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Ö    

 tizm,  tizm spektrum bozukluğu (   )‘nun yaygın bir alttipidir.  örogelişimsel 

hastalıklar grubunda yer alan    ’nin oluşmasında özellikle belirli gen bölgelerindeki 

polimorfizm, mutasyon gibi değişiklikler sorumludur.  on yıllarda yapılan pek çok 

çalışmada, glutamat düzeyinin    ’de belirleyici bir faktör olduğu gösterilmiştir. 

Glutamaterjik nörotransmisyonda meydana gelen değişiklikler, glutamat reseptör 

genlerindeki mutasyonlar ve ekspresyonunu etkileyen faktörler  nörogelişimsel 

bozukluklarla ilişkilendirilmektedir.  yrıca bazı beyin bölgelerinde (amigdala-

hipokampus) glutamat düzeyinin, otistik bireylerde, sağlıklı bireylere oranla daha yüksek 

olduğu bulunmuştur.  ynı zamanda yetişkin otistik bireylerde de artmış glutamat düzeyi 

gözlenmiştir. Glutamat düzeyindeki artış, glutamaterjik nörotransmisyonunun 

bozukluğuyla ilişkili olabilmektedir.  on zamanlardaki çalışmalar, immün-bağımlı 

proteinleri kodlayan genler ve     arasındaki ilişkiyi vurgulamakta, ayrıca beyin 

gelişimindeki ve sinaptik fonksiyonlardaki uzun süreli nöroimmün sistem anomalilelerini 

göstermektedir. Otizmin etiyolojisinde rol oynayan etmenler henüz tam olarak 

bilinmemektedir. Ancak tıbbi bozuklukların da sıklıkla bu sendrom ile beraberliği biyolojik 

etiyolojinin varlığını iyice ortaya çıkartmaktadır. Genetik faktörler otizmde oldukça önemli 

olmasına rağmen, etiyolojisini açıklamak için tek başına yeterli değildir. Çevresel 

etmenlerle birlikte genetik faktörler hastalığın açığa çıkmasına neden 

olmaktadır.Çalışmamızda, nöron kök hücrelerini kullanarak otizmin hücresel 

modellemesini oluşturmayı ve  biyoinformatik olarak GRID2 (Glutamat reseptör, 

iyonotropic delta 2) geni ile etkileşime giren ve anlatımını etkileyen proteinleri saptayarak, 

hücre kültürü koşullarında, bu etkileşimi canlandırmayı, böylece GRID2 gen anlatımındaki 

değişimleri  GZ (Gerçek Zamanlı) PC  yöntemi ile göstermeyi amaçladık. Yaptığımız 

biyoinformatik analizler TNF-α’nın GRID2 gen ifadesindeki azaltıcı etkinin, Cdc42 ve 

GOPC genlerini aktive ederek bunu gerçekleştirdiğini göstermektedir.   F-α  bu etkisini 

farklılaşmamış nöral kök hücrelerde de göstermekle birlikte, farklılaşmış nöronlarda bu 

etkisini 2 kat arttırmıştır. Biz TNF-α stimülasyonuyla oluşturduğumuz nörodejenerasyon 

modelinde TNF-α sinyal yolağı üzerinden kaspaz-3’ün GRID2 reseptör gen ifadesini 

azalttığını bulduk.  ulduğumuz sonuçlar, GRID2  gen ifadesindeki artışın kaspaz-3’ü ve 

dolayısıyla nörodejenerasyonu baskılayıcı etkisi olacağını göstermektedir.  öronlarda 
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retrovirüsle GRID2 geninin mi    enfeksiyon tekniği kullanılarak gen ifadesinin 

arttırılmasının nörodejenerasyonu engelleyici etkisi olabileceğini düşünmekteyiz.  yrıca in 

vitro olarak TNF-α sinyal yolağı ile ilgili bulduğumuz sonuçlar, otizmde TNF-α 

düzeyindeki artışın biyogöstergeç olabileceği görüşünü güçlendirici niteliktedir.  

 

 

 

Anahtar Kelimeler: Otizm, Glutamat, GRID2, TNF-α,  örogelişim. 
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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-α). 

Our bioinformatics analysis showed, TNF-α regulates G   2 gene expression by 

activating Cdc42 and GOPC genes. TNF-α 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-α signal pathway showed that 

increasement in TNF-α level in autism can be biomarker.  
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1. G R Ş 
 

        tizm,  tizm spektrum bozukluğu (   )‘nun yaygın bir alttipidir.  örogelişimsel 

hastalıklar grubunda yer alan    ’nin oluşmasında özellikle belirli gen bölgelerindeki 

polimorfizm, mutasyon gibi değişikliklerin sorumlu olduğu bilinmektedir. Otizm, 

günümüzde rastlanan en yaygın nörolojik bozukluktur ve Hastalıkları  ontrol  tme ve 

 nleme  erkezi (Centers for  isease Control Prevention)'nin 2012 verilerine göre 88'de 1 

görülme sıklığı vardır.  u yaygınlık bilgileri  irleşik  evletler kaynaklı iken, ülkemizde 

otistik bozukluğun yaygınlığına ilişkin henüz yeterli bilimsel veri bulunmamaktadır.  

        on yıllarda yapılan pek çok çalışmada, glutamat düzeyinin    ’de belirleyici bir 

faktör olduğu gösterilmiştir. Glutamaterjik nörotransmisyonda meydana gelen değişiklikler, 

glutamat reseptör genlerindeki mutasyonlar ve ekspresyonunu etkileyen faktörler  

nörogelişimsel bozukluklarla ilişkilendirilmektedir ( hinohe ve ark., 2006). Yapılan 

çalışmalarda bazı beyin bölgelerinde (amigdala-hipokampus) glutamat düzeyinin, otistik 

bireylerde, sağlıklı bireylere oranla daha yüksek olduğu bulunmuştur.  ynı zamanda 

yetişkin otistik bireylerde de artmış glutamat düzeyi gözlenmiştir ( himmura ve ark., 

2011). Glutamat düzeyindeki artış, glutamaterjik nörotransmisyonunun bozukluğuyla 

ilişkili olabilmektedir. 

        u tez çalışması sürecinde, nöroblastomadan farklılaştırılan nöron hücreleriyle otizmin 

hücresel modellemesini oluşturmayı amaçlamaktayız.  iyoinformatik olarak GRID2 

(Glutamat reseptör, iyonotropic delta 2) geni ile etkileşime giren ve anlatımını etkileyen 

proteinler  saptanarak, hücre kültürü koşullarında, bu etkileşimi canlandırmayı ve GRID2 

gen anlatımındaki değişimleri  GZ (Gerçek Zamanlı) PC  yöntemi ile göstermeyi 

amaçlamaktayız. 

       Glutamat reseptör sayısının otizm için bir biyobelirteç olarak kullanılmasına ilişkin 

destekleyici birçok çalışma yapılmıştır. Fakat GRID2 geninin anlatımını etkileyen 

faktörlerin hücre kültürü koşullarında gerçekleştirilmesiyle ilgili bir çalışma 

bulunmamaktadır. Yapacağımız bu çalışma ile otizmin GRID2 geni ile ilişkisini aydınlatıp, 

yeni ilaç keşifleri ve klinik uygulamalar ile ilgili çalışmalara katkı sağlamayı umuyoruz. 
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2. G     B  G   R 

 

2.1.  aygın Gelişimsel Bozukluklar 

 

       Yaygın gelişimsel bozukluklar (YG ), sosyal ilişki, iletişim ve bilişsel gelişimde 

gecikme ya da yetersizlik ile karakterize olan ve yaşamın çok erken yaşlarda başlayan 

nöropsikiyatrik bozukluklardır. YG   merikan Psikiyatri  irliği tarafından 5 grupta 

sınıflandırmıştır ve otizm de bu gruplardan biri olarak gösterilmiştir.  tizm spektrum 

bozukluğu (   ),    -IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) 

kriterlerine göre tanı alan ve hakkında en çok araştırma yapılan bozukluklardan birisidir 

(Şener ve  zkul, 2013).  

 

2.1.1. Otizm 

     

    tizm,  tizm spektrum bozukluğu (   )‘nun yaygın bir alttipidir.  örogelişimsel 

hastalıklar grubunda yer alan    ’nin oluşmasında özellikle belirli gen bölgelerindeki 

polimorfizm, mutasyon gibi değişikliklerin sorumlu olduğu bilinmektedir. Otizm, 

günümüzde rastlanan en yaygın nörolojik bozukluktur ve Hastalıkları  ontrol  tme ve 

 nleme  erkezi (Centers for  isease Control Prevention)'nin 2012 verilerine göre 88'de 1 

görülme sıklığı vardır.  u yaygınlık bilgileri  irleşik  evletler kaynaklı iken, ülkemizde 

otistik bozukluğun yaygınlığına ilişkin henüz yeterli bilimsel veri bulunmamaktadır.   

        tizm  pektrum  ozukluğu (   ); belirtileri yaşamın ilk yıllarında ortaya çıkan ve 

yaşam boyu devam eden, etkileşim ve iletişim alanında belirgin gecikme ve sapmalar ve 

kısıtlayıcı ilgi alanları ile kendini gösteren karmaşık gelişimsel bir bozukluktur.     aynı 

zamanda heterojen bir grup üzerinde etkili olup, etiyolojisi ve fenotipi açısından oldukça 

karmaşık, büyük bir hızla yayılarak gitgide daha fazla insanı etkileyen nörogelişimsel bir 

bozukluktur (Ardhanareeswaran ve Volkmar, 2015) 

         tizm, yaşamın ilk 3 yılında ortaya çıkan ve kişinin sosyal, entelektüel ve dil 

açısından toplumla ilişkisini hemen hemen tamamen yok eden bir durumdur (Şener ve 

 zkul, 2013). 
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2.1.2. Otizmin Etiyolojisi 

