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OZET

Otizm, Otizm spektrum bozuklugu (OSB)‘nun yaygin bir alttipidir. Norogelisimsel
hastaliklar grubunda yer alan OSB’nin olusmasinda o6zellikle belirli gen bdlgelerindeki
polimorfizm, mutasyon gibi degisiklikler sorumludur. Son yillarda yapilan pek ¢ok
caligmada, glutamat diizeyinin OSB’de belirleyici bir faktor oldugu gosterilmistir.
Glutamaterjik norotransmisyonda meydana gelen degisiklikler, glutamat reseptor
genlerindeki mutasyonlar ve ekspresyonunu etkileyen faktorler norogelisimsel
bozukluklarla iliskilendirilmektedir. Ayrica bazi beyin bolgelerinde (amigdala-
hipokampus) glutamat diizeyinin, otistik bireylerde, saglikli bireylere oranla daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda yetigkin otistik bireylerde de artmis glutamat diizeyi
gozlenmigtir.  Glutamat  diizeyindeki artis, glutamaterjik  ndrotransmisyonunun
bozukluguyla iliskili olabilmektedir. Son zamanlardaki calismalar, immiin-bagimli
proteinleri kodlayan genler ve OSB arasindaki iliskiyi vurgulamakta, ayrica beyin
gelisimindeki ve sinaptik fonksiyonlardaki uzun siireli néroimmiin sistem anomalilelerini
gostermektedir. Otizmin etiyolojisinde rol oynayan etmenler heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Ancak tibbi bozukluklarin da siklikla bu sendrom ile beraberligi biyolojik
etiyolojinin varligini iyice ortaya ¢ikartmaktadir. Genetik faktorler otizmde olduk¢a 6nemli
olmasma ragmen, etiyolojisini agiklamak igin tek bagma yeterli degildir. Cevresel
etmenlerle  birlikte  genetik  faktorler  hastaligin  aci§a  ¢ikmasina  neden
olmaktadir.Calismamizda, noéron kok hiicrelerini  kullanarak otizmin hiicresel
modellemesini olusturmayr ve  biyoinformatik olarak GRID2 (Glutamat reseptor,
iyonotropic delta 2) geni ile etkilesime giren ve anlatimini etkileyen proteinleri saptayarak,
hiicre kiiltiirii kosullarinda, bu etkilesimi canlandirmayi, boylece GRID2 gen anlatimindaki
degisimleri GZ (Ger¢ek Zamanli) PCR yontemi ile gdstermeyi amacladik. Yaptigimiz
biyoinformatik analizler TNF-a’nin GRID2 gen ifadesindeki azaltici etkinin, Cdc42 ve
GOPC genlerini aktive ederek bunu gergeklestirdigini gostermektedir. TNF-a bu etkisini
farklilasmamis noral kok hiicrelerde de gostermekle birlikte, farklilasmis néronlarda bu
etkisini 2 kat arttirmistir. Biz TNF-o stimiilasyonuyla olusturdugumuz ndrodejenerasyon
modelinde TNF-a sinyal yolagi iizerinden kaspaz-3’tin GRID2 reseptdr gen ifadesini
azalttigim1 bulduk. Buldugumuz sonuglar, GRID2 gen ifadesindeki artisin kaspaz-3’i ve

dolayisiyla norodejenerasyonu baskilayici etkisi olacagini gostermektedir. Noronlarda



retroviriisle GRID2 geninin miRNA enfeksiyon teknigi kullanilarak gen ifadesinin
arttirilmasinin norodejenerasyonu engelleyici etkisi olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica in
vitro olarak TNF-o sinyal yolagi ile ilgili buldugumuz sonuglar, otizmde TNF-a

diizeyindeki artisin biyogostergec olabilecegi goriisiinii gli¢lendirici niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Otizm, Glutamat, GRID2, TNF-a, Norogelisim.



ABSTRACT

Autism is the one of the most common subtypes of autism spectrum disorder (ASD).
Changes such as polymorphism or mutation in particular gene regions are known to be
responsible for occurring ASD that takes part in the group of neurodevelopmental diseases.
In many studies it has shown the glutamate level is a determining factor in autism.
Variations in glutamatergic neurotransmission, mutations and multipl factors that effects
glutamate receptor gene’s expression are associated with neurodevelopmental disorders.
Supportively found, in autistic individuals in some brain regions (amygdala-hippocampus)
glutamate level is higher than healthy individuals. Also in adult autistic individuals,
increased glutamate level is observed. This increase in glutamate level, might be related to
glutamatergic neurotransmission anomaly. Studies point the relationsip between immune-
dependent coding genes and ASD, additionally these studies show long term
neuroimmunoligical anomalies in brain development and synaptic functions. Altough
factors play role in autism etiology are not clearly known yet. But biological etiology
clearly show up when medical defects are commonly come out with autism symptoms.
Unison of genetic and environmental factors causes autism. In our study, we aimed
modelling autism , bioinformatically determining proteins interact with GRID2 (glutamate
receptor, ionotropic, delta 2) gene and effect its expression by using neural stem cells .
Furthermore, we aimed simulate this interaction in cell culture conditions and show
changes in GRID2 gene expression with Real-Time polymerase chain reaction (RT-PCR).
We gained substantial results by stimulate cells with tumor necrosis factor alpha (TNF-a).
Our bioinformatics analysis showed, TNF-o regulates GRID2 gene expression by
activating Cdc42 and GOPC genes. TNF-a 2 times effective on differentiated neurons
compared to neural stem cells. Our data showed that incresement in gene expression of
GRID2 has effect on caspase-3 consequently it is suppressor on neurodegeneration. We
suggest that, increased gene expression level of GRID2 can show inhibitory effect on
neurodegeneration in neurons when miRNA infection technique with retrovirus is used.
Moreover, our finding that is related to in vitro TNF-a signal pathway showed that

increasement in TNF-a level in autism can be biomarker.



Keywords: Autism, Glutamate, GRID2, TNF-a, Neurodevelopment.
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1. GIRIS

Otizm, Otizm spektrum bozuklugu (OSB)‘nun yaygin bir alttipidir. Norogelisimsel
hastaliklar grubunda yer alan OSB’nin olusmasinda o6zellikle belirli gen bdlgelerindeki
polimorfizm, mutasyon gibi degisikliklerin sorumlu oldugu bilinmektedir. Otizm,
giinlimiizde rastlanan en yaygin ndrolojik bozukluktur ve Hastaliklar1 Kontrol Etme ve
Onleme Merkezi (Centers for Disease Control Prevention)'nin 2012 verilerine gore 88'de 1
goriilme sikligi vardir. Bu yayginlik bilgileri Birlesik Devletler kaynakli iken, iilkemizde
otistik bozuklugun yayginligina iliskin heniiz yeterli bilimsel veri bulunmamaktadir.

Son yillarda yapilan pek ¢ok c¢alismada, glutamat diizeyinin OSB’de belirleyici bir
faktor oldugu gosterilmistir. Glutamaterjik ndrotransmisyonda meydana gelen degisiklikler,
glutamat reseptor genlerindeki mutasyonlar ve ekspresyonunu etkileyen faktorler
norogelisimsel bozukluklarla iliskilendirilmektedir (Shinohe ve ark., 2006). Yapilan
calismalarda bazi beyin bolgelerinde (amigdala-hipokampus) glutamat diizeyinin, otistik
bireylerde, saglikli bireylere oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ayni zamanda
yetiskin otistik bireylerde de artmis glutamat diizeyi gozlenmistir (Shimmura ve ark.,
2011). Glutamat diizeyindeki artig, glutamaterjik ndrotransmisyonunun bozukluguyla
iliskili olabilmektedir.

Bu tez caligsmas siirecinde, ndroblastomadan farklilastirilan néron hiicreleriyle otizmin
hiicresel modellemesini olusturmayr amaglamaktayiz. Biyoinformatik olarak GRID2
(Glutamat reseptor, iyonotropic delta 2) geni ile etkilesime giren ve anlatimini etkileyen
proteinler saptanarak, hiicre kiiltiirii kosullarinda, bu etkilesimi canlandirmay1 ve GRID2
gen anlatimindaki degisimleri GZ (Ger¢ek Zamanli) PCR ydntemi ile gostermeyi
amaglamaktay1z.

Glutamat resept6r sayisinin otizm igin bir biyobelirteg¢ olarak kullanilmasina iligskin
destekleyici birgok calisma yapilmistir. Fakat GRID2 geninin anlatimmi etkileyen
faktorlerin  hiicre  kiiltliri  kosullarinda  gergeklestirilmesiyle ilgili bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Yapacagimiz bu ¢alisma ile otizmin GRID2 geni ile iligkisini aydinlatip,

yeni ilag kesifleri ve klinik uygulamalar ile ilgili caligmalara katki saglamay1 umuyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yaygin Gelisimsel Bozukluklar

Yaygin gelisimsel bozukluklar (YGB), sosyal iliski, iletisim ve bilissel gelisimde
gecikme ya da yetersizlik ile karakterize olan ve yasamin ¢ok erken yaslarda baslayan
noropsikiyatrik bozukluklardir. YGB Amerikan Psikiyatri Birligi tarafindan 5 grupta
simiflandirmigtir ve otizm de bu gruplardan biri olarak gosterilmistir. Otizm spektrum
bozuklugu (OSB), DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
kriterlerine gore tani alan ve hakkinda en ¢ok arastirma yapilan bozukluklardan birisidir

(Sener ve Ozkul, 2013).

