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ÖZET 

Sıçanlarda Valproik Asit İle Oluşturulan Otizm Modelinde Mitokondriyal 

Dinamiklerin Gelişimsel Süreçte İncelenmesi 

Otizm kompleks nörogelişimsel bir hastalık olup iki ana semptom grubu ile 

karakterizedir, bunlar sosyal iletişim bozukluğu ve tekrarlayıcı/kısıtlı davranışlardır. 

Bunlara epilepsi, hiperaktivite, dikkat eksikliği, uyku bozuklukları ve gastrointestinal 

şikayetler eşlik edebilir. Son yıllarda prevalansı giderek artan otizmin patofizyolojisi 

tamamen açıklanamamıştır. Genetik faktörlerin yanında immun sistem ve 

mitokondriyal bozukluklar, inflamasyon, çevresel toksinler, gebelikte kullanılan bazı 

ilaçların otizmin patogenezinde rol oynadığı düşünülmektedir. Yapılan araştırmalar, 

mitokondriyal dinamik ve/veya fonksiyon bozukluğunun otizmle ilişkili olabileceğini 

işaret etmektedir. Gebelikte antiepileptik ilaç olarak kullanılan valproik asitin (VPA) 

otizm insidansını anlamlı olarak artırdığı bilinmektedir. VPA modeli otizm 

araştırmalarında yaygın olarak kullanılan ve insanlardaki otizm etiyolojilerinden birini 

taklit etmesi yönüyle de değerlidir. Çalışmamızda VPA indüklü otizm modeli dişi ve 

erkek sıçanlarda, bilişsel/davranışsal parametreler ile kortikal doku ve periferik kanda 

mitokondriyal dinamikleri inceledik. Çalışmamızın sonuçlarına göre, dişi sıçanlarda 

anksiyetede artış, lokomotor aktivite, öğrenme ve bellek ve sosyal davranışta bozulma 

gözlenmiştir. VPA oksidatif fosforilasyon, mitofaji ve mitokondriyal füzyon ile ilişkili 

genleri her iki cinsiyette bozmuş ve bu bozukluk dişilerde daha belirgin bulunmuştur. 

Periferik monosit ve lenfositlerde hem dişi hem de erkek VPA grubu sıçanlarda 

mitokondriyal kütle, membran potansiyeli ve reaktif oksijen türleri miktarı bozulmuş, 

bu bozukluklar cinsiyete göre farklılıklar göstermiştir. Sonuç olarak, gebelikte VPA 

maruziyeti otizme sebep olurken, otizmin şiddeti ve mitokondriyal dinamikler üzerine 

etkisi cinsiyete göre değişmektedir. Postnatal 21. günde, mitokondriyal dinamiklerde 

değişiklik gözlenmeyip postnatal 50. günde değişiklik gözlenmesi, mitokondriyal 

dinamiklerin otizmin gelişim sürecinde bozulduğunu düşündürmektedir. Bu yolakların 

aydınlatılması için daha detaylı çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır. 

Anahtar Sözcükler: Otizm, Valproik asit, Mitokondriyal dinamikler, Prefrontal 

korteks, Sıçan  
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ABSTRACT 

Investigation of Mitochondrial Dynamics in the Developmental Process in a 

Valproic Acid-Induced Autism Model in Rats 

Autism is a complex neurodevelopmental disorder characterized by two main 

symptom groups: social communication disorder and repetitive or restrictive behaviors 

and interests. In addition to these symptoms, epilepsy, hyperactivity, attention deficit, 

sleep disorders and gastrointestinal complaints accompany autism. The 

pathophysiology of autism, the prevalence of which has increased in the last 10 years, 

has not yet been fully elucidated. In addition to genetic factors, there are studies 

showing that immune system disorders, mitochondrial disorders, inflammation, 

environmental toxins, some drugs used during pregnancy and intestinal microbiota 

play a role in the pathogenesis. Recent studies have indicated that mitochondrial 

dynamics and/or dysfunction may be associated with autism. It is known that valproic 

acid (VPA), used as an antiepileptic drug during pregnancy, significantly increases the 

incidence of autism. The VPA model is a valuable model that is widely used in autism 

research and mimics one of the etiologies of autism in humans. In this study, we aimed 

to investigate mitochondrial dynamics in cortical and peripheral blood, as well as 

cognitive/behavioral parameters in male and female rats of VPA-induced autism 

model. According to the results of our study, anxiety, locomotor activity, learning and 

memory, and social behavior were worse in VPA group of female rats. VPA 

deregulated genes associated with oxidative phosphorylation, mitophagy, and 

mitochondrial fusion in both sexes, and this deregulation was more pronounced in 

females. Mitochondrial mass, membrane potential and amount of reactive oxygen 

species were deregulated in peripheral monocytes and lymphocytes in both female and 

male VPA group rats, and these deregulations showed differences according to gender. 

In conclusion, while the use of VPA during pregnancy causes autism, the severity of 

autism and its effect on mitochondrial dynamics vary according to gender. More 

detailed studies are needed to elucidate these pathways. 

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

 

  



 

3 

 

1 GİRİŞ VE AMAÇ  

Otizm, yaşamın ilk üç yılı içinde ortaya çıkan ve yaşam boyu devam eden, sosyal 

etkileşim, sözel ve sözel olmayan iletişimde problemler, tekrarlayıcı davranış ve kısıtlı 

ilgi alanları ile kendini gösteren, nörogelişimsel bir bozukluk olarak tanımlanmaktadır 

(1, 2). Bu ana semptomların yanı sıra öğrenme ve bellek problemleri, anksiyete ve 

hiperaktivite gibi bilişsel ve davranışsal bozukluklar da sıklıkla hastalığa eşlik 

etmektedir (3-6). Dünya Sağlık Örgütünün 2017 yılı verilerine göre doğan her 160 

çocuktan bir tanesi otizmli olarak dünyaya gelmekte ve son 50 yıldır bu oran giderek 

artmaktadır. Otizm görülme sıklığı erkeklerde kızlara göre dört kat daha fazladır (7).  

Otizm ilk olarak 1943 yılında Avusturyalı psikiyatrist Leo Kanner tarafından 

tanımlanmıştır (8). Kanner, sosyal ve davranışsal birtakım güçlükler yaşayan bir grup 

çocukla yapmış olduğu çalışma sonucunda hastalığa erken çocukluk otizmi adını 

vermiştir. 1980 yılında Amerikan Psikiyatri Birliği’nin yayınladığı Mental 

Bozuklukların Tanısal ve İstatistiksel El Kitabı’nın (Diagnostic and Statistical Manual 

of Mental Disorders-DSM) üçüncü versiyonunda hastalık otistik bozukluk olarak 

sınıflandırılmıştır (9). DSM’nin bir sonraki versiyonu olan DSM-IV ‘de hastalık 4 

farklı tanı grubuna ayrılmıştır. Bunlar Otistik Bozukluk, Asperger Sendromu, 

Çocukluk Dönemi Dezintegratif Bozukluğu ve başka türlü adlandırılamayan yaygın 

gelişimsel bozukluktur (10). Bununla birlikte, farklı tanı grupları üzerinde yapılan 

çalışmalar grupların etiyolojilerinin aynı ve klinik görünümlerinin de benzer 

olduklarını gösterdiğinden, DSM-V’de hastalık tek bir tanı grubu altında, otizm 

spektrum bozukluğu (OSB) olarak sınıflandırılmaktadır (11). 

Bu tezde, mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun otizmin nedeni mi yoksa 

otizmin gelişimi sürecinde/sonucunda mı ortaya çıktığı; nörogelişimsel bir hastalık 

olan otizmin gelişimi sırasında etkilenen prefrontal korteksdeki (PFC) mitokondriyal 

dinamik/fonksiyon farklılıkları ve bu farklılıkların otizm gelişiminin hangi aşamasında 

ortaya çıktığının belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla, valproik asit (VPA) ile 

sıçanlarda otizm modeli oluşturularak postnatal gelişim süreçlerinde periferik ve beyin 

dokusundaki mitokondriyal dinamikler incelenmiştir. Mitokondri fonksiyonundaki 

bozukluk karbonhidrat, yağ ve amino asit metabolizmasının bozulmasına, apoptozun 
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artmasına, kalsiyum regülasyonunun bozulmasına, hormonal veya transkripsiyonal 

kontrolün bozulmasına, reaktif oksijen türlerinin üretiminin ve oksidatif stresin 

artırmasına, immün cevabın ve bağırsak-beyin aksının bozulmasına neden olmaktadır.  

Hücre içindeki yaşamsal öneme sahip bu yolaklar üzerindeki mitokondrinin etkisi 

dikkate alındığında; otizmli çocuklara mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun etkisini 

azaltmak amacıyla L-karnitin, koenzim Q gibi kofaktör tedavisi ve ketojenik diyet 

uygulanarak ve erken müdahale ile hücreye verilen hasar en aza indirilebilir. Bu 

nedenle, bu proje ile mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun otizm gelişiminin hangi 

basamağında ortaya çıktığı ve otizmin nedeni mi yoksa sonucu mu olduğunun açıklığa 

kavuşturulması ve otizme bağlı bilişsel davranışsal bozukluklar üzerine etkisinin 

belirlenmesi büyük önem taşımaktadır.  

Hedefler: 

1. Sıçanlarda VPA ile otizm modelinin oluşturulması, 

2. Mitokondriyal fonksiyonların aydınlatılması amacıyla gebe annelere VPA 

enjeksiyonundan sonra postnatal yavruların (P21 ve P50 zaman noktalarında) sakrifiye 

edilerek kan ve prefrontal korteks örneklerinin toplanması, 

3. Kontrol grubu için gebe annelere intraperitonal serum fizyolojik enjeksiyonu 

yapılarak P21 ve P50 zaman noktalarında dekapite edilerek kan ve prefrontal korteks 

örneklerinin toplanması, 

4. Tüm deney gruplarındaki yavrulara P36’dan başlayarak P50 günü dekapitasyon 

öncesine kadar bilişsel/davranışsal test bataryasına tabi tutularak otizmin 

bilişsel/davranışsal etkilerinin berlirlenmesi, 

5. Otizmli ve kontrol deney gruplarının prefrontal korteksinde mitokondriyal füzyon, 

fizyon ve mitofaji belirteçlerinin gen ekspresyon düzeylerinin belirlenerek mitokondri 

dinamiklerinin otizmin gelişimsel süreçteki değişimine etkisinin belirlenmesi, 

6. Deneklerden P21 ve P50. günlerde alınan örneklerden periferal kan mononükleer 

(PBMC) hücrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli, kütlesi ve süperoksit 
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üretimin ölçümünün belirlenmesi ve böylece otizmin periferal sistemdeki etkisinin 

belirlenmesi, 

7. Mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun otizmin nedeni mi yoksa sonucu mu 

olduğunun belirlenmesi, 

8. Otizm benzeri davranışlarda ve mitokondriyal dinamiklerde cinsiyetler arası olası 

farklılıkların araştırılmasıdır. 
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2 GENEL BİLGİLER  

2.1 Otizm 

Otizm spektrum bozukluğu (OSB) olarak da bilinen otizm, altta yatan kognitif 

özelliklere sahip olan ve genellikle çeşitli diğer durumlarla birlikte görülen yaygın, 

kalıtsal ve heterojen bir nörogelişimsel bozukluk olarak tanımlanır (12). OSB sosyal 

iletişimde eksiklik, sınırlı ilgi alanları ve tekrarlayan davranış varlığı ile karakterizedir 

(13). Bu temel semptomların yanında, otizmli kişilerde hiperaktivite ve dikkat 

bozuklukları (dikkat eksikliği/hiperaktivite bozukluğu (DEHB) gibi), anksiyete, 

depresyon ve epilepsi gibi psikiyatrik veya nörolojik bozukluklar oldukça yaygın 

olarak görülmektedir (12). Otizm tanısı, genellikle ebeveynlerden ayrıntılı bir gelişim 

öyküsü alındıktan ve bireyin ebeveynleri veya diğer bireylerle olan etkileşimi 

gözlemlenerek konur (14, 15). Bunun yanında çeşitli yaşlardaki popülasyonlar 

üzerinde uygulanan farklı tarama araçları bulunmaktadır (16). Yazının bu kısmından 

sonrası OSB genel olarak otizm olarak adlandırılacaktır. 

2.1.1 Otizmin epidemiyolojisi  

Yapılan epidemiyolojik çalışmalar otizmin erkeklerde kadınlara göre daha yaygın 

görüldüğünü göstermekte olup (kadın/erkek= 1/2 – 1/5) 2010 Global Burden of 

Disease çalışmasında 1/4 olarak tahmin edilmektedir (17, 18). Dünyada yaklaşık her 

100 çocuktan biri otizm teşhisi almaktadır (19). Bunun yanında prevalans tahminleri 

zamanla yükselmiş ve sosyodemografik gruplar içinde ve arasında büyük farklılıklar 

göstermiştir (19). Bu bulgular, otizmin tanımındaki değişiklikleri ve prevalans 

çalışmalarının metodoloji ve bağlamlarındaki farklılıkları yansıtmaktadır (19). 

2.1.2 Otizmin etiyolojisi  

Otizmin hem genetik hem de çevresel faktörlerin tek tek veya birlikte etkili olduğu 

çok faktörlü bir hastalıktır (20). Otizm, sendromik ve sendromik olmayan otizm olarak 

sınıflandırılmaktadır (20). Sendromik otizmin sebebi genellikle kromozomal 

anomaliler veya monogenik alterasyonlarla ilişkiliyken sendromik olmayan otizmin 

etiyolojisi ise prenatal ve postnatal çevresel faktörler ve de novo mutasyonların ortak 

rol oynaması ve genetik heterojenite sebebiyle henüz tamamen belirlenememiştir (20). 
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Otizmin yüksek kalıtsallığı çeşitli çalışmalar tarafından belirtilmiştir. 

Epidemiyolojik ikiz çalışmaları da otizmin bu güçlü genetik yanını yansıtmakta olup 

tek yumurta ikizlerinde konkordans oranı tek yumurta ikizlerinde %70-90, çift 

yumurta ikizlerinde ise %0-10 olarak belirtilmiştir (21). Hâlihazırda otizm vakalarının 

bulunduğu ailelerde ise ailesel kümelenmeler görülebilir; aile bireylerinde otizm tanısı 

olan küçük kardeşler daha fazla otizm riski altında olup daha küçük erkek kardeşlerde 

bu risk daha yüksektir (22, 23). Otizmli çocuk ve erişkinlerin %20-25’inde genetik 

sebepler de novo mutasyonlar, genel ve nadir genetik varyasyonlar ve otizm ilişkili 

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

Otizm riskine katkıda bulunan genetik olmayan faktörler parental yaş, maternal 

beslenme ve metabolik durum, gebelik sırasında enfeksiyon, prenatal stres ve belirli 

toksin, ağır metal veya ilaçlara maruziyeti içerebilir (20). Bazı çalışmalar artan 

parental yaş ile otizm riskinin arttığı belirtirken (26) bazı çalışmalar bu hipotezi 

reddetmektedir (27). Maternal beslenmede beyin gelişimini etkileyen folik asit ve 

metal homeostaz bozukluğu da otizm riskiyle ilişkilendirilmiştir (28, 29). Maternal 

enfeksiyon otizmle ilişkilendirilen bir diğer genetik olmayan otizm risk faktörü olduğu 

belirtilmiştir (30, 31). Maternal ilaç maruziyeti, özellikle antiepileptik ve 

antidepresanlara maruziyet, otizm riskiyle ilişkili bulunmuştur. Yapılan çalışmalarda 

prenatal VPA maruziyetinin çocuklarda otizm tanı riskini arttırdığı bildirilmiştir (32-

35). Bunun yanında selektif serotonin gerialım inhibitörü türü antidepresan 

kullanımının da otizm riskini arttırabileceği belirtilirken bulunan sonuçlar çelişkilidir 

(36).  

2.1.3 Otizmin patofizyolojisi  

Otizm patolojisinde hem serebral hem de ekstraserebral faktörler rol alır. Yapılan 

çeşitli çalışmalarda sonraki dönemlerde otizm tanısı alan 1 – 4 yaş arası çocuklarda 

baş çevresinde ve intrakraniyal hacimde artış gibi çeşitli anomaliler bildirilmiştir (37). 

Genç ve erişkin otizm hastalarında benzer şekilde farklı beyin bölgelerinde anatomik 

değişiklikler gözlemlenmiştir (37, 38). Ancak bu gözlemlenen anomaliler direkt olarak 

otizmli hastaların klinik fenotipiyle ilişkilendirilemez (20). Otizmli hastaların 

beyinlerindeki nöral bağlantılarda da farklılıklar gözlemlenmiş olup bu farklılıkların 

otizm patofizyolojisi ile ilişkisinin doğrulanması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç 
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bulunmaktadır (39). Otizmli bireylerde hücresel düzeyde de farklılıklar raporlanmıştır. 

Örneğin otizmli hastaların serebellar purkinje hücrelerinde azaldığı gözlenmiştir (40). 

Bunun yanında sinaptik disfonksiyon ve sinaptik homeostazda ve fonksiyonda rol 

oynayan çeşitli protein ve genlerdeki deregülasyon/mutasyonlar da otizm patolojisinde 

önemli belirteçlerdir (40-45). 