        

        tizmin etiyolojisi oldukça karmaşıktır.  tiyolojisinde rol oynayan etmenler henüz tam 

olarak bilinmemekle birlikte tıbbi bozuklukların da sıklıkla bu sendrom ile beraberliği 

biyolojik etiyolojinin varlığını iyice ortaya çıkartmaktadır  kizlerle uyum oranlarını 

araştıran çalışmalara göre otizm %60-90 kalıtımsaldır. Genetiğin katkısını keşfeden 

çalışmalar bu bozukluğa birden fazla genin sebep olduğunu ortaya koymuştur.  itogenetik 

çalışmalarla birlikte    ’li bireylerde 15q ve 7q gibi bölgelerde kromozom anomalileri 

saptanmıştır.  yrıca sitogenetik çalışmalar, tüm genom araştırmalarıyla birlikte daha ileri 

araştırmalar için birkaç aday gen sunmuştur.  ncak, tüm bilinen genetik varyasyonların 

otizme katkısı yaklaşık %5-15‘tir ( ogers ve ark., 2013).  u nedenle genetik faktörlerin 

otizmde oldukça önemli olmasına rağmen, etiyolojisini açıklamak için tek baçına yeterli 

değildir. Prenatal ve perinatal travmalar da otizmde rol oynamaktadır. Gelişmekte olan 

beyin, özellikle gelişimin erken dönemlerinde çevresel hasara duyarlıdır ( ice ve  aron, 

2000).  til alkol gibi belirli kimyasallara prenatal ve neonatal dönemde maruz kalmak 

otizmle benzer nöropsikolojik hasarlara yol açmaktadır ( andrigan, 2010).  ütün bunlar 

göz önünde bulundurulursa, otizm fenotipinin ortaya çıkışı, belirlenmiş ve henüz 

belirlenememiş genetik yatkınlık ve çevresel travmaların birlikte rol aldığı 

söylenebilmektedir.  tizmin etiyolojisini anlamaktaki eksikliğe rağmen    ’li 

hastalardaki davranışsal, nöroanatomik ve genetik bozukluklar, otizmin semptomlarını 

anlamak için yardımcı olmaya yeterlidir.  onuç olarak, heterojen bir etiyolojiye sahip 

olduğu düşünülen otizmin çok sayıda birbiri ile etkileşen gen nedeniyle ortaya çıktığı ileri 

sürülmektedir.  lası etiyolojik etmenler arasında genetik, biyokimyasal, nöroanatomik, 

ailesel ve çevresel bazı etmenler yer almaktadır.  

 

2.2. Otizm ve Beyin Gelişimi 

       

       Gelişimin erken dönemlerinde işlevsel ağlar, aksonların hedeflerine ulaşmaları, ve 

ulaşmaları için kullanmaları gereken yolların oluşumu ve sinaptik bağlantıların göreve 
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spesifik olarak yeniden düzenlenmeleri sayesinde meydana gelmektedir (Greenough ve 

ark., 1987).  u dönemde, nöronlar, nöronal uzantılar ve sinapslar ihtiyaç duyulandan daha 

fazladır. (Levitt, 2003). Meydana gelen bu ilk devreler, gelişimin ileri dönemlerinde kşşye 

çevreye bağımlı olarak uyum geliştiri ve değişikliklere uğrarlar (Feldman ve  nudsen, 

1998). “ eneyim–bağımlı” (experience-dependent) organizasyon  diye tanımlanan bu 

süreç, bir arındırma-yeniden düzenleme işlemidir ve talamokortikal ve intrakortikal 

eksitatör girdi ve inhibitör bağlantılarla oluşmaktadır (Belmonte ve ark., 2004). Bu ikinci 

dönemi anlamak için yapılan hayvan çalışmalarında, bu dönemin başlangıcı, yüksek 

kapasitede öğrenme becerilerinin ortaya çıktığı, henüz cinsel olarak olgunlaşmadığı, 

gençlik dönemine denk gelmektedir (Brainard ve Knudsen, 1998).  u dönemde büyüme 

faktörlerinin ve nörotransmitterlerin moleküler düzeydeki görevlerinin önemli rolleri 

vardır.  ütün bu mekanizmaların birlikteliği, mevcut sinapsların etkinliklerini ve anatomik 

bağlantıların düzenlerini değiştirmektedir (Feldman ve Knudsen, 1998).  

        tizm nöroanatomik açıdan ele alındığında; otizmi olan bireylerde,  bazı beyin 

bölgelerinde nöron sayısında ve dendritik dallanmada azalma görülmektedir. Toplam beyin 

büyüklüğü %5-20 oranında artmakta, beyin yapısındaki hacimsel genişleme detaysal 

yapıda bozulmaya neden olmaktadır.  öral etkileşimde azalma olduğu da bir diğer 

bulgudur. 

         tizmli bireylerde yapılan araştırmalarda, pozitron emisyon tomografisi sonuçları, 

glukoz kullanımının arttığını, limbik yapıda hücresel yoğunluğu ve Purkinje hücrelerindeki 

azalmayı göstermiştir.  u durum, dikkat eksikliği ve duyusal kusurlara neden olmaktadır.  

       Otizmin etiyolojisine dair  yapılan araştırmalarda otizmde serebellar yollar, beyin sapı, 

talamus, hipokampus, ve amigdala bölgelerinde çift taraflı defektler saptanmıştır.  şitme ve 

konuşmayı kontrol eden beyin bölgesi parietal lobun işleyişindeki bozukluk otizmli 

bireylerde çoğunlukla görülmektedir.  

 

2.2.1.  örotransmitterler        

         örotransmitterler, presinaptik nörondan sinapsa bırakılan, postsinaptik membrandaki 

ilgili reseptöre bağlanıp  uyarıyı iletmek için gerekli sinyalleşmeyi başlatan  proteinlerdir. 

Nörotransmitterlerin bazı önemli ortak özellikleri vardır:  

1) Sinir uçlarında üretilirler.  örotransmitterlerin sentezleri peptit hormonların sentezine 
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benzer. Hücre gövdesindeki endoplazmik retikulumda peptitler sentezlenirve  daha sonra 

depolandığı veziküllerde akson boyunca taşınırlar.  

2)  alınımları presinaptik uyarı ile gerçekleşir. Sinaptik   proteininin fosforile olması, 

nörotransmitterlerin salınımında görev almaktadır.  

3) Postsinaptik olarak uygulandıklarında presinaptik uyarı ile alınan yanıta benzer yanıt 

oluştururlar.  

4)  örotransmitterlerin kendilerine özgü antagonistleri vardır. Antagonistler çoğunlukla 

farmakolojik bileşenlerdir ve nörotransmitter ile spesifik reseptörleri arasındaki yanıtı 

engellemektedirler.  

5)  örotransmitterlerin etkilerini sonlandıran bir mekanizma bulunmaktadır ( arr ve ark., 

2004). 

Şekil 1: Glutamaterjik nörotransmisyonun sinapslardaki işleyişi. 

 

 

 

 

 

 

 

(Sanacora ve ark., 2008). 

2.2.2. Glutamat 

 

       Glutamat, beyinde en bol bulunan eksitatör amino asit nörotransmitterdir ve 

iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptörlerini uyararak etkisini ortaya çıkarır. 
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 emeli beynindeki nöronların yaklaşık %50'si nörotransmitter olarak glutamatı 

kullanmaktadır. Beyinde prefrontal korteksten beyin sapına kadar giden glutamaterjik 

yolaklar mevcuttur ve bu glutamaterjik yolaklar diğer nörotransmitterlerin salınımında da 

düzenleyici görevini üstlenmektedirler ( ral ve Göktalay, 2012). Glutamaterjik sistemin 

diğer nörotransmitterle ve beyin işlevleriyle olan ilişki, bu derece etkin rol oynaması, 

glutamaterjik sistemin otizmle ve diğer nörogelişimsel hastalıklarla bağlantısı olduğunu 

ortaya koymaktadır.  

       Beyindeki ana uyarıcı nörotransmitter olan ve prefrontal korteksteki sinapsların çoğunu 

oluşturan glutamat’ın 2 reseptör tipi vardır (Herleniz ve  agercrantz, 2004). Glutamaterjik 

nörotransmisyondaki eksitasyon bazı olumsuz sonuçlar meydana getirmiş olabilir. 

 eydana gelen beyin hasarından sonra glutamatın aşırı salınımı saptanmış, ve bu aşırı 

salınımın, nörodejenerasyona neden olduğu belirtilmiştir.  yrıca, bu eksitasyonun bir 

sonucu olarak, intraselüler kalsiyum konsantrasyonu nöronal depolarizasyona ve bu da 

hücre hasarı ve apoptoza yol açar (Armijo ve ark., 2002). 