2.1.1. Otizm

Otizm, Otizm spektrum bozuklugu (OSB)‘nun yaygin bir alttipidir. Norogelisimsel
hastaliklar grubunda yer alan OSB’nin olusmasinda o6zellikle belirli gen bolgelerindeki
polimorfizm, mutasyon gibi degisikliklerin sorumlu oldugu bilinmektedir. Otizm,
giinlimiizde rastlanan en yaygin ndrolojik bozukluktur ve Hastaliklar1 Kontrol Etme ve
Onleme Merkezi (Centers for Disease Control Prevention)'nin 2012 verilerine gére 88'de 1
goriilme sikligr vardir. Bu yayginlik bilgileri Birlesik Devletler kaynakli iken, tilkemizde
otistik bozuklugun yayginligina iliskin heniiz yeterli bilimsel veri bulunmamaktadir.

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB); belirtileri yasamin ilk yillarinda ortaya ¢ikan ve
yasam boyu devam eden, etkilesim ve iletisim alaninda belirgin gecikme ve sapmalar ve
kisitlayici ilgi alanlart ile kendini gosteren karmasik gelisimsel bir bozukluktur. OSB ayni1
zamanda heterojen bir grup iizerinde etkili olup, etiyolojisi ve fenotipi agisindan oldukca
karmasik, biiyiik bir hizla yayilarak gitgide daha fazla insani etkileyen nérogelisimsel bir
bozukluktur (Ardhanareeswaran ve Volkmar, 2015)

Otizm, yasamin ilk 3 yilinda ortaya c¢ikan ve kisinin sosyal, entelektiiel ve dil
acisindan toplumla iligkisini hemen hemen tamamen yok eden bir durumdur (Sener ve

Ozkul, 2013).



2.1.2. Otizmin Etiyolojisi

Otizmin etiyolojisi oldukca karmasiktir. Etiyolojisinde rol oynayan etmenler heniiz tam
olarak bilinmemekle birlikte tibbi bozukluklarin da siklikla bu sendrom ile beraberligi
biyolojik etiyolojinin varligin1 iyice ortaya c¢ikartmaktadir Ikizlerle uyum oranlarini
arastiran calismalara gore otizm %60-90 kalitimsaldir. Genetigin katkisin1 kesfeden
calismalar bu bozukluga birden fazla genin sebep_oldugunu ortaya koymustur. Sitogenetik
caligmalarla birlikte OSB’li bireylerde 15q ve 7q gibi bolgelerde kromozom anomalileri
saptanmigtir. Ayrica sitogenetik caligmalar, tiim genom arastirmalariyla birlikte daha ileri
arastirmalar i¢in birka¢ aday gen sunmustur. Ancak, tiim bilinen genetik varyasyonlarin
otizme katkis1 yaklasik %5-15°tir (Rogers ve ark., 2013). Bu nedenle genetik faktorlerin
otizmde olduk¢a 6nemli olmasina ragmen, etiyolojisini aciklamak igin tek bagina yeterli
degildir. Prenatal ve perinatal travmalar da otizmde rol oynamaktadir. Geligmekte olan
beyin, ozellikle gelisimin erken donemlerinde ¢evresel hasara duyarlidir (Rice ve Baron,
2000). Etil alkol gibi belirli kimyasallara prenatal ve neonatal donemde maruz kalmak
otizmle benzer noropsikolojik hasarlara yol agmaktadir (Landrigan, 2010). Biitiin bunlar
gdz Oniinde bulundurulursa, otizm fenotipinin ortaya ¢ikisi, belirlenmis ve heniiz
belirlenememis genetik yatkinhik ve c¢evresel travmalarin birlikte rol aldig
sOylenebilmektedir. Otizmin etiyolojisini anlamaktaki eksiklige ragmen OSB’li
hastalardaki davranigsal, ndroanatomik ve genetik bozukluklar, otizmin semptomlarini
anlamak i¢in yardimci olmaya yeterlidir. Sonug olarak, heterojen bir etiyolojiye sahip
oldugu diisiliniilen otizmin ¢ok sayida birbiri ile etkilesen gen nedeniyle ortaya ¢iktig: ileri
stirilmektedir. Olas1 etiyolojik etmenler arasinda genetik, biyokimyasal, ndroanatomik,

ailesel ve ¢evresel bazi etmenler yer almaktadir.

2.2. Otizm ve Beyin Gelisimi

Gelisimin erken donemlerinde islevsel aglar, aksonlarin hedeflerine ulasmalari, ve

ulagmalar1 i¢in kullanmalar1 gereken yollarin olusumu ve sinaptik baglantilarin goéreve
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spesifik olarak yeniden diizenlenmeleri sayesinde meydana gelmektedir (Greenough ve
ark., 1987). Bu donemde, noronlar, ndronal uzantilar ve sinapslar ihtiyag duyulandan daha
fazladir. (Levitt, 2003). Meydana gelen bu ilk devreler, gelisimin ileri donemlerinde kssye
cevreye bagimli olarak uyum gelistiri ve degisikliklere ugrarlar (Feldman ve Knudsen,
1998). “Deneyim-bagimli” (experience-dependent) organizasyon diye tanimlanan bu
stireg, bir armdirma-yeniden diizenleme islemidir ve talamokortikal ve intrakortikal
eksitator girdi ve inhibitdr baglantilarla olusmaktadir (Belmonte ve ark., 2004). Bu ikinci
donemi anlamak i¢in yapilan hayvan c¢alismalarinda, bu doénemin baslangici, yiiksek
kapasitede Ogrenme becerilerinin ortaya c¢iktigi, heniiz cinsel olarak olgunlasmadigi,
genglik donemine denk gelmektedir (Brainard ve Knudsen, 1998). Bu donemde biiyiime
faktorlerinin ve norotransmitterlerin molekiiler diizeydeki gorevlerinin 6nemli rolleri
vardir. Biitiin bu mekanizmalarin birlikteligi, mevcut sinapslarin etkinliklerini ve anatomik
baglantilarin diizenlerini degistirmektedir (Feldman ve Knudsen, 1998).

Otizm ndroanatomik agidan ele alindiginda; otizmi olan bireylerde, baz1 beyin
bolgelerinde noron sayisinda ve dendritik dallanmada azalma goriilmektedir. Toplam beyin
biiylikliigi %5-20 oraninda artmakta, beyin yapisindaki hacimsel genisleme detaysal
yapida bozulmaya neden olmaktadir. Noral etkilesimde azalma oldugu da bir diger
bulgudur.

Otizmli bireylerde yapilan arastirmalarda, pozitron emisyon tomografisi sonuglari,
glukoz kullanimiin arttigini, limbik yapida hiicresel yogunlugu ve Purkinje hiicrelerindeki
azalmay1 gostermistir. Bu durum, dikkat eksikligi ve duyusal kusurlara neden olmaktadir.

Otizmin etiyolojisine dair yapilan arastirmalarda otizmde serebellar yollar, beyin sapi,
talamus, hipokampus, ve amigdala bolgelerinde ¢ift tarafli defektler saptanmustir. Isitme ve
konusmay1 kontrol eden beyin bolgesi parietal lobun isleyisindeki bozukluk otizmli

bireylerde cogunlukla goriilmektedir.

2.2.1. Norotransmitterler

Norotransmitterler, presinaptik nérondan sinapsa birakilan, postsinaptik membrandaki
ilgili reseptore baglanip uyariyr iletmek i¢in gerekli sinyallesmeyi baslatan proteinlerdir.
Norotransmitterlerin bazi 6nemli ortak 6zellikleri vardir:

1) Sinir uglarinda {iretilirler. Norotransmitterlerin sentezleri peptit hormonlarin sentezine
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benzer. Hiicre govdesindeki endoplazmik retikulumda peptitler sentezlenirve daha sonra
depolandigi vezikiillerde akson boyunca tasinirlar.

2) Salinimlar1 presinaptik uyari ile gerceklesir. Sinaptik I proteininin fosforile olmasi,
norotransmitterlerin saliniminda gorev almaktadir.

3) Postsinaptik olarak uygulandiklarinda presinaptik uyari ile alinan yanita benzer yanit
olustururlar.

4) Norotransmitterlerin kendilerine 6zgii antagonistleri vardir. Antagonistler ¢ogunlukla
farmakolojik bilesenlerdir ve norotransmitter ile spesifik reseptorleri arasindaki yaniti
engellemektedirler.

5) Norotransmitterlerin etkilerini sonlandiran bir mekanizma bulunmaktadir (Narr ve ark.,
2004).

Sekil 1: Glutamaterjik norotransmisyonun sinapslardaki isleyisi.
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(Sanacora ve ark., 2008).

2.2.2. Glutamat

Glutamat, beyinde en bol bulunan eksitatér amino asit ndrotransmitterdir ve

iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorlerini uyararak etkisini ortaya ¢ikarr.



Memeli beynindeki ndronlarin yaklasik %350'si  norotransmitter olarak glutamati
kullanmaktadir. Beyinde prefrontal korteksten beyin sapina kadar giden glutamaterjik
yolaklar mevcuttur ve bu glutamaterjik yolaklar diger norotransmitterlerin saliniminda da
diizenleyici gorevini lstlenmektedirler (Oral ve Goktalay, 2012). Glutamaterjik sistemin
diger norotransmitterle ve beyin islevleriyle olan iligski, bu derece etkin rol oynamasi,
glutamaterjik sistemin otizmle ve diger norogelisimsel hastaliklarla baglantis1 oldugunu
ortaya koymaktadir.

