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OZET

Tek Karbon Reaksiyonlarima Katilan MTHFR, PHGDH ve PSPH Genleri
Uzerindeki Varyasyonlarin Otizm Spektrum Bozuklugu Etiyolojisindeki Etkisinin

Arastirilmasi

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) sosyal iletisim ve etkilesimdeki yetersizlikler,
siurlt ilgi alanlari, stereotipik motor davraniglar ve konusma yetersizligi goriilen, genetik
ve Kklinik olarak yiiksek diizeyde heterojenite gosteren nérogelisimsel bir grup bozukluktur.
OSB goriilme sikligr son yillarda hizla artmis ve son verilere gore 1/59 diizeyine
ulagsmigtir. OSB’li hastalar iizerinde son yillarda yapilan yeni nesil dizileme ¢aligmalariyla
yiizlerce gen, DNA kopya sayis1 degisikligi (CNV) ve kromozomal anomali OSB ile
iliskilendirilmistir. Bazi calismalarda da MTHFR C677T varyantinin OSB ile iliskili
oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alismanin amaci; OSB’nin genetik etiyolojisinde MTHFR,
PHGDH ve PSPH geni varyantlarinin etkilerinin arastirllmasidir. Tek karbon
metabolizmasinda birlikte fonksiyon yapan bu genler iizerindeki varyantlarin kombine
etkisinin OSB fenotipiyle iliskisi daha 6nce arastirllmamistir. Bu c¢alismada MTHFR
C677T varyantinin hem allel frekans1 hem de genotip dagilimi yoninden OSB ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. MTHFR C677T varyantini
tasiyan OSB’li hastalarda PSPH geni (zerinde OSB’ye yakalanma riski ile
iliskilendirilebilecek nadir ya da yaygin SNV’lere rastlanmamistir. Bununla birlikte,
MTHFR C677T/A1298C varyantlarini tagiyan OSB’li 4 hastada aym1 zamanda PHGDH
geni Uzerinde oldukca nadir ve zararli mutasyonlarin da heterozigot olarak birlikte
bulundugu tespit edildi. Bu durum, bu iki gendeki zararli DNA varyasyonlarinin kombine
etkisinin OSB’nin genetik etiyolojisinde 6nemli olabilecegini diisiindirmektedir. Bu
iliskinin varligi ve anlamliligi,, MTHFR C677T/A1298C varyantlarini tasiyan daha fazla
OSB’li ve kontrol grubunda PHGDH geni iizerindeki varyantlarin c¢aligilmasi ile

desteklenmesi gerekmektedir. Bu konudaki ¢aligmalarimiz devam etmektedir.

Anahtar Sozcukler: Metilentetrahidrofolat rediiktaz, otizm spektrum bozuklugu, serin
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of VVariations on the MTHFR, PHGDH and PSPH
Genes, which are involved in one Carbon Reactions, on the Etiology of Autism

Spectrum Disorder

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a a group of neurodevelopmental disorders. It
shows high level of heterogeneity genetically and clinically. There are inadequacies in
social communication and interaction, limited interests, stereotypic motor behavior and
speech failure in ASD. The frequency of ASD has increased rapidly in recent years and has
reached 1/59 level according to the latest data. Hundreds of genes, DNA copy number
changes (CNV) and chromosomal anomalies have been associated with ASD by next
generation sequencing studies on ASD patients. In addition, MTHFR C677T variant is
claimed to be associated with ASD in some studies. The aim of this study is to investigate
the effects of MTHFR, PHGDH and PSPH gene variants in the genetic etiology of ASD.
The relationship between the ASD phenotype and the combine effects of the variants on
these genes that function together in one carbon metabolism has not been previously
investigated. In this study, no statistically significant difference was found between ASD
and control groups in terms of both allele frequency and genotype distribution of MTHFR
C677T variant. There has not been come across rare or common SNVs associated with the
risk of developing ASD on the PSPH gene in ASD patients with MTHFR C677T variant.
However, in four ASD patients carrying MTHFR C677T/A1298C variants, very rare and
deleterious mutations on the PHGDH gene were found as heterozygous. This suggests that
the combined effect of deleterious DNA variations in these two genes may be important in
the genetic etiology of ASD. The presence and significance of this relationship should be
supported by the study of variants on the PHGDH gene which involves more ASD groups
carrying MTHFR C677T/A1298C variants, and control groups. Our work is in progress on
this subject.

