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OZET

Otizm Aday Genlerinden CC2D1A’nin Mutasyonlarinin ve Gen Ekspresyonunun

Arastirilmasi

Giris: Otistik spektrum bozukluklart (OSB), erken yaslarda baslayan sosyal iletisimde
giicliikler ve olagan dist basmakalip tekrarlayici davraniglarla kendini gésteren heterojen
norogelisimsel bozukluklar setidir, otizm de bu spektrum i¢inde yer alir. CC2D1A geni daha
once mental retardasyonla iliskilendirilmis bir gendir ve otizmde arastirilmamistir. Bu proje,
bu genin ekspresyon profilinin ve gendeki varyasyonlarin Tiirkiye’deki otistik hastalardaki

profilini ortaya koymay1 ve genin otizmdeki olas1 roliinii ortaya koymay1 amaglamaktadir.

Metod: Calismaya 44 otistik hasta ve 27 saglikli kontrol dahil edildi. Alinan kan
orneklerinden DNA ve RNA izolasyonlar1 yapildi. Gen ekspresyonu i¢in RNA, sekanlama igin
DNA ornekleri kullanildi. CC2D1A geninin ekspresyonu kantitatif Real Time PCR ile

sekanslama ise klasik Sanger sekanslama kullanilarak yapildi.

Sonug¢: Hasta ve kontrol grubu arasinda CC2D1A geni ekspresyonu acisindan anlamli farklilik
bulundu (p<0.001).

Tartisma: Elde ettigimiz bulgulara gore CC2D1A geni otizm ig¢in yeni bir aday gendir ve bu
gen hakkinda daha detayli bilgi elde edebilmek icin yeni aragtirmalara ihtiyag¢ oldugu agiktir.

Anahtar Kelimeler: Otizm, CC2D1A, Ekspresyon, Mutasyon, Sekans



ABSTRACT

Investigation of Sequencing and Expression of CC2D1A As a Candidate Gene For

Autism

Introduction: Autism Spectrum Disorders (ASD) is defined as a neurodevelopmental
disorder, characterized by repetitive stereotypic behaviors or restricted interests, social
withdrawal, and communication deficits. Autism belongs to ASD. CC2D1A gene has been
linked to mental retardation (MR). We aimed to investigate the expression and sequence of

CC2D1A gene with the diagnosis of autism in Turkey.

Method: 44 autistic patients and 27 controls were enrolled and obtained whole blood samples
to isolate DNA and RNA samples from each participant. CC2D1A gene expression was
assessed by quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) and sequence with classical Sanger

sequencing.

Results: Expression of CC2D1A gene studied on ASD cases and controls were significantly
different (p<0.001).

Discussion: CC2D1A gene expression may be used as a candidate gene for ASD cases Further
studies are needed to investigate the potential role of CC2D1A gene in related pathways in
ASD.

Key words: Autism, CC2D1A, Expression, Mutation, Sequence



1.GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Son 20 wyildir otizm ¢alismalarinda genetik arastirmalar biiyiikk rol oynamaktadir. Bunun
nedeni otizmin etiyolojisinde genetik temeller oldugunun diisiiniilmesMRir. Ancak bugiine
kadar otizm ile iliskilendirilen belirli aday genler (NRX1, NLGN3, NLGN4, SHANKS, EN,
GABRG1, GABRG3, GABRA5, SLC9A6, SLC6A4, RELN, OXT, OXTR, FMR1, UBE3A, MET,
MECP2), tanimlanan nadir degisimler (mutasyonlar), kopya sayir degisimleri, kromozomal
bozukluklar (kromozom 2, 6, 7, 16, 17, 19, 22, X basta olmak {izere) ve ¢esitli genetik
sendromlar (Fragile-X Sendromu, Rett Sendromu, Angelman Sendromu, Prader-Willi
Sendromu, Tuberoz Sklerozis) otizm vakalarinin ¢ok kiigiik bir kismini (%15-20)

aciklayabilmektedir. Geri kalan vakalarda esas neden ya da faktor tanimlanabilmis degildir.

2006 yilinda CC2D1A geninde biiylik bir delesyon tanimlanarak Mental Retardasyon (MR) ile
iliskilendirilmistir. Ozellikle MR otizm vakalarmin iigte birine eslik eden bir klinik bulgudur.
Bu noktadan yola ¢ikarak bu genin ekspresyonu otizmde daha once iliskilendirilmemis ve

genin sekanslanmasi da literatiirde daha dnce arastirilmamistir.