2.2.2.1. Glutamat Reseptör  ilesi 

        

        yon kanalları ile eşleşmeli iyonotrofik glutamat reseptörleri  -metil-D-aspartik asit 

reseptörleri (    ), α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit (AMPA) ve 

kainat reseptörleri olarak sınıflandırılırlar.  yonotropik gultamat reseptörleri birkaç alt 

üniteden oluşurlar ve aslında iyon kanallarıdırlar (Bethea ve Sikich, 2007). AMPA ve 

     reseptörleri genellikle aynı sinapsta bulunurlar; bu sayede glutamat aynı anda her 

iki reseptörü kullanarak iletiyi sağlamış olur ( icoll ve ark., 2010). Bir sinapstaki 

  P /    ’ya bağlı iletimin miktarı sinapsın cinsine ve gelişimsel düzeyine bağlı 

olarak değişir ( iao ve ark., 1995). Yaşamın ilk haftalarında      aktivitesi baskındır, 

ancak beyin gelişimi ile birlikte NMDA aktivitesi azalır ve erişkin dönemde AMPA 

aktivitesi belirgin hale gelir. Glutamaterjik sinir uçları yaşamın erken dönemlerinde çok 

fazla bulunmaktadırlar.  u durumun daha sonra budanmanın olacağı sinapsları gösterdiği 

ileri sürülmektedir. Glutamat, uzun süreli güçlendirme (long-term potentiation) etkisini 

NMDA ile, uzun süreli söndürme (long-term depression) etkisini AMPA ile 

göstermektedir.  
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       Glutamat iyonotropik reseptörler son zamanlarda otizmle bağlantısı araştırılmaya 

başlanmış reseptörlerdendir.  tizm tanısı konan hastalarla yapılan araştırmalarda, sağlıklı 

bireylere göre daha yüksek glutamat düzeyleri saptanmıştır.  tizm olgularının postmortem 

beyin incelemelerinde glutamat ile ilişkili bazı α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-

isoksazolpropionik asit (  P ) reseptör alt üniteleri genlerinin m    seviyelerinde artış 

olduğu gösterilmiştir.  Purcell ve arkadaşları 2013 yılında yayınladıkları çalışmada, 

AMPA-tipi glutamat reseptörleri altbirimlerinin yoğunluğunun otizmli bireylerde artmış 

olduğunu ve glutamat düzeyindeki artışın henüz net olmayan nedeninin  glutamat 

reseptörleri ile aydınlatılabileceğini  belirtilmiştir. Purcell ve arkadaşları bu bulguları ile 

  P  reseptör alt ünitelerinin yeterli işlev görmemesi sonucunda glutamatın ortamdan 

daha çabuk uzaklaştırılacağını ve bunun sonucunda glutamat reseptörlerinin daha düşük 

oranda uyarılacağını öngörmüşlerdir.  ir diğer olasılık olarak da alt ünitelerin artmış 

seviyelerde bulunmasının ortamdaki artmış glutamata ikincil gelişmiş bir upregulasyon 

olarak yorumlamışlardır. 

        etabotropik glutamat reseptörleri G proteinleri ile eşleşmeli olan ve göreceli olarak 

daha yeni glutamat reseptörleridir (mGlu) ve 8 farklı alt tipi tanımlanmıştır. Sekiz adet olan 

bu metabotropik glutamat reseptörü amino asit dizilişleri, reseptöre bağlanmaları, etkileri 

ve farmakolojik özellikleri göz önüne alınarak üç grupta incelenmektedir. Glutamatın 

merkezi sinir sisteminin hem fizyolojisinde hem de patofizyolojisinde önemli roller 

üstlendiği düşünülmektedir.  erkezi sinir sisteminin değişik bölgeleri arasındaki iletişimde 

ve döngülerde glutamaterjik yollar önemli yer tutmaktadır.  ldeki bilgiler iyonotrofik 

glutamat reseptör sisteminin bir grup nöropsikiyatrik hastalıklarda yer aldığını 

göstermektedir.  yrıca glutamaterjik sistemin anksiyolitik ve antidepresan ilaçların etki 

düzeneklerinde yer aldığı düşünülmektedir. Glutamaterjik sistemin şizofrenide obsesif 

kompulsif bozuklukta, alkol bağımlılığında ve nörodejeneratif hastalıklarda rol oynadığı 

gösterilmiştir ( ural ve  nder, 2002). Glutamat (Glu), merkezi sinir siteminin oldukça iyi 

bilinen eksitatör nörotransmitterdir.  pesifik glutamat reseptörlerine bağlı olarak çok çeşitli 

görevler üstlenmektedir. Glu aynı zamanda kanda bulunan besinsel bir 

aminoasittir. yonotropik glutamat reseptörleri (iGlu s)  ve metabotropik glutamat 

reseptörleri (mGlu s)  olmak üzere iki çeşit reseptörü vardır. iGlu s, agonist seçiciliklerine 

göre  -metil-D-aspartat-reseptörü (     ), α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
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izoksazolepropiyonik asit reseptörü (  P  ), ve kainate reseptörü (   ) olarak 3 alt 

birime ayrılmıştır. Glu s en çok miyokardiyum da dahil periferal dokuda bulunmaktadır. 

Fakat Glu reseptörlerinin immün hücrelerdeki rolü tam olarak anlaşılabilmiş değildir 

(Cheng ve ark., 2015).  

 inaptik iletim ve plastisite merkezi olan iyonotropik glutamat reseptörü altbirimlerini 

kodlayan genlerdeki mutasyonlar çoğunlukla otistik spektrum bozukluğu ile ilişkilidir. 

Glutamat, beyindeki bir ana uyarıcı nörotransmiterdir.  igand kapılı iyon kanalları 

(iyonotropik) ve G proteine bağlı reseptörler (metabotropik) ile etki gösterirler.  u 

reseptörlerin aktivasyonu öğrenme ve bellek mekanizmalarını düzenleyen bazal uyarıcı 

sinaptik iletim ve sinaptik plastisitenin birçok formundan sorumludur.   on yıllarda yapılan 

pek çok çalışmada, glutamat düzeyinin    ’de belirleyici bir faktör olduğu gösterilmiştir. 

Glutamaterjik nörotransmisyonda meydana gelen değişiklikler, glutamat reseptör 

genlerindeki mutasyonlar  nörogelişimsel bozukluklarla ilişkilendirilmektedir ( hinohe ve 

ark., 2006). Yapılan çalışmalarda bazı beyin bölgelerinde (amigdala-hipokampus) glutamat 

düzeyinin, otistik bireylerde, sağlıklı bireylere oranla daha yüksek olduğu bulunmuştur. 

 ynı zamanda yetişkin otistik bireylerde de artmış glutamat düzeyi gözlenmiştir 

(Shimmura ve ark., 2011).  u gelişmeler, özellikle normal  Q seviyesindeki çocuklarda 

plazma glutamat düzeyi ölçümünün otizm için biyomarkır olabileceğini 

göstermektedir(Sarachana ve ark., 2013).   

Şekil 2: Glutamat reseptörlerinin sınıflandırılmasını anlatan şema.  

            

(Blackshaw ve ark, 2011)                        
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2.2.2.2. Glutamat  ksitotoksisitesi ve  örodejenerasyon 

     

       Hücre ölümü nekrotik ve apoptotik hücre ölümü olmak üzere iki farklı şekilde 

gerçekleşmektedir.  ekroz, hücredeki toksik hasarlar sonucu gerçekleşir ve çevre dokuya 

da zarar verebilir, apoptoz programlanmış hücre ölümüdür (Stahl, 2000).  Otizmin de içinde 

bulunduğu nörodejeneratif hastalıklarda apoptotik hücre ölümünün gerçekleştiğini  

destekleyen çalışmalar yapılmaktadır. 

       Glutamat eksitotoksisitesi apoptozu fizyolojik olarak hızlandırmaktadır. Hücre kültürü 

koşullarında yapılan sitotoksisite deneylerinde, glutamat gibi eksitotoksik bir 

nörotransmitterin yüksek dozlarda nörodejenerasyona neden olduğu saptanmıştır ( y ve 

ark., 1999). 

 

  Şekil 3: Glutamat eksitotoksisitesinin sinapstaki gösterimi.  
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2.2.3. GRID2 

 

        yonotropik glutamat reseptörleri ailesinin bir üyesi olan GRID2 (Glutamat reseptör 

iyonotropik delta 2) memeli beynindeki baskın uyarıcı nörotransmitter reseptörüdür. 

GRID2 nin kodladığı protein seçici olarak serebellar Purkinje hücrelerinde ifade edilen çok 

geçişli bir membran proteinidir.  u protein paralel fiberler ve Purkinje hücreleri arasında 

sinaps organizasyonunda rol oynar.  nsanda GRID2 genindeki mutasyon serebellar ataksiye 

neden olur. GRID2 reseptörleri seçici olarak serebellumda Purkinje hücrelerinde baskın 

olarak ifade edilir ve sinaptojenez, sinaptik plastisite ve motor koordinasyonun yanısıra 

apoptozda rol oynar ve GRID2’nin nöronal apoptozda büyük bir rolü olduğu 

düşünülmektedir (Araki ve ark., 1993). 

        Farelerde GRID2 genindeki nokta mutasyonunun postnatal gelişim döneminde 

serebellar Purkinje hücrelerinin seçici, otonom apoptozundan kaynaklanan ataksiye ve 

motor koordinasyon bozukluğuna yol açtığı gösterilmiştir ( alonde ve ark., 1992).  nsanda 

GRID2 nin heterozigot delesyonu ataksi ile kompleks spastik paraplejiye, frontotemporal 

demansa ve daha düşük motor nöron gelişimine neden olur ( aier ve ark., 2014).  GRID2 

nin homozigot biallelik delesyonu ise belirgin gelişimsel gecikme ile serebellar ataksi 

sendromuna, piramidal yol gelişimine neden olur (Utine ve ark., 2013). G   2 ile ilişkili 

bu hastalıkların semptomları, nörogelişimsel hastalıklardaki semptomlarla büyük ölçüde 

benzerlik göstermektedir. 

