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Yiksek Lisans Tezi

POGZ GEN VARYANTLARININ OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU iLE
ILISKISININ ARASTIRILMASI

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

BIYOTEKNOLOIJi VE GENETIK ANABILIM DALI

OZET

Otizm spektrum bozuklugu gilintimiizde goriilme siklig1 gittik¢e artan yaygin bir
hastaliktir. Otizm ¢ocukluk caginda ortaya ¢ikan ve varligi dogum Oncesi tespit
edilemeyen bir hastaliktir. Giincel genetik ¢aligmalar otizmin etiyolojisinin
anlasilmasia yoneliktir. Otizm ile ilgili yapilan calismalarda bircok genin otizmin
olugmasinda neden olabilecegini diisiinmektedir. Bu tez ¢aligsmasi planlanirken iligkili
oldugu diisiiniilen ve 6zel olarak c¢alisilmamis bir gen olan POGZ geni hedef olarak
belirlendi. POGZ geni ¢ok sayida genin incelendigi c¢aligmalarda otizm ile
iligkilendirilmis olmakla birlikte tek basina ele alinarak ¢alistimamistir. POGZ geninde
kodlanan proteinin kromatine baglandigi ve ndrogelisimsel genlerin ¢alismasinda
diizenleyici etkiye sahip oldugu diistiniilmektedir.

POGZ geninin 19 eksonu vardir. Bu eksonlar PCR ile ¢ogaltildi ve yeni nesi dizi
analizi yontemi ile dizilendi. Calisma grubu 2-18 yas arasi otizm tanisi almis
bireylerden ve benzer yaslarda saglikli bireylerden olusturuldu.

POGZ genine ait varyasyonlar belirlendi. Elde edilen verilerin gruplar arasindaki
dagilim farkhiliklari 2 testi ile istatistiksel olarak incelendi. Gruplar POGZ genlerindeki
varyasyonlar acisindan karsilastirildiginda Ekson 13'te rs3831142, Ekson 15'te
rs112072925, Ekson 18'de rs2274535 ve Ekson 19'da rs142860188 no’lu varyasyonlarin
bulunma sikliklar1 istatistiksel olarak anlamli fark gosterdi. Bu varyantlarin otizm
etiyopatogenezi ile iliskisi hakkindaki ileri tetkikler yapilacak caligmalarda

irdelenecektir.
Yil: 12019
Sayfa Sayis1 : 50

Anahtar Kelimeler: Otizm, OSB, POGZ, NGS, Polimorfizm



Master's Thesis
THE INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN POGZ GENE VARIANTS
AND AUTISM SPECTRUM DISORDERS
Trakya University Institute of Natural Sciences
Biotecnology and Genetic Department
ABSTRACT

Autism spectrum disorder is a common disease that the prevalence of disease
increasingly day after day. Autism is a childhood disease without prenatal identification
test. Current genetic studies are aimed at understanding the etiology of autism. The
results of genetic studies reveal that there are large number of gene with associated to

the disease.

In designing the study, we aimed to study a gene that is thought to be related to
the disease but has not been studied before. Therefore POGZ gene selected. Although
the POGZ gene has been associated with autism in many GWAS studies, it has not been
studied specifically.

POGZ encodes a heterochromatin protein 1 a-binding protein containing a
cluster of multiple C2H2-type zinc fingers. POGZ is expressed in the human fetal and
adult brain and involved in mitosis. It is hypothesized to function as atranscriptional
regulator in molecular networks crucial for neuronal function.

POGZ gene have 19 exons and the exons of the gene was sequenced with next
generation sequencing method. The variations are determined in the study groups. The
study groups were consist of 51 children with autism spectrum disorder and 50 healthy
controls The comparison between study groups data were analyzed statistically with chi
square test. The p value of less than 0.05 was considered significant.

rs3831142 in the Exon 13, rs112072925 in the Exon 15, rs2274535 in the Exon
18 and rs142860188 in the Exon 19 were determined as significant for ASD. The
reletionships between these variants and the ASD will be investigated in the future
studies.
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BOLUM 1

GIRIS

National Institute of Menthal Health (NIMH, 2018) otizmin tanimin1 "Otizm
spektrum bozuklugu sosyal etkilesimde bozulma, iletisimde anormallik, ilgi ve
etkinlikte yetersizlik, sinirli ve tekrar edici davranislarla karakterize olmus néro-
gelisimsel bir hastaliktir. Otizm bu belirtilerin disinda beraberinde bir¢ok hastalik ile

beraber varlik gostermektedir" seklinde ifade etmistir.

Otizm, yaygin ve giincel bir sorun oldugu i¢in tiim diinyada arastirma agisindan
onemli bir yer tutar. Olusum nedeni heniiz tam aydinlatilamadigindan tibbin birgok
alaninda otizm caligmalar1 yapilmaktadir. Gliniimiize kadar gelen ¢alismalarda otizmin
temelinde ¢evresel faktorler disinda genetik nedenlerin de etkili oldugu fark edilmis ve
son yillarda genetik ¢aligmalar agirhk kazanmistir. Ozellikle Deoksiribo Niikleik
asit (DNA) dizileme yontemlerinin gelismesi ve maliyetinin diigmesi, bu yontemin
yaygin bigimde kullanilmasmin oniinii agmistir. Dizileme tekniklerinden elde edilen
veriler 1s181nda bir ¢ok hastalikta oldugu gibi, otizmde de degerli bilgilere ulagilmistir.
Belirli genler ve bu genlerde olabilecek varyantlar, otizm ve benzeri hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Bu gelismelerin ardindan belirli genler 6zel olarak incelenmeye
baslanmigtir. Bu calismamizda otizmin genetik temelini aydinlatmak i¢in Onceki
caligmalarda otizm ile iliskilendirilen POGZ geni incelendi. POGZ geninde 6nceden
bulunan varyantlar ve bizim tespit ettigimiz varyantlar iliskilendirildi. Saglikli kontrol
gruplar1 ile istatistiksel agidan karsilastirildi. Onceden bildirilen ve bizim

anlamlandirdigimiz varyantlar yorumlandi.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

Otizm, tlim diinyada oldugu gibi iilkemizde de son yillarda adi sik duyulan
yasam boyu siiren, genetik temelleri ve anormal beyin gelisi olan norogelisimsel

bozukluk ve 6zel egitim kategorisidir.

Ulkemizde Ozel Egitim Hizmetleri Yonetmeligi (2006)’nde (M.E.B., 2006)
otistik birey; sosyal etkilesim, sozel ve sozel olmayan iletisim, ilgi ve etkinliklerdeki
stnirliligt erken cocukluk doneminde ortaya c¢ikan ve bu ozellikleri nedeniyle 6zel

egitim ile destek egitim hizmetine ihtiyaci olan birey olarak tanimlanmaktadir.
2.2. Tarihce

Otizm terimi tarihte isvicreli psikiyatr Eugen Bleuler tarafindan, 1910'larda dis
diinyadan biitiin olarak soyutlanmis kisi igin kullanilmistir. Otizm (autism) kelimesi, 6z
ve kendi anlamlarina gelen Yunanca 'AUTOS' ve bir siirecin veya goriisiin genelini

isaret eden Latince 'ISMUS' kelimelerinden tiiremistir (docplayer.biz.tr/757227, 2015).

Otizm ile iliskili ilk bilimsel makale ¢ocuk psikiyatr1 Leo Kanner tarafindan
1943 yilinda yayinlanmistir. Kanner, hastas1 olan 11 ¢ocugun 'asir1 otistik yalnizlik'
gosterdiklerinden ancak hi¢ birinin fiziksel olarak saglikli yasitlarindan farkl

olmadigindan bahsetmistir. Sadece davranislarinin farkli oldugundan bahsetmistir.



