile mevcut görüntüler üzerinde yapılan denemelerde, otomatize sayımla 

sağlıklı sonuç alınamayacağı kanaatine varıldı. 
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Bunun üzerine, konfokal mikroskopta alınacak kesit görüntüsü üzerinden 

medyal PFK’da elle sayım yapmak için en uygun kesit özellikleri ve konfokal 

mikroskop görüntüleme ayarlarını tespit etmek üzere optimizasyon çalışmaları 

yapıldı. Yaptığımız literatür araştırması ve denemeler sonucunda 20 mikronluk kesitte, 

63X’lik yağlı objektifle, 1024x1024 piksel çözünürlüğünde 0,3 mikrometre aralıklarla 

z-stack görüntüleri alıp, en iyi görülen 3-5 apikal dendritte dendritik çıkıntıları sayıp, 

bunların ortalamasının sinaptik yoğunluk verisi olarak kullanılmasına karar verildi 

(Şekil 3-11). Ancak, sonrasında 63X objektifle ilgili yaşanan teknik aksaklıklar 

nedeniyle araştırmanın bu basamağı tamamlanamadı. 
 

Şekil 3-11 Konfokal mikroskobide dendiritik görüntüleme denemesine ait görüntü. 

3.5 Bölgesel Kalınlık Ölçülmesi: 
 

Kortikal kalınlık otizmli bireylerle normal kontroller arasında yapısal 

farklılığı gösteren temel parametrelerden biridir(82). Sinaptik yoğunluğu göstermek 

üzere dendiritik çıkıntı sayılması prosedürünün tamamlanamaması üzerine, buna 

yönelik ikinci bir parametrenin değerlendirilmesi için bölgesel kalınlık ölçülmesinin 

kullanılmasına karar verildi. Beyin bölgelerinin kalınlık ölçümü için Ankara 

Üniversitesi Patoloji Anabilim Dalında immunohistokimya protokolü optimizasyonu 

sırasında alınan sagittal parafinize kesitlerin hematoksilen eozin (HE) boyamaları 

yapılıp ve mikroskobik görüntüler Dijital Patoloji sistemiyle (Ankara Üniversitesi 
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Bilimsel Araştırmalar Birimi 14A0230003 proje nosu ile alınmış) kaydedildi. Allan 

Developing Mouse Brain Reference Atlas 2013 online versiyonundaki histolojik ve 

topografik kesitlerdeki bölgeler baz alınarak, medyal PFK, striatum, hipokampus 

bölgelerinin genişliği ölçümü, Slide Viewer programı ile işaretlenmiş olan sagital 

parafin kesit görüntüleri üzerinden yapıldı. Her üç derinlikten, CD206 ve MHC2 

primer antikorlarıyla işaretlenmiş kesitlerden veriye kör bir araştırmacı tarafından 

bölgesel kalınlıklar ölçülüp, davranış test sonuçlarına göre ayrılan gruplar birbiriyle 

karşılaştırıldı. Ayrıca bölgesel kalınlık ölçümlerinin davranış verisiyle korelasyonu 

incelendi. Şekil 3-12’te bölgesel kalınlık ölçümü yapılan sagital kesit ve referans 

alınan anatomik atlas görüntüsü birlikte verilmektedir. 
 

Şekil 3-12 Bölgesel kalınlık ölçümüne ve referans atlastaki ölçüme ait görüntü. 
 
 

3.6 İstatistiksel Yöntemler 
 

İstatistiksel analizler için IBM Sosyal Bilimler için İstatistik Programının 

(SPSS) (Statistical Package for Social Sciences) 25. versiyonu kullanıldı. Verilerin 

normal dağılıp dağılmadığı Kolmogorov Smirnov testiyle kontrol edildi. Analizlerde 

ikili karşılaştırmalar, normal dağılmayan veriler için Mann Whitney-U testi ile yapıldı. 
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İkiden fazla bağımsız grup kıyaslamaları normal dağılmayan veriler için Kruskal 

Wallis testi ile gerçekleştirildi. Tüm testlerde p değerinin 0,05 den küçük olması 

anlamlı kabul edildi. Korelasyon analizleri Spearman testi ile yapıldı. 
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4 BULGULAR 
 

4.1 Davranış deneyleri sonuçları 
 

OSB grubunu kontrollerden ayırması beklenen en önemli ayırt edici test üç 

bölmeli sosyalizasyon testidir, bu nedenle sosyalizasyon iki aşamada değerlendirildi. 

İlk aşamada bir bölmede kafes arkadaşı diğer bölmede oyuncak fare varken (sosyal 

tercih); ikinci aşamada bir bölmede kafes arkadaşı diğer bölmede oyuncak fare varken 

(sosyal yenilik) kafeslerin olduğu bölmeyi ne kadar tercih ettikleri değerlendirildi. 

Sonrasında öğrenme ve belleğin değerlendirilmesi için yeni nesne tanıma testi ve 

tekrarlayıcı davranışların değerlendirilmesi için bilye gömme testi sırasıyla uygulandı. 

Testler sonucunda hesaplanan indekslerin ortalama ve standart sapma değerleri ile, 

yapılan istatistiksel değerlendirmeye ait veriler Tablo 3’de özetlenmiştir. 

4.1.1 Sosyal Tercih Testi 

Sosyal bölmede geçirilen süre indeksi Poly (I:C) grubunda kontrollere göre 

farklı değildi (p=0,216). Farenin olduğu sosyal yarıbölme baz alındığında, sosyal tercih 

indeksinin Poly (I:C) grubunda kontrollerle benzer olduğu saptandı(p= 0,804). Sosyal 

bölmeye ve sosyal yarı bölmeye geçiş frekans indeksi analiz edildiğinde, iki grup 

arasında farklılık gözlenmedi (p= 0,934). Poly (I:C) grubunda sosyal bölmeye ve yarı 

bölmeye ilk giriş için beklenen süre (ilk giriş latansı) daha uzundu ancak Poly (I:C) 

grubundaki varyasyon nedeniyle kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmadı (p=0,364) (Tablo 3,Şekil 4-1). 
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Şkeil4-1 Kontrol (n:6) ve poly (I:C) (n:14) grupları arasında üç bölmeli sosyalleşme 
testi bulguları 
Üçbölmeli sosyalleşme testinde kontrol (PBS), poly (I:C) gruplarında a. sosyal 
bölmede geçirilen zaman indeksi, b.sosyal bölmeye giriş çıkış frekansı indeksi ve c. 
sosyal bölmeye ilk geçiş latansı d. sosyal yarıbölmede geçirilen zaman indeksi e. 
sosyal yarıbölmeye giriş çıkış frekansı indeksi f. sosyal bölmeye ilk geçiş latansı 
indekslerinin dağılımına dair grafikler (Grafiklerde verilerin dağılımı, ortalama değer 
ve standart sapmalar görülmektedir). 

 
4.1.2 Yabancı/Tanıdık Sosyal İlişki Tercihi Testi 

Poly (I:C) grubunun kontrol grubuna kıyasla yabancı hayvanla geçirdiği süre 

indeksi, her iki hayvan etrafında geçirdiği süre indeksine göre farklı değildi (p=0,804). 