Beyindeki ana uyarici nérotransmitter olan ve prefrontal korteksteki sinapslarin ¢ogunu
olusturan glutamat’in 2 reseptor tipi vardir (Herleniz ve Lagercrantz, 2004). Glutamaterjik
norotransmisyondaki eksitasyon bazi olumsuz sonuglar meydana getirmis olabilir.
Meydana gelen beyin hasarindan sonra glutamatin asiri salinimi saptanmis, ve bu asiri
salinimin, norodejenerasyona neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, bu eksitasyonun bir
sonucu olarak, intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu ndronal depolarizasyona ve bu da

hiicre hasar1 ve apoptoza yol agar (Armijo ve ark., 2002).

2.2.2.1. Glutamat Reseptor Ailesi

Iyon kanallari ile eslesmeli iyonotrofik glutamat reseptdrleri N-metil-D-aspartik asit
reseptorleri (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit (AMPA) ve
kainat reseptorleri olarak siniflandirilirlar. Iyonotropik gultamat reseptorleri birkag alt
tiniteden olusurlar ve aslinda iyon kanallaridirlar (Bethea ve Sikich, 2007). AMPA ve
NMDA reseptorleri genellikle ayni sinapsta bulunurlar; bu sayede glutamat ayni anda her
iki reseptorii kullanarak iletiyi saglamis olur (Nicoll ve ark., 2010). Bir sinapstaki
AMPA/NMDA’ya bagh iletimin miktar1 sinapsin cinsine ve gelisimsel diizeyine bagl
olarak degisir (Liao ve ark., 1995). Yasamin ilk haftalarinda NMDA aktivitesi baskindir,
ancak beyin gelisimi ile birlikte NMDA aktivitesi azalir ve eriskin donemde AMPA
aktivitesi belirgin hale gelir. Glutamaterjik sinir uglar1 yasamin erken donemlerinde ¢ok
fazla bulunmaktadirlar. Bu durumun daha sonra budanmanin olacag: sinapslar1 gosterdigi
ileri stiriilmektedir. Glutamat, uzun siireli gliglendirme (long-term potentiation) etkisini
NMDA ile, uzun siireli sondiirme (long-term depression) etkisini AMPA ile

gostermektedir.



Glutamat iyonotropik reseptorler son zamanlarda otizmle baglantisi arastirilmaya
baslanmis reseptorlerdendir. Otizm tanis1 konan hastalarla yapilan arastirmalarda, saglikli
bireylere gore daha yiiksek glutamat diizeyleri saptanmigtir. Otizm olgularinin postmortem
beyin incelemelerinde glutamat ile iliskili baz1  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazolpropionik asit (AMPA) reseptor alt tiniteleri genlerinin mRNA seviyelerinde artis
oldugu gosterilmistir.  Purcell ve arkadaslari 2013 yilinda yayinladiklari calismada,
AMPA-tipi glutamat reseptorleri altbirimlerinin yogunlugunun otizmli bireylerde artmis
oldugunu ve glutamat diizeyindeki artisin henliz net olmayan nedeninin  glutamat
reseptorleri ile aydinlatilabilecegini belirtilmistir. Purcell ve arkadaslart bu bulgular ile
AMPA reseptor alt iinitelerinin yeterli islev gormemesi sonucunda glutamatin ortamdan
daha cabuk uzaklastirilacagin1 ve bunun sonucunda glutamat reseptdrlerinin daha diisiik
oranda uyarilacagint ongodrmiislerdir. Bir diger olasilik olarak da alt iinitelerin artmis
seviyelerde bulunmasiin ortamdaki artmis glutamata ikincil gelismis bir upregulasyon
olarak yorumlamiglardir.

Metabotropik glutamat reseptorleri G proteinleri ile eslesmeli olan ve goreceli olarak
daha yeni glutamat reseptorleridir (mGlu) ve 8 farkl alt tipi tamimlanmustir. Sekiz adet olan
bu metabotropik glutamat reseptorii amino asit dizilisleri, reseptore baglanmalari, etkileri
ve farmakolojik ozellikleri g6z Oniine alinarak ii¢ grupta incelenmektedir. Glutamatin
merkezi sinir sisteminin hem fizyolojisinde hem de patofizyolojisinde 6nemli roller
iistlendigi diisiiniilmektedir. Merkezi sinir sisteminin degisik bolgeleri arasindaki iletisimde
ve dongiilerde glutamaterjik yollar 6nemli yer tutmaktadir. Eldeki bilgiler iyonotrofik
glutamat reseptor sisteminin bir grup noropsikiyatrik hastaliklarda yer aldigim
gostermektedir. Ayrica glutamaterjik sistemin anksiyolitik ve antidepresan ilaglarin etki
diizeneklerinde yer aldigi diisliniilmektedir. Glutamaterjik sistemin sizofrenide obsesif
kompulsif bozuklukta, alkol bagimliliginda ve norodejeneratif hastaliklarda rol oynadigi
gosterilmistir (Tural ve Onder, 2002). Glutamat (Glu), merkezi sinir siteminin oldukga iyi
bilinen eksitator ndrotransmitterdir. Spesifik glutamat reseptorlerine bagl olarak ¢ok cesitli
gorevler istlenmektedir. Glu aynm1 zamanda kanda bulunan besinsel bir
aminoasittir.Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluRs)  ve metabotropik glutamat
reseptorleri (mGluRs) olmak {izere iki ¢esit reseptorii vardir. iGluRs, agonist seciciliklerine

gore N-metil-D-aspartat-reseptorii (NMDAR), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
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izoksazolepropiyonik asit reseptorii (AMPAR), ve kainate reseptorii (KAR) olarak 3 alt
birime ayrilmistir. GluRs en ¢ok miyokardiyum da dahil periferal dokuda bulunmaktadir.
Fakat Glu reseptorlerinin immiin hiicrelerdeki rolii tam olarak anlasilabilmis degildir
(Cheng ve ark., 2015).

Sinaptik iletim ve plastisite merkezi olan iyonotropik glutamat reseptdrii altbirimlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar ¢ogunlukla otistik spektrum bozuklugu ile iliskilidir.
Glutamat, beyindeki bir ana uyarici ndrotransmiterdir. Ligand kapili iyon kanallar
(iyonotropik) ve G proteine bagl reseptorler (metabotropik) ile etki gosterirler. Bu
reseptorlerin aktivasyonu 6grenme ve bellek mekanizmalarini diizenleyen bazal uyarici
sinaptik iletim ve sinaptik plastisitenin bir¢ok formundan sorumludur. Son yillarda yapilan
pek ¢ok ¢alismada, glutamat diizeyinin OSB’de belirleyici bir faktdr oldugu gosterilmistir.
Glutamaterjik norotransmisyonda meydana gelen degisiklikler, glutamat reseptor
genlerindeki mutasyonlar ndrogelisimsel bozukluklarla iligkilendirilmektedir (Shinohe ve
ark., 2006). Yapilan ¢alismalarda bazi1 beyin bolgelerinde (amigdala-hipokampus) glutamat
diizeyinin, otistik bireylerde, saglikli bireylere oranla daha yiliksek oldugu bulunmustur.
Ayn1 zamanda yetiskin otistik bireylerde de artmis glutamat diizeyi gozlenmistir
(Shimmura ve ark., 2011). Bu gelismeler, 6zellikle normal 1Q seviyesindeki ¢ocuklarda
plazma  glutamat diizeyi Ol¢limiinlin  otizm  i¢in  biyomarkir  olabilecegini

gostermektedir(Sarachana ve ark., 2013).

Sekil 2: Glutamat reseptorlerinin siniflandirilmasini anlatan sema.
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2.2.2.2. Glutamat Eksitotoksisitesi ve Norodejenerasyon

Hiicre oliimi nekrotik ve apoptotik hiicre Oliimii olmak iizere iki farkli sekilde
gerceklesmektedir. Nekroz, hiicredeki toksik hasarlar sonucu gergeklesir ve gevre dokuya
da zarar verebilir, apoptoz programlanmis hiicre 6limidiir (Stahl, 2000). Otizmin de iginde
bulundugu norodejeneratif hastaliklarda apoptotik hiicre Oliimiintin  gerceklestigini
destekleyen caligmalar yapilmaktadir.

Glutamat eksitotoksisitesi apoptozu fizyolojik olarak hizlandirmaktadir. Hiicre kiiltiirii
kosullarinda yapilan sitotoksisite deneylerinde, glutamat gibi eksitotoksik bir
norotransmitterin yiiksek dozlarda nérodejenerasyona neden oldugu saptanmistir (Dy ve

ark., 1999).

Sekil 3: Glutamat eksitotoksisitesinin sinapstaki gosterimi.
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2.2.3. GRID2

Iyonotropik glutamat reseptorleri ailesinin bir iiyesi olan GRID2 (Glutamat reseptdr
iyonotropik delta 2) memeli beynindeki baskin uyarici ndrotransmitter reseptoriidiir.
GRID2 nin kodladig1 protein segici olarak serebellar Purkinje hiicrelerinde ifade edilen ¢cok
gecisli bir membran proteinidir. Bu protein paralel fiberler ve Purkinje hiicreleri arasinda
sinaps organizasyonunda rol oynar. insanda GRID2 genindeki mutasyon serebellar ataksiye
neden olur. GRID2 reseptorleri segici olarak serebellumda Purkinje hiicrelerinde baskin
olarak ifade edilir ve sinaptojenez, sinaptik plastisite ve motor koordinasyonun yanisira
apoptozda rol oynar ve GRID2’nin ndronal apoptozda biiyikk bir roli oldugu
diistintilmektedir (Araki ve ark., 1993).