Yıllardır yapılan çalışmalar genellikle otizmde beyin gelişimi ve fonksiyonu 

üzerine eğilmiştir, ancak son zamanlarda bağırsak-beyin eksenli immun cevap üzerine 

yapılan çalışmalar otizm patolojisinin merkezi sinir sistemi dışında da 

bulunabileceğini göstermiştir (20). Gastrointestinal (Gİ) bozuklukların otizmli 

bireylerde %20 – 86 oranında görüldüğü bildirilmiştir (46). Gİ bozukluklara ek olarak, 

Gİ bozuklukların şiddetinin de otizm seviyesiyle korelasyon gösterdiği raporlanmıştır 

(47). Bağırsak mikrobiyomu çalışmalarında, otizm hastalarının mikrobiyomunun 

otistik olmayanlarınkine kıyasla farklılık gösterdiği raporlanmıştır (48-51). Bakteriyel 

floradaki değişim ve anormal bağırsak epitel bariyer fonksiyonu sonucu ortaya çıkan 

inflamatuar yanıtın direkt ya da indirekt olark serebral fonkisyonu etkileyebileceği ve 

otizm nöropatolojisine katkıda bulunabileceği belirtilmiştir (52, 53). 

2.1.4 Otizmde terapötik yaklaşımlar 

Otizmin hasta, bakım veren kişiler ve toplum için sosyal ve ekonomik yükü 

oldukça yüksek olmasına karşın, hastalığın kesin etiyolojisini belirlemek oldukça zor 

ve tedavi seçenekleri çok kısıtlıdır (54). Uygulanan farmakolojik tedaviler otizmin ana 

semptomlarından ziyade anksiyete, depresyon ve diğer davranışsal problemlere 

yöneliktir (55). Halen otizmde kullanılması Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) 

tarafından onaylanmış bir farmakolojik ajan olan risperidon irritabiliteyi ve kısmen 

tekrarlayıcı davranışları önlese de sosyal iletişim problemlerine bir çözüm 

oluşturmamaktadır (56). Bununla birlikte aripiprazol de FDA tarafından onaylanmış 

olup kısa dönem takiplerde otizm semptomplarında azalma sağladığı belirtilmiştir 

(57). Ancak her iki farmakolojik ajan için de daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Özel 

eğitim ve davranışsal yaklaşımlar standart olarak uygulanmakla birlikte pek çok tedavi 

yaklaşımı ile ilişkili bilimsel çalışmalar henüz yetersizdir. 



 

9 

 

Biyoaktif bir lipid olan sfingozin-1-fosfat (S1P) beş farklı reseptör G protein 

kenetli reseptör aracığı ile hücre sinyal iletisinde görev yapmaktadır. Hücre 

farklılaşmasından hücre ölümüne kadar çok çeşitli süreçlerde kritik öneme sahiptir. 

Reseptör ekpresyonları hücreler arasında farklılık gösterirken beyin dokusunda hemen 

hemen hepsi bulunmaktadır. S1P beyin gelişimi için önemli olmasına rağmen, 

hipokampal nöronlarda apoptozu da indükleyebilmektedir. Hücre içi S1P düzeyi 

migroglial aktivasyon ile direkt ilişkilidir. Aktif mikroglia artmış pro-inflamatuvar 

(IL-1beta) IL-6) üzerinden nöronlara zarar verebilir. Sfingolipidler merkezi sinir 

sisteminde oldukça fazladır ve yapısal olarak zar bütünlüğününe, zarların akıcılığına 

ve myelin tabakaya katkıda bulunur. Artan sayıdaki yayınlar sfingolipid 

metabolizmasının Alzheimer Hastalığı (AH), multiple Skleroz (MS), Parkinson 

Hastalığı (PH) gibi nörodejeneratif hastalıklarda bozulduğunu işaret etmektedir. 

Ancak bu metabolizmanın farmakolojik olarak düzenlenmesine ilişkin çok az 

araştırma olduğu dikkat çekmektedir. 

Lenfosit zarlarında bulunan S1P1 reseptörünün ekpresyonun azalması bu 

hücrelerin lenf nodlarına geçişini azaltır ve patojenik T hücrelerinin merkezi sinir 

sistemine invazyonunu engelleyerak immün yanıtın düzenlenmesinde önemlidir. 

Otizmli kişilerde sıkça T hücresi, B hücresi, monositler, doğal öldürücü hücreleri (NK) 

ve dendiritik hücrelerinde değişiklikler olduğu tespit edilmiştir. Bu hastalarda 

immünglobinlerde değişiklikler ve otoantikor düzeylerinin arttığı da gösterilmiştir. Ek 

olarak nöroinflamasyonla ilişkili periferal sitokin ve kemokinlerin düzeyinde artış 

gözlenmiştir (58, 59). S1P gibi biyoaktif lipidlerin immün sistemin düzenlenmesinde 

çok önemli bir aracı olduğu düşünülmektedir. S1P reseptörünün ekspresyonu ve S1P 

konsantrasyon gradyanı immün hücrelerinin farklılaşması, akut ve kronik inflamasyon 

sırasındaki göçünde (migration) etkilidir. Pek çok yayın FTY720 gibi, S1P sinyal 

yolağında etkili moleküllerin yeni bir tedavi yaklaşımı olarak MS hastalığına ek olarak 

otoimmün hastalıklar, alerji, enfeksiyon ve kronik inflamasyonda kullanılabileceğini 

işaret etmektedir (60). 

OSB ve nöroinflamasyonla ilişkisi otizmli çocukların periferik kan mononükleer 

hücrelerinin antijenle uyarılması sonucunda serumda TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-8, ve IL-

12 gibi sitokinlerin arttığı bildirilmiştir (61, 62). İnflamasyonun oluşumuna neden olan 
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ve enflamozom adı verilen hücre içi protein komplekslerinin agregasyonu 

proinflamatuvar sitokinlerin aktivasyonuna yol açmaktadır. Enflamazom aktivasyonu 

Nod-benzeri reseptörlerin (NLR) antijen ya da hasarlı hücreden salınan mikrobiyal 

olmayan tehlike sinyali ile birleşmesi sonucu oluşur. NLRP1, NLRP3, IPAF ve AIM2 

olarak dört enflamozom kompleksi arasında NLRP3 en iyi karakterize edilmiş 

olanıdır. NLRP3 hücre içinde pek çok sinyal tarafından uyarılmaktadır. Bu uyarı daha 

sonra enflamatuvar kaspaz olarak bilinen kaspaz-1 ve IL-1 beta ve IL-18 gibi 

proenflamatuvar sitokinlerin salınmasında neden olmaktadır (63). Kaspaz-1, NLRP3 

aracılı inflamasyonun oluşumunda rol oynadığı için bu projede seçilmiştir. Piancone 

ve ark. OSB olan hastaların periferik kan mononükleer hücrelerinde bu enflamatuvar 

yolağın aktive olduğunu göstermişlerdir (64). 

Ek olarak, son yıllarda yapılan araştırmalar mitokondrinin immün yanıtın 

düzenlenmesinde önemli bir rolü olduğunu göstermiştir. Mitokondrinin düzgün bir 

şekilde çalışması, immün hücrelerinin üretilmesi, fenotipik özelliklerinin korunması 

ve aktiviteleri için önemli bir yer tutar (65). Eğer hücrelerde mitokondrilerde hasarlar 

ortaya çıkar ve düzgün bir şekilde mitofaji aracılıyla yok edilemezse inflamatuvar 

sinyal yolağının hiperaktivasyonuna sebep olarak kronik sistemik inflamasyon ve 

inflamatuar hastalıkların gelişimine yol açar (66). Bu nedenlerle bu projede 

mitokondriyal solunumdaki değişimlerin VPA ile oluşturulan otizmli sıçanların 

gelişimsel süreçleri araştırılmıştır. 

Sinapslarda meydana gelen fonksiyonel kayıp, otizm ve şizofreni gibi etiyolojisi 

tam olarak bilinmeyen nöropsikiyatrik bozukluklarda ortak görülen patolojik bir 

durumdur (67). Membranla ilişkili bir guanilat kinaz olan ve postsinaptik olarak 

yerleşen PSD-95, postsinaptik ucun dayanıklılığını sağlayan önemli bir ana iskelet 

proteinidir (68). Nörofilamentler (NF’ler), NFL, NFM, NFH ve α-interneksin (INT) 

alt birimlerinin biraraya gelerek oluşturduğu heteropolimer yapılardır. Aksonların 

radyal büyümesi için gereken yapısal proteinler olup, büyük motor nöronların 

dendritlerini destekledikleri de düşünülmektedir (69). 
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2.2 Mitokondri ve Yapısı 

Mitokondri, çoğu ökaryotik hücrede bulunan oldukça dinamik çift zara sahip bir 

organeldir. Oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yoluyla enerji üretimi, çeşitli 

metabolik yolların entegrasyonu, apoptozun düzenlenmesi ve kalsiyum homeostazının 

korunması dahil olmak üzere hücrelerde kritik roller oynarlar (70). 

Mitokondri, bir dış zar, zarlar arası boşluk, iç zar ve matristen oluşur. Dış zar üç 

ayrılmaz protein ailesi içerir: dış mitokondriyal zar kompleksinin translokazı, ayırma 

ve birleştirme makine kompleksi ve porinler. İç zar, oksidatif fosforilasyondan 

sorumlu enzim komplekslerini içeren crista oluşturmak üzere katlanır. Mitokondriyal 

matris, trikarboksilik asit döngüsünün gerçekleştiği yerdir. Ayrıca 16.5 kb çift sarmallı 

kapalı dairesel DNA olan mitokondriyal genomu da içerir. Mitokondriyal genom, 13 

OXPHOS proteinini, 2 ribozomal RNA’yı (12S ve 16S rRNA) ve 22 transfer RNA’sını 

kodlayan 37 genden oluşur. Mitokondriyal proteinlerin çoğu (~ 1500) nükleer genler 

tarafından kodlanır ve sentezlerinden sonra sitozolden mitokondriye aktarılır (71).  

Mitokondriyal bütünlüğün ve homeostazın korunması son derece kritiktir. Bu 

nedenle mitokondri, füzyon ve fisyon süreçleri yoluyla sayı ve morfolojilerinde sürekli 

olarak değişikliklere uğrar. Bu "mitokondriyal dinamikler", mitokondriyal içeriğin 

verimli bir şekilde taşınmasına ve dağıtılmasına izin vererek bir hücre içindeki 

mitokondri havuzunun ve optimal OXPHOS aktivitesinin korunmasına yardımcı olur. 

Mitokondriyal dinamikler, hücre döngüsü, apoptoz, hücre göçü, mitofaji ve reaktif 

oksijen türleri (ROS) üretimi dahil olmak üzere çeşitli hücresel süreçlerle bağlantılıdır 

(71). 

Bu nedenle, mitokondriyal füzyon ve fisyon arasındaki hassas denge, hücrenin 

hayatta kalması ve optimal işleyişi için çok önemlidir. Mitokondriyal dinamiklerdeki 

kusurlar, kanser, nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar dahil olmak üzere 

birçok patolojik durumla ilişkilidir (72, 73). 

2.3 Otizm ve Mitokondri İlişkisi 

Otizmin etiyopatogenezinde genetik faktörler önem taşımakla birlikte (74) pek 

çok otizm vakasında genetik bir neden saptanamaması hastalığın çevresel etkenlerden 



 

12 

 

de kaynaklanabileceğini düşündürmektedir (75). Son yıllarda yapılan çalışmalar 

mitokondri fonksiyon bozukluğu, oksidatif stres, gastrointestinal anormallikler ve 

immun sistemin düzenlenmesindeki bozuklukların otizmli hastaların büyük 

çoğunluğunda hastalığa eşlik ettiğini göstermiştir (54). Otizmin gelişimine 

mitokondriyal işlev bozukluğunun eşlik ettiği ve bu nedenle otizmli kişilerin anormal 

karbonhidrat metabolizmasına sahip oldukları öne sürülmüştür (76). Lombard ve 

arkadaşları otizmin tipik olmayan mitokondri işlevi sonucu gelişen bir rahatsızlık 

olarak tanımlamıştır (77). Otizmli bireylerde mitokondriyal elektron transport zinciri 

(ETZ) proteinlerinin miktarlarında ve fonksiyonlarında azalma olduğu ve dolayısıyla 

mitokondrinin fonksiyonunda bozulma olduğu gösterilmiştir. Solunum zinciri 

proteinlerindeki bu eksiklik çok büyük enerji gereksinimi olan beyin gibi dokularda 

yetersiz enerji metabolizması, serbest radikal oluşumu ile oksidatif stresin artışı ile 

sonuçlanmıştır (78). Son yıllarda yapılan bir araştırmada, otizmli bireylerin 

beyinlerinde sağlıklı beyinlere göre mitokondri ile ilişkili genlerin ekspresyonlarının 

anlamlı olarak azaldığı saptanmıştır (78, 79). Ayrıca bu mitokondri ilişkili yolakların 

gen ekspresyonu ile birlikte sinaps yolağı ile bağlantılı genlerin de arttığı görülmüştür. 

Bir başka çalışmada ise sinaptik transmisyon ve mitokondri ilişkili genlerin 

ekspresyonu hem otizmde hem de şizofrenide azaldığı bildirilmiştir (80). 

 Otizmde mitokondriyal işlev bozukluğunun varlığını gösteren çalışmalar 

olmasına rağmen mitokondriyal fonksiyon bozukluklarının otizmin nedeni mi yoksa 

otizmin gelişimi sürecinde/sonucunda mı ortaya çıktığı henüz bilinmemektedir.  

Nörogelişimsel bir hastalık olan otizmin gelişimi sırasında etkilenen beyin 

bölgeleri arasındaki moleküler (mitokondri fonksiyonundaki) farklılıklar ve bu 

farklılıkların otizm gelişiminin hangi aşamasında ortaya çıktığı bilinmemektedir. 

Mitokondri fonksiyonundaki bozukluk karbonhidrat, yağ ve amino asit 

metabolizmasının bozulmasına, apoptozun artmasına, kalsiyum regülasyonunun 

bozulmasına, hormonal veya transkripsiyonal kontrolün bozulmasına, ROS üretiminin 

ve oksidatif stresin artırmasına, immün cevabın ve bağırsak-beyin aksisinin 

bozulmasına neden olmaktadır.  

Hücre içindeki yaşamsal öneme sahip bu yolaklar üzerindeki mitokondrinin etkisi 

dikkate alındığında ve otizmli çocuklara mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun 
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üstesinden gelmek için L-karnitin, koenzim Q gibi kofaktör tedavisi ve ketojenik diyet 

uygulandığı için ve erken müdahale ile hücreye verilen hasar en aza indirilebileceği 

için, bu tez ile mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun otizm gelişiminin hangi 

basamağında ortaya çıktığı ve otizmin nedeni mi yoksa sonucu mu olduğunun açığa 

kavuşturulması büyük önem taşımaktadır (81). Bu tezde, otizmin gelişimsel sürecinde 

mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun belirlenmesi aşağıdaki bölümde açıklandığı 

gibi mitokondriyal füzyon, fizyon, mitofaji ve oksidatif stress analizleri ile 

gerçekleştirilmiştir. 

2.4 Mitokondriyal Dinamikler 

Mitokondriler hücresel şartlara bağlı olarak mikrotübüller üzerinde hareket eden 

oldukça dinamik organellerdir. Bu dinamikler mitokondriyal füzyon ve fizyon olarak 

isimlendirilen süreçlerle kontrol edilmektedir.  

2.4.1 Mitokondriyal füzyon  

Mitokondriyal füzyon kısmen hasar görmüş mitokondrinin hasarlı kısmı 

ayrıldıktan sonra sağlıklı mitokondri ile birleşmesi olayıdır (82, 83). Mitokondriyal 

füzyon, üç zar GTPaz’ı, Mitofusin 1 (MFN1, insan kromozomu 3q26), Mitofusin 2 

(MFN2, insan kromozomu 1p36) ve Optik Atrofi 1 (OPA1, insan kromozomu 3q29) 

proteini aracılığıyla dış ve iç zar ara yüzlerinde iki mitokondriyi birleştirir. Bu 

proteinler, dinaminle ilişkili protein (DRP) süper ailesinin üyeleridir. MFN 1 ve 2, 

Drosophila proteini fuzzy onion (Fzo) homologlarıdır (84). OPA1, mayada 

mitokondriyal füzyon için gerekli bir protein olan Mgm1’in memeli ortoloğudur (85). 

Bazı mitokondriler, ROS tarafından indüklenen mitokondriyal DNA’daki 

mutasyonlar nedeniyle solunum fonksiyonlarını en iyi şekilde yerine getiremezler 

(86). Bu nedenle mitokondriyal füzyon, kaynaşan mitokondriler arasında gen ürünleri 

ve metabolitlerin değiş tokuşuna izin verdiği için hayati öneme sahiptir ve bunların 

genel solunum fonksiyonlarını geliştirir. Benzer şekilde mitokondriyal füzyonun 

engellenmesi, mitokondriyal fonksiyonun düşük performansı ile ilişkilidir (87). 
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2.4.2 Mitokondriyal fizyon  

Fizyon ise sağlıklı mitokondrinin hasar gören parçasının ayrılmasına neden olur 

(88). Bu hasarlı kısım daha sonra seçici otofaji türü olan mitofaji aracılığı ile ortadan 

kaldırılır. Mitokondriyal fizyonda sitoplazmadan bir GTPaz olan dinamin ilişkili 

protein-1’in (Drp1) dış zara göçü ve dış zarda bulanan başlıca fizyon-1 ve mitokondri 

fizyon faktör proteinleri görev almaktadır (82, 83, 89).  

