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OTiZMDE MiKRORNA’LAR iLE ILISKIiLi HEDEF GENLERIN
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OZET

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), kompleks davranis fenotipi ile teshis edilen, etiyolojik
ve klinik olarak heterojen norogelisimsel bozukluklarin bir grubudur. Klinik bulgularin
heterojenlik  gostermesi hastalik altinda yatan mekanizmalarin agiklanmasini
zorlagtirmaktadir. Klinik arastirmalar genetik ve cevresel faktorlerin otizmin gelisiminde
temel bir rol oynadigini gostermistir. MikroRNA (miRNA)’lar, transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel seviyelerde gen ekspresyonunun diizenleyicileridir. Son yillarda yapilan
calismalarin bazilar1 otizmli bireylerde miRNA ekspresyon paternlerinin degisimine
odaklanmistir. Her bir miRNA tarafindan yonlendirilen ¢oklu mRNA hedeflerinin
translasyonel kontroliindeki anormallikler OSB’lilerde goézlenen fenotip farkliliklarina
yol agabilir. Bu tez calismasinda, DSM-IV ve DSM-V tani kriterlerine gore OSB tanis1
konulan 50 hasta ile 50 saglikli kontrolde, miRNA’larin (miR-3613-3p, miR-19a-3p)
hedefinde olan ve otizmde aday gen olarak gosterilen genlerin (POGZ, PTEN)
ekspresyonlarmni arastirdik. Arastirmanm sonucunda POGZ geninin hasta bireylerde
kontrollere gore daha fazla eksprese oldugu ve bu genin ekspresyonunun hasta erkeklerde
anlamli oldugu bulundu. PTEN gen ekspresyonunun ise hastalarda kontrollere gore daha
az oldugu ve istatistiksel acidan anlamsiz oldugu tespit edildi. Ayrica biligsel gerilige
sahip hastalar ve bu genlerin ekspresyonunun iligkisi de arastirilmis olup, bu sonuglar
anlamsiz olarak rapor edildi. Sonu¢ olarak daha fazla hasta sayisiyla miRNA’larin
hedefinde olabilecek diger olasi aday genlerin de arastirilmasini ve ¢ikan sonuclarin

otizmin farkl klinik bulgulariyla karsilastirilmasini 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Otizm, Otizm Spektrum Bozuklugu, miRNA, PTEN, POGZ
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INVESTIGATION OF TARGET GENE EXPRESSIONS ASSOCIATED WITH
MICRORNA'S IN AUTISM
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ABSTRACT
Autism spectrum disorder (ASD) is a group of etiologically and clinically heterogeneous
neurodevelopmental disorders diagnosed by the complex behavioral phenotype. The
heterogeneity of clinical findings makes it difficult to explain the mechanisms underlying
the disease. Clinical trials have shown that genetic and environmental factors play a
fundamental role in the development of autism. MicroRNAs (miRNAs) are regulators of
gene expression in transcriptional and post-transcriptional levels. Some of the recent
studies have focused on the modulation of miRNA expression patterns in autistic
individuals. Abnormalities in the translational control of multiple miRNA targets directed
by each miRNA may lead to phenotype differences observed in ASDs. In this thesis, we
investigated the expression of genes (POGZ, PTEN) which are shown as candidate genes
in autism and targeted miRNAs (miR-3613-3p, miR-19a-3p) in 50 patients with ASD
diagnosis according to DSM-IV and DSM-V diagnostic criteria and 50 healthy controls.
As a result of the study, it was found that the POGZ gene was more exaggerated in
patients than controls and the expression of this gene was significant in the sick men.
PTEN gene expression was found to be lower in patients than controls and statistically
insignificant. In addition, the relationship between the expression of these genes and
patients with cognitive deficits has been investigated, and these results have been
reported as meaningless. As a result, we recommend that to investigate other possible
candidate genes which may be the target of miRNAs in larger numbers of patients and

compare the results with different clinical manifestations.

Key Words: Autism, Autism Spectrum Disorders, miRNA, PTEN, POGZ



vii

ICINDEKILER

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ........cceviiiiieieeeeeeieeeeeeee e i
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI .......coooiiiiieeieeieeeeeeeeeeeeeee e, i
(00NN PO 1il
TESEKKUR ..ottt es e aeesesenens iv
OZET .ottt v
ABSTRACT ...ttt vi
ICINDEKILER .......ooviuiioieeieeeeeeeeeeeeeeeee et vii
KISALTMALAR ve SIMGELER .........c.cocouiiiiieiieieeeeeeeee e ix
TABLOLAR LISTESI.......ooiiiiiiiiieieieeeeece e xi
SEKILLER LISTEST ..ottt xii
L.GIRIS VE AMAGC .......cooiiiiiieieeeeeeeeeee ettt 1
2.GENEL BILGILER ........c.ccooiiiiiioieieieeeeeeeeee e, 3
2.1.0TiZM SPEKTRUM BOZUKLUKLARI ........ccccccoevevevereieeeeeeeeree 3
2.1.1.Tanim1 Ve TaritnCesi....cccooviiiiiiiiiiiiiiiiieceeiee e 3

2.1 2.0UZIM ¢ttt 4
2.1.3.Asperger Sendromu ...........coovvuuieieriiiiieenniieee e 4

2.1.4.Bagka Tiirli Adlandirilamayan Yaygim Gelisimsel Bozukluklar..... 5

2.2. OTIZMDE EPIDEMIYOLOJIK CALISMALAR ........cocoovoviveveeeeererenn. 5
2.3.0TiZM KLINIGINDE GORULEN FENOTIPLER ...........cccoceoevevivrrrnnnne. 6
2.4.0TIZM GENETIG ......cooviiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 7

2.4.1. Kromozom ANAlIZIEIT .......ooovuuiiiiiiieiiiieeeeeeee e 8

2.4.2.Baglant1 ve Iliski Caltgmalari..............cocoevevevererererereeeerrcneneenann, 8

2.4.3.Kopya Sayist Degisimleri (CNV)........ccovviiiiiiniiiiiiiniieeeniieeeee 9

2.4.4 Molekiiler Genetik Calismalar............ccoevviiieiiniiiiiiniiieeeeneeen 11

2.5. ADAY GEN YAKLASIMI: OTIZMDE ADAY GENLER........................ 12

2.6. OTIZMDE CEVRE ETKILESIMLERLI...........c.ccooeiiiiiiceeeeeee 13

2.7. EPIGENETIK DEGISIMLERIN OTIZME ETKISI.........cocoovevvviviviiinnnn. 14

2.8. MikrORNA (INIRNA) .......coovoieieieeieieieeeeeeeeeceeeee e 15

2.8.1. miIRNA’nm Genomik Organizasyonu, Biogenezi ve Fonksiyonu 18
2.8.2. Otizmde miRNA Caligmalari..........cccceevviiiiiiniiiiiiiniiieeeee, 21
2.9. Arastirdigimiz Genler Hakkida Genel Bilgi.........ccceeeevniiieeiiniiiiiinnnnneen. 26



viil

2.9.1. POGZ (Pogo Transposable Element Derived with ZNF

DOMAIN) et 26
2.9.2. PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog)...........ccccoccvvveeennneeen. 27
3.GEREC VEYONTEM.........cooiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee et en e 31
3.1.Tezde Kullanilan Cihazlar...........cccoeoiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceeccceec e 32
3.2.Calismada Kullanilan Kimyasallar.............ooooouiiiiiiiiiiniiiiiiiieeeeeiee, 33
3.3.Calismaya Dahil Edilen Hasta Gruplari..............cccceeeeiiniiiiiiiiieieieinieee, 33
3.3.1. KandanTotal RNA 1Z0olasyonu.............cccccoeieveveveueereeeenenennn 34
3.3.2. Total RNA’dan cDNA Sentezi.........ccccevvvveeeinniieeeeniiieeeenneeenn 35

3.3.3. Kantitatif Real-Time PCR ile POGZ ve PTEN Genlerinin
Ekspresyonlarinin Aragtirtlmast.........coeeuvevieeeeeeeinnniiiiiiieceee e 36
3.4.RoOlatif KantitaSyon ..........ceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiieeeee et 37
3.5. IStatiStikSel ANALIZ ..........vveveveeeeeecececececeeeeeee e 38
ABULGULAR ..ottt ettt et e e et e e es 39
4.1. Calisma Gruplarmin Olusturulmast..........cceeeevviiiiiiiiieeenenniiiiieeeeeeeeeee 39
4.2. OSB Tanis1 Konulan Hastalarda Real-Time PCR Analiz Sonug¢lari........... 41
4.2.1. POGZ Geni Ekspresyon Sonuglart........ccccoeevviiiiiiiiieiinnnnnininneen. 41
4.2.2. PTEN Geni Ekspresyon Sonuclart ............oooeviiiiieeeieeinnnnninnnneen. 41

4.3. Otizmli Hastalar ve Kontrollerdeki POGZ ve PTEN Genlerinin Ekspresyon

SONMUGIATL. .o 43
4.4. 1D ve POGZ Ekspresyonu THSKisi............co.ooiuiiiiiiiiiiiiiiii e 46
4.5.ID ve PTEN Ekspresyonu TSKisi ...........oooviueiiuiiiiiieieiieieiiee e 47
5. TARTISMA VE SONUC ....cc.utttiiitiiniieeniteeeiieeete ettt ettt 48
6. KAYNAKLAR ... .ottt ettt et sba e 53
EKLER

OZGECMIS



iX

KISALTMALAR ve SIMGELER

AKT : Akt Murine Thymoma Viral Oncogene

APA : Amerikan Psikiyatri Dernegi

AS : Asperger Sendromu

CARS : The childhood Autism Rating Scale/ Cocukluk Otizmi Degerlendirme
Olgegi

CNV : Kopya Sayis1 Degisimleri

cDNA : Komplementer DNA

CHDS : Kromodomain Helikaz DNA baglayan Protein 8

DGCRS8 : DiGeorge Kritik Sendrom Bolgesi 8

Drosha : RNAaz III enzimi

DSM : The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders / Ruhsal
Bozukluklarin Tamisal ve Istatistik E1 Kitabi

DSM-IIT : Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistik E1 Kitab: III

DSM-1V : Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistik E1 Kitab1 IV

DSM-V : Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistik E1 Kitab1 V

DZ : Dizigotik ikizler

DNA : Deoksiriboniikleikasit

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

GTP : Guanozin Trifosfat

GWAS : Genis Genom {liski Calismalari

ID : Intellectual Disability/Biligsel Gerilik

1Q : Intelligence Quotient/Zeka Derecesi

miRNA : MikroRNA

ml : Mililitre

MZ : Monozigotik Ikizler

mTOR : Mammalian target of rapamycin

OSB : Otizm Spektrum Bozuklugu

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

POGZ : Pogo Transposoble Element-Kokenli Protein Kodlayan Gen

PP2A : Protein fosfataz 2

PTEN : Fosfataz ve Tensin Homolog

PI3K : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase



PIP3

PIP2
Pre-miRNA
pri-miRNA
RISC

RT

RNA
qRT-PCR
ul

SNP

Trizol

TSC

TSC1
TSC2

YGB
YGB-BTA
p-ACTIN
XPOS5S
3’UTR

: Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate

: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

: Prekiirsor miRNA

: Primer miRNA

: RNA Indiiklenmis Susturma Kompleksi

: Reverse Transcriptase

: Riboniikleikasit

: Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Mikrolitre

: Single Nucleotide Polymorphism/Tek Niikleotid Polimorfizmi
: Total RNA Isolation Reagent

: Tiiberoz Skleroz Kompleks

: Tiiberoz Skleroz Kompleks 1

: Tiiberoz Skleroz Kompleks 2

: Yaygin gelisimsel bozukluklar

: Bagka Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluklar
: Aktin Beta

: Exportin 5

: 3> Kodlanmayan Bolge



Tablo 2.1.

Tablo 2.2.

Tablo 2.3.

Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 3.5.

Tablo 3.6.

Tablo 3.7.

Tablo 4. 1.

Tablo 4. 2.

Tablo 4. 3.

Tablo 4.4.

Tablo 4. 5.

Tablo 4. 6.

Tablo 4. 7.

Tablo 4. 8.

Tablo 4. 9.

xi

TABLOLAR LISTESI
Otizmde Etiyolojik FaKtorler ..........ccccooimmiiiiiiiiiiiiiieeeeee 8
OSB’deki Belli Baglt Aday Genlerin LiStesi . ......coccvveeerniiieeenniieeeennnee. 12
OSB’de miRNA Calismalari.............eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeiieieeeee e 24
CIhazlar LiSTESI...uuvveeeeiiiiieeeiiiiiee e e e e 32
Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler Listesi.........ccccoeevveeeenniieeeennnne. 33

Otizmli Hastalarm Calismaya Dahil Edilme ya da Edilmeme

INEAENIETT.....ooiiiiiiiiiiiiiiiic e 34
cDNA Sentezi i¢in Hazirlanan Reaksiyon Karigimi ...........ccccceeviieeenn, 35
cDNA Sentezi i¢in Reaksiyona Eklenen Karigim...........ccooccveeeeniinennn, 36
Ekspresyon Caligmasi icin Hazirlanan Karigim.............cccooeoiieiniiennn, 37

LightCycler 480 II Software Programinda Ayarlanan Sicakliklar ve

SULCIETL. .t 37
Calismaya Dahil Edilen Hasta ve Kontrollerin Demografisi ................... 39
Otizmli Hastalardaki Klinik Bulgular ...........cccooiiiiiiiiiiiiinniiiieeee, 40
Gruplar Aras1 Ekspresyon Analizi Sonuglart..........ccocoeeeiniiiiiiiniiennn. 43

Hasta Erkekler ve Kontrollerdeki POGZ Gen Ekspresyon Sonuglari....... 44
Hasta Kizlar ve Kontrollerdeki POGZ Gen Ekspresyon Sonuglart.......... 44
Hasta Erkekler ve Kontrollerdeki PTEN Gen Ekspresyon Sonuglari ....... 45
Hasta Kizlar ve Kontrollerdeki PTEN Gen Ekspresyon Sonuglart........... 46
POGZ gen ekspresyonlar1 ve ID iliskisinin Analizi..........cccccoevvvieeeennnnne. 47

PTEN gen ekspresyonlar1 ve ID iligkisinin Analizi ..........ccccceeviveeeennnne. 47



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Xii

SEKILLER LiSTESI
MIRNA NN BIYOZENEZI. ..eeoviiiiiiiiiiiiiiieiiicceecc e 19
miRNA’ nin Etki Mekanizmasi. ...........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 21
POGZ Geninin Kromozom Lokalizasyonu ..............ccccccovvniiiiiiiieininnnnn. 26
PTEN Proteln YaAPISI. eeeeueiiiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeiiieteeeeeeeeesiiiteeeeeeeeessnaaes 28
PTEN’in Temel FONKSTYONU........cooiiiiiiiiiiiiiiiiniiiieceee e 29
POGZ Geninin Otizm Hasta Grubundaki Ekspresyon Diizeyi................... 41
POGZ Geninin Kontrol Grubundaki Ekspresyon Diizeyi ...........ccccceeeuneee. 41
PTEN Geninin Otizm Hasta Grubundaki Ekspresyon Diizeyi.................... 42
PTEN Geninin Kontrol Grubundaki Ekspresyon Diizeyi ...........cccccceeennnen. 42

50 Hasta ve 50 Kontrolde PTEN ve POGZ Genlerinin
Ekspresyonlarinin Kargtlagtirtlmast........cceeeeeniiiiiiiiiiieiinieeeenieeeee 43

Hasta Erkek ve Hasta Kizlarda POGZ Ekspresyonlarinin
Kontrollerle KarsilagtirtlmasT............uuuuuvevvruueiueeiiieeiieeeeeerseeeeseseeserereeene.. 45

Hasta Erkek ve Hasta Kizlarda PTEN Ekspresyonlarinin Kontrollerle
Kars1lagtirilmast........uuuuueieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeaaeeaaeeaaaaaaaaaaaaeaaaaaaaaaassaaaaaa——————— 46

ID’ye sahip olan ve olmayan hastalarda POGZ ve PTEN
Ekspresyonlarinin Karglagtirtlmast........cceeeeeriiieiiiniiiiiiniiiccnieeeee 47



1.GIRIS VE AMAC

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), kompleks davranis fenotipi ile teshis edilen,
etiyolojik ve klinik olarak heterojen norogelisimsel bozukluklarin bir grubudur. Otizm
ise OSB’nun yaygm bir alt tipidir (1). Bir ¢ocukluk cagi hastalif1 olarak otizmin;
tekrarlayan davranis ve/veya kisitlanmig ilgiler, karsilikli bozulmus sosyal iletisim ve
etkilesimle karakterize edilen 3 ¢ekirdek semptomu vardir (2). Bunlar biligsel, duyussal
ve sinirsel davraniglardir. Erkeklerde kizlara gore 3-4 kat daha fazla goriiliir ve kizlarda
otizm erkeklere gore daha agir seyreder. Karmasik bir ndrogelisimsel bozukluk olarak,
otizmin fenotipi ve siddeti, bir hastadan digerine farkliliklariyla son derece heterojendir
(3-5). Hastaligin karmagik etiyolojisi aynmi ailede bile farkli fenotiplerin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Hatta bu hastalik ikiz kardeslerde bile farkli klinik
tablolarla karsimiza ¢ikmaktadir. Klinik bulgularin heterojenite gostermesi hastalik
altinda yatan mekanizmalarin agiklanmasini zorlagtirmaktadir (6). Klinik arastirmalar,
genetik ve gevresel faktorlerin otizmin gelisiminde temel bir rol oynadigini gostermistir
(6,7). Erken ¢ocukluk caginda baslayan ve yasam boyu siiren kronik bir hastalik tablosu
olarak otizm; karmasik etiyolojisiyle anlasilmazligmi siirdiiriirken, bu hastalara
halihazirda etkin bir tedavi yapilamamaktadir. Bugiin diinyada rapor edilen otizm
insidansinda ciddi bir artig vardir. Giiniimiizde hastaligin prevalans1 yaklasik 1/68
olarak bildirilmistir (8). Her gecen giin artan prevalansi, bu hastaligin tedavi siirecine
hizli ve etkili ¢oziimler sunacak caligmalarin artmasi gerektigini gostermektedir.
Konuyla ilgili yapilan son arastirmalar otizmle iliskili genler ve biyolojik yolaklarin
kesfinin, bu hastaligin tedavisinde umut vadeden bir ara¢ olabilecegi goriisiinii ortaya
koymustur. Bugiin, son verilere gore hastaliktan sorumlu tutulabilecek 800 farkli gen
(hiicre biiytime ve proliferasyonu, sinaptik aktivite ve organizasyon, dendritik morfoloji
ve aksogenez, transkripsiyon diizenlenmesi, ubikitinasyon, kromatin yeniden

diizenlenmesi gibi farkli yolaklar s6z konusudur) tantmlanmstir (9).



miRNA’larin transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyelerde gen ekspresyonunu
diizenledigi belirlenmistir. Hiicre biiyiimesinde, farklilasmasinda, proliferasyonunda ve
hiicre Oliimiinde bir veya daha fazla hedef genin baskilanmasmmda miRNA’lar rol
oynamaktadir (10). Bu kiiciik kodlanmayan RNA’larin, gelisim esnasinda 6nemli
norolojik islevleri diizenlemek icin devasa bir kapasiteye sahip olduklar1 da artik

bilinmektedir (11).