Farelerde GRID2 genindeki nokta mutasyonunun postnatal gelisim doneminde
serebellar Purkinje hiicrelerinin segici, otonom apoptozundan kaynaklanan ataksiye ve
motor koordinasyon bozukluguna yol agtig1 gosterilmistir (Lalonde ve ark., 1992). Insanda
GRID2 nin heterozigot delesyonu ataksi ile kompleks spastik paraplejiye, frontotemporal
demansa ve daha diisiik motor néron gelisimine neden olur (Maier ve ark., 2014). GRID2
nin homozigot biallelik delesyonu ise belirgin gelisimsel gecikme ile serebellar ataksi
sendromuna, piramidal yol gelisimine neden olur (Utine ve ark., 2013). GRID2 ile iliskili
bu hastaliklarin semptomlari, norogelisimsel hastaliklardaki semptomlarla biiyiik dlciide

benzerlik gostermektedir.

Sekil 4: GRID2 geninin kromozomal lokasyonu ve ekzon, intron ve promotor bélgelerinin gosterimi.
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2.3. Otizm ve Noroinflamasyon

Immiin sistem ve sinir sistemi birbirleriyle kapsamli bir sekilde etkilesim igerisindedir.
Bu sebeple norolojik bozukluklarin immiin yetersizlikle seyretmesi olagan bir durumdur.
Sitokinler olarak bilinen immiin diizenleyiciler sistemler arasi iletisimdeki anahtar
yardimcilardir. Dendritik hiicreler makrofajlar, nétrofiller T hiicreleri B hiicreleri gibi
immiin sistem hiicreleri birincil sitokin kaynaklaridir. Ayrica néronlar da dahil bir¢ok farkli
tipteki hiicreler de sitokin iiretir ve onlara cevap olustur. Sitokinler nérotrofinler ve
norolojik baglantili biiylime faktdrleri ile yapisal olarak gosterir ve sinyal yolaklar
bakimindan benzerlik gosterirler. Birgok agidan sitokinler, immiin sistem ve sinir sitemi
arasindaki ortak bir protein ailesidir (Goines ve Ashwood, 2013).

Son zamanlardaki c¢aligmalar, immiin-bagimli proteinleri kodlayan genler ve OSB
arasindaki iligskiyi vurgulamakta, ayrica beyin gelisimindeki ve sinaptik fonksiyonlardaki
uzun siireli néroimmiin sistem anomalilelerini gostermektedir. Timor nekroz faktor alfa
(TNF-0) sinaptik budamada son derece 6nemli rol oynamaktadir. Son bulgular, sitokin
diizeylerinin bilis ve bellek de dahil ndrolojik fonksiyonlarda arttigini gostermektedir. Bu
anormal inflamatuar aktivite, davranigsal ve norolojik bozukluklara katki saglamaktadir
(Tonhajzerova ve ark., 2015).

Aralarinda pro-inflamatuar sitokinler interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve TNF-
a’nin da bulundugu kronik inflamasyon belirtegleri norodejeneratif hastaliklarla iliskilidir.
Anormal TNF-a regiilasyonu olan dejeneratif merkezi sinir sistemi hastaliklarinda, klinikte
ve hastaliklarin deneysel modellerinde birgok ¢alisma yapilmistir (Tweedie ve ark, 2007).
Otizmli ¢ocuklarda immiin sistem yetersizliklerinin yapildig1 aragtirmalarda TNF-a
diizeyinin kontrol grubuna oranla yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir (Jyonouchi ve ark.,
2001).

Glutamat sinyalizasyonu ve inflamasyon arasindaki iliski heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir.

NMDA tip olmayan iGluRs’a dahil olan AMPAR, merkezi sinir sistemindeki hizli
eksitator sinaptik iletimin ¢ogunu diizenler. Bunlarin disinda AMPAR, periferal dokularda
uyarilabilir hiicreler i¢in de dnemlidir. Ornegin; AMPAR pankreastaki P hiicrelerinden

insiilin salinimin1 uyarir; AMPAR aktivasyonu oksidatif stresi ve apoptozu indiikler (Cheng
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ve ark., 2015).

Beyin gelisiminin diizenlenmesi, yonlendirilmesi ve kontrol edilmesinde genetik
belirleyiciler 6nemli roller iistenmektedir. Ancak postnatal beyin gelisiminde bireyin ¢evre
ile etkilesimi de oldukc¢a onemlidir. Norotransmitter (NT) sistemlerindeki bu gelisimsel
degisim siirecinin iki sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Birincisi, ¢ocuklarin c¢evresel,
biyokimyasal ve ruhsal stres faktorlerine eriskinlerden daha duyarli hale gelme ihtimalidir.
Ikinci olarak, bir cesit plastisite becerisi olarak da yorumlanabilen, beynin degisime agik
olma ozelligi kisiyi bazi bozukluklara kars1 dayanikli kiliyor olmasidir. Plastisite kavrama,
noronlarin yapisal organizasyonunun aslinda dinamik siiregler oldugunu gostermis ve beyin
gelisiminin anlagilmasima ayrica beyindeki molekiiler degisimlerin sizofreni, dikkat
eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu, otizm gibi kimi psikiyatrik bozukluklarin ortaya
¢ikisinin noral temellerinin anlasilmasina 6nemli katkida bulunmustur.

Glutamaterjik iyonotropik reseptorler (NMDA, AMPA ve kainat) otizmde en ¢ok
arastirilmis  reseptorlerdendir.  Otizm tanist konmus erigkinler iizerinde yapilan,
norotransmitter sistemlerinin gelisimi ve semptomatik yansimalari alanindaki ¢alismalarda,
bu bireylerde saglikli kontrollere oranla glutamat diizeylerinde artig oldugu saptanmustir.
Ayrica otizmli eriskin olgularinin postmortem beyin incelemelerinde AMPA reseptor alt
tiniteleri genlerinden bazilarinin ve uyarici aminoasit tasiyict 1 (EAAT1) geni gibi glutamat
ile iligkili kimi genlerin mRNA seviyelerinde artig saptanmistir. Ek olarak, Purcell ve
arkadaglar1 2013 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, AMPA-tipi glutamat reseptorleri
yogunlugunun otizmli bireylerde azalmis oldugunu ve glutamat diizeyindeki artisin
aydinlatilamayan nedeninin ¢6ziilmesinde bu bulgularin 6nemli olabilecegini belirtmistir.
Bu bulgular dogrultusunda iki olasiliktan bahsedilmistir: ya AMPA reseptor alt iiniteleri
yeterli islev gormemektedir ve glutamatin ortamdan daha ¢abuk uzaklastirilmasina ve
glutamat reseptdrlerinin daha diisiik oranda uyarilmasina neden olmaktadir. Ya da artmis
seviyelerdeki alt tiniteler ortamdaki glutamate seviyesinin artisina ikincil gelismis bir
upregulasyon olarak da yorumlanabilir.

TNF (Timoér Nekroz Faktor) ailesi, tizerinde en fazla calisilan protein ailesidir. Bir
cok sistemde fonksiyon gosteren 19 iiyesi mevcuttur. TNF-a (Timor Nekroz Faktor Alfa)
ve TNF beta bu ailenin tanimlanan ilk tiyeleridir.

TNF-a; ¢ogunlukla aktif makrofajlar ve monositler tarafindan salinmaktadir. TNF-a
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baslica makrofaj ve diger ¢ekirdekli fagositler tarafindan iretilir, inflamasyon gelisimi ve
diger sitokinlerin uyarimi gibi mekanizmalarda fonksiyonel géreve sahiptir. Ozellikle
kemokinlerin ifadelenmesini ve mikrop Oldiiriicii sistemlerin uyarimini saglar. Dogal
bagisiklik, hiicresel diizenleme, hiicre farklilasmasi ve apoptoz siireglerinde de Gnemli

rollere sahiptir.

2.3.1 Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Timor nekroz faktor alfa, inflamasyon siirecinde 6nemli roller iistlenmektedir. Lokosit
adezyonunu ve goglinii stimiile eder. Makrofajlarin uyarilmasinda ve dokularda meydana
gelen immiin yanitlarda 6nemli rol oynar.

TNF reseptorlerinde molekiil agirliklarina gore isimlendirilmis iki adet reseptor ve
buna bagli olarak calisan iki apoptotik yolak vardir Yolaklardan birisi kaspaz-8 uyarimi ile
apoptoz olusumuna ve bdylece ndrodejenerasyona yol agar. Diger yolak transkripsiyon
faktorlerini ve NF-KB'nin uyarimina yol agmaktadir. Diyabet gibi proinflamatuar olaylar
TNF-o miktarini arttirmaktadir. TNF-a insiilin reseptorii ve insiilin reseptdr substratinda
tirozin fosforilasyonunu inhibe ederek ve GIUR mRNA sentezini azaltarak otizme Oncii

kosullar1 hazirlamis olur (Korvatska ve ark., 2002).