Key Words: Autism spectrum disorder, methylenetetrahydrofolate reductase, serine
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1. GIRIS ve AMAC

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), sosyal iletisim ve etkilesimdeki yetersizlikler,
kisitli ilgi alanlar1 ve sterotipik davranislarla karakterize kompleks bir grup nérogelisimsel
bozukluktur (1). OSB’nin prevalansi, ABD Hastalik Kontrol Merkezi’nin 2018 yili
raporunda tahmini olarak 1/59 olarak belirtilmistir (2). OSB’yi belirlemeye yonelik
aragtirmalar, OSB’nin blylk oranda genetik bir etiyolojiye sahip oldugunu (3) ve
kalitsallik oraninin %50-%90 arasinda degistigini gostermektedir (4). OSB’nin genetik
nedenlerini belirlemeye yonelik ¢alismalarda karsilagilan en biiyiik zorluk, bu hastaligin
genetik ve klinik olarak oldukca heterojen olmasi ve tek gen hastaliklarinda goriilen
Mendeliyen kalitim kaliplarina biiyiik oranda uymamasidir (5, 6). OSB’nin kompleks bir
hastalik olmasi, sorumlu genlerin belirlenmesi ¢alismalarinda Genom Boyu iliskilendirme
Calismalar1 (GWAS), Genomik Kopya Sayis1 (CNV) degisikligi analizleri, Tiim Ekzom ve
Genom DNA Dizileme g¢alismalart ve epigenetik mekanizmalarin g¢alisilmast gibi yeni
nesil genomik teknolojilerinin kullanimini beraberinde getirmistir (7-9). Bu arastirma
metodlar1 kullanilarak yapilan arastirmalarda bugiine kadar yiizlerce gen, CNV ve tek
niikleotid degisiklikleri (SNV) OSB ile iliskilendirilmis ve iliskilendirilmeye devam
etmektedir (10-13).

Bu galismanin amaci; OSB’nin genetik etiyolojisinde MTHFR, PHGDH ve PSPH
geni  varyantlarimin  etkilerinin  aragtinlmasidir.  MTHFR  C677T  varyantim
homozigot/heterozigot olarak tasiyan OSB'li hastalar ve kontrol grubunda L-serin de novo
biyosentezinde fonksiyon yapan PHGDH ve PSPH geni varyantlarinin kombine etkisinin,
OSB’nin etiyolojisinde bir etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Bizi bdyle bir olasiligi
sorgulamaya iten neden; tim genom DNA dizi analizi yaptigimiz bir OSB hastasinda
PHGDH geninin bir allelinin kirildigint ve MTHFR C677T varyantinin da homozigot
mutant oldugunu tespit etmemizdir (TUBITAK 1001 projesi). Bu hastadaki OSB
fenotipinden bu iki gendeki mutasyonlarin kombine etkisinin sorumlu olabilecegini
diisinmekteyiz. Bu hipotezi test etmek amaciyla, elimizde DNA's1 bulunan 222 OSB
hastasinda MTHFR C677T varyantin1 homozigot tasiyan 20, heterozigot tasiyan 101 olmak
Uzere toplam 121 hastada PHGDH ve PSPH genlerindeki nadir ya da sik goriilen
varyantlarin bu hastalardaki OSB fenotipine etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Otizm Spektrum Bozuklugu

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) iletisim ve etkilesim yetersizligi, siirh ilgi
alanlari, stereotipik motor davraniglar ve konusma yetersizligi goriilen genetik ve klinik
olarak yiksek dlzeyde heterojenite gosteren, etkileri ii¢ yasindan Once gozlenen
norogelisimsel bir grup bozukluktur (1). Otizm Spektrum Bozuklugu epileptik ndbetler
(14), gastrointestinal rahatsizliklar (15) ve otoimmin bozukluklar (16) ile de
seyredebilmektedir. Klinikte hastalik tanisi Amerikan Psikiyatri Birligi'nin Mayis 2013'te
tani kriterlerinde iyilestirme yaptigi DSM-5'e (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 5th edition) gore konulmaktadir (17). DSM-5 tani kriterlerine gore Otizm,
Asperger sendromu ve Baska Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluklar
(BTA-YBG) "Otizm Spektrum Bozuklugu" ¢atisi altina toplanmistir (18). 19901 yillarda
OSB nadir hastaliklar grubunda degerlendirilmekteyken, ABD "Hastaliklar1 Kontrol
Merkezi"nin (Center for Disease Control) 2018 yili prevalans verilerine gére bu say1 1/59'
a kadar yiikselmistir (2). Cinsiyet agisindan degerlendirildiginde OSB, erkeklerde kizlara
gore 3-4 kat daha fazla gozlenmektedir (19). OSB, genel dismorfik bulgularin ya da
mikrosefalinin bulunup bulunmamasina bagli olarak sendromik OSB ve sendromik
olmayan (esansiyel) OSB olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (20). Dismorfik bulgular
ve/veya mikrosefalinin varligi erken morfogenezisteki sorunlari yansitmaktadir ve tam
konulmus c¢ocuklarin %20-30'unda sendromik OSB go6zlenmektedir (6, 21). Bazi
Mendeliyen kalittimli hastaliklar1 olan ve ayn1 zamanda OSB kriterine uyan hastalar da

sendromik OSB igerisinde degerlendirilmektedir (22).
2.2. Otizm Spektrum Bozuklugunun Etiyolojisi

OSB’nin kalitsallig1 tizerine yapilan aile ve ikiz ¢alismalarinda; monozigotik
ikizlerde %85-92, dizigotik ikizlerde de yaklasik %31 konkordans oranlart bulunmustur
(23-26). Ayrica, etkilenmis bireyin kardesinde OSB goriilme orani yaklagik %20'dir ve bu
oran genel popiilasyondan yaklasik 14 kat daha fazladir (6, 23). OSB’nin etiyolojisi
tizerine ileri siirtilen fikirler genel olarak iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar; ¢cevresel nedenler
(hamilelikte beslenme, ilag kullanimi, hormonal bozukluklar, gegirilmis enfeksiyonlar, vb.)

ve epigenetik faktorler de dahil genetik nedenler olarak belirtilmektedir (6, 16, 27-29).