Kanner ¢ocuklarin aileleri ile iliskilerini incelediginde annelerin ilgisiz, soguk ve
entelektiiel oldugunu diislinerek otizmin annelerden kaynaklandigini diisiinmiis, boyle
anneleri 'Buzdolab1 Anne' olarak tanimlamistir. Viyanali psikanalist Bruno Bettelheim
otistik davraniglarin 'Patolojik Annelerden' kaynaklandigini ileri stirmiistiir (Kircaali ve
Iftar, 2014). Ancak 1990'l1 yillardan sonra teknolojinin de gelismesi ile otizmin kaynagi

olabilecek bir¢cok etmen bulunmustur.
2.3. Otizmin Nedenleri

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ve genetik c¢aligmalarda otizmin
kalitimsallik orani yaklasik olarak %50 bulunmustur (Gaugler, 2014; Sandin, 2014).
Otizmin ¢ok sayida birbiri ile etkilesen gen nedeni ile varlik gosterdigi, genetik temeli

olan karmagsik bir hastalik oldugu bilinmektedir (Yosunkaya, 2013).

Otistik ¢ocuklarin anne ve babalarinin davranigsal sorunlar gosterdigi ileri
striilmiistiir. Bu anne ve babalarin yaygin olarak kiiltiir ve sosyoekonomik diizeyleri
yiiksek, duygusal bag olusumu konusunda sorunlar yasayan donuk karaktere sahip
ozellikte, sizoidi kisilik sahibi olduklar1 gdzlemlenmistir (Ozbaran, 2009). De novo
mutasyonlar, epigenetik ve c¢evresel faktorler igeren Otizm Spektrum Bozuklugu'nun
(OSB) tahmini kalitim derecesi, karmasik bir risk mimarisine yol agar (Xiu-juan, 2018).
Bazi durumlarda otizm ile daha sik karsilagilmaktadir. Otizm kardeslerden birinde
gorliniiyorsa digerinde de olma olasihigt %?2-7 arasindadir. Ayrica tek yumurta
ikizlerinin her ikisinde otizm rastlanma orani ¢ift yumurta ikizlerinden daha fazladir.
Tek yumurta ikizlerinden biri otistik ise digerinin olma olasiliginin %35-90 arasinda
oldugunu gosteren yayinlar vardir (NIMH, 2015). Bu istatistiksel veriler arastiricilari
otizme neden olan gen/genlerin arastirllmasina yoneltmistir. Fakat otizm spektrum
bozuklugu taniminin iginde genetik agidan aydmnlatilmig sendrom yalmiz Rett

sendromudur (Kircaali ve Iftar, 2014).

Beynin gelisim siirecinde noérolojik yolaklarin birbiri ile etkilesimi ve
birbirlerine gonderdikleri uyarilar 6nemlidir. Otizm bir¢ok néronal sistemin etkilendigi
bir hastaliktir. Otizmin beynin timiinii etkileyen ndrogelisimsel sebeplerden

kaynaklandig1 ve sonugta beyin gelisimin bozuldugu bilinmektedir. Teratojenler ile



yapilan c¢alismalar gebeligin baslangicindan kisa bir silire sonra beyin gelisiminin

etkilenmesinin otizmin olusumunda rol alabilecegini gostermektedir.

Otistik bireylerin beyinleri incelendiginde kafa ¢evresi, hacim ve agirlik genelde
daha biiyliktiir. Bu bireylerin beyinlerinin yasamin ilk yil1 i¢erisinde hizla biiyiidiigi, bu
durumun beynin fonksiyonlarini etkiledigini gdstermistir (Lord, Cook, Leventhal ve
Amaral, 2000).

Otizimde beyin yapist incelendiginde amigdalanin ve amigidalanin fusiform
girus, Ust temporal sulkusunun diger temporal alanlar ile baglantisinda sorun oldugu
gozlemlenmistir. OSB'li bireyler ¢evresindeki kisiler ile iletisim halindeyken, saglikli
bireyler gibi yiiziin géz ve sosyal ifadelerin anlasilacagi diger bolgelerinde degil, agiz
gibi farkli bolgelerine bakarlar. Bu duruma, bahsedilen beyin yapisinin farkliliklarinin
neden oldugu diisiiniilmektedir (Ozbaran, 2009; Ozer, Ozdemir, 2015).

Sekil 2.1. Insan beyin gorseli

(http://www.brain-maps.com/amygdala.html)



Serotonin ve otizm ile ilgili yayinlar son yillarda artis gostermektedir. Gebeligin
ikinci veya lglincli trimesterlerinde, selektif serotonin geri alim inhibitorii igeren
antidepresan kullaniminin, otistik bireylerin dogmas1 riskini arttirdigini  gdsteren
calismalar mevcuttur. Bu calismalar otizm ile serotonin iliskisini desteklemektedir

(Boukhis, Saeehy, Mottron ve Berard, 2016).

Goriintiileme tekniklerinin gelismesiyle otizmin incelenmesi kolaylamigtir. MR,
PET, Spect gibi goriintiileme teknikleri kullanildiginda otizmli hastalarin beyinlerinin

saglikli bireylerden farkli oldugu goriilmiistiir.

Bu goriintiileme tekniklerine dayali olarak yapilan incelemelerde beynin her iki
yarim kiiresini birbirine baglayan korpus kallosum bolgesinin normalden daha kiigiik,
beyin korteksinin ve girintili yerlerinin normal bir beyin yapisindan daha kalin oldugu

tespit edilmistir (Gottfried, Bambini-Junior, Francis, Riesgo ve Savino, 2015).

Yapilan bir¢ok ¢aligmada ileri yaslarda yasanan gebeligin otizm riskini arttirdig1
goriilmustiir. Otistik bireylerin  %35°nin ailesinde sizofreni, depresyon, madde
bagimlilig1 ve alkol kullanimi gibi problemler oldugu goriilmiistiir. Ayrica otizmin
dogum sirasinda ve doguma bagl faktdrlerle de baglantili oldugunu bildiren yayinlar

bulunmaktadir (Sandin, Schendel, Magnusson ve ark., 2016; Yosunkaya, 2013).

Cevresel faktorlere bakildiginda gebelikte kullanilan ilaglar, dis dolgular, asilar,
hipertansiyon, ¢evre kirliligi, agir metaller ile ilgili oldugu belirtilen ¢aligmalar vardir.
Bahsedilen ¢evresel etmenlerin fetusun gen ekspresyonunda degisimler yaparak otizme

neden oldugu ileri stiriilmektedir (Sealey, Hughes, Sriskanda , 2016).
2.4. Goriillme Sikhg:

Son yillarda otizm goriilme sikligi artmaktadir. Artisin sebebi ailelerin ve
toplumun bilinglenmesi, otizm tarama Olg¢eklerinin kullaniminin yayginlasmasi gibi
nedenlerdir. Onceden gériilme siklig1 1000' de 1 oraninda iken giiniimiizde yaklasik 50'
de 1 oranmna ¢ikmistir (NIMH, 2015). Amerika'da otizm goriilme sikligi Sekil 2.2. deki
grafikte de goriildiigi gibi 1980’11 yillarda her 10 000 kiside 5, 1985°de 2500°de bir,
1995°de 500°de 1, 2001°de 250°de 1, 2007°de 150°de 1, 2009°da 110’da 1, 2012°de



88’de 1, 2014°de 68’de 1 iken, 2016 yil1 baslarindaki makalelerde ve Hastaliklarin
Kontrolii ve Onlenmesi Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention-CDC)’ nin

raporuna gore 45 ¢ocukta 1 diizeyine ulasmistir (Sealey, 2016; Monteiro, 2015).

Tiirkiye'de buna benzer goriilme siklig1 acisindan yapilmis bir ¢alisma yoktur.
Gecmis yillarda yapilan ¢alismalarda tahmini 550.000 otistik birey, 140.000 ise ¢ocuk
oldugu bilinmektedir (otsimo, 2018).

Cocuklarda otizm
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Sekil 2.2. Literatiire dayali, cocuklarda yillara gore degisen otizm goriilme siklig1

OSB, erkek bireylerde kizlardan 5 kat fazla goériilmektedir (Gottfried, 2015).
Otizm her 42 erkek ¢ocuktan birini etkilerken bu oran kiz ¢ocuklarinda 189’da 1’dir
(Centers for Disease Control and Prevention CDC, erisim tarihi 10 Subat 2019).
Gortilme siklig1 erkeklerde kizlara oranla daha fazla olmasina ragmen kizlarin yasadig

dil ve bilissel problemler erkeklere gore daha fazladir (Rubenstein, Wiggins ve Lee,
2015).