Mitokondriyal fizyon hücre bölünmesini takiben mitokondrinin 

proliferasyonunda oldukça önemlidir (Şekil 1 ve 2). Mitokondri morfolojisinin fizyona 

yani parçalanmış hale geçişi çeşitli hücrelerde hücre ölümünü tetiklemektedir. Zıt 

olarak, birleşmiş mitokondri enerjetik olarak daha aktif bir biçimde, hücre işlevlerinin 

korunmasında ve hücrenin oksidatif strese daha kolay uyum göstermesinde önemlidir. 

Bu proteinlerde meydana gelen mutasyonlar çeşitli hastalıklara neden olabilmektedir. 

Mitokondriyal fizyon hücre bölünmesini takiben mitokondrinin proliferasyonunda 

oldukça önemlidir. Mitokondri morfolojisinin fizyona yani parçalanmış hale geçişi 

çeşitli hücrelerde hücre ölümünü tetiklemektedir. Zıt olarak, birleşmiş mitokondri 

enerjetik olarak daha aktif bir biçimde, hücre işlevlerinin korunmasında ve hücrenin 

oksidatif strese daha kolay uyum göstermesinde önemlidir. Bu proteinlerde meydana 

gelen mutasyonlar çeşitli hastalıklara neden olabilmektedir. Füzyon ve fizyon 

dengesiz bir duruma dönüşürse mitokondri fonksiyonun bozulmasına bu da metabolik 

hastalıkların yanı sıra nörodejeneratif hastalıkların gelişimini tetikleyebilmektedir 

(89).  
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Şekil 1. Mitokondride biriken hasar sonucu oluşan debriler segmente edilir, 

mitokondriyal fizyon sonrası mitokondri hasarlı (Sarı) ve sağlıklı (Mavi) mitokondri 

olarak bölünür. Bölünme olayı sonrasında hasarlı mitokondri otofagozom içine 

alınarak mitofajiye uğrar. Mitokondriyal füzyon ise, MFN1/2 (dış mitokondriyal 

membranda) ile OPA1 (iç mitokondriyal membranda) ana füzyon proteinleri ve DRP1 

aktivitesi ile gerçekleşir (Gao ve ark., 2014’ten alıntıdır.  (90)). 

2.4.3 Mitofaji 

Otofaji hücre içindeki hasarlı organel ve proteinlerin otofagozom içinde 

enkapsülasyon ve katabolizma sürecidir (91, 92). Otofaji, selektif olmayan ve selektif 

otofaji olmak üzere ikiye ayrılır; selektif olmayan otofaji hücresel enerji yetersiz 

olduğunda gerçekleşir ve çok çeşitli hücre içi içeriğin (proteinler, organeller, sitozol 

gibi) degredasyonunu içerirken, selektif otofaji (veya kargo spesifik otofaji) besin 

olarak zengin hücrelerde gerçekleşir ve degredasyonu gerçekleşmezse toksik 

olabilecek gereksiz veya hasarlı organellerin ve protein agregatlarının degredasyonunu 

içermektedir (93). En iyi bilinen selektif otofaji tiplerinden biri mitofajidir (93). 
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Hücrede zarar görmüş mitokondri ubikitin-proteozom sistemi (UPS), füzyon ve 

fizyon gibi mekanizmalarla onarılmaktadır. Bu tamir mekanizmasının yetersizliği ya 

da başarısızlığı durumunda mitokondri parçalanmasında artış görülebilmektedir. 

Mitokondri dönüşümdeki kilit mekanizma ise mitokondrilerin seçici otofaji türü olan 

mitofajidir. Mitofaji oksidatif hasar, mitokondri membran potansiyelinin azalması, 

hipoksi gibi çeşitli streslerle uyarılmaktadır (94). Bu streslerin her biri farklı 

proteinlerin rol oynadığı proteinler aracılığı ile gerçekleşirken en önemli ortak özellik 

ise LC3-etkileşim bölgesi (LIR) aracılığı ile otofaji proteini LC3-II’nin bu proteinleri 

tanıyarak otofaji keseciğine hapsedilen mitokondriler lizozoma gönderilerek 

parçalanmaktadır (Şekil 2). Mitokondrilerin farklı streslere maruz kalarak mitofaji 

üzerinden yok edilmesi reseptör-aracılı, adaptör protein aracılığı ile ve Parkin bağımlı 

yolaklar gibi birbirinden farklı şekilde gerçekleşmektedir (95).  

Reseptör-aracılı mitofaji, mitokondriyal hasar sonrası tetiklenen mitokondriyal 

depolarizasyon mitofaji reseptörlerinin dış mitokondriyal membran üzerinde 

birikmesiyle gerçekleşir (96). İntegral membran proteinleri olan bu reseptörler memeli 

Atg8 ailesi proteinlerinin LIR’e bağlanmasını tetikler ve mitokondrinin otofajiye 

uğrayacağı membranın oluşmasını tetikler (96). Adaptör protein aracılı mitofajide p62, 

optineurin, NDP52 ve TAX1BP1 gibi çeşitli adaptör proteinler mitokondrilerde 

bulunan ubikitinlenmiş proteinlerle ve LC3 ile etkileşime girerek mitofajinin 

gerçekleşmesini sağlar (97-99) (Şekil 2). Bu tür mitofaji ubikitin bağımlı yolakla 

ilişkilidir. 

Ubikitin bağımlı mitofaji (veya PTEN-induced putative kinase (PINK1) bağımlı 

mitofaji) mitofaji ise mitofajide en çok bilinen yolak, mitokondri membran potansiyeli 

kaybı sonucu sitoplazmik bir protein olan PINK1 yolağı olup,  PTEN’in mitokondri 

dış zarına yerleşimi, Parkin proteininin mitokondri dış zarına göçüne neden olur. 

Pink1, Parkini fosforillemesi ile Parkin proteini dış zardaki proteinlerin 

ubikitinlenerek etiketlenmesini sağlar. Bu ubikitinlenme seçici adaptör proteinlerden 

optineurin ve NDP52, p62’nin (p62/SQSTM1, Sequestosome 1) mitokondriye göçüne 

sebep olur ve bunun sonucunda p62 proteini, LIR bölgesi ile LC3-II’ye bağlanarak 

mitokondri otofagozom içine alınır ve parçalanmak üzere lizozoma gönderilir (95) 

(Şekil 2). 
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Şekil 2. Mitokondri kalite kontrol yolları. a. Mitokondriyal proteazlar olan LONP1, 

ClpP, OMA1, YME1L1 ve PARL, mitokondriyal proteazisi dengelemektedir. PARL, 

OMA1 ve YME1L1, mitokondriyal füzyon ve kristae yeniden modellenmesi için kritik 

öneme sahip olan OPA1 proteinini düzenler. PARL, mitofajiyi düzenleyen PINK1’i 

deegrede eder. b. MFN1/2 ve OPA1, büyük bir mitokondriyal ağ oluşturmak için 

mitokondriyal füzyona aracılık eder. c. DRP1 ve MFF, mitokondriyal fisyonda rol alan 

ana proteinlerdir. Düşük mitokondriyal membran potansiyeli sebebi ile fragmente ola 

mitokondri, mitofaji ile yok edilir. d. BNIP3 ve NIX, mitokondriyi otofagozoma 

bağlamak için LC3’e bağlanan mitofaji reseptör proteinleridir. PINK1 mitokondri 

depolarize yüzeyinde birikerek ubikitinlenmiş dış mitokondriyal proteinlerini 

proteinlerini ve Parkin proteininin UBL domenini fosforile eder. Parkin, dış 

mitokondriyal membran proteinlerinin ubikitinasyonunu daha da teşvik eder. Bunun 

sonucunda ubikitinlenmiş proteinler, mitofajiyi başlatmak için p62/SQSTM1 adaptör 

tarafından tanınır. e. Hafif mitokondriyal hasar ise mitokondriyal bileşenleri içeren 

mitokondriyal türevli keseciklerin (MDV’ler) lizozomda yıkıma uğraması amacı ile 

salınmasını aktive eder. 



 

18 

 

Bu tezde mitofaji ile ilişkili olarak VDAC1, COX IV, Bnip3, PARKIN, PINK1, 

P62, LC3B ve OPA1 genlerinin düzeyleri qRT-PCR ile incelenmiştir. Böylelikle 

mitofajideki değişimin hangi yolak üzerinden olacağı aydınlatılmış olacaktır. Otizm 

ve mitokondri ilişkisi bölümünde de açıklandığı gibi mitokondri işlev bozukluğunun 

mitofaji bağlantısı ile otizmin gelişimsel sürecinde belirlenmesi otizm hakkında bilgi 

birikimini arttıracaktır. 

Bugüne kadar mitokondri dinamikleri (fizyon/füzyon, mitofaji) ve otizm 

arasındaki ilişkiyi gösteren araştırmalarda gen ekspresyon düzeyi araştırılmıştır (78, 

79). Yakın zamanda yayınlanan bir çalışmada ise otizmli bireylerden elde edilen 

lenfoblastoid hücre hattı model sistemi olarak kullanılmış ve mitokondri işlev 

bozukluğu mitokondriyal solunum üzerinden incelenmiştir (100). Bu çalışmada, bazı 

otizimli bireylerin mitokondriyal solunumu normal (tipik) bazı otizmli bireylerin ise 

mitokondriyal solunumu atipik olarak bulunmuştur. Otizmli bireylerden elde edilen 

lenfoblastoid hücreler uzun sure ROS’a maruz bırakılarak mitokondrideki işlev 

kaybının çevresel şartlara bağlı olup olmadığı da irdelenmiştir. Uzun süre ROS’a 

maruziyet hem atipik hem de tipik mitokondriyal solunuma sahip otizmli bireylerde 

mitokondriyal işlevsizliğe sebep olmuştur. Ek olarak, mitokondriyal fisyon/füzyon 

(DRP1, MFN1, MFN2) ve plastisite ile ilgili genlerin gen ekspresyon düzeyleri 

incelenmiştir. Mitokondriyal solunumu normal olan grupta da mitokondriyal 

fisyon/füzyon (DRP1, MFN1, MFN2) ve plastisite ile ilgili genlerin mRNA ifade 

düzeylerinin arttığı gösterilmiştir (100). 

2.4.4 Mitokondri ve oksidatif stress 

Mitokondri hücre içinde başlıca ROS üretim yeridir. Mitokondride ROS üretimi 

pekçok hastalıkta ve yaşlanmada patolojik süreçlere aracılık etmektedir. Oksidatif 

stresin, Alzheimer ve Parkinson hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıkların gelişiminde 

katkısı olduğu gösterilmiştir (101). Son zamanlarda otizm gibi nörogelişimsel 

bozukluklarda oksidatif stresin önemli bir faktör olduğunu gösteren yayınlar giderek 

artmaktadır (102). 

Otizmde gösterilmiş olan ETZ’deki fonksiyon bozukluğu ATP üretimini kısıtlar 

ve bu da ROS birikiminde artışa neden olur. Mitokondrideki ROS birikimi ETZ’nin 
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işlevine ve membran geçirgenliğine zarar verebilir, bu da kalsiyumun geri alımı, 

sitokrom c salınımı ve sonunda apoptoza götürebilir (103, 104). Ayrıca ROS 

sitoplazmaya ve hatta hücre dışı boşluğa da salınarak ciddi organ hasarına neden 

olabilir. Bunun yanısıra, ROS birikimi, lipidler, proteinler ve DNA gibi hücresel 

yapıtaşlarında da oksidatif hasara yol açabilir. Hasarlı DNA’nın replikasyonu genetik 

mutasyonlara ya da apoptoza neden olabilir (105, 106).  

Bu bağlamda, otizmin gelişimsel sürecinde mitokondriden süperoksit salınım 

analizi yapılarak oksidatif stres ölçülmüştür.  

2.4.5 Mitokondriyal dinamikler ve nörodejeneratif hastalıklar  

Mitokondriyal dinamik süreçlerdeki bozulma, anormal mitokondriyal morfoloji 

ve aktiviteye yol açabilir. Mitokondriyal morfoloji disfonksiyonu olan hücrelerin 

solunum ve biyoenerjetik yetenekleri azalmıştır (107). Yüksek düzeyde patojenik 

mitokondriyal DNA birikimi olduğunda bu tür biyoenerjetik işlevler tamamen 

kaybolur. Mitokondriyal DNA’nın dağılımı, kısmen mitokondriyal füzyon ve bölünme 

ile kontrol edilir. Ek olarak, aşırı derecede parçalanmış mitokondriye sahip hücrelerde 

elektron taşıma zincirinden ATP üretimi ve mitokondriyal membran potansiyeli azalır. 

Drp1-Ser616’nın Cdk1/Siklin B tarafından fosforilasyonu sonucunda ise 

mitokondriyal bölünmeye neden olarak mitokondrilerin bölüme sonrası hücrelere 

aktarılmasını sağlar (108). Bunun yanında, Drp1-Ser637’nin protein kinaz A PKA 

tarafından fosforillenmesi, Drp1-Ser616’nın Cdk1/Siklin B tarafından 

fosforilasyonuna kıyasla daha verimli mitofajiyi sağlarken ve PINK1/Parkin yolu 

aracılığıyla mitokondriyal fisyona sebep olarak mitozda aynı anda multipolar iğ 

oluşumuna sebep olur (108). Fosfo-Drp1(Ser616)’in aşırı aktivasyonu sonucu 

mitokondriyal parçalanma artar, kas büyümesini azalır ve büyüme hormonu yolağı 

değişirken aynı zamanda bu hücrelerde mitokondriyal DNA da azalır (109).  

Bununla birlikte, dengesiz miktarlarda füzyon ve fisyon, farklı mitokondriyal 

morfolojilere, işleve ve dağılıma yol açar. Nöronal fonksiyon yüksek düzeyde 

mitokondriyal metabolizma gerektirdiğinden, mitokondride fonksiyonel veya 

morfolojik değişiklikler nöronlarda ciddi sonuçlara yol açabilir. Farklı uyaranlar 

füzyon ve bölünmeyi teşvik eder; Fisyon, füzyon üzerinden arttırıldığında, mitokondri 
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parçalanır ve nöronal hasara katkıda bulunabilir. Mitokondriyal dinamiklerdeki 

değişiklikler, organeller arası iletişimi ve mitokondriyal kaybı ve kalite kontrolünü 

potansiyel olarak değiştirerek nörodejenerasyona yol açabilir (110). Mitokondriyal ağ 

parçalanması engellendiğinde, aksonlarda ve dendritlerde bu vazgeçilmez organelin 

eksikliğine ve sinaps aktivitesinin ve oluşumunun değişmesine neden olan ekstra uzun 

mitokondriler üretilir. Nöronlarda mitokondriyal parçalanma, mitokondrinin dendritik 

dikenlere yeniden dağıtılmasını sağlar (111). Mitokondriyal fisyon ve füzyonda 

görevli proteinlerde oluşan çeşitli mutasyonlar çeşitli nörodejeneratif hastalıklarda 

mitokondriyal ağda bozulmalara sebep olur. Örneğin insanlarda MFN2 proteininde 

meydana gelen mutasyon mitokondri fragmentasyonuna sebep olup Charcot-Marie-

Tooth (CMT) tip IIA’ya sebep olur (112, 113). OPA1’de meydana gelen mutasyon 

benzer şekilde fragmente mitokondriye sebep olarak otosomal dominant optik atrofiye 

yol açar (114). DRP1 aktivitesindeki artış da mitokondriyal fisyona sebep olarak 

PH’de dopaminerjik nörodejenerasyona (115, 116), AH’de yaygın nörodejenerasyona 

(117) ve Huntington hastalığında bazal ganglia ve serebral kortekste 

nörodejenerasyona sebep olur (118). 

Mitokondriyal dinamikleri ve parçalanmayı anlamanın önemi, nörodejeneratif 

hastalıklarda bunların tanımlanmasında gösterilmektedir. Periferik nöropati (CMT) tip 

IIA’nın bir formu, Mfn2’deki mutasyonlardan kaynaklanır (110). Bu, mitokondriyal 

dağılımda, mitokondrinin sinir terminallerine iletilmediği ve küçük kalibreli 

aksonlarda mitokondrinin birikmesiyle sonuçlanan değişikliklere yol açar (107, 119).  

CMT tip IVA’nın farklı bir formundaki başka bir mutasyona uğramış protein, dış 

mitokondrideki işlevi fisyon ile ilişkili olan gangliosid kaynaklı farklılaşma ile ilişkili 

protein 1’dir (GDAP1). Mutasyona uğradığında veya aşırı eksprese edildiğinde 

mitokondriyal parçalanmaya yol açar (107, 120). Buna karşılık, diğer bozukluklarda, 

mitokondriyal dinamiklerin anormallikleri, birincil kusurun altında ikincil fenomenler 

olarak ortaya çıkar. Kültürlenmiş AH nöronlarının ve piramidal hasta nöronlarının 

nöritlerinde, ilerleyici mitokondriyal parçalanma göstermiştir (120, 121). MFN’lerin 

ve OPA1’in ifadesinin artması ve Drp’1in ifadesinin azalması da amiloid ekspresyonu 

olan nöronlarda meydana gelir (110). Ek olarak, Drp1 ve amiloid arasındaki 

etkileşimler zamanla ilerler ve mitokondriyal parçalanma miktarıyla korelasyon 
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gösterir (110, 122). Drp1, amiloid ile etkileşime girerek mitokondriyal fisyonu artan 

bir oranda destekleyebilir (121). 