Embriyonun anne rahminde gelisimi esnasinda maruz kaldigi c¢evresel faktorlerin
OSB'nin olusumunda risk faktorleri oldugu genel olarak kabul edilmektedir (27). Ancak,
2



OSB'nin yiiksek olan kalitilabilirligi ve 6zellikle son yillarda yapilan biiylik orandaki yeni
nesil dizileme ¢aligmalariyla yiizlerce genin OSB ile iliskilendirilmis olmasi (30), genetik
etiyolojilerin OSB fenotipine blylk orandaki etkisini gostermektedir. OSB, norogelisimsel

bir grup bozukluk olmakla birlikte kompleks hastaliklar grubunda yer almaktadir (24).
2.2.1. OSB’de Cevresel Risk Faktorleri

OSB’nin etiyolojisindeki ¢evresel risk faktorleri cok genis bir sekilde aragtirilmis ve
genis bir 6l¢ege dagilmaktadir. Bunlar; pre, peri ve neonatal faktorler olarak siralanabilir:
Hamilelik 6ncesi ebeveyn yasi, annenin hamilelik siirecinde beslenmesi, gecirdigi
hastaliklar, kullandig1 ilaglar, maruz kaldig1 toksik maddeler basta olmak {izere
yenidoganin maruz kaldig1 benzer gevresel faktorler de yogun bir sekilde aragtirilmakta ve

tartisitlmaktadir (31-34).

Cevresel risk faktorleri igerisinde en kayda deger olanlar anne adayinin hamilelik
stirecinde kullandigi/maruz kaldig: ilaglar/toksik metabolitlerin etkisi ve beslenme olarak
gorilmektedir. Ozellikle antiepileptik bir ilag olan valproatin hamilelik déneminde
kullanimimin OSB riskini artirdigi bilinmektedir (35, 36). Hamilelikten kisa bir siire
oncesinden baslayarak hamilelik siireci boyunca yetersiz/sagliksiz beslenme ve vitamin
eksikliginin (6zellikle folik asit ve B12 vitamini) OSB gibi ndrogelisimsel hastaliklarda ve
noral tiip defekti gibi konjenital malformasyonlarda 6nemli bir risk faktorii oldugu
diistintilmektedir (37-39). ABD ve Norveg’te yapilan iki ¢aligmada hamilelik 6ncesi folik
asit kullanimimin OSB riskini yaklasik %40 azalttigi belirtilmistir (40, 41). Yine bir
arastirmada MTHFR C677T varyant1 gibi folik asit metabolizmasinda yetersizlige neden
olan DNA varyant1 tagiyan annelerde folik asit kullanim1 ile OSB riski arasinda yiiksek bir

korelasyon (ters korelasyon) oldugu vurgulanmaktadir (42).
2.2.2. OSB’de Genetik Risk Faktorleri

OSB’nin genetik etiyolojisinden sorumlu yuzlerce gen mutasyonu, DNA kopya
sayis1 degisiklikleri (CNV), kromozomal anomali tanimlanmustir (43). Ozellikle, kromatin
yeniden duzenleme genleri (CHD8, BAF155), snaptik hiicre yapisma (adhezyon) genleri
(CNTN4 ve diger noroksin/noroligin ailesi), sinapsin yapisindaki nérotransmiter ve iskelet
(scaffolding) proteini genleri (SHANK2 ve SHANKS3), iyon kanali proteinleri genleri
(CACNA1A, CACNAILIH, SCN1A, SCN2A) en one ¢ikan ve de novo mutasyonlari
OSB’lilerde sik¢a rapor edilen genlerdir. Bunlardan bagka, noral ag/sinyal yolagi ve
sinaptik gen transkripsiyonu/translasyonunda (FMR1, TSC1, TSC2, PTEN, NF1, CYF1P1),
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protein degredasyonunda  (UBE3A, PARK2, TRIM33)  ve embriyonik
norogelisim/ndrofarklilasmada fonksiyon yapan genler (FOXP1, KATNAL2, ANK3, PTEN)
de sik¢a de novo fonksiyon kaybi mutasyonlar1 gbzlenen genler arasindadir. Ancak, ilging
olan bir nokta da tim bu yuksek diizeyde aday genlerin hicbirisi esansiyel OSB’li
hastalarin %1’inden daha fazlasinin genetik etiyolojisini agiklayamamaktadir (11, 44, 53,
54, 45-52). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara topluca bakildiginda
iliskilendirilen genlerin ortak metabolik/néronal yolaklarda, benzer embriyonik siireclerde
(noronal gelisim) ve epigenetik mekanizmalarda rol oynadiklar1 gen zenginlestirme, ortak
yolak ve gen ontoloji analizleriyle gosterilebilmektedir (55-61). Sonug olarak, OSB’nin
etiyolojisini en son genetik ve epidemiyolojik aragtirma verilerine dayanarak 6zetleyecek
olursak, OSB riskinin epigenetik faktorler de dahil, blyilk oranda (yaklasik %60) genetik
faktorlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir (62).