Son yillarda yapilan arastirmalarin sonucunda, norolojik fonksiyon bozukluklari ile
degisen miRNA profilleri ve hedef genleri arasinda yakin bir iliski bulunmustur (12).
Bu caligmalar sonucunda anormal miRNA ekspresyonunun hastalik durumunu
dogrudan yansitabilecegi diisiincesi ortaya cikmistir. Saglik ve hastalik durumlarinda
miRNA’lar gibi kiiciik protein kodlamayan RNA’larin roliiniin belirlenmesine yonelik
yapilan biyobelirte¢ calismalar1 artmustir. Yapilan literatiir incelemesine gore, otistik
davraniglarin siklig1r ve biyolojik dokularda degisen miRNA ekspresyon seviyeleri ile
iligkili olan yalnizca birka¢ ¢alisma mevcuttur (13). Bu tez calismasinda DSM-IV ve
DSM-V tam kriterlerine gore OSB tanist konulan 50 hasta ile 50 saglikli kontrol
izerinde arastirma yapildi. Otizmde aday gen olarak gosterilen ve miRNA’larin (miR-
3613-3p, miR-19a-3p) etki ettigini diisiindiiglimiiz hedef genlerin (POGZ, PTEN)
ekspresyonlarmin arastirilmas: amaglandi. Ayrica bu ekspresyonlarin biligsel gerilikle

iliskilerinin olup olmadig1 da arastirildi.



2.GENEL BILGIiLER

2.1.0TiZM SPEKTRUM BOZUKLUKLARI
2.1.1.Tanim ve Tarihcesi

OSB, sosyal etkilesim ve iletisim yetersizlikleri, kesilmis, tekrarlayan sterotipik
davranig paternleri ile karakterize olan molekiiler ve fenotipik olarak heterojen
norogelisimsel bozukluklarin bir grubunu olusturmaktadir (3,14,15). Bu hastalik, her
gecen giin artan yayginlig ile iizerinde en ¢ok bilimsel arastirma yapilan bir klinik tani
grubu olma o6zelligini tagimaktadir (16). Giderek daha da fazla insani etkileyemeye
baslayan otizm, son derece ciddiye alinmasi1 gereken bir bozukluktur (17).

Otizm, merkezi sinir sisteminin gelisimsel bir bozuklugu olup, temel olarak sosyal bilisi
(kognisyon) etkilemektedir. S6zlii ve sdzsiiz iletisim bozukluklari, tekrarlayan davranig
kaliplar1 ve sinirli ilgiden dolayr otizmli hastalarin sosyal iliskilerinde sorunlar
mevcuttur. Klinik belirtilerinin erken ¢ocukluk caginda baslamasi ve semptomlarinin
yasam boyu siirmesiyle otizm, kronik bir bozukluktur. Yasla ve olgunlagma ile otizm
semptomlarin goriinim ve siddetinde degisiklik goriilmektedir. Giiniimiize kadar bu
hastah@m etiyolojisi tam olarak saptanamamistir (1). Ik kez 1943 yilinda Amerikali
cocuk psikiyatristi Dr. Leo Kanner, konuyla ilgili 11 olgu sunarak bu durumdan infantil
otizm seklinde s6z etmistir ve ilk kez ‘otistik’ tanimin1 kullanmstir (16,18,19). Yapilan
tanimlamanin ardindan davranigsal olarak degisen sosyal eksiklikler, dil ve iletisim
yetersizlikleri ve sterotipik-tekrarlayan davraniglar gibi 3 bulguya dayanarak bu
hastaliga tan1 konulmaya baslanmistir (18). Bu grupta tanimlanan olgularda, insanlarla
iligki kurma giicliigii, ekolali (sesleri tekrar etme), zamirlerin tersten sOylenmesi,
tekrarlayic1 ve amacsiz davraniglar ve degisime direng¢ belirtileri bildirilmistir (19).
Kanner’in tanimladig1 bir¢ok 6zellik giiniimiizde gegerliligini korumaktadir (1,20).
Kanner otizmi tanimlarken bu hastaligin dogustan geldigini diistinmiistiir (19). Ancak
son yapilan caligmalar, bu bozuklukta genetik ve cevresel etmenlerin birlikte ya da

birbirinden bagimsiz etkilesimlerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabildigini gostermistir



(6,7). Otizm, 1980°de “infantil otizm”, 1987°de “otistik bozukluk” ve giiniimiizde ise
genellikle “otizm” ya da semsiye terim “Otizm Spektrum Bozuklugu” olarak yeniden

adlandirilmistir (21).
2.1.2.0tizm

Otizm siddetli davranigsal bir sendromdur ve biiyiik Olciide kalitilan bir bozukluktan
ortaya cikan cesitli fenotipik semptomlar1 icerisinde barindirmaktadir. OSB’nin kesin
nedeni bilinmezligini siirdiirmesine ragmen, genetik degisimler/kalitilabilirlik temel
katkida bulunan faktorlerden biridir (22). Otizmli ¢ocuklarin beyni olgunlasmadan uzun
siire once semptomlarin ortaya ¢ikmasi bu hastaligin bir gelisim bozuklugu oldugunu
acik bir sekilde desteklemektedir. Otistik fenotip heterojenken, sosyal ve dil
becerilerindeki anomaliler hastaligin merkezinde bulunmaktadir (23).

Bir¢cok arastirmaci1 OSB’yi, yiiksek fonksiyonlu otizm (yliksek kognitif fonksiyona
dayanan, zeka boliimii 70 puandan yiiksek olanlar), diisiik fonksiyonlu otizm (kognitif
fonksiyonda azalma olmayan ya da olan OSB), sendromik OSB, sendromik olmayan
OSB ve digerleri olarak alt tiplerine kategorize etmistir. Sendromik olmayan OSB,
klinik bir durumu tanimlamak icin kullanilan bir terimdir. Burada OSB birinci derece
teshis edilmektedir ve gelisimsel anomaliler ya da malformasyonlarin kombinasyonu ile
karakterize edilen ¢ok fazla kompleks bozuklugun bir pargasi degildir. Diger yandan
sendromik otizmde, tipik olarak hastaligin altinda yatan genetik bir sendrom
goriilmektedir. Sendromik olan otizmli bireylerde Angelman Sendromu, Frajil X
Sendromu, Rett Sendromu gibi otistik semptomlarin 6nemli bir alt tipi gelismektedir
(9). Otizm tanis1 konan ¢ocuklarmm %70’inde mental retardasyon (zeka geriligi) oldugu
bildirilmektedir ve bu nedenle otizm siklikla zeka geriliginin bir tipi olarak
gosterilmektedir (23). Biligsel geriligin eslik ettigi OSB’li ¢ocuklarin ¢ogu yasam boyu
sosyal ve egitim destegine biiyiik 6l¢iide ihtiya¢ duymaktadir (24).

2.1.3.Asperger Sendromu

Asperger Sendromu (AS), kisith ilgi alan1 ve tekrarlayici hareketlerin yani sira sosyal
alanda da belirgin zorluklarla karakterize olan yaygin gelisimsel bozukluklardan biridir
(25). AS, OSB’nin bir pargasidir ancak, 3 yasindan once gelisimsel bozukluk belirgin
degildir, erken donem dil gelisiminde otizmde goriilen gecikme ve sapmalara
rastlanmaz ve biligsel islevlerde otizme gore daha az bozulma oldugu bilinmektedir (25,

26).



2.1.4.Baska Tiirlii Adlandirllamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluklar

YGB-BTA’ da, otizme benzer gelisimsel ve davranigsal sorunlarla karakterize olmakla
birlikte, biligsel ve iletisim becerileri, otizmi olan ¢ocuklardan daha iyidir ve bilgi¢
konusma gibi AS’yi diisiindiiren bulgular icermemektedir (26,27). Ayrica YGB-BTA
otizme gore 1,5 kat daha sik goriilmektedir (26).

2.2. OTIZMDE EPIDEMIYOLOJIiK CALISMALAR

Otizm uzun yillar nadir bir hastalik olarak bilinmekteydi. Fakat son yillarda yapilan
calismalar bu hastaligin nadir olmadigin1 giindeme getirmistir. 40 yili askin bir siire
zarfinda, OSB prevalans1 bolgesel farkliliklar olmakla birlikte diinya ¢apinda hizli bir
sekilde artis gostermektedir (28). Otizm, 1980’lerde her 10,000 ¢ocuktan 4-5’inde
goriilirken, 1990’larda yapilan calisgmada her 10,000 cocukta 30-60 otizm vakasinin
varlig1 sasirtict bir artisi rapor etmistir (29). Hong Kong’ta yapilan epidemiyolojik
caligmalarda 1999 yilinda 229, 2005 yilinda ise 651 otizm vakasi oldugu bildirilmistir.
Bu calismanin sonucunda otizm vakalarinin goriilme sikliginda alarm veren bir artig
oldugu belirtilmistir (30). Otizmin yaygmlik oranlar1 son 10 yilda onemli Olciide
artmustir (3, 31). Amerika Birlesik Devletleri’nin ‘Hastaliklar1 Kontrol Merkezi’ (Center
for Disease Control) tarafindan 2006 yilinda otizmin her 150 ¢ocukta bir goriildiigii
rapor edilmigtir. 2011 yilinda Giiney Kore’de yapilan kapsamli bir epidemiyolojik
caligmada 7-12 yas arasi 55 bin cocugun degerlendirilmesi sonucu OSB prevalansi
%?2.64 olarak saptanmistir. 2012 yilinda yapilan ¢aligmada ise bu hastaligin her 88
cocuktan birinde goriildiigii bildirilmistir (16). Yaymlanan son raporlarda, Amerika
Birlesik Devletleri’nde otizmin her 68 cocuktan birinde goriildiigii bildirilmektedir ve
bu hastaligim prevalansi her gegen giin artmaktadir. Giiniimiizde yapilan epidemiyolojik
calismalar OSB’nin sikligimnin  %1’in iizerinde oldugunu rapor etmistir (32). Giderek
artan prevalansi bu hastaligin ciddiye almmasi gerektigini gostermektedir. Kisa bir
zaman diliminde ¢ok hizli artan goriilme siklig1 otizmin gelecekte aile iiyeleri lizerine

agir bir yiik getirecegi asikardir.

Otizmin artan prevalansinimn kismen toplum bilincinin ve tanisal uygulamalarin
artmasindan dolayr oldugu diisiiniilmektedir (9,33). Otizmin goriilme riski agisindan
sosyal smiflar arasinda ise hicbir farklilik gozlenmemektedir (34). Ulkemizde otistik

bozuklugun yaygmligina iliskin kapsamli bir tarama yapilmadigi i¢cin heniiz yeterli



bilimsel veri bulunmamaktadir (16). Tiirkiye’de otistik bozuklugun sikliginin diinya
geneline yakin oldugu tahmin edilmektedir (34).

2.3.0TiZM KLINiGINDE GORULEN FENOTIPLER

Otizm kliniginde fenotipik tabloya bakildiginda, bu tablonun tipki hastaligin genetik
etiyolojisi gibi asir1 derecede karmasik oldugu goriilmektedir. Otizmde ayni klinik
bulgular1 olan birden fazla hastanin bulundugu aileler azdir (14). OSB, kompleks
davranis fenotipi ile teshis edilmekte olup, etiyolojik ve klinik olarak son derece
heterojen bir bozukluktur (33). Tek bir tanisal kategori olarak, OSB’liler, kisitlanmig
ilgi ve sterotipik davranislarda oldugu gibi, sosyal etkilesim ve sozlii olmayan iletisimde
yaygin eksiklikler gostermektedir (22). Cogu vakada, OSB semptomlar1 ilk kez
cocuklugun erken donemlerinde tanimlanir (33). Otizmin belirtileri 6-12 ay dncesi ¢cok
fark edilebilir diizeyde olmayabilir, ancak olgularin 6nemli bir kesiminde bu yas
diliminden sonra belirtiler dikkat ¢cekmeye baslar (16). Bu bozukluk genellikle 3 yas
civarinda teshis edilir (35) ve erkek bireylerde kizlardan 4 kat daha fazla goriilmektedir
(18). OSB’liler davranigsal ve emosyonel (duygusal) kontrol problemlerine sahiptirler
(36). OSB’li cocuklar siklikla giinliik rutinlerine bagli, belirli konularla zihinlerini
mesgul eden ve dokunma ya da sesler gibi duyusal girislere kars1 asir1 duyarhdirlar (33).
Otizm temel olarak sosyal kognisyonu etkileyen bir hastaliktir (18). Otizmli ¢ocuklarda
goriilen zeka geriligi nedeniyle, bu cocuklar insanlarla iliski kurmada ve arkadas
edinmede zorlanabilmektedir. Sosyal etkilesimde isteksizlik ya da iliskilerden kaginma
ortaya c¢ikabilir. Zeka geriligi olan ¢ocuklar, insan iliskilerine zararli olabilecek yollarla
da iletisim kurmaktadir (37,38). Ornegin; uygunsuz yiiz ifadesi ve viicut temasi, sozel
ifade zayifligi, uygunsuz yorumlar gibi. Otistik bozukluga sahip bireylerde dgrenme
sorunlar1 da gozlenmektedir (39). Otizm tanis1 konan ¢cocuklarin %70’inde zeka geriligi
oldugu bildirilmektedir (23). Ancak otistik bireylerin bir kisminda zeka derecesi (1Q) 70
ve lizerinde Olciilmiistiir (23,37,38). Buradan anlagilacag: lizere otistik 6zellige sahip
bireylerin hepsinde biligsel islevlerde azalma goriilmemektedir. OSB erkeklerde daha
yaygimn goriilirken, kizlarda daha agir seyrettigi ve daha fazla mental retardasyonun

eslik ettigi bilinmektedir (16).

OSB’li bireyler ayn1 zamanda biligsel gerilik (ID), epilepsi, motor kontrol zorluklari,
dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, tikler, anksiyete, uyku bozukluklari, depresyon



ya da sindirim sistemi problemlerini iceren diger psikiyatrik ve tibbi hastaliklardan aci

cekebilirler (32,34).