Poly (I:C) ve kontrol gruplarının yabancı hayvanın olduğu bölmeye toplam giriş sayısı 
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ve ilk giriş latansı da benzer bulundu (sırasıyla p=0,160; p=0,620). (Tablo 3 ve Şekil 

4-2). 
 

 
Şekil 4-2 Kontrol (n:6) ve poly (I:C)(n:14) grupları arasında yabancı/tanıdık sosyal 
ilişki testi bulguları 
Yabancı/Tanıdık Sosyal İlişki Tercihi Testinde kontrol (PBS), poly (I:C) gruplarında 
a.yabancı sosyal hedefin olduğu bölmede sosyal bölmede geçirilen zaman indeksi 
b.yabancı sosyal hedefin olduğu bölmeye giriş çıkış frekans indeksi ve c.yabancı sosyal 
hedefin olduğu bölmeye ilk geçiş latansı indekslerinin dağılımına dair grafikleri 
göstermektedir. (Grafiklerde verilerin dağılımı, ortalama değer ve standart sapmalar 
görülmektedir). 
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4.1.3 Lokomotor Test ve Yeni Nesne Tanıma Testi 

Lokomotor aktivite iki grup arasında farklılık göstermedi (p=0,216). PBS 

grubunda yeni nesne etrafında geçirilen süre %48 iken, Poly (I:C) grubunda %47 

olarak bulundu. Yeni nesne tanıma indeksinde de benzer şekilde istatistiksel anlamlı 

farklılık saptanmadı (p=0,869). Yeni nesnenin olduğu alana giriş sıklığı indeksi de 

PBS ve Poly (I:C) grupları arasında benzer bulundu (sırasıyla p=0,869; p=0,41). 

(Tablo 3 ve Şkeil4-3). 
 

Şkeil4-3 Kontrol PBS (n:6) ve poly (I:C) (n:14) grupları arasında lokomotor ve yeni 
obje tanıma testi bulguları 
a. Lokomotor testinde PBS ve Poly (I:C) gruplarında katedilen mesafeler (cm) ve Yeni 
nesne tanıma testinde (YOTT) PBS ve Poly (I:C) gruplarında b. yeni nesne etrafında 
geçirilen süre indeksi, c. yeni nesne alanına giriş çıkış frekans indeksi ve d.yeni nesne 
alanına giriş latans indekslerinin dağılımına dair grafikleri göstermektedir. 
(Grafiklerde verilerin dağılımı, ortalama değer ve standart sapmalar görülmektedir). 

 
4.1.4 Bilye Gömme Testi 

Tam ve (¾) gömülü bilye sayıları Poly(I:C) ve PBS grupları arasında 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmedi(sırasıyla 

p=0,611; p=0,424) (Tablo 3 ve Şekil 4-4). 
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Şekil 4-4 Kontrol PBS (n:6) ve poly (I:C) (n:14) grupları arasında bilye gömme testi 
bulguları 
Bilye gömme testinde (BG) PBS ve Poly (I:C) gruplarında a. tam bilye gömme ve b. 
(¾) bilye gömme skorlarının dağılımına dair grafikler gösterilmektedir. (Grafiklerde 
verilerin dağılımı, ortalama değer ve standart sapmalar görülmektedir). 
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Tablo 3 PBS and Poly (I:C) gruplarında davranış test sonuçlarının karşılaştırılması 
(hesaplanmış indeks olarak, ortalama ve standart sapma (SS) değerler ve ilişkili 
istatistiksel değerler) 

 
Test PBS, n=6 

ort±SS 

Poly (I:C), n= 

14 

ort±SS 

İstatistik (Mann 

Whitney U-testi) 

ÜBST-Sosyal bölmedeki süre indeksi 0.60±0.12 0.50±0.08 p=0.216, z=-1.237 

ÜBST-Sosyal bölmeye giriş için frekans 
indeksi 

0.5±0.24 0.46±0.19 p=0.934, z=0.082 

ÜBST- Sosyal bölmeye ilk giriş 
gecikmesi (dk) 

0.96±0.46 2.04±1.18 p=0.364, z=-0.907 

ÜBST- Sosyal yarıbölmedeki süre 
indeksi 

0.61±0.12 0.52±0.10 p=0.284, z=-1.072 

ÜBST- Sosyal yarıbölmeye giriş için 
frekans indeksi 

0.56±0.12 0.52±0.20 p=0.805, z=-0.247 

ÜBST- Sosyal yarıbölmeye giriş 
gecikmesi(dk) 

0.96±0.46 2.04±1.86 p=0.364, z=-0.907 

YTSTT-Yeni sosyal hedef bölgesindeki 
süre indeksi 

0.52±0.06 0.47±0.02 p=0.804, z= -0.248 

YTSTT-Yeni sosyal hedef bölgesine giriş 
için frekans indeksi 

0.55±0.09 0.60±0.05 p=0.620, z=-0.495 

YTSTT-Yeni sosyal hedef bölgesine ilk 
girişte gecikme(dk) 

3.00±0.30 1.7±0.48 p=0.160, z=-1.404 

YOTT-Yeni obje alanında geçirilen süre 
indeksi 

0.48±0.04 0.47±0.06 p=0.869, z=-0.165 

YOTT-Yeni obje alanına girme frekans 
indeksi 

0.45±0.06 0.42±0.05 p:0.869, z=-0.165 

YOTT-Yeni obje alanına giriş 
gecikmesi(sn) 

36.6±14.9 38.6±8.0 p=0.741, z=-0.330 

YOTT-Lokomotor testinde hareket edilen 
mesafe (cm) 

1477.53±69.8 1304.61±117.2 p=0.216, z=-1.237 

BGT-Toplam bilye gömme puanı 3.6±1.1 5.00±0.6 p=0.611, z=-0.509 

BGT-¾ bilye gömme puanı 7.50±0.7 8.7±0.6 p=0.424, z=-0.800 

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

Polyinosinik:polycytidylic asit YTSTT: Yabancı/ Tanıdık Sosyal Tercih Testi, ÜSBT: ÜçBölmeli 

Sosyalleşme Testi 

 
4.2 Poly (I:C) Uygulanan Farelerin OSB-benzeri Davranışlarına Göre 

Gruplandırılması 

Daha önceden yapılmış çalışmalardan farklı olarak, prenatal Poly (I:C) 

uygulamasının postnatal 4. haftada OSB benzeri davranışlar açısından istatistiksel fark 

oluşturmadığını gözlemledik. Ancak veri yakından incelendiğinde  Poly (I:C)’ye 
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maruz kalmış bazı farede OSB-benzeri davranışlar gözlendi. Burdan yola çıkarak 

davranışsal veriyi incelediğimizde, Poly (I:C) grubunun stereotipik davranışın baskın 

olduğu (StD) ve sosyal defisitin baskın (SDD) olduğu iki grup olarak ayrılabildiğini 

gördük (Şekil 4-5). SDD grubunda stereotipik davranışın da, öğrenmenin de geniş 

varyasyonda dağıldığı görüldü. StD grup için de benzer şekilde sosyal davranış ve 

öğrenmenin geniş varyasyonda dağıldığı gözlendi (Şekil 4-6 a-b ve Tablo 4). Bu 

gözlem OSB’nin mutifaktöriyel etyoloji hipoteziyle uyuşmaktadır. Prenatal viral 

enfeksiyon maruziyeti OSB için bir risk faktörü olmakla birlikte, bu enfeksiyona 

maruz kalan tüm çocuklarda OSB belirtileri gelişmemektedir. Çevresel etkenler kadar 

genetik etkenlerin de OSB gelişiminde katkısı olduğu bilinmektedir. 