2.4. Santral Sinir Sistemi (SSS)

SSS, beyin, beyincik ve omurilikten olusur. SSS disinda kalan béliimleri, periferik sinir
sistemi (PSS) kapsamaktadir. PSS’de, baslica gangliyonlar (sinir hiicrelerinden meydana
gelen topluluklar) ve sinirler bulunur. SSS’nin olusumunda genetik ve c¢evresel faktorler
birlikte rol almaktadirlar (Greenough ve ark, 1987). Prenatal donemden doguma kadar ¢ok
fazla degismeyen noéronal igerik, dogumdan sonraki donemde budanma ve sinaptik
baglantilarin olgunlagsmasi gibi 6nemli olaylar meydana gelmektedir. SSS ndoronlari
arasinda bilgi akisi elektriksel ve kimyasal iletim araciligiyla gerceklesmektedir.
Norotransmitterler bahsedilen bu kimyasal iletimden sorumludurlar. Otizm, santral sinir

sistemi (SSS)’ni etkileyen bir bozukluktur
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2.4.1. Noron

Sinir dokusunun ana hiicreleridir. Noron govdesi, dendrit ve aksonlardan olusurlar.
Noronlarin gap1, 3 — 150 mikron arasinda degismektedir. Beyincikteki graniiler hiicreler en
kiigtlikleri iken, serebellumda bulunan Purkinje hiicreleri en biiyiikk néronlardir. Noronlar,
morfolojik acidan yuvarlak, licgen veya yildiz biciminde govdelere sahip olabilmektedirler.
Noronlar, glia hiicreleri harig, postnatal donemde mitozla ¢ogalmazlar. Glia hiicreleri, bir
travma durumunda, ¢ogalar hasar giderici olarak gorev yaparlar. Noronlar kimi zaman, iki
cekirdek bulundurabilirler (Bergland, 2014). Birbirleriyle aksonlar1 yardimiyla iletisim
kurarlar. Bu baglant1 yerlerinde bulunan ve sinaps adi verilen araliga haberlesmelerini
saglamakta olan Kimyasallarla noral iletimi gerceklestirirler. Bu sinyallesmede gorevli

kimyasallara norotransmitterler denir.

Sekil 5: Noron hiicresinin elektron mikroskop goriintiisii.
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Postmortem ¢alismalarda otizmli hastalarin bazi beyin bolgelerindeki ndronlarda
hacimce artis ve yasin ilerlemesiyle noéronlarda hacimce ve sayica azalis oldugu
bulunmustur. Bu fiziksel belirtilerin, beyindeki hacim degisikliginin altinda yatan
patofizyolojik siire¢te 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Courchesne ve ark., 2004). Beyin
hacmindeki artisin bulunmasiyla, yeni sinaps olusumu, dendritik dallanma ve aksonal
miyelinizasyondaki artis, ardindan dendritik ve sinaptik budanmada azalma sonucunda
karmasik ve hedefe yonelik olmayan aglarin gelismesi gibi farkli hipotezler ortaya

atilmistir (Ulay ve Ertugrul, 2009).

2.4.2. Serebral korteks

Toplam beyin hacmindeki artis bulgularmmin ardindan yapilan yapisal goriintiileme
caligmalarinda hacim artisinin hangi beyin bolgelerinden kaynaklandigi anlasiimaya
calisilmigtir (Sparks ve ark. 2002). Calismalarin sonucu gostermektedir ki, hacim artist,
basta serebral korteks olmak tizere, serebellum ve limbik sistem yapilarindaki beyaz ve gri
cevher artigina baglidir. Hacim artis1 bakimindan farkli beyin bolgeleri karsilastirildiginda
sirasiyla en ¢ok frontal, temporal ve parietal loblardaki artis dikkat ¢ekmistir. Hacim
artisinin en yiiksek oldugu bolge olan frontal lob incelendiginde ise dorsolateral prefrontal
korteks ve o©n singulat korteksi barindiran medyal frontal kortekste hacim artisi

gozlenmistir. (Carper ve ark., 2002; Carper ve Courchesne 2005)

2.4.3. Limbik yapilar

Otizm benzeri semptomlarin gelisimi ile ilgili oldugu diisiiniilen patolojik olaylarin
amigdala ve hipokampus gibi beyin bolgeleriyle baglantili oldugu diistiniilmektedir.
Postmortem incelemelerde bu beyin bolgelerinde hacim bakimindan kiiglik fakat sayica
fazla miktarda noronlarin bulunmasi yaygin goriilen bir durumdur (Bauman ve Kemper,
2005). Amigdalanin hacmindeki artig, otizm tanist konmus bireylerde yapilan Yapisal
MRG (Manyetik Rezonans Goriintiileme) c¢alismalarinda gosterilmistir (Howard ve ark.,
2000). Bunun yaninda amigdala hacmi azalan veya normal bireylerle Ortiisen vakalar da

bulunmaktadir (Eigsti ve Shapiro, 2003). Otizm ve baska tiirlii adlandirilamayan yaygin
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gelisimsel bozukluk tanili bireyler karsilagtirildiginda otizmli gruptaki amigdala hacminin
daha fazla oldugu bulunmustur ve bunun da sonug¢ olarak hastalik siddeti ile iliskili
olabilecegi belirtilmistir. Erigkin otistik hastalarda hipokampal hacimler ise azalmis ya da
normal olarak bildirilmektedir. Reseptif (Alici) konusma alani olmasi nedeniyle temporal
lobun istiinde bulunan planum temporalin de konusma merkezinin oldugu lobda biiyiik
olmasi beklenir, fakat otizmli bireylerde bu asimetri saptanamamaktadir. Bu bulgu otizmde
erken gelisimsel bozuklugun bir isareti olarak kabul edilmekte ve otizmdeki dil
bozukluklarinin altinda yatan patolojiden sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir (Ulay ve

Ertugrul, 2009).
2.4.4. Serebellum

Postmortem ¢alismalarda en ¢ok elde edilen bulgulardan birisi serebellumdaki Purkinje
hiicrelerinde azalmadir. Yapisal goriintiileme c¢alismalariyla, serebellum hemisferleri
hacimce azalis saptanmis (Hashimoto ve ark., 1995; Courchesne ve ark., 2001), degisiklik
saptanamamis veya hacim artigi saptanmistir (Sparks ve ark., 2002). Bu farkli sonuglarin
dogurabilecegi etkiler ile ilgili cesitli diisinceler vardir fakat hepsinin ortak yonii
serebellumu n patolojiden en ¢ok etkilenen beyin kisimlarindan biri oldugu yoéniindedir.
Ornegin Courchesne ve arkadaslari, frontal lob hacminin artmasiyla serebellum hacminin
azalmasi arasindaki iligkinin, serebellumdaki néron sayisinin azalmasi sebebiyle inhibitor
sinyal iletimindeki yetersizlik sonucu eksitator sinyal iletiminin arttig: ve sonucunda frontal

biiylimeye neden olabilecegini sdylemislerdir (Courchesne ve ark., 2004).

2.4.5. Bazal Gangliyonlar ve Talamus

Literatiirde, daha onceki yillarda bazal gangliyonlardaki azalmadan bahseden daha fazla
calisma bulunmaktadir (Sears ve ark., 1999). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bazal
gangliyonlarin ¢ekirdek hacmindeki artis dikkat ¢cekmektedir. Otizmde talamus hacminde
daha 6nce herhangi bir farklilik saptanmamis olmasina karsin (Herbert ve ark., 2003), yakin
donemde yapilan bir calismada yiiksek islevli erkek hastalarda toplam beyin hacmine gore

diizeltildiginde talamus hacminde azalma gosterilmistir (Tsatsanis ve ark., 2003)
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2.5. Otizmde Islevsel Beyin Goriintiilemesi

Otizmin pek ¢ok farkli ¢evresel, biyolojik ve genetik faktorlerin etkilesimi ile ortaya
c¢ikan heterojen noropsikiyatrik bir bozukluk oldugu bilinmektedir. Otizmin olas1 etiyolojik
etmenlerini, néroanatomisini ve patofizyolojisini arastirmaya yonelik ¢cok sayida yapisal ve
islevsel beyin goriintiileme ¢aligsmasi yapilmistir.

Yapisal beyin goriintiilleme ¢alismalari ile pek ¢ok farkli anatomik degisiklikler ortaya
konmustur ki, bu da gelisimin erken donemlerinde ndron aglarinda olan yaygin bir
bozukluga isaret etmektedir (Bauman ve Kemper, 2005).

Islevsel beyin goriintiileme ¢alismalarinda dil ve sosyal bilis alaninda islev gosteren
temporal lob ve amigdalada etkinlik farkliliklar1 saptanmustir (Shultz ve ark., 2000). Otistik
bireyler dil ve sosyal bilis alaninda, beyinlerinin etkin olarak fonksiyon géstermesi gereken
beyin kisimlarini etkinlestirememekte ve de farkli alanlar etkinlestirerek ayni fonksiyonlari
farkli kisimlara iistlenmeye calismaktadir (Baron-Cohen ve ark., 1999). Beyindeki normal
gelisim siiresi boyunca meydana gelen degisikliklerin netlestirilememis olmasi otizmin
etiyolojisini anlamak igin gerekli adimlarm atilmasini giiglestirmektedir. Islevsel beyin
goriintilleme ¢alismalar1 norogelisimsel bir bozukluk olan otizmin noérobiyolojisinin

aanlasilmasinda 6nemli bir yere sahiptir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Temel Asamalari
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Icin Gerekli Cihazlar ve Kimyasal Malzemeler

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari i¢in gerekli donanimdaki arag-geregler: laminar akimli kabin,
karbon dioksit (CO,) etiivii, faz kontrast mikroskop, hiicreleri saklama igin siv1 azot tanki
ve hiicrelerin tiremeleri i¢in gerekli tutunma ve hareketlerine olanak saglayacak toksik
olmayan, biyolojik olarak inert ve optik olarak saydam, tek kullanimlik steril plastik

petrilerdir.
3.1.1.1. Laminar Akimh Kabin (Laminar flow hood)