 

Şekil 4: GRID2 geninin kromozomal lokasyonu ve ekzon, intron ve promotör bölgelerinin gösterimi. 
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2.3. Otizm ve  öroinflamasyon 

        

        mmün sistem ve sinir sistemi birbirleriyle kapsamlı bir şekilde etkileşim içerisindedir. 

 u sebeple nörolojik bozuklukların immün yetersizlikle seyretmesi olağan bir durumdur. 

 itokinler olarak bilinen immün düzenleyiciler sistemler arası iletişimdeki anahtar 

yardımcılardır.  endritik hücreler makrofajlar, nötrofiller   hücreleri   hücreleri gibi 

immün sistem hücreleri birincil sitokin kaynaklarıdır.  yrıca nöronlar da dahil birçok farklı 

tipteki hücreler de sitokin üretir ve onlara cevap oluştur.  itokinler nörotrofinler ve 

nörolojik bağlantılı büyüme faktörleri ile yapısal olarak gösterir ve sinyal yolakları 

bakımından benzerlik gösterirler.  irçok açıdan sitokinler, immün sistem ve sinir sitemi 

arasındaki ortak bir protein ailesidir (Goines ve Ashwood, 2013). 

        on zamanlardaki çalışmalar, immün-bağımlı proteinleri kodlayan genler ve     

arasındaki ilişkiyi vurgulamakta, ayrıca beyin gelişimindeki ve sinaptik fonksiyonlardaki 

uzun süreli nöroimmün sistem anomalilelerini göstermektedir.  ümör nekroz faktör alfa 

(TNF-α) sinaptik budamada son derece önemli rol oynamaktadır.  on bulgular, sitokin 

düzeylerinin biliş ve bellek de dahil nörolojik fonksiyonlarda arttığını göstermektedir.  u 

anormal inflamatuar aktivite, davranışsal ve nörolojik bozukluklara katkı sağlamaktadır 

(Tonhajzerova ve ark., 2015). 

        ralarında pro-inflamatuar sitokinler interlökin-1 (IL-1), interlökin-6 (IL-6) ve TNF-

α’nın da bulunduğu kronik inflamasyon belirteçleri nörodejeneratif hastalıklarla ilişkilidir. 

Anormal TNF-α regülasyonu olan dejeneratif merkezi sinir sistemi hastalıklarında, klinikte 

ve hastalıkların deneysel modellerinde birçok çalışma yapılmıştır ( weedie ve ark, 2007). 

 tizmli çocuklarda immün sistem yetersizliklerinin yapıldığı araştırmalarda   F-α 

düzeyinin kontrol grubuna oranla yüksek seviyede olduğu belirlenmiştir (Jyonouchi ve ark., 

2001). 

       Glutamat sinyalizasyonu ve inflamasyon arasındaki ilişki henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. 

       NMDA tip olmayan iGlu s’a dahil olan AMPAR, merkezi sinir sistemindeki hızlı 

eksitatör sinaptik iletimin çoğunu düzenler.  unların dışında   P  , periferal dokularda 

uyarılabilir hücreler için de önemlidir.  rneğin;   P   pankreastaki  β hücrelerinden 

insülin salınımını uyarır;   P   aktivasyonu oksidatif stresi ve apoptozu indükler (Cheng 
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ve ark., 2015).  

         eyin gelişiminin düzenlenmesi, yönlendirilmesi ve kontrol edilmesinde genetik 

belirleyiciler önemli roller üstenmektedir.  ncak postnatal beyin gelişiminde bireyin çevre 

ile etkileşimi de oldukça önemlidir.  örotransmitter (  ) sistemlerindeki bu gelişimsel 

değişim sürecinin iki sonucu olduğu düşünülmektedir.  irincisi, çocukların çevresel, 

biyokimyasal ve ruhsal stres faktörlerine erişkinlerden daha duyarlı hale gelme ihtimalidir. 

 kinci olarak, bir çeşit plastisite becerisi olarak da yorumlanabilen, beynin değişime açık 

olma özelliği kişiyi bazı bozukluklara karşı dayanıklı kılıyor olmasıdır. Plastisite kavramı, 

nöronların yapısal organizasyonunun aslında dinamik süreçler olduğunu göstermiş ve beyin 

gelişiminin anlaşılmasına ayrıca beyindeki moleküler değişimlerin şizofreni, dikkat 

eksikliği ve hiperaktivite bozukluğu, otizm gibi kimi psikiyatrik bozuklukların ortaya 

çıkışının nöral temellerinin anlaşılmasına önemli katkıda bulunmuştur. 

       Glutamaterjik iyonotropik reseptörler (    ,   P  ve kainat) otizmde en çok 

araştırılmış reseptörlerdendir.  tizm tanısı konmuş erişkinler üzerinde yapılan, 

nörotransmitter sistemlerinin gelişimi ve semptomatik yansımaları alanındaki çalışmalarda, 

bu bireylerde sağlıklı kontrollere oranla glutamat düzeylerinde artış olduğu saptanmıştır.  

 yrıca otizmli erişkin olgularının postmortem beyin incelemelerinde   P  reseptör alt 

üniteleri genlerinden bazılarının ve uyarıcı aminoasit taşıyıcı 1 (    1) geni gibi glutamat 

ile ilişkili kimi genlerin m    seviyelerinde artış saptanmıştır. Ek olarak, Purcell ve 

arkadaşları 2013 yılında yayınladıkları çalışmalarında, AMPA-tipi glutamat reseptörleri 

yoğunluğunun otizmli bireylerde azalmış olduğunu ve glutamat düzeyindeki artışın 

aydınlatılamayan nedeninin çözülmesinde bu bulguların önemli olabileceğini belirtmiştir. 

Bu bulgular doğrultusunda iki olasılıktan bahsedilmiştir: ya   P  reseptör alt üniteleri 

yeterli işlev görmemektedir ve glutamatın ortamdan daha çabuk uzaklaştırılmasına ve 

glutamat reseptörlerinin daha düşük oranda uyarılmasına neden olmaktadır. Ya da artmış 

seviyelerdeki alt üniteler ortamdaki glutamate seviyesinin artışına ikincil gelişmiş bir 

upregulasyon olarak da yorumlanabilir. 

       TNF ( ümör  ekroz Faktör) ailesi, üzerinde en fazla çalışılan protein ailesidir.  Bir 

çok sistemde fonksiyon gösteren 19 üyesi mevcuttur. TNF-α ( ümör  ekroz Faktör  lfa) 

ve   F beta bu ailenin tanımlanan ilk üyeleridir. 

       TNF-α; çogunlukla aktif makrofajlar ve monositler tarafından salınmaktadır. TNF-α 
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başlıca makrofaj ve diger çekirdekli fagositler tarafından üretilir, inflamasyon gelişimi ve 

diger sitokinlerin uyarımı gibi mekanizmalarda fonksiyonel göreve sahiptir.  zellikle 

kemokinlerin ifadelenmesini ve mikrop öldürücü sistemlerin uyarımını sağlar.  oğal 

bağışıklık, hücresel düzenleme, hücre farklılaşması ve apoptoz süreçlerinde de önemli 

rollere sahiptir.  

2.3.1  ümör  ekroz Faktör  lfa (  F-α) 

        

        ümör nekroz faktör alfa, inflamasyon sürecinde önemli roller üstlenmektedir. Lökosit 

adezyonunu ve göçünü stimüle eder. Makrofajların uyarılmasında ve dokularda meydana 

gelen immün yanıtlarda önemli rol oynar.  

         F reseptörlerinde molekül ağırlıklarına göre isimlendirilmiş iki adet reseptör ve 

buna bağlı olarak çalışan  iki apoptotik yolak vardır Yolaklardan birisi kaspaz-8 uyarımı ile 

apoptoz oluşumuna ve böylece nörodejenerasyona yol açar.  iğer yolak transkripsiyon 

faktörlerini ve NF-kB'nin uyarımına yol açmaktadır.  iyabet gibi proinflamatuar olaylar 

TNF-α miktarını arttırmaktadır. TNF-α insülin reseptörü ve insülin reseptör substratında 

tirozin fosforilasyonunu inhibe ederek ve GluR m    sentezini azaltarak otizme öncü 

koşulları hazırlamış olur (Korvatska ve ark., 2002). 

 

2.4. Santral Sinir Sistemi (SSS) 

       

          , beyin, beyincik ve omurilikten oluşur.     dışında kalan bölümleri, periferik sinir 

sistemi (PSS) kapsamaktadır. P  ’de, başlıca gangliyonlar (sinir hücrelerinden meydana 

gelen topluluklar) ve sinirler bulunur.    ’nin oluşumunda genetik ve çevresel faktörler 

birlikte rol almaktadırlar (Greenough ve ark, 1987). Prenatal dönemden doğuma kadar çok 

fazla değişmeyen nöronal içerik, doğumdan sonraki dönemde budanma ve sinaptik 

bağlantıların olgunlaşması gibi önemli olaylar meydana gelmektedir.     nöronları 

arasında bilgi akışı elektriksel ve kimyasal iletim aracılığıyla gerçekleşmektedir. 

 örotransmitterler bahsedilen bu kimyasal iletimden sorumludurlar. Otizm, santral sinir 

sistemi (   )’ni etkileyen bir bozukluktur 
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2.4.1.  öron 

       

        inir dokusunun ana hücreleridir.  öron gövdesi, dendrit ve aksonlardan oluşurlar. 

