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Cc2dla Heterozigot Farelerde Neurll ve SHtrla Genleri ile miR-19a-1 ve miR-19b-
1 Ekspresyon Seviyelerinin incelenmesi
Fatma SIMSEK
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2018
Damsman: Prof.Dr. Yusuf OZKUL

OZET

Otizm, beyin gelisimi sirasinda olusan bozukluklardan kaynaklanan, erkeklerde, kizlara
gore 4-5 kat daha fazla goriilen norolojik bir hastaliktir. Otizmin genel belirtileri;
anormal sosyal davranslar, iletisim eksiklikleri ve tekrarlayan davranmislardir. Otizm
hastalarinmn  klinik belirtilerinde biligsel gerilik (ID)’de gozlenmektedir. CC2DIA
geninin ID gelisiminde anahtar rol oynadig1 gibi, otizmin de aday genlerinden biri
oldugu ve buna yonelik fare modelleme caligmalarinin az sayida oldugu bilinmektedir.
Bu nedenlerle otistik Cc2dla geni silinmis (heterozigot (+/-)) fare modellerinde RNA
aracili kalitimin jenerasyonlar arasinda nasil gecis yaptigimi arastirmayi amacladik. Bu
nedenle F1, F2 kusaklarin iirettigimiz gruplarm, Cc2dla heterozigot (+/-)ve Cc2dla
normal (+/4) genotipteki erkek farelere 6grenme ve hafizay1 6lgmeye yonelik davranig
testleri (yeni nesne ve delikli tahta) uygulanmis ve hipokampus (6grenme ve hafiza
fonksiyonlarindaki roliinii arastirmak icin) ile sperm (paternal kalitimi arastirmak i¢in)
orneklerinden RNA izole edilmistir. izole edilen RNA 6rneklerinden Cc2dla geni ile
iligkili oldugu literatiirde bildirilen 5Htrla, Neurll genleri ve miR-19a-1, miR-19b-1"nin
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Yaptigimiz calismada elde edilen sonuglara gore;
genlerin ve miRNA’larin ekspresyonlarinda farklanma tespit edilmistir fakat bu
farklanma istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu bilgilerle beraber 5Htrla geninin
testislerde ekspresyonu olmasma ragmen yaptigimiz ¢alismada sperm RNA’larinda bazi
gruplarda ekspresyonunun olmadigi tespit edilmistir. Bu calisma Cc2dla, 5Htrla,
Neurll genleri ile miR-19a ve miR-19b-1 arasindaki iliskiye bakilan literatiirdeki ilk
calismadir. Ornek sayis1 artirilarak calisma yapildiginda bu farklanmalarin istatistiksel
olarak anlaml olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Otizm, miRNA, Hipokampus, Sperm, Gercek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu, Cc2dla, 5Htrla, Neurll, miR-19a-1, miR-19b-1
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Investigation of Expression Levels of miR-19a-1 and miR-19b-1 with Genes of
Neurll and 5Htrla in Heterozygote Mice of Cc2dla
Fatma SIMSEK
Erciyes University, Institute of Health Science
Medical Genetics Dept.
Master Thesis, August 2018
Supervisor: Prof.Dr. Yusuf OZKUL

ABSTRACT
Autism is a neurological disorder that occurs 4-5 times more frequently in males than in
females that occur due to disorders during brain development. Common symptoms of
autism are; abnormal social behavior, lack of communication, and repetitive behaviors.
Cognitive retardation (ID) is also observed in the clinical manifestations of autism
patients. It is known that the CC2DIA gene plays a key role in the development of ID as
well as that it is one of the candidate genes in autism and there are few mouse modeling
studies about it. We therefore aim to investigate how RNA-mediated inheritance
transitions between generations in autistic Cc2dla gene deletion (heterozygous (+ / -))
mouse models. For this reason, behavioral tests (novel object and hole board) to
measure learning and memory were applied to male mice of groups F1, F2 breeds, with
Cc2dla heterozygote (+/-) and Cc2dla normal (+ / +) genotypes and RNA was isolated
from hippocampus (to explore its role in learning and memory functions) and sperm (to
investigate paternal inheritance) samples. Expression levels of the SHTRIa,
Neurll genes and miR-19a-1, miR-19b-1 which are reported in the literature to be
associated with the Cc2dla gene of the isolated RNA samples have been determined.
According to the results obtained in our study; differences in expression of genes and
miRNAs were detected, but this difference was not statistically significant. In addition
to this information, even though SHTRIa gene has expression in the testicles, we have
detected that there is no expression in some groups of sperm RNAs in our study. This is
the first study in the literature to examine the relationship between Cc2dla, 5Htrla,
Neurll genes and miR-19a and miR-19b-1. We think that these differences will be

statistically significant when the sample size is increased.

Keywords: Autism, miRNA, Hippocampus, Sperm, Real Time Polymerase Chain

Reaction, Cc2dla, 5Htrla, Neurll, miR-19a-1, miR-19b-1
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1.GIRIS VE AMAC

Otizm ifadesi ilk olarak 1911 yilinda Isvigreli psikiyatrist Eogen Bleuler tarafindan
kullanilmis olup, ilk yillarinda sizofreni ile karistirilmaktaydi. 1943 yilinda Leo Kanner
yaptig1 calismalarda otizmin sizofreniden daha farkli bir yapida oldugunu tespit etmis
ve otizmi noro-gelisimsel bir bozukluk olarak tanimlamustir. Yillar gectikce goriilme
sikliginin da artti@1 gozlemlenen otizm, giiniimiizde de bireylerin dilsel, biligsel ve
sosyal gelisimlerini etkileyen noro-gelisimsel bir bozukluk olarak tanimlanmaktadir.
Otizm, yasamm ilk ii¢ yilinda kendini gostermekte olup, 6zel egitim gerektiren bir

bozukluk olarak kabul edilmektedir (1).

Son yillarda yapilan calismalara gore, Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) olan
cocuklarm sayisinin her gecen giin arttig1 gozlemlenmektedir. Ancak bu artisin gercek
bir artiy m1 oldugu, yoksa farkindaligin ve tani Olgiitlerinin degiskenliginden mi
kaynaklandigr heniiz kesinlesmemistir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde hastaligin
siklig1 2000 yilinda her 150 ¢ocukta 1 olarak tespit edilmis olup, 2008 yilinda her 88
cocuktan birinde OSB oldugu goriilmiistiir (2). Tohum Otizm Vakfi'nin yapmis oldugu
arastirmalara gore ise giiniimiizde her 68 c¢ocuktan birinde OSB’nin gozlemlendigi
aciklanmistir. OSB’nin erkek ¢ocuklarda kiz ¢ocuklara gore 4 kat daha fazla goriildigi
tespit edilmistir (3).

Ruhsal bozukluklarin tanisal ve istatistiksel el kitab1 (DSM) olarak bilinen tanisal
kriterlerde 2013 yilinda yapilan giincelleme (DSM-5) sonrasinda, daha 6nce “yaygin
gelisimsel bozukluk” olarak tamimlanan otizmin tanimi da “Otizm Spektrum
Bozuklugu” (OSB) olarak giincellenmistir (4). Otizmin genel belirtileri; anormal sosyal
davraniglar, iletisim eksiklikleri ve tekrarlayan davranislardir. Genetik agidan
bakildiginda genellikle fonksiyon kaybi1 gozlenmektedir. Otizmde giiclii etkisi oldugu
diisiiniilen, yolaklar: birbiri ile iligkili olan bir¢cok aday gen rapor edilmistir. Sinaptik



modifikasyon ve noronal aglarin yeniden modellenmesi sosyal ve biligsel gelisime
aracilik etmektedir. Ayrica otizmde diisiiniildiigii gibi psikiyatrik hastaliklarin cogunda

epigenetik mekanizmalarm rol aldigi diisiiniilmektedir (5).

Otizmin erken teshisi, hastaligin tedavisinde yer alan 0zel egitimlere ve farmakolojik
ilaglara da erken baslanilmasi agisindan énemlidir (7). Bu duruma literatiirde 6rnek bir
calisma olan, Smith ve arkadaslar1 deginmistir; OSB’ye sahip olan c¢ocuklarda
genellikle duyusal algilamalarinda problemler oldugunu gézlemlemislerdir. Ayni1 anda
farkli duyu organlarina gelen sinyaller olmas1 durumunda bu sinyallerin islenmesinde
karisiklik oldugu, bu karisiklik sebebiyle OSB’li ¢cocuklarin kendilerini kontrol etmekte
zorlandiklar1 gozlemlenmistir (8). Bu calismadan da cikarilabilecegi gibi hastalarin
bireysel ihtiyaclarmm1 maksimum diizeyde karsilayabilmeleri icin tedaviye erken

baslanilmas1 énemlidir (9).

Bu tez calismasi Cc2dla geni yoniinden susturulmus (heterozigot (+/-), knock-out) ve
normal (+/+) genotipteki Balb-c ki erkek fareler tizerinde yapilmistir. Bu ¢aligmada;
otizmin nesilleraras1 gecisi (F1 ve F2 kusagi), paternal kalitimin otizme olan etkisi ve
RNA aracili epigenetik faktorlerin kalhtilabilirliginin fare modelinde gosterilmesi

hedeflenmistir.

Otizm hastalarinin ~ klinik  belirtilerinde  biligsel gerilik (ID) yaygin olarak
gozlenmektedir (10). CC2DIA geninin MR gelisiminde anahtar rol oynadigi
bilinmektedir (11,12). Ayn1 zamanda Cc2dla geni Notch, Akt ve NF-xB sinyal
yolaklarinda da gorevlidir (11). NF-xB yolaginmm 6grenme ve hafizada 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir (13).

OSB’u gozlenen bireylerdeki ogrenme ve hafiza bozukluklarini referans alarak, her
nesildeki deney hayvanlarina, 6grenme ve hafizay: 6lgmeye yonelik davranis deneyleri
(yeni nesne, delikli tahta) uygulanmistir. Deney hayvanlarindan elde edilen,
hafiza/6grenmeden sorumlu beyin bdlgesi olan hipokampus dokusu otizmin
nesilleraras1 gecisinin yani sira paternal kalitimin roliinii degerlendirebilmek icin ise
sperm Ornekleri alinmistir. Hipokampus dokusu ve sperm oOrneklerinde, Cc2dla,
Neurll ve 5Htrla genlerinin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Neurll geni, hafiza ve
O0grenme de gorev alan ve Notch sinyal yolag ile iligkili bir gendir (14). 5Htrla geni ise
Cc2dla geninin baskilayicisidir (10). Calismada belirtilen dokularda gen ekspresyon
seviyeleri ile beraber mikroRNA (miRNA) ekspresyon seviyelerine de bakilmustir.



2.GENEL BILGIiLER

2.1.0TiZM

Otizm, Amerikal1 bilim adami1 Kanner tarafindan tanimlanan, norolojik hastaliklardan
olup merkezi sinir sisteminin gelisimsel bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Otizm
terim olarak ilk defa Kanner tarafindan “Etkili iletisimde Otistik Bozukluk™ isimli
makalede kullanilmistir (15). Otizm, Amerikan Psikiyatri Birligi, Ruhsal Bozukluklarin
Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 — Diagnostic and statistical manual of mental disorders -
(DSM)’na, ilk defa 1980 yilinda yayimlanan DSM-III ile birlikte girmistir. DSM-IV’te
“Yaygin Gelisimsel Bozukluk™ bashgi altinda yer almistir. DSM-V Mayis 2013’te
yayimlanirken, otizm gibi genetik temeli birbirine benzer hastaliklar bir arada
toplanarak “Yaygin Gelisimsel Bozukluklar” yerine “Otizm Spektrum Bozuklugu

(OSB)” ad1 altinda toplanilmasina karar verilmistir (9).

Yasamin ilk yillarinda ortaya ¢ikan ve genellikle 6miir boyu siiren bu hastaligin tanisini
koyabilmek i¢in, bireylerin fenotipik Ozelliklerine bakilmaktadir. Otizm, sosyal
etkilesim, iletisim eksikligi ve davramis bozukluklar1 ya da tekrarlayict hareketler
gosteren, genetik ve klinik heterojeniteye sahip bir hastaliktir (16). Otizmli hastalarin
%70’ inde belirtiler yavas yavas ortaya cikarken, %30’unda ¢ocukluk doneminin 18-24.
ay araliginda iletisim eksikligi tekrarlayic1 hareketlerle ortaya ¢cikmaktadir. Bu belirtiler
cocuklarin okul cagma geldiklerinde farkli sekillerde iletisim kurmalar1 ile devam

etmektedir (17).

Otizmin nedeni tam olarak bilinmiyor olsa da, toplum ve saglik calisanlar: tarafindan
biliniyor olmasi erken tani konulabilmesini saglamaktadir. Erken teshis, ailelerin
kabullenmesi, hekimlerin aileleri yonlendirmesi, biiylime-6grenme icin 0zel egitimlere

baslanilmasi i¢in zaman kazandirmaktadir (18).