Otizmin baz1 genetik hastaliklar ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Otistik bireylerde (%10-
15); Frajil X Sendromu, Rett Sendromu, Tiiberoz Skleroz, Angelman Sendromu gibi
sendromlar ve cesitli kromozomal anormallikler goriilmektedir (1). Frajil X
Sendromu’ndan sorumlu gen FMRI’dir ve otizmli hastalarin %7-8’inde goriilmektedir.
Bu sendromda biligsel gerilik en onemli bulgudur. Rett Sendromu ise, 6 ve 18 aylar
arasinda kiz bebeklerde otistik benzeri davramigsal semptomlar1 gostermis olan
nororegresif bir bozukluktur. Tiiberoz Skleroz; deri, retina, kalp, bobrek, beyin
tiimorleri ve nobetlere sebep olan otozomal dominant bir sendromdur. Hastalarin
yaklasik %350-60’1 mental retardasyona sahiptir ve hastalarin %40-80’1 otizm benzeri
davraniglara sahiptir. Angelman Sendromu, siddetli mental retardasyon, epilepsi ve

otistik benzeri davranigsal 6zelliklere sebep olmaktadir (23).
2.4.0TiZM GENETIGI

Genetik faktorlerin rol oynadig1 hastaliklar, genetik materyalin etkilenme sekline bagl
olarak; kromozomal hastaliklar, tek-gen hastaliklar1 ve multifaktoriyel hastaliklar olmak
izere li¢ grup altinda degerlendirilmektedir (40). Multifaktoriyel hastaliklar, genetik
bozukluklar ile ¢evresel olumsuzluklarm etkilesimi, birden fazla genetik bozuklugun
birlikteligi veya birden fazla genetik bozukluk ile cevresel etkilerin bir araya gelmesi
sonucu olusmaktadir. Bu grup hastaliklarda diizenli bir kalitim goriilmezken, hasta bir
bireyin bulundugu bir ailede ikinci bir bireyin hasta olma riski genel populasyona gore

artis gostermektedir (41).

Otizm multifaktoriyel o©zellige sahip olan psikiyatrik bir hastahktir. Psikiyatrik
hastaliklarin yaygin etiyolojisi, polimorfizmler, gen delesyonlar: ya da insersiyonlar gibi
genetik faktorler ile stres gibi cevresel faktorleri icermektedir (42). OSB, genetik ve
fenotipik kompleksligi ile norogelisimsel bozukluklarm genis bir spektrumunu
kapsamaktadir. OSB’nin 6zel fenotipini aciklamak i¢in sebep olan genetik degisimleri
tanimlamak amaciyla yogun ¢abalar harcanmistir (22). Otizm genetigini arastirmak i¢in
ikiz caligmalari, aile calismalari, sitogenetik ve molekiiler genetik c¢alismalari
yapilmistir (2). Genom taramalari, baglant1 analizi ve aday gen yaklasimlari ile otizmle
ilgili kromozom bdolgeleri ve genler bulunmustur (34). OSB patogenezinden tek bir

genin sorumlu olmadig: artik bilinmektedir (22). Yapilan caligmalara ragmen OSB’li



bireylerin %15’inden fazlasinda ©6zel bir genetik etiyoloji tahmin edilmekte olup,
vakalarin ¢ogu halen coziimlenmemistir (43). Bu durum ise Mendeliyen genetigin
Otesindeki genetik mekanizmalarin (epigenetik mekanizmalar) da katkist olabilecegini
disiindiirmektedir (9). Otizme neden olan etiyolojik faktorler Tablo 2.1.°de

belirtilmistir.

Tablo 2.1. Otizmde Etiyolojik Faktorler (1).

1. Genetik Hastaliklar

2. Natal Faktorler

3. Noroanatomik Faktorler

4. Norokimyasal Faktorler

5. Immiin Faktorler

6. Genetik Faktorler

7. Cevre Faktorleri

2.4.1. Kromozom Analizleri

Sitogenetik anomaliler, OSB’li bireylerde hemen hemen her kromozomda bulunmustur
(22). Otistik olgularda hem sayisal hem de yapisal ¢cok sayida kromozom anomalisi
bildirilmistir (1). OSB vakalarmin yaklasik olarak %15’inin ya gen mutasyonlar1 ya da
kromozomal yeniden diizenlemeler gibi bilinen bir genetik sebebe sahip olduklar tespit
edilmistir (22). Giiniimiize kadar, otizme sebep oldugu bilinen en yaygin sitogenetik
anomali 15q11-q13 kromozomal bolgesinin duplikasyon ya da triplikasyonudur. Ayrica
kromozom 2’nin uzun kolunun distal kisminin delesyonlar1 (2q37 delesyonlar1), otizme
sebep olarak gosterilmistir. Son zamanlarda 22q11.2 delesyonlu bireylerin patolojisini
inceleyen caligmalar, OSB’lilerin 6nemli bir kisminm bu delesyona sahip olduklarini

gostermistir. 22q13.3 delesyonlar1 da OSB’li bireylerde tanimlanmistir (44).
2.4.2. Baglant1 ve iliski Cahsmalar1

Otizme neden olabilecek kromozomal bolge ve lokuslarin tespit edilebilmesi icin
baslatilan ilk caligmalar baglanti ve iligki caligmalar1 seklindeydi (34). 1980’lerden

2000’lere kadar, otizme yatkinlik saglayan genetik varyasyonlarm tanimlanmasi



cogunlukla, multiple etkilenen aile iiyeleri ile genis ailelerin baglant1 analizlerine
dayanmaktaydi (9). Baglant1 ve iligski caligmalari ile belirli kromozom bolgelerinde (2,
3,7, 11, 15, 17, X kromozomlar1) anlamli sonug¢lar bulunmustur (34).

Gergeklestirilen aile ve ikiz calismalar1 hastaligin etiyolojisinde genetik faktorlerin
Oonemli bir rol oynadigini gostermistir ve hastaligin kalitilabilirliginin %90’1n iizerinde
oldugu belirlenmistir (9, 32). Aile ve ikiz caligmalari, tekrarlama riskininin kardeslerde
%?2-3, dizigotik (DZ) ikizlerde %1-10, monozigotik (MZ) ikizlerde %82-92 konkordans
(konkordans: ikizlerden biri hastaliga yakalandiginda, digerinin de hastaliga yakalanma
riskini ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir) orani ile otizmi ‘en fazla genetik’
noropsikiyatrik hastalik olarak tamimlamustir (18). Bilindigi lizere MZ ikizler genlerin
timiinii, DZ ikizler ise genlerin yarisini paylasmaktadirlar. MZ ikizlerde konkordans
orant %100’e ulastig1 zaman olayin tamamen genetik oldugu kabul edilmektedir (1).
Otistik cocuklarin  kardeslerinde otizm goriilme riskinin saghkli  bireylerin
kardeslerinden 30-150 kat yiiksek oldugu tespit edilmistir (34). Erken epidemiyolojik
caligmalar, OSB’li bir cocuga sahip olma riskinin OSB’li bir ¢ocuga zaten sahip
ailelerde 6nemli Olciide daha yiiksek oldugunu rapor etmistir. Buna ek olarak, sosyal
eksiklikler ve tekrarlayan davramiglar gibi otistik semptomlarm, multipleks otistik
ailelerde agresyon gosterdigi bildirilmistir. Benzer bir sekilde, sosyal ve kognitif
eksiklikler i¢in bu konkordans ayni siray: takip etmekte olup, monozigotik> dizigotik>
genel populasyon swrasmi takip etmektedir (22). Konkordans oranlarinda ¢ok biiyiik
farkliliklar olmas1 ve kardeslerdeki tekrarlama riskinin toplum riskine gore oldukca
yiiksek olmast otizmde genetik etkiyi biiylik 6l¢iide yansitmaktadir. Ayrica otizmde MZ
konkordans oraninin %100 olmamas1 ve de MZ ikizlerde DZ ikizlere gore kondordans
oranmin ¢ok yiiksek olmasi, hastaligin etiyolojisinde kalitsal ve cevresel faktorlerin
etkili oldugunu gostermektedir (1). Yapilan aile ¢aligmalar: ile de otizmin genetik bir
hastalik oldugu kanitlanmustir. ikinci ve iiciincii derece akrabalarda hastalik hizinin
ciddi diistis gostermesi bu bozukluktan sorumlu gen lokuslarinin birbirleriyle etkilesim
icinde olduklarinm bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Bugiine kadar yapilan baglanti

veya iliski ¢caligmalarinda otizmden sorumlu tek bir major gen belirlenememistir (34).
2.4.3. Kopya Sayisi Degisimleri (CNV)

Insan genomunda en yaygin bulunan yapisal varyasyonlar kopya sayis degisiklikleridir.

CNV’lerin, kompleks norogelisimsel bozukluklarin patofizyolojisine katki sagladiklari
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bilinmektedir (9,24). Son zamanlarda, genis genom iliski caligmalar1 (GWAS) ile bircok
gen ve kromozom lokusu iizerinde OSB riski ile iligkili bircok mutasyon ve varyasyon
tanimlanmistir. Bu mutasyonlar ve varyasyonlar arasida bir cift allelin sadece birinde
bulunan delesyon ya da duplikasyona sahip nadir SNP (Single Nucleotide
Polymorphism/Tek Niikleotit Polimorfizmleri)’ler ile de novo kopya sayisi
varyasyonlar1 (CNV) tespit edilmistir. De novo CNV’lerin nedeni bilinmeyen OSB
vakalarinin  %5-10’una katkida bulundugu rapor edilmisti. Bu mutasyon ve
varyasyonlarin biyolojik rollerinin tamimlanmast OSB patogenezinin altinda yatan

mekanizmalar1 tanimlamak ve klinik tedavileri gelistirmek icin gereklidir (35).

Kromozomal mikroarray ile tespit edilen submikroskobik kromozomal anomalileri
arasinda 16pl11.2 bolgesinde mevcut CNV’ler OSB’de rapor edilmistir (43).
Giinilimiizde totalde 2000 CNV lokusundan daha fazlas1 otizmle iligkilendirilmistir (9,
22).

CNV’ler, ya delesyonla ya da duplikasyonla genomun yapisini degistirebilir (24).
Delesyon ve duplikasyonlar1 iceren CNV’ler, OSB’li vakalarin %8-20’si ile iliskili
bulunmustur (22). CNV’ler de novo olabilir ya da kalitim yoluyla edinilmis olabilir
(24). De novo ya da kalitilan CN'V’ler idiopatik OSB vakalarmin %10-20’sinden daha
fazlasina karsilik gelmektedir (22). Otizmli bireyler, kontroller ve etkilenmemis aile
iyeleriyle karsilastirildiginda, de novo CNV yiikiiniin otizmli bireylerde 3-5 kat daha
yikksek oldugu tespit edilmistir (9). Ayrica simpleks ailelerde de novo CNV’lerin
multipleks ailelerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (24). CNV’lerin cogu
bireylere 0Ozgiidiir ve etkilenen kardesler her zaman aymi spesifik varyasyonlar:
paylasmamaktadir (45). Bazi bireylerde tek bir de novo mutasyon otizme sebep olmak
icin yeterli olabilecektir. Bazi bireyler i¢in ise yaygin risk allellerinin ¢ogu (>1000) nun
birikmesi ile otizm riski artacaktir. Dolayisiyla, OSB genetik alt yapisindaki bir¢cok
genetik formun koleksiyonu olabilir (32).

Otizme yatkinlik saglayan cogu genetik varyant ve CNV’ler aym1 zamanda diger
norolojik ve davranigsal bozukluklara yatkinlikta rol oynadigi tespit edilmistir.
Etkilenmis bireyler aymi1 genetik varyanti tasirken, bu bireylerde farkli klinik
bozukluklar gozlenmektedir (9). Bu varyasyonlarin fenotipe nasil yansidigi tahmin

edilememektedir.



11

2.4.4. Molekiiler Genetik Calismalar

OSB’nin heterojen dogasi iizerine, klasik genetik caligmalar OSB icin uygun aday
genleri tanimlamada tam olarak basarili olamamistir (14). Molekiiler teknolojilerdeki
ilerlemeler sayesinde genomik dengesizliklerin tespitinde ¢Oziimler 6nemli Olgiide
artmustir. Molekiiler genetik calismalari, hastalarin yaklasik olarak %10-25’inde sik
goriilmeyen ve genetik gecis gosteren mutasyonlar: tasiyan 100’den fazla OSB risk
genlerini tanimlamustir (32). Sporadik otizmli hastalarda tanimlanan tekrarlayan de novo
fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin bu hastaligin etiyolojisinde anahtar bir rol oynadigini

desteklemistir (46).

Genetik varyantlar ve kromozomal anomalilerin biiyilk c¢ogunlugu OSB ile
iliskilendirilmistir. Bu varyantlar nadir fakat yiiksek bir sekilde gecis gostermeye
egilimlidir. Baz1 vakalarda diisiik penetranshi yaygin varyantlar da rapor edilmistir.
Ancak genetik varyantlarin ve kromozom anomalilerinin higbiri popiilasyonda OSB
insidansint agiklamamaktadir. Genetik epidemiyolojik caligmalar OSB’nin basit bir
hastalilk olmadigin1 bircok gen yolaklarimi1 iceren semptomlara sahip oldugunu

gostermistir (33).

Otizm etiyolojisinde nadir varyantlarin ve yaygin genetik varyantlarin her ikisinin de
rolii olduguna dair kanitlar vardir. Daha ¢ok son zamanlarda (tiim ekzom sekanslama ve
kromozom mikroarray teknolojisinin yaygm kullamilmasi gibi) molekiiler tani
teknolojisi alaninda baslica ilerlemeler ile genetik mimarinin olduk¢a heterojen
oldugunu destekleyen yiizlerce OSB yatkinlik kromozom bdlgesi ve genleri
tanimlanmistir (9). Daha fazla OSB risk genlerini tanimlayabilmek i¢in, tiim ekzom ve
genom calismalar1 gerceklestirilmistir (32). Yeni nesil sekans caligmalari ile de novo
mutasyonlarin OSB riskine biiyiik 6lciide katki sagladig1 gosterilmistir (35). Ozellikle
bu bozuklugun etiyolojisinde genlerdeki olas1t de novo fonksiyon kaybi1 mutasyonlari

anahtar bir rol oynamaktadir (46).

Giiniimiize kadar OSB’ye sebep olan ve yatkinlik saglayan genlerin binlercesi, kopya
sayis1 varyantlari, baglant1 bolgeleri ve mikroRNA (miRNA)’lar OSB ile
iligkilendirilmistir ve bu durum acgik bir sekilde OSB’nin alt yapis1 karmasik olan bir
genetik bozukluk oldugunu gostermektedir (22).
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2.5. ADAY GEN YAKLASIMI: OTiZMDE ADAY GENLER

Bir hastalik geninin tanimlanmasi, bize o genin fonksiyonu ile ilgili hiicresel
mekanizmalar hakkinda bilgi vermektedir ve hastaligin olusumunu anlamamiza olanak
saglamaktadir (47). Aday genler, arastirilacak hastalik icin hem islevsel hem de
fizyolojik olarak anlamliliklar1 olduguna dair kanitlar elde edilmis olan genlerdir (48).
OSB’deki belli bagl aday genlerin listesi tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. OSB’deki Belli Basli Aday Genlerin Listesi (9,24,34).

Kromozom Lokasyonu

Aday Genler

Kromozom 1

BCLY, ASHIL,POGZ

Kromozom 2

NRXNI1, SCN7A, SCN2A,TBR1

Kromozom 3

GATI, OXTR, CNTN3, CNTN4, SLC9A9, DIAI,
SETDS5,FOXPI

Kromozom 4

ANK?2

Kromozom 6

PARK2,ARIDIB, SYNGAPI

Kromozom 7

FOXP2, WNT2, RELN, HOXAI, HOXBI, MET, EN2,
AUTS2

Kromozom 8

DEFA?2

Kromozom 9

TSC1, EHMTI

Kromozom 10

PTEN, ANKRD?2

Kromozom 11

HRAS, BDNF, SUV420H1

Kromozom 12

GRIN2B

Kromozom 14

CHDS

Kromozom 15

RORA, GABRB3, GABRAS5, GABRG3, UBE3A, ATP10C,
CHRNA7

Kromozom 16

A2BPI, MVP, TSC2,USP7

Kromozom 17

5-HTT, PSD95, NFI1,RAIl

Kromozom 18 ASXL3
Kromozom 20 ADNP
Kromozom 21 DYRKIA

Kromozom 22

SHANK3, PI4KA, SNAP29, TBX1, SLC7A4, SLC25A1,
HIC2, UBE2L3, YPELI, MAPK1

Kromozom X

MECP2, NLGN3, NLGN4, SLC9A6, FMRI, SMCX,CDKLS5
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Bir hastaligin etiyolojisiyle ilgili olan birden fazla gen bulunabilir. Bu aday genlerin
bulundugu lokuslarda vaka ve kontroller genotipler agisindan karsilastirilir. Baglanti
analizi sonucunda belirlenen alanda birden fazla gen bulunma ihtimali yiiksektir. Bu
genlerden biri veya daha fazlasi hastalikla ilgili olabilir veya hastalik geni olabilir. Bu

gen de dolayisiyla aday gen olarak adlandirilir (49).

OSB, poligenik dogaya ve klinik heterojeniteye sahip bir bozukluktur (50). Bu
bozuklugun biiyiik 6l¢iide genetik orjinli oldugu artik bilinmektedir (14).

OSB’nin sebeplerini aydinlatmak i¢in, yatkinlik lokuslar1 ve aday genlerin yiizlercesinin
kesfedilmemis olmas1 zorluk teskil etmektedir (50). Otizmde genler esas bir rol oynar
(11). OSB ile iligkili aday genlerin néronal farklilasma ve migrasyonda rol oynadiklar1
bilinmektedir (35). Otizmde duyarli genlerin saptanmasi altta yatan patofizyolojinin
anlasilmasina 6nemli ipuglar1 saglayacaktir (14). Bu nedenle calismalarin cogu OSB’ye
sebep olan genleri ve OSB patogenezine etkisi olan coklu genleri tanimlamak icin

gergeklestirilmistir (22).