Bu galisma, otizmli hasta 6rneklerinin taranmasini, Tiirkiye’deki otizm hastalarinn belirlenen
gen acisindan ekspresyon profillerinin kontrollerle birlikte ortaya konmasini ve boylelikle
hastalik patogenezinde bu genin etkisinin arastirilarak anlagilabilmesini amaglamaktadir. Bu
proje, TCD-2013-4494 kodu ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan

desteklenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Otizmin Tanimlanmasi

1943 yilinda Leo Kanner tarafindan tanimlanan otizm, yagsam boyu siiren, yasla ve olgunlasma
ile semptomlarin goriiniim ve siddetinde degisiklik goriilebilen bir bozukluktur. OSB, erken
yaglarda baslayan sosyal iletisimde giicliikkler ve olagan dist basmakalip tekrarlayici
davraniglarla kendini gosteren heterojen norogelisimsel bozukluklar seti olup otizm OSB’nin
¢ekirdegini olusturmaktadir (1). Epidemiyolojik g¢alismalar otizmin temelinde genetik ve
cevresel faktorlerin etkili oldugunu gostermistir. Aslinda otizmin dogasi, fenotipi olusturan
bircok risk faktoriiniin bir araya gelmesi nedeniyle multifaktoriyel olarak kabul gérmektedir.
Otizmin prevalansi tanimlandig1 (1943) ilk giinden bu yana artis gostermektedir. Bu artigin
muhtemel nedenlerinden birisi; kismen tani kavraminin ve Olciitlerinin degismesinden
kaynaklanmaktadir. Buna karsin, tan1 dlgiitlerinin benzer oldugu yani DSM-IV uygun sekilde
kullanildigr halde son 20 yilda da o6zellikle zihinsel engel gostermeyen otistik bireylerin
prevalansi artmaya devam etmistir. Burada risk faktorlerindeki artis gbz ardi edilemez. Bunun
yaninda, muhtemelen otizmin farkindaliginin artmasi yayginligin artisinda da etkili olabilir;
ayrica bu durum daha erken yaslarda taniya da olanak saglamistir (2). En son revizyon Mayis
2013’te yaymlanan DSM-V kriterleri ile yapilmistir. Otizmde erken tani konulabilmesi erken
miidahale yapilabilmesi i¢in 6nemlMRir. Erken donemde tedavi ile sosyal iletisimde diizelme,
anksiyete ve agresyonda azalma saglanabilir (2). Son donem genis Olcekli arastirmalarda

otizm yaygmlig1 %1-2 olarak tahmin edilmektedir (3-5).

2.2. Otizm Ve Genetik Kokeni

Bugiine kadar baglanti veya iliski c¢aligmalarinda otizmden sorumlu tek bir major gen
belirlenememesi otizmin kompleks bir genetik hastalik oldugunu ve heterojenite gosterdigini
isaret etmektedir (6-12). Yapilan arastirmalar sonucunda belirli kromozomal lokuslarda otizm
icin belirli aday genler tanimlanmis durumdadir. Bu genlerin basinda NRX1, NLGN3, NLGN4,
SHANKS3, EN, GABRG1, GABRG3, GABRA5, SLC9A6, SLC6A4, RELN, OXT, OXTR, FMR1,



UBE3A, MET, MECP2 genleri gelmektedir (13). Iliskilendirilen diger genler Tablo 1’de

sunulmustur.

Tablo 1. OSB ile iliskilendirilen aday genlerin listesi (* isaretli genler birbirinden bagimsiz

caligmalar sonucu elde edilen genleri gdstermektedir).

Genetik Genlerin
Kategori Sayisi

Genler

Nadir 81

ANKRD11, A2BP1*, APC*, ASTN2, AUTSZ,

BZRAP1,
C3orf58, CA6, CACNA1H, CADM1, CENTG2%,

CNTN4,

CNTNAP2*, CNTNAPS5, CXCR3, DIAPHS,

DLGAP2, DPP10,
DPP6, DPYD, EIF4E, FABPS*, FABP7*,
FBXO40, FHIT,

FRMPD4, GALNT13, GLRA2, GRPR, HNRNPH2,
ILIRAPL1, IMMP2L*, JIMJD1C, KCNMA1,
KIAA1586,

MBD1, MBD3, MBD4, MCPH1, MDGAZ2,
MEF2C, NBEA,

NLGN1, NLGN3, NLGN4X, NOS1AP, NRXN1,
ODF3L2,

OPHN1, OR1C1, PARK2, PCDH9, PCDH10,
PCDH19,

PDZD4, PLN, PPP1R3F, PSMD10, PTCHD1,
RAB39B*,

RAPGEF4, RB1CC1, REEP3, RFWD2, RIMS3,
RPL10,

RPS6KA2, SCN1A, SCN2A, SEZ6L2, SH3KBP1,
SHANK?Z,

SHANKS, SLC4A10, SLC9A9, ST7, SUCLG2,
TMEM195,

TSPAN7, UBE3A*, WNK3

Sendromik 21

ADSL, AGTR2, AHI1*, ALDH5AL, ARX,
CACNA1LC,
CACNALF, CDKL5, DHCR7, DMD, DMPK,
FMR1, MECP2,
NF1, NTNG1, PTEN, SLC6A8, SLC9AG, TSC1,
TSC2, XPC