Otizmli bireylerin bagkalar ile iletisim kurmasinin zor oldugu, sozciiklere oldugu gibi

anlam yiiklemeye calistiklari, onlar icin mecaz anlamli sozciiklerin ve deyimlerin



anlagilmaz oldugu, kelime dagarciklarinin sinirli oldugu, gorsel algilamalarmin ¢ok iyi
oldugu bilinmektedir. Etrafta olup bitenlere cok fazla tepki gostermektedirler. Ellerini
cirpmak, kulaklarmi kapatmak, ayni kelimeleri anlamsiz da olsa tekrar tekrar soylemek
isterler. Ofke nobetleri gecirdikleri, belli oyuncaklar ile oynadiklar1 ve her zaman belli

program igerisinde yasamak istedikleri bilinmektedir (4).
2.1.1.0TiZMIN SINIFLANDIRILMASI

Otizmin smiflandiriimasi, tarihindeki kritik bir noktaya gelmistir. ik kez DSM-III'te
yer alan otizm, DSM-IV’te “Yaygin Gelisimsel Bozukluklar” baglig1 altinda
degerlendirilmesinin ardindan DSM-V’te “Otizm Spektrum Bozukluklar” adi altinda
incelenmeye basglanmistir (Tablo 2.1). Bireylerdeki sosyal iletisim bozukluklar1 ve
tekrarlayic1 davraniglarin sinirlart hem klinik hem norobiyolojik yaklasimlarda daha iyi
tanimlanmigtir. OSB, DSM-V kriterlerinde Subat 2010°da ilk taslagi olusturulmus,

Ocak 2011°de revize edilmis ve Mayis 2013’te yayimlanarak son halini almistir (19).

Tablo 2.1: DSM-III, DSM-1V ve DSM-V arasindaki farkliliklar, (9)

1. Karakteristik Ozellikleri: 1. Karakteristik Ozellikleri: 1. Karakteristik Ozellikleri:

a) Diger  insanlara  yamt Asagidaki 3 ana baghktaki 16 a) Sosyal iletisim ve etkilesimde
vermede eksiklik kriterden 8’ini bireyin gOstermesi stiregelen bozukluk

b) iletisim becerilerinde Gnemli gerekir. b) Smurli  ve  tekrarlayict
diizeyde bozukluk a) Sosyal etkilesim davramstir

¢) Cevresel faktorlere garip b) letisim 2. Ertken ¢ocukluk doneminde ortaya
tepkiler ~ verme,  verilen ¢) Smurh ilgi ya da etkinlik ¢ikmasi gerekir

tepkilerin ilk 30 aydan 6nce (Tekrarlayan davranislar) 3. YGB’deki alt bashklar kaldirilmis

ortaya ¢ikmasi Asagidaki 3 ana basliktaki 16 kriterden olup, bunlar ‘Otizm Spektrum
8’ini bireyin gostermesi gerekir Bozuklugu’ baslig1 altinda
2. Erken gocukluk déneminde olusmus toplanmustir

olmasina yonelik olan DSM -
I’ teki sart kaldinimustir. 3 yasimdan
Gnee ortaya ¢ikmasi gerektigi ifade
edilir.
. “Yaygmn gelisimsel bozukluk® baghig:
altinda toplanmugtir.
Altbaghklary:
- Ofistik bozukluk
- Asperger Sendromu
- Rett Sendromu
- Cocukluk
Bozukluk

Designatif

- Bagka Tiirli Adlandimlamayan
Yaygm Gelisimsel Bozukluk

. 7 tanilayier kriter vardir

. Birinci diizey, ikinci diizey ve

tiglincii diizey seklinde adlandirilan 3

diizey vardir

. Tam koyulurken retardasyon ve dil

bozuklugu ile tibbi ya da genetik
bozukluklarin  dikkate ~alinmasma

Gnem verilmistir.

4. 12 tanilayier kriter bulunur
5. Etkilenme diizeyi ile ilgili bir
kavram yoktur



2.1.2.0TiZM SPEKTRUM BOZUKLUGUNDAN ETKIiLENME DUZEYLERIi

OSB tanis1 alan ¢ocuklardan bazilar1 ¢ok fazla etkilenirken, bazilar1 ¢ok az, bazilar1 ise
ne ¢cok ne az olacak seviyede etkilenirler. DSM-5 kriterlerine gore etkilenme diizeyleri

ve olusumlarindan bazilarina 6rnekler Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2: DSM-5’e gore ¢ocuklarin OSB’dan etkilenme diizeyleri, (6)

Etkilenme Seviyesi Aciklama

Diizey 3: “Agir diizey destek gereksinimi” | -Anlagilabilir birka¢ kelime konusabilen,
-Nadiren iletisim baglatan, baslattiginda
sadece ihtiyac¢larint anormal tavirlar ile
ifade eden,

-Sadece sosyal yaklagimlara tepki veren
-Davranislarda esnekligin olmamasi tiim
ortamlarda fark edilen grup

Diizey 2: “Orta diizey destek gereksinimi” | -Basit climleler kurabilen,

-Ozel ilgi alanlar1 ile sinirl kalan,
-Iletisime sahip olan,

- Davranislarda esnekligin olmamasi
acikca goriilebilecek farkli ortamlarda fark

edilen grup
Diizey 1: “Hafif diizey destek -Tam ciimle kurabilen,
gereksinimi” -Etkilesim olusturabilen,

-Sohbet etmede ve arkadaslik kurmada
basarisiz olan,

- Davranislarda esnekligin olmamasi bir
ya da daha fazla ortamda fark edilen grup

2.1.3.EPIDEMIiYOLOJI
Son yapilan calismalara bakildiginda, OSB olan c¢ocuklarin sayisinda artig

gozlemlenmistir. Amerikan Hastaliklar1 Kontrol ve Onleme Merkezi’'nin 2016 yili
sonuglarinda otizmin her 68 c¢ocuktan birinde goriildiigii ifade edilmektedir (20).
Erkeklerde kizlara gore 4-5 kat daha fazla gozlenmektedir (3,4,9). OSB yayginlik
diizeyi, gelisimsel bozukluklar arasinda en hizli artig gosteren hastaliktir. 2000-2014
yillar1 arasinda her yil otizim tanisi alan bireylerin sayist %6-%15 arasinda artig

gostermistir (21).
2.1.4.0TiZMiN SEBEPLERI
2.1.4.1.GENETIiK SEBEPLER

Otizm, beyin gelisimi sirasinda olusan bozukluklardan kaynaklanan norolojik hastaliktir
(22). OSB’nin gercek anlamda sebebi heniiz bilinmemekle beraber; genetik,
noroanatomik, cevresel faktorler ve biyokimyasal faktorler gibi etkenlerin sorumlu

oldugu diisiiniilmektedir. Cogu arastirmaci tarafindan diisiiniilen teori; OSB’nin genetik




bir hastalik oldugu, genetik yatkilig1 olan bireylerin ¢evresel faktorlerden etkilenmesi
sonucunda hastaligim tetiklendigi yOniindedir (4,22). Bazi tiplerinde Fragile X,
Tuberoskleroz, Angelman Sendromu gibi genetik hastaliklara yatkinhk goriiliirken
(Tablo 2.3), bazilarinda cevresel faktorler ile hastaligin ortaya ¢iktig: diisiiniilmektedir.
Fenotipik bulgularin beraberinde otistik bireylerde epilepsi, ID gibi bagka saglik
problemleri de gdzlenmektedir (23), (Tablo 2.4).

Tablo 2.3: Otizm ile iligkilendirilen genetik sendromlardan bazilari, (24)

Spesifik | iliskili oldugu o Hastalikta | Otizmde .
. Otistik otizmin hastaligin Bilissel
genetik kromozom/gen . - a1
r belirtiler goriilme beklenme Gerilik
hastahk bolgesi .. .
yiizdesi orani
Zayif goz
temasi, Sosyal
Frajil X FMR1 ank51yet<=f, dil % 18 - 33 % 1-3 Degisken
Sendromu engeli,
kliselesmis
davraniglar
Ogrenme % 1-4
Tiiberoz zorgluklarl (hastalik
. TSC1, TSC2 ’ % 25-60 nobetleri Degisken
siikleroz davranissal
roblemler s
P %8-14)
Tekrarlyan
davrnislar, dil
Rett engeli, sosyal
MECP2 iliskiden % 80-100 <%S5 Siddetli
sendromu .
rahatsizlik, goz
temasinin
kaybi
Prader — Tekrarl
Willi 15g11-q13te Del -} davranis ve | g 1 36 5 %13 Siddetli
Paternal allel sosyal
sendromu
noksanliklar
Siddetli dil
engeli,
Angelman Maternal . . . .
sendromu UBE3A’da Del/mut kligelemis %50-81 <%l Siddetli
davraniglar,
degismezlik




Tablo 2.4: Otizmi etkileyen faktorler (3,25,26)
Genetik faktorler
Medikal hastaliklar

Prenatal ve Postnatal faktorler

Beyin hasar1 veya beynin fonksiyon bozukluklar:

Norobiyokimyasal bozukluklar (Ozellikle dopaminerjik, serotonerjik ve ayrica
peptiderjik, noradrenerjik sistemler ile ilgili)

Norobiyolojik faktorler

Noroanotomik faktorler

Emosyonel gelisim anomalileri (Empati bozukluklari, nérosensoriyel anomaliler)

Kognitif siirecler ile dil ve konugsma gelisimi bozuklugu

Otizmin klinik olarak degerlendirmenin yani sira genetik ¢alismalara bakildiginda da
multifaktoriyel kalitim kalibina sahip oldugu gozlenmistir. Bu yiizden tek bir genin
sorumlu oldugu sdylenememektedir. Son zamanlardaki calismalarda ise, genetik,
epigenetik, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, paternal kalitim, beyin
fonksiyonlari, ndrokimyasal etkenler lizerine yogunlasildigi gézlenmektedir (Sekil 2.1).
Ikiz caligmalarinda monozigot ve dizigot ikizler arasinda otizmin goriilme siklig
degisirken, kardesler arasinda goriilme sikligimin da topluma kiyasla daha fazla oldugu
saptanmustir (3,27). Yapilan arastirmalara gore; tek yumurta ikizlerinden birinde OSB
olmas1 durumunda digerinde de olma oranmin %60 - %90 araliginda oldugu bilinirken,
cift yumurta ikizlerinde ise bu oranin %3- %10 araliginda oldugu tespit edilmistir.
OSB’li bir bireyin kardesinde de OSB goriilmesi oraninin ise %2- %6 arasinda oldugu
tespit edilmistir (4). Kalitim kalibina bakildiginda, paternal kalitim daha c¢ok
gozlemlenmektedir. Genlerin aktivitesinin ve penetransinin énemli oldugu bu hastalikta
bircok genin ve cevresel faktorlerin birlikte etkisi sonucu otizm ortaya ¢iktig1 genel

olarak arastirmacilar tarafindan kabul gérmektedir (28).
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Sekil 2.1: Otizm spektrum bozukluklarinin sebepleri, (24)

2.1.4.1.1.RNA KALITIMI ve EPIGENETIK FAKTORLER

Epigenetik; genotipik degisikliklerden kaynaklanmayan, fenotipik degisikliklerden
kaynaklanan gen ekspresyonundaki farkliliklar1 inceler. Epigenetik degisimin en
karakteristik 6zelligi, kodlanmayan gametik RNA'larin embriyoya aktarilmas: ile
kalittm modeli olusmasidir (29). Bazi genlerin aktivasyonunun nasil ve nerede
gerceklesmesi gerektigini diizenler. Bu diizenleme swasinda DNA metilasyonu, X
inaktivasyonu, genomik baskilama, genlerin regiilasyonu gibi olaylar gerceklesir ve bu
olaylarin gerceklesme siirecinde meydana gelen aksamalar norolojik hastaliklar, kanser,

obezite gibi rahatsizliklara yol acgar (6,30).

Noronal sistemin epigenetik mekanizmalarla diizenlenmesi, sinir sisteminin isleyisinde
kritik bir rol oynadig1 literatiirde yer almaktadir. Epigenetik anormalliklerin sebep
oldugu diisiiniilen norolojik hastaliklardan biri de OSB’dir. BCL-2, SHANK3, SMCX

genleri otizm 1ile iliskilendirilen ve epigenetik mekanizmalarin etkisinin oldugu bilinen



genlerden bazilaridir. Ornegin; SMCX geni, histon proteinlerinden birisini kodlar ve
OSB ile biligsel islev bozukluguyla baglantili olan histonlarin diger genlerinin (BDNF,
SLCI8AI, SCN2A, CACNAIH) demetilasyonunu diizenler (24). Bu bilgilerin yan: sira
epigenetik faktorlerin otizm gibi norolojik hastaliklarda etkisi oldugu gibi 6grenmede ve

hafiza olusumunda da rol aldig1 bilinmektedir (31).
2.1.4.1.1.1.Kodlanmayan RNA’lar

Son zamanlarda, genom analizi i¢in biiyiik Olcekli teknolojiler, gen diizenlemesi
konusunda cok sayida kodlamayan RNA'nin (ncRNA) tanimlanmasina izin vermistir.
ncRNA'lar bir¢ok biyolojik siirecte bulunur ve farkli siniflarda gruplandirilabilir: kiiciik
engelleyici RNA'lar (siRNA'lar), piwi-etkilesen RNA'lar (piRNA'lar), uzun IncRNA'lar
ve mikroRNA'lar (miRNA'lar) - (Tablo 2.5) (32).

Tablo 2.5: Baz1 ncRNA’lar ve fonksiyonlar1 (24)

Kisa ncRNA

Translasyon baskilanmasi, pek ¢ok genin
translasyon sonrasinda diizenlenmesi,

miRNA 4 .
gelisim, apoptoz ve hiicre
farklilagmasinda gorev alir.
Transkripsiyon sonrasi regiilasyon,

. histon/DNA modifikasyonu ile

siRNA . ..
heterokromatin yapinin olusumunda gorev
alir.
Memelilerin esey hiicrelerinde transpozon

piRNA ve retro elementlerin baskilanmasi ve
DNA metilasyonunda gorev alir.

GRNA ;Flrla;lnskripsiyonun diizenlenmesinde gorev

shRNA Genomik baskilanmada gorev alir.