Tablo 4 Poly (I:C) alt gruplarının davranış test parametrelerine göre belirlenmesi 
 

Davranış Testi Parametresi Poly (I:C) 

Grup1 (stereotipik 

davranış dominant) n=4 

Poly (I:C) 

Grup2 (sosyalizasyon 

defisiti dominant) n=4 

Sosyal bölmede geçirilen zaman 
indeksi 

yüksek/düşük düşük 

¾ bilye gömme skoru yüksek yüksek/düşük 
YOTT indeksi yüksek/düşük yüksek/düşük 
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Şekil 4-5 Davranış testlerinin OSB hastalarının klinik görünümlerine denk şekilde 
ayrıldığına işaret eden dağılım 
Sosyal bölmede geçirilen süre, yeni nesne ile geçirilen süre ve (¾) bilye gömme 
skorlarına göre hayvanların, OSB hastalarında görülen klinik görünümlere denk 
düşecek şekilde ayrılmasına dair şekil görülmektedir. a.Grup 1’in PBS (kontrol) 
grubunu (n:4), b.Grup 2’nin bilye gömme skorları yüksek (stereotipik hareket 
baskın)grubu (n:4), c. Grup 3’ün ise Poly(I:C) grubu içinde sosyal tercih indeks 
puanları düşük ( sosyalizasyon defisiti baskın) olan grubu (n:4) temsil ettiğini, PBS 
kontrol grubu için ise sosyalizasyon indeksi daha yüksek olan 4 olgunun seçildiğini 
göstermektedir. (Grafiklerde verilerin dağılımı, ortalama değer ve standart sapmalar 
görülmektedir). 
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Bundan hareketle, immunohistokimyasal çalışmalar PBS kontrol grubu, 

OSB-benzeri davranışlarına göre StD ve SDD grubu olmak üzere 3 grup fare 

beyinlerinde gerçekleştirildi. 

4.3 Oluşturulan Üç Grubun Davranış Analizleri 
 

StD ve SDD gruplarının PBS kontrol grubundan farklılaştığı, yapılan Kruskal 

Wallis analizi ile teyit edilmiştir. Ügçrup arasında total bilye gömme skoru (p=0,034), 

3/4 bilye gömme skoru (p=0,022), sosyal bölmede geçirilen zaman indeksi (p=0,018), 

sosyal bölmeye giriş frekans indeksi (p=0,021), sosyal yarı bölmede geçirilen zaman 

indeksi (p=0,012) ve sosyal yarı bölmeye giriş frekans indeksi (p=0,018) istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde farklı bulunmuştur (Şekil 4-6). 
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Şekil 4-6 Üçlü gruplarda bilye gömme ve üç bölmeli sosyalleşme testi sonuçlarının 
karşılaştırılması 
a. Üçlü gruplar 2’şerli gruplar halinde kendi aralarında Mann Whitney U analiziyle 
karşılaştırıldığında total bilye gömme skoru StD Poly (I:C) grubunda (n:4) PBS 
grubuna göre(p=0,037) (n:4) ve SDD Poly (I:C) grubuna göre (n:4) yüksek bulundu 
(p=0,019). (3/4) bilye gömme skoru StD Poly (I:C) grubunda (n:4) PBS grubuna göre 
(n:4) (p=0,019) ve SDD Poly (I:C) grubuna göre (n:4) (p=0,019)yüksek bulundu. b. 
PBS grubunda SDD grubuna göre (0,021) ve StD grubunda SDD grubuna göre sosyal 
bölmede geçirilen zaman indeksi yüksek bulundu(p=0,021). Sosyal bölmeye giriş 
frekans indeksi PBS grubunda SDD Poly:IC grubundan (p=0,021) yüksek ve StD grubunda 
SDD grubundan (p=0,021) yüksek tespit edildi. c. Sosyal yarı bölmede geçirilen zaman 
indeksi StD grubunda SDD grubuna göre (p=0,021) ve StD grubunda SDD Poly(I:C) 
grubuna göre yüksek bulundu(p=0,021). SDD Poly(I:C) grubunda StD Poly (I:C) 
grubuna göre düşük (p=0,021) ve PBS grubunda SDD grubuna göre yüksek sosyal 
yarı bölmeye giriş frekansı saptandı (p=0,021). 
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Araştırmamızda dendritik çıkıntıların sayımı için dendritlerinde sarı floresan 

protein (YFP) ifade eden Thy1-ChR2-YFP transgenik erkek fareler, yabanıl tip 

C57BL/6 ile çiftleştirildiği için elde edilen yavruların davranış sonuçlarının 

yorumlanmasında transgenik olma etkisinin kontrol edilmesi amacıyla kontrol 

grubundaki 3 Thy1-ChR2-YFP pozitif fare ile 3 Thy1-ChR2-YFP negatif farenin 

davranış test sonuçları birbiriyle karşılaştırıldı. Bu analiz sonucunda iki grup arasında 

herhangi bir davranışsal parametrede istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı. 

Buna dair grafikler Şekil 4-7, Şekil 4-8 ve Şekil 4-9’ da görülmektedir. 
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Şekil 4-7 Kontrol grubu içindeki Thy backgrounduna göre ayrılmış hayvan gruplarının 
davranış analiz bulguları 
Kontrol grubu (n:6) içindeki Thy1-ChR2-YFP backgrounduna göre ayrılmış hayvan 
gruplarının davranış analiz sonuçlarından üç bölmeli sosyalizasyon testinde a.sosyal 
bölmede geçirilen zaman indeksi, b.sosyal bölmeye giriş çıkış frekansı indeksi c. 
sosyal bölmeye ilk geçiş latansı d. sosyal yarıbölmede geçirilen zaman indeksi e. 
sosyal yarıbölmeye giriş çıkış frekansı indeksi f. sosyal bölmeye ilk geçiş latansı 
dağılımına dair grafikler görülmektedir. (Thy1-ChR2-YFP negatif n:3, Thy1-ChR2-YFP 
pozitif n:3) 
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Şekil 4-8 Kontrol grubu içindeki Thy backgrounduna göre ayrılmış hayvan gruplarının 
davranış analiz bulguları. 
Kontrol grubu (n:6) içindeki Thy backgrounduna göre ayrılmış hayvan gruplarının 
davranış analiz sonuçlarından a. Lokomotor testinde katedilen mesafeler (cm) b.Yeni 
nesne tanıma testinde (YOTT) yeni nesne etrafında geçirilen süre indeksi, c. yeni 
nesne alanına giriş çıkış frekans indeksi ve d.yeni nesne alanına giriş latans 
indekslerinin dağılımına dair grafikleri göstermektedir. (Thy1-ChR2-YFP negatif n:3, Thy1- 
ChR2-YFP pozitif n:3) 
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Şekil 4-9 Kontrol grubu içindeki Thy backgrounduna göre ayrılmış hayvan bilye 
gömme testi bulguları. 
Kontrol grubu (n:6) içindeki Thy backgrounduna göre ayrılmış hayvan gruplarının 
davranış analiz sonuçlarından bilye gömme testinde (BG) a. tam bilye gömme ve b. 
(¾) bilye gömme skorlarının dağılımına dair grafikler gösterilmektedir. (Thy1-ChR2- 
YFP negatif n:3, Thy1-ChR2-YFP pozitif n:3) 