2.5. Ozellikler

Otizm tek bir belirtegten ziyade hastalifin dogasi1 geregi yaninda olusan birgok
hastalikla beraber ifade edilmektedir. Sozel ve sézel olmayan iletisimde, sosyallikte

siirlilik ana belirteg iken bir veya birden fazla hastaligin bu duruma eslik etmesi diger



belirtectir. OSB'li bireylerin yarisi yasam boyu konusamamaktadir. Bu sebepten farkli
iletisim yollar1 tercih etmektedirler. OSB'li olan bireyler eger konusabiliyorsa
baskalarinin sdyledigi kelime veya climlelerin tekrar1 (ekololi) seklinde gergeklesir

(Sterponi ve Shankey, 2013 s.138; Chalmers, Day, Fleming ve Monsen, 2013).

Otistik bireylerde goriilen diger eksiklikler goz kontagindan ka¢inma ya da kisa
siireli goz kontagi kurma, konusurken jest ve mimiklerin kullaniminda kisithlik,
konusurken sira dis1 ses ve vurgular yapmak gibi 6zellikler gosterirler (NAC, 2009;
erisim tarihi 10 Mayis 2019, Aslan ve Sahin, 2015).

Otistik bireyler genelde yalnizlig: tercih ederler. Seslenildiginde duymuyormus
gibi davranip iletisimden kagmak isteyebilirler. Sevingli, kizan, aglayan kisilere karsi
tepkisiz kalabilirler. Arkadaslik kurma ve yasitlari ile etkilesimde zorluk gekebilirler
(NAC, 2009 erigim tarihi 10 Mayis 2019).

Otistik bireyler ¢cok yavag yiiriime, ellerini uguyormus gibi ¢irpmak durdugu
yerde sallanmak ekseni etrafinda donmek gibi tekrar edici davraniglar ve beden

hareketleri gosterebilirler (Ardig, 2013).

Otizmli bireylerde fiziksel yeterlilik ve istek olmasina ragmen Ogrenilmis
hareketi gergeklestirememe gibi fonksiyon bozukluklarina rastlanmistir (Lane, Harpter
ve Heathcock, 2012; Casartelli, Molteni, Ronconi, 2016).

2.6. Tedavi

OSB tedavisi hala miimkiin olmamakla birlikte hastaligin yaninda var olan diger
hastaliklarin semptomlarini azaltmak ve bireyin yasam kalitesini artirmak i¢in 6zel
egitim caligmalar1 yapilmaktadir. Ancak olumlu bir¢ok sonuca ragmen bilimsel olarak
kabul edilen kesin bir tedavisi yoktur. Otizm tanist olabildigi kadar erken yaslarda

konulmal1 ve bireyin 6zel egitim programi bir an dnce belirlenmelidir (NIMH, 2015).

OSB olan bireylere tibbi yaklasim bir ekip araciligiyla yapilmali ve ekipte
Klinisyen psikolog/pedagog, fizyoterapist ve tibbi genetik uzmani bulunmalidir.
OSB'nin sonraki kusaklarda ortaya ¢ikma riski gibi konular igin veriler toplanmali ve

hasta yakinlarina genetik danigmanlik verilmelidir (Yosunkaya, 2013)



Otizmli bireyler {izerinde daha fazla arastirma yapilmasi, egitim ve tedavi
olanaklarinin artmasina neden olmustur. Giiniimiizde otizmli bire111111lyler 6zel egitim
merkezleri, 6zel egitim ve rehabilitasyon merkezlerinde egitimlerine devam etmektedir.

Tedavi ve egitimde kullanilan yontemler giin gegtikge daha etkili ve basarili
olmaktadir. OSB 0miir boyu siiren ve etkileri kesin olarak ortadan kaldirilamayan bir

hastaliktir (Ardig, 2013).

Otizm egitim ve tedavisinde temel amag¢ bireylerin yasam kalitelerinin ve
hayatlarin1 idame ettirebilme becerilerini arttirmak ve hastaligin belirtilerini minimuma

indirmektedir. Ayrica

o ilac

e Ozel egitim

e miizik terapisi

e beslenme ve diyetin diizenlenmesi

e hidroterapi

e hayvanlarla terapi (hippoterapi ve yunus terapisi)
e hiperbarik oksijen tedavisi

e Uuzay terapi

e otistik bireyin yasam kalitesini artirmakta kullanilan tedavi ve yontemlerdir.
2.7. Genetik Polimorfizmler

Polimorfizmler genel olarak fiziksel, biyokimyasal ve kromozomal
polimorfizmler olarak adlandirilirlar. Fiziksel polimorfizmler canlinin dis goériiniisiinde
etkili olan polimorfizmlerdir. Biyokimyasal polimorfizmler ise enzim, protein, antijen
gibi molekiiller iizerinde etkisi olan polimorfizmlerdir. Kromozomal polimorfizmler ise
kromozomun morfolojik yapisindaki degisikliklere neden olan polimorfizmlerdir. Genel
anlamda polimorfizm kelimesi ise DNA diizeyinde olan polimorfizmleri ifade etmek

i¢in kullanilan terimdir.

Bir popiilasyonda, farkli allellere bagli olarak alternatif fenotipin goriilmesi

genetik polimorfizm olarak adlandirilir. Poli ve morfizmos kelimelerinden olusur,



Yunanaca'da ¢ok sekillilik anlamina gelir. Polimorfizmler canlinin bulundugu ortama

adaptasyonu i¢in 6nemlidir.

Bu farkliliklar tek niikleotid polimorfizmlerini (Single Nucleotide Polymorphism
SNP), dizi tekrarlarini, eklemeleri, silmeleri ve rekombinasyonlar: igerirler. Genetik
polimorfizimler virlis, radyasyon gibi etkenler yiiziinden olusabildigi gibi rastgele
olarak da olusabilirler. Bireyler arasinda DNA dizisindeki bir farkin hastalik ile iliskisi
gosterilmigse buna genetik mutasyon denir. Genellikle dis etkenler nedeniyle olan DNA

degisiklikleri polimorfizm yerine mutasyon olarak adlandirilir (Somaia, Mona, 2012).

Polimorfizmler mutasyonlar ile ortaya cikarlar. Mutasyon bir niikleotidin
degisimi, silinmesi, eklenmesi ya da yeniden diizenlenmesi seklinde olabilir. Olusan bu
degisim diger DNA sekanslar1 gibi genetik bir miras olarak ebeveynden g¢ocuklara

aktarilabilinir.

Polimorfizmler DNA'da protein kodlamayan genler disinda da bulunurlar. Protein
kodlamayan DNA bolgeleri ¢ok daha fazla polimorfizme sahip olma egilimindedirler.
Bunun nedeni protein kodlayan bolgelerdeki degisimin onu tasiyan kisi iizerinde zararh

etki gostermesidir.

Sinonim polimorfizm olarak adlandirilan polimorfizmler {iretilen proteinde
aminoasit degisikligine neden olmadigindan nétr olduklar sylenilebilir. Bu nedenle bu
degisimlere sessiz mutasyon da denir. Non-sinonim polimorfizmler ise kodonda bir
degisiklige neden olarak proteini degistiren etkiye sahiptir. Kodlama dizilerindeki

SNP'lerin yaris1 non-sinonim kodon degisiklikleri ile sonuglanir.
2.7.1 Genetik Polimorfizm Tipleri
2.7.1.1. Ardisik Tekrarh Dizi (Tandem Repeat Polymorphism)

Ardisik tekrarli diziler, bir diger deyisle Tandem Tekrarlar1 (Tandem repeat
polymorphism) insan dahil bir ¢ok canli tiirlinde yaygindir. Nesiller boyu biiyiik oranda
korunurlar. Bu da onlarin 6nemli bir islevi oldugunu gosterir (Kashi, King,

2006; Fondon, Hammock, Hannan ve King, 2008 ; Usdin , 2008)


https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R20-1
https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R20-1
https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R39-1

Ardisik tekrarli dizilere ayrica basit dizi tekrarlari, mikrosatellitler veya
minisatellitler de denir. Bu tekrarlayan diziler eksonlara, intronlara veya genler arasi
bolgelere eklenebilir. Gen ekspresyonunun modiilasyonunda, RNA'larin, proteinlerin

yapisi ve fonksiyonuna etki eder (Somaia, Mona, 2012).