PH mitokondriyal parçalanmanın da meydana gelebileceği başka bir 

nörodejeneratif hastalıktır. α-syn (otozomal dominant), LRRK2 (otozomal dominant), 

PINK2 (otozomal resesif) veya parkin (otozomal resesif) mutasyonları tarafından 

kodlanan PH’nın genetik formları, hastalıkta mitokondriyal dinamiklerin rolüne dair 

ipuçları sağlar. Örneğin, LRRK2 Drp1’i fosforile ederek aktivitesinde bir artışa yol 

açar (123, 124) ve sporadik Parkinson hastası periferik kan mononükleer hücreleri 

(PBMC) numunelerinde (Ser616) fosfo-Drp1’de bir artış gösterir (83, 110). 

2.5 Otizm Hayvan Modelleri 

Otizmin patolojisini, oluşumunda rol alan patofizyolojik süreçleri, davranış 

değişikliklerini, tanı ve tedavisini araştırmak için çok çeşitli hayvan modelleri 

geliştirilmiştir. Bu otizm modellerinin arasında primatlar, evcil hayvanlar, 

kemirgenler, kuşlar, balıklar ve omurgasızlar bulunmaktadır (125) . 

Hayvan modeli olarak maymunlar insan sosyal davranışını en iyi şekilde simüle 

eden modellerdir. Yetmiş milyon yıldan fazla bir süredir evrimleşen kemirgenlere 

kıyasla makakların evrimsel olarak insanlardan ayrılması yaklaşık 25 milyon yıl önce 

gerçekleşmiş olup ve genetik, nörobiyoloji ve davranış açısından insanlara daha fazla 

benzerlik göstermektedir (126, 127). Maymunlarda geliştirilen çeşitli genetik ve 

farmakolojik otizm modelleri mevcuttur (128). Maymunlara ek olarak köpek 

modellerinin de otizm araştırmalarında yararlı olabileceği belirtilmiştir (129). Zebra 

balığı (Danio rerio) sosyal davranışı iyi karakterize edilmiş ve genetik zebra balığı 

otizm modellerinde uygulanabilecek ve yaygın bir şekilde lokomotor aktivite testleri 

olması sebebiyle yararlı bir modeldir (130, 131). Zebra balığında otizm için genetik ve 

genetik olmayan çeştili modeller bulunmaktadır (132). Benzer şekilde Drosophila 

melanogaster otizm ilişkili sendromlarda sinaptik fonksiyon ve nöral devrelerin 

araştırılmasında iyi bir genetik araçtır (133). Kemirgenler, insanlara nöroanatomik, 

elektrofizyolojik, biyokimyasal ve genetik benzerliği sebebiyle otizm araştırmalarında 

oldukça fazla kullanılmaktadır ve çok çeşitli otizm modelleri bulunmaktadır (125).  
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2.5.1 Genetik otizm modelleri  

Otizmle ilişkili olan yüzlerce gen bildirilmiştir (134). Klasik sendromik otizm 

genleri MECP2, FMR1, SHANK3, TSC1/2 ve kromozom 15q11–q13 duplikasyonunu 

içermektedir (134).  

MECP2 geninde meydana gelen mutasyon, insidansı 1/10000-15000 arasında 

değişen, zekâ geriliğine neden olan ilerleyici bir nörogelişimsel bozukluk olan Rett 

sendromunun (RTT) ana sebebidir (134). RTT, tekrarlayan hareketler, bozulmuş 

motor koordinasyon ve sosyal geri çekilme gibi ortak klinik semptomları göz önüne 

alındığında sıklıkla OSB içinde sınıflandırılmaktadır (134). Sıçan modellerinde Mecp2 

geninin delesyonu büyüme geriliği, maloklüzyon, egzersiz eksikliği, zayıf ön ayak 

tutuşu ve ciddi sosyal iletişim sorunlarına sebep olmaktadır (135). MECP2’nin fare 

modelleri ise bozulmuş sosyal davranış da dahil olmak üzere RTT semptomlarını taklit 

etmektedir (136-139).  

Frajil X sendromu (FXS), temel olarak, fragile X mental retardation 1 (FMR1) 

geninin 5’UTR ucundaki CGG trinükleotidinin aşırı genişlemesiyle ortaya çıkar ve 

küçük bir kısmı FMR1 geninin nokta mutasyonlarından kaynaklanmaktadır (140). 

MECP2’ye benzer şekilde, FMR1 de otizmin başka bir monogenik nedeni olarak kabul 

edilmektedir. İn vivo iki fotonlu kalsiyum görüntüleme deneyler Fmr1 nakavt 

farelerdeki nöronların tekrarlanan bıyık stimülasyonuna uyarlanabilirliğinin azaldığını 

göstermiştir, bu da kortikal duyu devresindeki adaptif bozulmanın otizmin dokunsal 

savunmasının potansiyel bir nedeni olabileceğini düşündürmektedir (141).  

SH3 ve multiple ankirin repeat domains protein 3 (SHANK3), çeşitli iyonotropik 

ve metabotropik glutamat reseptörleri ile etkileşime giren ve aktin hücre iskeleti ile 

ilişkili olan bir postsinaptik yoğunluk proteinidir. SHANK3 mutasyonu, otizm ve 

Phelan-McDermid sendromu ile ilişkili olup, Phelan-McDermid sendromu global zekâ 

geriliği, zihinsel engel, konuşma gecikmesi veya kaybı ve hafif deformitelerle 

karakterizedir (142, 143). Shank3 nakavt farelerde, mutant farelerdeki korteks-

striatum-talamik döngü aşırı aktif olup ve bu da sosyal davranışların bozulmasına yol 

açmaktadır (144). Shank3 nakavt farelerde Shank3 ifadesinin erken geri döndürülmesi 

ise otizm benzeri davranış fenotipini önleyebilmektedir (145).  
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Tüberoskleroz kompleksi (TSC), birden fazla organda yumru benzeri iyi huylu 

tümörler ile karakterize otozomal dominant bir hastalık olup genellikle otizmin eşlik 

ettiği kötü huylu tümörlere dönüşebilmektedir (146). Fare modellerinde, Purkinje 

hücrelerinde Tsc1 veya Tsc2’nin spesifik olarak silinmesi sonucunda, fareler, 

bozulmuş hafıza, tekrarlayan davranışlar ve çıkarılan seslerde değişim de dahil olmak 

üzere çeşitli otizm benzeri davranış sergilemektedir (147, 148).  

Otizmin bilinen nedenleri arasında, büyük tekrar dizileri içeren insan kromozomu 

15q11-q13’ün duplikasyonu, en sık otizmle ilişkili sitogenetik anormalliktir. Bu 

bölgenin bozulması otizm, Angelman sendromu ve Prader-Willi sendromu gibi farklı 

rahatsızlıklara yol açmaktadır (149). Kromozom 15q11–q13 duplikasyonu otizmin %3 

kadarında görülürken bir E3 ubiquitin ligaz olan UBE3A’nın seviyelerinde genellikle 

artış görülür (150, 151). Farelerde, aşırı UBE3A ifade edildiğinde otizm benzeri 

davranışlar indüklenebilmekte ve bu da retinoik asit aracılı nöronal homeostatik 

sinaptik plastisitenin bozulmasına neden olmaktadır (152). UBE3A, retinoik asit 

sentezinin hız sınırlayıcı enzimi olan ALDH1A2’yi regüle edebilir ve ALDH1A 

antagonistinin uygulanması, otizm ile ilişkili bozulmuş sosyal davranışların 

düzelmesini sağlar (152). 

Sendromik olmayan otizm genleri NLGN’ler, NRXN’ler, CHD8, POGZ, ANK2, 

1p21.3 mikrodelesyonu (MIR137) ve 16p11.2 mikrodelesyonu ve duplikasyonunu 

içermektedir (125).  

Nöroliginler (NLGN’ler), postsinaptik zar üzerindeki hücre adhezyon 

molekülleridir ve presinaptik ve postsinaptik nöronları birbirine bağlarlar (153). 

Hayvan modelleri, NLGN gen nakavtının beyindeki nörotransmitterlerde sinaptik 

değişikliklere ve anormalliklere neden olabileceğini, bunun da otizmin 

semptomlarının ortaya çıkmasına neden olabileceğini düşündürmektedir (154). NLGN 

nakavt veya mutant farelerde yapılan çalışmalar çeşitli otizm benzeri semptomlar 

gözlemlenmiştir (155-159). 

Nöreksinler (NRXN’ler), NLGN’nin presinaptik bağlayıcı ligandıdır ve sinaptik 

adhezyon, farklılaşma ve olgunlaşmada önemli roller oynar (160). Kontaktin ile ilişkili 

protein benzeri 2 proteini kodlayan CNTNAP2, neurexin ailesinin bir üyesidir (161). 
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Sıçanlarda Cntnap2 yokluğu, sosyal etkileşimde, stereotipik davranışta ve duyusal 

davranışta değişikliklere yol açmaktadır (162).  

Kromodomain helikaz DNA bağlayıcı protein 8 (CHD8) epigenetik ve 

transkriptomik düzenlemeyi kontrol etmekte olup birçok otizm risk geninin ana 

düzenleyicisi olarak görev yapar (163). Farelerde CHD8 ortolog silinmesi, beyin 

ağırlığını ve hacmini arttırdığı gözlemlenirken ve zebra balığında, CHD8 mutasyonları 

olan otizm hastalarında görülen makrosefaliyle tutarlı olarak makrosefali ile 

sonuçlanmaktadır (164-167). İnsan CDH8 mutasyonunu taklit eden heterozigot Cdh8 

mutasyonu erkek farelerde anormal otizm benzeri davranışa sebep olmaktadır (168). 

 Pogo transposable element derived with ZNF domain (POGZ) beyin de dahil 

olmak üzere insan dokularında yaygın olarak ifade edilmektedir. POGZ, otizmde rol 

oynayan bazı genlerin kromatin düzenleyicilerinden biridir (43, 169). Heterozigot de 

novo Pogz mutasyonuna sahip fareler de otizm benzeri anormaliler ve anksiyete ilişkili 

kaçınmada azalma gözlenmiştir (170, 171). Bunun yanında farelerde sinir sistemine 

özgü Pogz delesyonu, mikrosefali, gelişimde bozulma ve çeşitli insan semptomlarını 

taklit eden otizm benzeri davranışlara yol açmaktadır (169).  

ANK2, ankirin gen ailesinin bir üyesidir ve 440 kDa’lık bir polipeptit olan dev 

ankB’nin işlevsizliği, kalıtsal iletişimsel ve sosyal davranışlarda bozulmanın yanı sıra 

üst yürütme işlevlerinde de bozulmaya yol açar (172).  

Kromozom 1p21.3 mikrodelesyon taşıyıcılarından çoğunun (12 hastadan 11’i) 

otizme sahip olduğu ve hepsinin zihinsel engelli olduğu gösterilmiştir (173-175). 

Homozigot fareler germline nakavt ve sinir sistemi spesifik miR-137 nakavt farelerde 

postnatal ölüm gözlemlenirken heterozigot fareler yaşayabilmektedir, bu da tüm 

kromozom 1p21.3 mikrodelesyon taşıyıcılarının hemizigot olduğunu göstermektedir 

(176). Heterozigot germline nakavt ve sinir sistemi spesifik miR-137’nin kısmi kaybı, 

otizm ile ilgili sinaptik aşırı büyümeye ve bozulmuş sinaptik plastisiteye ve ayrıca 

tekrarlayan davranışlar, öğrenme ve sosyal davranışlarda bozulmaya neden olmaktadr 

(176). 
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Otizm vakalarının %1’ini oluşturan 16p11.2’de (29 gen içerir) mikrodelesyon ve 

mikroduplikasyonlar otizm ile güçlü bir şekilde ilişkilidir (177). 16p11.2 eksikliği olan 

fareler, azalmış prefrontal bağlantı, talamo-prefrontal bağlantılarında hatalar ve düşük 

uzun menzilli fonksiyonel senkronizasyon gösterirler (178). 

2.5.2 Çevresel faktörlerle indüklenmiş otizm modelleri  

Çevresel faktörler de otizm etiyolojisinde önemli etkiye sahip olabilir (179, 180). 

Propiyonik asit (181), bisfenol A (182, 183), sevofluran (184, 185) ve VPA (186) 

hayvanlarda otizm indüklenmesinde kullanılan kimyasallardır. 

Birçok çalışma, hamile kadınlarda maternal immün aktivasyonun (MIA) fetal 

gelişimde önemli hasara neden olabileceğini göstermiştir. Hamilelik sırasında 

maternal immünoglobin G (IgG) plasenta yoluyla fetüse pasif bağışıklık sağlayabilir, 

ancak koruyucu ve patojenik antikorlar aynı şekilde fetüse taşınmaktadır (187). Bu 

durum da hamilelik sırasında otoimmün hastalık ya da antijen varlığında fetüsün zarar 

görüp konjenital gelişimsel hastalık oluşumuna yol açabilir (187, 188). “Otistik 

çocukların anneleri” ve “normal çocukların anneleri”nden beyine reaktif IgG enjekte 

edilen fareler karşılaştırıldığında, “otistik çocukların annelerinden” gelen IgG 

antikorlarına maruz kalan yavrularda duyusal bozulma ve artan kaygı görülmüştür 

(189). 

Borna hastalığı virüsü (BDV) yaygın olarak bulunan, segmental olmayan, sitolitik 

olmayan nörotrofik, tek sarmallı bir RNA virüsüdür (190). Hayvan enfeksiyonlarında 

BDV, merkezi sinir sisteminde kalarak beyin hücresi fonksiyonlarında, nörogelişimsel 

anormalliklerde ve davranış bozukluklarında yol açar (190). BDV ile indüklenmiş 

sıçan otizm modellerinde, enfekte genç sıçanlar, bozulmuş duyusal, motor, sosyal, 

duygusal ve bilişsel işlevleri de içeremek üzere çeşitli davranışsal işlev bozuklukları 

sergiler (191). 

Bağırsak mikrobiyomu da otizde görülen belirli davranışları da etkileyebilen bir 

başka önemli varyasyon kaynağıdır (192). Bağırsak mikrobiyom nakil deneyleri, 

otizm hastalarında bağırsak mikrobiyom bariz otizm benzeri davranışları indüklemek 

için yeterli olduğunu doğrulamıştır (193). 
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2.6 Valproik Asit (VPA) 

VPA ile otizm insidansı arasındaki ilişki ilk kez fetal valproat sendromu tanısı 

konulan çocuklarda otistik semptomların görülmesi üzerine kurulmuştur (33). VPA 

antiepileptik ve duygudurum düzenleyici olarak kullanılan kısa zincirli bir yağ asitidir 

(194, 195). Yüksek teratojeniteye sahip bir ajan olan VPA halen gebe kadınlarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır (196). Rasalam ve arkadaşları gebelikte antiepileptik 

ilaçların kullanılmasının uzun dönem etkilerini inceledikleri bir çalışmada, VPA’nın 

%8,9 oranında otizme neden olduğunu göstermişlerdir (197). Diğer bir klinik 

çalışmada gebelikte VPA monoterapisinin otizm insidansını 7 kat artırdığı 

saptanmıştır (198). VPA’nın otistik davranışlara yol açma mekanizması henüz tam 

olarak bilinmemektedir. Prenatal VPA’ya maruziyetin embriyonal fare beyninde H3 

ve H4 histonlarının geçici hiperasetilasyona neden olduğu gösterilmiş ve bunun 

postnatal otistik davranışlarla ilişkili olabileceği bildirilmiştir (199, 200).  

Buna göre embriyonik beyin gelişiminin kritik bir döneminde histon deasetilaz 

aktivitesinin inhibisyonu otizmin patogenezinde yer almaktadır. Bunun yanı sıra, 

VPA’nın oksidatif strese yol açabileceği (201), nöral gelişim sürecini bozarak 

eksitatör/inhibitör dengede glutamaterjik nöronlar lehine bir kaymaya neden 

olabileceği (202, 203), beyin serotonin düzeylerini artırabileceği gösterilmiştir (204). 

Tüm bu mekanizmaların otizm patogenezinde rol oynaması olası görülmektedir. 

Prenatal dönemde VPA’ya maruz kalan deney hayvanlarının da otizmde görülen 

davranışsal semptomları gösterdiği ilk kez Rodier ve arkadaşları tarafından 

gösterilmiştir (32).  

O zamandan bu yana VPA modeli otistik davranışların nörobiyolojisini 

aydınlatmak ve olası terapötik ajanların etkinliğini denemek için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalarda kemirgenlerde tek doz prenatal VPA 

enjeksiyonunun otizmin ana semptomlarının yaşam boyu sürdüğü bir tabloya yol 

açtığı bir dizi davranışsal ve bilişsel test bataryası ile gösterilmiştir (4, 199, 205, 206). 

Mabunga ve arkadaşları, VPA ile oluşturulan otizm modelinin geçerliliğini 

görünüşsel (semptomatik), yapısal (modelin hastalıktaki nörobiyolojik değişiklikleri 

ve patolojiyi taklit etmesi) ve öngörüsel (etkisi bilinen bir ilacın etkisini ne derecede 
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yansıttığı) açılardan değerlendirmiştir (207). VPA modeline bağlı gelişen patolojik 

yolakların insandakine en azından teorik olarak benzemesi modelin yapısal 

geçerliliğini ortaya koymaktadır (207). VPA modeli otizmin iki ana semptomunu 

(sosyal etkileşim ve iletişim sorunları, kısıtlı/tekrarlayıcı hareketler) ve otizme eşlik 

eden diğer bulguları başarıyla ortaya çıkartması yönüyle güçlü semptomatik 

geçerliliğe sahiptir. Bu tezde, otizmin gelişimsel süreçteki (Postnatal 21 ve 50. günler) 

mitokondriyal dinamiklerinin moleküler mekanizmasını aydınlatmak için VPA ile 

sıçanlarda otizm modeli oluşturulmuştur.  
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3 GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1 Sıçanlarda Otizm Modelinin ve Deney Gruplarının Oluşturulması 

3.1.1 Deney hayvanları temini 

Bu çalışmada hayvanlar Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Deney 

Hayvanları Merkezi’nden (DEHAM) temin edildi. Çalışma için 10 adet (250-300 gr) 

gebe sıçan kullanılması planlandı. Çalışmanın yapılabilmesi için Acıbadem Mehmet 

Ali Aydınlar Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK) 

08.07.2020 tarihli ACU-HADYEK 2020/41 sayılı karar ile etik kurul izni alındı. 