 
4.4 Bölgesel Kalınlık İlişkili Veriler 

 
4.4.1 Bölgesel Kalınlık Ölçümleri 

Davranış değişikliklerinin beyinde morfolojik bir değişiklik olarak karşılığı 

olup olmadığını görmek için hipokampus, striatum ve medyal PFK bölgelerinde 

bölgesel kalınlık ölçümü yapıldı. İmmunohistokimya için seçilen 12 hayvandan her 

hayvan için toplam 18 sagittal kesitte veriye kör bir değerlendirmeci tarafından 

Slideviewer programıyla ölçüm yapılarak kortikal kalınlıklar değerlendirildi. Bu 

ölçümlerden elde edilen ortalama ve standart sapma değerleri 3 grup için beyin 

bölgelerine göre Tablo 5’te gösterilmiştir. Medyal PFK, striatum ve hipokampusta 

kalınlık ölçümlerinin gruplara göre dağılımı ve Kruskal Wallis analizi Şekil 4-10’ de 

gösterilmektedir. 
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Şekil 4-10 Beyin bölgeleri kalınlık ölçümlerinin gruplara göre dağılımı. 
Yapılan Kruskal Wallis analizinde 3 grup arasında bölgesel kalınlık değişikliği 
a.medyal PFK (p=0,926) ve c. Striatumda (p=0,232) gözlenmedi.b. İstatistiksel 
anlamlılık farkı gösteren tek bölge hipokampus olarak tespit edildi (p=0,021). Ayrıca 
hipokampus kalınlığının Mann Whitney U testiyle yapılan ikili gruplar arası 
karşılaştırmalarında, PBS-StD Poly(I:C) grubu arasında (p=0,021) ve PBS-SDD 
Poly(I:C) grupları arasında (p=0,021) istatistiksel anlamlı farklılık gözlendi. 
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Tablo 5 Bölgelere göre kalınlık verilerinin dağılımı 
(Veriler ortalama±standard sapma olarak verilmektedir.) 
 PBS Grup StD Poly(I:C) Grup SDD Poly(I:C) Grup 
Bölge ort n SS ort n SS ort n SS 
mPFK 1543,64 

mikron 
4 154,75 1511,54 

mikron 
4 118,64 1510,48 

mikron 
4 335,19 

Striatum 1636,88 
mikron 

4 133,46 1800,67 
mikron 

4 148,48 1780,34 
mikron 

4 121,13 

Hipokampus 932,40 
mikron 

4 62,67 1138,77 
mikron 

4 162,44 1059,93 
mikron 

4 77,99 

 
PBS kontrol grubunda Thy1-ChR2-YFP pozitif ve Thy1-ChR2-YFP negatif 

farelerin OSB-benzeri davranışları açısından fark tespit edilmediği davranış analizleri 

sonuçları kısmında belirtilmiştir. Bununla beraber gruplar arasında Thy1-ChR2-YFP 

ilişkili bir yapısal bir değişiklik olup olmadığını göstermek üzere, bölgelere göre 

kalınlık ölçümleri Thy1-ChR2-YFP pozitif ve Thy1-ChR2-YFP negatif hayvanlar 

arasında karşılaştırılmış ve iki grup arasında istatistiksel olarak yine anlamlı bir fark 

saptanmamıştır (mPFK için p=0,827, hipokampus için p=0,513; striatum için p=0,275) 

(Şekil 4-11). 
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Şekil 4-11 Thy1-ChR2-YFP backgroundına göre ikiye ayrılan kontrol grubunun 
bölgesel kalınlıkları. 
Thy backgrounduna göre ikiye ayrılan kontrol grubunun bölgesel kalınlıkları a. 
Medyal prefrontal korteks, b. Striatum, c. Hipokampusta gösterilmektedir. Yapılan 
Mann Whitney U analizinde 2 grup arasında bölgesel kalınlıklarda istatistiksel olarak 
anlamlı değişiklik gözlenmedi. Veriler ortalama±standard sapma olarak 
görülmektedir. 
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4.5 Bölgesel kalınlık korelasyonları 
 

Bölgesel kalınlık ile davranış testleri sonuçlarının korelasyonuna Spearman 

testi ile bakıldığında, hipokampus kalınlığı ile total bilye gömme skoru arasında pozitif 

korelasyon saptandı (p=0,040, r=0,554). YOTT indeksi ve striatum kalınlığı arasında 

pozitif korelasyon saptandı (p=0.029, r= 0.582). Hipokampus kalınlığının da striatum 

kalınlığı ile pozitif yönde güçlü bir korelasyonu olduğu görüldü (p=0,003, r=0,723) 

(Şekil 4-12). 
 

Şekil 4-12 Bölgesel Kalınlıklar ile Davranış Testi Parametreleri Arasında Çıkan 
Korelasyonlara Dair Grafikler 
Grafikte hipokampus kalınlığı ile total bilye gömme skoru arasında, YOTT indeksi ve 
striatum kalınlığı arasında ve hipokampus kalınlığının da striatum kalınlığı ile pozitif 
yönde korelasyonu olduğu görülmektedir. 

 
 

4.6 İmmünohistokimyasal Sonuçlar: 
 

4.6.1 İba işaretlemesine ilişkin sonuçlar 

 
PBS grubunda Iba-1 sayım ortalaması 11,2±6,6 ve Poly (I:C) grubunun sayım 

ortalaması 16,3±5,5 bulundu. İki grup Mann Whitney U ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmadı (p=0,133). Üç grup olarak araştırma 

grubuna bakıldığında, PBS grubunda ortalama (13,7±6,8), StD grubunda ortalama 

(14,01±7,8), SDD grubunda ortalama (14±4,7) olarak bulundu. Kruskal Wallis ile Iba- 

1 sayımları karşılaştırıldığında gruplar arasında istatistiksel anlamlı bir fark bulunmadı 

(p=0,722) (Şekil 4-13). 
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Şekil 4-13 3 grupta Iba sayımının karşılaştırılmasına dair ortalama ve standart sapma 
olarak verilmiş grafik. 

 
Iba 1 işaretlemesine ilişkin örnek görüntüler Şekil 4-14’te yer almaktadır. Bu 

görüntüden mikroglial hücrelerin dendrtitik ağaçla yakın ilişkili olduğu görülebilir. 
 