OSB patogenezinden tek bir genin sorumlu olmadigi artik bilinmektedir (22). OSB
hastalar1 arasindaki klinik semptomlarin farklilig1 otizm etiyolojisinde farkli genlerin
varligimi yansitmaktadir. Otizm patogenezinde ndropeptid, norotrofin, sinaptik plastisite
ve noroimmiinite ile iligkili olan genlerin biiyiik rolii oldugu diisiiniilmektedir (34). Bu
bozukluk muhtemelen, bu genler arasindaki etkilesimi ve bir¢cok geni igeren bir

bozukluktur (35).

Bugiine kadar otizmde yapilan aday gen calismalar1 genomik varyasyonlarin ¢cok azini

yakalayabilmis ve genlerin fonksiyonlar1 hakkinda detayl bilgiler elde edilememistir.
2.6. OTIZMDE CEVRE ETKILESIMLERI

Son yillarda kompleks kalitimin aydinlatilmasina yonelik calismalar, arastiricilarin
cevresel faktorleri gbz ardi etmeden genetik arastirmalara 6nem vermeleri gerektigini
gostermistir. Cevresel faktorlerin, epigenetik mekanizmalar araciligiyla DNA
sekansinda degisim olmaksizin gen ekspresyonunun Kkalitesini etkileyebilecegi
diisiiniilmektedir (29). Belirli cevresel faktorlere maruz kalmanin OSB riskini artirdig:
desteklenmistir. Hamilelik esnasinda teratojenik maddelerin alimi (6rnegin thalidomide,
valproik asit ve misoprostol), hamileligin erken asamalarinda sigara kullanimi, ileri

anne-baba yasi, cocukluk caginda belirli cevresel kimyasallara ya da agir metallere
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maruz kalma gibi nedenlerin OSB gelisen c¢ocuklar arasinda riski artirdigr rapor
edilmistir (9,35). Ayrica hamilelik doneminde ila¢ kullanimi, fetiiste %46 otizm riski
ile iligkilendirilmistir (29). Cevre kirliligi, asilar gibi cevresel risk faktorlerinin, otizm
prevalansinin artisina katkis1 olabilecegi tartisilmaktadir (16,29). Gec yasta baba
olmanin toplumlarda artmasi, yardimei teknolojilerle bebek sahibi olmanin siklagmasi
gibi faktorler akla yatkin goriinmektedir ancak bu bilgilerin arastirmalarla kesinlesmesi
gerekmektedir. Cevresel faktorlerin otizm etiyolojisi iizerine etkilerini belirlemek icin

daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (9,35).
2.7. EPIGENETIK DEGiSiMLERIN OTiZME ETKiSi

Epigenetik kavrami, ilk defa 1950’li yillarda Conrad Waddington tarafindan
onerilmistir (48). Bu kavram, gen ifadesinin ¢esitli mekanizmalarla (DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlari, miRNA’lar ve uzun kodlanmayan RNA’lar) 6zellikle maruz
kalinan cevresel etkenlere yanit olarak degisiklige ugratilabildigini anlatmaktadir (51).
Epigenetik etki, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmadan gen ifadesini
degistirmektedir. DNA metilasyonu, histon degisiklikleri ve kodlanmayan RNA
molekiillerinin promotor metilasyonlarim iceren 3 ana mekanizma epigenetik etkinin
ortaya cikmasina neden olmaktadir (52). Bu mekanizmalar; transkript stabilitesini,
DNA katlanmasini, niikkleozom pozisyonunu, kromatin yogunlagmasini ve son olarak
cekirdek organizasyonunu etkiler. Isbirligi icerisinde olan bu faktorler bir genin sessiz
veya aktive durumda olmasint ve hangi dokuda ne zaman eksprese edileceklerini
belirlemektedir (48).

Epigenetik faktorler gelisim doneminde gen fonksiyonunun ag¢ilip/kapanmasi gibi veya
ekspresyonunun diizenlenmesindeki degisiklikler seklinde etki yapabilir (34).

Gen diizenleme bolgelerindeki hipermetilasyon veya hipometilasyon gibi epigenetik
modifikasyonlar gen ekspresyonlarmi etkileyebilmektedir. Pek cok cevresel faktor
(antibiyotikler, kimyasallar gibi) CpG adalarmin metilasyonunu etkilemektedir (53).
Ayrica, metil-CpG baglayict proteinler olan MeCP2 and MBD2’nin mutasyonlarinin
Rett Sendromu ve OSB’ye yol actig1 tespit edilmistir (48,49). Bunlara ek olarak,
OSB’nin etiyolojisinde en sik gozlenen kromozomal diizensizlik olan 15q11-13
duplikasyonunda, etkilenmis gen GABA’nin farkli metilasyonlar1 goriilmektedir.
Epigenetik modifikasyonlar OSB’nin fenotipik degisiklikleri ile sonuclanabilmektedir

(29,50). Biitiin bu sonug¢lar epigenetik diizenlemenin 6nemine isaret etmektedirler.
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Epigenetik mekanizmalar son yillarda OSB gibi cesitli norogelisimsel anomalilerin
patogenezine potansiyel bir katki saglayici olarak tanimlanmistir. Genetik ve gevresel
faktorlerin ¢ogunun psikiyatrik bozuklugun gelisimine yol actigi bilinmektedir.
Cevresel faktorler, epigenetik mekanizmalar1 diizenleyerek beyin plastisitesi ve
davranisin kaderini degistirmek icin  kisinin genomu ile etkilesebilir (42). Artan
norobilimsel kanitlar yaygin OSB patolojisinde beyinde epigenetik diizenlemelerin
gerceklestigini bildirmektedir ve merkezi sinir sisteminin gelisimini i¢in epigenetik
mekanizmalarinin anlasilmasinin 6nemini desteklemektedir (54,55).

miRNA’larin, hedef genlerinin mRNA yikimi ya da translasyonel baskilama gibi 2
temel mekanizma aracilifiyla hedef genlerinin ifade diizeylerini degistirdigi
bilinmektedir (56). Bu iki mekanizma ile miRNA’lar gen ekpresyonunu kontrol ederler
ve boylelikle de protein ekspresyonu post-transkripsiyonel olarak diizenlenir (57).
Epigenetik mekanizmalarla degisiklige ugratilmis gen ifadesi yasam boyu siirebilir ve
hatta kaltilabilir. Beyinde sabit ve uzun siireli epigenetik degisimlerin bazi psikiyatrik

bozukluklarin nedeni olabilecegi ileri siiriilmiistiir (51).
2.8. MikroRNA (miRNA)

Kodlanmayan miRNA’lar, C.elegans’in gelisimini ¢alisan Lee ve arkadaslar: tarafindan
ilk kez 1993 yilinda tanimlanmistir (58). miRNA’lar, 19-25 niikleotid uzunlugunda
olan, mRNA yikimina veya translasyonel inhibisyona neden olarak gen ifadesinin
kontroliinde dnemli rollere sahip epigenetik bir mekanizmadir (59). miRNA’larin ¢esitli
mekanizmalar araciligiyla temel hiicresel islevleri diizenledikleri bilinmektedir (11,12,
60). miRNA gibi, post-transkripsiyonel mekanizmalar genis 6lciide DNA kodunu
degistirmeksizin  gen  ekspresyonunu  etkilemektedir  (61).  Norogelisimde,
noroplastisitede ve diger temel norobiyolojik islevlerde miRNA’lar kritik rol
oynamaktadir (3). Tiim bu nedenlerle kodlanmayan RNA’lar arasinda global dikkati en
fazla miRNA’lar cekmistir (62).

En son miRBase versiyonu (v21, Kasim 2017) insanda 1881 prekiirsor ve 2588 olgun
miRNA’nm bulundugunu belirtmektedir (63). Insan mRNA’smin yaklasik olarak iicte
ikisinin bu miRNA’lar tarafindan diizenlendigi (33) ve diizenlenen biitiin genlerin
%60’ 1n tizerinde oldugu tahmin edilmistir (64). Bu ¢ok biiyiik bir say1 olup, iiretilen her
100 proteinden 60’min translasyonunda miRNA’larin olaya dahil oldugu anlamma

gelmektedir (64).
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Hiicre biiylimesinde, farklilasmasinda, proliferasyonunda ve hiicre Oliimiinde
miRNA’larin bir veya daha fazla hedef genin baskilanmasinda rol oynadig:
bilinmektedir (10,12,33,56,64). Tek bir miRNA, farkli fonksiyonlar1 olan yaklasik 200
hedef gene baglanabilmektedir ve tek bir hiicredeki yiizlerce fonksiyonu
diizenleyebilmektedir (10,61).

Genomda sakli bulunan genetik bilgilerin bir kismu sirasiyla 6nce mRNA’ya sonra da
proteine doniistiiriiliirler. Proteinler islevsel acidan 6nemli molekiillerdir. miRNA’lar
protein kodlamazlar ancak hiicresel isleyiste ¢cok Onemli diizenleme basamaklarina
katilirlar. Bu kiiciik kodlanmayan RNA’lar, protein translasyonunu degistirmek ve/veya
mRNA’nin ekspresyon seviyelerini diizenlemek i¢in hedef transkriptlerde sekansa ozel
bolgelere baglanirlar (65). miRNA sekanslar1 farkl tiirler arasinda 6zeldir ve cesitli
dokularda tespit edilmistir (12). Hedef bolgeye baglanan bu miRNA’larmm, mRNA
yikimi ya da translasyonel baskilama araciligiyla genin susturulmasini etkileyebilecegi
bilinmektedir (10,14). mRNA’nin kararliliginin bozulmasi, gen ekspresyonunda
degisikliklere neden olarak hiicresel islevlerde bozulmalara yol acabilir (14).

Son zamanlarda yapilan calismalarla, miRNA fonksiyon bozukluklarinin insan
hastaliklarinin  patogenezinde kritik bir ©neme sahip olabilecegi gosterilmeye
baslanmistir (60, 66). Bu arastirmalarin sonucunda bazt miRNA’larin hedef genlerinin
degisen ekspresyonlarinin, norolojik fonksiyon bozukluklar: ile yakin bir sekilde iliskili
oldugu desteklenmistir (12). miRNA ekspresyonu, hem fizyolojik hem de patolojik
hastaliklarda dokuya ©zgii davramista epigenetik olarak degistirilir ve bu degisim
oldukca kompleks olup dinamik bir siirectir (67). Epigenetik analizler genetik
analizlerden cok daha karmagiktir. Ornegin benzer genetik kodlar bireylerin biitiin
hiicrelerinde aynidir ancak epigenetik kodlar dokuya 0zgiidiir ve yasam boyu dinamiktir
(52). Bu nedenle miRNA’larin ekspresyon profili doku-hiicre spesifik 06zellik
gostermektedir. Anormal miRNA ekspresyonu hastalik durumunu direk olarak
yansitabilmektedir (68). Son zamanlarda, saglik ve hastalik durumlarinda miRNA’lar
gibi kiiciikk protein kodlamayan RNA’larmn roliiniin belirlenmesine yonelik yapilan
caligmalar artmustir.

Tek bir miRNA ve patojenik bir protein arasindaki bu iliskide komplekslik vardir (12).
Her bir miRNA tarafindan yonlendirilen ¢oklu mRNA hedeflerinin translasyonel
kontroliindeki anormallikler OSB’lilerde gozlenen fenotip farkliliklarma yol agabilir

(24,31). Bu yiizden tek bir miRNA’dan ziyade ¢oklu miRNA kombinasyonlarini analiz
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etme, kompleks hastaliklarda teshisin spesifitesini ve duyarlhiligini artirabilir (12). Belirli
patolojik hastaliklarda oldugu gibi, cogu miRNA yetiskin sinir sisteminde oldukc¢a fazla
eksprese edilirler. miRNA’larin bu ekspresyonlari, sadece her 6zel beyin bolgesi ve
hiicre tipinde degil, ayn1 zamanda dinlenme ya da aktif durumlardaki sartlarda ya da
asirt uyar1 durumlarinda da yogun kontrol altindadir. miRNA aktivitelerini temel alan
gen diizenleme aglar1 bilhassa beyin fonksiyonunda Onemli olabilir (69).
Noropsikiyatrik bozukluklarin 6liim sonrasi (post-mortem) noropatolojisinde bir¢ok
miRNA’nin fonksiyonunun bozuldugunu gosteren kanitlar vardir (56). OSB beyninde
rapor edilmis olan transkripsiyonel degisimlerin diizenlenmesinde miRNA’larin 6nemli
bir rol oynadigi diisiiniilmiistiir (64).

miRNA’larin 6ncelikle, sadece hiicre ve dokularda eksprese olduklar1 bilinmekteydi.
Fakat son yapilan arastirmalarla serum, plazma, tiikiiriik, iirin, memedeki siit, seminal
plazma, gbzyasi, amniyotik sivi, kolostrum (agiz siitii), brongial lavaj, serebrospinal
s1vi, peritonal sivi ve plevral sivi gibi hiicre dis1 viicut sivilarinda da tespit edilmistir ve
asir1 derecede stabil oldugu goriilmistir (12). miRNA’lar kan dolasiminda da
saptanabilmektedir (10). Farkli hiicre yerlesimleri ve baglanma bolgeleri ile
miRNA’larin, gen ekspresyonunda yeni fonksiyonlar1 desteklebilecegi diistiniilmiistiir
(62). Hiicresel ve sirkiile olan miRNA’larin degisen ekspresyonlari, saglikli kontrollerle
karsilagtirilan ~ otistik  bireylerde  gozlenmistir  (12). Beynin  miRNA’larinin
ekspresyonlari, cocukluk cagi boyunca farkedilir bir sekilde degiskenlik gosterdigi ve
beynin bolgeleri arasinda da cesitlendigi bilinmektedir. Noronlar ve glia, miRNA’larin
bol kaynaklaridir ve bunlar kan beyin bariyerinden gecebilir. miRNA’larm hiicre disi
stabilitesi ve kolay ulasilabilirligi onlar1 biyobelirte¢ kesfi icin ideal bir aday yapar (33).
Bu bakimdan literatiirde miRNA’larin klinik bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasma
ilisgkin ¢aligmalar mevcuttur (14,33,42). miRNA’larin biyogenezi ve fonksiyonu iyi
detaylandirilmis olmasmna ragmen, miRNA’lar ve mRNA’lar arasindaki dinamik
etkilesimin aydinlatilmasina heniiz yeni baslanmistir (62). miRNA’lar kantitatif Real-
Time polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) kullanilarak kolay bir sekilde tespit
edilebilir. Ayn1 zamanda miRNA ekspresyonu patolojik siirecler esnasinda degisebilir.
Sirkiilasyonda degisen miRNA ekspresyon profillerinin hastalikli  dokulardaki
degisimleri yansitabilecegi gz ardi edilmemelidir. Son yillarda miRNA’lar otizm

kliniginde yeni terOpatik stratejilerin gelisimi i¢in potansiyel hedefler olarak
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diisiiniilmektedir. Bu potansiyel biyobelirtecleri klinikte etkin bir sekilde uygulamada

ise hala cesitli zorluklar vardir (12).
2.8.1. miRNA’nin Genomik Organizasyonu, Biyogenezi ve Fonksiyonu

miRNA’larin kromozomal yerlesimleri, kendi gen ifadelerini ve fonksiyonlarmi
etkilemektedir. Insan genomundaki miRNA’lar, kromozomlar iizerinde tek veya
kiimelenmis olarak lokalize olmustur. miRNA genlerinin genom boyunca bulundugu
rapor edilmistir (56). miRNA’lar genler arasi (intergenik), gen i¢i (intragenik), intron
(intronik) ya da ekzonlardaki (ekzonik) yerlesimlerine gore siniflandirilmaktadir (70).
Memeli miRNA’larinin %70’1 intronlarda ve cogunlugu protein kodlayan genlerde yer
alir. Geriye kalan miRNA’lar kodlama yapmayan transkripsiyon iinitelerinde esit

oranlarda ekzonik ve intronik bolgelerde bulunmaktadir (71).

miRNA’larin biyolojik olusum siireci, hiicre ¢ekirdeginde baslayip sitoplazmada son
bulan bir dizi islemler sonucunda meydana gelmektedir (72). Sekil 2.1.’de miRNA’nin

biyogenezi gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. miRNA’min Biyogenezi. miRNA: mikroRNA, pri-miRNA: primer miRNA,
Drosha: RNAaz III enzimi, DGCRS: DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8, Pre-
miRNA: Prekiirsor miRNA, XPOS5: Exportin 5,GTP: guanozin trifosfat, Dicer:
RNAaz III enzimi, RISC: RNA indiiklenmis susturma kompleksi (73).
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Hiicre icerisindeki gen susturma kompleksi olan RNA ile indiiklenen susturum
kompleksini (RISC; RNA-induced silencing complex) aktive edecek o6zellige
ulagsabilmek i¢in mi-RNA’lar birtakim asamalardan gecerler (65). miRNA genlerinin
biiyiik ¢ogunlugu RNA polimeraz II (pol II), birkaci ise RNA polimeraz III (pol III)
tarafindan transkribe edilir (57). miRNA biyogenezi, cekirdekte RNA polimeraz II-11I
aracthiginda transkripsiyon ile baslamaktadir (56). ilk asamada, RNA bagimli RNA
polimeraz II-III, kalip olarak endojen veya ekzojen kaynakli bir RNA’y1 kullanarak cift
zincirli RNA molekiiliinii sentez eder (65). Bu yap1 intron bolgelerinden sa¢ tokasi

seklinde kivrilip eslesir ve primer miRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilir (57,65).