Laminar akim kabininde havadaki partikiilleri1 uzaklastiran HEPA (high efficiency
particible) filtre kullanilir. Ortamda kisa dalga boylu UV 1s18inda her zaman igin steriliteye
katkida bulunur. Deneyden 6nce ve sonra UV isik acik birakilir. Her kullanimdan sonra
ortam %70’lik etanol ile temizlenir. Kullanilan horizontal kabinler Class C olarak da
bilinen doku kiiltiirii laboratuarlarinda daha ¢ok {iriin korumaya yonelik olarak kullanilan,

kabinlerdir.
3.1.1.2. CO2 inkiibatorii

Hiicreler %5-10 COy’li ortamda c¢ogalirlar. Ciinkii ortamin CO; igerigi medium
NaHCOs3/ karbonik asit (H,COs3) dengesinde énemli rol oynar. Bu nedenle kiiltiire alinan
kiiltiir flask ve petrilerinin kapaklar1 gaz giris ¢ikisina uygun olmalidir. Inkiibatorlerin
kapist uzun siireli agik tutulmamali, sicaklik kaybi ve kontaminasyon riski géz oniinde
bulundurulmalidir. Ortamdaki nem dengesi agisindan inkiibatérdeki su kabinin daima temiz
ve dolu olmas1 dnemlidir. Kiiltiir ortaminin optimal sicaklig1 kullanilan organizmanin viicut

sicakligina uygun olmalidir. Genellikle 36,5-37°C hiicre kiiltiirleri i¢in uygun sicakliktir.
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3.1.1.3. Mikroskop

Invert faz kontrast mikroskobu hiicre kiiltiirii calismalarinda cok onemlidir. Kiiltiir
devam ederken hiicrelerin biiylimesi, morfolojik 0zellikleri ve kontaminasyon olup
olmadigi invert mikroskopta takip edilir. Normal arastirma isik mikroskobu (floresan
atasmanli) kiiltlir sonrasi testler (canlilik, sitogenetik, hiicre sayimi vb.) i¢in gereklidir.

Hiicreleri gézlemek i¢in de faz kontrast mikroskoplar kullanilir.

3.2. Hiucre Kiiltiira

SH-SYS5Y (ATCC) noroblastoma hiicreleri onerilen besiyerinde % 5 CO; igeren nemli
37°C’lik etiivde Dulbecco’s Modified Eagled Medium (DMEM) besiyerine % 10 fetal sigir
serumu ve 100U/ml Penisilin/Streptomisin ve L-Glutamin eklenmesi ile elde edilen tam
besiyerinde biiyiitiilmiislerdir. Her 4-5 giinde bir, hiicre yogunluguna ve deneysel
ithtiyaclara bagl olarak pasajlar1 gerceklestirilmistir.

3.3. SH-SY5Y Hiicrelerinin Farkhilastirilmasi

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hattt %10 FBS, 2mM glutamine, 100U/ml
100U/ml Penisilin/Streptomisin ve L-Glutamin, %0.1 non esansiyel aminoasit igeren
DMEM medyumda, 37°C %5 CO; iceren inkiibatdrde kiiltlire edilmistir. Hiicre medyumu
her 3 giinde bir degistirilerek %90 yogunluga ulastiklarinda pasajlanmistir. Biitiin
uygulamalar hiicreler %75 yogunluga ulastiklarinda yapilmistir. Hiicreler ekildikten 24 saat
sonra kiiltlir medyumundaki FBS oran1 %1 e distiriilerek ve 4. 7. ve 10. giinlerde 10 uM
retinoik asit eklenerek farklilastirma baslatilmistir. Hiicrelerdeki morfolojik farklilasmay1

degerlendirmek icin 4. 7. ve 10. giinlerde invert mikroskop altinda analiz edilmistir.

3.4. SH-SYSY Hiicre Hattina TNF-o Uygulamasi

Noral kok hiicreler ve farklilagsmis noron hiicreleri, kiiltiir ortaminda 8. giinlerindeyken

hiicre medyumuna 10uM TNF-a eklenmistir.
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3.5. RNA izolasyonu

10 milyon hiicre i¢in 1 ml tri-reagent eklenerek pipetaj yaptiktan sonra 5 dak oda
1isisinda bekletildi. 200 ul kloroform eklendi. 15 sn vorteks edildikten sonra 2-3 dak oda
1is1sinda bekletildi. Sonrasinda 15 dak +4 derecede santrifiij yaoilarak {ist faz yeni bir tiipe
konuldu. 500 ul izopropanol eklenir. Vortekslenip 5-10 dak oda 1sisinda bekletildi. 10 dak
+4 derecede santrifiij Supernatant atildi. 750 ul 75% EtOH eklendi. 5 dak +4 derecede
santrifiij Supernatant atildi. 10 dak buzda bekletilerek alkol uguruldu. 50 ul RNAase free
su eklenip RNA pelleti ¢oziildii. 5 ependorfa boliinerek -80 derecede saklandi. Her tiip tek

kullanimlik olacak sekilde hazirlandi boylece RNA’nin bozunmasi engellendi.

3.5. RNA’dan ¢cDNA Hazirlanmasi

cDNA (complementer Deoksiribo Niikleik Asit) sentezlemek i¢in SensiFAST cDNA
Synthesis Kit kullanildi. Kitin protokoliine gére; master karigimi hazirlamak i¢in lug
RNA, 4 pl 5x TransAmp tamponu, lpl Reverse transkriptaz enzimi ve 20 ul’ye
tamamlayacak kadar DNase/RNase free su eklendi. Is1 dongii cihazinda 25°C 10 dakika,
42°C 15 dakika, 48°C 15 dakika, 85°C 5 dakika ve son olarak 4°C inkiibasyon olacak

sekilde program ayarlandi.

3.6. RT (Real-Time) PCR

RT PCR Roche LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I ile yapildi. Kitin
on hazirliklar1 i¢in; Reaksiyon karigimi eritilerek, enzimden 10 pl igerisine eklendi,
pipetajla karigitirildi ve kullanana kadar 1siktan uzakta, ve buzda bekletildi. Toplam 10 pl
hacimde PCR karigimi1 hazirlamak i¢in dH20, Primer karisimi, MgCl, ve Master karigimi
Kitin protokoliinde belirtilen miktarlarda eklendi. Roche LightCycler Nano cihazinda
sirastyla, 95°C’de 600 sn bekleme, ¢ogaltma evresinde 95°C - 60°C - 72°C 45 déngii,
95°C’de 30 sn bekleme, erime evresinde 40°C den 60°C’ye son olarak da 40°C’de 30 sn
bekleme seklinde protokol diizenlendi ve ¢alistirildi.
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3.7. P53 ve Kaspaz-3 Protein diizeylerinin ELISA Kit ile Spektrofotometrik Analizi

TNF-o’nin kaspaz-3 ve p53 proteinlerinin diizeyinde meydana getirdigi degisiklikleri
tespit etmek i¢in CST PathScan® Apoptosis Multi-Target Sandwich ELISA Kiti kullanildu.
Bu TNF-o’nin kaspaz-3 ve p53 proteinlerinin diizeylerine etki gosterip gostermediklerini
belirlemek i¢in yapilmistir. Kit i¢in asagidaki protokol uygulanmistir.

Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi:

SH-SYS5Y kontrol ve RA ile farklilastirilip TNF-a uygulanan hiicrelerin medyumu
uzaklastirildi. Hiicreler 1 kez soguk PBS ile yikandi. PBS uzaklastirildi ve 0.5 ml soguk 1X
hiicre lizis tamponu eklendi hiicreler 5 dk buzda inkiibe edildi. Hiicreler toplandi ve
ependorfa aktarildi. Lizat buzda bekletildi.10 dk. 4 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatant hiicre lizatidir.

Test Prosediirti:

Mikrokuyucuklar oda sicakligima geldikten sonra, her mikrosantrifiij tiiptine 100ul
ornek eklendi ve birkag saniye vortekslendi. Hiicre lizatlari, uygun kuyucuklara eklendi.
Ustii bantla kaplandi ve geceboyu 4 °C’de inkiibasyona birakildi. Bant cikarildi ve
kuyucuklar yikandi. Her kuyucuk, 4 kez 200ul 1X yikama tamponuyla yikandi. Her
yikamada, plate, icindeki soliisyonu bosaltmak i¢in kagit havlunun iizerine ters g¢evrildi.
Mikropleytin alt1 temizlendi. Her kuyucuga 100ul uygun belirleyici antikor (detection
antibody) eklendi. Uzeri bantla kapatildi ve 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Yikama
prosediirii tekrarlandi. Her kuyucuga, 100ul uygun HRP-bagl ikincil antikor(HRP-linked
secondary antibody) eklendi. Uzeri bantla kapatildi ve 30 dk. 37 °C’de inkiibe edildi.
Yikama prosediirii tekrarlandi. Her kuyucuga 100ul TMB substrati eklendi. Uzeri bantla
kapatildi ve 10 dk. 37 °C’de inkiibe edildi. 100ul STOP soliisyonu eklendi. Birkag saniye
hafifce karistirildi. 30 dk. iginde 450nm’de spektrofotometrik 6l¢im yapildi.