Şekil 4-14 Iba-1 işaretlemesine ilişkin örnek bir görüntüler. 
(StD: sterotipik hareket dominant, (SDD: sosyal defisit dominant, PBS: kontrol). Yeşil 
renkte Thy1-ChR2-YFP (+) sinyali görülmektedir. (Görüntüler 25xlik objektifle 
konfokal mikroskopta alınmış, 20 mikron ölçekleme ile yapılmıştır). 
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Kontrol grubu içinde 3 Thy1-ChR2-YFP pozitif ve 3 Thy1-ChR2-YFP negatif 

hayvan olduğu için bu hayvanlar Iba-1 sayımı açısından Mann Whitney U testi ile 

karşılaştırıldığında anlamlı bir fark görülmedi (p=0,268). Dolayısıyla Thy1-ChR2- 

YFP olan farelerin mikroglia sayılarının yabanıl tiplerden farklı olmadığı sonucuna 

varıldı. 

4.6.2 CD86 ve Ym1 işaretlemesine ilişkin sonuçlar: 

 
CD86 ve Ym1 işaretlemeleri için kullanılacak sekonder antikor Thy1-ChR2- 

YFP pozitif hayvan beyinlerinde aynı renkte ışıma verdikleri için, bu değerlendirmeye 

sadece Thy1-ChR2-YFP negatif hayvan beyinlerinden alınan kesitlerin dahil 

edilmesine karar verildi. PBS grubunda 3, StD Poly (I:C) grubunda 1, SDD grubunda 

3 Thy1-ChR2-YFP negatif hayvan bulunması sebebiyle, Iba boyaması gibi 3 grupta 

yapılan analiz CD86, Ym1 işaretlemeleri için tekrarlanamadı. Dolayısıyla, CD86 ve 

Ym1 işaretlemeleri sadece Thy1-ChR2-YFP negatif olgulardan oluşan PBS kontrol 

grubundan ve Poly (I:C) grubundan seçilen 3’er hayvandan ikişer kesit ve her kesitten 

alınan 2 görüntüde incelendi (Tablo 1). 

PBS grubunda CD86 sayım ortalaması 5,69±2,7ve Poly(I:C) grubunun sayım 

ortalaması 3,08±0,3 bulundu. Ym1 için ise PBS grubunda sayım ortalaması 3,79±1,59 

ve Poly (I:C) grubunun sayım ortalaması 4,83±1,49 bulundu. CD86, Ym1 sayımları 

ve Ym1/CD86 oranı iki grup arasında Mann Whitney U testi ile karşılaştırıldığında, 

istiatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (sırasıyla p=0,1; p=0,4, p=0,1). (Tablo 

6, Şekil 4-15). 
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Şekil 4-15 Grafikte PBS ve Poly(I:C) gruplarında ortalama immunohistokimya(İHK) 
sayımları 
Veriler ortalama ±standard deviasyon (SD) olarak görülmektedir. 
İHK: İmmunohistokimya 

Tablo 6 Gruplara göre CD86, Ym1 sayımlarının ve Ym1/CD86 oranı dağılımı 
Veriler ortalama±standard sapma olarak verilmiştir. 

 PBS Grup Poly(I:C) Grup 
 ort n SS ort n SS 
CD86 5,69 3 2,7 3,08 3 0,3 
Ym1 3,79 3 1,59 4,83 3 1,49 

Ym1/CD86 0,67 3 0,03 1,43 3 0,56 
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5 TARTIŞMA 
 
 

5.1 Davranış bulguları 
 

Bu çalışmada, midgestasyonel Poly (I:C) uygulamasıyla oluşturulan MİA 

modelinde, yavrular postnatal 24-28. günlerde değerlendirildiğinde, sosyalleşme 

davranışında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılaşma tespit edilmemiştir. Ancak 

toplumda gözlendiği gibi davranış sonuçlarının geniş bir varyasyonda dağıldığı 

gözlenmiştir. Bu varyasyondan yola çıkılarak, hayvanlar davranış test sonuçlarına göre 

gruplanmıştır. Sosyal bölmede geçirilen zaman indeksi ve bilye gömme skorları alt 

grupları ayırmada yararlanılan parametreler olmuştur. Poly (I:C)'ye doğum öncesi 

maruz kalan farelerin yalnızca bir alt grubunun OSB benzeri davranış geliştirmesi 

bunun için olası bir açıklamadır, çünkü benzer alt gruplar klinikte de OSB hastalarında 

görülebilir. Aynı çevresel etkene aynı zamanda maruz kalan yavruların hepsinde aynı 

otizm benzeri davranışlar görülmemektedir. Stereotipik hareket baskın ikinci Poly 

(I:C) grubundaki olguların, belirgin stereotipik hareketleri ve hafif sosyalizasyon 

bozukluğu olan, normal/yüksek IQ’ ya sahip yüksek fonksiyonlu otizm olarak 

adlandırılan grubu temsil edebileceği düşünülmüştür. Sosyalizasyon defisiti baskın 

Poly (I:C) grubunun ise ağır sosyalizasyon bozukluğuna, düşük/ normal IQ skorları ve 

değişken düzeyde stereotipik davranışın eşlik ettiği düşük fonksiyonlu otizm olarak 

adlandırılan grubu temsil edebileceği düşünülmüştür (83, 84). Bu grupların davranış 

testlerinde de birbirinden farklılaştığını istatistiksel analizlerimizde teyit edilmiştir. 

Bu çalışmanın güçlü yanlarından biri, OSB belirtilerinin ortaya çıktığı yaş 

döneminde davranışların değerlendirilmiş olmasıdır. MİA modelinde erişkin farelerde 

davranış değişikliklerinin gen ekspresyonu, nöroanatomi, nörokimyasal etkileri tutarlı 

biçimde ortaya konmuştur (19,20), ancak bu çalışmalar erişkinlik çağına kadar 

gerçekleşmiş olabilecek adaptif değişikliklerin etkisi dışlanarak 

değerlendirilememektedir. Ayrıca C57BL/6 genetik altyapısına sahip farelerle 

oluşturulmuş nöropsikiyatrik hastalık modellerinde, fetal beyin gelişimine ilişkin 

değişikliklerin hepsinin erişkin yaşta yakalanmasının mümkün olmadığı gösterilmiştir 

(85, 86). Bununla birlikte bu çalışmada, davranış deneylerinin yapılabilmesi için 

yavruların anneden ayırılmasına bağlı stres oluşturma riski nedeniyle sütten kesme 
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öncesinde değerlendirme yapılmamıştır. İleri çalışmalarda bu riski taşımayan farklı 

otizm modelleri kullanılarak değerlendirmelerin daha erken zamansal noktalarda 

yapılması önerilir. 

MİA modellerinde Poly(I:C) kullanımının zamanlaması ve dozajı da davranış 

ve immünolojik yanıt üzerinde etkisi olduğu tespit edilen faktörlerdendir (87). 