Insan genomunda ardisik tekrarli dizi iizerine yapilan ¢alismalarin ¢cogu baskin
veya resesif bozukluklara neden olan mikrosatellitler ve repeat-expansion mutasyonlari
gibi genetik belirtegler iizerinde yogunlasmistir (Sutherland, 1998; Nithianantharajah .
Hannan , 2007; Usdin , 2008).

2.7.1.2. Kopya Sayis1 Varyasyonu

Genetik iligkilendirme c¢alismalar1 genellikle ayni tiirdeki bireyler arasinda
spesifik genomik bolgelerde tek niikleotidlerde varyasyon olan SNP'leri degerlendirir.
Son calismalar, insan genomundaki baska bir yaygin polimorfizm tipinin kopya sayisi
varyasyonlar1 (Copy Number Variations - CNVSs) oldugunu gostermektedir (Conrad,
2010).

CNVs bir DNA segmentinin farkli bireylerin genomlarinda cesitli sayilarda
bulunmasidir. Boyutlar1 bir kag¢ yiiz niikleotit ile birkag megabaz arasinda degisebilir.
SNP'ler ile karsilastirildiginda CNVs genomun daha 6nemli bir kismini etkiler ve ortaya
cikma sikligi daha fazladir. Bu nedenle CNVs insan evrimi, genetik cesitlilik ve
fenotipik 6zelliklere dnemli 6lgiide katkida bulunur ( Stankiewicz, Lupski, 2010).

2.7.1.3. Tek Niikleotid Polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

Popiilasyondaki DNA molekiillerinin belirli bir bolgesinde niikleotid ¢iftinin
farkli olmast durumudur. Ornegin ayn1 popiilasyondaki bazt DNA molekiilleri belirli bir
niikleotit poziyonunda T-A giftine sahipken ayni popiilasyonun diger bireylerinin DNA
molekiillerinde ayni pozisyonda C-G baz giftine sahip olabilirler. Bu fark bir SNP

olarak tanimlanmaktadir.
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https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R38-1
https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R26-1
https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R26-1
https://journals.lww.com/mejmedgen/Fulltext/2012/07000/Genetic_polymorphism_studies_in_humans.1.aspx#R39-1

2.8. DNA Dizileme Yontemleri

DNA dizileme, bir DNA zincirinde bulunan bazlarin (adenin, guanin, sitozin,
timin) sirasini belirlemek i¢in kullanilan yontemdir. Sanger ve arkadaslari zinciri
sonlandirma ve parcalama yaklasimina dayali DNA dizileme yontemini 1970'lerde
gelistirmeye baslamiglardir. Spesifik floresan boyalar ile isaretlenmis ve dizi
sonlandirict ddNTP (Dideoxynucleotides triphosphates) bazlarmin kapiler elektrofez
cihazindan gegerek tespit edilmesine dayanir. Modifiye azot bazlarinin eklenmesi ile her
biri farkli uzunlukta ¢ok sayida DNA fragmenti elde edilir. Fragmentlerin uzunluk
farklarina gore DNA dizisi anlamlandirilir. Modifiye azot bazlarinin eklenmesi ile DNA
sentezinin kesilmesine dayanan Sanger dizileme teknigi otomatik kapiller elektroforez

ile birlestiginde giivenilirlik ve hiz agisindan oldukga etkilidir.

4 x PCR (+ one dideoxynucleotide)

a408 .

sequencing
ddTTP  ddATP  ddGTP  ddCTP naching GACTGA

A G
I

DNA sequence

N R R KRR B
i R RR R RN w—
g K N 6 B N
IR I N IS e .
B R I G S Separate
with a gel
G 6 IF
o e i
i R o

Sekil 2.3 Sanger sekanslama DNA fragmentlerinin uzunluk farklari.

(https://www.onlinebiologynotes.com/sangers-method-gene-sequencing/)
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Birinci nesil dizileme olarak adlandirilan bu metot basit ve okumalardaki
dogrulugu nedeniyle uzun yillar birincil yontem olarak kullanilmistir. Human Genom
Project gibi biiylik projelerde kullanilsa da en Onemli kisitlama faktorii yiiksek
maliyetidir. Bu durum Yeni Nesil Dizileme'nin (YND) gelistirilmesine neden olmustur (
Varig, 2018).

YND, genomik aragtirmalarda devrim yaratan DNA dizileme teknolojisini
anlatan bir terimdir. YND temelde iki boliimde gergeklesir. Birinci boliim ¢alisilacak
genetik metaryelin cihaza yiiklemek ic¢in hazirlik asamasidir. Kiitliphane olarak
adlandirilir. kinci boliim ise cihaza yiiklenen DNA'nin cihaz tarafindan dizilenmesi
asamasidir. Calismamizda /llumina firmasinin Miseq modeli YND cihaz ile calisildi.
Hlumina platformu YND cihazlar1 dizileme asamasinda DNA parcalarina reaksiyonu
durdurucu etkide florosan boyali niikleotidlerin baglanarak okunmasi ve bu
niikleotidlerin ortamdan uzaklastirilarak bir sonraki niikleotidin okunmasina olanak

vermesini i¢eren “Sequencing by reversible termination” dizileme mantigi ile ¢alisir.

Illumina dizileme platformunda uglar1 adaptér ve indeks dizileri ile uzatilmis DNA
pargalar1 diger deyisle kiitiiphane, cihaz iginde ‘flow-cell’ denilen dizileme isleminin
gerceklestigi yiizey-cihaz parcasi lizerinde “bridge PCR” yontemi ile klonal olarak

cogalir.

) l.rl‘T.:l |IT’u1:,]r‘.

Data is exported to an output file i

Cluster 1 > Read 1: GAGT,

Cluster 2 > Read 2: TTGA...

Cluster 3 > Read 3: CTAG...

Ciuster 4 > Read 4: ATAC Text File

Sekil 2.4. [/lumina platformu PCR yontemi.

(https://www.illumina.com/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf)
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Klonal olarak ¢ogalan DNA pargalarina; 3°’OH grubu bloke edilmis ve floresan
boya ile etiketlenmis niikleotidler (INTP), DNA polimeraz enziminin aktivasyonuyla
her baglandiginda 1s1ma yapar ve cihaz kamera ile bu floresan boyalarin verdigi 1s1k

rengine gore DNA baz sirasin belirler.

Digital Image

Sekil 2.5. Floresan boyama ile baz sirasinin belirlenmesi.

(https:/iwww.illumina.com/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf)

YND kullanilarak tiim bir insan genomu tek bir giin i¢inde siralanabilir. Buna
karsilik dncesinde kullanilan Sanger Sekanslama teknigi ayni durum igin on yildan fazla
bir siireye ihtiya¢ duymaktadir (Yohe, Thyagarajan. 2017). YND, 2000'li yillarda
gelistirilmeye baslanmis ve farkli markalarin farkli teknolojik yaklasimlari kullanan
cihazlar ile giiniimiize kadar geliserek gelmistir. Ornegin Illumina HiSegX sistemi tek
caligmada 1.8 terabazlik diziyi okuyarak, veri iiretebilecek kapasitedir. YND teknolojisi
Sanger dizileme ile karsilastirildiginda, gelisimi boyunca yaklasik 100.000 kat daha
fazla veri iiretebilecek kapasiteye ulasmistir (Varis, 2018).

YND yontemleri olan “whole genome sequencing (WGS)” ve “whole exome
sequencing (WES)” yaklagimlari ile genom dizilemesi yapilmaktadir. WES Mendelyan
hastaliklar ile iligkili varyantlarin tanimlanmasinda en uygun yontemdir. WGS ise
genomun kodlanmayan ve diizenleyici bolgeleri iceren varyantlarin ve SNP'lerin

tanimlanmasinda kullanilan yontemdir.

WGS igin Insan Genom Projesinde 2001 yilinda genom basma harcanan
95.300.000 dolar maliyet, giiniimiizde bin dolar seviyelerine diigmiistiir. Maliyetin
diistiriilmesindeki en 6nemli etken birincil teknik olan Sanger yerine YND tekniginin

kullanilmas1 ve yayginlagmasidir.

Bir insan genomundaki varyasyonlar; kiiclik baz degisiklikleri, DNA'nin

eklenmesi ve ¢ikarilmasi, eksonlarin silinmesi, inversiyon ve translokasyon gibi yeni
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diizenlemeleri igerir. Geleneksel Sanger dizilimi, bazlarin artmasi azalmasi ve

silinmesinin tespiti ile siirlidir (Varig 2018).