Uzun ncRNA

X inaktivasyonu, imprintig,
transkripsiyonda aktif genlerin

Lnc RNA regiilasyonu, embriyonik pluripotent
hiicrelerinin iireme hiicrelerine
farklilagmasinda gorev alir.

X kromozomu inaktivasyonunda gorev

Tsix RNA

alr.

X kromozomu inaktivasyonunda, histon
Xist RNA deasetilasyonu ve metilasyonunda gorev

alir.
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° miRNA’lar

miRNA'lar, 19-25 niikleotid uzunlugunda kisa RNA molekiilleri olup, mRNA
bozunumu veya translasyonel baskilama yoluyla gen ekspresyonunun transkripsiyon
sonrasi diizenleyicileri olarak calisirlar. Insan genlerinin yaklasik iicte ikisinin,
miRNA'lar tarafindan diizenlendigi tahmin edilmektedir. Molekiiler c¢alismalara olan
ilgi, insan genomunda giderek artan sayidaki miRNA genlerinin tanimlanmasina imkan
saglamistir (33). OSB hastalarinda, saglikli kontroller ile karsilastirilan miRNA gen
diizeylerinin analiz edildigi ¢cok az calisma vardir (34). Bu ¢alismalarin ¢ogunda farkli
ifade edilen miRNA’lar ve tahmin edilen hedef genler arasindaki iligkiler bulunmustur.
Boylece OSB etiyolojisinde miRNA’larin rol oynayabilecegini gdstermislerdir. OSB’de
epigenetigin rolii son yillarda ortaya ¢ikmis ve giderek artan bir aragtirma konusu

olmustur.
2.1.4.2.GENETIK OLMAYAN SEBEPLER

Otizmin, kalitsal olmayan faktorler ile ilgili yapilan calismalara bakildiginda, hastaligin
prevalansinda artiy gozlenmektedir. Bu faktorlerin biiyiik bir kismimda prenatal
donemdeki; maternal enfeksiyon, ila¢ kullanim1 oldugunu ve postnatal donemdeki; kafa
travmalary, beyin hasari, enfeksiyon olusumu, bazi asilar gibi etkenlerin oldugu
diistiniilmektedir (9). Ayrica immiinolojik faktorler, serotonin, dopamin, ndropeptin ve
norotropin seviyelerindeki farkliliklar, beyindeki amigdala, serebellum, hipokampus,
beyin sapi, talamus gibi beyin kisimlarindaki degisiklikler de otizmin olusmasinda
onem tagimaktadir (35). Otizmin sebeplerinin neler oldugunu net olarak ortaya koymak
miimkiin degil fakat cocukluk doneminde anne-cocuk iliskilerinin olumsuz olmasi ya da
cocukluk donemindeki asilarin sebep oldugu diisiincelerinin bir etkisi olmadigi

giiniimiizde bilinmektedir (9).
2.2.PATERNAL KALITIM

Paternal kalitim, babadan bir sonraki kusaga 0zelliklerin ge¢isidir. Paternal epigenetik
modifikasyonlar sadece spermler araciligiyla kalitilmaktadir (30). Cinsiyet belirlemede
gorevli olan Y kromozomu iizerinde bulunan bazi genler sperm iiretimi ve gelisiminden
sorumludur. Bu genlerin bulundugu bolge Azoospermia Faktor (AZF) bolgesi olarak
adlandirilmakta ve Y kromozomunun p kolu {izerinde bulunmaktadir. Otizm, erkeklerde
kizlara gore daha fazla gozlenmekte ve hastaligin siddeti daha agir seyretmektedir (36).

Bunun sebebi net olarak bilinemiyor olsa da bu durum, seks kromozomlarimin otizm



11

izerine etkisi oldugunu ve paternal kalitimin yer aldigini diisiindiirmektedir. Bazi
caligmalarda bu durum, kizlarda ¢ift X kromozomu ve erkeklerde tek X kromozomu
bulunmasi ile iliskilendirilmektedir. Bozuk X kromozomu, erkeklerde 6zelligi ortaya
cikarabilirken kizlarda inaktive edilebilmektedir (3). Ebeveyn genotipinin veya ebeveyn
soyunun genetik etkilesiminin etkileri cesitli model organizmalarda arastirilmastir.
Bunun yanisira, bu transgenerasyonel genetik modellerin insanlarda nadiren incelendigi
bilinmektedir (27). Literatiire bakildiginda, baba spermindeki epigenetik farkliliklarin,
yavrularda otizm riskine katkida bulunabilecegini ve potansiyel olarak iligkili epigenetik

mekanizmalarin otistik bireylerin serebellumunda ¢alistigini gostermislerdir (38,39).

2.3.0GRENME VE HAFIZADAN SORUMLU BEYNIN BOLGESI:
HiPOKAMPUS

Hipokampus, ilizerine en ¢ok arastirma yapilan beyin kisimlarindan birisidir. Beyin
kisimlarinin en eski kesfedilen bolgelerindendir ve anatomik olarak “C” harfine benzer

(40), (Sekil 2.2).

B Caudate
B Thalamus

I Hippocampus

Sekil 2.2: Beyin ve Hipokampus, (41)

Hipokampus, limbik sistemde rol alan, hareketlerin davranis bicimine doniismesinde
role sahip olan, uzun siireli hafiza ve uzaysal yon bulmada gorev alan beyin boliimiidiir
(42). Kisa siireli bilginin uzun siireli bilgiye doniismesine aract olmaktadir.
Hipokampusiin zarar gérmesi durumunda yeni hafiza olusumunda aksamalar meydana
geldigi ve eski bilgilerinde zarar gordiigii bilinmektedir (43). Bunlarin yansira norolojik
hastaliklarin  bazilarinda hipokampus ile 1ilgili bozukluklara rastlanirken, otizm

hastalarinda da hipokampal bozukluklara rastlanildig bilinen bir gercektir (44).
2.4.HAYVAN MODELI BELIRLEME

Klinik arastirmanin her agidan 6nemli olmasina ragmen, otizm gibi etiyolojisinde birden
fazla genetik ve c¢evresel faktorler bulunduran hastaliklara yonelik hipotezlerin

insanlarda test edilmesi zordur (45). Bu tip hastaliklarin altinda yatan biyolojik
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mekanizmalarla baglantili davranig temelli arastirmalarda hayvan modelleri 6nemli bir
yere sahiptir (46). Literatiirde otizm fare modellerinde ii¢ genis yaklasim tiirii
kullanildig1 yer almaktadir. Bunlardan birincisi, Frajil X sendromu ile iliskili Fmrl geni
gibi OSB’ye duyarl oldugu bilinen genlerin kullanilmas1 (47), ikincisi serotonin sinyal
yolaklari ile iligkili hayvan modeli calismalarinin yapilmasi (48), ligiinciisii ise ileri baba
yas1 gibi bilinen risk faktorleri ile yapilan ¢aligmalardir (49). Bunlarin disinda valproik

asit kullanilarak otistik fare modeli olusturulan calismalarda literatiir de yer almaktadir.
2.5.GENLER
2.5.1.CC2D1A VE 5HTRIA GENI

CC2DIA geni insanda 19p13.12 kromozomu iizerinde, 29 ekzondan olusan, 24.640 baz
cifti uzunlugundadir. Cc2d1a, NH,-ucu, Drosophila melanogaster 14 ve COOH ucu, C2
domaini bilesenlerinden olusan ve evrimsel olarak korunan bir proteindir, (Sekil: 2.3.),

(50). CC2D1 geni, CC2DIA ve CC2DIB olmak iizere iki homolog genden olusur (51).

100 200 300 400 500 600 700 800 900

i B O & -
=

Sekil 2.3: Cc2dla proteini (55)

CC2DIA, fonksiyonuna baglh olarak literatiirde FREUD-1, Akil ve Tape olarak da
adlandirilmistir. Yapilan bir calismada, Cc2dla homozigot mutant (-/-) farelerinin
dogumdan sonra nefes alamadiklar1 i¢in oldiikleri bildirilmistir ve Cc2dla geninin,
farelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugu ve sinapslarin fonksiyonel olgunlagmasinin
kontrolii icin gerekli islevi yerine getirdigi belirlenmistir (51). Bu gende homozigotik
mutasyon tasiyan hastalar nonsendromik mental retardasyon sahiptirler, bu da
Cc2dla’nmin merkezi sinir sisteminde rol oynadigini1 gostermektedir (51). Cc2dla
geninin Notch, Akt ve NF-kB sinyal yolaklarinda oldugu gibi transkripsiyonun
diizenlenmesinde de gorev almaktadir (11). Cc2dla baslangicta NF-kB promotorunun
bir aktivatorii olarak tanimlanmistir ve Cc2dla, NF-kB aktivasyon yolagmin ¢esitli
bilesenleri araciligiyla NF-xB transkripsiyon faktoriinii giiclii bir sekilde harekete
gecirmektedir. NF-xB'nin bellek ve noronal plastisitede ¢ok O©nemli oldugu
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bilinmektedir (52). Bununla birlikte, Cc2dla'nin fizyolojik fonksiyonu bilinmemektedir
(81). Transkripsiyonel diizenleyici fonksiyonun yani sira bahsedilen sinyal yolaklarinin
her biri gelisim siireclerinin diizenlenmesinde rol oynadigindan, ndronal gelisimi
etkileyen CC2DIA geni aktivasyonunun aksamasi ile CC2DIA geninin kontroliindeki
bu yolaklardan bazilarmin bozuldugu diisiiniilmektedir. Muhtemelen bu sistemlerden
birinin veya daha fazlasinin diizensizlesmesinin sonucunda MR'ye yol acan gelisimsel
anormalliklerin ortaya c¢ikmast soz konusu olmaktadir (50). Cc2dla mRNA’si,
embriyonik ventrikiiler bolgede asir1 derecede eksprese edilir ve fare embriyolarinda
kortikal plakay1 gelistirir, serebral kortekste ve hipokampusta yiiksek ekspresyon
gozlenir ve yetiskinlige kadar devam eder (12). Literatiirde yapilan caligmalarda
korteks, amigdala, hipokampus, talamustaki Cc2dla mRNA varligr gosterilmistir
(35,53).

CC2D1A'nn kaybi, adenil siklazi inaktive edebilen ve cAMP yolaginin inaktivasyonuna
sebep olan SHTIA reseptoriiniin yiiksek ekspresyon seviyeleri ile sonuglanabilir (11,13).
Bir sinir iletici olarak serotonin, sinaptojenez ve noronal gocte Onemli bir rol
oynamaktadir (54,55). Serotonin sistemindeki anormallikler, otizm gibi cesitli
psikiyatrik hastaliklarda gosterilmistir (53,56,57). CC2DIA geni, transkripsiyonel bir
baskilayicityr kodlar. Bu baskilayici, noronal hiicrelerdeki 5-hydroxytryptamine
(serotonin) receptor 1A (5HTRIA) geninin ekspresyonunu diizenler (58) ve
SHTRIA’min 5° ucunda 14 bp’lik bir bolgesinden baglanir. Proteinin transkripsiyonel
baskilama aktivitesi kalsiyum (Ca) tarafindan inhibe edilir (10,59). CC2DIA geni,
SHTRIA geninin baskilayici geni olarak tanmimlanmistir. CC2DIA geni, SHTRIA
geninin baskilayici elementine baglandiginda, 5-HTRIA geninin ekspresyonunu negatif
bir sekilde diizenler (58). Bu baskilama mekanizmasi, protein kinaz araciligiyla
fosforilasyon, Ca’a baglh olarak inaktive edilir. Bu ylizden, CC2DIA geninin
baskilanmasi ile SHTRIA’nin ekspresyonunun yiiksek regiilasyonuna sebep olmasi
beklenmektedir (10). 5HTRIA geni, 5-hydroxytryptamine reseptor ailesinin alt
birimidir. Serotonin’in, patolojik sartlar ve fizyolojik siirecin birkaci ile ilisigi oldugu
gozlenmistir. Farede SHTRIA geninin inaktivasyonu, stres ve anksiyeteye duyarliligi
artiran davraniglar tetiklemektedir (60-63). Yapilan calismalar ile SHTRIA geni
yetiskin norogenezisin kontroliinde, hipokampiiste dendritik olgunlagsmada, 6grenme ve
hafizada 6nemli roliiniin oldugu gosterilmistir (50). Literatiire bakildiginda CC2DIA ve
SHTRIA genleri arasinda iliski oldugu goriilmektedir (10,11,13,59).
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2.5.2.NEURLI GENIi

Neuralized E3 ubiquitin protein ligase 1 (NEURLI) geni, insanda 10g25.1 kromozomu
tizerindedir ve hipokampiis bagimli sinaptik plastisite ve 6grenme ve hafizada rol oynar.
NEURLI geni 12 ekzondan olusmaktadir. Farelerde yapilan bir ¢alismada serebral
korteks, amigdala, striatum ve hipokampiiste eksprese oldugu gozlemlenmistir.
NEURLI protein kodlayici bir gendir. Notch sinyal yolagi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (14) ve Cc2dla geninde “Oliimciil (2) dev diskler ( L(2)gd )” olarak
tanimlanan mutasyonlarin etkilerinin Notch sinyal yolagmin giiclii aktivasyonunu
araciligiyla saglandigi bilinmektedir (51). L(2)gd, Notch reseptoriiniin endositozu
sirasimnda Notch aktivitesini kisitlamaktadir. Notch yolaginin organ gelisiminde 6nemli
bir yeri oldugu icin L.(2)gd mutasyonlarini kanatlarda, gozlerde ve kanat tiiylerini iceren
cesitli organlarda defekt olusturmaktadir (64-67). Neurll geni, hipokampusa bagl
sinaptik plastisite, 6grenme ve bellekte rol oynar (68). Bu gen tiimor baskilayicist gibi
davranir; Notch sinyal yolunu inhibe ederek medulloblastoma (MB) hiicrelerinin habis

(malign) hiicre transformasyonunu inhibe etmektedir (14).
2.6.MIKRORNA’LAR
2.6.1.miR-19a-1 VE miR-19b-1

microRNA 19 (miR-19) ailesinde bilinen 89 sekans vardir, ancak yeni yapilan
arastirmalar neticesinde bu sayr hizla degismektedir. MiR-19 miRNA Onciisii, gen
ifadesini diizenleyen kiiciik, kodlamayan bir RNA molekiiliidiir. Insan ve fare genomu
icerisinde, bu miRNA'nin, ii¢c kopyas1 bulunur. Insanda; miR-19a-1, kromozom 13’de,
miR-19b-1 kromozom 13°de ve miR-19b-2 X kromozomu iizerinde bulunur. Farede ise;
miR-19a-1, kromozom 14’de, miR-19b-1 kromozom 14’de ve miR-19b-2 X kromozomu

iizerinde bulunur (mirbase.net).