2.2.2.1. OSB ve Genomik DNA Kopya Sayis1 Varyasyonlari (CNV)

Genomda 1 kb ve daha blyik DNA bdlgelerine CNV, bu bolgelerin toplumda
normal bireyler arasinda farklilik gostermesine de CNV polimorfizmi denmektedir.
Normal insan popilasyonuna ait bu polimorfizmlerin siklig1 ve ¢esitleri bu alanda yapilan
arastirmalardan derlenerek cesitli veri tabanlarinda kayit altina alinmis ve arastirmacilarin
kullanimina sunulmustur (63). Ayrica, OSB’nin de dahil oldugu birgok kompleks hastaliga
yatkinlik sagladigi diisiiniilen CNV’ler de yine ilgili hastaliklara ait veri bankalarinda
bulunabilmektedir (64, 65). Bugiine kadar OSB ile iligskilendirilmis olan CNV’lere ve ilgili
makalelere SFARI veri bankasindan ulasilabilmektedir (66). Buna gore, toplamda 2.290
adet CNV OSB c¢alismalarinda rapor edilmistir. Birgok c¢alismada tekrarlanan ve
dolayistyla yiiksek giivenle patolojiden sorumlu CNV kabul edilenlerin sayis1 yaklasik
olarak 40 adettir (67). Ozellikle, 15q11-g13 duplikasyonu, 16p11.2 delesyon/duplikasyonu
(OSB’lilerin yaklagik %1’inde) tanimlanmistir (68) ve 22g11.2 delesyonu OSB’li
hastalarda gorece sik rapor edilmis CNV’lerdir. Dolayisiyla OSB’nin genetik etiyolojisinin
yaklagik %5-10 kadarinin CNV kaynakli oldugu diisiinilmektedir (69).

2.3. OSB ve Gen-Cevre Etkilesimi

Tek karbon metabolizmasi (TKM) ve OSB gibi hastaliklarla iliskisi de uzun
zamandir arastirilmaktadir (70-73). TKM birbiri i¢inde entegre olmus ii¢ adet yolagi (folat
dongust, trans-metilasyon dongusu ve trans-siilfiirasyon yalagi) igeren ve dzellikle kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklar ve norogelisimsel/nérodejeneratif hastaliklarda sik¢a arastirilan
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o6nemli bir metabolik reaksiyonlar dizisidir (74). Birgok arastirmada TKM metabolitlerinin
OSB’li hastalarin serumunda ve beyin-omurilik sivisinda (BOS) kontrollere kiyasla
anlamli derecede farkli oldugu rapor edilmistir (75-78). Aym sekilde hiicrenin redoks
potansiyeli olarak da indirgenmis glutatyon (GSH) miktar1 6nemli bir degerdir ve yine
OSB’lilerde GSH/GSSG (okside glutatyon) oraninin diisiik oldugu belirtilmektedir (79).
TKM’de fonksiyon yapan enzimleri kodlayan genlerdeki nadir mutasyonlar ve yaygin
(MAF>0.05) SNP’lerin OSB ile iliskisi bir¢ok arastirmada incelenmis ve 6zellikle MTHFR
genindeki C677T ve A1298C yaygin zararlh varyantlart OSB de dahil birgok hastalikla
iligkilendirilmistir (40, 75, 80-82).

OSB ile folat siklusunun ve folatin hiicre igerisine alinmasinin dogrudan iligkili
oldugunu gosteren en onemli kanit, serebral folat defekti (SFD) denilen ve folat reseptor-
alfaya (FR-a) kars1 otoantikorlarin gelistigi ve dolayisiyla beyne folat aliminin bozuldugu
bir otoimmun hastalikta olduk¢a net bigimde gosterilmistir. FR-o beyne folat aliminin
saglandig1 en 6nemli transport mekanizmasidir. Bu hastaliktan miizdarip ¢ocuklarda kan-
beyin bariyerinde folatin hiicre igerisine vezikiillerle alinmasina aracilik eden FR-o’ya
kars1 otoantikor olusumu séz konusudur ve dolayisiyla BOS’a ve beyne folat alimi
bozulmustur (78). SFD’den miizdarip ¢ocuklar dogumda ve erken ¢ocuklukta normal bir
norogelisim gdstermekteyken aniden ilerleyici tarzda norogelisim bozuklugu, epilepsi,
uykusuzluk, hir¢inlik ve mikrosefalinin eslik ettigi hastalik tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
cocuklarin 6nemli bir kisminda da norogelisim bozukluguna OSB eslik etmektedir (83—