Sıçanlara yapılan tüm uygulamalar National Institutes of Health (NIH) tarafından 

hazırlanmış laboratuvar hayvanlarının bakım ve kullanım rehberine uygun olarak 

gerçekleştirildi.  

Bu projede sıçanlarda VPA enjeksiyonu ile otizm modeli oluşturulmuştur.  

Gebelik tayini: Sıçanların gebelik tayini için günde iki kez vajinal tıpa/plak kontrolü 

yapılmış ve tıpa oluşumu gözlemlenmeyen hayvanlarda vajinal smear uygulaması 

yapılmış, smear bakısında sperm görüntülenen anneler gebe kabul edilmiştir (207).  

Bu yöntemde, Sprague Dawley gebe sıçanlara (n=10) gebeliğin 12,5. gününde 600 

mg/kg VPA, 1 mL/kg %0,9’luk NaCl serum fizyolojik içinde çözülerek tek doz 

intraperitoneal olarak uygulanmıştır (208, 209). Kontrol grubundaki gebe sıçanlara ise 

gebeliğin 12,5. gününde intraperitoneal %0,9’luk NaCl serum fizyolojik enjeksiyonu 

(1 ml/kg) yapılmıştır.  

Tüm sıçanlar 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık siklusta, sabit 21-22°C sıcaklık 

ve %45-65 nem içeren bireysel havalandırmalı kafeslerde barındırılmış, su ve yem 

alımları serbest bırakılmıştır. 

3.1.2 Deney gruplarının oluşturulması 

Otizmin prenatal ve postnatal gelişim sürecinde mitokondriyal fonksiyonları 

aydınlatmak için, gebe annelere VPA enjeksiyonundan sonra Şekil 3’te belirtilen 

zaman noktalarında prenatal ve postnatal yavrular sakrifiye edilerek kan ve beynin 
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prefrontal korteksleri toplanmıştır. Aynı işlem %0,9’luk NaCl serum fizyolojik enjekte 

edilen kontrol grubundaki gebe annelere de uygulanmıştır. 

3.1.2.1 Zaman noktaları 

Postnatal 21. gün (P21): İnsanlarda yaklaşık 2 yaşa karşılık gelen ve otizm 

semptomlarının fark edilmeye başlandığı dönemde (210) görülen moleküler 

değişiklikleri saptamak, 

Postnatal 50. gün (P50): İleri çocukluk döneminde otizme bağlı moleküler ve 

bilişsel/davranışsal değişiklikleri saptamak  

 

Şekil 3. Deney süreci 

3.1.2.2 Kontrol grubu  

Bu gruptaki yavruların gebe annelerine (n=10) embriyonik 12.5. günde (E12,5) 

intraperitoneal %0,9’luk NaCl serum fizyolojik enjeksiyonu yapılmış ve yavrular P21 

ve P50 zaman noktalarında dekapite edilmişlerdir. P21 grubu cinsiyet gözetmeksizin 

7 sıçandan, P50 grubu ise en az 7 dişi ve 7 erkek olacak şekilde 14 sıçan ile 

oluşturulmuştur. P21 gruplarındaki yavrulara dekapitasyon öncesi herhangi bir işlem 

uygulanmamıştır. P50 grubu yavrular P36’dan itibaren bir bilişsel/davranışsal test 

bataryasına (3.2. Bilişsel/davranışsal testler başlığında anlatılmıştır) tabi tutulmuşlar 

ve P50’de dekapite edilmişlerdir. 

3.1.2.3 Vpa grubu 

Bu gruptaki yavruların gebe annelerine (n=10) embriyonik 12,5. günde (E12,5) 

VPA enjeksiyonu yapılmış ve yavrular P21 ve P50 zaman noktalarında dekapite 
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edilmişlerdir. P21 gruplarındaki yavrulara dekapitasyon öncesi herhangi bir işlem 

uygulanmamıştır. P50 grubu yavrulara P36’dan itibaren bir bilişsel/davranışsal test 

bataryasına (3.2. Bilişsel/davranışsal testler başlığında anlatılmıştır) tabi tutulmuşlar 

ve P50’de dekapite edilmişlerdir. 

Her deney grubunda Şekil 1’de gösterilen zaman noktalarında dekapitasyon 

gerçekleştirilmiştir. P21 grubu cinsiyet gözetmeksizin 7 sıçandan, P50 grubu ise en az 

7 dişi ve 7 erkek olacak şekilde 14 sıçan ile oluşturulmuştur. Otizm sıklığının 

erkeklerde dişilere göre daha fazla görülmesi nedeniyle çalışmalarda sıklıkla erkek 

sıçanların kullanılmasına karşın her iki cinsiyetteki yavruların davranışlarının 

değerlendirildiği yayınlar da bulunmaktadır (211).  

Gruplar arasında yapılacak karşılaştırmalarda standardı sağlayabilmek açısından 

P50 grubunda bu prensip benimsenmiştir. Nitekim VPA ile otizm modeli oluşturulan 

deney hayvanlarında cinsiyet farklılıklarını araştıran çalışmalarda, VPA’ya bağlı 

gelişen immun değişikliklerin (212), stresörlere karşı kortikosteron yanıtın (213) ve 

gen ekspresyonunun (214) erkek ve dişi deney hayvanlarında farklı olduğu 

gösterilmiştir. Öte yandan sosyallikte azalma, tekrarlayıcı davranışlarda artma ve 

anksiyete bulguları erkek yavrularda görülürken dişi yavrularda görülmemektedir 

(202, 212).  

Bu nedenle, P50 grubu, her grupta en az 7 dişi ve 7 erkek yavru olacak şekilde 

oluşturulmuş ve P50 grubundaki tüm analiz sonuçları cinsiyete bağlı değişiklik olup 

olmadığı yönünden istatistiksel olarak değerlendirilmiş, anlamlı fark bulunmaması 

durumunda birleştirilmiştir.  

3.2 Bilişsel/Davranışsal Testler 

Davranış çalışmalarında test bataryası adı altında bir seri davranış testinin ardışık 

olarak uygulanması yaygın bir uygulamadır (215-217). Bu uygulamada temel prensip 

testlerin hayvanda en az stres yaratan testten en fazla stres yaratan teste doğru 

sıralanması ve testler arasında hayvanın normal koşullarına döndüğü bir zaman 

bırakılmasıdır. Bu prensibe uygun olarak testler aşağıdaki şemada belirtilen sırada ve 
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günlerde yapılmış ve literatür ile uyumlu olarak her test arasında en az 48 saat 

bulunmasına özen gösterilmiştir (218, 219) (Şekil 4).  

Sirkadiyen ritmin gruplar arasında farklılık yaratmasını önlemek için tüm gruplar 

testlere günün aynı saatlerinde alınmıştır. Testlerin hepsi sıçanların aydınlık 

döneminde gerçekleştirilmiştir. Tüm testlerde her sıçan sonrasında ortam %70’lik 

etanol ile temizlenerek koku işaretleri ortadan kaldırılmıştır. Testler tavana monte 

edilmiş kameralar aracılığıyla kayıt altına alınmış ve Ethovision XT sistemi ile analiz 

edilmiştir. 

 

 Şekil 4. Davranış deneyleri şeması. 

3.2.1 Açık alan testi 

Açık alan testi sıçanların lokomotor aktivitelerini, çevreyi keşfetme ve kendini 

temizleme davranışlarını gözlemlemek için sıklıkla kullanılan bir testtir. VPA ile 

otizm oluşturulan kemirgenlerde hiperaktivite ve çevreye karşı ilginin azalması sık 

gözlenen bulgulardır (205). Kendini temizleme ve yalama davranışında artış da 

otizmin temel bulgularından biri olan tekrarlayıcı davranışlarda artmaya karşılık gelen 

ve bu modelde görülen davranışlardandır (217, 220). 
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Testin uygulanması: Sıçanlar tek tek 80X80X50 cm boyutlarında, zemini karelere 

ayrılmış siyah pleksiglas kutuya belirli bir köşeden bırakılarak 5 dakika boyunca takip 

edilmiştir. Lokomotor aktiviteyi belirlemek için geçilen kare sayısı ve katedilen 

toplam yol parametreleri değerlendirilmiştir.  

3.2.2 Üç odalı sosyal etkileşim testi 

Otizmin temel bulgularından biri olan sosyal etkileşim ve iletişim yetersizliğini 

test etmek için kullanılır. VPA modelinde sosyal etkileşim ve iletişimin bozulduğu bu 

test ile gösterilmiştir (200, 206, 217). Aralarında giyotin kapıların bulunduğu üç 

bölmeden oluşan pleksiglas bir kutudur. Sağ ve sol bölmelerde yabancı sıçanların 

konulacağı küçük kafesler yer alır. 

Testin uygulanması: Test üç oturumdan oluşmaktadır. Birinci oturumda sıçan merkez 

bölmeye bırakılarak 5 dakika ortama alışmasına izin verilmiştir (alışma oturumu). Bu 

oturumda diğer bölmelere ulaşım giotin kapılar kapatılarak engellenmiştir. Beş 

dakikanın sonunda test sıçanına tamamen yabancı, yaş ve cinsiyet uyumlu bir başka 

sıçan rasgele olarak sağ veya sol bölmedeki küçük kafesin içine konulmuş ve iki kapı 

da açılmıştır. Girişkenliğin test edildiği bu oturum 10 dakika sürmüş ve yabancı 

sıçanın bulunduğu bölgede ve kafesin çevresinde geçirdiği zaman kaydedilmiştir. 

Hemen ardından sosyal tercihin değerlendirileceği üçüncü oturuma geçilmiştir. Bu 

oturumda önce test sıçanı merkez bölmedeyken kapılar kapatılmış, ardından başka bir 

yabancı sıçan diğer taraftaki bölmenin içindeki kafese konulmuştur. Kapılar açıldıktan 

sonra 10 dakika süreyle test sıçanının her üç bölmede de geçirdiği zaman 

kaydedilmiştir. Girişkenlik indeksi (GİN) ve sosyal tercih indeksi (STİ) aşağıdaki 

formüllere göre hesaplanmıştır (217).  

 

GİN: Yabancı sıçanın bulunduğu bölmede geçirilen zaman / Boş bölmede geçirilen 

zaman. 

 

STİ: İkinci yabancı sıçanın bulunduğu bölmede geçirilen zaman / İlk yabancı (tanıdık) 

sıçanın bulunduğu bölgede geçirilen zaman. 
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3.2.3 Y labirent testi 

Otizmin ana semptomlarından biri olan tekrarlayıcı davranışı test etmek için 

kullanılan diğer bir yöntemdir. Aynı zamanda çalışan bellek değerlendirmek için de 

kullanılır. Labirent Y şeklinde 3 koldan oluşur. Kemirgenlerin içgüdüsel olarak yeni 

yerleri keşfetme isteğine dayanan bir testtir. Normal bir hayvanın birbirini tekrar 

etmeden üç kolu ardışık olarak ziyaret etmesi spontan değişim davranışı (spontaneous 

alternation behavior) olarak tanımlanır. Üçlü ardışık ziyaret sayısının azalması çalısan 

bellekte bir sorun olduğu ya da tekrarlayıcı davranışların artması şeklinde yorumlanır. 

Testin uygulanması: Sıçan 3 kolun birleştiği alana bırakılarak 5 dakika boyunca 

hareketleri kaydedilmiştir. Sıçanın herhangi bir kola girmiş sayılabilmesi için dört 

ekstremitesinin de o kolda olmasına dikkat edilmiştir.  

Ardışık üç kolun ziyareti sayılacak ve spontan değişim davranışı aşağıdaki formüle 

göre hesaplanmıştır: 

 

Spontan değişim davranışı = ((Ardışık üç kol ziyareti sayısı / (Toplam ziyaret edilen 

kol sayısı - 2)) x 100 

3.2.4 Morris su labirenti testi 

Otizmde mekansal bellekteki değişiklikler konusunda çelişkili yayınlar 

bulunmaktadır (6, 221). VPA modelinde mekânsal öğrenme belleğin 

değerlendirilmesinde en sık kullanılan testlerden biridir (222). Su dolu bir havuza 

bırakılan fare ya da sıçanın suyun 2 cm altında bulunan gizli bir platformu tekrarlayan 

denemelerde çevresel ipuçlarına dayanarak bulmayı öğrenmesi prensibine dayanır. 

Öğrenme protokolü çalışmalarda gün ve deneme sayısı olarak farklılık gösterse de 

deneme sayısının arttıkça hayvanın platformu bulma süresinin (escape latency) 

azalması gerekir. Belleğin değerlendirilmesi için ise platform kaldırıldığında hayvanın 

platformu arama davranışından yararlanılır. 

Testin uygulanması: Tankın içine 24°C’lik su doldurulmuştur. Bir kadrana 

yerleştirilen platform su seviyesinin 2 cm altında tutulmuştur. 4 gün boyunca her gün 

iki oturum şeklinde uygulanan testte sıçanlar belirli 4 noktadan 4 kez suya bırakılmış 
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ve 90 saniye boyunca platformu bulmaları için yüzmelerine izin verilmiştir. 

Bulamadıkları takdirde sıçanlar platform üzerine yerleştirilerek 30 sn. süreyle 

tutulmuş ve çevresel ipuçlarını görmelerine fırsat verilmiştir. Her oturum için 

platformu bulma süresi kaydedilmiş ve günlük ortalamaları alınmıştır. Belleği test 

etmek için (probe fazı) 5. gün platform kaldırılarak sıçanlar platformun bulunduğu 

kadranın tam karşısından suya bırakılarak bir kez 90 saniye yüzdürülmüş ve 

platformun bulunduğu kadranda bulunma süresi ve platformu çaprazlama sayısı 

kaydedilmiştir. 

3.2.5 Yükseltilmiş artı labirent testi 

Sıçan ve farelerde anksiyetenin değerlendirilmesi amacıyla yaygın olarak 

kullanılır. Yerden 50 cm yükseklikte, uzunlukları 50 cm ve genişlikleri 10 cm’ lik açık 

ve kapalı kollar içeren, artı şeklinde bir labirenttir. Otizmde anksiyete ana semptomlar 

arasında yer almasa da hastalığa sıklıkla eşlik etmektedir. VPA modelinde artmış 

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

Testin uygulanması: Sıçan yüzü açık kollardan birine bakacak şekilde labirentin 

merkezine konularak ve 5 dakika boyunca kaydedilmiştir. Sıçanın herhangi bir kola 

girmiş sayılabilmesi için dört ekstremitesinin de o kolda olması gereklidir. Açık 

kollarda geçen süre ve kapalı kollarda geçen süre parametreleri değerlendirilmiştir. 

Kapalı kollarda kalma süresinin artması anksiye artışının göstergesidir. 

3.2.6 Deneyin sonlandırılması 

Deneylerin sonunda tüm sıçanlara ötanazi uygulanarak doku örnekleri 

toplanmıştır.  

• P21 grubundaki yavrular izofluran anestezi altında dekapite edilmiştir. 

• P50 grubundaki yavrular ise bilişsel/davranışsal testleri takiben izofluran anestezi 

altında dekapite edilmiştir. 

P21 ve P50 gruplarında dekapitasyon öncesi jugular venden ya da kalpten kan 

alınmıştır, dekapitasyon sonrası beyinleri çıkartılarak şok dondurma uygulanmıştır. 

Şok dondurma öncesinde prefrontal korteks bütün beyinden ayrılmıştır.  
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Beyin, santal sulkustan itibaren bistüri ucu yardımıyla dorsomedial, ventromedial, 

ventrolateral ve orbitofrontal prefrontal korteksi içerecek şekilde izole edilmiştir.  

3.3 Mitokondriyal Dinamiklerin İncelenmesi 

P21 ve P50 gruplarının prefrontal korteksinde, mitokondriyal füzyon, fizyon, 

mitofaji belirteçleri analiz edilerek mitokondri dinamiklerinin otizmin gelişimsel 

süreçteki değişimi ve etkisi belirlenmiştir.  

3.3.1 RNA izolasyonu ve gen ifadesi analizleri 

3.3.1.1 RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

Total RNA beyin dokularından Qiagen RNeasy mini kit (#74106) kullanılarak 

üreticinin belirttiği protokol uygulanarak izole edildi. RNA kalitesi, saflığı ve 

konsantrasyonu Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, #ND-2000) ile belirlenmiştir.  

Eşit miktarda RNA kullanılarak cDNA sentezi, SensiFAST cDNA sentez kiti 

(Bioline, Bio-65053) ile üreticinin belirttiği protokol kullanılarak sentezlenmiştir.  