3.GEREC VE YONTEM

Bu proje, Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Betiil-Ziya Eren Genom
ve Kok Hiicre Merkezi tarafindan ortaklasa yiiriitiilmiistiir. Calisma 6rneklerinin genetik
analizi ve deney hayvanlari ile ilgili calismalar “Erciyes Universitesi Genom ve Kok
Hiicre Merkezi”, “Genom ve Transgenik” birimlerinde mevcut olan ve asagida belirtilen

cihazlar ve sarf malzemeler kullanilarak yapilmistir.
3.1.GERECLER

3.1.1.DEMIRBAS MALZEMELER

° Termal Cycler PZR Cihazi (SensoQuest)

o Sogutmal1 Santrifiij Cihazi (Sigma)

o Vortex Cihazi (Heidolph)

. Isitic1t Blok TH2 (HLC Biotech)

o Mikropipet (Gilson)

o Shaker (Eppendorf)

o BioSpec Nano (Shimadzu)

. Rotor-Gene Q (Qiagen)

o LightCycler 480 II (Roche)

U Buzdolab1 (+4 ve -20)

° Dolap (-80°C ve -20°C)

° Kafes sistemi (12 saat aydinlik, 12 saaat karanlik zaman periyoduna uygun)
° Mikro Dalga Firin

° Mini Plate Perfect Spin (Peqlab)
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o Hassas terazi

3.1.2.SARF MALZEMELER

e 0,1 ml Tiip
e 0,2 ml Tiip
e 1,5ml Tip

e Pipet Uclar1 (10ul, 100 ul, 1000 pl)
¢ 1,5 ml eppendorf tiip

e 0,2 ml PCR tiip

e (,1 ml strip tiip (Qiagen)

e Transgenik laboratuvar iinitesi cerrahi set (Pens, Portekii, Buldog Pensi, Insiilin

Enjektorii, 2.5ml Enjektor)

e cDNA sentez kiti (Genler icin; Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit -
ROCHE ve mikro RNA’lar i¢in; miScript II RT Kit - Qiagen)

e Primer ve Problar (Genler i¢cin; RealTime ready Designer Assays & RealTime
ready Katalog Assays ACTB — ROCHE ve mikro RNA’lar i¢in; miScript Primer Assay
- Qiagen)

e Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢cin mix kit (Genler i¢in; LightCycler 480
Probes Master Kit -ROCHE ve mikro RNA’lar i¢in; miScript SYBR Green PCR Kit -
Qiagen)

e Rotor-Gene Q (Qiagen)’e uyumlu strip tiip, 0,1ml

e LightCycler 480 II (Roche) e uyumlu LightCycler 480 Multiwell Plate
3.2.YONTEM

3.2.1.HAYVANLARIN BARINDIRILMASI VE DENEY GRUPLARI

Cc2dla geni susturulmus heterozigot (+/-) deney hayvanlart ve kontrol grubu
hayvanlari, Erciyes Universitesi, Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hicre Merkezi
Transgenik Laboratuvarinda muhafaza edilmistir. Tez calismast icin “Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (EUHADYEK)” tarafindan “14/166”

karar numarasi ile izin alinmistir. Deney hayvanlari etik kurallarina uygun bir sekilde 12
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saat aydinlik 12 saat karanlik 151k periyodunda barindirilmistir. Calisma icin gerekli
olan Cc2dla gen ifadesi silinmis heterozigot (+/-) genotipe sahip ve Cc2dla geni
yoniinden normal (+/+) genotipe sahip Balb-c fareler bu laboratuvarda mevcut olup

gerekli izin yazilar1 dahilinde kullanilmistir.

3.2.2.DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Bu tez projesinde; Grup 1, Grup2 ve Kontrol grubu olmak iizere 3 grup ile ¢alisilmistir.
3.2.2.1.Grup1 ‘in Olusturulmasi

Grup] olusturulurken elimizde bulunan deney hayvanlar1 FO kabul edildi ve aralarindan
Cc2dla heterozigot (+/-) Balb-C ile Balb-C normal (+/+) erkek ve disi fareler alinarak
ciftlestirmeye birakildi. Ciftlestirmeden elde edilen yavrular, ilk nesil olan “F1
jenerasyonu” olarak kabul edildi (n=12, 8erkek/4disi). F1 jenerasyonundaki fareler 21
giinliik olduklarinda anne siitii ihtiyaclarini tamamlamis ve anneden, erkek/disi kafesi
ayrimi yapilarak ayrilmistir. Yavru farelerin tirnaklarindan DNA izolasyonunu yapmak
icin ufak bir kesit alindi. DNA izolasyonu yapilan orneklerin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu yontemi kullanilarak Agaroz Jel Elektroforezinde Cc2dla geni yoniinden
genotipi belirlendi. Genotipi belirlenen F1 jenerasyonu yavrulardan, heterozigot (+/-) ve
normal (+/+) genotipteki fareler arasinda, F2 jenerayonunu elde etmek i¢in yeni bir
ciftlestirme baslatildi. F2 jenerasyonundan elde edilen yavrulara da (n=17, 8erkek/9disi)

F1 jenrasyonundaki yavrulara uygulanan islemlerin aynis1 uyguland: (Tablo 3.1).
3.2.2.2.Grup?2 ‘nin Olusturulmasi

Grup?2 olusturulurken elimizde bulunan deney hayvanlar1 FO kabul edildi ve aralarindan
Cc2dla heterozigot (+/-) Balb-C ile Cc2dla heterozigot (+/-) Balb-C erkek ve disi
fareler alinarak ciftlestirmeye birakildi. Ciftlestirmeden elde edilen yavrular, ilk nesil
olan “F1 jenerasyonu” olarak kabul edildi (n=20, 12erkek/8disi). F1 jenerasyonundaki
fareler 21 giinliik olduklarinda anne siitii ihtiyaglarin1 tamamlamis ve anneden,
erkek/disi kafesi ayrimi yapilarak ayrilmistir. Yavru farelerin tirnaklarindan DNA
izolasyonunu yapmak i¢in ufak bir kesit alindi. DNA izolasyonu yapilan orneklerin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi kullanilarak Agaroz Jel Elektroforezinde Cc2dla
geni yoniinden genotipi belirlendi. Genotipi belirlenen F1 jenerasyonu yavrulardan,
heterozigot (+/-) ve normal (+/4) genotipteki fareler arasinda, F2 jenerayonunu elde

etmek i¢in yeni bir c¢iftlestirme baslatildi. F2 jenerasyonundan elde edilen yavrulara da
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(n=10, 4erkek/6disi) F1 jenrasyonundaki yavrulara uygulanan islemlerin aynis1

uyguland1 (Tablo 3.1).
3.2.2.3.Kontrol Grubunun Olusturulmasi

Cc2dla geni i¢in “normal (+/+)” genotipe sahip normal (+/4+) Balb-C wki fareler
kullanild1 (n=9, 9erkek). Bu grupta nesil takibi yapilmadi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Gruplar, Jenerasyonlar ve Ciftlestirme

Gruplar Jenerasyon Ciftlestirme

FO:

Grupl L Cc2dl1a heterozigot (+/-) Balb-C X Normal Balb-C
F2:
FO:

Grup2 L Cc2dla het (+/-) Balb-C X Cc2dl1a het (+/-) Balb-C
F2:

Kontrol Grubu FO: Normal Balb-C X Normal Balb-C
3.2.3.DNA iZOLASYONU

Deney Hayvanlarindan genotipleme icin alinan tirnak dokusu oOrnekleri ile asagidaki

protokole gore DNA izolasyonlar1 yapilmistir.

o DNA izolasyonu i¢in Sigma - Aldrich DNA izolasyon kiti (Sigma-Aldrich,
Germany) kullanild1.

o Farelerden kesit alinan tirnak dokusu oOrnekleri, 0.5 upl’'lik ependorf tiiplere
birakildi.

o Dokularin iizerine 25 pl ekstraksiyon soliisyonu eklendi. Vorteks yapildi.

o 6.5 ul Tissue Buffer eklendi. Vortekslenir ve spin yapild1.

o Oda 1s1smda 10 dk bekletildi.

o Daha sonra 1s1tic1 blok tizerinde 95°C ‘de 3 dk bekletildi.

o Isitic1 bloktan alinan drneklere 25 pl Notralizasyon Soliisyonu eklendi.

o Vorteks yapildi.

o DNA miktarlar1 Nanodrop cihazinda olciiliir ve diger islemler uygulanana kadar

-20°C’de saklandi.




3.2.4.POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU VE JEL ELEKTROFOREZi

DNA izolasyonu yapilan 6rnekler ile agsagidaki PCR programu calisildi:
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Gen Ad1 ASSAY ID

CCDI1A-M1 73078280

CCD1A-M2 73078313

CCDIA-M3 73078315

Buffer Sul
MgCl, 3ul
Dntp 3ul
Primerl (Cc2dla) 2ul
Primer2 (Cc2d1a) 2ul
Primer3 (Cc2d1a) 2ul
Taq DNA polimeraz I ul
dH,O 30 ul
DNA 2 ul
PCR Basamaklar1

94°C 3 dk

94°C 45 saniye

72°C 10 dk

+4°C o0

%?2 lik agaroz jelde goriintiilendi. 10 pl 6rnek tizerine 3ul loading buffer eklendi ve jele
yiiklendi. 90 V’da 45 dakika kosturuldu. UV goriintiileme ile analiz edildi. (Normal
Genotip: 200 bp, Heterezigot Genotip: 400 bp — 200 bp), (Sekil 4.1).

3.2.5.DAVRANIS DENEYLERI

Calismada kullanilan erkek Cc2dla heterozigot (+/-) fareler ve kontrol grubu

hayvanlarina davranis deneyleri (Yeni nesne ve Delikli tahta) uygulandi. G1F1 (n=8
erkek), GIF2 (n=8 erkek), G2F1 (n=12erkek), G2F2 (n=4 erkek) ve kontrol (n=9

erkek). Heterozigot (+/-) ve Normal (+/+) genotipe sahip erkek fareler kullanild.




20

3.2.5.1.Yeni Nesne (Novel Object)

Yeni nesne deneyi, 60cm x 60cm x 36cm’lik hazneden olusan kutu igerisinde yapilir

(Sekil 3.1).

a b
8 O g )

Sekil 3.1: Yeni Nesne (Novel Object) deney diizenegi. (a) Ik dnce farenin bir obje ile birlikte deney
kutusunun i¢inde 10 dakika zaman gecirerek objeyi 6grenmesine izin verilir. 10 dakikanin sonunda fare
kutudan cikarilarak kutuya eski objenin yanmna yeni ve 0zgiin (novel) baska bir obje (yesil obje) daha
koyulur. (b) Fare kutuya ikinci kez yerlestirildiginde farenin yeni koyulan objeye (yesil nesneye) daha
fazla ilgi duymas1 beklenilir. Sensorlerin tespit ettigi veriler dogrudan yazilima aktarilarak analizler
yapilir. Ikinci objeye daha fazla ilgi duymasi farenin ilk objeyi daha 6nceden hatirladig1 icin yeni objeye
yonelmesi olarak degerlendirilmekte olup farenin Ogrenme ve hafiza yetenekleri “normal” olarak
belirlenir.

Novel obje davranis deneyi farelerin 6grenme, hafiza ve nesneleri karsilastirma
yeteneklerini gozlemlemek icin kullanilan basit bir davramigsal deneydir. Yeni nesne
deneyinde 11 — 12 haftalik hayvanlar kullanilmaktadir. Bu davramis deneyi her
laboratuar da yapilabileceginden ve yiiksek bir maliyeti olmadigindan ¢ok kullaniglt bir

davranis deneyi olarak goriilmektedir.
3.2.5.2.Delikli Tahta (Hole Board)

Hole-board deney seti 40cm x 40cm x 16cm’lik hazneden olugmaktadir. Haznenin dip
kisminin 3 cm yukarisinda saydam olmayan ve 16 adet 2,2 cm ¢apimndaki deliklerden

olusan ylizey bulunur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Delikli Tahta (Hole Board) deney diizenegi. Bu deneyde, deney hayvani diizenegin orta
kismina birakilarak 5 dakika boyunca hazneyi kesfetmesine izin verilir. Kemirgenin kafasini daldirarak
inceledigi delikler tespit edilerek bu delikler kesfedilen delikler olarak kabul edilir. Delik sayisi ile
birlikte deney hayvani diizenekten aldiktan sonra zemin {izerindeki defekasyon sayilar1 da bizim igin
onemli oldu. Tespit edilen veriler not alinarak istatiksel analiz ile degerlendirme yapildi. Delikli tahta
deneyinde, zeminde bulunan ¢ukurlara deney hayvaninin kafasii daldirmasi denegin anksiyete olciimiine
yardimci olmaktadir. Delige basini sokma sayisindaki azalma, artmis anksiyete olarak kabul edilmekte ve
delige basini sokma sayisindaki azalma ya da az defekasyon yapma emosyonel, stresli ve artmig anksiyete
olarak yorumlanir (72-74).