liski 84

ABAT, ADA, ADORAZ2A, ADRB2, AR, ARNT2,
ASMT,




ATP10A, AVPRI1A, C4B, CACNA1G, CCDC64,
CDH10,
CDH22, CDH9, CTNNAS, CYP11B1, DISC1,
DLX1, DLX2,
DRDS3, EN2, ESR1, ESRRB, FBXO33, FEZF2,
FOXPZ2, FRK,
GABRA4, GABRB1, GABRB3, GLO1, GPX1,
GRIK2,
GRIN2A, GRM8, GSTM1,HLA-A, HLA-DRB1,
HOXAL,
HRAS, HS3ST5, HSD11B1, HTR1B, HTR3A,
HTR3C, INPP1,
ITGA4, ITGB3, LAMB1, LRFN5, LRRC1, LZTS2,
MACROD?2,
MARK1, MET, MTF1, MYO16, NOS2A, NPAS2,
NRCAM,
NRP2, NTRK1, NTRK3, OXTR, PER1, PIK3CG,
PITX1,
PON1, PRKCB1, PTGS2, RELN, RHOXF1,
SLC1A1,
SLC25A12, SLC6A4, STK39, SYT17, TDO2,
TPH2, UBE2H,
VASH1, WNT2
Fonksiyonel 23 ALOX5AP, ASS, CACNA1D, CADPS2, CBS,
CD44, CNR1,
DAB1, DAPK1, DCUN1D1, DDX11, EGR2,
F13A1, FLT1,
ITGB7, MAOA, MAP2, OPRM1, RAI1, ROBO1,
SDC2,
SEMAGSA, TSN

Literatiirde kromozom 19 ve otizm iliskisinin ortaya konuldugu birka¢ arastirma
bulunmaktadir (9-11). Bugiine kadar en yiiksek baglantiyr (LOD skor 3.57) Kilpinen ve
arkadaslar1 bulmuslardir (12,13). 2006 yilinda Israilli bir grup arastirmaci tarafindan non
sendromik mental retardasyon ile iligskilendirilen yeni bir gen bulunmustur (14). Bu ¢alisma ile
aragtirmacilar CC2D1A geninde tanimlanan ilk mutasyonu ve mental retardasyondaki
baglantisin1 aciklamaya calismislardir. Bu genle ilgili literatiirde ¢ok fazla wveri
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu genin fonksiyonunu anlamaya yonelik calismalar yapilmasi

gerektigi aciktir.



19p13.12 bolgesinde lokalize olan bu gen ilk olarak bizim arastirmamizda otizm ile
iligkilendirmis bulunmaktadir. Bu gen 29 ekzonlu, yaklasik olarak 37 kilobaz biiyiikliikte ve
950 aminoasit kodlayan bir gendir (Sekil 1). C2 ve DM 14 gibi iki farkli 6zellesmis bolgeden
olugmaktadir. Proteinin her iki bdlgesi de olduk¢a korunmus diizeydedir ve gendeki
mutasyonlar bu bolgeleri etkileyerek genin fonksiyonunu bozmaktadirlar. Beyinin ¢esitli
bolgelerinde eksprese oldugu gosterilen bu genin ¢ok onemli fonksiyonlara sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle NF-kappaB sinyal yolaginda gorevli oldugu ve serotonin 1A (5-
HT1A) geninin baskilayict bdolgesine baglanarak bu genin ekspresyonunu baskiladigi
gosterilmistir (15-18).

19p13.2
19p13.12

£\
’9"12%'/ ‘
19q12§/‘

19q13.12

19q13.2
19q13.32
19q1341
19g1343

Sekil 1. Genin kromozomdaki yerlesimi.

Otizmin heterojen dogast genetik ¢alismalar1 ve bu ¢alisamalardan elde edilen sonuglarin
tekrarlanabilirligini etkileyen en Onemli faktorlerdendir (19). Otizm sebebi olarak tek
niikleotid degisimleri (SNP), kopya say1 degisimleri (CNV), yaygin polimorfik varyantlar,
cesitli mutasyonlar ve kromozom anormallikleri gosterilebilir (20). Bununla birlikte
vakalardan sorumlu olan varyantlarin belirlenmesi ve otizmdeki iligkilerinin ortaya konmasi
acisindan sekans calismalar1 da 6nemlidir. Dolayisiyla yeni bir aday gen olabilecegi onerilen
CC2D1A genindeki olasi degisimlerin kendi hasta grubumuzda tanimlanabilmesi ¢alismaya

ayr1 bir onem katmaktadir.