Çalışmamızda, literatürde genel olarak kullanılan gebelikte iki kez ip 5 mg/kg dozajı 

uygulanmıştır (88). Önceki çalışmalarda daha yüksek doz Poly (I:C) kullanımının 

sosyalleşmede azalma, stereotipide artış, öğrenmede bozulma gibi otizm benzeri 

davranışsal farklılıklarla ilişkili bulunduğu gösterilmiştir (104) ancak bu çalışmalarda 

genellikle sıçanlar kullanılmış ve değerlendirmeler yetişkinlik döneminde yapılmıştır. 

Bu etmen de çalışmamızda PBS ve Poly (I:C) grubu arasında davranış açıdan farklılık 

bulamamanın bir diğer olası açıklaması olabilir. Bununla beraber, gebe hayvanlarda 

yavru kaybı riski nedeniyle modelin immun sistem üzerindeki etkisini değerlendirmek 

üzere biyokimyasal bir analiz yapılmamıştır (IL-6 düzeyi bakmak vb). Ayrıca 

çalışmamızdaki gebe fareler aynı genetik kökenden olmalarına (C57), aynı kaynaktan, 

aynı yaş ve kiloda alınmalarına rağmen, çalışmada kullanılan yavrular gibi, aynı 

anneden doğan yavrular değillerdir. Dolayısıyla fare kökenindeki genetik 

değişkenliğin de sonuçlarımız üzerinde etkisi olmuş olabilir. 

Araştırmamızda dendritik çıkıntıların sayımı için dendritlerinde sarı floresan 

protein (YFP) ifade eden Thy1-ChR2-YFP transgenik erkek fareler, yabanıl tip 

C57BL/6 ile çiftleştirildiği için elde edilen yavruların davranış sonuçlarının 

yorumlanmasında transgenik olma etkisinin kontrol edilmesi amacıyla kontrol 

grubundaki 3 Thy1-ChR2-YFP pozitif fare ile 3 Thy1-ChR2-YFP negatif farenin 

davranış test sonuçları birbiriyle karşılaştırılmıştır. Bu analiz sonucunda iki grup 

arasında herhangi bir davranışsal parametrede istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanmamıştır. Bu nedenle yavrulardaki davranış farklılıklarında Thy1-ChR2-YFP 

transgeninin varlığının anlamlı etkisi olmadığı sonucuna varılmıştır. 

 
 

5.2 Bölgesel kalınlık ve Bölgesel Kalınlık Davranış Korelasyon 
Bulguları 

Çevresel faktörlerin beyine etkisinin bölgeye özgül olduğu gösterilmiştir. 
Dolayısıyla, MİA da çevresel faktörleri modellediğinden, belirli beyin alanlarındaki 
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değişikliklerin dikkate alınması gerekir. Örneğin, OSB’li ikizlerde yapılmış bir insan 

nörogörüntüleme çalışmasında orbitofrontal kortekste ve anterior singulat kortekste 

gri cevher kalınlığı OSB belirtileriyle ilişkili bulunmuştur. Özellikle stereotipik 

davranışlarla orbitofrontal korteks kalınlığı ilişkili çıkmıştır(89). Medial PFK, 

hipokampus, striatum OSB çalışmalarında en sık çalışılan ve sosyal davranış, kısıtlı ilgi 

alanı, tekrarlayıcı davranış, ve duyusal entegrasyon sorunlarıyla ilişkileri gösterilmiş 

bölgelerdir (90, 91). Erken çocukluk döneminde semptomların başlangıcında baş 

çevresi, beyin hacmi ve korteksteki nöron sayısının arttığı insan OSB çalışmalarında 

gösterilse de (3, 92) morfolojik veya işlevsellik farkı gösteren belirli beyin 

alanlarındaki değişikliklerin bozukluğun sonuçları mı nedenleri mi olduğu açık 

değildir. Olası bir açıklama olarak, doğum öncesi immun aktivasyonun, özellikle 

nörogelişimdeki kritik hassas dönemlerde patogenezde rol oynadığı varsayılmaktadır. 

Bu ilişkiyi doğrulamak için MİA hayvan modeli çalışma bulguları, annenin immun 

aktivasyonu ile kortikal gelişim arasında bir bağlantı olduğunu göstermektedir (24, 

93). 

Şaşırtıcı bir şekilde mPFK kalınlığı gruplar arasında farklı bulunmamış ve 

MPFK ile otistik benzeri davranışlar arasında bir ilişki bulunamamıştır. Bu, farelerin 

ömründe yürümeye başlayan çocuk aşamasına karşılık gelen deneylerimizin 

zamanlaması (PN24-28. gün) ile ilgili olabilir. Deneylerimizi prefrontal korteks 

olgunlaşmasından önce olabilecek bu yaş aralığında yapmamız, medial prefrontal 

korteks kalınlığında farklılık bulamamamızın nedenlerinden biri olabilir. Prefrontal 

korteks beyin gelişim sıralamasına göre düzenlenecek en son bölgedir. Ayrıca 

araştırmamızda kullanılan ölçüm yönteminin yeterince hassas olmaması (radyolojik 

görüntüleme gibi), örneklem büyüklüğünün küçük olması ve denekler arasındaki 

değişkenlik, sonuçlarımızın yorumlanmasını sınırlamış olabilir. 

Davranışların morfolojik farklılıklarla ilişkisini incelediğimizde, 

hipokampusta stereotipik davranış dominant Poly (I:C) grubunda anlamlı bir kalınlık 

farkı gözlenmiştir. Araştırmamızdaki bu bulguyu destekler şekilde Poly(I:C) ile 

oluşturulan MİA modellerinde hipokampal morfoloji ve fonksiyonun önemli bir etkiye 

sahip olduğu daha önce gösterilmiştir. Örneğin, bu modelle hipokampusun CA1 

bölgesindeki parvalbumin-pozitif internöronların yoğunluğunun ve doğum sonrası 

erken dönemde inhibisyonunun güçlü bir şekilde azaldığı gösterilmiştir (94). Ek 
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olarak, yine bu modelle hipokampustaki mikroglial sayı ve aktivasyonda fark 

görülmemesine rağmen presinaptik sinaptofizin ve fagot yoğunluğunun azalması 

yetişkinlikte hipokampal sinaptik fonksiyon üzerindeki etkiyi ortaya koymaktadır 

(95). Poly(I:C) ile oluşturulan MİA modelinde, yavruların hipokampusunda 

miyelinasyon ve aksonal gelişimi geciktirdiği gösterilmiştir (96). Başka bir Poly (I:C) 

MİA çalışmasında da yine hipokampusa özel sitokin değişikliklikleri olduğu 

gösterilmiştir. Bununla beraber MİA geçirmiş beyinlerde erişkinlik döneminde 

neokortikal ve hipokampal kalınlıkta azalmalar rapor edilmiştir (97). Araştırmamıza 

benzer şekilde, hipokampusta kalınlık artışı olduğunu sadece erkek farelerde gösteren 

Nf1+/- genetik nörogelişimsel bozukluk modelinde bir çalışma da bulunmaktadır (98). 