85).
2.4. Folat Déngusu

Cogu bakteri, maya ve bitki folat1 sentezleyebilse de hayvanlar diyetle folat almak
zorundadirlar. Yetiskinlerde, yetersiz folat alimi kansizliga neden olmaktadir. Yetersiz
folat alim1 gelismekte olan fetuslerde, ndral tlp defektleri olarak bilinen ve gebelikte erken
donemlerde noral tiipiin kapanmamasini i¢ceren dogum kusurlarinda artisa neden olur.
Sonug olarak hamilelikte yetersiz folat alimina bagl olarak fetiislerde anensefaliden kismi

bacak felci ve spina bifidaya kadar degisen spektrumda patalojiler gbzlenmistir (86).
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Sekil 1. Folat yolagi ve homosistein metabolizmasina basitlestirilmis genel bakis. AdoHcy,
S-adenozilhomosistein;  AdoMet, S-adenozilmetilionin; BHMT, betain-
homosistein metiltransferaz; CBS, sistatiyonin B-sentaz; CTH, y-sistatiyonaz;
DHF, dihidrofolat; FGCP, folil poli-y-glutamat karboksipeptidaz; FR, folat
reseptéri; MAT, metiyonin adenoziltransferaz; MTHFD, metilentetrahidrofolat
dehidrojenaz; MTHFR, metilentetrahidrofolat rediiktaz; MTR, metiyonin sentaz;
MTRR, metiyonin sentaz rediiktaz; PCFT1, proton-bagh folat tasiyici; RFC,
indirgenmis folat tastyict; SAHH, S-adenozilhomosistein hidrolaz; SHMT, serin
hidroksimetiltransferaz; THF, tetrahidrofolat; B2, B2 vitamini; B6, B6 vitamini;
B12, B12 vitamini (Hiraoka’dan 87).

Diyet folatlar1 agirlikli olarak poliglutamatlar olarak mevcuttur, taginabilmesi icin
emilmeden ©Once monoglutamatlara dondstiiriillmesi gerekir (87). Bagirsakta bu
dekonjugasyondan sorumlu olan enzim, bagirsak apikal brush borderda bulunur ve
glutamat karboksipeptidaz 1l (GCPII) geni tarafindan kodlanan folil poli-y-glutamat
karboksipeptidazdir (FGCP). Bu gen folat hidrolaz 1 (FOLH1) olarak da bilinir (88). Buna
karsilik, sentetik folik asit (pteroilmonoglutamik asit (PteGlu)), tek bir glutamat

kalintilarina baglanmis, tamamen oksitlenmis bir pteridin halkasina sahiptir.

Pteroilmonoglutamik asit iceren Folat monoglutamatlar duodenumda ve jejunumun
iist kisminda yiliksek afiniteli proton-bagli folat tasiyict PCFT1 (SLC46Al) tarafindan

emilir (89). Bununla birlikte, PteGlu, folat metabolizmasina girmek i¢in ilave bir adim



olarak once dihidrofolat (DHF) ve daha sonra aktif form olan 5-metiltetrahidrofolat’a (5-
metil-THF) indirgenir. Folat kan dolasimina girdiginde, 5-metil-THF folat reseptéri (FR)-
a Uzerinden hiicreye girebildigi i¢in ana formu olusturur. FR-0, monoglutamat 5-metil-
THF'ye yuksek afiniteye sahip (90) bir glikosilfosfatidilinositol-bagli glikoproteinidir ve
agirlikli olarak renal proksimal tiibiiller, uterus ve plasentada ayrica sinirh sayida da epitel
hicrede eksprese edilir (91). FR- ve FR-y’nin 5-metil-THF i¢in FR-a’ya gore afiniteleri
daha disiiktiir. Ayrica 5-Metil-THF, tasiyici aracili tasima yolunu kullanan ve her yerde
eksprese edilen indirgenmis folat tasiyicist (RFC) ile hicrelere girebilir. RFC, 5-metil-THF
icin FR-a'dan daha diisiik bir afiniteye sahiptir. 5-metil-THF hucreye girdikten sonra,
Homosistein (Hcy) remetilasyonu i¢in bir metil donér olarak islev goriir (Sekil 1) (87).