Davramigsal farmakoloji konusundaki cesitli alanlarda laboratuvar kemirgenlerine
eksploratori (kesifci) davramis deneyidir. Laboratuvar kemirgenlerinde kesifci
davranislarla ilgili 6l¢iimlerin en iyi nasil yapilabilecegi siiregelen bir tartigma olmustur.
Acik alan testleri gibi kosulsuz yapilan pek c¢ok testte kesif sirasmdaki lokomotor
aktivitelerinde kafa karisikligi potansiyeli bulunmaktadir. Hole-board deneyi bu kafa
karisiklig1 potansiyelinin iistesinden gelmek i¢in tasarlanmistir ve deney hayvanlarinin
emosyonel durumunu analiz etmek i¢in kullanilan testtir. Hole-board deneyinde 11 — 12

haftalik hayvanlar kullanilmaktadir.

3.2.6.CC2DIA HETEROZIGOT (+/-) VE NORMAL (+/+) FARELERDEN
HiPOKAMPUS DOKUSU VE SPERM NUMUNELERININ ELDE EDIiLMESI

Calisma kapsaminda istatistiksel olarak uygun (minimum n=5) olacak sekilde Cc2dla
heterozigot (+/-) ve Normal (+/+) fareler GIF1-G1F2-G2F1 ve G2F2 ‘den rastgele
secilmigstir. Secilen hayvanlarin davranis testleri tamamlandiktan sonra servikal
dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Cerrahi islemler sirasinda tiim aletler %70’lik
etanol ile kisa siireli dezenfekte edilerek kullanildi. Sakrifiye edilen fare tabla iizerine
alind1 ve steril havlu kapatilarak yumusak beyin dokusu ile buz iizerine calisildi. Iki

yarim kiireye ayrilan beyin dokusundan dikkatli ve hizli bir sekilde bileteral bolgedeki
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hipokampus dokular1 alinarak 1ml trizol dolu ependorf tiipe birakildi. RNA izolasyonu
islemi ile devam edildi. Hipokampus RNA ornekleri -80°C derecede dondurularak

saklandi.

Sperm Ornekleri ise farenin epididimis ve testisleri almarak elde edildi. PBS dolu
petride pens yardimi ile sagilarak 15ml’lik falkon tiiplere aktarildi ve RNA izolasyonu
yapildi. Sperm RNA 6rnekleri -80°C derecede dondurularak saklandi.

3.2.7.RNA iZOLASYONU
3.2.7.1.Hipokampus Dokusundan RNA izolasyonu

e Fareden c¢ikarilan hipokampus dokusu 1ml trizol icine alnip enjektor ile

homojenize edilip -80°C ‘de saklandi.
¢ (Calisacagimiz zaman Ornekler oda 1sisinda ¢oziinmeye birakildi.
e Yaklasik 10 kez enjektor ile al ver yapilip iyice homojenize edildi.
® (Qda sicakliginda 5 dk bekletildi.

e 200 pl kloroform eklenir. 15 sn vortekslendi.

¢ (Oda sicakhiginda 15 dk inkiibe edildi.

e 12000 g'de 15 dk +4 °C santrifiij edildi.

® Akoz faz yeni tiipe ependorf alind.

® 500 pl izopropanol eklendi.(Akoz faz miktarma bagli, 1:1 oraninda)
¢ Birkag kez alt iist edildi.

¢ (Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

e 12000 g'de 15 dk +4°C santrifiij edildi.

e Siipernatant kisim atild1.

e 1 ml % 75 etanol eklenip, vortekslendi.

e 7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edildi.

e Siipernatant kisim atild1.

¢ Pellet etrafindaki etanol pipetle alinip temizlendi.

e 5-10 dk oda 1s1sinda kurutuldu.

e 30 ul Nuclease Free Water ile pellet resiispanse edildi.
e +4°C buzdolabinda 10-15 dk bekletildi.

¢ Biospec Nano (Shimadzu) ile 6l¢iimii yapild.
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3.2.7.2.Spermden RNA izolasyonu

¢ PBS bulunan petride, epididimisten sperm sagilip, 15’lik falkon tiipe alind1.

e 600 rpm’de 1 dk falkon tiip santrifiij edildi (Sperm siipernatant kisimda, dipte
somatik hiicreler vardir).

e Siipernatant yeni falkona tagind1.

e 3000 rpm'de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant1 atild1 (Spermler pellette).

e Yaklasik 500 ul dH,O eklenip pellet resiispanse edildi.

¢ 2 dk oda sicakliginda beklendi (pellet seffaf renk alincaya kadar siire uzatilabilir).

e Falkon tiip PBS ile 15 cc’ye tamamlandi.

e 3000 rpm'de 15 dk santrifiij edildi.

e Siipernatanti atild1.

e Not: Eger pellet beyaz ise protokolde bir sonraki basamaktan devam edilir. Degil
ise falkon tiip tekrardan PBS ile dolduruldu ve santrifiij edildi, adim tekrarlanmis
oldu (pellet seffafliga ulasinca -80°C de bekletilip, daha sonra diger adimlara
devam edilebilir).

e Pellete 20 ul. SM NaCl eklendi ve resiispanse edildi.

e 3 ulDTT eklendi ve vortekslendi.

e 80 ul double distile su eklendi ve vortekslendi. Ependorf tiipe alindi.

e 400 pl trizol eklendi ve iyice vortekslendi.

e 5 dk buz iizerinde bekletildi.

¢ 100 pl kloroform eklendi ve vortekslendi.

e Buz iistiinde, oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

¢ 12.000 rpm'de 30 dk santrifiij edildi. Akoz fazi yeni tiipe alindi.

¢ 1:1 oraninda izopropanol eklendi.

¢ Bir gece -20°C ‘de bekletildi.

e 14.000 rpm' de 30 dk santrifiij edildi. Stipernatant1 dokiildii.

¢ Tiipii agzina kadar %70'lik etanol ile dolduruldu.

e 14.000 rpm'de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant1 dokiildii.

e 500ul double distile su eklendi ve vortekslendi.

e 25 ul 5M NaCl eklendi ve vortekslendi.

e 1000 pl absolute etanol eklendi ve alt iist edildi.

® Bir gece -20°C ‘de bekletildi.
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14.000 rpm 'de 30 dk santrifiij edildi. Stipernatant1 dokiildii.

Tiip agzina kadar %70'lik etanol ile dolduruldu.

14.000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant1 dokiildii.

Ependorf tiiplerin buz iizerinde kapaklar1 acik birakilarak etanoliin uzaklagmasi
sagland.

Pellet lizerine 30 pl niikleaz free water eklendi. Pellet ¢oziindiikten sonra Biospec-
nano (Shimadzu, ) ile 6l¢timii yapildi.

-80°C’ye kaldirildi.

3.2.8.EKSPRESYON CALISMALARI

3.2.8.1.Gen Ekspresyonu

Calismada kullanilan erkek Cc2dla Heterozigot (+/-) fareler ve kontrol grubu
hayvanlarina RT-PZR calisildi. Gen (Cc2dla, 5Htrla, Neurll ve ACTB) ve miRNA’lar

(miR-19a-1 ve miR19-b) icin ayn1 hayvanlarin hipokampus dokusu ve sperm RNA
ornekleri kullanmildi, G1F1 (n=5 erkek), G1F2 (n=5 erkek), G2F1 (n=5 erkek), G2F2
(n=2 erkek) ve kontrol (n=9 erkek).

n=>3 i¢in; n=3 Cc2dla Heterozigot (+/-), n=2 normal (+/+),
n=2 i¢in; n=1 Cc2dla Heterozigot (+/-), n=1 normal (+/+),

n=9 icin; n=9 normal (+/+) ‘dir.

3.2.8.1.1.cDNA Sentezi

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany) kullanilarak cDNA

sentezlendi. Asagidaki protokol takip edildi.

0,2 mI’lik tiipe 1 ul Random Primer eklendi.
Uzerine 1 ul Oligo Primer eklendi.

Uzerine 4,4 ul dH,O eklendi.

Uzerine 5 ul RNA eklendi.

65°C sicaklikta 10 dk inkiibe edildi.

Uzerine 4 pl Reaction Buffer eklendi.

Uzerine 0,5 ul Protector RNase Inhibitor eklendi.
Uzerine 2 pl Deoxnucleotid mix eklendi.
Uzerine 1 ul DTT eklendi.

Uzerine 1,1 ul Reverse Transkriptase eklendi.



¢ Asagidaki program yapilip PZR cihazina alind1.

29°C

48°C

85°C

¢ Elde edilen cDNA’lar -20°C’ye kaldirildi.

10 dk

60 dk

5dk
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3.2.8.1.2.ACTB, SHtrla ve Neurll Genlerinin mRNA Ekspresyon Seviyelerinin

Belirlenmesi

mRNA ekspresyonlarini belirlemek i¢in LightCycler 480 II (Roche, Germany) Real-
Time PZR cihazi kullanild.

cDNA o6rnekleri 1/5 oraninda Nuclease Free Water ile seyreltildi.

Asagidaki miktarlarda reaksiyon plate (Roche) lizerine dagitild.

2X Probe Master Mix 10 pl
Primer/Probe 1 ul
Nuclease Free Water 4 ul
cDNA Sul

LightCycler 480 1T (Roche) Real-Time PCR cihazinda asagidaki programa

koyuldu.

95°C 10 dk
95°C 10 saniye
60°C 30 saniye
72°C 1 dk
40°C 30 saniye

¢ Her bir ornek tek ¢alisildi.

¢ Housekeeping gen olarak beta-actin kullanildi.

45 Dongii

e Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler asagidaki gibidir.



Gen Adr Assay ID
Actb 300236
Htrla 318344
Neurll 318348

Veriler 2/ metodu kullanilarak normalize edildi.
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3.2.8.3.1.Cc2d1a Geni mRNA Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi
LightCycler 480 1T (Roche) Real-Time PCR cihazi kullanilda.

e cDNA ornekleri 1/5 oraninda Nuclease free water ile seyreltildi.

Asagidaki miktarlarda reaksiyon plate (Roche) lizerine dagitild.

2X Probe Master Miks 10 ul
Primer Forward 0,4 ul
Primer Reverse 0,4 ul
UPL Probe 0,4 ul
Niikleazfree water 3,8 ul
cDNA Sul

¢ LightCycler 480 II (Roche) Real-Time PCR cihazinda asagidaki programa

koyuldu.

95°C 10 dk
95°C 10 saniye
60° C 30 saniye
72°C 1 dk

40° C 30 saniye

Her bir 6rnek tek calisild.

Housekeeping gen olarak beta-actin kullanildi.

45 Dongii

Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler asagidaki gibidir.

Gen Ad1 Use probe #7

Cc2dla Cat.No. 04685059001

e Veriler 2/ metodu kullanilarak normalize edildi.
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3.2.8.2.miRNA Ekspresyonu
3.2.8.2.1. DNA SENTEZI

miScript II RT Kit (Qiagen) kullanilarak cDNA sentezlendi.

Karigim hazirlanisi;

5X miScript RT Buffer (HiSpec) 2ul
RNase free water I ul
miScript Reverse Transciptaz Miks 1 ul
10X Nucleics Miks I ul
Template RNA* Sul

* Template RNA 10ng-100ng olmali. Bu sebeple Template RNA 20ng/ ul olacak
sekilde seyreltildi.

e Tiiplere S’er pl karisim dagitilir. 5 ul RNA eklendi.

e 60 dk 37°C ‘de inkiibe edildi.

e 5 dk 95°C’de inkiibe edildi.

¢ cDNA -20’ye alind1.

3.2.8.2.2.2.miR-19a-1 ve miR-19b-1 Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

e cDNA’lar 1/5 oraninda sulandirilir. Bunun i¢in sentezlettigimiz 10 ul cDNA

tizerine 40 pl Nucleaz free water eklenip vortekslendi.

e Her bir reaksiyonda 1-3 ng cDNA olmal:.

Karisim hazirlanisi:

2X miScript SYBR Green Miks 12,5 pul
10X miScript Universal Primer 2,5 ul
10X miScript Primer Assay 2,5 ul
RNase free water Sul

e 22,5 ulkarisim tizerine 2,5 pul cDNA dagitild:.

e Her bir ornek ¢ift calisilmistir. House keeping olarak RNU6-2-11 kullanild.
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e Veriler 2/ metodu kullanilarak normalize edildi.