3.8. BIOGRID ile Biyoinformatik Olarak TNF-a ve GRID2, Kaspaz-3, p53 Genleri

Arasindaki Yolaklarin Saptanmasi

BIOGRID ile herhangi iki gen arasindaki en kisa yolagi bulmak i¢in algoritma yazildi.
Bu algoritma kullanilarak TNF-a ile GRID2, TNF-a ile Kaspaz-3 ve TNF-a ile p53
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arasindaki etkilesimi saptamak i¢in bu iki genin arasindaki en kisa yolak; matriks ¢arpimi
yontemiyle protein-protein  etkilesiminin  ag olarak  gdsterilmesi ve  matrikse

doniistiiriilmesiyle bulundu. Son olarak da bu yolaklardaki genler listelendi.

4. BULGULAR

4.1. SH-SYSY Hiicrelerinin Farkhilastirilmasi Deneyi

Farklilagtirma protokoliine gore 10 uM RA ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicreleri, 7
giin boyunca inkiibatorde gerekli sartlar altinda bekletildi. 1. ve 7. giinlerde invert
mikroskop kullanilarak kontrol grubu ve farklilagtirilan hiicrelerin fotograflar cekildi.
Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil 9°da 1. Giinden baslanarak SH-SYS5Y hiicrelerinin néron

hiicrelerine farklilastigi, akson olusumu ve hiicre morfolojisinin degisimi ile gosterilmistir.

Sekil 6: %10 FBS iceren DMEM/F12 medyum icerisinde biiyiitiilen kontrol grubu SH-SY5Y
hiicrelerinin (A) ve 10pM RA ile muamele edilerek farkhlastirilmaya baslanan SH-SYSY hiicrelerinin

(B) 1. giindeki 151k mikroskobu ile ¢ekilmis fotograflari.

1. GUN
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Sekil 7: %10 FBS iceren DMEM/F12 medyum icerisinde biiyiitiilen kontrol grubu SH-SY5Y

hiicrelerinin (A) ve 10pM RA ile muamele edilerek farkhlastirilmaya baslanan SH-SYSY hiicrelerinin
(B-C) 7. giindeki 151k mikroskobu ile ¢cekilmis fotograflar

7.GUN

Sekil 8: SH-SYSY hiicrelerinde RA uygulamasi sonrasindaki 7. giinde gozlemlenen morfolojik

degisikler olan, akson olusumu ve gévdenin iicgenlesmesinin 151k mikroskobu ile gosterilmesi.
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4.2. 1zole edilen RNA’larin Agaroz Jel Elektroforez Yontemiyle Gosterilmesi.

Izole edilen ve EtBr isaretlemesi yapilan RNA’lar %2°lik Agaroz jelde 30 dakika

yiiriitiilerek UV goriintiileyici altinda goriintiilenmistir.

ekil 9: izole edilen RNA’larin agaroz jel elektroforez sonucunun goriintiilenmesi.
g J

Ladder TNF() TNFC) Tnps) TNF(®)

PPN
bl bl b

-—

4.3. P53 ve Kaspaz-3 Protein Diizeylerinin Ol¢iimii

Spektrofotometrik 6l¢iim sonucunda elde edilen degerler SPSS ile analiz edildi. SH-
SYS5Y noral kok hiicrelerine gore p53 protein diizeyinin SH-SY5Y TNF (+), farklilagmis
kontrol, farklilasmig TNF (+) hiicrelerinde azaldigi bulunmustur. Kaspaz-3 protein diizeyi
ise TNF (+), farklilasmis kontrol grubu, farklilagmis TNF (+) hiicrelerinde kontrol grubu

hiicrelerine oranla artmis olarak bulunmustur.
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Tablo 1. Spektrofotometrik olciim sonucunda elde edilen degerlerin ortalamalarimin ve standart

sapmalarinin tablo halinde gosterimi.

p53 Kaspaz-3
Noral kok hiicre 0.326+0.0007 0.103+0.0003
Noral kok hiicre TNF (+) 0.339+0.122 0.578+0.0071*
SH-SY5Y Farklilagsmis 0.198+0.6 0.639+0.0006*
Farklilagmis TNF (+) 0.150+0.134 0.717+0.0183*

Sekil 10: Kaspaz-3 protein diizeyinin RA ve TNF uygulamasi sonrasindaki degisimi. (*p<0.05 kontrole

gore anlamh olarak farkl).
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Sekil 11: pS3 protein diizeyinin RA ve TNF uygulamasi sonrasindaki degisimi.
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4.4. Real-Time PCR ile GRID2 Gen Ekspresyon Diizeyindeki Degisikliklerin Ol¢iimii

Real-Time PCR deneyi sonucunda, kontrol grubu hiicreleri ile SH-SY5Y TNF (+)
hiicreler arasinda anlamli bir farklilik bulunmamigtir. SH-SYSY noral kok hiicreler ve SH-
SY5Y farklilasmis hiicreler arasinda onemli Slgiide bir ekspresyon farki bulunmustur.
Farklilasmig SH-SYS5Y hiicrelerinde GRID2 ekspresyonun %44 azaldigi—gozlenmistir.
Farklilagmis hiicrelere TNF uygulandigi zaman GRID2 ifadesinin kontrole gore %55

oraninda azaldig1 bulunmustur.
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Sekil 12: RA ve TNF uygulamasindan sonra, GRID2 geninin ekspresyonundaki azalma grafigi

(*p<0.05 kontrole gore anlaml olarak farkl).

GRID2

150~

Ekspresyondaki azalma (%)

45. BIOGRID ile Yapilan Biyoinformatik Analiz ile TNF-o’min GRID2 Gen

Ekspresyonu Uzerindeki Etki Mekanmizmasimin Gosterilmesi.

BioGRID®** interaksiyon havuzundan elde edilen TNF-o’nin etkilesim ag
bulunmustur. Ayrica BioGRID** biyoinformatik yazilimi kullanilarak. TNF-o’nin GRID2
ekspresyonunu CDC42 ve GOPC iizerinden etkiledigi bulunmustur.
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Sekil 13: BioGRID** interaksiyon havuzundan alnan TNF-a etkilesim ag1.
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Sekil 14: TNF-0’min GRID2 ekspresyonunu baskiladigim1 gosteren yolagin semasi.

GRID2

Sekil 15: TNF-a’nin kaspaz 3 diizeyindeki degisimi etkilemesinin olasi yolaklar:

FEXWII
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Sekil 16:Tnf -a’min p53 diizeyindeki degisimi etkilemesinin olasi yolaklari

CDC42 | BTRC J TNFAIP3 | Aco2 | NKKBIA | Hspai
1 LYN CASP8 BTRC
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5. TARTISMA

Otizm, hafif ve atipik formlar1 ile oldukga sik rastlanan nérogelisimsel hastaliklardan
biridir (Korkmaz, 2010). Kardeslerde, normale oranla 10-100 kez daha fazla risk
bulunmaktadir. Monozigotik ikizlerde uyum genis otizm fenotipi diisliniildiiglinde yaklasik
%90, dizigotik ikizlerde ise %0-24 arasidir (Szatmari ve ark, 2002). Cesitli ¢aligmalarda
otizmle yakindan iligkili baz1 genler saptanmistir. Bu genler degisik gruplara ayrilabilir.
Reelin, BCL-2, Engrailed-2, WNT gibi nérogenez ile ilgili olanlar, serotonin ve glutamat
reseptor gen varyantlart gibi biyokimyasal siirecleri denetleyenler, BDNF, MECP2,
noroligin gibi dendrit ve sinaps gelisimi ile ilgili olanlar (Polleux, 2002) bulunmaktadir.
Bununla birlikte otizmin sadece genetik nedenlere bagli bir hastalik olmadigini, gevresel
nedenlerin de etken oldugunu diisiindiiren bulgular vardir. Oncelikli olarak otistik bir
cocugun tek yumurta ikizinin her zaman otistik olmamasi, sonradan olusan beyin hasarina
bagli olabilecegi bu yargiyi acik bir sekilde ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica otistik ¢ocuklarin
gebelik ve dogum oykiilerinde komplikasyonlar olmast, ilk 1 ay i¢inde daha sik enfeksiyon
(genitotiriner, gastrointestinal enfeksiyon), artmis anne/baba yasi, bazen tamamen normal
bir dogum ve gelisimi takiben 8 ay-2 yas arasi tiim otistiklerin 1/3’linde goriilen gerileme,
bagisiklik sistemi bozukluklari goriilmesi, immiinolojik bozukluklar ve mindr fiziksel
anomalilerin varlig1 da c¢evresel etkenleri diisiindiirtir (Smalley ve Collins, 1998). Yapilan
bir calismada otizmin yiiksek egitimli kisilerin yasadigi bolgelerde ve liniversite mezunu
olan ebeveynlerde 4 kez daha fazla goriildiigii saptanmistir; bunun nedeni bu tip ailelerin
semptomlarin farkina varip bir uzmana daha fazla bagvurmalar1 olabilir (Meter ve ark,
2010). Cevresel etkiler i¢inde anneden kaynaklanan etkiler, norotoksin ve potansiyel ¢evre
kirleticilerine maruz kalma arastirmacilarin dikkatini yogunlastirdigi alanlar olmustur
(Torrente ve ark, 2002). Degisik ¢aligmalar otizmde %60 hastada degisik tipte anormal
hiicresel ya da humoral yanitlara iliskin immunolojik bozukluklar gostermistir (Licinio ve
ark, 2002). Otizmin gorildigi ailelerde otoimmun bozukluklarin, 6rnegin tip I diabet,
eriskin romatoid artrit, hipotiroidizmin sik oldugu gosterilmistir. Otizmli hastalarda
prenatal donemde beyin gelisiminde olumsuz etkiye neden olan ve anneye ait otoantikorlar
saptanmigtir (Comi ve ark, 1999). Ayrica, hiicresel diizeyde yapilan deneyler sonucu elde

edilen veriler, glutamat stimiilasyonu ile iliskili noronlarin oksijen radikalleri olusumu ile
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etkilestiklerini gostermistir. Bu radikaller, tekrar hem glutamat salinimina hemde geri alim
inhibisyonuna neden olurlar; bdylece stirekli bir dongii ger¢eklesir (Brecht ve ark., 2001).
Glutamat eksitotoksisitesi, apoptotik bir norodejenerasyonu tetikleyebilmektedir. Otizmli
bireylerde glutamaterjik transmisyondaki bozukluk, glutamat reseptér genlerinin
islevlerindeki disfonksiyonlarla iligkilidir (Carlson, 2011).