Tetrahidrofolat (THF), B6 vitamini bagimli enzim serin hidroksimetiltransferaz
(SHMT) ile 5,10-metilen-THF'ye  donistiiriilebilir.  THF  5,10-metilen-THF'ye
doniistiiriilmesi, ti¢ fonksiyonlu enzim metilen-THF dehidrojenaz (MTHFD) ile katalize
edilir (92). 10-Formil-THF, pdrinlerin sentezi igin bir karbon vericisi olarak gorev
yapabilir. Bir metilen grubu 5,10-Metilen-THF, deoksiiiridin monofosfatin (dUMP)
deoksitimidin monofosfata (dTMP) doniistiiriilmesi i¢in bagislayabilir. Bu reaksiyon
timidilat sentaz (TYMS) ile katalize edilir ve DHF rediiktaz (DHFR) katalizorliigiinde
THF'ye geri indirgenen dihidrofolat (DHF) Uretir. Riboflavin (B2 vitamini) bagimli enzim
5,10-Metilen-THF, metilen-THF rediktaz (MTHFR) ile 5-metil-THF'ye doniistlrilebilir.
Bu enzim, Hcy remetilasyonu icin mevcut 5-metil-THF'nin diizenlenmesi igin Kkritiktir.
Homosistein remetilasyonu, metiyonin sentaz (MTR) Katalizorliigiinde bir metil grubunun
5-metil-THF'den Hcy'ye bagisini igerir, bu da metiyonin ve THF olusumuna yol agar (Sekil
1) (87).

2.5. Metiyonin Dongusu

Metiyonin, metiyonin adenosiltransferaz (MAT) etkisiyle, baslica biyolojik metil
donori olan S-adenozilmetiyonini (SAM) olusturur. S-adenozilmetiyonin daha sonra
cesitli metiltransferazlarin (MTs) kataliziyle S-adenosilhomosistein'e (SAH) doniistiirtiliir.
Metiltransferazlar, metilasyona ugrayacak molekdillere (DNA, RNA ve protein vb.) metil
grubu transfer eder. S-adenosilhomosistein hidrolazin (SAHH) katalizorliigiinde SAH'n

hidrolizinden homosistein Gretilir (93).

Metiyonin donguslinde, metiyonin, iki remetilasyon yolundan biri ile homosisteinden

yeniden (dretilebilir. Birinci yol, metiyonin sentaz (MS) enzimi kofaktdr olarak B12
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vitamini kullanarak bir metil grubunun 5-metiltetrahidrofolattan (MTHF) homosisteine
transferini katalize ederek metiyonin ve tetrahidrofolat (THF) olusur. ikinci yol, betainden
metil grubunun ¢inko (Zn) bagimli enzim, betain homosistein metil transferaz (BHMT)

tarafindan katalize edilerek homosisteine transferidir.

Tek karbon metabolizmasinin  baska bir Dbirimi  karacigerde gergeklesen
transmetilasyon dongiisiinii (metiyonin dongiisii) glutatyon (GSH) biyosentezine baglayan
transsulfirasyon yoludur. Transsulfiirasyon yolu, homosisteinin, sistatyonin-p-sentaz
enzimi (CBS) tarafindan geri doniisiimsiiz olarak sistatyonine doniistiiriilmesi ile baslar.
Sistatyonin ayrica sistatyonin-y-liyaz (CL) ile sisteine doniistiiriiliir Sistein daha sonra

GSH biyosentezini besler (Sekil 2) (93).
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Sekil 2. Hicresel transmetilasyon-transsiilfirasyon yollarinda majér enzimler ve ara
urtinleri. Kisaltmalar: Glutatyon (GSH), S-adenozilmetiyonin (SAM), Metiyonin
adenoziltransferaz (MAT), S-adenozilhomosistein (SAH), Metiltransferazlar
(MT), SAH hidrolaz (SAHH), 5-metiltetrahidrofolat (MTHF), Tetrahidrofolat
(THF), B12 vitamini (B12), ¢inko bagimli enzim (Zn), Betain homosistein metil
transferaz (BHMT), Sistatiyonin-pB-sentaz (CBS), Sistatyonin-y-liyaz (CL)
(Chen’den, 93).

Karacigerde GSH sentezi i¢gin kullanilan sisteinin yaklagik %50'si transsiilfiirasyon
yolundaki metiyoninden turetilir (94). TKM’nin islevsel 6nemi, hiicresel metilasyon ve

hiicresel redoks homeostazinin siirdiiriilmesidir. Ara rin SAM, epigenetik gen
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regulasyonu, protein stabilitesi, fosfolipid ve noérotransmitter iiretimine katilan birincil
metil donoru olarak gorev yapar (93). Transsiilfirasyon yolaginin enzimlerindeki
eksiklikler; proinflamatuar molekdllerin makrofaj sentezine, ROS (reactive oxygen
species) olusumuna ve homosistein birikimine yol acabilir. Bu da ateroskleroz ve timor
gelisimi gibi patolojilere sebep olabilir (95). TKM bircok kanserde, kardiyovaskuler
hastalikta ve norogelisimsel bozuklukta (6zellikle noral tiip defekti) oldukga sik
calisilmustir (74, 96).