Bu pri-miRNA’lar, olgun miRNA dizisini iceren uzun bir miRNA’dir ve mRNA’lara
benzer sekilde 5 uclarinda 7 metil guanozin ve 3’ uglarinda ise poli adenozin tasir (72).
Sac tokasi yapisi, Drosha (RNAaz III enzimi) ve kofaktoru Di-George Sendromu’nda
kritik bolge 8 (DGCRS8)’den olusan bir mikroislemci tarafindan kesilir. Mikroislemci
komplekste DGCR8 RNA yapisin1 tanirken, Drosha katalitik bir alt birim gibi
fonksiyon gostermektedir. Drosha cift iplikli ilmek yapismi pri-miRNA’dan ayirarak
60-70 niikleotid uzunlugunda prekiirsor miRNA’nin (pre-miRNA) olusmasina neden
olur. Olusan pre-miRNA, niikleer transport kompleksi olan Exportin 5 ve Ran-GTP
tarafindan niikleus porlarindan sitoplazmaya tasinir ve burada Dicer (bir RNAaz III
enzimi) sa¢ tokasi sonunda bulunan dongiiyii yaklasik 21-24 niikleotid uzunlugunda cift
zincirli bir miRNA’ya keser. Olgun diziye kesilecek olan iplik, miRNA indiiklenmis
susturma kompleksini olusturan (RISC) ile Argonaute’a yiiklenir. RISC kompleksi
olgun miRNA ve hedef mRNA’y1 bir araya getirmek i¢in gereklidir. Ayrilmis miRNA
dubleksinin sadece kilavuz zinciri RISC kompleksine girebilir. Kilavuz zinciri disindaki
miRNA zinciri ve prekiirsor yapinin geri kalan1 degrade olur. miRNA’ nin dahil oldugu
RISC kompleksi, hedefi olan mRNA’ya yonelir. Hedef mRNA’nin translasyona
ugramayan 3’-UTR bdlgesi ile olgun miRNA’nin 5’ucundaki 2-8. niikleotidlerinin yer
aldig1 cekirdek dizi araciligiyla etkilesir (72). miRNA’lar hedef mRNA’ya kismi ya da
tam esleniklik gostererek baglanabilirler. Eger tam bir eslesme gerceklesirse RISC
hedef mRNA’lar1 degrade eder, sayet kismi eslesme gerceklesecek olursa hedef mRNA
translasyonel olarak baskilanmis olur (70,71). Sekil 2.2.°de miRNA’larin etki

mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. miRNA’min Etki Mekanizmasi. miRNA’lar hedef genlerini 2 temel mekanizma
araciligiyla diizenler. Bunlardan birincisi hedef mRNA’nin yikimi olup diger
mekanizma ise translasyonel baskilamadir (74).

2.8.2. Otizmde miRNA Calismalan

OSB’li bireyler, sosyal davranig ve iletisimde kesintiler ile sterotipik davranislara
sahiptir. Bu bozuklugun genetik etiyolojisi halen bilinmezligini siirdiirmektedir.
miRNA’lar, ekspresyon seviyesinde degisiklikler yaparak OSB riskine katkida
bulunabilirler (75).

Literatiirde OSB’de mikroRNA’larin roliinii arastiran sadece birka¢ calisma vardir (3,
33). Tablo 2.3’te OSB’li hastalarin cesitli biyolojik Orneklerinden gerceklestirilen
miRNA caligmalar1 gosterilmistir. Hicks et al. (33) tarafindan miRNA ekspresyonlari,
OSB hastalarinin post-mortem serebellumunda ilk kez incelenmistir. OSB’li insan
hastalarin  post-mortem beyin dokusunu inceleyen 4 calismada, kontrollerle

karsilastirildiginda ekspresyon farkliligi gosteren 91 miRNA tanimlanmustir (33).

Abu-Elneel et al. (76) tarafindan otizmli hastalarin post-mortem serebellar korteksinde
miRNA’lar ve onlarin beyne 0zgii hedeflerinin degismis ekspresyonlart ilk kez
gozlemlenmigtir. Bu caliymada OSB’li 13 yetigkinin serebellar kortekslerinde farkli

ekspresyonlart olan 28 miRNA tanimlamistir ve bunlarin 7 tanesinin SHANK3
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transkriptini hedefledigi bilinmektedir. SHANK3 OSB'’lilerde patofizyolojik hedeflerden
sadece birisidir (76).

Schumann et al. (75) tarafindan 2017 yilinda gerceklestirilen bir ¢calismada 10 (5 erkek,
5 kiz) OSB’li ve 8 (6 erkek, 2 kiz) kontroliin post-mortem temporal korteksinde
toplam 54 miRNA’nin ekspresyonu incelenmistir. Cinsiyet olarak farklilasan
miRNA’larin miR-219 ve miR-338 oldugunu ve bunlarin oligodendrosit farkliliklarini
gelistirdigini, miR-125’in noronal farklilagmada roli oldugunu, miR-488’in ise
anksiyetede gosterildigini rapor etmislerdir. Onceki miRNA ¢aligmalar1 goz oniine
alindiginda her iki cinsiyette varsayillan miRNA hedeflerinin 6nemli 6l¢iide sinir sistemi
ve immiin sistem yolaklarinda yer aldig1 belirlenmistir. Yaygin yolaklarda bile, bu 6zel
miRNA’larin ekspresyonlar: siklikla erkek ve kadm bireylerde farklidir. Yapilan bu
calismayla OSB’lilerin beyninde de cinsiyetler arasinda miRNA ekspresyonlarinin
farkhilik  gosterdigi  desteklenmistir.  OSB’li kizlarin, OSB’li  erkeklerle
kargilastirildiginda genel olarak daha fazla bozulan miRNA ekspresyonu gosterdigi
belirlenmistir. Bu calisma akla su soruyu getirmektedir: acaba otizmin erkeklerde
kizlara gore daha fazla goriilmesinde belirli miRNA’larin ekspresyonu mu sebep
olmaktadir? Gelecekte otizmde cinsiyete ve kisiye oOzgii farmakolojik tedavide bu

durumun netlestirilmesi 6nem tasimaktadir (75).

Yetigskin beyninde miRNA ekspresyon profillerini ¢calisan bir arastirmada miRNA’larin
cogunun hipokampus ve kortekste 0zel olarak eksprese edildigini gostermistir. Bu
caligma ile sinaptik plastisite ve hafizanin olusumunda miRNA’nin 6nemli olabilecegi

vurgulanmustir (57).

Otistik bireylerin beyinlerinin bazi bolgelerinde az sayida miRNA’da fonksiyon kaybi
oldugu rapor edilmistir. miR-188, miR-181b ve miR-137’nin otizmde farkl bir sekilde
eksprese olduklar1 dogrulanmistir. miR-137 i¢in varsayilan baglanma bdlgelerini iceren
en az 250 otizmle iligkili gen, otizmli ¢ocuklarin bazi beyin bolgelerinde gosterilmistir

(11).

miR-124 ve miR-9’un norogenezde kritik bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu
miRNA’larin baskilanmasinin noronlarin sayisini azalttigi, asir1 ekspresyonlarinin ise

astrosit sayisini azalttig1 tespit edilmistir (77).

Yapilan bir bagska calismada, otizmli hastalarin periferal kanlarinda farkli sekilde

eksprese olan miRNA’lar, mikroarray analizleriyle tanimlanmistir. Calismanin
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sonucunda anormal bir sekilde eksprese olan miR-34’iin otizmin erkeklerde daha fazla
goriilmesini agiklayabilecegi seklinde yorumlanmistir. Anormal bir sekilde eksprese
olan miR-103a-3p’nin ise OSB’de gozlenen anormal ubikitin bagh protein yikimina

katki saglayabilecegi diistintilmiistiir (3).

Vachev et al. (78) OSB’li ¢ocuklarin periferal kanlarinda miRNA let-7b-3p ve let-7d-
3p’nin ekspresyonlarinin azaldigini tespit etmislerdir. Bu caligmanin sonucunda
arastiricilar, tam kan gibi viicut sivilarinda var olan miRNA’larm kullaniglt bir klinik

biyobelirte¢ olabilecegi goriisiinii desteklemislerdir (78).

Yapilan bir bagka calismada arastirmacilar, OSB ile norolojik olarak ilgili miRNA’larin
serum ekspresyon profillerini incelemislerdir. Bu calismadan elde edilen sonuglara gore
serum miRNA’lari bir dizisinin OSB i¢in olas1 girisimsel olmayan bir biyobelirteg
olarak hizmet edebilecegi desteklenmistir (14). OSB’li hastalarin lenfoblastoid hiicre

kiiltiirlerinde miRNA’larin ekspresyonlar1 belirlenmistir (79).

Nguyen et al. (80) 8 OSB vakasi ve 6 kontrolde burun mukozal kok hiicresinde bulunan
toplam 667 miRNA’nin ekspresyonunu c¢alismislardir. Bu calismayla OSB’de
fonksiyonu bozulan miRNA’larin oldugu gosterilmistir (80). Shen et al. (81) tarafindan
2016 yilinda gerceklestirilen bir diger caligmada ise 11 miRNA otizm icin biyobelirteg
olarak gosterilmistir ve bu miRNA’larin 8 tanesinin (%72.2) onceki ¢aligmalara gore
OSB orneklerinde 6nemli dl¢iide anormal bir sekilde degistigi belirtilmistir (81). Hicks
et al. (33) ise 24 OSB’li ve 21 kontrolden tiikiiriik ornekleri toplayarak, tiikiiriikte
bulunan toplam 246 miRNA’y1 tespit etmislerdir. Kontrollerle karsilastirilan OSB
gruplarinda 14 miRNA’nin farkli bir sekilde eksprese oldugu belirtilmistir. Bu 14
miRNA (miR-7-5p, miR-140-3p, miR-335-3p, miR-23a-3p, miR-27a-3p, miR-30e-5p,
miR-32-5p, miR-2467-5p, miR-628-5p, miR-218-5p, miR-191-5p, miR-127-3p, miR-
28-5p, miR-3529-3p) OSB’nin biyobelirtegleri olarak gosterilmistir (33). Wu et al. (84)
OSB hastalarinin post-mortem beyinlerinde miRNA ekspresyon profillerini aragtirmis
ve caligmalarinin sonucunda OSB patofizyolojisinde miRNA’larin fonksiyonunu
dogrulamiglardir. Farkl arastiricilar tarafindan gergeklestirilen baska calismalarda ise

miRNA’lardaki CNV ve SNP’lerin OSB ile korele olduklari rapor edilmistir (31,81).

Yapilan bir c¢alismada OSB hastalarinin  serumunda sirkiile olan miRNAlarin
farklilagmis ekspresyon gosterip gostermedigini tespit etmek amaglanmistir. OSB’li

hastalar ve saglikli kontrollerin serumunda 42 miRNA’nm ekspresyon seviyesi analiz
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edilmistir. Bu sonuclara gore kontrollerle karsilastirildiginda OSB’li hastalarda 11

miRNA’nin daha fazla eksprese edildigi rapor edilmistir ve 29 miRNA’nin ekspresyonu

kismen daha diisiik bulunmustur. Bu sonuglar serumda degisken bir sekilde eksprese

olan miRNA’larin OSB’nin molekiiler yolaginda bulunabilecegini gostermistir (12).

Tablo 2.3. OSB’de miRNA Caligmalari.

Cahsilan Calhisilan Calisma Yontemi | Anlamhi Bulunan Referans
Hastalilk | Vaka Sayisi Biyolojik ve Totalde miRNA’lar
Ornek Calhisilan miRNA
Sayisi
miR-106b(1)
miR-140(1)
13 OSB Post-mortem | qRT-PCR miR-146b(1) Abu-Elneel
OSB 13 Kontrol Serebellar 377 miRNA miR-15a(]) et al, 2008
Korteks miR-15b(]) (76)
miR-23a(])
miR-27a(])
miR-93(])
OSB 6 OSB Mikroarray miR-132(1)
6 Kontrol qRT-PCR miR-146a(1) Talebizadeh
Lenfoblastoid | 150 miRNA miR-146b(1) et al, 2008
Hiicre Hatt1 miR-92(]) (82)
miR-320(})
miR-106b(1)
miR-132(1)
14 OSB Mikroarray miR-199b(1) Sarachana
OSB 14 Saglikli Lenfoblastoid | qRT-PCR miR-219(1) et al, 2010
Kardes Hiicre Hatt1 | 1237 miRNA miR-23a(]) (79)
B’'iMZ) miR-30e(])
miR-93(])
miR-103(})
OSB 30 OSB Tam Kan Mikroarray miR-486-3p (1,]) Popov et al,
25 Kontrol 1898 miRNA 2012 (83)
OSB 30 OSB Periferal Kan | Mikroarray miR-let-7b-3p (|)
25 Kontrol 1898 miRNA miR-let-7d-3p (|) Vachev et
al, 2013 (78)
miR-10a-5p(1)
RNA-seq miR-21-3p(1)
OSB 28 OSB Post-mortem | qRT-PCR miR-23a-3p(1) Wau et al,
28 Kontrol Serebellar | 699 miRNA miR-155-5p(1) 2016
Korteks miR-335-3p(1) (84)
miR-19b-3p (1)
miR-195-5p(1)
miR-130a-3p(1)
OSB 55 OSB PCR Array miR-101-3p(1)
55 Kontrol Serum gRT-PCR miR-106b-5p(1)
125 miRNA miR-151a-3p(])
miR-181b-5p(]) Vasu MM et
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miR-328(}) al, 2014 (14)
miR320a(])
miR-433(})
miR-489(|)
miR-572(])
miR-663a ()
OSB 10 OSB Mikroarray miR-1(1) Ander BP et
8 Kontrol Post-mortem miR-4753-5p(1) al, 2015 (64)
Beyin 1733 miRNA miR-664-3p(1)
miR-4709-3p(1)
miR-297(])
miR-4742-3p(])
20 OSB Mikroarray miR-10a(1)
22 Saglikli Lenfoblastoid | gRT-PCR mir-199b-5p(1) Seno et al,
Kardes Hiicre Hatti | 708 miRNA miR-338-3p(1) 2011
(85
12 OSB Yeni nesil miR-142-5p(1)
12 Kontrol sekanslama miR-142-3p(1) Mor et al,
OSB Post-mortem | qRT-PCR miR-451a(1) 2015
Beyin miR-144-3p(1) (86)
23 miRNA miR-21-5p(1)
SOSB+5 Mikroarray miR-494(1)
Kontrol Periferal Kan | gqRT-PCR miR-451a ()
(Mikroarray) miR-195-5p(|) Huang et al,
2578 miRNA miR-15a-5p(|) 2015
OSB 15 OSB + 15 miR-15b-5p(|) 3)
Kontrol (qRT- miR-92a-3p(])
PCR) miR-103(})
miR-7-5p(1)
miR-140-3p(1)
24 OSB RNA-seq miR-335-3p(1)
OSB 21 Kontrol Tiikiiriik 246 miRNA miR-23a-3p(|) Hicks et al,
miR-27a-3p(]) 2016
miR-30e-5p(]) 33)
Burun Mikroarray
8 OSB Mukozal Kok | qRT-PCR miR-146a(1) Nguyen LS
OSB 6 Kontrol Hiicre et al, 2016
+ 667 miRNA (80)
Deri
Fibroblasti
miR-338(})
OSB 10 OSB Mikroarray miR-219(}) Schumann
8 Kontrol Beyin 58 miRNA miR-125(1) et al, 2017
miR-448(]) 75)

(1): Artma
(1): Azalma
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2.9. ArastirdiZimiz Genler Hakkinda Genel Bilgi
2.9.1. POGZ ( Pogo Transposable Element Derived with ZNF Domain)

POGZ, OSB’yi etkileyen ¢inko parmak domain ile pogo transposoble element-kdkenli
protein kodlayan gendir (28). Sekil 2.3.te POGZ geninin 1. kromozomdaki yerlesimi

gosterilmektedir.
REI2 3333233538 3333333332331
332f 49249948 99sSes s g
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Sekil 2.3. POGZ Geninin Kromozom Lokalizasyonu (88)

POGZ insan fetal beyninde oldukca fazla eksprese edilir (88). POGZ eksikligi, mitozu,
beyin gelisimi ve fonksiyon bozukluklarini etkileyebilir (89). Kromatin diizenlenmesi,
hiicresel fonksiyon ve gen ekspresyonunda POGZ’nin temel bir rol oynadigi
bilinmektedir. Kromatin-iliskili mekanizmalardaki bozukluklar patolojik etkilere sebep
olabilir (46). CHDS8 geninin allelik varyantlar1 OSB ile iliskilendirilmistir. POGZ’nin,
kromatin degistiren bir CHDS8 ile kombinasyonunda insan gelisimi esnasinda gen
ekspresyonu ve kromatin yapisini diizenledigi bilinmektedir. Bu durumda sporadik
OSB’de fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin fazla oldugu goriilmektedir. Bu bulgular, hem
POGZ hem de CHDS&in gii¢lii bir sekilde OSB riski ile iliskili olabilecegini
gostermistir. POGZ mutasyonlu hastalar daha diisiik 1Q skoru gostermektedir. Yapilan
caligmalarla arastiricilar, POGZ genindeki de novo mutasyonlarin OSB ve ID ile iligkili
olabilecegini diisiinmektedirler (55,90). Kesintiye ugramis de novo mutasyonlarin
biyolojik ©nemini anlamak ic¢in, POGZ ve CHD&in transkripsiyonel hedeflerini
tanimlamak Onemlidir (46). Matsumura et al. (46) OSB ile iliskili POGZ de novo
mutasyonlarin, POGZ’ nin DNA baglama aktivitesini zayiflattigini rapor etmislerdir. Bu
sonug, OSB ve kromatin yeniden modelleme arasindaki bu molekiiler bagi anlamaya
biiylik oOlciide katki saglayabilir. Yizhou et al. (89) tarafindan yapilan bir baska
calismada, mikrosefalisi olan ve gelisimsel bozukluga sahip benzer fenotipte 7 hastada
tim ekzom sekanslama ile POGZ’de de novo fonksiyon kaybi mutasyonlari
bulunmustur. Fukai et al. (88) trio (anne-baba-cocuk iicliisiinii iceren) temelli tiim

ekzom sekanslama ile POGZ geninde yeni bir mutasyon tanimmlamiglardir. Bu
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calismayla ilk kez sentromerde protein B benzeri DNA baglama domaininde de novo
yanlis anlamli mutasyon rapor edilmistir. Calismanmn sonucunda POGZ geninde
fonksiyon kaybi1 ya da patojenik yanlis anlamli mutasyonlarin OSB’ye sebep olabilecegi
belirtilmistir (88).