Submikroskopik kromozomal kopya sayist degisikliklerini saptamak igin
karsilastirmali genomik hibridizasyon teknikleri ve geri kalan mutasyon tiplerinin
belirlenmesi icin floresan in situ hibridizasyon (FISH) kullanilir. Tim genomik

mutasyonlarin tek bir teknik ile bulunmasi YND ile ger¢eklesmektedir.

DNA dizi analizinde YND’ye ragmen kapiller dizileme yontemi altin standart
olarak kullanilmaktadir. Bu yontem arastirilan gen veya lokusun bilinmesine baglidir.
YND ise segici olmayan ve tamamen yeni mutasyonlari, hastaliga neden olan genleri

kesfetmek i¢in tiim genomu veya eksonlart sorgulamak i¢in kullanilir.

YND insan genetigi disinda; tarimsal biyoteknoloji, metagenomik, atasal DNA,
transkriptom gibi alanlarda da kullanilan bir tekniktir. Mikrobiyoloji alaninda
patojenlerin tanimlanmasi, ilag duyarliliklar1 hakkinda bilgi toplanmasi ve patojenlerin
birbirileri ile olan iligkilerinin anlasilmasi agisindan 6nemlidir. Enfeksiyon
kaynaklarinin bulunmasi i¢in kullanilir. YND kullanilarak maya, bakteri, mantar, bitki,

viriis gibi organizmalarin genomlarinin hizli ve dogru sekilde dizilenmesi miimkiindiir.

YND'nin giiniimiiz i¢in dezavantaji elde edilen bilginin bilgisayar ortaminda
kapladigr depolama alan1 ve elde edilen verinin uzman personel tarafindan analiz

edilebilmesidir (Varig 2018).
3. Otizm ve Genetik Faktorler

Otizm birden fazla genin dahil oldugu diislinlilen genetik temeli
aydmlatilamamis bir bozukluktur. Hastaligin olusumunda gen mutasyonlar1 ve kopya

sayilarindaki degisimler dnemli oldugu ileri siiriilmektedir.

Otizm spektrum bozuklugu ile iligkili oldugu bildirilen birgok gen vardir. HDS,
ARID1B, SYNGAP1, DYRK1A, SCN2A, ANK2, ADNP, DSCAM, CHD2, KDM5B,
SUV420H1, GRIN2B, ASH1L, NLGN, NRXN, PTEN, MECP2, UBE3A, SANK,
FMR1, CHD8, DYRK1A, ADNP, SCN2A, TBR1, SYNGAP1, SERBP1, BOLAZ?,
STXBP1, CDLKS56 ve POGZ bu genlerden bazilaridir (Kensuke, 2016).
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Mitokondri, hiicrenin gii¢ kaynagi olarak bilinir. Solunum zinciri kompleksi
icinde bir dizi ile hiicresel enerjinin ¢ogunu liretmek, ATP olusturmak igin oksidatif
fosforilasyon reaksiyonlar1 kullanilir (Saraste, 1999). Bu zincirdeki bozulmalar enerji

iiretiminde bozulmalara, bu bozulmalarda hastaliklara yol agar.

Mitokondriyal disfonksiyonlar en ¢ok enerji gerektiren organlari etkilerler.
Bunlar; beyin, kas, karaciger, kalp ve bobrektir. 300 den fazla mitokondriyal DNA
kodlama ve diizenleme bolgesi varyantlar1 nadir goriilen norogelisimsel hastaliklarla

iliskilendirilmistir (Lott, 2013).

Mitokondriyal disfonksiyonun otizme de neden oldugu gosterilmistir (Legido,
Jethva, Goldenthal, 2013). Otizmli bireylerde goriilen mitokondriyal disfonksiyon
genel popiilasyona kiyasla 200 kez daha fazladir (Rossignol, Frye, 2012). Kiigiik
calismalar ve vaka raporlari mitokondriyal delesyonlar ve kopya sayilarindaki farklarin
otizmde etkili oldugunu gostermistir. (Agustin, ReenaJethv, Michael, 2013; Rossignol,
Frye, 2012)

Yeni nesil dizi analizi sayesinde DNA'y1 analiz etme ve degerlendirme firsati
sundugu i¢in Otizmin anlasilmasinda fayda saglamistir. Kopya sayilarindaki
degisikliklerin (copy number variants-CNVs) otizm ile iliskili oldugu yapilan ¢aligsmalar
ile gosterilmistir. Saglikli kontrol gruplar1 ile karsilastirma yapilan ¢aligmalarda
norogelisimsel CNVs (delesyon ve duplikasyon) OSB ile iliskilendirilmistir (Jack,
2019).

Yapilan bir ¢aligmada de novo mutasyona sahip bireylerde aileleri ile
kiyaslandiginda daha diisiik IQ goriilmiistiir. Ornegin SHANK grubu genler merkezi
sinir sisteminde post sinaptik bolgede uyarici sinapslarin i¢inde ifade edilirler. Cinsiyet
hormonlarinin ifade edilmesinde etkilidirler. SHANK genlerinde bulunan mutasyonlarin

otizm ile iligkili oldugu gosterilmistir (Ricardo, Juan, 2019).

Tim bunlara ragmen sadece genetik faktorlerin yeterli olmadigi cevresel

faktorlerinde otizm olusmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Ricardo, Juan, 2019).
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4. POGZ

POGZ geni, 1921 bolgesinde bulunur (Sekil 2). POGZ geni, hiicre ¢ekirdeginde
bulunan bir proteini yapmak i¢in talimatlar igerir. POGZ proteini, ¢inko parmak alanlar
ad1 verilen bir veya daha fazla kisa bolge igeren ¢inko parmak proteinlerinin bir
tiyesidir. Bu bolgeler protein yapisindaki spesifik amino asit paterni ile bir veya birden
fazla yikli cinko atomlarin1 (¢inko iyonlarini) baglar. Cinko parmak bolgesinin
katlanmis konfigiirasyonu, proteini stabilize eder ve diger molekiillere baglanmasini

saglar.
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Sekil 2.3. POGZ gen lokasyonu(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/POGZ#location)

POGZ proteini, hiicre ¢ekirdeginde DNA'ya ve DNA'y1 paketleyen proteinler
agina baglanir. POGZ proteininin kromatine baglanmasi, DNA'nin bdlgelerinin ne kadar
sik1 bir sekilde paketlendigini degistirir. Dolayisiyla bu kromatin yapisini degistiren
islemin bir pargasidir. POGZ proteini nedeniyle kromatinde gen ekspresyon
diizenlenmesinin beyin gelisimi i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak POGZ

geninin beyindeki spesifik fonksiyonu iyi a¢iklanmamustir.

POGZ geni igin iki fonksiyonel alan bildirilmistir. HP1 baglayici ¢inko-parmak
benzeri motif (amino asitler 791-850) domaini POGZ'un heterokromatine baglanmasi
icin gorev alir. POGZ geninin ifadesi insan hiicresinde susturuldugunda, uygun hiicre
biiyiimesi ve boliinmesi hasar goriir. Ikinci omein olan transpozaz tiirevli DDE
domeinin (amino asitler 1117-1323) fetal beyin gelisimi ve ndrojenezde aktif rol
oynadig1 disiiniilmektedir. Stessman ve arkadaslariin 2016 yilinda yaptiklar
calismada POGZ mutasyonlar1 olan bireylerde motor gelisim ve koordinasyon eksikligi,
pediatrik bireylerde hipotalamus-hipofiz yapisal lezyonlart gibi bir ¢ok anomalilikten
bahsedilmistir (Stesman vd., 2016)

16



Sekil 2.4. POGZ protein yapisi

POGZ gen mutasyonlart norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmektedir,
OSB!'li kisilerde de bu gene ait varyasyonlar tanimlanmistir. Yapilan ¢alismalar POGZ
gen varyasyonlarinin, POGZ proteininin kromatine baglanma kabiliyetini zayiflattigini,
bu etkinin kromatinin anormal yeniden sekillenmesine (remodelling) neden oldugunu
isaret etmektedir. Kesin hastalik mekanizmasi bilinmemekle birlikte; OSB'ye yol agan
ve beyin gelisiminde rol oynayan genlerin normal ekspresyonunu degistiren bu etkinin
hastalik iliskili olabilecegi 6ne siiriilmektedir (ghr.nlm.nih, 2018 erigsim tarihi 11 Subat
2019).