ATP

% SAM
MAT R

Protein synthesis 4— Methionine DNA & protein
methylation

TH DMG De novo pathway

MS R-CH:

Vvit. B12

BHMT SAH

Betaine «— Choline V?)hydroxylase
Homocysteine Adtinosine —» AMP
CBSlﬁL&L‘Serine Inosine

Trans-sulphuration pathway  Cystathionine

5-MTHF

y-Cystathionase| Vvit. B6

Glutathione 4+—— Cysteine a-ketobutyrate — Taurine

Sulphate + CO,

Sekil 3. Metiyonin doénglsi ve trans silfiirasyon yolu. S-adenozil-metiyonin (SAM); S-
adenozilhomosisteine (SAH); tetrahidrofolat (THF); 5 metil-tetrahidrofolat (5-
MTHF); DNA veya protein (R); metillenmis DNA veya protein (R-CH3);
metiyonin adenozin transferaz (MAT); metiyonin sentaz (MS); betain
homosistein metiltransferaz (BHMT); sistatyon B sentaz (CBS); dimetilglisin
(DMG); B-6 vitamini (Vit. B6); B-12 vitamini (Vit. B12) (Main’den, 97).

Otizm Spektrum Bozuklugu hastasi bir¢cok kiside yetersiz folat-metiyonin yolu
tanimlanmistir (97). Folat-metiyonin yolu DNA sentezi (98), DNA metilasyonu (99) ve
hlcresel redoks dengesi (100) icin ¢cok 6nemlidir. Sekil 3’te gosterildigi gibi, esansiyel bir
amino asit olan metiyonin SAM’a doniistiiriilir. Vicudun ana metil grup donéri olan
SAM metilasyon reaksiyonlari sirasinda SAH’a donistiiriilir. BOylece plazmadaki
SAM/SAH orani, metilasyon seviyesini gosterir. SAH daha sonra geri doniisiimlii olarak

homosisteine hidrolize olurken ayn1 zamanda adenozin agiga ¢ikar (97).
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2.6. MTHFR Geni

Insan MTHFR geni (NM_005957) 1. kromozom (izerinde 1p36.3 bdlgesinde
lokalizedir ve MTHFR enzimini kodlamaktadir (101). MTHFR enzimi folat
metabolizmasinda fonksiyon yapan enzimlerden biridir ve 5,10-metilentetrahidrofolatin
(5,10-methyleneTHF) 5-metiltetrahidrofolata (5-methylTHF) doniisiimiinii katalizler (Sekil
4) (102). 5-methylTHF, folik asitin dolasimda kullanilan formudur ve reaksiyonlarda metil
grubu vericisi olarak fonksiyon yapar. Bu reaksiyonlar arasinda niikleotid sentezi, Hcy’nin

metiyonine remetilasyonu, SAM sentezi ve DNA metilasyonu yer almaktadir (74).

Purine
synthesis

Methylation
reactions SAM Formate
‘\ ATP
SAH Methionine Rk R
10-formylTHF
" THF
Homocysteine
5-formylTHF

Ser
Thymidine
synthesis

5,10-methenylTHF
*
5,10-methyleneTHF

Sekil 4. insanlardaki folat metabolik yolagi. MTHFR ile katalizlenen enzimatik reaksiyon,
* ile gosterilmistir. S-adenozilmetiyonin (SAM), S-adenozilhomosisteine (SAH)
(Bagley’den, 103).

5-methylTHF Gly

Otozomal resesif kalitilan ve perinatal Oliim, gelisme geriligi, agir mental
retardasyon, noéral tip defekti gibi fenotiplere neden olan ve nadir goriilen (prevalansi
bilinmemektedir) metilentetrahidrofolat rediiktaz defektinde MTHFR geninin nadir zararli
mutasyonlar1 rol oynamaktadir (OMIM:236250). Bu nadir varyantlar disinda oldukg¢a sik
goralen iki varyant C677T (rs1801133) ve A1298C (rs1801131) enzimin aktivitesini en
fazla etkileyen degisimlerdir. C677T varyantinin enzimin aktivitesinde homozigotlarda
yaklasik %70, heterozigotlarda yaklasik %35 azalmaya neden oldugu belirtilmektedir
(104). C677T varyanti MTHFR geni 4. ekzonu Uzerinde 677. nikleotit C’nin T’ye

degismesi sonucunda ortaya ¢ikan tek nikleotitlik bir degisimdir. Bu missens mutasyon
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genin Urind olan proteinin 222. pozisyonundaki alanin aminoasitinin valin’e degisimine
(A222V) sebep olur (105-107).

C677T varyantinin minér allel frekansi (MAF) = 0,24-0,30 araliginda verilmektedir
(96). Aymi sekilde A1298C varyantinin mindr allel frekansi da 0,25-0,29 araligindadir ve

ilgili varyantin da enzim aktivitesini homozigotlarda yaklasik %60 diisiirdiigii rapor
edilmektedir (108).

Her iki yaygin varyantin da azalmis enzim aktivitesine neden oldugu belirtilmesine
ragmen, Ozellikle C677T varyanti, serumda artmis Hcy diizeyleriyle iliskilendirilmistir
(109). MTHFR genindeki ilgili varyant kaynakli azalmis enzim aktivitesinden dolay1 5-
metil-THF'mm yetersiz sentezlenmesinin serumda Hcy konsantrasyonu artisina neden
oldugu disiiniilmektedir. 5-metil-THF'in yetersiz sentezlenmesi Hcy’nin metiyonine
remetilasyonunu ve dolayisiyla da SAM sentezini etkilemektedir (Sekil 5). SAM,
metilasyon reaksiyonlarinda kullanilan ana kofaktordiir ve reaksiyon sonunda SAH’a
dondsir (29, 110). OSB’li hastalarda diisik SAM/SAH orani ve DNA metilasyon
bozukluklar siklikla rapor edilmektedir (111-113).