Stessman et al. (90) norogelisimsel bozukluklu (primer olarak ID’li) 5,223 bireyin tiim
ekzom, tiim genom ya da hedeflenen sekanslamasi bilgilerini ve OSB/ID’li 12,041
bireyde bu lokusun hedeflenen sekanslamasi ile POGZ’de kesintiye ugramis
mutasyonlu 25 bireyin molekiiler ve klinik bulgularini toplamislardir. Bu bulgular ile

POGZ genindeki bozulmanin OSB ve ID ile iliskilendirildigini desteklemislerdir (90).

Son calismalar ID, sizofreni ve OSB’yi de icine alan cesitli beyin bozukluklarmin
riskine de novo tek niikleotid varyasyonlarinin biiyiik olciide katkida bulundugunu
gostermistir. Hashimoto et al. (91) OSB’nin 30 sporadik vakasinda trio temelli tim
ekzom sekanslamasi gerceklestirmisler ve de novo tek niikleotid varyasyonlu 37 gen
tanimlamislardir. Bu tanimlanan genler igerisinde bulunan POGZ OSB’de de novo tek
niikleotid varyasyonlu gen olarak rapor edilmistir. Bu arastiricilar POGZ geninin
merkezi sinir sisteminde noronlarda sinir uzantis1 gelisiminin aday diizenleyicileri

olabilecegini savunmuslardir (91).

Son zamanlarda POGZ’nin, Drosophila melanogaster’de normal 6grenme i¢in 6nemli
oldugu bulunmustur (46). Biligsel geriligin eslik ettigi otizm vakalariyla iliskili de novo
mutasyonlarin onemi ise bilinmezligini siirdiirmektedir. Tan et al. (28) tarafindan 2016
yilinda gerceklestirilen bir calismada biligsel gerilige sahip otizmli hastalarm POGZ
geninin kodlanan bdlgesinde de novo meydana gelen yeni bir cerceve kaymasi
mutasyonu (c.1277_1278insC) tanimlamislardir (28). Ancak bu bilinmezligin
anlasilmasi i¢in daha fazla deneysel calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (46).

Sonug olarak, otizmli hastalarda POGZ geninin ekspresyonu ile POGZ’yi hedefleyen
miRNA’larn iliskisi tam olarak belirlenmemistir. POGZ genindeki bozukluk ve geni
hedefleyen miRNA’lara bagli olarak gendeki ekspresyon degisiklikleri, otizmli
cocuklarda gozlenen fenotipik cesitlilige sebep olabilir.

2.9.2. PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog)

PTEN (Fosfataz ve tensin homolog), 10. kromozom iizerinde ve 10923 kromozom

bandinda lokalize olan tiimor baskilayict bir gendir (92). PTEN, ilk kez 1997 yilinda
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kesfedilmistir. Kesfedildiginden beri hiicresel yolaktaki bazi islevleri bilinmezligini
siirdirmekte olup arastirilmaya devam edilmektedir. PTEN geni 9 ekzonu iceren 403
aminoasite sahip 47 kD agirliginda bir proteini kodlar (93). Sekil 2.4’te PTEN’in
protein yapist gosterilmistir. PTEN geninin viicut ve lireme hiicrelerindeki mutasyonlari

cesitli hastaliklarda gosterilmistir (94).

PDB Phosphatase domain C2 domain C-tail
15 185 351 PEST PDZ 403
L 3 o 4. T o
i3 il
N-terminal region C-terminal region

Sekil 2.4. PTEN Protein Yapisi. PTEN 403 aminoasitten ve 2 domainden olusur. N-terminal
bolgesi 185 aminoasitten olusan bir PIP2 baglayan PBD domain ve bir fosfataz
domainden olusur. C terminal bolgesi ise bir C2 domain ile 2 PEST (Prolin, Glutamik
asit, Serin ve Treonin) sekans1 ve sonunda PDZ motif ile sonlanan bir C kuyrugundan
olusur (95).

Otizmde PTEN geninin cesitli rolleri yapilan calismalarla gosterilmistir (93,95,97).
Butler et al. (96) tarafindan OSB ve makrosefali tanis1 almis 18 hastada (yaslar1 3-18
arasinda degisen 13 erkek ve 5 kiz) PTEN gen mutasyonu arastirtlmistir. Calismanin
sonucunda 3 erkek hastanin germline PTEN mutasyonu tastyicist oldugu belirlenmistir

(96).

Pediatrik hastalarin OSB’ye sahip olan klinik bir grubunda %8.3 PTEN mutasyonlar1
yaygmlik orant vardir. Buna ek olarak, gelisimsel bozukluklu ya da mental
retardasyonlu hastalar %12.2 ile daha yiiksek bir PTEN mutasyon yayginlik oranina
sahiptirler (92).

Otizmde kritik bir role sahip olabilen bir aday sinyal yolagi PI3K/Akt/mTOR yolagidir
(92). Bu PI3K/Akt sinyal yolagi aktivitesi hiicre biiylimesi, hayatta kalma ve
proliferasyon icin gereklidir (97). Bu nedenle PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagindaki
anormallikler beyin tiimorleri, otizm ve sizofreni gibi norolojik ve psikiyatrik
bozukluklara neden olmaktadir (97). mTOR sinyal yolagindaki degisikliklerin OSB’li
bireylerin %14’tinde bulundugu tespit edilmistir (92). PTEN fonksiyonlari, PI3K/Akt

sinyalini diizenleyerek (94) ve TSC-mTOR’u kontrol ederek otofajinin indiiklenmesini
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diizenlemektedir. Sekil 2.5’te PTEN’in temel fonksiyonu hakkinda bilgi verilmektedir.
Son donemde rapor edilen otistik farelerde mTOR’un aktivitesinin yok edildigi bir
calisma, otizmde otofajinin fonksiyonunun bozulabilecegini desteklemektedir (61).
TSCI’de ya da TSC2’deki gen mutasyonu insan Tiiberoz Skleroz Komplekse (TSC)’ye
sebep olur ve bu hastalarmm %25-60’1 OSB ile iliskili fenotipler gosterebilir. TSC ve
OSB fenotipli ¢ocuklarin kognitif fonksiyonu, otizm olmayanlara gore daha siddetli
azalma gostermektedir (97).

Growth factor

Tyrosine kinase
receptor
ot

e i e e
= Y

cytoplasm

PIP,
pp
l P
P P Cell Survival
p Akt PATERME Apoptosis Inhibition

Sekil 2.5. PTEN’in Temel Fonksiyonu. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin diizenlenmesidir.
Hiicre dis1 uyariya cevapta (Ornegin insiilin, bilylime faktorleri, kemokinlerin
varligl), PI3K tirozin kinaz reseptorler ya da G-protein reseptorleri tarafindan
aktive edilir ve PIP3 olusturmak i¢in PIP2 fosforillenir. Bu fosforillenme ile Akt
aktiflesir. Bu olay geri doniisiimliidiir. PTEN PIP3’li defosforile ederek PIP2’yi
tekrar olusturabilen bir lipid fosfatazdir. Boylelikle PI3K sinyal yolag: bloke edilir
(93).

PTEN geninin delesyonu embriyonik donemde oOliimle sonuc¢lanmaktadir. Fareler
izerinde Pten geninin knock-out edildigi bir c¢aligma, farelerde otistik benzeri
davraniglarda (sosyal davranis, tekrarlayan davranis ve anksiyete, hafiza ve 6grenme
eksiklikleri) uzun donem degisikliklerle sonuclandigi rapor edilmistir (92). Ayrica,
PTEN genindeki delesyonun sinaptik proteinlerde degisimlere neden oldugu
gosterilmistir . Onceki ¢alismalarda PTEN yoklugunun dendrit boyutunu biiyiik dlgiide

artirdig1 ve hipokampusta genislemeye sebep oldugu gosterilmistir (92).

Farelerde embriyonik noral kok hiicrelerdeki Pren geni yok edildigi zaman fare
beyninin anormal bir sekilde biiyiidiigii tespit edilmistir. Yapilan diger analizler

sonucunda bu durumun hiicre proliferasyonunu artirdigi ve programlanmis hiicre
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Olimiinii azalttig1 gosterilmistir (97). Bagimsiz c¢alismalar ise beynin lateral
ventrikiillerin subventrikiilar zonlarinda bulunan olgun noronal kok hiicrelerin PTEN
tarafindan diizenlendigi rapor edilmistir (97). Kwon et al. (97) fare hipokampus ve
korteksinde ve oOzellikle post mitotik noronlarin bir dizisinde Pten ekspresyonunu
baskilamistir. Bu farelerde makrosefali gelismistir ve sosyal davramig eksiklikleri,
nobetler, artmis anksiyete ve 6grenme eksikliklerini igeren, insan otizmine benzer olan
davranigsal fenotipler oldugu gosterilmistir (97). Ayrica protein fosfataz aktivitesine
dayanan Pten geninin asir1 ekspresyonunun spin yogunlugunda azalmayla sonug¢landigi
rapor edilmistir. Bu calismalar noronlarda PTEN fonksiyonunun ndronal morfolojiyi ve

sinyal iletimini etkiledigini gostermektedir (97).

Normal hiicreler genellikle giiclii niikleer PTEN ekspresyonu gostermektedir. PTEN
degisiklikleri, fosfataz  aktivitesini  degistirebilen olast  post-transkripsiyonel
modifikasyonlarin bir cesidini igerir (93). PTEN mutasyonlar1 ve diger genetik
degisiklikler PTEN fonksiyonlarii olumsuz olarak etkilemektedir (93). PTEN germline
mutasyonlar1 makrosefalinin eslik ettigi OSB tanis1 alan cocuklarin kiigiik bir dizisinde
(en az %]1°’1) bulunmustur (43). OSB’li hastalarda ¢cogu germline PTEN mutasyonlar1
tanimlanmistir ve bunlar anlamsiz mutasyonlar, yanlis anlamli mutasyonlar ve tek baz
insersiyonunu iceren nokta mutasyonlaridir (98,99). PTEN dozajinin anahtar
diizenleyicileri arasinda miRNA’lar ve psddogenler bulunmaktadir ve bunlarda post-
transkripsiyonel seviyede PTEN ekspresyonunu diizenlemektedir. Transkripsiyonel
baskilama ve epigenetik sessizlestirme, post-transkripsiyonel gen diizenlenmesi, post
translasyonel modifikasyon ve anormal PTEN lokalizasyonu azalmig PTEN aktivitesine
katkida bulunabilir. PTEN dojazinda kiiciik degisiklikler, insanlarda 6nemli fenotipik
sonuclara yol acabilir. Fare genetik modellerinde bu durum gosterilmistir. Bu genin
diizenleyici yolaklarin1 etkileyen genetik ya da kromozomal degisiklikler, PTEN

seviyelerinin modiile edilmesiyle klinik sonuglari etkileyebilir (61).

miR-19a ve miR-19b’nin her ikisi de 3’UTR (3’kodlanmayan bolge)’de aynm1 baglanma
bolgesi araciligiyla PTEN’1 hedefler. miR-19’un, hem PTEN‘i hem de PP2A’y1 (Protein
Fosfataz 2) baskiladig1 bilinmektedir. Bu durum benzer sekans motiflerinin post
transkripsiyonel diizenlemesini koordine etmek i¢cin fonksiyonel olarak iligkili genlerin

3’UTR’sinde miR-19a ve miR-19b’nin var olabilecegini desteklemektedir (61). Tiim bu
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nedenlerle PTEN genindeki mutasyonlarm OSB kliniginde goézlenen fenotiplerin bir

spektrumuna sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (43,98).



3.GEREC veYONTEM

3.1.Tezde Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Cihazlar Listesi

Aletler Markasi
-20 Buzdolab1 Siemens
-80 derin dondurucu Binder
+4 Buzdolab1 Siemens

Kantitatif Real-Time PCR cihazi

LightCycler 480 II (Roche, Almanya)

Nano drop BioSpec-Nano (Shimadzu)
Vorteks Heidolph
PCR cihazi LabCycler SensoQuest, Qiagen

Sogutmal1 Santrifiij Sigma
FMikropipet Gilson
Perfect spin PeQlab




3.2.Calismada Kullamilan Kimyasallar
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Calismada kullanilan kimyasal, sarf malzeme ve kitlerin listesi Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler Listesi

Kimyasal Maddeler ve Sarflar Malzemeler Markasi
Trizol Roche
Kloroform Merck
Etanol Merck
Izopropanol Merck
Niikleaz Free Water Qiagen

cDNA Sentez Kiti Transcriptor High Fidelity cDNA sentez
kiti (Roche, Almanya)
Probe Master Mix Kiti LightCycler 480 Probes Master Kiti

(Roche Diagnostics, Almanya)

Steril eldiven

Beybi

10 uL’lik filtreli pipet ucu Axygen
100 pL’lik filtreli pipet ucu Axygen
1000 pL’lik filtreli pipet ucu Axygen
Plate LightCycler 480 Sealing Foil, Roche
1,5 ml mikrosantrifiij ependorf tiip Greiner
0.2 ml PCR tiip Axygen

Bu tez ¢ahigmast; Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan (2016/491)

onaylanmustir. Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan TYL-2017-5789 kodlu proje ile desteklenmistir.

3.3.Calismaya Dahil Edilen Hasta Gruplan

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Psikiyatri Anabilim Dali Poliklinigi’ ne

basvuran DSM-IV ve DSM-V tani kriterlerine gore otizm tanis1 almis veya yeni tani

konulan, ayrica Childhood Autism Rating Scale (CARS) 0lcegine gore siddet

degerlendirmesi yapilmis olan 2-10 yas arasi1 50 hasta calismaya dahil edilmistir.

Belirlenen genlerin ekspresyon diizeylerinin etkilenmemesi i¢in bu ¢aliymada hastalarin

otizm ile ilgili herhangi bir ila¢ kullanmamis olmasi ve yeni tan1 almis olmasina dikkat
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edilmistir. Ayrica belirlenen hastalarda otizme eslik eden herhangi bir sendromik
bozuklugun olmamasi da goz Oniine alinan baska bir husustur. Hastalarin caligmaya
dahil edilme ve edilmeme nedenleri Tablo 3.3’te Ozetlenmistir. Bu 50 hastanin gen
ekspresyonu agisindan karsilastirilmasi i¢in 50 saglikli birey caligmaya dahil edilerek

kontrol grubu olusturulmustur.