3.GEREC VE YONTEM

1. Hasta Gruplarinin Belirlenmesi:
Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali poliklinigine basvuran otizm tanisi ile takipte olan; hastalar ve konusma, sosyal ve
iletisimde gecikme sikayeti ile ilk kez poliklinigimize bagvurup yapilan degerlendirme sonrast
DSM-IV kriterlerine gore otizm tanis1 alan bireylerden calismayr kabul edenler arastirmaya
dahil edilecektir. Kontrol grubu olarak ayni hastanenin Cocuk ve Genetik Poliklinigine
basvurup kronik bir tibbi, psikiyatrik ve genetik hastaligi olmayan ve psikiyatrik ila¢ tedavisi
kullanmayan 1.5-18 yas arasi ¢cocuklar alinacaktir. Cocukluk ¢agi otizm degerlendirme 6lgegi
ve otistik davraniglart degerlendirme Olgekleri belirti, siddeti ve tespiti taramalarda
kullanilabilmektedir. Basvuran olgularda gelisim testi veya zeka testi yaglarina gore hastalara
uygulanabilir. Caligmaya alinacak gruplar ve hasta sayilar1 asagidaki gibi belirlenmistir:
e Hasta Grubu: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali’nda otizm tanilar1 konulan 44 hasta alinmistir.
e Kontrol Grubu: Hasta grubunun yas ve cinsiyetleri dikkate alinarak 27 saglikli kisi
kontrol grubu olarak kullanilacaktir. Kontrol grubunun herhangi bir hastalik ile

iliskisinin olmamasina ve ila¢ kullanmamasina dikkat edilecektir.

2. Cahsmada Kullanilan Olgek ve Degerlendirmeler

Sosyodemografik veri formu

Hastalarin ilk bagvuru sikayetleri, prenatal ve gelisim oOzellikleri, simdiye kadar aldig
tedaviler (farmokoterapi, 6zel egitim vb.) ve giincel sikayetler hakkinda bilgi edinilmesi
planlanmistir. Ayrica hastalarin sosyodemografik 6zellikleri, kullandig1 tedaviler, herhangi bir
genetik bozuklugu tanist olup olmadigini kontrol eden, bu calisma icin tasarlanan ve

arastirmaci tarafindan doldurulan bilgi formu verilecektir.

Cocukluk otizmi derecelendirme 6lcegi (CARS)
15 maddeden olusan, davranislarin gézlemlenmesine dayanan, liniteler arasinda ara degerlerin

oldugu, 1-4 aras1 7 puanlik likert tipi 6lgektir. Cocuklarin, diger insanlarla iliskileri, beden ve



nesne kullanimlari, degisiklige uyumlari, sozli ve s6zel olmayan iletisim ve taklit
becerilerinin yani sira duyusal Ozellikleri, korkular1 ve etkinlik diizeyleri profesyoneller
tarafindan degerlendirilir ve puanlanir. Bir puan normal davraniglar1 tanimlarken, dort puan
anormal uygunsuz davranislari tanimlamaktadir. CARS ‘da 38 ile 60 puan alanlar siddetli
belirtiler gosteren otistik grubu, 30 ile 38 arast puan 23 alanlar hafif-orta belirtiler gosteren

otistik grubu, 15 ile 29 arasi puan alanlar ise otistik belirti olmayan grubu olusturmaktadir.

flk defa Schopler ve ark. tarafindan 1971 yilinda otizm tanisinda yardimei bir arag olarak
gelistirilmistir. Ilk yayimlanan seklinde DSM III’ de yer alan tam &lgiitlerine paralel olarak
hazirlanmis, daha sonra DSM-IV-TR’ de yer alan 6lgiitlere gore uyarlanmistir. CARS’1n
DSM-1V ile biiylik oranda bagintili oldugu diisiiniilmektedir. CARS’1in Tiirkge gecerlilik,
giivenirlilik ¢alismas1 Hacettepe Universitesi Cocuk Ruh Saghg ve Hastaliklar tarafindan

yapilmustir. Olgek Tiirkiye’de otizmle ilgili daha &nce yapilan arastirmalarda kullanilmustir.

Otizm davrams kontrol listesi (ABC)

Egitimsel Planlama icin Otizm Tarama Araci’nin (ASIEP-2) bes alt dlgeginden biri olup,
duyusal 9, iliski kurma 12, beden ve nesne kullanimi 12, dil becerileri 13, sosyal vedz bakim
becerileri 11 madde olmak iizere toplam bes alt dlcekte 57 maddelik bir degerlendirme
aracidir. Olgekten almabilecek en diisiik puan 0, en yiiksek puan 159°dur ve Krug ve
arkadaslar1 kesme puanini 68 olarak onermistir. ABC’nin Tiirk¢eye cevirisi ve gecerlilik /
giivenirlilik ¢aligmasi 2007 yilinda yapilmis olup kesme puani 39 olarak belirtilen 6lgegin
otizmin ayirt edilmesi, egitimin planlanmast ve degerlendirilmesi gibi konularda

kullanilabilecek gecerli ve giivenilir bir degerlendirme araci olduguna karar verilmistir.