Calisilan miRNA’lar, primer dizileri ve MIMAT kodlar1 asagidaki gibidir.

miRNA Adi Dizisi MIMAT
mmu-miR-19b-3p ugugcaaauccaugcaaaacuga MIMATO0000513
mmu-miR-19a-3p ugugcaaaucuaugcaaaacuga MIMATO0000651

3.2.9.iSTATISTIKSEL ANALIiZ

Davranis Testlerinin Istatiksel Analizleri

Delikli Tahta ve Yeni Nesne Davranis Testlerinden elde edilen verilerin ortalamalar1
arasindaki farklarin %95°lik giivenilirlik diizeyinde (p < 0,05), gruplara (Kontrol, GI1F1
Heterozigot, G1F1 Normal, G1F2 Heterozigot, G1F2 Normal, G2F1 Heterozigot, G2F1
Normal, G2F2 Heterozigot ve G2F2 Normal) gore anlamli olup olmadiginin anlasilmasi

icin Graphpad programi One-way ANOVA, Tukey testi kullanilmstir.
mRNA Ekspresyonu ve miRNA Ekspresyonunun Istatiksel Analizleri

Hipokampus ve Sperm dokularindaki gen ekspresyonlarindan elde edilen verilerin
ortalamalar1 arasindaki farklarin %95°lik giivenilirlik diizeyinde (p < 0,05), gruplara
(Kontrol, G1F1 Heterozigot, G1F1 Normal, G1F2 Heterozigot, G1F2 Normal, G2F1
Heterozigot, G2F1 Normal, G2F2 Heterozigot ve G2F2 Normal) gore anlamli olup
olmadiginm anlasilmas1 i¢in Graphpad programi One-way ANOVA, Tukey testi

kullanilmastir.



4.BULGULAR

Bu calismada, Cc2dla Heterozigot (+/-) ve kontrol grubu normal (+/+) genotipe sahip
Balb-C tiiriindeki erkek ve disi fareler kullanildi. Kontrol, Grup 1 (G1) ve Grup 2 (G2)
olmak iizere 3 grupta arastirma yapildi. Gruplardaki deney hayvanlarinin genotipleri

belirlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Deney hayvanlar1 genotipleme agaroz jel goriintiisit. ~ *M: Marker

Gruplardaki deney hayvanlarmin genotipleri belirlendi. Cc2dla homozigot mutant (-/-)
genotipine sahip farelerde, literatiir ile uyumlu bir sekilde dogum gozlenmedi.
Genotipleri belirlenen Cc2d1a Heterozigot (+/-) (n=22) ve normal (+/+) (n=18) farelere
davranis testleri uygulandi ve dokular (hipokampus ve sperm) ¢ikartilarak ekspresyon

caligmalar1 (n=26) tamamlandi.
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4.1.DAVRANIS TESTLERININ BULGULARI
4.1.1.DELIKLi TAHTA (HOLE BOARD)

Delikli tahta deneyinde G1F1 (n=8 erkek), G1F2 (n=8 erkek), G2F1 (n=11erkek), G2F2
(n=4 erkek) ve kontrol (n=9 erkek) ile caliyma yapildi. Heterozigot (+/-) ve Normal

(+/+) genotipe sahip erkek fareler kullanild.

Delikli tahta davranis deneyi “Delik Sayis1” grafiginde (Sekil 4.2), kontrol ve deney
gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek
tek karsilastirildiginda; G1F2 Het, GIF2 Norm ve G2F2 Norm, kontrole gore diisiik

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Delikli tahta davranig deneyi “Defekasyon Sayisi” grafiginde (Sekil 4.3), kontrol ve
deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, GI1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; tiim gruplar kontrole gore diisilk olmasina

ragmen bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Calismada “Basint delige sokma sayist” (Sekil 4.2) ve “Defekasyon sayisi” (Sekil 4.3)

izerine yapilan analizler, standart sapma ve p degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

5
50
4
40 s
g o
; 30 5 o
= I . I | g2 31
Z 20 e o & T T
10 L
5 o
< < < « Y N NSNS D
S ELEST LS eSS EES €S LSS
oé\ RAPNFISITS AN P L S Q\é \QWQ,"% o Q'\é v Q'\};
o7 LT o7 & OV &7 oF s EOgE O T ok oy

Sekil 4.2: Delikli tahta davramis testi Sekil 4.3: Delikli tahta davranis testi

uygulanan deney hayvanlarmin "Basini uygulanan deney hayvanlarinin
Delige Sokma Sayist" grafigi "Defekasyon Sayis1" Grafigi
(p>0,05 Heterozigot: Het Normal: Norm

Grupl (G1): Cc2dlia heterozigot (+/-) Balb-C X Balb-C normal (+/+)
Grup2 (G2): Cc2dlia heterozigot (+/-) Balb-C X Cc2dla heterozigot (+/-) Balb-C)
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Tablo 4.1: Delikli Tahta Davranig Testi Uygulanan Deney Hayvanlariin "Basini
Delige Sokma Sayis1" ve "Defekasyon Sayis1" standart sapma ve p

degerleri
Coklu Delik Sayisi Defekasyon Sayisi
Karsilagtirmalar | |, _ | op¢ +5¢d. Sapma | P Degeri n= O;t. = Std. P Degeri
apma
3,667 +
KONTROL 9 26,67 + 11,82 9 2.915
1,5+
GI1F1 HET 4 24,75 £9,43 >0,9999 4 0.5774 0,5044
G1F1 NORM 4 29,25 + 11,24 >0,9999 4 2 +0,8165 0,798
1,667 +
G1F2 HET 6 16,67 £2,503 0,6102 6 1211 0,4372
G1F2 NORM 2 15,5 +£9,192 0,8731 2 1+1,414 0,5758
1,6 +
G2F1 HET 10 25,9 £10,87 >0,9999 10 0.8433 0,2298
G2F1 NORM 1 42+0 0,8619 1 1+£0 0,8654
G2F2 HET 2 22 +9,899 0,9995 2 1,5+2,121| 0,7985
G2F2 NORM 2 17 £ 2,828 0,9389 2 2+1,414 0,9434

*Std: Standart *Het: Heterozigot *Norm: Normal

4.1.2.YENI NESNE (NOVEL OBJECT)
Yeni nesne davranis deneyinde GI1F1 (n=8 erkek), GIF2 (n=8 erkek), G2F1
(n=12erkek), G2F2 (n=4 erkek) ve kontrol (n=9 erkek) ile calisma yapildi. Heterozigot

(+/-) ve Normal (+/+) genotipe sahip erkek fareler kullanild1.

Yeni nesne davranis deneyi “merkezde gecirilen toplam yol” grafiginde (Sekil 4.4),
kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore degerler birbirine yakin olup,

G2F2 Norm’da diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Yeni nesne davranis deneyi “nesnelerin etrafinda gecirilen toplam zaman” grafiginde
(Sekil 4.5), kontrol ve deney gruplart (GIF1 Het/Norm, GI1F2 Het/Norm, G2F1
Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; G1F1 Het/Norm ve G2F1

Het, kontrole gore diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Nesnelerin Etrafinda Gegirilen
Toplam Zaman
a
o
—
-
—
e
—t

Merkezde Gegirilen Toplam Yol

Sekil 4.4: Yeni nesne davramig testi Sekil 4.5: Yeni Nesne Davranig Testi
"Merkezde Gegirilen Toplam Yol" grafigi “Nesnelerin Etrafinda Gegirilen Toplam
Zaman” Grafigi

Yeni nesne davranis deneyi “merkezde gecirilen ortalama hiz” grafiginde (Sekil 4.6),
kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole goére GI1F1 Norm ve G2F1 Het
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis gozlenirken, G1F2 Het, G1F2 Norm ve
G2F2 Het gruplarinda istatistiksel olarak ¢ok anlamli artis tespit edilmistir. G1F1 Het,
G2F1 Norm ve G2F2 Norm’de ise kontrole gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Calismada “Merkezde Gecgirilen Toplam Yol” (Sekil 4.4),
“Merkezde Gecirilen Ortalama Hiz” (Sekil 4.6) ve “Nesnelerin Etrafinda Gegirilen
Toplam Zaman” (Sekil 4.5) ilizerine yapilan analizler ve p degerleri Tablo 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.6: Yeni Nesne Davranig Testi "Merkezde Gegirilen Ortalama Hiz" Grafigi
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Tablo 4.2: Yeni Nesne Davranis Testi "Merkezde Gecgirilen Toplam Yol", "Merkezde
Gecirilen Ortalama Hiz" ve "Nesneler Etrafinda Gegirilen Toplam Zaman"
standart sapma ve p degerleri

. . Merkezde Gegirilen Nesneler Etrafinda
] Merkezde Gegirilen ..
= Ortalama Gegirilen
= 5 Toplam Yol
= = Hiz Toplam Zaman
]
oz Ort. + L Ort. + _ Ort.x| p
G n= P Degeri| n= Std. | P Degeri | n=| Std. . .
4 Std. Sapma Degeri
Sapma Sapma
8,883 + 44,12 £
KONTROL 9 2307 £ 342,8 9 1.009 9 11.4
129+ 27,64 +
GI1F1 HET 4 1905 +799,5 0,9702 4 2.842 0,078 4 22,58 0,7519
GIFINORM | 4 | 19248566 | 09778 | 4 |'4%B%| o0013 | 4| 33% | 02126
- ’ 3,36 ’ 17,36 ’
14,4 + 34,06 £
G1F2 HET 6 2379 £ 632,1 >0,9999 6 2.097 0,0008 6 13,66 0,9568
17,03 £ 41,32 +
G1F2 NORM 2 2755 +£702,9 0,9883 2 2.865 0,0009 2 31,03 >0,9999
12,96 + 23,6 £
G2F1 HET 10 2506 £ 580,6 0,9982 10 2.014 0,0062 | 10 14.4 0,1751
G2FINORM | 1 1989 + 0 0,999 to B0 omaes | 1| M2E | 509999
16,96 + 24,42 +
G2F2 HET 2 2234 + 824.5 >0,9999 2 0.841 0,001 2 23.56 0,825
14,41 £ 23,28 +
G2F2 NORM 2 1188 +466,4 0,3448 2 2.673 0,0516 2 20,7 0,7783

4.2.EKSPRESYON BULGULARI

Calismada kullanilan erkek Cc2dla heterozigot (+/-) fareler ve kontrol grubu
hayvanlarina RT-PZR calisildi. Gen (Cc2dla, 5Htrla, Neurll ve ACTB) ve miRNA’lar
(miR-19a-1 ve miR-19b-1) i¢in ayn1 hayvanlarin hipokampus dokusu ve sperm RNA
ornekleri kullanild1 (G1F1 (n=5 erkek), G1F2 (n=5 erkek), G2F1 (n=5 erkek), G2F2
(n=2 erkek) ve kontrol (n=9 erkek)).

- n=3 i¢in; n=3 Cc2dla Heterozigot (+/-), n=2 normal (+/+),
- n=2 i¢in; n=1 Cc2dla Heterozigot (+/-), n=1 normal (+/+),
- n=9 i¢in; n=9 normal (+/4) ‘dir.

4.2.1.GEN EKSPRESYONU

4.2.1.1.Hipokampus Dokusundan Cc2dla Geninin Gruplar Arasindaki mRNA

Ekspresyon Seviyeleri

Hipokampus
grafiginde (Sekil 4.7), kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm,
G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore degerler

dokusunda Cc2dla gen ekspresyon seviyelerinin Kkarsilastiriimasi

birbirine yakm olup, G2F1 Norm’da yiiksek olmasma ragmen istatistiksel olarak
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anlamli bulunmadi. Hipokampus dokusunda Cc2dla geninin genotip gruplari ve

kontrol grubunun standart sapma ve p degerleri Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Hipokampus Cc2dla

Sekil 4.7: Hipokampus dokusunda Cc2dla geninin genotip gruplari ve kontrol grubu
arasindaki ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi

4.2.1.2.Hipokampus Dokusundan 5Htrla ve Neurll Genlerinin Gruplar Arasindaki
mRNA Ekspresyon Seviyeleri

Hipokampus dokusunda 5Hrtrla gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirimasi
grafiginde (Sekil 4.8), kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm,
G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore G1F2
Het, GIF2 Norm ve G2F1 Norm yiiksek, G2F2 Norm diisiik olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli bulunmad:.

Hipokampus dokusunda Neurll gen ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi
grafiginde (Sekil 4.9), kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm,
G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore degerler
birbirine yakm olup, G2F1 Norm’da yiiksek olmasma ragmen istatistiksel olarak

anlamli bulunmad:.

Hipokampus dokusunda 5Htrla ve Neurll genlerinin genotip gruplar1 ve kontrol

grubunun standart sapma ve p degerleri Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.8: Hipokampus dokusunda Sekil 4.9: Hipokampus dokusunda
S5Htrla geninin genotip gruplart ve Neurll geninin genotip gruplar1 ve
kontrol grubu arasindaki ekspresyon kontrol grubu arasindaki ekspresyon

seviyelerinin karsilastirilmasi

seviyelerinin karsilastirilmasi

Tablo 4.3: Hipokampus dokusunda Cc2dla, 5SHtrla ve Neurll genlerinin kontrol ve

gruplar arasindaki standart sapma ve p degerleri

Hipokampus Cc2dla Geni SHtrla Geni Neurll Geni
Dokus
llll u Ort. + Ort. + p Ort. +
Coklu n=| oo |PDegeriin=| Std. | o in=| Std. P Degeri
Karsilastirma - Oap Sapma g Sapma
0,7895
KONTROL 9 | 0,6685+ 04386 9| = 9 06623;‘ f
0,4169 ’
0.8444 0,5298 +
GIF1 HET 3] 03517+0,1226 | >0,9999 | 3 | + |>0,9999 | 3 >0,9999
0,2611
0,2476
0.9411 0,4091 +
GIFINORM | 2 | 0,6766+059 | >0,9999 | 2 | + [>0,9999 | 2 | 070 =1 50,9999
0,304
0,7239
1,688
GIF2 HET 31 1262+1,737 | 09998 | 3| =+ 0.8641 | 2 | 94971124 9999
0,005728
1,631
1,362 0,6773 +
GIF2ZNORM | 2 | 0,9583+0,1694 | >0,9999 | 2 | =+ 0,9959 | 2 | 22172 =1 509999
0,03288
0,1435
0.9257 04238 +
G2F1 HET 3] 0613103403 | >0,9999 | 3 | + |>0,9999 | 2 >0,9999
0,3439
0,5856
2,251 3,194 +
G2FINORM | 2 4,73 + 6,39 0,1192 | 2| =+ 05592 | 2 | 20 10,1862
4,238
2,587
G2F2 HET 1 1,292 +0 >0,9999 | 1 1%6 0,9998 | 1 (0,707 +0] >0,9999
G2F2 NORM 1 0,4256 +0 >0,9999 | 1 O’iggl >0,9999 | 1 0’2‘:)471’ >0,9999
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4.2.1.3.Sperm Dokusunda Cc2d1a Geninin Gruplar Arasindaki mRNA Ekspresyon

Seviyeleri

Spermde Cc2dla gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmas: grafiginde (Sekil 4.10),
kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore, G1F1 Norm, GI1F2 Het, G2F1
Het, G2F2 Het/Norm’da diisiik, G1F1 Het, G2F1 Norm yiiksek bulunmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildir. Spermde Cc2dla geninin genotip gruplari ve

kontrol grubunun standart sapma ve p degerleri Tablo 4.4’te gosterilmistir.