Tablo 3.3.0tizmli Hastalarin Calismaya Dahil Edilme ya da Edilmeme Nedenleri

Dahil Edilme Nedenleri Dahil Edilmeme Nedenleri

1.0tizm tanisinin olmasi 1. Otizm tanis1 almamis olanlar

2. Tlag Kullaniyor Olmamasi 2. Ila¢ kullananlar

3. Hastalarin 2-10 yas arasi olmasi 3. Onam vermeyi kabul etmeyenler
4.Sendromik herhangi bir bozuklugu | 4.Sendromik herhangi bir bozukluga
olmayanlar sahip olanlar

Cocuk Psikiyatri Poliklinigi’nde otizm tanis1 almig hasta ve/veya hasta yakinlarindan
gerekli onay alindiktan sonra hastalar ve saglikli kontrollerin kan 6rnekleri EDTA
(ethylenediamine-tetraacetic acid) iceren 2 mililitre (ml)’lik vakumlu steril tiipler

icerisine alinmistir ve deneysel ¢aligsmalar baslatilmistir.

Otizmli hastalar ve bu hastalarla yas ve cinsiyet agisindan uyumlu saglikli bireylerden
toplanan kan 6rnekleri GENKOK Genom birimine gonderilmistir. Genetik caligmalarin
tamami bu birimde gerceklestirilmistir. Toplanan bu kanlarin total RNA izolasyonu ve
elde edilen bu RNA’lardan da komplementer DNA (cDNA) sentezi yapilmistir. Bu
cDNA’lardan Real-Time PCR cihazi1 kullanilarak POGZ ve PTEN genlerinin

ekspresyonlar1 arastirilmistir.
3.3.1. KandanTotal RNA izolasyonu

1. Hastalar, saglikli kardesleri ve saglikli kontrollerden alinan 2 ml periferal kan

orneklerinden TRIzol ile (Roche, Almanya) RNA izolasyonu yapild:.

2.500 pul kana 500 pl trizol eklenerek vortekslendi ve buz iizerine alind1.
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3.200 ul kloroform eklenip vortekslendi ve tekrar buza alind1.

4.12000 rpm’de 30dk santrifiij edildi. Akoz faz yeni tiipe alindi. 1:1 oraninda
izopropanol eklenip alt-iist edildi ve bir gece -20 °C’de bekletildi.

5.14000 rpm 30dk +4°C’de santrifiij edildi.

6. Tiipe 1 ml %70’lik etanol doldurulup yikama baslatildi. 14000 rpm 5 dk santrifiij
edildi.

7. Supernatant atildi. 500 pl distile su eklenip vortekslendi ve 25 ul SM NaCl eklendi.
Daha sonra tiiplere 1ml absolute etanol eklendi ve tiipler alt-iist edildi. -20°C’de bir
gece bekletildi.

8. 14000 rpm 30 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiiliip tiiplerin agzi ters gevrilerek

kurutuldu.

9. 1 ml %70’lik etanol tiiplere dolduruldu. 14000 rpm 5dk santrifiij edildi.
10. Siipernatant atild1 ve etanol uzaklagsin diye beklendi.

11. 50 pl niikleaz free water ile resiispanse edildi.

12. En son asamada 1/10 seyreltip nanodropta Ol¢iim yapildi. RNA’nm kalitesi ve
miktar1 BioSpec-Nano (Shimadzu) ile belirlendi.

3.3.2. Total RNA’dan cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)
kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir. cDNA sentezi i¢in hazirlanan

reaksiyon karigimi Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Tablo 3.4. cDNA Sentezi icin Hazirlanan Reaksiyon Karigimi

Random Hekzamer Primer 1 uL
Anchored-oligo (dT) 18 Primer 1 uL
Distile Su 4,4 uL

RNA SuL
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cDNA sentezi i¢in yukaridaki tabloda verilen oranlara gére soguk blok iizerinde karisim
hazirland1. Hazirlanan bu karisimdan her bir tiipe 6,4 pl dagitildi ve tizerine 5 ul RNA
ilave edildi. Bu reksiyon 65°C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra Tablo 3.5’te verilen

oranlarda elde edilen karigimdan her bir tiipe dagitild1.

Tablo 3.5. cDNA Sentezi icin Reaksiyona Eklenen Karigim

Transcriptor High Fidelity Reaksiyon Tamponu, 5x 4 uL
Protector RNaz Inhibitor 40 U/ uL 0,5 uL
Deoksiriboniikleotid Karigim 2 uL.
DDT 1 uL
Transcriptor High Fidelity Revers Transkriptaz Enzimi 1,1 ul
Toplam Karisim 8,6 ul

Her bir tiipe 8,6 ul karisim dagitildi. Hazirlanan bu karisim PCR cihazinda (LabCycler
SensoQuest, Qiagen) 29°C’de 10 dakika, 48°C’de 60 dakika ve 85°C’de 5 dakika
inkiibe edilerek cDNA’lar elde edildi. Biitiin Orneklerden elde edilen cDNA’lar

ekspresyon caligsmasi i¢in 1/40 oraninda seyreltildi.

3.3.3. Kantitatif Real-Time PCR ile POGZ ve PTEN Genlerinin Ekspresyonlarinin

Arastirilmasi

POGZ ve PTEN genlerinin ekspresyon diizeyleri, housekeeping gen olarak p-aktin
kullanilarak incelendi. Hibrid prob kullanilarak Kantitatif Real-Time PCR ile yukarida

belirtilen genlerin ekspresyonlar: rélatif kantitasyonla analiz edildi.

Bu amacgla LightCycler 480 Probes Master Kiti (Roche Diagnostics, Almanya)
kullanildi. Her bir hasta 6rnegi iki kez calisildi. Her calismaya 2 adet negatif kontrol ve
kalibrator konuldu. Her bir ornek i¢in Tablo 3.6’da belirtilen oranlarda karisim

hazirlandi.
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Tablo 3.6. Ekspresyon Calismast i¢in Hazirlanan Karisim

LightCycler 480 Probes Master (Master Karigim) 10 pul
Prob (RealTime Ready Catalog Assays, Roche) 1 uL
PCR Grade Su 4 uL

Tablodaki miktarlar her calisma grubundaki hasta sayisina gore hesaplanip, her bir
kuyucuga 15 pL olacak sekilde dagitildi. Seyreltilmis cDNA’lar her kuyucuga 5’er uLL
dagitildi. Kullanilan plate iizeri seffaf bir bant ile kapatilarak, kisa siireli santrifiij
edildikten sonra, LightCycler 480 II (Roche, Almanya) Kantitatif Real-Time PCR
cihazina yiiklendi. LightCycler 480 Software agilarak asagida verilen Tablo 3.7 deki

programa gore ¢alisma baslatildi.

Tablo 3.7. LightCycler 480 II Software Programinda Ayarlanan Sicakliklar ve Stireleri

Dongii Sicakhk Sicakhk artis/ Siire
sayisl O azahs hiz1 (°C) (Saniye)
Preinkiibasyon 1 95 4,4 600
Amplifikasyon 45 95 4,4 10
60 2,2 30
72 4.4 1
Sogutma 1 40 2,2 30
3.4.Rolatif Kantitasyon

Rolatif kantitasyon yontemi, hedef genin konsantrasyonunun baska bir referans gene
oranlanarak hesaplanmas1 islemidir. Verilerin normalize edilmesi ic¢in kullanilacak
referans gen tiim hiicrelerde eksprese olan, hiicre canlilig1 i¢in gerek duyulan, hiicresel
degisikliklerde ekspresyonu degismeyen Ozellikte olmalidir. Yukarida bahsi gecen
ozellikleri tasiyan referans genlere ‘housekeeping gen’ denilmektedir. Siklikla

kullanilan referans gen olarak GAPDH ve ACTB (B-aktin) 6rnek verilebilir.
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Bu calismada POGZ ve PTEN hedef genleri ve B-aktin referans geni ile calisildi. Light
Cycler 480 II Software programindan Ct degerleri elde edildi. Verilerin analizi sirasinda

delta delta Ct metodu kullanildi. Her iki gen ayr1 ayr1 analiz edildi.
3.5. Istatistiksel Analiz

Bu tez caligmasimin istatistik sonuglar1 GraphPad Prism (Versiyon 6.01) programi
kullanilarak hesaplandi ve sonuglarin grafikleri yine bu programla hazirlandi. Gruplar
arast karsilastirmalar non-parametrik t testi ile degerlendirildi. Verilerin analizinde

p<0.05 diizeyi anlaml kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1. Cahsma Gruplarmin Olusturulmasi

2-10 yas aras1 39 erkek ve 11 kizdan olusan 50 otizmli birey ile hasta grubu
olusturulmustur. Caligmaya dahil edilen hastalarin 6zellikleri tablo 4.1°de gosterilmistir.
Bu calisma icin belirlenen hastalarin 7°si akraba evliligi, 23’ti dogumsal anomali ve 19
hastada ID bulgusuna sahipti. Tablo 4.2’de ¢alismaya dahil edilen OSB’li hastalar ve bu
hastalarin sahip olduklar1 kilinik bulgular gosterilmistir. Bu 50 hastanin  gen
ekspresyonlar: acisindan karsilastirilabilmesi i¢in de segilen hastalarla yas ve cinsiyet

acisindan uyumlu 50 saglikli birey kontrol grubu olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda POGZ ve PTEN genlerinin otizmli hastalarm kanlarindaki ifade
diizeyleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda PTEN ve POGZ genlerinin ifade diizeyleri ile
tablo 4.2.’de belirtilen ve bazi hastalarda otizme eslik eden ID bulgusunun iligkili olup

olmadigi da arastirilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya Dahil Edilen Hasta ve Kontrollerin Demografisi

Demografi Otizm (n=50) Kontrol (n=50)
Cinsiyet 39 Erkek ve 11 Kiz 39 Erkek ve 11 Kiz
Yas Ortalamasi 4,06 3,85
Yas Arah@ 2-10 1-10




Tablo 4.2. Otizmli Hastalardaki Klinik Bulgular
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No Hastalik Grubu | Cinsiyet | Yas (Yil, Ay) Akraba Dogumsal Bilissel
Evliligi Anomali Gerilik
1 OSB E 2Y 3A Yok Yok Yok
2 OSB E 5Y6A Yok Var Var
3 OSB E 3Y Yok Var Yok
4 OSB K 3Y Yok Var Var
5 OSB E 6Y Var Var Yok
6 OSB E 6Y Yok Yok Yok
7 OSB E 5Y Yok Yok Yok
8 OSB E 4Y Yok Yok Yok
9 OSB E 6Y Yok Var Var
10 OSB K 3Y 5A Var Var Var
11 OSB E 3Y 5A Var Yok Var
12 OSB E 2,5Y Yok Var Yok
13 OSB E 3Y 4A Yok Yok Var
14 OSB E 3Y Yok Yok Yok
15 OSB K 3Y Yok Yok Yok
16 OSB E 9Y Yok Yok Yok
17 OSB K 9Y Yok Yok Yok
18 OSB K 3Y 10A Yok Yok Yok
19 OSB E 9Y Var Yok Yok
20 OSB E 3,5Y Yok Var Var
21 OSB E 3Y 7A Yok Var Yok
22 OSB E 2Y 4A Yok Var Yok
23 OSB E 2Y 2A Yok Var Yok
24 OSB E 4Y 3A Yok Yok Var
25 OSB E 5Y Yok Yok Var
26 OSB K 3Y Yok Yok Yok
27 OSB E 4Y Yok Var Yok
28 OSB E 3Y Yok Yok Var
29 OSB E 2Y 6A Yok Yok Var
30 OSB E 2Y Yok Yok Var
31 OSB K 3Y Yok Yok Yok
32 OSB E 4Y 2A Var Var Yok
33 OSB E 4Y T A Yok Var Yok
34 OSB E 3Y Yok Var Yok
35 OSB E 4Y 1A Yok Var Yok
36 OSB E 4Y 11 A Yok Var Yok
37 OSB K 3Y Yok Var Yok
38 OSB E 3Y Yok Yok Yok
39 OSB E 3Y Yok Yok Yok
40 OSB E 4Y 4A Yok Yok Var
41 OSB E 2Y 6A Yok Yok Var
42 OSB K 3Y 9A Var Yok Var
43 OSB E 4Y 4A Yok Var Var
44 OSB E 3Y 4A Yok Var Var
45 OSB E 3Y 2A Yok Var Yok
46 OSB E 4Y 1A Yok Var Yok
47 OSB E 2Y Yok Yok Yok
48 OSB K 3Y 10A Yok Yok Var
49 OSB K 9Y Yok Yok Var
50 OSB E 2Y 6A Var Var Yok




4.2.

OSB Tamnis1 Konulan Hastalarda Real-Time PCR Analiz Sonuglar:

4.2.1. POGZ Geni Ekspresyon Sonuclar:

POGZ geninin RT-PCR cevap egrileri sekil 4.1’de ve 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. POGZ Geninin Otizm Hasta Grubundaki Ekspresyon Diizeyi
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4.2.2. PTEN Geni Ekspresyon Sonuclari

PTEN geninin RT-PCR cevap egrileri sekil 4.3’te ve 4.4°te gosterilmektedir.
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4.3. Otizmli Hastalar ve Kontrollerdeki POGZ ve PTEN Genlerinin Ekspresyon
Sonuclar

Her iki genin ekspresyon sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir
(swrasiyla p=0.0980, p=0.6565). Tablo 4.3 gruplar arasi ekspresyon analiz sonuclarini
gostermektedir.

POGZ geni otizmli hastalarda kontrollere gore daha fazla eksprese olurken, PTEN
geninin otizmli hastalarda kontrollere gore daha az eksprese edildigi tespit edilmistir.
Sekil 4.5°’te 50 hasta ve 50 kontrolde PTEN ve POGZ genlerinin ekspresyonlarmin

karsilastirilmas: gosterilmistir.

Tablo 4.3. Gruplar Aras1 Ekspresyon Analizi Sonuglari

POGZ Ekspresyonu PTEN Ekspresyonu
Hasta 3.338+0.7354 1.991+0.32
Kontrol 1.791+0.547 2.23+0.43
p Degeri 0.0980 0.6565
5-
4 —_

Ekspresvon

Sekil 4.5. 50 Hasta ve 50 Kontrolde PTEN ve POGZ Genlerinin Ekspresyonlarmin

Karsilastirilmasi
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POGZ geninin hasta erkeklerde kontrollere gore daha fazla eksprese oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p=0.0002). Tablo 4.4'te hasta erkekler
ve kontrollerdeki POGZ gen ekspresyonu sonuclari verilmistir. Ayrica sekil 4.5°te de

hasta erkekler ve kontrollerdeki POGZ ekspresyonlarinin karsilastirilmasi gosterilmistir.

Tablo 4. 4. Hasta Erkekler ve Kontrollerdeki POGZ Gen Ekspresyon Sonuglari

Hasta erkek 2.262+0.3
Kontrol 0.9613+0.13
p Degeri 0.0002

POGZ geninin hasta kizlarda kontrollere gore daha fazla eksprese oldugu ve istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu bulunmustur (p=0.8236). Tablo 4.5’te hasta kizlar ve
kontrollerdeki POGZ gen ekspresyonu sonuclart gosterilmistir. Ayrica sekil 4.5°te de

hasta kizlar ve kontrollerdeki POGZ ekspresyonlarmin karsilastirilmasi gdsterilmistir.

Tablo 4. 5. Hasta Kizlar ve Kontrollerdeki POGZ Gen Ekspresyon Sonuglari

Hasta kiz 1.427+0.21

Kontrol 1.332+038

p Degeri 0.8236
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34 sesteske

A
v

Ekspresyon

POGZ POGZ POGZ POGZ
Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kiz
Erkek Erkek Kiz

Sekil 4.6. Hasta Erkek ve Hasta Kizlarda POGZ Ekspresyonlarinin Kontrollerle
Karsilastirilmasi (Hasta erkek, P=0-0002***)

PTEN geninin ekspresyonu hasta erkeklerde kontrollere gore daha az eksprese oldugu
ve istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p=0.7513). Tablo 4.6'da hasta erkekler ve
kontrollerdeki PTEN gen ekspresyonu sonuglar1 verilmistir. Ayrica sekil 4.5’te de hasta

erkekler ve kontrollerdeki PTEN ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi gosterilmistir.