 öronların çapı, 3 – 150 mikron arasında değişmektedir. Beyincikteki granüler hücreler en 

küçükleri iken, serebellumda bulunan Purkinje hücreleri en büyük nöronlardır.  öronlar, 

morfolojik açıdan yuvarlak, üçgen veya yıldız biçiminde gövdelere sahip olabilmektedirler. 

 öronlar, glia hücreleri hariç, postnatal dönemde  mitozla çoğalmazlar. Glia hücreleri, bir 

travma durumunda, çoğalar hasar giderici olarak görev yaparlar.  öronlar kimi zaman, iki 

çekirdek bulundurabilirler (Bergland, 2014).  irbirleriyle aksonları yardımıyla iletişim 

kurarlar.  u bağlantı yerlerinde bulunan ve sinaps adı verilen aralığa haberleşmelerini 

sağlamakta olan kimyasallarla nöral iletimi gerçekleştirirler.  u sinyalleşmede görevli 

kimyasallara nörotransmitterler denir.  

 

 

Şekil  :  öron  ü resinin elektron mikroskop görüntüsü. 

 

 



15 

 

       Postmortem çalışmalarda otizmli hastaların bazı beyin bölgelerindeki nöronlarda 

hacimce artış ve yaşın ilerlemesiyle nöronlarda hacimce ve sayıca azalış olduğu 

bulunmuştur.  u fiziksel belirtilerin, beyindeki hacim değişikliğinin altında yatan 

patofizyolojik süreçte önemli olduğu düşünülmektedir (Courchesne ve ark., 2004).  eyin 

hacmindeki artışın bulunmasıyla, yeni sinaps oluşumu, dendritik dallanma ve aksonal 

miyelinizasyondaki artış, ardından dendritik ve sinaptik budanmada azalma sonucunda 

karmaşık ve hedefe yönelik olmayan ağların gelişmesi gibi farklı hipotezler ortaya 

atılmıştır (Ulay ve  rtuğrul, 2009). 

2.4.2. Serebral korteks 

 

        oplam beyin hacmindeki artış bulgularının ardından yapılan yapısal görüntüleme 

çalışmalarında hacim artışının hangi beyin bölgelerinden kaynaklandığı anlaşılmaya 

çalışılmıştır ( parks ve ark. 2002). Çalışmaların sonucu göstermektedir ki, hacim artışı, 

başta serebral korteks olmak üzere, serebellum ve limbik sistem yapılarındaki beyaz ve gri 

cevher artışına bağlıdır. Hacim artışı bakımından farklı beyin bölgeleri karşılaştırıldığında 

sırasıyla en çok frontal, temporal ve  parietal loblardaki artış dikkat çekmiştir. Hacim 

artışının en yüksek olduğu bölge olan frontal lob incelendiğinde ise dorsolateral prefrontal 

korteks ve ön singulat korteksi barındıran medyal frontal kortekste hacim artışı 

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

        

2.4.3.  imbik yapılar 

 

      Otizm benzeri semptomların gelişimi ile ilgili olduğu düşünülen patolojik olayların 

amigdala ve hipokampus gibi beyin bölgeleriyle bağlantılı olduğu düşünülmektedir. 

Postmortem incelemelerde bu beyin bölgelerinde hacim bakımından  küçük fakat sayıca 

fazla miktarda nöronların bulunması yaygın görülen bir durumdur (Bauman ve Kemper, 

2005).  migdalanın hacmindeki artış, otizm tanısı konmuş bireylerde yapılan Yapısal 

MRG ( anyetik  ezonans Görüntüleme) çalışmalarında gösterilmiştir (Howard ve ark., 

2000).  unun yanında amigdala hacmi azalan veya normal bireylerle örtüşen vakalar da 

bulunmaktadır  (Eigsti ve Shapiro, 2003). Otizm ve başka türlü adlandırılamayan yaygın 
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gelişimsel bozukluk tanılı bireyler karşılaştırıldığında otizmli gruptaki amigdala hacminin 

daha fazla olduğu bulunmuştur ve bunun da sonuç olarak hastalık şiddeti ile ilişkili 

olabileceği belirtilmiştir.  rişkin otistik hastalarda hipokampal hacimler ise azalmış ya da 

normal olarak bildirilmektedir.  eseptif ( lıcı) konuşma alanı olması nedeniyle temporal 

lobun üstünde bulunan planum temporalin de konuşma merkezinin olduğu lobda büyük 

olması beklenir, fakat otizmli bireylerde bu asimetri saptanamamaktadır.  u bulgu otizmde 

erken gelişimsel bozukluğun bir işareti olarak kabul edilmekte ve otizmdeki dil 

bozukluklarının altında yatan patolojiden sorumlu olabileceği düşünülmektedir (Ulay ve 

 rtuğrul, 2009). 

2.4.4. Serebellum 

       Postmortem çalışmalarda en çok elde edilen bulgulardan birisi serebellumdaki Purkinje 

hücrelerinde azalmadır. Yapısal görüntüleme çalışmalarıyla, serebellum hemisferleri 

hacimce azalış saptanmış (Hashimoto ve ark., 1995; Courchesne ve ark., 2001), değişiklik 

saptanamamış veya hacim artışı saptanmıştır (Sparks ve ark., 2002).  u farklı sonuçların 

doğurabileceği etkiler ile ilgili çeşitli düşünceler vardır fakat hepsinin ortak yönü 

serebellumu n patolojiden en çok etkilenen beyin kısımlarından biri olduğu yönündedir. 

 rneğin Courchesne ve arkadaşları, frontal lob hacminin artmasıyla serebellum hacminin 

azalması arasındaki ilişkinin, serebellumdaki nöron sayısının azalması sebebiyle inhibitor 

sinyal iletimindeki yetersizlik sonucu eksitatör sinyal iletiminin arttığı ve sonucunda frontal 

büyümeye neden olabileceğini söylemişlerdir (Courchesne ve ark., 2004).  

2.4.5. Bazal Gangliyonlar ve Talamus 

 

 iteratürde, daha önceki yıllarda bazal gangliyonlardaki azalmadan bahseden daha fazla 

çalışma bulunmaktadır (Sears ve ark., 1999).  on yıllarda yapılan çalışmalarda bazal 

gangliyonların çekirdek hacmindeki artış dikkat çekmektedir.  tizmde talamus hacminde 

daha önce herhangi bir farklılık saptanmamış olmasına karşın (Herbert ve ark., 2003), yakın 

dönemde yapılan bir çalışmada yüksek işlevli erkek hastalarda toplam beyin hacmine göre 

düzeltildiğinde talamus hacminde azalma gösterilmiştir ( satsanis ve ark., 2003) 
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2.5. Otı zmde  şlevsel Beyı n Görüntülemesı  

 

       Otizmin pek çok farklı çevresel, biyolojik ve genetik faktörlerin etkileşimi ile ortaya 

çıkan heterojen nöropsikiyatrik bir bozukluk olduğu bilinmektedir.  tizmin olası etiyolojik 

etmenlerini, nöroanatomisini ve patofizyolojisini araştırmaya yönelik çok sayıda yapısal ve 

işlevsel beyin görüntüleme çalışması yapılmıştır. 

       Yapısal beyin görüntüleme çalışmaları ile pek çok farklı anatomik değişiklikler ortaya 

konmuştur ki, bu da gelişimin erken dönemlerinde nöron ağlarında olan yaygın bir 

bozukluğa işaret etmektedir (Bauman ve Kemper, 2005).  

         şlevsel beyin görüntüleme çalışmalarında dil ve sosyal biliş alanında işlev gösteren 

temporal lob ve amigdalada etkinlik farklılıkları saptanmıştır (Shultz ve ark., 2000). Otistik 

bireyler dil ve sosyal biliş alanında, beyinlerinin etkin olarak fonksiyon göstermesi gereken 

beyin kısımlarını etkinleştirememekte ve de farklı alanları etkinleştirerek aynı fonksiyonları 

farklı kısımlara üstlenmeye çalışmaktadır (Baron-Cohen ve ark., 1999). Beyindeki normal 

gelişim süresi boyunca meydana gelen değişikliklerin netleştirilememiş olması otizmin 

etiyolojisini anlamak için gerekli adımların atılmasını güçleştirmektedir.  şlevsel beyin 

görüntüleme çalışmaları nörogelişimsel bir bozukluk olan otizmin nörobiyolojisinin 

aanlaşılmasında önemli bir yere sahiptir.  
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3. G R Ç V   Ö   M 
 

3.1.  ü re  ültürü  önteminin  emel  şamaları 

 

3.1.1.  ü re  ültürü  çin Gerekli  i azlar ve  imyasal Malzemeler 

 

       Hücre kültürü çalışmaları için gerekli donanımdaki araç-gereçler: laminar akımlı kabin, 

karbon dioksit (CO2) etüvü, faz kontrast mikroskop, hücreleri saklama için sıvı azot tankı 

ve hücrelerin üremeleri için gerekli tutunma ve hareketlerine olanak sağlayacak toksik 

olmayan, biyolojik olarak inert ve optik olarak saydam, tek kullanımlık steril plastik 

petrilerdir. 