Ankara Gelisim Tarama Envanteri (AGTE)

Bebeklerin ve okul oncesi donemdeki cocuklarin gelisimini ve becerilerini bakimveren
kisiden alinan bilgiler dogrultusunda sistemli bigimde degerlendiren bir envanterdir. Cesitli
yas gruplarma ve kiiltiire 6zgii olarak diizenlenmistir. "Evet / hayir / bilmiyorum" seklinde
yanitlanan 154 maddeden olusur. Uygulama sonucu Toplam Gelisim Puan1 ve gelisimin farkli
ancak birbiriyle iliskili alanlarini temsil eden Dil-Bilissel, Ince- Motor, Kaba-Motor ve Sosyal
Beceri - Oz Bakim puanlar1 olmak iizere 5 ayr1 puan elde edilmektedir. Ug farkli yas grubunda
(0-12 ay, 13-44 ay, 45-72 aylar) hesaplanan test tekrar test giivenirlikleri .99 ve .88 arasinda

bulunmustur. Envanterin ve alt dlgeklerin i¢ tutarliligi ti¢ yas grubunda Cronbach alfa



katsayilar1 hesaplanarak incelenmis ve ilk iki yas grubunda katsayilarin ¢ok yiiksek oldugu
gorlilmiistiir (.99 ve .80 arasi). Denver Gelisim Tarama Envanteri kriter olarak kullanildiginda
her iki Ol¢iim araci arasindaki iliski yiiksek bulunmustur. Bayley Bebekler icin Gelisim
Olcekleri ve Vineland Uyum Davranig 6l¢egi ile AGTE arasindaki iliskiler de yiiksek

bulunmustur.

Genetik ¢aligsmalar Erciyes Universitesi Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nde

yapilmustir.

3. Kan Orneklerinin Toplanmasi:
Hasta ve kontrol grubundan 5 ml EDTA’l1 kan ornekleri alinarak DNA ve RNA izolasyon
kitleri yardimiyla DNA ve RNA elde edilmistir. Ekspresyon ve sekans ¢aligsmalari yapilana

kadar izolasyonlarin tamamlanmasindan sonra drnekler -80°C’de saklanmustir.

4. EKSPRESYON CALISMALARI
4.1. RNA iIZOLASYONU
1. 500 pl kana 500 pl trizol eklenip vortekslendi ve buza alind1.
2. 200 ul Kkloroform eklenip vortekslendi ve tekrar buza alindi.
3. 12000 rpm’de 30dk santrifiij edildi. Akdz faz yeni tiipe alindu.
4. 1:1 oraninda izopropanol eklendi, alt-iist edilip yaklasik 3 saat -20’de bekletildi.
(bu stire over night olabilir)
14000 rpm 30dk +4 ya da oda 1s1sinda santrifiij edildi.
Supernatant atildi, pellet ¢ok az ya da gériinmiiyor olabilir.
%70’lik ethanol tiipe full dolduruldu.
14000 rpm 5 dk santrifiij edildi.
Supernatant atildi. 500 pul dH2O eklenip vortekslendi ve 25 ul 5M NaCl eklendi.
10. 1ml absolute ethanol eklenip alt-iist edildi. -20 ‘de overnight bekletildi.
11. 14000 rpm 30 dk santrifiij edildi. Supernatant dokiildii.
12. %70’lik ethanol tiipe full dolduruldu. 14000 rpm 5dk santrifiij edildi. Supernatant
atild1 ethanol uzaklagsin diye 5-10 dk beklendi.

© o N o O

13. 50 ul Nuclease free Water ile pellet resiispanse edildi, vortex yapilip buza alindu.

14. Biospec Nano (Shimadzu) ile konsantrasyon 6l¢iimii yapildi.



4.2. cDNA SENTEZi
Yapilis sekli asagidaki gibidir.

Random Primer 1 ul
Oliga Primer 1 ul
dH20 4,4 ul
RNA 5ul

6,4 pl mix dagitildi. 5 ul RNA eklendi.
65 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

Reaction Buffer 4 ul
Protector RNase Inhibitor 0,5 pul
DeoxynucleotMRe Mix 2 ul
DTT 1 ul
Reverse Transcriptase 1,1 pl
Toplam Mix 8,6 ul

8,6 ul mix dagitildi.

PCR Program

29 °C 10 dk
48 °C 60 dk
85°C 5dk

Sentezlenen cDNA -20’de saklanda.

4.3. KANTITATIF REAL TIME PCR (QRT-PCR) CALISMASI

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

2. AsagMRaki miktarlarda reaksiyon plate (Roche) tizerine dagitildi.

2X Probe Master Mix 10ul
Primer/Probe Tl
Nuclease Free Water 2ul
cDNA Tul




3. LightCycler 480 Il (Roche) Real-Time PCR cihazinda asagidaki programa koyuldu.

95°C  10dk

95°C  10saniye

60°C 30 saniye 45 Dongu
72°C 1dk

40°C 30 saniye

Her bir 6rnek cift ¢alisildi.
Housekeeping gen olarak beta-actin kullanildi.