Calismamizda, otizm ile iliskili GRID2 glutamat reseptoriiniin, nérodejenerasyonun
tetiklenmesindeki etki mekanizmasin1 anlamaya yonelik hiicresel modellemesini
olusturduk. GRID2’nin yeni tamimlanmis bir glutamat reseptorii olmasi ve fizyolojik etki
mekanizmasinin nasil oldugu ile ilgili sinirlt ¢alisma bulunmasi nedeniyle, GRID2 reseptor
geninin kontrol mekanizmalarinin anlagilmasi oldukca 6nemlidir.

Oncelikle RA ile farklilastirdigimiz ve 24 saat TNF-o ile muamele ettigimiz SH-SY5Y
insan noral kok hiicrelerinde ndrodejenerasyonu tetikledik. SH-SYS5Y hiicrelerinde TNF-a
stimiilasyonu kaspaz-3 protein diizeyinin artisgina ve GRID2 gen ifadesinin azalmasina
neden olmustur. Kaspaz-3 protein aktivasyonu bir ¢ok norodejeneratif hastalikta belirleyici
bir biyogostergegtir (D’Amelio ve ark., 2012). Bu aktivasyonun GRID2 reseptor diizeyinin
azaligina neden olmasi, GRID2 reseptor gen ifadesinin nérodejenerasyonda diizenleyici rol
oynadigimi ve onun bu etkisinde TNF-o’nin uyarici etkisi oldugunu gostermektedir. TNF-
o’nin uyarisiyla apoptotik yolakta anahtar protein rolii iistlenen kaspaz-3’iin artist
noroinflamasyonla ndrodejenerasyonun aralarindaki iliskinin dnemini gostermektedir. P53
diizeyinde anlamli bir degisim goriilmemesi, GRID2 gen ifadesinin diizenlenmesindeki
sinyal yolaginin spesifik olarak kaspaz-3 lizerinden gerceklestigini gdstermektedir.

Yaptigimiz biyoinformatik analizler, TNF-a’nin GRID2 gen ifadesindeki azaltici
etkiyi, Cdc42 ve GOPC genlerini aktive ederek gerceklestirdigini gostermektedir. TNF-a
bu etkisini farklilasmamis noral kok hiicrelerde de gostermekle birlikte, farklilagmis
noronlarda bu etkisini 2 kat arttirmistir. Noron farklilasmasmin da GRID2 gen ifadesini
azaltmast TNF-a etkisinin 2 kat artmasina neden olmustur. Otizmde meydana gelen
glutamat artiginin, glutamat reseptor gen ifadesinin azalmasindan kaynaklandigini ve bu
azalmada TNF-a’nin etken oldugunu diisiinmekteyiz.

Cesitli calismalarda otizmli hastalarin plazma ve beyin omurilik sivilarinda TNF-a
diizeyinin arttigi gosterilmis ve TNF-a’nin otizm biyogosterge¢i olup olamayacagi

tartistlmistir (Xiaohong ve ark., 2009). Ancak TNF-a’nin glutamat reseptor gen ifadesini
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kontrol eden sinyal yolaginin molekiiler mekanizmasi1 bilinmemektedir. Bu anlamda
yaptigimiz c¢alisma, TNF-o’nin GRID2 gen ifade diizenlenmesindeki roliinii ve etki ettigi
sinyal yolagini gosteren ilk ¢alisma olmustur.

Yapilan bu calismada, otizmin molekiiler mekanizmasinda rol oynayan glutamate
reseptor diizeyinin diizenlenmesinde ndrodejeneratif ve noroinflamasyonel faktorlerinin
etkilesimi aydmnlatilmaya ¢alisilmistir. Yaptigimiz analizler, TNF-o’nin Cdc42 ve GOPC
genlerinin aktivasyonu iizerinden GRID2 geninin ifadesinin baskilandigin1 géstermistir.
Glutamaterjik yolakta oldukca onemli bir role sahip olan GRID2 geninin anlatiminin,
dolayisiyla glutamat reseptor sayisinin azalmasinin glutamaterjik yolagin regiilasyonunun
bozulmasina ve glutamatin sinapslardaki diizeyinin artmasina neden oldugunu
diiginmekteyiz. Glutamat diizeyinin artig1, otizm bulgularmin en Onemlilerinden bir
tanesidir. Ayni1 zamanda immiin sistem bozuklugu da, otizm tanis1 konmus hastalarda
olduk¢a sik goriilmektedir. Buldugumuz sonuglara gore, TNF-o’nin GRID2 reseptor
geninin ifadesini kontrol ettigi goriilmektedir. Ikinci olarak TNF-o; kaspaz-3 apoptotik
kaskadinin aktivasyonunu saglayarak, noérodejenerasyona sebep olmaktadir. Otizmli
hastalardaki en 6nemli bulgulardan birisi olan néron sayisindaki azalmadir. Kurdugumuz
deney diizeneginde, SH-SYSY hiicre hattina TNF-a uygulamasiyla otizmin ndrodejeneratif
temellerinin hiicre kiiltiirii kosullarinda bir modelini olusturduk. GRID2 reseptor geninin
ifadesinin azalmasiyla kaspaz-3 artis1 arasinda ters iliski oldugunu gézlemledik.

Elde ettigimiz sonuglara gére TNF-a ve GRID2 arasindaki iliskinin tek yonlii
olmayabilecegi de diisiinlilmektedir. GRID2 gen ekspresyonunun diizenlenmesiyle, TNF-a
diizeyinin degismesi de gozlenebilir fakat bu iligkiyi gostermek icin bu c¢alismanin
ilerletilmesi gerekir.

Uberti ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada NMDA tip glutamat reseptorleriyle p53 iin
artisinin ters orantili oldugunu bulmustur. GRID2 reseptorii ile p53 arasinda anlamli bir
iligki bulunmamasi her iki reseptdriin farkli sinyal yolaklar1 {lizerinden diizenlendigini
gostermektedir.

Selimi  ve arkadaglarmin 2001 yilindaki c¢alismasinda Purkinje hiicrelerinin
apoptozlarimi gostermek icin GRID2 delesyonlu fareler kullanilmig ve aktif kaspaz-3
diizeyinin artmis oldugu bulunmustur. Biz TNF-a stimiilasyonuyla olusturdugumuz

norodejenerasyon modelinde TNF-a sinyal yolagi iizerinden kaspaz-3’tin GRID2 reseptor
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gen ifadesini azaltigin1 gosterdik. Bu sonuglar GRID2 reseptore gen ifadesi artiginin
kaspaz-3’ti  dolayisiyla  norodejenerasyonu  baskilayacagi  etkisi  olabilecegini
gostermektedir. Noronlarda retrovirlisle GRID2 geninin miRNA enfeksiyon teknigi
kullanilarak GRID2 gen ifadesinin arttirilmasinin noérodejenerasyonu engelleyici etkisi
olabilecegini diisiinmekteyiz ve in vitro olarak TNF-a sinyal yolag ile ilgili buldugumuz
sonuglar otizmde TNF-a diizey artisinin biyogosterge¢ olabilecegi goriisiinii gliglendirici

niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-o’nin noral kok hiicrelere
muamelesi ile GRID2 gen anlatimini degistirerek, otizmin etiyolojisinde rol oynadigi ve
artmig glutamat diizeyi ile de iliskili oldugu sdylenebilir.

Kaspaz-3 protein diizeyindeki artisin, TNF-o stimiilasyonuyla gerceklesmesi de noral
dejenerasyonda immiin sistemin kritik bir rol listlendigini gostermistir. Kaspaz-3 apoptotik
kaskad1 aktive ederek nérodejenerasyona neden olmaktadir.

GRID2 reseptorii ile pS3 arasinda anlamli bir iliski bulunmamasi bu iki proteinin
fonksiyonlarmin farkl: sinyal yolaklari iizerinden diizenlendigini gdstermektedir.

Calismamizda elde  ettigimiz  sonuglar, TNF-o’nin  otizmin  molekiiler
mekanizmalarinda 6nemli bir rolii olabilecegi ve hastaligin biyogdstergeci olarak
kullanilabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Otizmin molekiiler diizeyde anlasilabilmesi i¢in yapilan bu c¢aligmanin ilerletilmesi,
otizm tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek bir kesif ve tedavi i¢in yeni yaklagimlar
sunacaktir. Bunun i¢in, TNF-a’nin GRID2’yi baskilamak i¢in kullandig1 yolaktaki diger
proteinler Cdc42 ve GOPC’nin protein diizeyindeki degisimleri ve gen anlatim profilleri de

incelenmelidir.
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