L)
=1
=
e
S
1.0
" - T
2
0

Sekil 4.10: Cc2dla, Spermde Kontrol ve Gruplar Arasindaki Ekspresyon Grafigi

4.2.1.4.Sperm Dokusunda 5Htrla ve Neurll Geninin Gruplar Arasindaki mRNA
Ekspresyon Seviyeleri

Spermde 5Htrla gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi grafiginde (Sekil 4.11),
kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore G1F1Het, G1F2 Het/Norm ‘da
diisik, G1F1Norm’da yiiksek, diger gruplarda (G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm)

eksprese edilmemesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Spermde Neurll gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi grafiginde (Sekil 4.12),
kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore G1F1Het, G1F2 Het/Norm ‘da
yiikksek, G1F1Norm, G1F2 Norm’da diisiik, diger gruplarda (G1F2 Het ve G2F2
Het/Norm) eksprese edilmemesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Spermde 5Htrla ve Neurll genlerinin genotip gruplar1 ve kontrol grubunun standart

sapma ve p degerleri Tablo 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.11: 5Htrla Spermde Kontrol ve Sekil 4.12: Neurll Spermde Kontrol ve
Gruplar Arasimdaki Ekspresyon Grafigi Gruplar Arasimdaki Ekspresyon Grafigi

Tablo 4.4: Sperm dokusunda Cc2dla, 5Htrla ve Neurll genlerinin kontrol ve gruplar
arasinda standart sapma ve p degerleri

Cc2dla Geni 5Htrla Geni Neurll Geni
Spermde
Coklu Ort. + Ort. + Ort. +
Karsillastirma | 2= P Degeri | n=| Std. P Degeri | n= Std. P Degeri
suas Std. Sapma Sapma Sapma
0,7659 0,5968 +
KONTROL 9 0,7961 £0,5619 9 +0,087 9 0.4978
0,3683 1.664 +
GI1F1 HET 3 0,9507 £0,1217 >0,9999 |3 |+ 0,9955 3 pdn 0,2036
1,199
0,5496
1,396 + 0,458 £
G1F1 NORM 2 0,626 + 0,652 >0,9999 |2 0.3507 0,9708 2 0.6477 >0,9999
0,4227
G1F2 HET 3 0,744 £ 0,7448 >0,9999 |3 |+ 0,9983 3 100 0,7987
0,5176
0,079 + 0,256 +
G1F2 NORM 2 0,9055 + 1,281 >0,9999 |2 0.1117 0,9527 2 0.362 0,9944
1,234 +
G2F1 HET 3 0,3827 £0,1412 0,9743 2 |00 0,9169 2 0.2093 0,8582
1,051 £
G2F1 NORM 2 1,025 £ 0,4052 0,9998 2 |00 0,9169 2 0,9716
0,07142
G2F2 HET 1 0,449 £0 0,9996 I |0£0 0,9842 1 |00 0,9745
G2F2 NORM 1 0,221 £0 0,9882 I |0£0 0,9842 1 |00 0,3816
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4.2.2.miRNA EKSPRESYONU

4.2.2.1.Hipokampus Dokusundan miR-19a-1 ve miR-19b-1’nin Ekspresyon

Seviyeleri

miR-19a-1’in hipokampus dokusunda kontrol ve gruplar arasindaki ekspresyon seviyesi
grafiginde (Sekil 4.13), kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm,
G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore degerler
birbirine yakin olup, GI1F1 Het yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli

bulunmad:.

miR-19b-1’in hipokampus dokusunda kontrol ve gruplar arasindaki ekspresyon seviyesi
grafiginde (Sekil 4.14), kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm,
G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore degerler
birbirine yakin olup, G1F1 Het yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Hipokampus dokusunda miR-19a-1ve miR-19b-1’in genotip gruplar1 ve

kontrol grubunun standart sapma ve p degerleri Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.13: miR-19a-1'in hipokampus Sekil 4.14: miR-19b-1’in hipokampus
dokusunda kontrol ve gruplar arasindaki dokusunda kontrol ve gruplar arasindaki
ekspresyon seviyesi ekspresyon seviyesi
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Tablo 4.5: Hipokampus dokusunda miR-19a-1 ve miR-19b-1’nin kontrol ve gruplar
arasinda standart sapma ve p degerleri

Hipokampus miR-19a-1 miR-19b-1
Dokusu Ort =
Coklu n= Ort. + P Degeri | n= Std. P Degeri
Karsilastirma Std. Sapma Sapma
0,8185 +
KONTROL 9 0,8125 £0,3445 9 0.2922
4,135
G1F1 HET 3 3,024 £ 4,756 0,5566 3 6.633 0,4618
G1F1 NORM 2 0,4788 £ 0,03988 >0,9999 2 8’?&9@ * >0,9999
0,6939 +
G1F2 HET 3 0,5978 £0,2126 >0,9999 3 0245 >0,9999
G1F2 NORM 2 0,4688 + 0,0845 >0,9999 2 8’3323 * >0,9999
0,6675 +
G2F1 HET 3 0,4161 £ 0,06698 >0,9999 3 0.2345 >0,9999
G2F1 NORM 2 0,273 £0,1105 >0,9999 2 8’;%;% + >0,9999
G2F2 HET 1 0,7071 £0 >0,9999 1 8’5743 + >0,9999
G2F2 NORM 1 0,3099 £ 0 >0,9999 1 8’5434 * >0,9999

4.2.2.2.Sperm Dokusundan miR-19a-1 ve miR-19b-1’nin Ekspresyon Seviyeleri
miR-19a-1’in spermde kontrol ve gruplar arasindaki ekspresyon seviyesi grafiginde

(Sekil 4.15), kontrol ve deney gruplart (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1
Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gére G1F2 Norm,
G2F2 Het yiiksek ve diger gruplarda (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het, G2F1 Norm ve G2F2

Norm) diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

miR-19b-1’in spermde kontrol ve gruplar arasindaki ekspresyon seviyesi grafiginde
(Sekil 4.15), kontrol ve deney gruplart (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1
Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gére G1F2 Norm,
G2F1 Het ve G2F2 Het yiiksek ve diger gruplarda (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het, G2F1
Norm ve G2F2 Norm) diisiik olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Sperm dokusunda miR-19a-1ve miR-19b-1’in genotip gruplar1 ve kontrol grubunun

standart sapma ve p degerleri Tablo 4.6’da gosterilmistir
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Sekil 4.15: miR-19a-1"in spermde kontrol Sekil 4.16: miR-19b-1’in spermde kontrol

ve gruplar arasindaki ekspresyon seviyesi

ve gruplar arasindaki ekspresyon seviyesi

Tablo 4.6: Sperm dokusunda miR-19a-1 ve miR-19b-1’in kontrol ve gruplar arasinda
standart sapma ve p degerleri

miR-19a-1 miR-19b-1
Kl
Spermde Coklu o Ort. =
Kargilastrma | _ y P Degeri | n= Std. P Degeri
Std. Sapma
Sapma
1,369 +
KONTROL 9 1,378 + 0,935 9 10,8373
0,2003 +
GIF1 HET 3 | 0273+004158 | 07135 |3 |0,06275 |0,6442
G1F1 NORM O
2 0,2615 +0,1025 0,8386 |2 |0,004243 |0,7823
0,2097 +
GIF2 HET 3 0,311 :£0,1164 0,747 |3 |0,06407 |0,6529
G1F2 NORM o
2 1,84 % 2,089 09991 |2 [1,632  [>0,9999
G2F1 HET por e
3 1,263 + 1,23 >0,9999 |3 1,712 10,9999
G2F1 NORM 1 0,077 £0 09175 |1 ]0,059 00,9103
G2F2 HET 1 1,602 £0 >0,9999 |1 2,144 +£00,9959
G2F2 NORM 1 0,603 +0 09962 |1 0,559 +00,9945




S.TARTISMA SONUC

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal iletisim ve sosyal etkilesimdeki eksiklikler ve
kisitly, tekrarlayan davranig kaliplarini iceren, tam olciitleri tarafindan tanimlanan yasam
boyu gelisme yetersizligidir. Ik belirtiler ve semptomlar tipik olarak c¢ocukluk
doneminde goriiliir. Fonksiyonel sinirlamalar, otistik kisiler arasinda farklilik ve zaman

icinde degisiklik gosterebilir (20).

Otizmin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinemiyor olsa da genetik caligmalardaki
hizl1 ilerlemeler, hayvan model sistemleri ve sistem biyolojisi yontemler sayesinde,
otizmde norogelisim i¢in kritik olan farkh etiyolojilerin ve ortak molekiiler ve hiicresel

yollarm belirlenebilecegi ifade edilmektedir (75).

Yaptigimiz ¢alismada otizm i¢in hayvan modeli olusturarak RNA ve paternal kalitimin

nesillerarasi gecisini takip etmeyi amagladik. Bunun i¢in;

1) Otizmin erkeklerde kizlara gore daha cok goriilmesi géz 6niinde bulundurularak,
erkek deney hayvanlar1 ve bu hayvanlarin spermlerinden elde edilen mRNA’lar
tizerinde calisilmayi planladik.

2) Klinikte 6grenme ve hafiza iizerine dikkat ceken yonleri hedef alinarak beynin
O0grenme ve hafizadan sorumlu bolgesi olan hipokampus dokusundan elde edilen
mRNA’lar iizerinde caligildi.

3) Otizm de goriilen anksiyete, stres gibi sosyal ve bilissel yonlerini dlcebilmek
icin, kullanilan deney hayvanlar1 iizerinde, davranis testlerinden Yeni Nesne (Novel
Object) ve Delikli Tahta (Hole Board) deneyleri uygulanmistir. Calismada sperm ve
hipokampus dokular1 rastgele se¢ilen deney hayvanlarindan degil, otizme etkisi oldugu
bilinen Cc2dla geni yoniinden susturulmus ve Cc2dla geni yoniinden normal (+/4)
genotipe sahip Balb-c ki fareler ciftlestirilerek iiretilen yavrulardan faydalanildi.

Otizmin nesilleraras1  gecisini  gorebilmek i¢in  bahsedilen yavrularin  iki
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kusak takibi yapilarak F1 ve F2 neslinden elde edilen erkek fareler caligmada kullanildi.
Yapilan ¢alismada Cc2dla geni ile literatiirde iligkisi oldugu diistiniilen 5Htrla, Neurll
genleri ve miR-19a-1, miR-19b-1 miRNA'larinin sperm ve hipokampus dokusunda
ekspresyonuna bakilmistir. Literatiirde Cc2dla heterozigot (4/-) fare modelleri ile ilgili
nadir caligmalar yapilmistir. Bu nedenle bu tez calismasinda arastirilan gen (5Htrla,
Neurll) ve miRNA’larin  (miR-19a-1,miR19b-1) Cc2dla heterozigot (+/-) fare
modellerinde degerlendirildigi caligmaya rastlamilmamustir. Yapilan calismanin bu

yoniiyle 6zgiin oldugu diisiiniilmektedir.

Oaks ve arkadaslari; Cc2dla heterozigot (+/-) fare modellerinde bilissel ve sosyal
eksikliklere yol acan beynin fonksiyonel ve morfolojik gelisimi iizerine ¢alismislardir.
Cc2dla heterozigot (4/-) olan hayvanlarin da digerlerine gore anksiyete, 6grenme ve
hafiza, hiperaktivite, biligsel bozukluk gibi olumsuzluklarin olustugunu cesitli
analizlerle bildirmislerdir. Deney gruplarinda bilissel fonksiyonlar: test etmek icin Yeni
Nesne davranis testinin de i¢inde bulundugu bazi davranis deneyleri uygulamislardir.
Yeni nesne davranis testinde ilk giin alistirma giinii ve ikinci giinii test giinii olarak
degerlendirmislerdir. ikinci giin degisen nesneyi farelerin fark etmelerini beklemislerdir.
Cc2dla normal (+/+) genotip fareler ikinci giin koyulan yeni nesnedeki degisikligi fark
edip etrafinda uzun siire dolasirken, Cc2dla heterozigot (+/-) fareler 6nemli diizeyde
nesne etrafinda zaman harcamadiklarini tespit etmislerdir. Bu da ilk giin yapilan nesne

ve mekani tanima Olgiitiinii hatirlamadiklarini gostermektedir (79).