Veriler delta delta ct metodu kullanilarak hesaplandi.

A A

Veriler normalize edildi.

4.4. Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugunu degerlendirmede histogram ve q-q grafikleri
kullanildi, ayrica Shapiro-Wilk testi uygulandi. Gruplar arasi varyanslarin homojen olup
olmadigin1 degerlendirmede Levene testinden faydalanildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
nicel degiskenler i¢in bagimsiz iki Orneklem t testi ve Mann-Whitney U testleri, nitel
degiskenler i¢in ise Fisher kesin XZ testi kullanildi. Otizm grubunda genler arasindaki iliski
miktarini belirlemek {izere Pearson korelasyon analizinden yararlanildi. Veriler frekans ve
ylizde, ortalama ve standart sapma veya ortanca ile 25. ve 75.yiizdelik olarak ifade edildi.
Verilerin analizi R 3.0.2 (www.r-project.org) programinda uygulandi. p<0.05 diizeyi anlamli
kabul edildi.

5. DNA DiZi ANALIiZi (SEKANSLAMA) CALISMALARI

5.1. DNA IZOLASYONU
Kandan genomik DNA eldesi i¢in High Pure PZR Template Preparation Kit kullanildi.
Hasta ve kontrol grubundan 3 ml periferik kan alindi ve DNA eldesi i¢in asagida
siralanan agamalar uygulandi.
Liyofilize haldeki Proteinaz K’ya 5 ml distile su ilave edildi. Inhibitér Removal Buffer
20 ml etanol eklenerek, yikama soliisyonu (wash buffer) 80 ml etanol eklenerek
hazirlandi. On hazirlik asamasindan sonra asagMRaki islem siralamasi uygulandi;

1. 1,5 ml lik ependorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi alindi.


http://www.r-project.org/

2. Uzerlerine 200 pul Binding Buffer ve 40 pl Proteinaz K eklenerek iyice karistirildi.

3. Karisim 10 dakika 70°C’de inkiibasyona birakildi.

4. DNA’ larin ¢okmesini saglamak icin, daha sonra her tiipe 100 pl isopropanol
eklendi ve pipetle karistirildi.

5. Hasta sayis1 kadar toplama tlipli ¢ikartildi ve her birine filtreli tiip yerlestirildi.
Hazirlanan bu karigim toplama tiiplerine aktarildi.

6. Tiiplerdeki karisim 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

8. Her tiipe 500 pl inhibitdr removal buffer eklendi ve 8000x g’ de 1 dk. santrifiij
edildi.

9. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindu.

10. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk.
santrifiij edildi.

11. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindu.

12. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk
santrifij edildi.

13. Toplama tiiplerindeki sivi dokiildii ve tekrar 13000x g’ de 10 saniye santrifiij
edildi.

14. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler 1,5ml’ lik ependorf tiiplerine alindu.

15. Her tiipe 6nceden ependorflara boliinerek hazirlanmis ve 70 °C’de bekleyen elution
buffer’dan 200 pl eklendi.

16. Ependorf tiiplerindeki karisim 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

17. Elde edilen DNA orneklerinin konsantrasyonu Biospec Nano (Shimadzu) ile
Olctilddi.

18. DNA ornekleri sonra ¢alisilmak iizere -20°C’de saklandi.

5.2, PCR AMPLIFIKASYONU
CC2D1A geni 29 ekzonludur. CC2D1A geninin sekanlanmasi igin oncelikle ekzonik
bolgelere 6zgii primerler dizayn edilmistir. Her bir ekzon i¢in ayr1 ayr1 dizayn edilen primer
dizileri kullanilarak spesifik PCR ¢ogaltilmasi yapilmigtir. PCR f{irlinlerinin dogru ¢alisip
calismadigiin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile dogrulanmistir. Calismayan bolgeler i¢in

yenMRen primer dizayn edilerek ¢aligmalar tekrarlanmaistir.



Ekzonlara gore Kullamlan PCR malzemeleri ve PCR Programa:

CC2D1A Ekzon 1

R.Buffer 12,5
Primer F 2
Primer R 2
DNA 2
Anneling 67°C

CC2D1A Ekzon 2, Ekzon 3-4, Ekzon 5-6,
Ekzon 13-14, Ekzon 16

R.Buffer )
MgCI2 4
dNTP 3
Primer F 1
Primer R 1
Taq polimeraz 0,5
DNA 1
Anneling 61°C

CC2D1A Ekzon 17, Ekzon 18-20, Ekzon 21-

22

R.Buffer 5
MgCI2 4
dNTP 3
Primer F 1
Primer R 1
Taq polimeraz 0,5
DNA 1
Anneling 65°C

CC2D1A Ekzon 23-24, Ekzon 25-26, Ekzon

27-29

R.Buffer 5
MgCI2 4
dNTP 3
Primer F 1
Primer R 1
Taq polimeraz 0,5
DNA 1
Anneling 66°C




Her bir 6rnek PCR kontrolii i¢in %2’lik agaroz jelde degerlendirilmistir. Caligan PCR

iirlinleri saflagtirmaya alinmastir.