POGZ geni otistik hastalarda tekrarli mutasyona en ¢ok ugramis genlerden
biridir (Wang, T., 2016). Zihinsel engellilik, mikrosefali, kisa boy, hipotoni, fasiyal
dismorfizm, sasilik, isitme kaybi, brakidaktili, ndorodavranigsal anormallikler ve
ozellikle yiiz bolgesinde goriilen brakisefali, uzun ve diiz malar bdlge, genis burun ucu,
kisa filtrum, ince vermilyon siir, gerilmis agiz ve sivri ¢ene koseleri POGZ geninin

mutasyonlari ile iliskilendirilmistir
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

5.1. Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 (-20°C): Indesit Buzdolab1 (+4°C): indesit
PCR Cihazi: AB Applied Biosystems Jel Elektroforez Cihazi:
YND Cihazi: Miseq Mini Santrifiij: Allsheng mini santrifiij

DNA Izolasyon Cihazi: QIAGEN EZ1 Otomatik pipet: Eppendorf
Ceker Ocak: Niive MN120

Kullanilan Kimyasallar

Amplitaggold Distile su
Enhancing buffer Etidyum Bromit
Tris Barote Edta Agaroz

5.2. Calisma Grubu ve Metodoloji

Calismamizda, Trakya Universitesi Saglk Arastrma ve Uygulama Merkezi
Cocuk ve Ergen Ruh Sagligi A.D. poliklinigine OSB 6n tanis1 ile bagvuran hastalardan
DSM-V tani kriterlerine gore OSB tanisi alan hastalarin periferik kanlar1 ¢alismada
kullanilmak tizere alindi. Calismaya dahil edilen OSB hastalarinin kromozom analizi,

Frajil X sendromu iligkili FMR1 gen analizi ve Array CGH analizi sonuglar1 normaldir.
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Alinan kanlar Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Genetik

Hastaliklar Tan1 Merkezinde +4 °C de ¢aligma giiniine kadar sakland1

Calismaya dahil edilen hastalarda kardeslik tek ve c¢ift yumurta ikizleri olma
durumunda tek bir bireyin DNA 6rnegi ile ¢alisildi. Saglikli kontrol grubu i¢in 50 adet
benzer yas gruplarinda norogelisimsel problemi olmayan ¢ocuklardan kan ornekleri

alindi. Calisma grubunun yaglar1 2 ile 18 arasinda olmasina dikkat edildi.

Calisma Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezi laboratuvarlarinda geceklestirildi. Kanlar karistirict tizerinde 5
dakika homojenize edildikten sonra DNA izolasyon islemine alind1.. izolasyon islemi
kanlar 14’lii gruplara ayrilarak QIAGEN EZ1 Advanced XL (Seri No: L122A1010)
DNA izolasyon cihazinda yapildi.. Izolasyon isleminde 200 pl tam kan kullanildi ve
islem sonucunda her verici i¢in 200 pul DNA izole edildi. izole edilen DNA'lar gruplar
halinde Polymerase Chain Reaction (PCR) islemine alindi. PCR islemi AB Applied
Biosystems cihazinda yapildi. PCR isleminin protokoliinii belirlemek iizere 55 ve 57
°C'lik iki farkli optimizasyon denemesi yapildi Bu denemeler sonucunda Tablo 1'de yer

alan primerler ve yapisma sicakliklar1 belirlendi.
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Cizelge 1: Eksonlar, primerler ve uygun yapisma sicakliklari.

yapisma

Ekson Primer Dizileri sicaklig1

Primer F TTGGAAATGGAGGAAGGCTAGAGGATATG 57°C
2 Primer R GGATGAGGAAACTGAGGTTTTCACAGAC

Primer F TAGGAGGAGAAATCACATGAACAGTTGG 57°C
3 Primer R GAAACACCAGTACCGAGTCAGCA

Primer F GGTCACTTAAATCATGAGAGTCAGGGTG 57°C
4 Primer R GTCATCTTCCTTGTCTCCCAAAGGTC

Primer F CCCCACCCCCACTTCTGTTCATTTA 55°C
5 Primer R TGTCTCCTGGCTCAACTGTAGACAATTC

Primer F GCTGCCCAGGTTATTTTGTCAACAT 55°C
6,7 Primer R CTCAACCTGAAGATCTCTCTACCAAATCC

Primer F TGGTAGCTGGGCTGGATTTGATCTGT 57°C
8 Primer R CATTTTAGAGCCCCTGCTTACAAGCTTCC

Primer F ACCTAAGACAGGCAGGAGGGAGAAAT 57°C
9,10 Primer R CGCCCCTAACAATTCAGGATCTAACACT

Primer F TGGTAAGACAGGAGGATGCTGAATTAGG 57°C
11,12 Primer R AGCCTTACTAGGCACCCAGAATAGC

Primer F CAAGTCAGGAAAGGATGATTTGAGAACTT 55°C
13,14,15 Primer R TACTTGAATAGCAAGGCCCTATGAAATTAG

Primer F GTATTAGGTGGGAGCTTGTTAGAAATGCTG 57°C
16,17 Primer R TCAACAGTGAATGAGTGAGGCCAAGTAG

Primer F GTTGAGATGTGCTGGACCTAATTAGAAACC 55°C
18,19 Primer R AGCTCCTTGGCTCAGACGTGATTACTATT

55°C'lik protokol igin 12 ul Amplitaqgold, 5 ul distile su, 6 pmol primer F, 6

pmol primer R, 10-30 ng/ul arasinda olacak sekilde total hacim igerisine 2 pl DNA

ornegi eklendi. Toplam hacim 25 pl olacak sekilde karisim hazirlandi. 57°C'lik protokol

icin 12 pl Amplitaqgold, 2 pl Enhancing B. 3ul distile su, 6 pmol primer F, 6 pmol

primer R, 2 ul DNA &rnegi olacak sekilde toplam 25 pl karigim hazirlandi. Calisma

oncesinde PCR cihazina 1s1 ve stireleri igeren programlar kaydedildi. Denatiirasyon

asamast i¢in 95°C'de 10 dakika, primerlerin yapigsma ve ¢ogalma asamasi i¢in 35 tekrar
olarak 95°C'de 40 saniye, 55 ve ya 57°C'de 1 dakika, 72°C'de 3 dakika, uzama asamasi
i¢cin de 72°C'de 7 dakika. olacak sekilde programlar kaydedildi.

20




Sekil 3.1. AB Applied Biosystems PCR cihazi.

Elde edilen DNA o6rnekleri 0.5'lik Tris Barote Edta (TBE) jelde goriintiilenmistir
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Sekil 3.2. Jel elektroforez drnegi
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PCR iirtinlerini jel elektroforezinde goriintiilemek i¢in 500 ml, 0.5 lik TBE jel
hazirlandi. 10x TBE tampondan 25 ml alip 475 ml distile suyun igerisine eklendi. 3gr
Agaroz ve 150 ml TBE buffer eklendi. Bu karisim erlende calkalandi ve mikrodalga
firinda orta derece 1s1da ortalama 5 dk bekletildi. Homojen, seffaf bir hal alincaya kadar
firinda bekletildi.

Ceker ocak altinda jel tablasini standa yerlestirildi ve dengesi ayarlandi. Denge
durumunda taraklar yerlestirildi. Jeli dokmeden Once igerisine 6 ul Etidyum Bromit
eklendi. Tekrar calkalanip standa dokiildii. Dokiilen jelde hava kabarcigi olusmamasina

dikkat edildi. 25 - 30 dakika sogumaya birakildi.