 

3.1.1.1. Laminar Akımlı  abin ( aminar flow  ood) 

 

        aminar akım kabininde havadaki partikülleri uzaklaştıran H P  (high efficiency 

particible) filtre kullanılır.  rtamda kısa dalga boylu U  ışığında her zaman için steriliteye 

katkıda bulunur.  eneyden önce  ve sonra UV ışık açık bırakılır. Her kullanımdan sonra 

ortam %70’lik etanol ile temizlenir.  ullanılan horizontal kabinler Class C olarak da 

bilinen doku kültürü laboratuarlarında daha çok ürün korumaya yönelik olarak kullanılan, 

kabinlerdir.  

 

3.1.1.2. CO2  nkübatörü 

 

       Hücreler %5–10 CO2’li ortamda çoğalırlar. Çünkü ortamın C 2 içeriği medium 

NaHCO3/ karbonik asit (H2CO3) dengesinde önemli rol oynar.  u nedenle kültüre alınan 

kültür flask ve petrilerinin kapakları gaz giriş çıkışına uygun olmalıdır.  nkübatörlerin 

kapısı uzun süreli açık tutulmamalı, sıcaklık kaybı ve kontaminasyon riski göz önünde 

bulundurulmalıdır.  rtamdaki nem dengesi açısından inkübatördeki su kabının daima temiz 

ve dolu olması önemlidir.  ültür ortamının optimal sıcaklığı kullanılan organizmanın vücut 

sıcaklığına uygun olmalıdır. Genellikle 36,5–37 C hücre kültürleri için uygun sıcaklıktır. 
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3.1.1.3. Mikroskop 

 

        nvert faz kontrast mikroskobu hücre kültürü çalışmalarında çok önemlidir.  ültür 

devam ederken hücrelerin büyümesi, morfolojik özellikleri ve kontaminasyon olup 

olmadıgı invert mikroskopta takip edilir.  ormal arastırma ışık mikroskobu (floresan 

atasmanlı) kültür sonrası testler (canlılık, sitogenetik, hücre sayımı vb.) için gereklidir. 

Hücreleri gözlemek için de faz kontrast mikroskoplar kullanılır. 

 

3.2.  ü re  ültürü  

 

       SH- Y5Y (  CC) nöroblastoma hücreleri önerilen besiyerinde % 5 CO2 içeren nemli 

37
o
C’lik etüvde  ulbecco’s  odified  agled  edium (    )  besiyerine % 10 fetal sığır 

serumu ve 100U/ml Penisilin/Streptomisin ve L-Glutamin eklenmesi ile elde edilen tam 

besiyerinde büyütülmüşlerdir. Her 4-5 günde bir, hücre yoğunluğuna ve deneysel 

ihtiyaçlara bağlı olarak pasajları gerçekleştirilmiştir.  

 

3.3. SH-SY5Y  ü relerinin Farklılaştırılması 

 

       SH- Y5Y insan nöroblastoma hücre hattı %10 F  , 2m  glutamine, 100U/ml 

100U/ml Penisilin/Streptomisin ve L-Glutamin, %0.1 non esansiyel aminoasit içeren 

     medyumda,  37 C %5 CO2 içeren inkübatörde kültüre edilmiştir. Hücre medyumu 

her 3 günde bir değiştirilerek %90 yoğunluğa ulaştıklarında pasajlanmıştır.  ütün 

uygulamalar hücreler %75 yoğunluğa ulaştıklarında yapılmıştır. Hücreler ekildikten 24 saat 

sonra kültür medyumundaki F   oranı %1 e düşürülerek ve 4. 7. ve 10. günlerde 10 μ  

retinoik asit eklenerek farklılaştırma başlatılmıştır. Hücrelerdeki morfolojik farklılaşmayı  

değerlendirmek için 4. 7. ve 10. günlerde invert mikroskop altında analiz edilmiştir. 

 

3.4. SH-      ü re  attına   F-α Uygulaması 

 

        öral kök hücreler ve farklılaşmış nöron hücreleri, kültür ortamında 8. günlerindeyken 

hücre medyumuna 10μ    F-α eklenmiştir. 
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3.5. RNA izolasyonu 

 

       10 milyon hücre için 1 ml tri-reagent eklenerek pipetaj yaptıktan sonra 5 dak oda 

ısısında bekletildi. 200 ul kloroform eklendi. 15 sn vorteks edildikten sonra 2-3 dak oda 

ısısında bekletildi.  onrasında 15 dak +4 derecede santrifüj yaoılarak üst faz yeni bir tüpe 

konuldu. 500 ul izopropanol eklenir. Vortekslenip 5-10 dak oda ısısında bekletildi. 10 dak 

+4 derecede santrifüj  upernatant atıldı. 750 ul 75%  t H eklendi. 5 dak +4 derecede 

santrifüj  upernatant atıldı. 10 dak buzda bekletilerek alkol uçuruldu.  50 ul    ase free 

su eklenip     pelleti çözüldü. 5 ependorfa bölünerek -80 derecede saklandı. Her tüp tek 

kullanımlık olacak şekilde hazırlandı böylece    ’nın bozunması engellendi. 

3. . R  ’dan  D    azırlanması 

 

       cDNA (complementer  eoksiribo  ükleik  sit) sentezlemek için SensiFAST cDNA 

 ynthesis  it kullanıldı.  itin protokolüne göre;  master karışımı hazırlamak için 1ug 

   , 4 μl 5x  rans mp tamponu, 1μl Reverse transkriptaz enzimi ve 20 μl’ye 

tamamlayacak kadar   ase/  ase free su eklendi.  sı döngü cihazında 25
o
C 10 dakika, 

42
o
C 15 dakika, 48

o
C 15 dakika, 85

o
C 5 dakika ve son olarak 4

o
C inkübasyon olacak 

şekilde program ayarlandı.  

3.6. RT (Real-Time) PCR 

 

          PC   oche  ightCycler® Fast tart      aster  Y   Green   ile yapıldı.  itin 

ön hazırlıkları için;  eaksiyon karışımı eritilerek, enzimden 10 μl içerisine eklendi, 

pipetajla karışıtırıldı ve kullanana kadar ışıktan uzakta, ve buzda bekletildi.  oplam 10 μl 

hacimde PC  karışımı hazırlamak için dH2 , Primer karışımı,  gCl2 ve  aster karışımı 

kitin protokolünde belirtilen miktarlarda eklendi.  oche  ightCycler  ano cihazında 

sırasıyla, 95
o
C’de 600 sn bekleme, çoğaltma evresinde 95

o
C - 60

o
C - 72

o
C 45 döngü, 

95
o
C’de 30 sn bekleme, erime evresinde 40

o
C den 60

o
C’ye son olarak da 40

o
C’de 30 sn 

bekleme şeklinde protokol düzenlendi ve çalıştırıldı.   
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3.7. P53 ve Kaspaz-3 Protein düzeylerinin   I    it ile  pektrofotometrik  nalizi 

 

       TNF-α’nın kaspaz-3 ve p53 proteinlerinin düzeyinde meydana getirdiği değişiklikleri 

tespit etmek için  C   Path can®  poptosis Multi-Target Sandwich ELISA kiti kullanıldı. 

Bu TNF-α’nın  kaspaz-3 ve p53 proteinlerinin düzeylerine etki gösterip göstermediklerini 

belirlemek için yapılmıştır.  it için aşağıdaki protokol uygulanmıştır. 

       Hücre  izatının Hazırlanması: 

       SH- Y5Y kontrol ve    ile farklılaştırılıp   F-α uygulanan hücrelerin medyumu 

uzaklaştırıldı. Hücreler 1 kez soğuk P   ile yıkandı. P   uzaklaştırıldı ve 0.5 ml soğuk 1X 

hücre lizis tamponu eklendi hücreler 5 dk buzda inkübe edildi. Hücreler toplandı ve 

ependorfa aktarıldı.  izat buzda bekletildi.10 dk. 4 
o
C’de santrifüj edildi.  lde edilen 

süpernatant hücre lizatıdır. 

        est Prosedürü: 

        ikrokuyucuklar oda sıcaklığına geldikten sonra, her mikrosantrifüj tüpüne 100μl 

örnek eklendi ve birkaç saniye vortekslendi. Hücre lizatları, uygun kuyucuklara eklendi. 

 stü bantla kaplandı ve geceboyu 4 
o
C’de inkübasyona bırakıldı.  ant çıkarıldı ve 

kuyucuklar yıkandı. Her kuyucuk, 4 kez 200μl 1X yıkama tamponuyla yıkandı. Her 

yıkamada, plate, içindeki solüsyonu boşaltmak için kağıt havlunun üzerine ters çevrildi. 

 ikropleytin altı temizlendi. Her kuyucuğa 100μl uygun belirleyici antikor (detection 

antibody) eklendi.  zeri bantla kapatıldı ve 1 saat 37 
o
C’de inkübe edildi. Yıkama 

prosedürü tekrarlandı. Her kuyucuğa, 100μl uygun H P-bağlı ikincil antikor(H P-linked 

secondary antibody) eklendi.  zeri bantla kapatıldı ve 30 dk. 37 
o
C’de inkübe edildi. 

Yıkama prosedürü tekrarlandı. Her kuyucuğa 100μl     substratı eklendi.  zeri bantla 

kapatıldı ve 10 dk. 37 
o
C’de inkübe edildi. 100μl    P solüsyonu eklendi.  irkaç saniye 

hafifçe karıştırıldı. 30 dk. içinde 450nm’de spektrofotometrik ölçüm yapıldı. 