5.3. PCR Sonrasi i1k Saflastirma

1. PCR iiriiniiniin 4-5 kat1 kadar CP Buffer eklenir.

2. Tipleri vorteksle ve kisaca santrifiijlenir.

3. Kit igerisinden ¢ikan kolonlu tiipe tirtinleri aktarilir.

4. 1 dk. oda sicakliginda maksimum hizda santrifiij yapilir.

5. Alttaki toplama tiipii atilir ve yeni toplama tiipii konulur. Uzerine 700 pl DNA
wash buffer eklenir.

6. 1 dk. oda sicakliginda maksimum hizda santrifiij yapilir.

7. Alttaki toplama tiipii atilir ve yeni toplama tiipii konulur. Uzerine 700 ul DNA
wash buffer eklenir.

8. 1 dk. oda sicakliginda maksimum hizda santrifiij yapilir.

9. Filtreden kalan buffer1 uzaklastirmak i¢in oda sicakliginda 2 dk. maksimum
hizda santrifiij yapilir.

10. Yeni 1,5 mI’lik tiip etiketlenir ve filtre teni tiipe aktarilir. Uzerine 50 pl elution
buffer eklenir. 2 dk oda sicakliginda beklenir.

11. 1 dk. oda sicakliginda maksimum hizda santrifiij yapilir.

12. Alttaki saflastirtlmis PCR {irtiniimiiz. -20 * e saklanir.

5.4. Sekans PCR

- Her bir primer i¢in ayr1 ayri mix hazirlanir.

1 Quick Start Mix 8 ul

2 Primer 2 ul

3 PCR iirlinii 6 ul

4 dH20 4 ul

Sekans PCR Kosullari

1 96° 1 min.

2 96° 10 sec.

3 50° 10 sec. 23 cyele




4 60° 4 min.

5.5. Sekans PCR Sonrasi Saflastirma
1. 20 pl PCR iiriiniinii kit i¢inden ¢ikan tiipiin i¢indeki sefadeks iizerine konulur.
2600 rpm’de 3 dk santrifiij yapilir.
2. Filtre altindaki saflastirilmis iiriin plate alinir.

3. Uzerlerine 20 ul SLS buffer eklenir ve sekans cihazina verilir

5.6. Verilerin Analizi
Sekans analizi i¢in Beckman Coulter CEQ8000 cihazi kullanilmistir. Analiz igin Beckman
Software kullanilmistir. Verilerin analizi i¢in referans diziler hazirlanmis ve sekanstan

elde edilen diziler refarans genom ile karsilastirilarak olasi1 degisiklikler belirlenmistir.



4. BULGULAR

1. HASTALARIN KLIiNIiK BULGULARI

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik bulgular tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Hastalara ait klinik ozellikler.

Hasta Yas | Cinsiyet Klinik Bulgu Akrabalik Aile OyKkiisii
(ay)
H10-101 65 Erkek MR Negatif Pozitif
H10-102 27 Erkek Negatif Negatif Pozitif
H10-103 36 Erkek Negatif Negatif Pozitif
H13-101 36 Kiz MR Negatif Pozitif
H17-101 72 Erkek Negatif Pozitif Negatif
H24-101 96 Erkek Negatif Negatif Pozitif
H27-101 41 Kiz MR Pozitif Negatif
H27-102 41 Erkek MR Pozitif Pozitif
H28-101 29 Erkek Negatif Pozitif Negatif
H33-101 36 Erkek Negatif Negatif Pozitif
H34-101 108 Erkek Negatif Negatif Pozitif
H35-101 42 Kiz Negatif Negatif Pozitif
H36-101 108 Erkek Negatif Pozitif Pozitif
H37-101 41 Erkek MR, Epilepsi Negatif Pozitif
H46-101 48 Erkek MR Negatif Negatif
H47-101 60 Erkek MR, DEHB Negatif Negatif
H51-101 36 Kiz Negatif Negatif Negatif
H52-101 48 Erkek Negatif Negatif Negatif
H54-101 72 Erkek MR Negatif Pozitif
H56-101 36 Erkek MR Negatif Negatif
H58-101 29 Erkek MR Negatif Negatif
H60-101 24 Erkek Negatif Negatif Negatif