Bu bulguyu daha iyi yorumlayabilmek için daha geniş örneklemli ve cinsiyetleri de 

gözeten Poly (I:C) ile oluşturulmuş MİA modeli çalışmalarında, daha hassas ölçüm 

sağlayan ve moleküler yöntemlerle birleştirilmiş metodolojiye sahip araştırmalara 

ihtiyaç vardır. 

Stereotipik davranış ile hipokampus kalınlığı ilişkili bulunmuştur. OSB’ de 

beyinde görülen morfolojik değişikliklerinin sinaptik ayıklanma sürecinin 

aksamasıyla ilişkili olabileceği düşünülmüştür (32,33). Mikrogliaların hipokampusta 

14 ve 28. postnatal günler arasında önemli histolojik farklılıklar göstermesinin sinaptik 

budanmada mikrogliaların etkili olabileceği, hipokampus CA1 CA2 bölgelerinin 

lezyonlarının veya bu bölgelerde protein sentezi inhibisyonunun sosyal bellek 

bozukluğuyla ilişkisi gösterilmiştir (99). Çalışmamızda StD Poly (I:C) grubunda 

hipokampus kalınlığında gördüğümüz farklılık, bu kritik zamanlama ile ilişkili 

olabilir. Ayrıca Poly (I:C) gruplarını ikili karşılaştırdığımızda PBS grubu ile hem StD 

hem SDD grubu arasında hipokampus kalınlığı anlamlı olarak farklı bulunmuştur. Bu 

bulgular hipokampusun sosyal bellek ve öğrenmeyle de ilişkili olduğuna işaret 

etmektedir (100). Bununla beraber bu bulguyu destekleyecek şekilde dendiritik çıkıntı 

sayımı süreci teknik sorunlar nedeniyle tamamlanamamıştır, ileride yapılacak 

çalışmalarda dendritik çıkıntı sayısı değerlendirilerek gruplar arasında 

karşılaştırılmalıdır. 

Araştırmamızda gruplarımız arasında striatum kalınlığında farklılık 

bulunmamıştır. Aslında striatum stereotipik hareket ile ilişkisi en sık gösterilen beyin 

bölgesidir ancak araştırmamızda YOTT indeksi ile striatum kalınlığı arasında pozitif 
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korelasyon gösterilmiştir. Bu bulgumuz striatumun bellek üzerindeki düzenleyici 

etkisiyle ilişkili olabilir (101). Hipokampus ve striatum kalınlıklarının güçlü pozitif 

korelasyon göstermesi de, öğrenme ve stereotipik davranış bağlamında, sosyal 

davranışı düzenlemek için karşılıklı konuşan bu alanlar arasındaki ilişkilerin sonucu 

olabilir. Bu aynı zamanda hipokampus kalınlığı ile bilye gömme skorlarının pozitif 

ilişkili bulunmasını da açıklıyor olabilir. Buna ek olarak, yüksek striatum kalınlığının 

yüksek YOTT indeksleriyle ilişkili bulunması, yüksek fonksiyonel otistik insanlarda 

görülen daha iyi IQ puanlarının bir görünümü olarak da düşünülebilir. Bu, ilk Poly 

(I:C) grubundaki (StD) daha iyi sosyalleşme puanlarının ardındaki kompanzatuar 

mekanizmanın sonucu da olabilir; çünkü sosyal davranışlar temel olarak öğrenme 

olmadan değerlendirilemez. 
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5.3 İmmunohistokimya bulguları 
 

Araştırmamızda sinaptik budanma ile mikroglial aktivite ilişkisini hücresel 

düzeyde göstermek üzere immunohistokimyasal analizler yapılmıştır. OSB de en çok 

değişiklik bildirilen bölge olarak medyal PFK incelenmek üzere seçilmiştir. Buna 

yönelik olarak mikroglial aktiviteyi göstermek için seçilen Iba-1 antikoruyla yapılan 

işaretlemelerde oluşturulan hem kontrol ve Poly (I:C) grupları arasında, hem de 

oluşturulan üç alt grup arasında fark saptanmamıştır. Bu sonuç, gruplar arasında 

medyal PFK kortikal kalınlıkta istatistiksel olarak anlamlı fark görülmemesiyle 

birlikte ele alındığında, çalışmanın yapıldığı erken dönemde medyal PFK gelişiminin 

henüz tamamlanmamış olması ile ilişkili olabilir. Ayrıca, ölçümlerdeki geniş 

varyasyon ve örneklem sayısının azlığı da istatistiksel anlamlılığa ulaşmayı engellemiş 

olabilir. Iba işaretlemesi için CY3 sekonder antikoru kullanıldığından her 3 grupta Iba1 

işaretlemesi, sayımı ve analizi yapılabilmiştir. Ancak, antiCD86 ve antiYm1 

antikorlarına yönelik elimizde bulunan Cy2 sekonder antikoru ile yapılan işaretlemeler 

Thy1-ChR2-YFP farelerdeki YFP sinyalleri ile yakın dalga boyunda olduğundan, bu 

antikorların immunohistokimyasal incelemesine sadece Thy1-ChR2-YFP negatif 

farelerle devam edilmiştir. Bu durumda fare sayısı çok azaldığından poly (I:C) grubu 

alt gruplara ayrılmadan değerlendirilmiştir. Bunlara ek olarak bu tezin konusu dışında 

kalan hipokampus bölgesinin kalınlığında gruplar arasında bir farklılık gözlenmesi, bu 

alanda yapılacak immunohistokimyasal incelemede farklı bir sonuca ulaşılabileceğini 

düşündürmektedir. İnsanlarda yapılan ölüm sonrası çalışmalarda, OSB olan bireylerin 

beyin dokusunda nöroinflamasyon mikroglial aktivite ilişkisi gösterilmiştir (29, 93). 

Ancak maternal immun aktivasyon modellenen hayvan çalışmalarını gözden geçiren 

bazı çalışmalarda da çalışmamızla benzer şekilde istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

Iba-1 aktivitesinde değişiklik bulunmayan çalışmalar da bildirilmiştir (102, 103). 

Araştırmamızda mikroglial fenotipinde M2 yönünde artacağı hipotez edilerek, 

M2 mikroglialar Ym1 ve M1 mikroglialar CD86 antikoruyla işaretlenmiştir. Hem 

Ym1, CD86 sayımlarına hem de Ym1/CD86 oranlarına baktığımızda, Poly (I:C) ve 

PBS grupları arasında fark bulunmamıştır. Bu durum, ölçümlerdeki geniş varyasyon 

ve örneklem azlığı ile ilişkili görünmekle birlikte, araştırmamızda bölgesel kalınlık 

ölçümünün radyolojik ölçüm gibi sensitif bir yöntem ile yapılmamış olması ile de ilgili 

olabilir. Ayrıca sinaptik plastisite ile ilgili bir bulgu verebilecek olan dendrit 
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görüntülemesi aşamasının tamamlanıp dendritik çıkıntı sayımı yapılamaması, kortikal 

katmanlara veya bölgelerin alt bölümlerine göre spesifik bir analiz yapılmaması da 

sonuçlarımızın yorumlanmasını kısıtlamıştır. 