Jel yiikleme islemi i¢in CarolLoad Concentrate 10x kirmizi boya 6rnek sayisi
kadar parafilm tizerine 1 pl damlatildi. Boya ve 1.5 pl ornek parafilm iizerinde
karistirldi ve pipet yardimi ile jele yiiklendi. Jel 140 volt, 400amper'de 20dk yiiriitiildii.
Jel elektorforezinde basarili bir sekilde ¢ogaltildigr goriilen PCR tirtinleri YND teknigi

i¢in +4 derece buzdolabinda saklandi

Calismaya dahil edilen her bir kisinin eksonlarina ait PCR iirlinleri birlestirilerek
YND teknigi i¢in Miseq cihazina yiiklendi. Elde edilen veriler .bam-.bai formatinda
analiz i¢in korunakli dijital ortamda saklandi. Verilerin degerlendirilmesi Integrative
Genomics Viewer (IGV) 2.3.91 programi ile gerceklestirildi (Sekil 3.5). Programda
DNA dizisi iizerindeki polimorfizim ve mutasyonlar i¢in belirlendi. Belirlenen
anomalililerin patojenite agisindan degerlendirilmesi Varsome (varsome.com) iizerinden
kontrol edildi. Varsome, patojenite degerlendirmesi i¢in American College of Medical
Genetics 2015 (ACMG 2015) kriterlerini baz alir. Varsome'da bildirilen varyantlar,
delesyonlar, insersiyonlar gibi anomalilikler her bir hasta ve saglikli kontrol i¢in kayit

altina alindi.
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’va rsome

The Human Genomics Community

VarSome is powered by Saphetor, the Genome Interpreter

l\/anar\t, gene, publication, disease, phenotype, transcript, position

Examples Latest news

Sekil 3.3. Varsome arama ckrani (10 Nisan 2018)
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Sekil 3.4. Varsome 6rnek ekrani (10 Nisan 2018)
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Elde edilen verilerin gruplar arasindaki istatistiki karsilastirmas: IBM SPSS 22
programinda Ki-kare testi yapilarak degerlendirilmistir. P degeri 0.05’ten kiigiik

oldugunda sonugclar anlamli olarak kabul edilmistir.

File | Genomes | View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

chr1:151,403,121-151,403, 519 ‘So‘ f « » @O =3 | g =

Human hg19 v

chr1 v
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399 bp

151,403,200 bp 151.403.300 bp. 151.409.400 b 151.403.500 bp
1

T T TR

RefSeq Genes
PoGZ.

Sekil 3.5. IGV ekran1 POGZ geni. (10 Nisan 2018)
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BOLUM 4

SONUCLAR

51 hasta ve 50 saglikli kontrol bireyden olusan ¢alismamizin sonuglar
istatistiksel olarak incelendi. Ekson 4'te rs113396244, Ekson 6'da rs11204811, Ekson
9'da rs779479223, Ekson 10'da rs772352054, Ekson 13'te rs3831142, Ekson 15'te
rs112072925, Ekson 18'de rs:227453 ve Ekson 19'da rs142860188 numarali varyantlar
tespit edildi.

Ekson 4 ile ile ilgili yapilan deneylerde, saglikli kontrol grubunda bulunan 2
ornegin dizilemesi, kalite kontrol standartlarmi saglayamadigi i¢in degerlendirmeye
alinmadi. Bu nedenle Ekson 4 verileri 48 saglikli kontrol 51 OSB tanil1 hasta tizerinden
degerlendirildi. Ekson 4'te tespit edilen rs113396244 numarali varyant 48 saglikli
kontroliin 45'inde bulundu, 51 otistik bireyin 1 tanesinde tespit edilmedi. Ekson 4 i¢in

yapilan degerlendirmede istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05)

Ekson 6'da bulunanan rs11204811 varyanti 50 saglikli bireyin 47'sinde
bulunurken, OSB'li grupta 44 kiside tespit edildi. Ekson 6 i¢inde bulunan varyasyona
dair dagilim istatistiksel olarak anlamli degildi (p> 0.05).

Ekson 9'da bulunan rs779479223 varyant1 saglikli kontrol grubunda sadece 2
bireyde goriildii, OSB'li grupta goriilmedi (p> 0.05).
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Ekson 10'da goriilen rs772352054 varyant1 saglikli kontrol grubunda 50 hastanin
46'sinda varken OSB'li grupta 51 hastanin 46'sinda tespit edildi. Saglikli kontrol
grubunda 4 bireyde, OSB'li grupta ise 5 hastada bulunmadi. Ekson 10 i¢in otistik ve
saglikli kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel ac¢idan anlamli bir fark bulunmadi.
rs3831142 numarali varyantt Ekson 13'te gozlemlendi. Bu varyant 50 saglikli kontrol
bireyin 28'inde bulunurken, 51 otistik bireyin 48'inde bulundu. Saglikli kontrollerin
22'sinde, OSB'li grupta ise 3 kiside tespit edilmedi. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde bu varyantin bulunma sikligi saglikli kontrol grubunda %56,
OSB'li grupta %94,1o0larak bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamlilik teskil
etmektedir (p<0.0001; OR:12,5; %95 GA:3,45-45,81).

Ekson 15'te goriilen rs112072925 varyant OSB'li grupta anlamli olarak yiiksek
belirlenmistir. Bu varyant saglikli kontrol grubunun 24'linde (%48) tespit edilirken
otistik bireylerin 47'sinde (%92,2) tespit edildi. Saglikli kontrollerin 26'sinda tespit
edilmedi. OSB'li grupta ise 4 bireyde bu varyant belirlenmedi. Varyantin gruplardaki
bulunma siklig1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak  anlamli oldugu goriildii

(p<0.0001; OR:12,73; %95GA:3,98-40,6).

Ekson 18 ve 19'da bulunan varyantlar saglikli kontrol gruplarinda tespit
edilememistir. Ekson 18'de goriilen rs:2274535 varyanti otistik bireylerin 8'inde, Ekson
19'da yer alan rs142860188 varyant ise otistik grubun 5 bireyinde tespit edildi. Ekson
18'de yer alan rs:2274535 varyant istatistiksel olarak incelendiginde p<0.004 degeri
ile; Ekson 19'da yer alan rs142860188 varyanti ise p<0.023 degeri ile anlamli olarak
OSB'li grupta yiiksek bulunmustur. Bu varyantlarin p degerlerine ait OR ve %95 GA

degerleri Tablo 2'de verilmistir.

26



Cizelge 2: Eksonlarda bulunan varyantlar ve istatistiksel verileri

Ekson No Bulunan Saglikli Kontrol | Otizm Grubu P OR (%95 GA)
Varyasyon n/N (%) n/N (%)

Ekson 4 rs113396244 | 45/48 (93,8) 50/51 (98) 0,279 3,33 (0,33-33,2)
Ekson 6 rs11204811 47/50 (94) 44/51 (86.3) 0,194 0,4 (0,09-1,64)
Ekson 9 rs779479223 | 2/50 (4) 0/51 (0) 0,149 0,96 (0,9-1,01)
Ekson 10 rs772352054 | 46/50 (92) 45/51 (88,2) 0,527 0,65 (0,17-2,46)
Ekson 13 rs3831142 28/50 (56) 48/51 (94,1) 0,0001 12,5 (3,45-45,81)
Ekson 15 rs112072925 | 24/50 (48) 47/51 (92,2) 0,0001 12,73 (3,98-40,6)
Ekson 18 rs2274535 0/50 8/51 (15,7) 0,004 1,186 (1,05-1,33)
Ekson 19 rs142860188 | 0/50 5/51 (9,8) 0,023 1,10 (1,01-1,21)
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Cizelge 3. Genotip frekans karsilagtirmasi.

Hasta Grubu Kontrol Grubu
3 22
o . %B5,9 %44
SR 20 27
— XX _
2 N %39,2 %54
2 ; 28 1
%54.9 %2
4 26
S AA %7,85 %52
B 12 24
~ 3
S %23,5 %48
% N 35 0
9%68,65 %0,0
43 0
0 e %843 9%0,0
w o 5 0
< X
N & GIA %98 90,0
2 3 0
i %B5,9 9%0,0
46 0
x ATA 9%90,2 9%0,0
3 = 3 0
© XX
8 : HE %5.9 %0.0
—
% 2 0
|-
cic %3,9 9%0,0

Cinsiyet farklar1 incelendiginde 51 otistik bireyin 37'si (%72,5) erkek, 14" ise
(%27,5) kadindir. Saglikli kontrol grubunda ise 20 (%40) erkek, 30 (%60) kadin

bulunmaktadir.