 

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

 rasındaki  olakların  aptanması 

 

       BIOGRID ile herhangi iki gen arasındaki en kısa yolağı  bulmak için algoritma yazıldı. 

 u algoritma kullanılarak   F-α ile GRID2, TNF-α ile  aspaz-3 ve TNF-α ile p53 
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arasındaki etkileşimi saptamak için bu iki genin arasındaki en kısa yolak; matriks çarpımı 

yöntemiyle protein-protein etkileşiminin ağ olarak gösterilmesi ve matrikse 

dönüştürülmesiyle bulundu. Son olarak da bu yolaklardaki  genler listelendi. 

 

4. BULGULAR 
 

4.1. SH-      ü relerinin Farklılaştırılması Deneyi 

 

       Farklılaştırma protokolüne göre 10 uM RA ile muamele edilen SH- Y5Y hücreleri, 7 

gün boyunca inkübatörde gerekli şartlar altında bekletildi. 1. ve 7. günlerde invert 

mikroskop kullanılarak kontrol grubu ve  farklılaştırılan hücrelerin fotoğrafları çekildi. 

Şekil 7, Şekil 8 ve Şekil 9’da 1. Günden başlanarak  H- Y5Y hücrelerinin nöron 

hücrelerine farklılaştığı, akson oluşumu ve hücre morfolojisinin değişimi ile gösterilmiştir. 

  

Şekil 6: %10 FB  içeren DM M/F12 medyum içerisinde büyütülen kontrol grubu   -SY5Y 

 ü relerinin ( ) ve 10μM R  ile muamele edilerek farklılaştırılmaya başlanan   -      ü relerinin 

(B) 1. gündeki ışık mikroskobu ile çekilmiş fotoğrafları. 
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Şekil 7: %10 FB  içeren DM M/F12 medyum içerisinde büyütülen kontrol grubu   -SY5Y 

 ü relerinin ( ) ve 10μM R  ile muamele edilerek farklılaştırılmaya başlanan   -      ü relerinin 

(B- ) 7. gündeki ışık mikroskobu ile çekilmiş fotoğrafları 

 
 

Şekil 8: SH-      ü relerinde R  uygulaması sonrasındaki 7. günde gözlemlenen morfolojik 

değişikler olan, akson oluşumu ve gövdenin üçgenleşmesinin ışık mikroskobu ile gösterilmesi. 
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4.2.  zole edilen R  ’ların  garoz Jel  lektroforez  öntemiyle Gösterilmesi. 

 

        zole edilen ve  t r işaretlemesi yapılan    ’lar %2‘lik  garoz jelde 30 dakika 

yürütülerek U  görüntüleyici altında görüntülenmiştir. 

 

Şekil 9:  zole edilen R  ’ların agaroz jel elektroforez sonu unun görüntülenmesi. 

                          

 

4.3. P53 ve Kaspaz-3 Protein Düzeylerinin Ölçümü  

 

       Spektrofotometrik ölçüm sonucunda elde edilen değerler  P   ile analiz edildi. SH-

 Y5Y nöral kök hücrelerine göre p53 protein düzeyinin  H-SY5Y TNF (+), farklılaşmış 

kontrol, farklılaşmış   F (+) hücrelerinde azaldığı bulunmuştur.  aspaz-3 protein düzeyi 

ise TNF (+), farklılaşmış kontrol grubu, farklılaşmış   F (+) hücrelerinde kontrol grubu 

hücrelerine oranla artmış olarak bulunmuştur. 
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 ablo 1.   pektrofotometrik ölçüm sonu unda elde edilen değerlerin ortalamalarının ve standart 

sapmalarının tablo  alinde gösterimi. 

  p53 Kaspaz-3 

 

 

 

SH-SY5Y 

  öral kök hücre 0.326±0.0007 0.103±0.0003 

  öral kök hücre TNF (+) 0.339±0.122 0. 78±0.0071* 

 Farklılaşmış 0.198±0.6 0.639±0.0006* 

 Farklılaşmış TNF (+) 0.150±0.134 0.717±0.0183* 

 

 

Şekil 10: Kaspaz-3 protein düzeyinin R  ve   F uygulaması sonrasındaki değişimi. (*p<0.05 kontrole 

göre anlamlı olarak farklı). 

    

 

 

 

 

 

* * 

* 
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Şekil 11: p 3 protein düzeyinin R  ve   F uygulaması sonrasındaki değişimi. 

 

 

4.4. Real-Time PCR ile GRID2 Gen  kspresyon Düzeyindeki Değişikliklerin Ölçümü 

 

       Real- ime PC  deneyi sonucunda, kontrol grubu hücreleri ile  H-SY5Y TNF (+) 

hücreler arasında anlamlı bir farklılık bulunmamıştır. SH- Y5Y nöral kök hücreler ve SH-

SY5Y farklılaşmış hücreler arasında önemli ölçüde bir ekspresyon farkı bulunmuştur. 

Farklılaşmış SH- Y5Y hücrelerinde GRID2 ekspresyonun %44 azaldığı gözlenmiştir. 

Farklılaşmış hücrelere   F uygulandığı zaman GRID2 ifadesinin kontrole gore %55 

oranında azaldığı bulunmuştur.  
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Şekil 12: R  ve   F uygulamasından sonra, GRID2 geninin ekspresyonundaki azalma grafiği 

(*p<0.05 kontrole göre anlamlı olarak farklı). 

 

 

 

 

 

4.5. BIOGRID ile  apılan Biyoinformatik  naliz ile   F-α’nın GRID2 Gen 

 kspresyonu  zerindeki  tki Mekanızmasının Gösterilmesi. 

        

       BioGRID
3.4

 interaksiyon havuzundan elde edilen TNF-α’nın etkileşim ağı 

bulunmuştur.  yrıca BioGRID
3.4

 biyoinformatik yazılımı kullanılarak. TNF-α’nın GRID2 

ekspresyonunu C C42 ve G PC üzerinden etkilediği bulunmuştur. 

 

 

 

 

 

* 

* 
* 

http://thebiogrid.org/
http://thebiogrid.org/
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Şekil 13: BioGRID
3.4

 interaksiyon  avuzundan alınan   F-α etkileşim ağı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://thebiogrid.org/
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Şekil 14: TNF-α’nın GRID2 ekspresyonunu baskıladığını gösteren yolağın şeması. 

 

 

 

 

Şekil 1 : TNF-α’nın kaspaz 3 düzeyindeki değişimi etkilemesinin olası yolakları 
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Şekil 16:Tnf -α’nın p 3 düzeyindeki değişimi etkilemesinin olası yolakları 
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5.   R IŞM  
       

         tizm, hafif ve atipik formları ile oldukça sık rastlanan nörogelişimsel hastalıklardan 

biridir (Korkmaz, 2010).  ardeşlerde, normale oranla 10-100 kez daha fazla risk 

bulunmaktadır.  onozigotik ikizlerde uyum geniş otizm fenotipi düşünüldüğünde yaklaşık 

%90, dizigotik ikizlerde ise %0-24 arasıdır ( zatmari ve ark, 2002). Çeşitli çalışmalarda 

otizmle yakından  ilişkili bazı genler saptanmıştır.  u genler değişik gruplara ayrılabilir.  

Reelin, BCL-2, Engrailed-2, WNT gibi nörogenez ile ilgili olanlar, serotonin ve glutamat 

reseptör gen varyantları gibi biyokimyasal süreçleri denetleyenler,   NF, MECP2, 

nöroligin gibi dendrit ve sinaps gelişimi ile ilgili olanlar (Polleux, 2002) bulunmaktadır. 

Bununla birlikte otizmin sadece genetik nedenlere bağlı bir hastalık olmadığını, çevresel 

nedenlerin de etken olduğunu düşündüren bulgular vardır.  ncelikli olarak otistik bir 

çocuğun tek yumurta ikizinin her zaman otistik olmaması, sonradan oluşan beyin hasarına 

bağlı olabileceği bu yargıyı açık bir şekilde ortaya çıkarmaktadır.  yrıca otistik çocukların 

gebelik ve doğum öykülerinde komplikasyonlar olması, ilk 1 ay içinde daha sık enfeksiyon 

(genitoüriner, gastrointestinal enfeksiyon), artmış anne/baba yaşı, bazen tamamen normal 

bir doğum ve gelişimi takiben 8 ay-2 yaş arası tüm otistiklerin 1/3’ünde görülen gerileme, 

bağışıklık sistemi bozuklukları görülmesi, immünolojik bozukluklar ve minör fiziksel 

anomalilerin varlığı da çevresel etkenleri düşündürür ( malley ve Collins, 1998). Yapılan 

bir çalışmada otizmin yüksek eğitimli kişilerin yaşadığı bölgelerde ve üniversite mezunu 

olan ebeveynlerde 4 kez daha fazla görüldüğü saptanmıştır; bunun nedeni bu tip ailelerin 

semptomların farkına varıp bir uzmana daha fazla başvurmaları olabilir ( eter ve ark, 

2010). Çevresel etkiler içinde anneden kaynaklanan etkiler, nörotoksin ve potansiyel çevre 

kirleticilerine maruz kalma araştırmacıların dikkatini yoğunlaştırdığı alanlar olmuştur 

( orrente ve ark, 2002).  eğişik çalışmalar otizmde %60 hastada değişik tipte anormal 

hücresel ya da humoral yanıtlara ilişkin immunolojik bozukluklar göstermiştir ( icinio ve 

ark, 2002).  tizmin görüldüğü ailelerde otoimmun bozuklukların, örneğin tip   diabet, 

erişkin romatoid artrit, hipotiroidizmin sık olduğu gösterilmiştir. Otizmli hastalarda 

prenatal dönemde beyin gelişiminde olumsuz etkiye neden olan ve anneye ait otoantikorlar 

saptanmıştır (Comi ve ark, 1999).  yrıca, hücresel düzeyde yapılan deneyler sonucu elde 

edilen veriler, glutamat stimülasyonu ile ilişkili nöronların oksijen radikalleri oluşumu ile 
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etkileştiklerini göstermiştir.  u radikaller, tekrar hem glutamat salınımına hemde geri alım 

inhibisyonuna neden olurlar; böylece sürekli bir döngü gerçekleşir ( recht ve ark., 2001). 