3.3.1.2 Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile 

gen ifadesinin belirlenmesi 

VDAC1, COX IV, Bnip3, PARKIN, PINK1, P62, LC3B ve OPA genlerinin ifadeleri 

postnatal 21. ve 50. günde GM SYBR qPCR Kit (w/o ROX) (Genemark Bio, 

#QPSY02-1) kullanılarak incelenmiştir. Referans gen olarak GAPDH kullanılmıştır. 

qRT-PCR’da kullanılan termal döngü Tablo 1’de, deneylerde kullanılan primerlerin 

dizileri ise Tablo 2‘de verilmiştir. 

 

Tablo 1. qRT-PCR döngüsü. 

 

Adım Sıcaklık (°C) Süre (sn) Döngü sayısı 

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

Denaturasyon 95 15 

40 Tavlama 55 15 

Uzama 72 60 

 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan primer dizileri. 

 

Primer Sekans (5´-3´) Referans 

VDAC1_F TGATGGGACGGAGTTTGG 

(224) 

VDAC1_R ACCCGCATTGACGTTCTT 

COX IV_F ACGAGAGCTTCGCTGAGATGAACA 

(225) 

COX IV_R AGCTCTTCTCCCAGATCAGCACAA 

Bnip3_F AGCATGAATCTGGACGAAGC 

(226) 

Bnip3_R AACATTTTCTGGCCGACTTG 

PARKIN_F CTGGCAGTCATTCTGGACAC 

(227) 

PARKIN_R CTCTCCACTCATCCGGTTTG 

PINK1_F CATGGCTTTGGATGGAGAGT 

(227) 

PINK1_R TGGGAGTTTGCTCTTCAAGG 

P62_F TCCCTGTCAAGCAGTATCC 

(228) 

P62_R TCCTCCTTGGCTTTGTCTC 

LC3B_F GACTTCCGGAAAGCTCTGCT (228) 
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LC3B_R ACCAGCATCGTAGAGGGTCT 

OPA_F ATCATCTGCCACGGGTTGTT 

(227) 

OPA_R GAGAGCGCGTCATCATCTCA 

GAPDH_F AATGCATCCTGCACCACCAA 

(228) 

GAPDH_R GATGGCATGGACTGTGGTCA 

 

3.3.2 Mitokondriyal dinamiklerin akış sitometrisi ile ölçümü 

P21 ve P50 gruplarındaki sıçanların PBMC hücrelerinde mitokondriyal membran 

potansiyeli, kütlesi ve süperoksit üretimin ölçümü de gerçekleştirilmiştir. Beyin 

dokusu yanısıra PMBC hücrelerinde mitokondriyal dinamiklerin ölçülmesi otizmin 

etkilediği beyin dokusunun yanısıra periferik sisteme etkisinin belirlenmesi açısından 

önemlidir. Bu hücrelerde mitokondri kütlesi, mitokondriyal membran potansiyeli, 

kütlesi ve ROS miktarı MitoTracker Green FM, MitoTracker Red CMXRos ve 

MitoSox (Thermo Fisher) floresan boyaları ile ürün sağlayıcının protokolüne uygun 

olarak ölçülmüştür. İlk olarak bu boyaların konsantrasyonları belirlenmiştir. Daha 

sonra bu belirlenen konsantrasyonlar ile PBMC’ler 15-20 dk inkübe edilerek ve flow 

sitometri (BD FACS verse) ile ölçüm yapılmıştır. 

3.4 İstatistiksel Analiz 

Verilerin değerlendirilmesinde GraphPad Prism (version 8.0.0, GraphPad 

Software, ABD) programı kullanılmıştır. qRT-PCR verileri ortalama ± standart sapma, 

diğer tüm veriler ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak verilmiştir. Verilerin 

dağılımı Shapiro-Wilk normalite testi ile incelenmiştir. Normal dağılıma uyan veriler 

parametrik testler (ikili grup karşılaştırmaları Student’ın t-testi, çoklu grup 

karşılaştırmalar tek yönlü varyans analizini takiben Tukey’in çoklu karşılaştırma testi) 

ile, uymayan veriler parametrik olmayan testler (ikili grup karşılaştırmaları Mann-

Whitney U, çoklu grup karşılaştırmaları Kruskal-Wallis testini takiben Dunn’ın çoklu 
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karşılaştırma testi) ile incelenmiştir. Morris su tankı öğrenme denemelerinin 

karşılaştırılmasında tekrarlı varyans analizleri karşılaştırması ve tek yönlü varyans 

analizini takiben Tukey’in çoklu karşılaştırma testi kullanılmıştır. P<0,05 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4 BULGULAR  

4.1 Bilişsel/Davranışsal Testler 

4.1.1 Açık alan testi 

Açık alan testinde, erkek sıçanlarda geçilen kare sayısı; kontrol ve VPA grupları 

arasında anlamlı farklılık göstermemiştir (p>0,05; Şekil 5). Dişi sıçanlar 

karşılaştırıldığında ise kontrol grubu sıçanlara kıyasla VPA grubundaki sıçanlar 

anlamlı derecede daha az kareden geçiş yapmıştır (p<0,05; Şekil 5). Kontrol grubu dişi 

sıçanlar kontrol grubu erkek sıçanlara göre istatistiksel olarak anlamlı oranda daha 

fazla kareden geçmiştir (p<0,05; Şekil 5). Ancak VPA grubu erkek ve dişi sıçanlar 

arasında fark saptanmamıştır (p>0.05; Şekil 5).    

 

Şekil 5. Açık alan testi sonuçları (* p<0.05 Kontrol dişi grubuna göre, τ p<0.05 VPA 

dişi grubuna göre)  

4.1.2 Üç odalı sosyal etkileşim testi 

Üç Odalı Sosyal Etkileşim Testi Girişkenlik İndeks sonuçlarına göre, Kontrol 

Erkek grubu ile VPA Erkek grubu verileri karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 
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anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 6A) Kontrol Dişi grubu değerlerine 

göre ise VPA Dişi grubu değerleri istatistiksel olarak anlamlı oranda düşük 

bulunmuştur (p<0,05; Şekil 6A). Kontrol Erkek grubu değerlerine göre Kontol Dişi 

grubu değerleri karşılaştırıldığında VPA Erkek grubu değerleri ile VPA Dişi grubu 

verielri arasında anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 6A).  

Üç Odalı Sosyal Etkileşim Testi Sosyal Tercih İndeks sonuçlarına göre ise, 

Kontrol Erkek grubu sıçanların değerlerine göre VPA Erkek grubu sıçanların değerleri 

daha düşük bulunmasına rağmen bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 

(p>0,05; Şekil 6B). Kontrol Dişi grubu ve VPA Dişi grubu deneklerin verileri 

arasında; Kontrol Erkek grubu ve VPA Dişi grubu deneklerin verileri arasında ve VPA 

Erkek grubu verileri ile VPA Dişi grubu deneklerin verileri arasında anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0,05; Şekil 6B). 
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Şekil 6. Üç Odalı Sosyal Etkileşim testi (A) Girişkenlik indeksi ve (B) Sosyal Tercih 

indeksi sonuçları (* p<0.05 Kontrol dişi grubuna göre). 

4.1.3 Y labirent testi 

Y labirent testi sonuçlarına göre % alterasyon oranları karşılaştırıldığında; Kontrol 

Erkek grubu deneklerin değerleri ile VPA Erkek grubu sıçanların değerleri arasında; 

Kontrol Dişi grubu deneklerin değerleri ile VPA Dişi grubu deneklerin verileri 

arasında; Kontrol Erkek grubu deneklerin değerleri ile VPA Dişi grubu deneklerin 
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verileri arasında ve VPA Erkek grubu verileri ile VPA Dişi grubu deneklerin verileri 

arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05; Şekil 7).  

 

Şekil 7. Y labirenti testi alterasyon (%) sonuçları.  

4.1.4 Morris su labirenti testi 

Öğrenme fazının uygulandığı 4 günlük süre boyunca tüm gruplardaki hayvanlar 

birinci güne göre platformu giderek daha kısa süre bulmuşlardır (p<0,05; Şekil 8A).  

Gruplar arasında platformun yerini öğrenmeleri açısından; 

Birinci gün değerleri karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0,05; Şekil 8B). 

İkinci eğitim günleri karşılaştırıldığında; hem erkek hem de dişi VPA Grubu 

sıçanlar platformu Kontrol Grubu deneklere göre daha geç bulmuşlardır (sırasıyla 

p<0,05 ve p<0,0001; Şekil 8B). Kontrol erkek grubu ile Kontrol Dişi grubu platformu 

bulma süreleri açısından farklı bulunmamışlardır (p>0,05; Şekil 8B). VPA Dişi grubu 

sıçanlar platformu VPA Erkek grubu sıçanlara göre daha geç bulmuştur (p<0,001; 

Şekil 8B). 
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Üçünçü gün değerleri karşılaştırıldığında; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek 

grubu verileri arasında fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 8B). VPA Dişi grubu 

sıçanlar platformu hem Kontrol Dişi grubu hem de VPA Erkek grubu sıçanlara   

kıyasla daha geç sürede bulmuştur (p<0,0001; Şekil 8B). 

Dördüncü gün değerleri karşılaştırıldığında; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek 

grubu, Kontrol Dişi grubu ile VPA Dişi grubu ve Kontrol Erkek grubu ile Kontrol Dişi 

grupları platformu bulma süreleri arasında fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 8B). 

VPA Dişi grubu sıçanlar VPA Erkek grubu sıçanlara kıyasla platformu daha geç 

bulmuşlardır (p<0,0001; Şekil 8B). 
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Şekil 8. (A-B) Morris su labirenti eğitim fazı boyunca platformu bulma süreleri 

(*p<0,05 VPA erkek grubuna göre, ***p<0,001 VPA Dişi grubuna göre, # p<0,001 

VPA Dişi grubuna göre).  

Prob fazında;  Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek grubu, Kontrol Dişi grubu ile 

VPA Dişi grubu ve Kontrol Erkek grubu ile Kontrol Dişi grubu deneklerin Platformun 

bulunduğu kadranda geçirilen süreleri arasında fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 
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9A). VPA Dişi grubu sıçanların VPA Erkek grubu sıçanlara kıyasla platformun 

bulunduğu kadranda geçirilen süreleri daha kısa bulunmuştur (p<0,05; Şekil 9A).  

Prob fazında; Kontrol Erkek grubu ile VPA Erkek grubu, Kontrol Dişi grubu ile 

VPA Dişi grubu ve Kontrol Erkek grubu ile Kontrol Dişi grubu Platformu çaprazlama 

sayıları karşılaştırıldığında aralarında fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 9B). VPA 

Dişi grubu sıçanların VPA Erkek grubu sıçanlara kıyasla platformu çaprazlama 

sayıları anlamlı oranda daha az bulunmuştur (p<0,001; Şekil 9B). Bunun yanında 

platformu çaprazlama sayısı, dişi hayvanlarda neredeyse anlamlı şekilde azaldı 

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

 

Şekil 9. Morris su labirenti prob fazında (A) hedef kadranda geçirilen süre ve (B) 

platform çaprazlama sayısı (*p<0.05 ve ***p<0.001 VPA Dişi grubuna göre). 

4.1.5 Yükseltilmiş artı labirent testi 

Yükseltilmiş artı labirent testi kapalı kolda geçirilen süre değerleri 

karşılaştırıldığında; Kontrol Erkek grubu sıçanlar ile VPA Erkek grubu sıçanlar 
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arasında fark saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 10). Kontrol Dişi grubu sıçanlara göre 

VPA Dişi grubu sıçanlar daha uzun süre kapalı kolda kalmışlardır (p<0,05; Şekil 10). 

Kontrol Erkek grubu sıçanlar ile Kontrol Dişi grubu sıçanların süreleri arasında fark 

saptanmamıştır (p>0,05; Şekil 10). VPA Erkek grubu sıçanlara göre VPA Dişi grubu 

sıçanlar daha uzun süre kapalı kolda kalmışlardır (p<0,05; Şekil 10). 

 

Şekil 10. Yükseltilmiş artı labirent testi kapalı kolda geçirdikleri süre (*p<0,05 VPA 

Dişi grubuna göre). 

4.2 Mitokondriyal Dinamiklerin İncelenmesi 

4.2.1 Gen ifadesi analizleri 

VDAC1, COX IV, Bnip3, PARKIN, PINK1, P62, LC3B ve OPA1 genlerinin 

ifadeleri hem postnatal 21. günde (puberte öncesi) hem de postnatal 50. günde 

incelenmiştir. Postnatal 21. gün gen ifadelerinde kontrol ve VPA grupları cinsiyet 

gözetmeksizin karşılaştırılmıştır.  

Relatif VDAC1 ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. 

Postnatal 50. günde dişi VPA grubu hayvanlarda relatif VDAC1 ifadesi azalma 
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göstermiş olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamsız bulunurken (p>0,05; Şekil 11 

A), VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif VDAC1 ifadesi Kontrol Erkek grubuna 

kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p<0,001; Şekil 11A). 

Relatif COX IV ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. 

Postnatal 50. günde relatif COX IV, VPA Dişi grubu, Kontrol Dişi grubuna göre ve 

VPA Erkek grubu da Kontrol Erkek grubuna kıyasla anlamlı şekilde düşük 

bulunmuştur (p<0,05; Şekil 11B). 

Relatif Bnip3 ifadesi ne postnatal 21. günde ne de postnatal 50. günde gruplar 

arası fark göstermemiştir (p>0,05; Şekil 11C). 

Relatif PARKIN ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. 

Postnatal 50. günde VPA Dişi ve Erkek grubu hayvanlarda relatif PARKIN ifadesi 

eşlenik kontrol gruplarına kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p<0,01; Şekil 

11D). 

Relatif PINK1 ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. 

Postnatal 50. günde VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif PINK1 ifadesi Kontrol 

Erkek grubuna kıyasla azalma göstermiş olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamsız 

bulunurken (p>0,05; Şekil 11E), VPA Dişi grubu hayvanlarda relatif PINK1 ifadesi 

Kontrol Dişi grubuna kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p<0,01; Şekil 11E). 

Relatif P62 ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. Postnatal 

50. günde VPA Dişi ve Erkek grubu hayvanlarda relatif P62 ifadesi eşlenik kontrol 

gruplarına kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (sırasıyla p<0,001 ve p<0,05; 

Şekil 11F). 

Relatif LC3B ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. 

Postnatal 50. günde VPA Dişi ve VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif LC3B ifadesi 

eşlenik kontrol gruplarına kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p<0,01; Şekil 

11G). 

Relatif OPA ifadesi postnatal 21. günde gruplar arası fark göstermemiştir. 

Postnatal 50. günde VPA Dişi grubu hayvanlarda relatif OPA ifadesi Kontrol Dişi artış 
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göstermiş olsa da bu yükselme istatistiksel olarak anlamsız bulunurken (p>0,05; Şekil 

11H), VPA Erkek grubu hayvanlarda relatif OPA ifadesi Kontrol Erkek grubuna 

kıyasla anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur (p<0,05; Şekil 11H). 
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Şekil 11. Postnatal 21 (cinsiyet gözetmeksizin) ve 50. günde (cinsiyete göre) kontrol 

ve VPA grubu hayvanlarda (A) VDAC1, (B) COX IV, (C) Bnip3, (D) PARKIN, (E) 

PINK1, (F) P62, (G) LC3B ve (H) OPA genlerinin relatif ifadeleri (*p<0,05, **p<0,01 

ve ***p<0,001).  
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Postnatal 50. gün gen ifadelerinde kontrol ve VPA grupları aynı zamanda cinsiyet 

gözetmeksizin de karşılaştırılmıştır. Postnatal 50. günde VPA grubunda relatif 

VDAC1, COX IV, COX IV, PARKIN, PINK1, P62 ve LC3B genlerinin ifadeleri kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunurken (p<0,01; sırasıyla Şekil 12A, B, D, 

E, F ve G) relatif OPA ifadesi kontrol grubuna kıyasla anlamlı şekilde yüksek 

bulunmuştur (p<0,01; Şekil 12H). Relatif Bnip3 ifadesi ise değişmemiştir (p<0,01; 

Şekil 12C). 
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Şekil 12. Postnatal 21 ve 50. günde (cinsiyet gözetmeksizin) kontrol ve VPA grubu 

hayvanlarda (A) VDAC1, (B) COX IV, (C) Bnip3, (D) PARKIN, (E) PINK1, (F) P62, 

(G) LC3B ve (H) OPA genlerinin relatif ifadeleri (*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 

ve ***p<0,0001). 
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4.2.2 Mitokondriyal dinamiklerin akış sitometrisi ile ölçümü 

VPA’nın lenfosit ve monositlerde mitokondriyal dinamikler üzerine etkilerini 

incelemek amacıyla postnatal 21 ve 50. günlerde, hücreler kandan izole edildi ve 

MitoGreen, MitoRed ve MitoSOX ile boyanarak akış sitometri yöntemiyle incelendi.  

VPA grubunda postnatal 21. günde lenfosit MitoGreen ve MitoRed floresan 

yoğunluğunda kontrol grubuna kıyasla anlamlı azalma gözlemlenmiştir (p<0,01; Şekil 

13A ve B). Lenfosit MitoSOX floresan yoğunluğu kontrol ve VPA gruplarında benzer 

bulunmuştur (p>0,05; Şekil 13C). Bunun yanında, lenfosit MitoSOX/MitoGreen oranı 

VPA kontrol grubuna kıyasla grubunda anlamlı şekilde yüksek gözlemlenmiştir 

(p<0,05; Şekil 13D). 