Tablo 4. 6. Hasta Erkekler ve Kontrollerdeki PTEN Gen Ekspresyon Sonuclari

Hasta erkek 1.744+0.2935
Kontrol 1.907+0.43
p Degeri 0.7513

PTEN geninin ekspresyonu hasta kizlarda kontrollere gore daha az eksprese oldugu ve
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. (p=0.8862). Tablo 4.7'de hasta kizlar ve
kontrollerdeki PTEN gen ekspresyonu sonuglar1 verilmistir. Ayrica sekil 4.7°de hasta

kizlar ve kontrollerdeki PTEN ekspresyonlarinin karsilagtirilmas: gosterilmistir.
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Tablo 4. 7. Hasta Kizlar ve Kontrollerdeki PTEN Gen Ekspresyon Sonuglari

Hasta kiz 2.041+0.70
Kontrol 2.17+0.54
p Degeri 0.8862
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2 14
=
0 ] ] ]
PTEN PTEN PTEN PTEN
Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Erkek Erkek Kiz Kiz

Sekil 4.7. Hasta Erkek ve Hasta Kizlarda PTEN Ekspresyonlarinin Kontrollerle
Karsilastirilmasi
4.4.ID ve POGZ Ekspresyonu iliskisi
Bu tez calismasinda ID’ye sahip hastalar ve sahip olmayan hastalar, POGZ geninin
ekspresyonlarmin diizeyleri ile ID iliskisi acisindan karsilastirildi ve sonuglar anlamsiz
olarak rapor edildi (p=0.6). Tablo 4.8’de POGZ gen ekspreyonlar1 ve ID iligkisinin
analiz sonuglar1 gosterilmistir. Ayrica sekil 4.8°de POGZ ekspresyonlari ve ID iligkisisnin

kargilastirilmasi gosterilmistir.
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Tablo 4. 8. POGZ gen ekspresyonlar: ve ID iliskisinin Analizi

ID VAR 2.149+0.46
ID YOK 1.903+0.21
p Degeri 0.6

ID: Bilissel Gerilik

4.5.ID ve PTEN Ekspresyonu iliskisi

Bu tez calismasinda ID’ye sahip hastalar ve sahip olmayan hastalar, PTEN
ekspresyonlarmin diizeyleri ile ID iliskileri agisindan karsilastirildi ve sonuglar anlamsiz
olarak rapor edildi. (p=0.79). Tablo 4.9°da PTEN gen ekspreyonlar1 ve ID iligkisinin
analiz sonuglar1 gosterilmistir. Ayrica sekil 4.8°de PTEN ekspresyonlart ve ID iligkisisnin

karsilastirilmasi gosterilmistir.

Tablo 4. 9. PTEN gen ekspresyonlar1 ve ID iligkisinin Analizi

ID VAR 1.408+0.36
ID YOK 1.297+0.25
p Degeri 0.79

ID: Bilissel Gerilik

T _

Ekspresyon

POGZ POGZ PTEN PTEN
ID-Var ID-Yok ID-Var ID-Yok

Sekil 4.8. ID’ye sahip olan ve olmayan hastalarda POGZ ve PTEN Ekspresyonlarmin

Karsilastirilmasi



5. TARTISMA VE SONUC

Otizm Spektrum Bozuklugu bir psikiyatrik sendromdur (56). Otizm prevalans1 son 10
yilda Onemli 6lgiide artmustir. Otizmin yiiksek prevalansina ragmen etkin tedaviler
heniiz tanimlanabilmis degildir.

Giiniimiize kadar yapilan calismalarda farkli genetik belirteclerin kullanilmasi, istatistik
analizlerin farkli olmasi, hasta gruplarinin farkli olmasi, tam kriterlerinin farkliligi,
hastaligin genetik heterojenite gostermesi, genlerin zayif etki gdstermesi gibi nedenlerle

otizmden sorumlu genler konusunda tam bir fikir birligi saglayamamustir (1).

Ulkemizde otizm genetigi konusunda bugiine kadar smirli sayida calisma yapilnustir
(100). OSB risk genleri, genel popiilasyonda kognitif yetenek ve sosyal fonksiyon ile
iliskilendirilmistir (100). Hastalikla iliskili genler ve biyolojik yolaklarin kesfi icin
otizmde miRNA gen ekspresyon profillerinin anlasilmasi umut vadeden bir aragtir (78).
miRNA’lar merkezi sinir sisteminin hem gelisim hem de fonksiyonu i¢in kritiktir (101).
Her bir miRNA tarafindan yonlendirilen ¢oklu mRNA hedeflerinin translasyonel
kontroliindeki anormallikler OSB’lilerde gozlenen fenotip farkliliklarma yol agabilir
(31). Bir miRNA’nin birden fazla hedefe baglanabilme 6zelligi, bu miRNA’ nin birden
fazla genin ekspresyonunu diizenleyebilme yetenegini yansitmaktadir. Dolayisiyla
miRNA’lar, OSB’lilerdeki biyolojik kompleksligin ve klinik heterojenitenin bir
gostergesi olabilirler. miRNA’lar, ekspresyon seviyesinde degisiklikler yaparak OSB
riskine katkida bulunabilirler (75). miRNA’larin islevsel diizeninin bozulmasi, anormal
gen metilasyonuna ve buna bagli olarak da otizmle iliskili bir genin ekspresyonundaki

degisikliklere yol acabilir (30,33).

Otizmin bir beyin hastalig1 oldugu ve gelismekte olan beyinde bol miktarda miRNA
bulundugu bilinmektedir (33). miR-124 ve miR-9’un norogenezde kritik bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu miRNA’larin fazla eksprese olmasi astrosit sayisini azalttigi,

inhibe olmalarinin ise noronlarin sayisinda azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (77).



49

OSB’lilerin beyninde miR-142-5p, miR-142-3p, miR-451a, miR-144-3p ve miR-21-
Sp’nin asir1 derecede eksprese olduklart gosterilmistir (86). Otizmde ekspresyonu artan

bu miRNA’larin sinaps fonksiyonu ve sinyal iletimini etkiledikleri bilinmektedir (67).

Beyin dokusu caligmalarinin sonucunu yorumlamada hastalarin yas1 goéz Oniinde
bulundurulurken, cinsiyet ¢ogu zaman nadir diisiiniilmektedir. OSB; beyin yapisi,
genetik ve davramgsal 6zellikler acisindan her iki cinsiyette farkliliklar gostermektedir.
Bu durumun bir 6rnegi olarak, kizlar erkeklere gore daha fazla de novo CNV ve SNP
orani tasimaktadir ve kizlarda otizm erkeklere gore daha agir seyretmektedir. Schumann
et al. (75) tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢aligmada, her iki cinsiyeti iceren OSB’li
hastalarin ve kontrollerin beyinlerinin temporal korteksinde miRNA ekspresyonlari
mikroarray yontemiyle incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda miR-219 ve miR-338’in
her iki cinsiyetin beyin temporal korteksinde farkli ekspresyonlar1 oldugunu ve bu
durumun oligodendrosit farkliliklarina neden oldugunu rapor etmislerdir. miR-488’in
kizlarda anksiyete davramisiyla daha fazla iliskili olabilecegi bildirilmistir. Ayrica
noronal gelisimde rolleri olan miR-125 ile miR-181’in ise cinsiyetler arasi ekspresyon
farkliliklar1 gosterebilecegi belirtilmistir. Bu c¢alismada OSB’li kizlarin OSB’li
erkeklere gore fonksiyonu bozulan daha fazla miRNA hedef gen ve yolaklarina sahip
olduklar1 tespit edilmistir (75). Bu ¢alismadan elde edilen sonucglara gére miRNA’larin

cinsiyete 0zel bireysel tedavilerde kullanilabilirligi akla yatkin gelmektedir.

Hiicresel ve sirkiile olan miRNA’larin degisen ekspresyonlari, saglikli kontrollerle
karsilastirilan otistik bireylerde gozlenmistir (12). Popov et al. (83) tarafindan otizmli
hastalarin tam kaninda miR-486-3p gen ekspresyon profillemesi arastirilmistir. Bu
caligmada arastiricilar, otizmli cocuklarla kontrol populasyonu arasindaki miRNA
ekspresyon degisimlerini belirlemeyi ama¢ edinmislerdir. Calismanin sonucunda insan
noronal farklilasmasinda olasi rolleri ile beyne 6zgii ekspresyonu olan miR-486-3p’nin
farkli bir sekilde eksprese oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan calismalar otizm
hastalarinin periferal tam kanmda degisen miRNA ekspresyon seviyelerinin altini
cizmistir (3,14,78,83). Yapilan tiim caligmalardan elde edilen sonuglar miRNA’lar ve
onlarin  hedefinde olan genlerin otistik fenotipte cesitliligi artirabilecegini

diistindiirmektedir.

miRNA aracili ekspresyon cesitliligi, otizmin karmasik etiyolojisini ve onun klinik

fenotipteki cesitliligini aciklayabilir mi? Baska bir deyisle miRNA’lar1 ve buna bagl
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olarak hedef gen ekspresyonlarini takip ederek otizme neden olan suclu ya da suglulara
ulagsmak miimkiin olabilir mi? Bu sorulara cevap aramak {lizere yapilan bu tezde
miRNA’larin hedefinde olan POGZ ve PTEN genlerinin otistik hasta ve kontrollerin
periferik kandaki ekspresyonlar1 arastirildi. POGZ ve PTEN ekspresyonlarinin otizme
eslik eden ID ile iliskisinin olup olmadig1 da degerlendirildi. Otizmli hastalarda bu
genlerin ekspresyonu 1ile genleri hedef alan miRNA’larin iligkisi tam olarak
belirlenememistir. POGZ ve PTEN genlerini hedefleyen miRNA’lara (sirasiyla miR-
3613-3p ve miR-19a-3p) bagl olarak bu genlerdeki ekspresyon degisiklikleri, otizmli

cocuklarda goriilen bazi klinik fenotiplere sebep olabilir.

POGZ ve PTEN genleri OSB fenotipinden sorumlu olabilecek aday genler olarak
gosterilmektedir (9). POGZ, OSB’li hastalarda en ¢ok mutasyona ugrayan genlerden
biridir (46). Yizhou et al. (89) tarafindan yapilan bir ¢alismada mikrosefalisi olan ve
gelisimsel bozukluga sahip benzer fenotipte 7 hastada tiim ekzom sekanslama ile
POGZ de de novo fonksiyon kaybi1 mutasyonlar1 bulunmustur. Yapilan ¢alismalarla de
novo POGZ mutasyonlar1 siklikla biligsel geriligi olan hastalarda bulunmustur (46).
POGZ mutasyonlu hastalar daha diisik IQ skoru gostermektedir. Bu nedenle
arastiricilar POGZ genindeki de novo mutasyonlarin OSB ve ID ile iliskili olabilecegini
diistinmektedir (90). Son zamanlarda Drosophila melanogaster’de normal 6grenme i¢in
POGZ geninin 6nemli oldugu bulunmustur (46). Bu gendeki defektler ve genin
ekspresyon degisiklikleri, otizmli ¢ocuklarda 6grenme yetersizliklerine sebep olabilir.
Hicks et al. (33) tarafindan 2016 yilinda gerceklestirilen bir calismada POGZ genini
hedefledigi bilinen miR-3613-3p’nin, OSB’li hastalarda ekspresyonunun azaldig: tespit
edilmistir. Yapilan tiim calismalar POGZ genindeki degisikliklerin otizm fenotipine
cesitlilik kazandiracagimi destekler niteliktedir. Yaptigimiz arastirmada POGZ geninin
ekspresyonu incelendi. Bu genin hasta bireylerde kontrollere gore daha fazla eksprese
oldugu tespit edildi (p=0.0980). Ayrica cinsiyet bazinda da POGZ geninin ekspresyon
degisiklikleri arastirildi. Hasta erkeklerde kontrollere gore daha fazla POGZ
ekspresyonu oldugu ve bu sonucun anlamli oldugu bulundu (p=0.0002). Kiz hastalarda
ise POGZ’nin kontrollere gore daha fazla eksprese oldugu ve anlamli olmadigi bulundu
(p=0.8236). Calismaya dahil edilen kiz hastalarin sayisinin az olmasindan dolay1 genin
ekspreyonundaki artig anlamli bulunamamuis olabilir. Daha fazla hasta sayisiyla cinsiyet
bazinda yapilacak arastirmalar, POGZ ekspresyonundaki artisin otizme ve otizmin

erkeklerde daha fazla goriilmesine dair ipuglar1 verebilir.
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10. kromozom {iizerinde bulunan ve epigenetik olarak farklh isleyise sahip olan PTEN
geni, PI3K/AKT/mTOR yolagmin énemli bir diizenleyicisi olarak OSB fenotipindeki
cesitlilige katkida bulunabilir (61,92). PTEN geni, normal hiicre aktiviteleri ve
fonksiyonunun siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynamaktadir (102). In vivo ve in vitro
gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda noronlarda PTEN geninin kaybinin somatik,
dendritik ve aksonal asir1 biiyiime ile néronal hipertrofiye yol actigi gosterilmistir (99).
PTEN seviyelerinin post-transkripsiyonel miRNA diizenlemesinin kompleks durumlar:
PTEN dozajinin genis bir araligini olusturabilir (61). Dolayisiyla ayni taniy1 almis farkls
hastalarda farkl klinik fenotiplerin gézlemlenmesi miRNA-bagimli PTEN ekspresyonu

dozaj1 ile ilgili olabilir.

Bu calismada genel hasta grubunda kontrollere gére daha az PTEN gen ekspresyonunun
oldugu ve istatistiksel ag¢idan anlamsiz oldugu tespit edildi (p=0.6565). Bu genin
ekspresyon degisikleri cinsiyet bazinda da arastirilmis olup, hasta erkeklerde kontrollere
gore daha az PTEN ekspresyonu oldugu ve bu sonucun anlamsiz oldugu bulundu
(p=0.7513). Kiz hastalarda ise PTEN’nin kontrollere gore daha az eksprese oldugu ve
anlamsiz oldugu bulundu (p=0.8862). Calismaya dahil edilen hastalarin sayisinin az
olmasidan dolay1 genin ekspresyonundaki azalis anlamli bulunamamis olabilir. Hem
daha fazla hasta sayisiyla hem de cinsiyet bazinda yapilacak arastirmalar, PTEN
ekspresyonundaki azalisin otizm etiyolojisine nasil yansidigina dair daha detayli bilgi

verebilir.

Yapilan caligmalarda POGZ ve PTEN genleri ile baz1 otizm vakalarma eslik eden ID
arasinda iliski oldugu tespit edilmistir (46,94,98). Bu tez calismasinda ID’ye sahip
hastalar ve sahip olmayan hastalar, belirtilen genlerin ekspresyonlarmin diizeyleri ve ID
ile iligkileri acisindan karsilastirildi ve sonuglar anlamsiz olarak rapor edildi (POGZ/ID
var/yok, p=0.6; PTEN/ID var/yok, p=0.79). Calisilan hasta sayisinin az olmasi, bu
iliskinin anlamsiz olarak degerlendirilmesine neden olabilir. Daha fazla hasta sayisiyla
ID ve bu genlerin ekspresyon degisiklerinin yeniden arastirilmas: faydali olabilir.
Ayrica bu genlerin ekspresyon degisikliklerinin, otizm kliniginde gozlenen diger

bulgularla iligkisi olup olmadig1 da arastirilabilir.

miRNA ekspresyonlarindaki anormal degisimlerin, insan hastaliklarmin ortaya ¢ikmasi
ve gelisimiyle iligkili oldugu artik bilinmektedir (81). Cogu miRNA’nin metabolik

hastaliklar ve kanserde daha fazla eksprese edildigi ve bu miRNA’larin seviyelerindeki
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artisin, PTEN mRNA ve protein seviyelerinde bir azalma ile korele oldugu bildirilmistir
(100). PTEN geninin birden fazla miRNA’nin hedefinde oldugu bilinmektedir (61).
Ayni 6zellik POGZ geni ve bu geni hedefleyen diger miRNA’lar icin de gecerlidir. Bir
gen birden fazla miRNA’nin hedefinde olabilir ya da bir miRNA birden fazla geni
etkileyebilir. Gelecek yillardaki ¢alismalarla bu genleri hedefleyen farkli miRNA’larin
kesfedilmesi de olasidir. PTEN ve POGZ geni ile onlar1 hedefleyen miRNA’larin
tamaminin ya da farkli otizm aday genleri ve onlar1 hedefleyen miRNA’larin tamaminin
ifade diizeylerinin daha fazla otizmli vaka sayisinda belirlenerek karsilastirilmasi, klinik

cesitlilige yonelik daha detayh bilgi verebilir.

Yeni yapilacak calismalarla PTEN ve POGZ genleri ile onlar1 hedefleyen miRNA’larin
ekspresyonlarmin daha fazla otizm hastasinda arastirilmasi ve elde edilen sonuglarm bu
hastalarda belirlenen diger klinik bulgularla da karsilastirilmasi, otizm etiyolojisinde bu
genlerle ilgili bilinmezlikleri ortadan kaldirilabilir. Gen ekspresyon seviyelerinde
degisikliklere neden olan olasiliklardan biri de sudur: miRNA ekspresyonu dinamik bir
islem olup, beyin bolgeleri icerisinde ve beyin gelisimi boyunca degiskendir (33). Bu
degisiklikler 6zel beyin bolgeleri icerisindeki epigenetik mekanizmalar tarafindan ya da
genetik mutasyonlar tarafindan meydana gelebilir ve bu durum periferal kan
orneklerinde tespit edilemeyebilir (97). Ayn1 zamanda miRNA’larin kandaki profilleri
de degisim gostermektedir. Dolayisiyla belirtilen genlerin ekspresyonlarinin 6zel beyin
bolgelerinde de calisilmasi ve bu tezdeki sonuclarla karsilastirilmasi faydali olabilir. Bu
genleri hedefleyen miRNA’lar klinikte potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir
ve hastalar arasmnda cesitlenen klinik fenotipe 0Ozgii tedavi seceneklerinin
gelistirilmesine katki saglayabilir. Ayrica bu miRNA’larin hedefinde olan ve otizm i¢in

yeni aday gen olabilecek diger genlerin de arastirilmasi ve bulunmasi faydali olacaktir.
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