H61-101 36 Kiz Negatif Negatif Negatif
H62-101 60 Kiz Negatif Negatif Negatif
H66-101 108 Erkek Negatif Negatif Negatif
H68-101 108 Erkek Negatif Negatif Negatif
H69-101 101 Erkek Negatif Negatif Negatif
H72-101 36 Erkek Epilepsi Negatif Negatif
H72-102 36 Erkek Negatif Negatif Negatif
H75-101 89 Erkek Negatif Negatif Negatif
H76-101 52 Erkek MR Negatif Negatif
H76-102 63 Erkek Negatif Negatif Negatif
H78-101 45 Kiz MR Pozitif Pozitif
H79-101 52 Erkek MR Pozitif Negatif
H81-101 40 Erkek MR, DEHB Pozitif Negatif
H84-101 38 Erkek Negatif Negatif Negatif
H85-101 30 Erkek MR Negatif Negatif
H86-101 49 Erkek Negatif Negatif Pozitif
H91-101 9 Kiz DEHB, Epilepsi Negatif Negatif
H94-101 48 Erkek Negatif Negatif Negatif
H96-101 50 Kiz Negatif Negatif Negatif
H98-101 29 Erkek Negatif Pozitif Negatif
H99-101 50 Erkek DEHB Pozitif Pozitif

MR: Mental Retardasyon, DEHB: Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu

2. EKSPRESYON SONUCLARI

Ekspresyon icin elde edilen ilk veriler 24-27 Eyliil 2014 tarihleri arasinda Istanbul’da
diizenlenen 11. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi’nde poster bildiri olarak sunulmustur (21).
Calismanin ilk basamaginda CC2D1A geni ve bu genin kontrol ettigi diigiiniilen HTR1A gen
ekspresyonlari ¢alisilmistir. Elde edilen veriler 2016 yilinda yayinlanmstir (22).

44 hastanin 35’1 erkek, 9’u kiz, kontrol grubunda 20 erkek, 7 kiz bulunmaktadir ve cinsiyetler
acisindan istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir. Yine yaslar ac¢isindan da bir farklilik

yoktur (p>0.05). Hasta grubunda CC2D1A gen ekspresyonu kontrole gore yiiksek ve anlamli




bulunmustur (p=0.025). HTR1A gen ekspresyonu ise hasta grubunda diisiik ve anlamli

bulunmustur (p< 0.001) (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplar arasinda gen ekspresyonlarinin karsilastiriimasi.

Kontrol Hasta adjusted p OR (95% CI)
(n=27) (n=44) value
Yas (y1l) 5.00+0.39 5.75+0.33 0.585 1.08(0.99-1.18)
Cinsiyet
Kiz 7(25.9) 9(20.5) 0.592 1.36(0.44-4.22)
Erkek 20(74.1) 35(79.5)
CC2D1A 0.83(0.52- 0.97(0.70- 0.049 8.58(1.45-50.93)
ekspresyonu 0.91) 1.21)
HTR1A 0.87(0.16- 0.00(0.00- 0.004 1.00(0.99-1.01)
ekspresyonu 2.46) 0.48)

3. SEKANS SONUCLARI

Hastalardan birisi ¢alismaya alindiktan sonra Rett Sendromu tanisi aldigindan c¢alismadan

dislandi. Sekans sonuglar1 39 hasta igin degerlendirildi. Bulunan degisimler tablo 4’de

belirtilmistir.

Tablo 4. Bulunan degisimler.

Yer Degisim
c.1281T>C
Ekzon 12 (rs10410239)
€.1345G>A
Ekzon 12 (r5199644216)
Ekzon 12 €.1281T>C

(rs10410239)




Intron 8

C.874-48A>C
(rs2305776)




5.TARTISMA VE SONUC

CC2D1A geninin arastirildigi calismalar literatiirde son 10 yili kapsamaktadir. Bu gende
tamimlanan biiyiik bir delesyon ile gen Non-Sendromik Mental Retardasyon ile
iligskilendirilmistir. 2014 yilinda bu gende baska mutasyon bulunmustur (23). Ancak yine de
otizm ile iliskilendirilmemistir. Ozellikle otistik hastalarin {icte birinde MR goriilmesi en

onemli klinik bulgulardan biri olarak kabul edilmektedir.

Bu c¢alisma CC2D1A ve HTR1A genlerinin ekspresyonlarimin otistik hastalarda
karsilastirilmast agisindan literariire yeni bir katki saglayacaktir. Ek olarak, bu calisma bu
genlerin kandaki ekspresyonlarinin otizmde arastirildigi ilk ¢alisma olma o6zelligi
tasimaktadir. Elde edilen sonuglara gore CC2D1A gen ekspresyonunun hastalarda artmasi
onemli bir bulgu olarak degerlendirilebilir. flerleyen dénemlerde bu gen, otizm igin bir
biyomarker olarak kullanilabilir. Bununla birlikte, bu gen ve i¢inde bulundugu yolagin
arastirtldigt yeni c¢alismalarin planlanmasi, bu genin otizmdeki iliskisinin daha 1iyi

anlasilmasini saglayacaktir.

Yeni hastalarda ilgili genin varyasyonlar agisindan taranmasi, klinik bulgularla birlikte

degerlendirilmesi ve genle ilgili bagka yeni ¢alismalarin planlanmas1 6nerilmektedir.
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