Postnatal 50. günde MitoGreen lenfosit floresan yoğunluğu VPA Erkek grubu 

sıçanlarda Kontrol Erkek grubuna ve VPA Dişi grubu sıçanlara kıyasla anlamlı şekilde 

yüksek bulunmuştur (sırasıyla p<0,05 ve p<0,0001; Şekil 14A). VPA Dişi grubu 

sıçanlarda lenfosit MitoGreen kontrol grubuna kıyasla anlamlı şekilde düşük 

bulunmuştur (p<0,05; Şekil 14A). Lenfosit MitoRed floresan yoğunluğu Kontrol 

Erkek grubu sıçanlarda, VPA Erkek grubu sıçanlara ve Kontrol Dişi grubu sıçanlara 

kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (sırasıyla p<0,0001 ve p<0,001; Şekil 

14B).  

Bunun yanında VPA Dişi grubu hayvanlarda lenfosit MitoRed floresan yoğunluğu 

Kontrol Dişi grubu sıçanlara ve VPA Erkek grubu erkek sıçanlara kıyasla anlamlı 

derecede düşük bulunmuştur (p<0,0001; Şekil 14B). Lenfosit MitoSOX floresan 

yoğunluğu gruplar arasında bir farklılık göstermezken VPA Dişi grubu sıçanlarda ve 

VPA Erkek grubu erkek sıçanlarda benzer bulunmuştur (p=0,056; Şekil 14C).  

Lenfosit MitoSOX/MitoGreen oranı VPA Erkek grubu sıçanlarda Kontrol Erkek 

grubuna kıyasla anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,05; Şekil 14D). Bu oran 

VPA Dişi grubu sıçanlarda ise hem Kontrol Dişi grubu sıçanlara hem de VPA Erkek 

erkek sıçanlara benzer bulundu (p>0,05; Şekil 14D). 
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Şekil 13. Postnatal 21. gün kontrol ve VPA grubu sıçanlarda lenfosit (A) MitoGreen 

floresan yoğunluğu, (B) MitoRed floresan yoğunluğu, (C) MitoSOX floresan 

yoğunluğu ve (D) MitoSOX/MitoGreen oranı (*p<0,05 ve **p<0,01). 
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Şekil 14. Postnatal 50. gün kontrol ve VPA Erkek grubu ve dişi sıçanlarda lenfosit (A) 

MitoGreen floresan yoğunluğu, (B) MitoRed floresan yoğunluğu, (C) MitoSOX 

floresan yoğunluğu ve (D) MitoSOX/MitoGreen oranı (*p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001 ve ****p<0,0001). 
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VPA grubunda postnatal 21. günde monosit MitoGreen ve MitoRed floresan 

yoğunluğunda anlamlı azalma gözlemlenirken (MitoGreen ve MitoRed için sırasıyla 

p<0,001 ve p<0,01; Şekil 15A ve B), monosit MitoSOX floresan yoğunluğu VPA 

grubunda anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,05; Şekil 15C). Monosit 

MitoSOX/MitoGreen oranında VPA grubunda anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur 

(p<0,05; Şekil 15D). 

 Postnatal 50. günde monosit MitoGreen floresan yoğunluğu VPA Dişi grubu 

sıçanlarda Kontrol Dişi grubuna ve VPA Erkek grubu sıçanlara kıyasla anlamlı şekilde 

düşük bulunmuştur (p<0,01; Şekil 16A). Kontrol ve VPA Erkek grubu sıçanlar 

arasında ise bir fark gözlemlenmemiştir (p>0,05; Şekil 16A).  

Benzer şekilde monosit MitoRed floresan yoğunluğu VPA Dişi grubu sıçanlarda 

Kontrol Dişi grubuna ve VPA Erkek grubu sıçanlara kıyasla anlamlı şekilde düşük 

bulunurken (sırasıyla p<0,0001 ve p<0,001; Şekil 16B), Kontrol ve VPA Erkek grubu 

değerleri arasında bir fark gözlemlenmemiştir (p>0,05; Şekil 16B).   

MitoSOX floresan yoğunluğu gruplar arasında bir farklılık göstermemiştir (p > 

0,05; Şekil 16C). MitoSOX/MitoGreen oranı VPA Erkek grubu sıçanlarda Kontrol 

Erkek grubuna kıyasla anlamlı şekilde yüksek bulunurken (p<0,05; Şekil 16D), VPA 

dişi ve Kontrol Dişi grupları arasında benzer bulunmuştur (p>0,05; Şekil 16D). 
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Şekil 15. Postnatal 21. gün kontrol ve VPA grubu sıçanlarda monosit (A) MitoGreen 

floresan yoğunluğu, (B) MitoRed floresan yoğunluğu, (C) MitoSOX floresan 

yoğunluğu ve (D) MitoRed/MitoGreen oranı (*p<0,05 ve p<0,01). 
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Şekil 16. Postnatal 50. gün kontrol ve VPA grubu erkek ve dişi sıçanlarda monosit (A) 

MitoGreen floresan yoğunluğu, (B) MitoRed floresan yoğunluğu, (C) MitoSOX 

floresan yoğunluğu ve (D) MitoRed/MitoGreen oranı (**p<0,01, ***p<0,001 ve 

****p<0,0001). 
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5 TARTIŞMA 

Birçok klinik çalışmada, gebelik sırasında VPA’ya maruz kalan çocuklarda 

gelişimsel bozukluklardan daha karışık otistik benzeri davranışlara kadar çok çeşitli 

anormalliklerin indüklenebileceği raporlanmıştır. Bu nedenle, günümüzde prenatal 

VPA maruziyeti, otizm patogenezinde yer alan çevresel bir risk faktörü olarak kabul 

edilmektedir (35, 229, 230). Klinik kanıtlar baz alınarak yapılan kemirgen 

çalışmalarında prenatal VPA maruziyeti ilaç kaynaklı bir preklinik otizm modeli 

olarak doğrulanmıştır (4, 231-234). 

Bu çalışmamızda, prenatal VPA indüklü otizmin farklı cinsiyet ve yaşlardaki 

sıçanlarda bilişsel/davranışsal etkileri ile mitokondriyal dinamiklere olan etkisini 

inceledik. VPA maruziyeti genel olarak dişi hayvanlarda davranış testleriyle 

belirlediğimiz otizm benzeri davranışları indüklerken, mitokondriyal dinamiklerde rol 

oynayan protein genlerinde puberte öncesi herhangi bir değişiklik gözlemlenmezken, 

bu genlerin deregülasyonu puberte sonrasında cinsiyet bağımlı olarak gerçekleşti. 

Bunun dışında, cinsiyetten bağımsız olarak değerlendirildiğinde, VPA maruziyeti 

yalnızca puberte sonrası gen ifadelerinde anlamlı değişikliğe sebep oldu. Bunun 

yanında lenfosit ve monositlerde mitokondriyal kütle, membran potansiyeli ve 

oksidatif streste prepubertal ve postpubertal dönemde farklılıklar meydana geldi.  

5.1 Bilişsel/Davranışsal Testler 

Açık alan testi, yeni bir çevredeki aktiviteyi, keşfetmeyi ve anksiyete ile ilişkili 

davranışları ölçmek için oldukça yaygın kullanılan bir testtir (235). Açık alan testi 

kullanılan çalışmalarda genellikle erkek sıçanlar dişi sıçanlara kıyasla daha az aktif 

olarak bulunmuştur (236-238). Bizim çalışmamızda da benzer şekilde dişi sıçanlar 

erkek sıçanlara kıyasla anlamlı şekilde daha aktifti. VPA’ya maruziyet sonrası açık 

alan testine alınan kemirgen deneylerinde elde edilen sonuçlar farklılıklar 

göstermektedir. Bazı çalışmalar VPA’ya maruz kalan kemirgenlerin genel lokomotor 

aktivitelerinde düşüş bildirirken (199, 223) bazı çalışmalar artış bildirmiştir (239-241). 

Uyguladığımız açık alan testinde, VPA grubu erkek sıçanların geçtiği kare sayısında 

eşlenik kontrol grubuna kıyasla bir fark gözlemlemezken, VPA dişi sıçanlarda geçilen 

kare sayısı azalmıştır. Yapılan bir çalışmada ise VPA’ya maruz kalan erkek 
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sıçanlardaki lokomotor aktivitenin dişilere kıyasla daha yüksek olduğu ancak VPA 

indüksiyonunun lokomotor aktiviteyi değiştirmediği bulunmuştur (212). Başka bir 

çalışmada ise VPA’ya maruz kalan erkek sıçanlarda lokomotor aktivite değişmezken, 

dişi sıçanlarda lokomotor aktivitenin arttığı gözlenmiştir (240). Bu nedenle, VPA 

maruziyetinin yarattığı lokomotor aktivitedeki değişimler cinsiyetler arasındaki 

fizyolojik farka bağlanabilir. 

Üç odalı sosyal etkileşim testi kemirgenlerde sosyal girişkenlik ve sosyal tercihi 

ölçmeye yarayan bir testtir (242). Bazı çalışmalarda VPA’ya maruz kalan erkek 

hayvanlarda sosyal tercih indeksi azalırken dişi hayvanlarda herhangi bir değişiklik 

gözlemlenmemiştir. (243, 244), VPA’nın hem erkek hem de dişi sıçanlarda sosyal 

etkileşimi azalttığı çalışmalar da mevcuttur (245). Çalışmamızda girişkenlik indeksi 

erkek sıçanlar arasında farklılık göstermezken, dişi VPA grubu sıçanlarda anlamlı 

şekilde azalmıştır. Sosyal tercih indeksinde ise erkek sıçanlarda bir düşüş olmasına 

rağmen istatistiksel olarak anlamlı değilken, dişi hayvanlarda da benzer sonuç 

bulunmuştur. Sosyal davranışın kontrolünde yer alan beyin bölgeleri arasında 

kortikolimbik yapılar bulunmaktadır ve bunların işlevselliğindeki değişimler, 

OSB’nin karakteristik özelliklerinden olan sosyal iletişim bozukluklarına katkıda 

bulunan bir nöral ağları temsil edebilir (246-248). Özellikle, bu bölgeler dopaminerjik 

nöronlar tarafından modülasyona tabi tutulur ve mezokortikolimbik devrede 

dopaminerjik nörotransmisyonun işlev bozukluğunun OSB’de gözlenen sosyal 

eksikliklere yol açtığı öne sürülmüştür (249). 

 Otizm hayvan modellerinde tekrarlanan hareketlerin tespitinde sıklıkla kullanılan 

Y labirent testinde elde edilen spontan alternasyon sonuçları çeşitlidir. Bazı çalışmalar 

spontan alternasyonda azalma gösterirken (250, 251), bazı çalışmalarda ise herhangi 

bir fark gözlemlenmemiştir (252, 253). Bizim çalışmamızda da Y labirent testinde 

spontan alternasyon sonuçları değerlendirildiğinde gruplar arasında herhangi bir 

farklılık gözlemlenmemiştir. 

VPA indüklü prenatal otizm modellerinde yapılan çalışmalarda kognitif 

disfonksiyon raporlayan çalışmalar bulunmaktayken (254, 255), hipokampal nöron 

yoğunluğu artması ile ilişkili artan uzaysal öğrenme ve bellek de raporlanmıştır (256). 

Çalışmamızda Morris su labirenti eğitim fazında 2. günde her iki cinsiyette de 
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platformu bulma süresi anlamlı şekilde daha uzun bulunurken, 3. ve 4. günlerde 

yalnızca VPA Dişi grubu sıçanların platformu bulma süresi anlamlı şekilde yüksek 

bulunmuştur. Bunun yanında prenatal VPA grubu dişilerin hedef kadranda geçirilen 

süre ve platformu çaprazlama sayısı VPA Erkek grubu sıçanlara kıyasla anlamlı 

şekilde azaldığı belirlenmiş, benzer şekilde prenatal VPA muamelesi dişilerde 

platformu çaprazlama sayısı neredeyse anlamlı azalmaya neden olmuştur. Cinsiyet 

farkının uzaysal öğrenme ve belleğe olan etkisini araştıran bir çalışmada VPA’ya 

maruz kalan dişi sıçanların erkek sıçanlara kıyasla uzaysal öğrenmede daha iyi 

performans gösterdiğini bildirirken, referans bellekleri arasında herhangi bir fark 

raporlamamıştır (257). Daha önce yapılan bir çalışmada erkek sıçanların daha fazla 

uzun dönem potensiyalizasyon ve perforant yolak-dentat girus sinapsına sahip 

olduğunu belirtmiş ve bunun erkek sıçanların daha iyi uzaysal öğrenme ve bellek 

üzerindeki cinsiyet farkını açıklayabileceğini belirtmiştir (258). 

Yükseltilmiş artı labirent, anksiyete ile ilgili davranışları test etmek için açık alan 

testi ile birlikte oldukça yaygın kullanılan bir testtir (253). Çalışmamızda VPA erkek 

sıçanlarda kapalı kolda geçirilen süre üzerinde herhangi bir değişikliğe sebep 

olmazken, dişi sıçanlarda anksiyetik etki göstermiştir. Yapılan bir çalışmada VPA 

maruziyeti sıçanlarda anksiyetede azalma (açık kolda geçirilen sürede ve açık kola 

giriş sayısında artış) gözlemlenmiştir (253). Diğer bazı çalışmalar ise VPA indüklü 

otizm modelinde anksiyetede artış gözlemlenmiştir (241, 259, 260). Oksitosin 

hormonu, amigdala, hipokampus ve ventral tegmental alan dahil olmak üzere sosyal 

algı, biliş ve sosyal kaygıdan sorumlu belirli beyin alanlarında yoğun olarak dağılmış 

projeksiyonlar ve reseptörler ile sosyal davranışı modüle etmede önemli roller oynar 

(261, 262). OSB’nin altında yatan mekanizmalar hala büyük ölçüde bilinmemekle 

birlikte, oksitosin sistemlerindeki eksikliğin gelişiminde rol oynadığı öne sürülmüştür 

(263, 264). Amigdala, sosyal davranış ve anksiyeteyi düzenleyen beyin devresinin 

önemli bir parçasıdır (265). VPA indüklü otizm modelinde intraamigdaloid oksitosin 

uygulamasının anksiyeteyi azalttığı bildirilmiştir (266). Bununla birlikte otistik 

çocuklarda oksitosin seviyelerinin düşük olmaya meyilli olduğu bildirilmiştir (267). 

Oksitosin seviyelerinin kadınlarda erkeklerden daha yüksek olduğu bilinmektedir 

(268). Bu da dişi hayvanlarda oluşan otizm sebepli oksitosin azalması veya oksitosin 
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sisteminde meydana gelen bozulma ve beyin kimyasının değişmesi sonucu artan 

anksiyeteyi açıklayabilir. 

5.2 Mitokondriyal Dinamiklerin İncelenmesi 

Son yıllarda, giderek artan sayıda çalışma hem doğum öncesi dönemde hem de 

hayatın en erken evrelerinde OSB gelişiminde rol oynayan bir patofizyolojik 

mekanizma olarak, bağışıklık disfonksiyonu ve bozulmuş redoks homeostazı, yani 

OxInflammation fenomeni (269) arasında olası bir iletişimin katkısına dair kanıt 

sağlamıştır (31). Redoks ve bağışıklık sinyal yolakları arasında bir merkez olarak 

mitokondri, OSB patofizyolojisinde merkezi bir rol oynuyor gibi görünmektedir (270). 

Son derece dinamik ve birbirine bağlı organeller olarak, mitokondriler, sürekli füzyon, 

fisyon ve biyogenez ve mitofaj gibi devir olaylarından geçerek şekillerini, boyutlarını 

ve sayılarını değiştirebilir (271). 

VDAC1’in verimli biyoenerjetik düzenleme için dış mitokondriyal membran 

boyunca metabolitlerin, katyonların ve nükleotitlerin akışını düzenleyerek mitokondri 

ve sitozol arasındaki metabolik etkileşimi kontrol ettiği düşünülmektedir. Bu görüşle 

tutarlı olarak, insan VDAC1 eksikliğinin, bozulmuş piruvat oksidasyonu ve ATP 

üretimi gösterdiği bildirilmiştir (272). Daha sonraki çalışmalar VDAC1 eksikliğinin 

hem oksidatif hem de glikolitik çizgili kas biyopsilerinde ETZ komplekslerinde çoklu 

kusurlara neden olduğunu raporlamıştır (273, 274). Bunun yanında VDAC1 apoptozda 

ve oksidatif streste önemli roller üstlenmektedir (275). Sıçanlarda yapılan çalışmalar, 

VDAC’nin, kaudat çekirdek, hipokampus, hipotalamus ve beyincik dahil olmak üzere 

beynin bölgelerinde yoğun bir şekilde ifade edildiğini göstermektedir (276). Yapılan 

birkaç çalışmada ise otistik çocukların hem kaudat çekirdeğinde hem de 

serebellumunda anormallikler bildirmiştir (277-279). Kronik hafif stres modeli 

hayvanlarda yapılan bir çalışmada Vdac1 ifadesinde kontrol grubuna kıyasla anlamlı 

derecede azalma bulunmuştur (280). Bununla birlikte Vdac1 ifadesinde azalma  

olmuştur (281). Yaptığımız çalışmada, VDAC1 ifadesi postnatal 21. günde bir 

değişiklik göstermemiş, postnatal 50. günde VPA Dişi grubu sıçanlarda anlamlı 

olmayan bir azalmaya sebep olurken, VPA Erkek grubu sıçanlarda istatistiksel olarak 

anlamlı şekilde azalmıştır. Cinsiyet ayrımı yapılmaksızın yapılan analizlerdeyse VPA 

grubu sıçanlarda, VDAC1 ifadesini anlamlı şekilde azalmış bulunmuştur.  
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COX IV, ETZ içinde bulunan beş proteinden biri olup OXPHOS ile ATP 

üretiminde rol almaktadır (282). Bir olgu sunumunda üç yaşındaki bir otizm hastasının 

kas biyopsisinde COX IV’ün referans aralığının altında olduğu bulunmuştur (283). 