Bu bağlamda, ileride daha büyük fare örneklemlerinde gelişimin çocukluktan 

erişkinliğe farklı aşamalarında ve farklı beyin bölgelerinde değerlendirmelerin 

moleküler analizlerle teyit edildiği deneylere ihtiyaç vardır. Bunun yanı sıra 

nöroinflamasyonda mikroglia harici glia hücrelerin ve nöronların da rol alabildiği, bu 

hücre tipleri arasında bir karşılıklı etkileşim (cross- talk) olduğu bilinmektedir (104). 

Dolayısıyla araştırmamızın kapsamına girmeyen hücre türleri ve hücreler arası 

etkileşim patofizyolojide etkiliyse de burada gösterilememiş olabilir. Diğer yandan, 

mikroglial M1-M2 fenotiplendirmesinin doğru bir yaklaşım olmadığını savunan 

görüşler de mevcuttur. Bu görüşe göre mikroglial fenotip değişimi dinamik bir 

süreçtir, mikroglialar aynı zamanda her iki fenotipe dair protein ifadesi 

gösterebilmektedir (105). Araştırmamızda hipotez edildiği şekilde mikroglial 

fenotiplerdeki değişiklik sinaptik plastisite üzerinde kritik bir etkiye sahip olmayabilir. 

İleride yapılacak çalışmalarda M1/M2 fenotipleri çoklu belirteçlerle, farklı gelişim 

dönemlerinde, beyin bölgelerinde ve kortikal katmanlarda incelenmelidir. 

Özetle çalışma bulgularımız, hamilelik döneminde 2 kez uygulanan Poly 

(I:C)’nin, insandakine benzer biçimde doğan yavruların sadece bir kısmında ve ilginç 

biçimde klinikte görülene benzer klinik heterojenitede Otizm benzeri davranışları 

artırdığı saptanmıştır. Dolayısıyla bu model klinik heterojenitenin altında yatan 

moleküler mekanizmaların incelenmesi için uygun bir modeldir. Bunun yanısıra 

mPFK’te gruplar arasında toplam mikroglia sayıları ve M2/M1 oranlarının 

değişmediği bulunmuştur. Ayrıca ölçülen mPFK kalınlıklarında bir değişim 

saptanmamıştır( Şekil 5-1). 
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Şekil 5-1 Araştırmamızın basamaklarının grafik özeti. 

 
 

MİA uygulaması ardından yavrulara üç bölmeli sosyalleşme testi, yeni obje 

tanıma testi, bilye gömme testi uygulandı. Uygulanan davranış testleri analiz 

edildiğinde belirtilerde kliniğe benzer bir heterojenite görüldü. PBS grubunda 

sosyalizasyonu iyi olanlar, Poly(I:C) StD grubunda stereotipik davranış baskın olanlar 

ve Poly(I:C) SDD grubunda ise sosyal defisiti baskın olanlar dahil edilerek gruplandı. 

Sonrasında ölçülen medyal prefrontal korteks (mPFK) ve striatum kalınlığı 

değişmezken, hipokampus kalınlığı StD Poly(I:C) olgularda istatistiksel anlamlı 

düzeyde artmış bulundu. Hipokampus kalınlığı ile stereotipik davranış arasında, 

striatum kalınlığı ile öğrenme, bellek arasında pozitif korelasyon saptandı. 

Hipokampus kalınlığı ile striatum kalınlığı da pozitif ilişkili bulundu. 

Bu durum mPFK’nın gelişiminin daha geç tamamlanması ile ilişkili 

olabileceği gibi kullanılan ölçüm yönteminin küçük farklılıkları tespit etmede yeterli 

çözünürlükte olmaması ile de açıklanabilir. Bu konuların daha ileri çalışmalarla 

incelenmesine ihtiyaç vardır. Sonuç olarak; OSB de beyin etkilenmesinin 

zamanlamasına bağlı olarak farklı beyin bölgelerinin etkilendiği ve bu beyin 

bölgelerinin de farklı belirti gruplarıyla ilişkili olabileceği, gruplar arasında Iba 

sayımları açısından fark görülmediği, M1 ve M2 mikroglia fenotiplerinden herhangi 

birinin mPFK’da baskın olarak gözlenmediği, sinaptik budanma ve mikroglial aktivite 

değişikliği dışında araştırmamızda yer almayan bazı diğer patofizyolojik 

mekanizmaların da hücresel düzeyde etkili olabileceği düşünülmüştür. 
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6 SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

1. Çalışmamızda MIA modelinin klinik heterojeniteyi iyi temsil ettiği 

gösterilmiştir. Prenatal Poly (I:C) maruziyetinin bir alt-grup farede stereotipik 

davranışı arttırırken bir alt-grup farede sosyalleşmeyi bozduğu gözlenmiştir. Böylece 

oluşturulan alt grupların klinik fenotiplere benzer şekilde kendi içlerinde de varyasyon 

gösterdikleri görülmüştür. Bu modeli, farklı klinik heterojenitenin altında yatan 

nörobiyolojik süreçlerin kullanılması için öneriyoruz. 

2. Belirti heterojenitesi göz önüne alınarak, ileride MİA modeliyle yapılacak OSB 

çalışmalarında daha geniş örneklem ile farklı gelişimsel evrelerde altta yatan 

mekanizmalara yönelik detaylı moleküler incelemeler eklenmesinin de faydalı olacağı 

kanısına varılmıştır. 

3. Sütten kesme dönemi öncesinde OSB-benzeri davranışların incelenmemiş 

olması literatürdeki önemli bir eksiktir. İleride yapılacak araştırmalarda davranış 

testlerinin oluşturabileceği anneden ayırma stresini azaltmaya yönelik ultrasonik 

vokalizasyon testi gibi testlerin kullanılması veya yeni testler geliştirilmesi OSB’nin 

gelişim boyunca nörobiyolojik mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasına katkı 

sağlayacaktır. Bunun yanı sıra beyin gelişimine dair elde edilebilecek moleküler ve 

morfolojik verinin, davranış testleriyle korelasyonlarını incelemenin de araştırmalarda 

yer almasının bu tür çalışmalara önemli bilgiler sağlayacağı düşünülmüştür. 

4. Yapılan bölgesel kalınlık değerlendirmelerinde, mPFK kalınlığında gruplar 

arasında fark bulunmamıştır. Ancak stereotipik davranışları dominant alt grupta 

hipokampus kalınlığının anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir. Hipokampal kalınlık 

değişikliği stereotipik davranış ile ve striatum kalınlığı da öğrenme ile pozitif ilişkili 

gözlenmiştir. Hipokampus kalınlığının da striatum kalınlığı ile pozitif korelasyonu 

olduğu görülmüştür. 

5. mPFK’te toplam mikroglia sayıları gruplar arasında fark göstermemiştir. 

Ayrıca gruplar arasında Ym1, CD86 sayımları ve Ym1/CD86 oranları açısından fark 

olmadığı görülmüştür. İleride yapılacak çalışmalarda bu bulgunun sosyal defisit 

baskın ve stereotipik davranış baskın gruplarla genişletilmesi, başka M1, M2 

belirteçleriyle incelenmesi önerilir. 
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