Glutamat eksitotoksisitesi, apoptotik bir nörodejenerasyonu tetikleyebilmektedir.  Otizmli 

bireylerde glutamaterjik transmisyondaki bozukluk, glutamat reseptör genlerinin 

işlevlerindeki disfonksiyonlarla ilişkilidir (Carlson, 2011). 

       Çalışmamızda, otizm ile ilişkili GRID2 glutamat reseptörünün, nörodejenerasyonun 

tetiklenmesindeki etki mekanizmasını anlamaya yönelik hücresel modellemesini 

oluşturduk. GRID2’nin yeni  tanımlanmış bir glutamat reseptörü olması ve fizyolojik etki 

mekanizmasının nasıl olduğu ile ilgili sınırlı çalışma bulunması nedeniyle, GRID2 reseptör 

geninin kontrol mekanizmalarının anlaşılması oldukça önemlidir. 

        ncelikle    ile farklılaştırdığımız ve 24 saat TNF-α ile muamele ettiğimiz SH-SY5Y 

insan nöral kök hücrelerinde nörodejenerasyonu tetikledik.  H- Y5Y hücrelerinde   F-α 

stimülasyonu kaspaz-3 protein düzeyinin artışına ve GRID2 gen ifadesinin azalmasına 

neden olmuştur.  aspaz-3 protein aktivasyonu bir çok nörodejeneratif hastalıkta belirleyici 

bir biyogöstergeçtir ( ’ melio ve ark., 2012). Bu aktivasyonun GRID2 reseptör düzeyinin 

azalışına neden olması, GRID2 reseptör gen ifadesinin nörodejenerasyonda düzenleyici rol 

oynadığını ve onun bu etkisinde TNF-α’nın uyarıcı etkisi olduğunu göstermektedir. TNF-

α’nın uyarısıyla apoptotik yolakta anahtar protein rolü üstlenen kaspaz-3’ün artışı  

nöroinflamasyonla nörodejenerasyonun aralarındaki ilişkinin önemini göstermektedir. P53 

düzeyinde anlamlı bir değişim görülmemesi, GRID2 gen ifadesinin düzenlenmesindeki 

sinyal yolağının spesifik olarak kaspaz-3 üzerinden gerçekleştiğini göstermektedir.         

       Yaptığımız biyoinformatik analizler, TNF-α’nın GRID2 gen ifadesindeki azaltıcı 

etkiyi, Cdc42 ve GOPC genlerini aktive ederek gerçekleştirdiğini göstermektedir. TNF-α  

bu etkisini farklılaşmamış nöral kök hücrelerde de göstermekle birlikte, farklılaşmış 

nöronlarda bu etkisini 2 kat arttırmıştır.  öron farklılaşmasının da GRID2 gen ifadesini 

azaltması   F-α etkisinin 2 kat artmasına neden olmuştur. Otizmde meydana gelen 

glutamat artışının, glutamat reseptör gen ifadesinin azalmasından kaynaklandığını ve bu 

azalmada  TNF-α’nın etken olduğunu düşünmekteyiz. 

 Çeşitli çalışmalarda otizmli hastaların plazma ve beyin omurilik sıvılarında TNF-α 

düzeyinin arttığı gösterilmiş ve   F-α’nın otizm biyogöstergeçi olup olamayacağı 

tartışılmıştır (Xiaohong ve ark., 2009). Ancak TNF-α’nın glutamat reseptör gen ifadesini 
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kontrol eden sinyal yolağının moleküler mekanizması bilinmemektedir.  u anlamda 

yaptığımız çalışma,   F-α’nın GRID2 gen ifade düzenlenmesindeki rolünü ve etki ettiği 

sinyal yolağını gösteren ilk çalışma olmuştur.    

       Yapılan bu çalışmada, otizmin moleküler mekanizmasında rol oynayan  glutamate 

reseptör düzeyinin düzenlenmesinde nörodejeneratif ve nöroinflamasyonel faktörlerinin 

etkileşimi aydınlatılmaya çalışılmıştır. Yaptığımız analizler, TNF-α’nın Cdc42 ve GOPC 

genlerinin aktivasyonu üzerinden GRID2 geninin ifadesinin baskılandığını göstermiştir. 

Glutamaterjik yolakta oldukça önemli bir role sahip olan GRID2 geninin anlatımının, 

dolayısıyla glutamat reseptör sayısının azalmasının glutamaterjik yolağın regülasyonunun 

bozulmasına ve glutamatın sinapslardaki düzeyinin artmasına neden olduğunu 

düşünmekteyiz. Glutamat düzeyinin artışı, otizm bulgularının en önemlilerinden bir 

tanesidir.  ynı zamanda immün sistem bozukluğu da, otizm tanısı konmuş hastalarda 

oldukça sık görülmektedir.  ulduğumuz sonuçlara göre, TNF-α’nın GRID2 reseptör 

geninin ifadesini kontrol ettiği görülmektedir.  kinci olarak TNF-α; kaspaz-3 apoptotik 

kaskadının aktivasyonunu sağlayarak, nörodejenerasyona sebep olmaktadır.  tizmli 

hastalardaki en önemli bulgulardan birisi olan nöron sayısındaki azalmadır.  urduğumuz 

deney düzeneğinde, SH- Y5Y hücre hattına TNF-α uygulamasıyla otizmin nörodejeneratif 

temellerinin hücre kültürü koşullarında bir modelini oluşturduk. GRID2 reseptör geninin 

ifadesinin azalmasıyla kaspaz-3 artışı arasında ters ilişki olduğunu gözlemledik. 

        lde ettiğimiz sonuçlara göre TNF-α ve GRID2 arasındaki ilişkinin tek yönlü 

olmayabileceği de düşünülmektedir. G   2 gen ekspresyonunun düzenlenmesiyle, TNF-α 

düzeyinin değişmesi de gözlenebilir fakat bu ilişkiyi göstermek için bu çalışmanın 

ilerletilmesi gerekir. 

       Uberti ve arkadaşları, yaptıkları çalışmada      tip glutamat reseptörleriyle p53 ün 

artışının ters orantılı olduğunu bulmuştur. GRID2 reseptörü ile p53 arasında anlamlı bir 

ilişki bulunmaması her iki reseptörün farklı sinyal yolakları üzerinden düzenlendiğini 

göstermektedir. 

       Selimi ve arkadaşlarının 2001 yılındaki çalışmasında Purkinje hücrelerinin 

apoptozlarını göstermek için GRID2 delesyonlu fareler kullanılmış ve aktif kaspaz-3 

düzeyinin artmış olduğu bulunmuştur. Biz TNF-α stimülasyonuyla oluşturduğumuz 

nörodejenerasyon modelinde TNF-α sinyal yolağı üzerinden kaspaz-3’ün GRID2 reseptör 
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gen ifadesini azaltığını gösterdik.  u sonuçlar GRID2 reseptöre gen ifadesi artışının 

kaspaz-3’ü dolayısıyla nörodejenerasyonu baskılayacağı etkisi olabileceğini 

göstermektedir.  öronlarda retrovirüsle GRID2 geninin mi    enfeksiyon tekniği 

kullanılarak GRID2 gen ifadesinin arttırılmasının nörodejenerasyonu engelleyici etkisi 

olabileceğini düşünmekteyiz ve in vitro olarak TNF-α sinyal yolağı ile ilgili bulduğumuz 

sonuçlar otizmde   F-α düzey artışının biyogöstergeç olabileceği görüşünü güçlendirici 

niteliktedir. 
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6.  O UÇ V  Ö  R   R 

 

 onuç olarak, bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-α’nın nöral kök hücrelere 

muamelesi ile GRID2 gen anlatımını değiştirerek, otizmin etiyolojisinde rol oynadığı ve 

artmış glutamat düzeyi ile de ilişkili olduğu söylenebilir. 

Kaspaz-3 protein düzeyindeki artışın,   F-α stimülasyonuyla gerçekleşmesi de nöral 

dejenerasyonda immün sistemin kritik bir rol üstlendiğini göstermiştir.  aspaz-3 apoptotik 

kaskadı aktive ederek nörodejenerasyona neden olmaktadır. 

GRID2 reseptörü ile p53 arasında anlamlı bir ilişki bulunmaması bu iki proteinin 

fonksiyonlarının farklı sinyal yolakları üzerinden düzenlendiğini göstermektedir. 

Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlar, TNF-α’nın otizmin moleküler 

mekanizmalarında önemli bir rolü olabileceği ve hastalığın biyogöstergeci olarak 

kullanılabileceği görüşünü desteklemektedir.  

 tizmin moleküler düzeyde anlaşılabilmesi için yapılan bu çalışmanın ilerletilmesi, 

otizm tanısında biyobelirteç olarak kullanılabilecek bir keşif ve tedavi için yeni yaklaşımlar 

sunacaktır.  unun için, TNF-α’nın GRID2’yi baskılamak için kullandığı yolaktaki diğer 

proteinler Cdc42 ve G PC’nin protein düzeyindeki değişimleri ve gen anlatım profilleri de  

incelenmelidir. 
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