COX IV, elektron taşıma zincirinin son reaksiyonunu, oksijenin suya indirgenmesini 

katalize eder ve ATP sentazın ATP sentezlemek için kullandığı elektriksel membran 

potansiyelinin oluşturulmasında kritik bir rol oynar (284). Çalışmamızda hem dişi hem 

de erkek VPA gruplarında COX IV ifadesi anlamlı olarak azalmıştır. Bu sonuçlar COX 

IV ifadesindeki azalmanın mitokondriyal membran potansiyelinde bozukluklara sebep 

olup mitokondriyal disfonksiyon oluşturabileceğini göstermektedir. 

Bnip3, çeşitli hücrelerde yoğun olarak ifade edilir ve mitokondriyal disfonksiyon, 

mitokondriyal otofaji (mitofaji) ve hücre apoptozu dahil olmak üzere çok sayıda 

hücresel sinyal yolağa katılarak birçok hücresel fonksiyonda yer alır (285-288). 

Spesifik disfonksiyonel mitokondriye yanıt olarak transkripsiyonel bir hedef olarak, 

Bnip3 öncelikle LC-3 ve ilgili moleküler reseptörleri ile etkileşim yoluyla 

mitokondriyal yıkım ve mitofajiyi düzenler (289, 290). OSB fare modelinde yapılan 

bir çalışmada, yabanıl tip farelere kıyasla prefrontal kortekste Bnip3 gen ifadesinde bir 

artış gözlemlenirken protein ifadesinde herhangi farklılık gözlemlenmemiştir (291). 

Bizim çalışmamızda ise Bnip3 ifadesinde herhangi bir farklılık gözlenmemiştir. Bu 

farklılığın nedeni farklı otizm hayvan modelleri ve farklı kemirgen türleri olması 

olabilir. 

Parkin ve PINK1, işlevsiz mitokondrinin seçici olarak ortadan kaldırılması için 

bir otofajik yol olan mitofajinin kilit düzenleyicileridir (292). PINK1 ve Parkin 

tarafından indüklenen mitofajiye, ubikuitin bağlama motiflerine ve LC3B bağlama 

motiflerine sahip adaptör proteinler aracılık eder (293). Bunun yanında mitofaji ve 

otofaji arasındaki seçim Parkin proteininin önemli bir substratı olan VDAC1’i 

ubikitinleme paternine göre PINK1 bağımlı olarak gerçekleşir (293). PARK2 geninde 

ortaya çıkan mutasyonlar ile OSB arasında bir ilişki belirlenirken bu mutasyonların 

farklı olmasına rağmen otizm oluştuğu ancak semptomların değiştiği belirtilmiştir 

(294). Çin’de yapılan bir çalışmada ise otistik bireylerde belirli ekzonların delesyonu, 

dolayısıyla kopya sayısı varyasyonu sebebiyle azalan Parkin proteinini üreten PARK2 

geninde azalma, otizmle ilişkili bulunmuştur (295). Çalışmamızda P50’de PARKIN 
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ifadesi hem dişi hem de erkek VPA gruplarında anlamlı şekilde azalırken, PINK1 

ifadesi yalnızca dişi bireylerde anlamlı şekilde azalmış, erkek bireylerde de ciddi 

şekilde azalmasına rağmen bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

Cinsiyet gözetmeksizin yapılan analizlerde ise her cinsiyette de P50’de bu iki genin 

ifadesinde anlamlı düşüş gözlenmiştir. VPA indüksiyonu sonucu azalan PINK1 ve 

PARKIN ifadeleri mitofajide azalmaya sebep olarak hasarlı mitokondri birikimine 

sebep olup otizm patolojisine katkıda bulunabilir (296). 

Adaptör bir protein olarak P62, tanıma ve seçici otofajide kritik bir rol 

oynamaktadır (297). P62, stres uyaranlarına yanıt olarak ubikuitin ve otofajik bileşen 

olan LC3 ile etkileşim yoluyla ubikitinlenmiş proteinleri otofagozoma taşır (298). P62, 

PARKIN bağımlı mitofajide ubikitinlenmiş dış mitokondriyal membran proteinlerini 

tanıyarak bağlanırken PARKIN bağımsız mitofajide de rolü bulunmaktadır (299-301). 

Genetik otizm fare modeli kullanılan bir çalışmada ubikitinlenmiş agregasyonu ve 

bozulmuş otofaji gözlemlenmiştir (302). Benzer şekilde başka bir OSB benzeri fenotip 

gösteren bir genetik modelde p62 protein seviyelerinde azalma gözlemlenmiştir (303). 

Buna karşın, OSB hastalarının bir alt grubunda yapılan bir postmortem beyin çalışması 

p62 protein seviyelerinde artış göstermiştir (304). Bizim çalışmamızda P50. günde 

hem erkek hem de dişi VPA grubunda p62 ifadesinde anlamlı şekilde azalma 

gözlemlendi. Bazı çalışmalar aşırı otofaji aktivasyonunun otizme neden olduğunu 

gösterirken, diğer çalışmalar otofaji eksikliğinin otizme neden olduğunu göstermiştir 

(305-309). OSB’li hastaların postmortem beyinlerinde yapılan bir çalışmada disregüle 

otofaji ve hiperaktif mTOR sinyali gözlendi (307). Aynı çalışma temporal kortekste 

otofagozom belirteci LC3-II’nin azaldığı ve otofaji substratı p62’nin arttığını 

göstermiştir (307). Mikrogliada otofaji kaybının, sinaptik budanmayı bozduğu ve 

dendritik diken yoğunluğunun artmasına ve OSB’nin göstergesi olan anormal sosyal 

etkileşim ve tekrarlayan davranışlara neden olduğu bildirilmiştir (310). LC3, 

otofagozomların yanı sıra otofajik aktiviteyi izlemek için yaygın olarak kullanılan bir 

belirteçtir (311). Ayrıca, seçici otofaji sırasında, LC3’ün, kargo reseptörleri ile 

etkileşim yoluyla seçici kargoyu otofagozoma almak için bir adaptör protein olarak 

işlev gördüğünü gösterilmiştir (312). Çalışmamızda LC3B ifadesi P50’de hem dişi 

hem de erkek VPA grubunda anlamlı şekilde düşmüştür. Benzer şekilde VPA ile 

indüklenmiş otizm modeli hayvanlarda aktif LC3 miktarı anlamlı şekilde azalmış ve 
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mTOR inhibisyonu ile otofajik aktivitenin artmasının OSB benzeri fenotipte 

düzelmeye sebep olduğu bildirilmiştir (313). Bir diğer çalışmada da mTOR 

inhibisyonunun VPA indüklü otizm modellerinde mTOR hiperaktivitesi kaynaklı aktif 

LC3’te azalma bildirilmiştir (314). Bu sonuçlar bozulan mitofajik aktivitenin VPA 

indüklü otizm patofizyolojisnde önemli rolü olduğunu düşündürmektedir.  

Metazoanlarda mitokondriyal membran füzyonu, sırasıyla dış ve iç zar 

füzyonunda görev alan büyük GTPaz’ların dinamin ailesinin üyeleri olan Mfn1/2 ve 

Opa1 tarafından katalize edilir (315, 316). Yapılan bir çalışmada, genetik fare otizm 

modelinde mitokondriyal füzyonda azalma ve fragmente mitokondride artış 

gözlenirken OPA1 protein seviyelerinde farklılık gözlenmemiştir (317). Bir başka 

çalışma otistik çocuklarda Mfn1 ve Mfn2 seviyelerinde anlamlı derecede artış, Opa1 

seviyelerinde ise anlamlı derecede azalma gözlemlenmiştir (318). Mitokondriyal DNA 

polimeraz gama mutasyonları taşıyan hastaların fibroblastları üzerinde yapılan bir 

çalışmada VPA’nın mitokondriyal biyogenezi arttırdığı bulunmuştur (319). OSB’li 

çocukların yapılan oral mukoza örneklerinde ise OPA1 gen ifadesinde istatistiksel 

olarak anlamsız bir artma gözlemlenmiştir (320). Bizim çalışmamızda ise OPA1 

seviyeleri VPA Dişi grubu ve erkek hayvanlarda artarken bu artış yalnızca VPA Erkek 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Cinsiyet gözetmeksizin yapılan 

analizlerde ise yine VPA grubunda OPA1 seviyeleri anlamlı şekilde yüksek bulundu. 

Buna göre, OPA1 ifadesindeki artışın nedeni, mitokondri hasarıyla birlikte 

homeostatik seviyelerde OXPHOS yapamayan ve mitofajiyle yok edilemeyen hasarlı 

mitokondrilerden dolayı üretilen ATP seviyesi azalırken, gereken ATP’yi sağlamak 

için bir tamir mekanizması olarak mitokondriyal kapasiteyi arttırmak amacıyla 

mitokondriyal füzyon gerçekleştirme çabası olabilir (321).  

Oksidatif stres, pro-oksidan çevresel toksik maddelerden kaynaklanan (322-325) 

ve aktive edilmiş bağışıklık hücrelerinden (54, 326) üretilen ROS, mitokondriyal 

disfonksiyon ile OSB arasında önemli bir bağlantı olabilir.  Birbiriyle bağımlı vaka 

kontrollü çalışma, OSB’li çocukların plazma, bağışıklık hücrelerinde ve postmortem 

beyinlerinde, oksidatif stres ve hasarı belgelemiştir (327-330). Otistik çocukların 

periferal kan lenfositlerindeki mitokondriyal aktivitesinde düşüş gözlemlenmiştir 

(331). Bunun yanında anormal lenfosit aktivasyonu (332, 333) ve monosit 
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proinflamatuar sitokin üretimi (334-336) de dahil olmak üzere çeşitli immün 

anormallikler OSB’de tekrarlanabilir şekilde rapor edilmiştir ve bunların OSB’nin ana 

ve OSB ile alakalı semptomlarının şiddetinin artması ile ilişkili olduğu bulunmuştur.  

MitoGreen, MitoRed ve MitoSOX sırasıyla mitokondriyal kütle (337), membran 

potansiyeli (338), mitokondriyal ROS (339) miktarının tespiti için kullanılan floresan 

boyalardır. MitoGreen tüm mitokondriyal kütlenin belirlenmesi için kullanılan bir 

floresan belirteç olduğundan sağlıklı veya hasarlı mitokondri miktarını belirtmez ve 

özellikle eğer mitofajik yolaklarda bir problem varsa ve hasarlı mitokondri birikimi 

durumu söz konusuysa alınan sinyal yüksek olabilir (337). MitoRed mitokondriyal 

membran potansiyelini belirlemede kullanılır ve membran potansiyeldeki uzun süreli 

düşüş istenmeyen hücre ölümüne sebep olabilir (340), ancak aynı zamanda 

mitokondriyal membran potansiyelindeki orta şiddete bir depolarizasyon 

mitokondriyal ROS üretimini engelleyip antioksidan bir mekanizma olarak görev 

görebilir (341). Belirli seviyede ROS miktarı hücre fonksiyonu ve sağkalımı için 

gereklidir (342). MitoSOX ise mitokondriyal ROS üretimini göstermekte olup, artan 

mitokondriyal ROS miktarı çeşitli patolojilere sebep olmaktadır (343, 344). 

Çalışmamızda P21’de VPA grubunda hem lenfosit popülasyonunda hem de monosit 

popülasyonunda mitokondriyal kütle ve mitokondriyal membran potansiyelinde 

anlamlı olarak azalma bulunmuştur. Bu bulgumuz bize VPA’nın mitokondriyal 

periferal kandaki lenfosit ve monositlerde disfonksiyona sebep olduğunu 

göstermektedir. VPA ve kontrol grubundan elde edilen lenfositlerin mitokondriyal 

ROS miktarında herhangi bir fark bulunmamış olup, VPA grubu monositlerde P21’de 

mitokondriyal ROS miktarı anlamlı şekilde yüksekti. Monositlerin lenfositlerden daha 

yüksek miktarda oksidatif fosforilasyon yapması (345) VPA uygulaması sonucu 

monositlerdeki mitokondriyal ROS miktarının erken dönemde artmasının sebebi 

olabilir. 

P50’de erkek VPA grubunda lenfositlerin mitokondriyal kütle ve mitokondriyal 

membran potansiyeli, kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulunurken, 

mitokondriyal ROS miktarı değişmemiştir. Monositlerde ise P50’de erkek VPA 

grubunda lenfositlerin mitokondriyal kütle, mitokondriyal membran potansiyeli ve 

mitokondriyal ROS miktarı farklı bulunmamıştır. P50’de dişi VPA grubunda 
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lenfositlerin mitokondriyal kütle ve mitokondriyal membran potansiyeli kontrol 

grubuna göre anlamlı derecede düşük bulunurken, mitokondriyal ROS miktarı 

değişmemiştir. Yine P50 dişi VPA grubunda monositlerin mitokondriyal kütle, 

mitokondriyal membran potansiyeli anlamlı derecede düşük bulunmuş ve 

mitokondriyal ROS miktarı farklı bulunmamıştır. Otizmli bireylerde PBMC’lerde 

metabolik aktivitenin bozulmuş olduğu yayınlar mevcuttur (346-348). P50’de 

mitokondriyal kütlede erkeklerde meydana gelen artış ve buna paralel olarak OPA1 

ifadesindeki artış mitokondriyal füzyondaki artışı düşündürmektedir. Mitokondriyal 

dinamiklerdeki bu cinsiyetler arası farklılıkların sebebi, cinsiyetler arası otizm sonucu 

oluşan inflamatuvar yanıtlardaki farklılıklar olabilir (347). Bunun yanında prenatal 

çevresel etkiler sonucu oluşan çok çeşitli mitokondriyal disfonksiyonlar da bu 

farklılıkların sebebi olabilir (348). OSB’li çocuklarda 3 ve 6 yaşlarında yapılan bir 

araştırmada ise otizm şiddetinin kızlarda erkeklere oranla daha az şiddetlendiği 

belirtilmiştir (349). Ancak bu çalışmada çocukların aldığı tedavi bildirilmemiş ve 

otizmin kaynağı kesin olarak bilinmemektedir. 

Postnatal 21. günde gözlenmeyip postnatal 50. günde gözlemlenen mitokondriyal 

dinamiklerdeki VPA kaynaklı değişiklikler, mitokondriyal dinamiklerin otizmin 

gelişim sürecinde bozulduğunu düşündürmektedir. 
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6 SONUÇ 

Çalışmamızda, sıçanlarda VPA ile indüklenen otizm modelinde P21 grubunda 

cinsiyetten bağımsız olarak, sadece mitokondriyal dinamikler incelenirken, P50’de ise 

cinsiyetler arası bilişsel ve davranışsal faktörlerle birlikte kortikal mitokondriyal 

dinamikler ve lenfosit ve monositlerde mitokondriyal profili inceledik. VPA indüklü 

otizm modelinde dişi ve erkek hayvanlar eşlenik kontrol gruplarına göre, özellikle 

davranışsal/bilişsel testlerde farklı yanıtlar oluşmuştur. Bunun yanında, mitofaji ilişkili 

genler ve COX IV ifadesinde VPA grubunda benzer yanıtlar alınmıştır (P21’de benzer 

ifadeler görülürken, P50’de görülen farklar). Bir mitofüzyon geni olan OPA1 ifadesi 

ise VPA grupları arasında cinsiyet açısından P50’de farklılık göstermiştir. Yanısıra, 

otistik sıçanlarda periferik kan dolaşımında inflamasyonun incelenmesinde kullanılan 

PBMC’ler mitokondriyal kütle, membran potansiyeli ve ROS miktarı arasında 

farklılıklar hem dönemsel hem de cinsiyet açısından fark göstermiştir. Çalışmada elde 

edilen sonuçların genel bir özeti Şekil 17 ve 18’da verilmiştir.  

 

 

Şekil 17. P21’de periferik lenfosit ve monositlerdeki mitokondriyal dinamiklerin genel 

bir özeti. 
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Şekil 18. P50’de (A) davranışsal/bilişsel test sonuçlarının ve (B) mitokondriyal 

dinamiklerin genel bir özeti. 

Çalışmamızın sonuçları, prenatal VPA maruziyetinin mitokondriyal 

disfonksiyona yol açıp otizm benzeri davranışlara sebep olabileceğini öngörmekte 

olup, bunun dişi ve erkek bireylerde farklılıklara yol açabileceğini düşündürmektedir. 

Bununla birlikte PBMC mitokondriyal dinamiklerinde gerçekleşen bozukluklar 

cinsiyete bağlı olarak otizmde farklı şekillerde seyredebilmektedir. Postnatal 21. 

günde, mitokondriyal dinamiklerde değişiklik gözlenmeyip postnatal 50. günde 

değişiklik gözlenmesi, mitokondriyal dinamiklerin otizmin gelişim sürecinde 

bozulduğunu düşündürmektedir. Sonuç olarak, otizmde cinsiyet farklılıklarının neden 
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olduğu değişikliklerle ilgili daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmakta ve PBMC’lerde 

gerçekleşen mitokondriyal dinamikler daha farklı çalışmalarla incelenmelidir. 
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8 EKLER 

8.1 EK 1: Hayvan deneyleri yerel etik kurul izni 
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