Kumar ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada; prenatal valproik asit uygulayarak otistik
fare olusturmuslar ve otizm spektrum bozukluguna beyin bariyerindeki degisiklikleri
deney hayvanlarinda arastirmislardir. Molekiiler calismalarin yani1 swra davranig
testlerinide yapmislar ve hayvanlarin kesfetme davranislarimi arastirmak icin delikli
tahta deneyini uygulamiglardir. Calismanin sonucunda hayvanlarda kesfetme diizeyinin

azaldigim gozlemlemislerdir (81,82).

Bizim yaptigimiz caligmada, literatiirde bulunan ¢alismalara benzer olarak, Yeni Nesne
Davranis Testi, Merkezde Gegirilen Toplam Yol grafigi, Merkezde Gegirilen Ortalama
Hiz grafigi ve Nesnelerin Etrafinda Gegirilen Toplam Zaman deneyleri yapilmigtir.
Yeni nesne davranis deneyi “merkezde gecirilen toplam yol” grafiginde (Sekil 4.4),
kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; kontrole gore degerler birbirine yakin olup,

G2F2 Norm’da diisiik bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir. Yeni
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nesne davranis deneyi “nesnelerin etrafinda gecirilen toplam zaman” grafiginde (Sekil
4.5), kontrol ve deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve
G2F2 Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda; G1F1 Het/Norm ve G2F1 Het, kontrole
gore diisiik bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir. Yeni nesne
davranis deneyi “merkezde gecirilen ortalama hiz” grafiginde (Sekil 4.6), kontrol ve
deney gruplar1 (G1F1 Het/Norm, GI1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) tek tek karsilastirildiginda ise; kontrole gore GIF1 Norm ve G2F1 Het
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis gozlenirken, G1F2 Het, G1F2 Norm ve
G2F2 Het gruplarinda istatistiksel olarak ¢ok anlamli artis tespit edilmistir. G1F1 Het,
G2F1 Norm ve G2F2 Norm’de ise kontrole gore yiiksek bulunmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu sonuclar, otizm gozlenen bireylerdeki ndbet
gecirdiklerinde yasadiklar1 hizli davranmiglar ve ahstiklar1 ortamdan farkli bir ortam
icerisine girdiklerinde gosterdikleri tepkiler, hiperaktivite ve stresli olmalar1 ile
bagdastirilmistir. Yaptigimiz ¢calismada yeterli sayida fare elde edilememesinden dolay1

artis tespit edilmesine ragmen bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunamamastir.

Yaptigimiz calismada, literatiirde bulunan caligmalara (72-74) benzer olarak, delikli
tahta davranis testi, “delik sayisi” (Sekil 4.2) ve “defekasyon sayilart” (Sekil 4.3)
degerlendirilmistir. Delik sayis1 ve defekasyon sayisi degerlendirmelerde, kontrol ile
gruplar arasinda ve gruplarin kendi aralarinda yapilan analizlerde, bazilarinda artis,
bazilarinda azalis gozlenmis olup anlamli sonu¢ elde edilememistir. Gruplarda yeterli
sayida fare Ornegi olmamasindan dolay: istatistiksel olarak anlamli sonuglarin elde

edilemedigi diistiniilmiistiir.

Yapilan c¢alismalarda, Cc2dla geninin beynin islevini etkiledigi (10,76,77)
bulunmustur. Bu caligmalar arasinda deney hayvanlar1 ile yapilan ve Cc2dla
heterozigot (+/-) fare modelinin de kullamldig1r birka¢ arastirmaya yer verilmistir
(51,78,79). insanlarda CC2DIA heterozigot ya da homozigot mutant olmasi durumunda
biligsel gerilik (ID) gozlendigi ve Cc2dla heterozigot (+/-) farelerde yapilan caligmada
Cc2dla geni homozigot mutant (-/-) olmasi durumunda ise letal oldugu ve Cc2dla
geninin, farelerin hayatta kalmasi i¢in ve sinapslarin fonksiyonel olgunlagmas: icin

onemli oldugu bilinmektedir (51).

Millar ve arkadaslarinin yaptigi calismada; Cc2dla geninin transkripsiyonun
diizenlenmesini, Notch, Akt, serotonin ve NF-kB sinyalizasyonunu etkiledigi

belirtilmektedir. Transkripsiyonel diizenleyici fonksiyonun yam sira bahsedilen sinyal
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yollarmin her biri hiicre ici ya da disi1 gelisimsel siireclerin diizenlenmesinde rol
oynadigindan, Cc2dla’nin kontrolii altindaki bu yolaklardan en azindan bazilarinin
bozulmasi durumunda, noronal gelisim mekanizmalarinda Cc2dla geninin ifadesinin
bozulabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu sistemlerden birinin veya daha fazlasinin
diizensizlesmesinin sonucunda otizm, ID gibi saglik problemlerine yol agan gelisimsel

anormalliklerin ortaya ¢ikabilecegi ifade edilmistir (50).

Ou XM ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada; Millar ve arkadaglarinin da bahsettigi sinyal
yollarindan biri olan serotonin nérogenezis reseptorii SHtrla reseptor geni ile Cc2dla
geni arasindaki iligkiyi birden fazla molekiiler calismalarla degerlendirmislerdir.
Insanda bulunan Cc2dla proteininin, ratlarda bulunan Cc2dla proteini ile yiiksek
benzerlik gosterdigini ve SHtrla reseptor geninin baskilayicist oldugunu bildirmislerdir.
Cc2dla, 5Htrla geninin baskilayict elemanina baglanarak noronlardaki bazal 5Htrla

geninin ekspresyonunu negatif olarak diizenledigini gostermislerdir (58,59).

Sener ve arkadaslar1 bu caligmalara paralel olarak; otistik hastalarin kan 6rneklerinden
elde ettikleri mRNA’lar ile CC2DIA ile SHTRIA genleri arasmdaki iligkiyi otizmli
bireyler ile kontrol grubundaki saglikli bireylerin mRNA ekspresyon seviyeleri
arastirllmistir. CC2DIA geni ekspresyon seviyesi kontrole gore yiiksek bulunurken,
SHTRIA geni ekspresyon seviyesi kontrole diisiik bulunmus ve istatistiksel olarak
anlamli ¢ikmistir. Ayrica hasta grubunda ID tanis1 alan bireylerin, ID ve CC2DIA geni
ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli c¢ikarken, ID ve 5SHTRIA geni
ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Ayrica pozitif aile
Oykiisiine sahip bireyler icin de CC2DIA ile SHTRIA genleri arasindaki iligkiye

bakilmis fakat istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulagamamislardir (10).

Pavlopoulos ve arkadaslar1 yaptig1 calismada; Neurll geninin hipokampus iizerindeki
molekiiler mekanizmasini arastirmiglar ve asir1 ifade edilmesi durumunda omurga ve
hipokampus fonksiyonel sinapslardaki sayiyr artirdigini ve artan hipokampus
fonksiyonel sinapslara bagl olarak bellek ve sinaptik plastisiteyi olumlu etkiledigini
bulmuslardir. Tersi durumunda Neurll geninin az ifade edilmesi hipokampusa bagli
bellek ve sinaptik plastisiteyi bozar. Bu sonuglar, diger molekiiler mekanizmalardaki
protein sentezi ve sinaps olusumunu modiile ederek, Neur/! genine bagimli hipokampal
plastisite ve hipokampusa bagli hafizanin korunmasmi kolaylastirdigin1 ifade

etmislerdir. Molekiiler ¢calismalar ile birlikte caligmadaki fareleri baz1 davranis testlerine
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tabi tutmuslardir. Yeni nesne davranis testi uygulamislar ve anlamli sonuclara

ulagsmamislardir (68).

Yaptigimiz calismada, Cc2dla ve 5Htrla gen ekspresyonu icin kontrol ve deney
gruplart (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm)
arasinda yapilan sperm ve hipokampus dokularindaki mRNA ekspresyon seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Bunun sebebinin
kontrol ve deney gruplarindaki hayvan sayilarinin yeterli sayida olmamasindan
kaynaklandigmi diisiinmekteyiz. Ayrica SHtrla geninin Grup 2 (Cc2dla het (+/-) Balb-
C X Cc2dla het (+/-) Balb-C) ’de anlamsiz da olsa ekspresyonunun olmadigi, Grup 1
(Cc2dla heterozigot (+/-) Balb-C X Normal Balb-C)’de ekspresyonunun var ama
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonuglar arasindadir. Literatiirde 5Htrla geninin
ekspresyonu testiste varken, bizim deney gruplarimizdan Grup2’de 5Htrla geninin

ekspresyonu tespit edilmemistir.

Tez calismasinda, Cc2dla heterozigot (+/-) fare modellerinde Neurll gen ekspresyon
diizeylerine de bakilmistir ve kontrol ve deney gruplar1 (GIF1 Het/Norm, G1F2
Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2 Het/Norm) arasinda yapilan sperm ve hipokampus
dokularindaki istatiksel analizlerden anlamli farklanma elde edilememistir (Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4). Neurll geni, Notch sinyal yolag: ile iligkilendirilmekte ve inhibe edici
ozelligine sahip oldugu bilinmektedir (14,83). Bu bilgi ile beraber Cc2dla geninde
“Oliimciil (2) dev diskler ( L(2)gd )” olarak tanimlanan mutasyonlarin etkilerinin Notch
sinyal yolagmin gii¢lii aktivasyonu araciligiyla saglandigi bilinmektedir (51). Bu
yiizden ayn1 sinyal yolagindan etkilenen Cc2dla ve Neurll genleri arasindaki iligkiye
daha fazla sayida 6rnek kullanilarak bakilabilir. Ciinkii daha 6nce hafiza lizerine yapilan
bir calismada, fare hipokampus dokusunda Neurll geninin eksprese oldugu bilinmekte
ve aym sinyal yolagindaki Cc2dla geni ile iligkisi olabilecegi i¢in eksprese edilmiyor
ya da ediliyor olabilir. Bir diger bakis acis1 ise, yaptigimiz caligmada deney gruplarinda

daha fazla ornek ile calisilirsa bu fark anlamli olabilir.

Anitha ve Thanseem 2015 yilinda yaptiklar1 calismada; miRNA’lar ve otizm iizerine
yapilan caligmalart “mikroRNA ve Otizm” isimli bir kitapta toplamislardir. Genel
olarak otizmli bireylerde bircok miRNA profiline ekspresyon diizeyinde bakilmis

bazilart anlamli bulunurken bazilarinda anlamli sonuglar elde edilmemistir (80).

Vasu ve arkadaglarinin yaptigi calismada ise 55 otizmli bireyin serum Orneklerinde, 125

miRNA Orneklerinin ekspresyonuna bakmigslardir. Bu 125 miRNA’dan 13 tanesinde
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anlamli sonuglar elde edilmistir. miR-151a-3p, miR-181b-5p, miR-320a, miR-328, miR-
433, miR-489, miR-572 ve miR-663a ‘nin ekspresyonunun azaldigi gozlenirken, miR-
101-3p, miR-106b- 5p, miR-130a-3p, miR-195-5p ve miR-19b-3p ‘nin ekspresyonunun
arttig1 gdzlenmistir (36). Ekspresyonu artan miRNA’lardan birisi de miR-19b-3p’dir.

Toma ve arkadaslar1 yaptigi calismada; 636 otizmli ve 673 saglikli kontroliin kan
orneklerinde 163 miRNA’nin ekspresyon seviyelerini belirlemislerdir. miR-19a-1’ninda
bulundugu birka¢ miRNA’nin ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli farklandigini

tespit etmislerdir. (33).

Yaptigimiz ¢alismada ayrica, Cc2dla geninin regiilatorii olan miR-19a-1 ve miR-19b-1
‘nin hipokampus ve sperm dokularinda ekspresyon seviyeleri belirlenmistir ve kontrol
ve deney gruplart (G1F1 Het/Norm, G1F2 Het/Norm, G2F1 Het/Norm ve G2F2
Het/Norm) arasinda artig/azalma tespit edilmesine ragmen bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). Bu durum kontrol ve deney gruplarindaki

deney hayvanlari sayilarinin yetersiz olmasindan kaynaklanabilir.

Yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglara gore; Cc2dla geninin diger genler (5Htrla
ve Neurll) ve miRNA’lar (miR-19a-1 ve miR-19b-1) ile iligkisinin oldugu literatiirde
yer almasma ragmen farklanma tespit edilmistir fakat bu farklanma istatistiksel olarak
anlamli degildir. Bu bilgilerle beraber 5Htrla geninin testislerde ekspresyonu olmasina
ragmen yaptigimiz calismada sperm RNA’larinda bazi gruplarda ekspresyonunun
olmadig tespit edilmistir. Yaptigimiz calisma Cc2dla, 5Htrla, Neurll genleri ile miR-
19a-1 ve miR-19b-1 arasindaki iligkiye bakilan literatiirdeki ilk caligmadir. Ekspresyon
seviyelerinde artis ya da azalma olmasina ragmen bu farklanmalar istatistiksel olarak
anlamli degildir. Ornek sayisi artirilarak calisma yapildiginda bu farklanmalarin
istatistiksel olarak anlamli olacagini diisiinmekteyiz. Otizm multifaktoriyel ve heterojen
bir hastalik olmakla birlikte goriilme siddeti de bireylere gore degismektedir. Bu
yiizden, bu tez calismasinda yapilan arastirmalarin daha kapsamli bir sekilde, drnegin
deney gruplarindaki deney hayvam sayilari artirilarak ya da grup sayilarinin tekrar
belirlenerek analiz edilmesi ile daha anlamli sonuclara ulagilabilecegi ve otizmin
Cc2dla geni ile iliskisi oldugu diisiiniilen/belirlenen yolaklarm aydinlatilmasi ile yeni

molekiiler caligmalara katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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