Sadece otistik grupta goriilen varyasyonlardan Ekson 18'de goriilen rs2274535
varyantt 7 otistik erkekte bulunurken 1 otistik kadin bireyde bulundu. Ekson 19'da
bulunan rs142860188 varyanti sadece 5 otistik erkekte tespit edilmistir. Diger
varyasyonlar i¢in cinsiyet dagilimi agisindan anlamli bir fark tespit edilmedi. Yas

dagilimlan ile ilgili bilgiler Tablo 3'te yer almaktadir.
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Cizelge 4: Calisma gruplari cinsiyet dagilimlari.

(ON)=] Kontrol
Yas (ortalama) 8,1 10,64
Erkek 37 20
Kadin 14 30
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BOLUM 5

TARTISMA

Otizm spektrum bozuklugu giiniimiizde goriilme siklig1 artan nérogelisimsel bir
hastaliktir. Hastaligin ortaya ¢ikis nedeni bilinmediginden, dogum oncesi belirlenmesini
saglayacak bir metot olmadigindan ve kesin bir tedavi yontemi gelismediginden dolay1
otizm her gecen giin yeni ¢alismalara konu olmaktadir. Otizmin olusmasinda ¢evresel

ve genetik bir ¢ok etkenin bir arada rol aldig1 ¢calismalarda gosterilmistir (Sealey, 2016).

Yapilan ¢alismalarda norogelisimsel hastaliklar ve genetik varyasyonlarin iligkili
oldugu diigiiniilmektedir. Bununla birlikte literatiirde noérogelisimsel hastaliklarin
genetik temeli ile ilgili olarak bildirilen ¢alismalarin sayisinin az oldugu goriildii.
Norogelisimsel hastaliklardan  birisi  olan  epilepside  Antonietta Coppola ve
arkadaslarinin 2018'de yaptig1 ¢alismada 1255 hastanin kopya sayis1 varyasyonlarinin
(CNVs) iliskisi incelenmistir. Genetik veri kalite kontrol asamasindan sonra elde kalan
1097 hastanin 120'sinde (%10.9) en az bir patojenik olarak siiflandirilan CNV, 19'unda
(%1.7) muhtemel patojenik bir CNV tespit edilmistir. Bu calismada epilepsi ile
iliskilendirilen genlerin, tani i¢in bir gosterge niteligi tasiyacagini desteklemektedir
(Antonietta Coppola vd., 2018). Otizminde dahil oldugu nérogelisimsel hastaliklarin
genetik temelini aciklamaya katki saglayan ve tani icin yararl olabilecek gostergeleri

belirleyen bu ve buna benzer ¢calismalar 6nemlidir.
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Otizmli hastalarda Rena J. Vanzo ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklari
calismada KANKI1 geninin kopya sayis1 varyasyonlart (CNVs) incelenmistir. Bu
calismanin sonucunda CNV bulunan 28 hastanin 13'{inde belgelendirilmis OSB tanisi
aldigi, 2'sinde ise beyin felci oldugu gosterilmistir. Bu degerlendirme ve literartiirde bu
gene dair verilen diger bulgular sonucunda; bu genin OSB i¢in bir risk faktorii oldugu

distintilmektedir (Vanzo vd., 2019).

Teknolojik gelismeler gilinlimiizde tiim genomun veya tiim eksonlarin
dizilenerek, genetik etkenlerin genis Olgeklerde hastaliklara katkisini  ortaya
koyabilmektedir. Biitiin ekson dizilimi (Whole Exon Sequencing) teknigi kullanilarak
yapilan c¢alismalarda 400-1000 genin OSB duyarliligmma neden olabilecegi ileri
stirilmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda, CHD8, GRIN2B, SCN2A vb. gibi birtakim
genlerin OSB ile iliskili olabilecegi ortaya konulmustur (Xiu-juan vd., 2018). Bu biiyiik
Olgekli galismalarda otizim ile iligkili oldugu bildirilen genlerden biri olan POGZ geni
bu tez ¢aligmasi kapsaminda incelendi. Kromozom 1 {izerinde yer alan POGZ geninin
19 eksonu, yeni nesil dizileme yontemi ile ¢alisildi. Saglikli kontrol grubu ile
karsilagtirma yaptigimiz ¢calismamizda, hem saglikli kontrol grubunda hem de OSB'li
grupta belirledigimiz varyantlarin daha 6nceden POGZ geni i¢in tanimlanmis oldugu
goriildii. Bu baglamda POGZ geni i¢in yeni bir varyasyon tanimlamasi yapilmadi.
Orneklem grubunda belirlenen bu varyantlardan Ekson 19°da bulunan varyant harig,
diger varyantlar i¢in var olan ¢aligmalarda otizm ile dogrudan bir iliski bildirilmemistir.
White ve arkadaslar1 tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢alismada Ekson 19’da bulunan
varyantin OSB ile iliskili olabilecegi 6ne siirtilmiistiir. Bu calismada noérogelisimsel
bozuklugu olan 5 bireyin POGZ geninin eksonlar1 Sanger sekans ile incelenmis ve
otizm tanis1 almig olan bireylerden bir tanesinde Ekson 19'da (rs142860188) bizim de
belirledigimiz varyantin bulundugu bildirilmistir (White vd. 2016). Bu c¢alismanin
verileri nedeniyle, Ekson 19'da bulunan rs142860188 no’lu varyant, NCBI (ClinVar)'da
yapilan tarama sonucunda, olasi bening seklinde klinik olarak otizm ile iliskili
bildirilmektedir (Sekil 7). Bu tez ¢alismasindan {iretilecek olan verilerin de literatiire
katkida bulunacagi ve arama motorlarinda benzer sekilde otizm ile iliskilendirilecegi

ongoriilmektedir.
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Interpretation g Goto: (¥

Clinical significance: Likely benign

Last evaluated: Jan 18, 2018

Number of submission(s): 3

Condition(s): Autism spectrum disorder [MedGen - Crphanet - OMIM]

History of neurodavelopmental disorder [MadGen]

See supporting ClinVar records [

Allele(s) © Goto: &

NM_015100.3(POGZ):c.4089T>G (p.His1363GIn)

Allele 1D: 438884

Variant type: single nucleotide variant

Sekil 5.1. NSBI(ClinVar) tarama sonucu. rs14286018

Temelinde genetik faktorlerin rol aldigi diisiiniilen otizmin aydinlatilmasinda,
belirli genlerin g¢alisilmas1 ve hastalik ile iliskisinin ispatlanmasi, hastaligin prenatal
tanisinin gergeklestirilmesinde ve/veya hastaligin patogenezinin agiklanmasinda, tedavi
seceneklerinin gelistirilmesinde biiylik rol oynayacaktir. Bu nedenlerle OSB ve belirli
gen gruplarinin iligkilerini agiga ¢ikarmak i¢in yapilan c¢aligmalar giin gectikce
artmaktadir. Cin'de Xiujuan ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 80
OSB'li ¢ocuk ve ailesinden alinan oOrneklerde sanger dizileme ile belirli genlerin
eksonlar1 ¢alisilmistir. POGZ geninin de i¢inde yer aldig1 baz1 genlerin, otizm ile iliskili
oldugu ve bu genlerde tespit edilen tek niikleotid varyasyonlarinin dogum oncesinde
otizmin tanisinda kullanilabilecegi 6n goriilmektedir (Xiu-juan vd. 2018). Bu ve buna
benzer calismalardan elde edilen veriler ile otizmin dogum oncesi tespitinin miimkiin

olmasit s6z konusu olabilecektir.

Bu tez calismasinin planlama asamasinda POGZ geni ve otizmin iliskisini
inceleyen yayin sayisi ililkemizde ve diinyada ¢ok azdi, halen de bircok hastaliga

goreceli olarak az sayidadir.
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Literatiirdeki ¢aligmalar ile yapmis oldugumuz tez calismast popiilasyon
acisindan karsilagtirilldiginda; yaptigimiz ¢aligmadaki birey sayisinin yeterli biiyiikliikte
oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda bildirilen bulgular, 5 ve 105 arasinda
degisen popiilasyonlarda incelenmistir. Hem ¢alisilan popiilasyonun yeterli biiyiikliige
sahip olmas1 agisindan, hem iilkemiz verilerine katki saglamasi agisindan, hem de bu
verilerin elde edildigi deneylerin teknolojik agidan yeni olmasi bu tez c¢alismasinin

0zgiinliiglinii ortaya koymaktadir.
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