MTHFR C677T varyant1 ile OSB riski arasindaki iligki hala tartismalidir. Bunun
sebebi olarak bir¢ok etnik grupta yapilan arastirma sonuglarindaki tutarsizliklar
gosterilmektedir. Ornegin MTHFR C677T varyantinin Cin Han popiilasyonunda OSB igin
risk faktorii oldugu gosterilmistir (114). Yine Kore populasyonunda MTHFR C677T ve
A1298C varyantlar1 ile OSB arasinda anlamli bir iliski gosterilmistir (115). Aksine
Romanya ve Brezilya popiilasyonlarinda yapilan ¢alismalarda (75). Kontrol grubu ve OSB
arasinda MTHFR C677T varyantinda allel ve genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunamadigi gosterilmistir (116). Yine iilkemizde yapilan bir
arastirmada OSB ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilememistir (117).

Farkli iilkelerde yapilan toplam 13 farkli ¢alismanin meta-analizinin sonuglari
MTHFR C677T varyantinin, Asya ve Kafkas popiilasyonlarmin yam sira tim
populasyonlarda OSB i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (118).
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Sekil 5. Tek karbon metabolizmasinda folat ve metiyonin dongiisii. Sekilde TKM’ye
katilan 6nemli substratlarin, kofaktorlerin ve enzimlerin birgogu gosterilmistir.
Sekilde bu yolakta bir sekilde OSB ile iliskilendirilmis ve metabolit
konsantrasyonlari siklikla diisiik olanlar kirmizi renkte, siklikla yiikselenler mavi
renkte, metabolit konsantrasyonlar1 baz1 ¢aligmalarda diisiik bazilarinda yiiksek
olmak tizere degiskenlik gdsterenler ise mor renkte gosterilmistir (Schaevitz’den,
70).

2.7. L-Serin metabolizmasi

Tek karbon metabolizmasinin (TKM) 6nemli diger bir metaboliti de L-serindir.
TKM’de, tek karbon (metilen grubu) vericisi olarak fonksiyon yapar. L-serinin metilen
grubu metiyonin dongusune aktarilarak L-serin glisine doniistiiriiliir ve bu reaksiyonu
SHMT1 (serin hidroksimetil transferaz-1) enzimi katalizler. Metiyonin, folat déngisunden
elde edilen tek karbon atomu (5-metiltetrahidrofolat) kullanilarak metiyonin sentaz (MS)
enzimi katalizorliigiinde Hcy'den sentezlenir (119) (Sekil 2). Protein sentezindeki rolinin
yani sira, L-serin; fosfatidilserin, sfingomiyelin, glisin ve D-serin olmak Uzere birgok

onemli bilesigin onciisiidiir (Sekil 7).

Ayrica, L-serinin kiiltiire edilmis noéronlarda sag kalim, biliyiime, farklilagma,
dendritik uzama ve sinaptogenezisi destekleyen gucl bir néronal besleyici faktor olarak

islev gordiigi belirtilmektedir (120).

12



Glucose Pyruvate
@ = y
£ «
£ «

Blood vessel 3-phosphoglycerate
NAD*
3'PGDH* (N.ﬁDH +H*

3-phosphohydroxypyruvate

Presynaptic neuron

( Glutamate
PSAT 2-Ketoglutarate AMPA receptor

3-phosphoserine - d

R =

2 ER

PSPH+<:20 / % S
@, v i0e

L-serine T»- D- senne 25 o,

pyruvate
THF
SHMI t (5_10 - MTHF = .. NMDA receptor
Glycine
Postsynaptic neuron
Astrocyte Synapse

Sekil 6. Norogelisimde rol oynayan L-serinin merkezi sinir sisteminde astrositlerdeki
tiretimi ve doniistiigii metabolitler (Tabatabaie’den, 121).

L-serin ¢esitli yollarla sentezlenmektedir. Bunlar; intraselliler proteinlerin
degredasyonu, besinlerle alinan proteinlerin hidrolizi, fosfolipit doéngiisii, glisinden
SHMT1/2 enzimi katalizi ve glikolizde 3-fosfogliserattan de novo sekilde iiretilmesi olarak
belirtilmektedir (122). L-serin, ii¢ adimda glikolitik ara madde 3-fosfogliserattan de novo
olarak sentezlenir (Sekil 7). Birinci adim, 3-fosfogliseratin 3-fosfohidroksipiruvata
dontistimiidiir. Bu dontisiimii PHGDH geni tarafindan kodlanan fosfogliserat dehidrojenaz
(PGDH) enzimi Katalizler. Ikinci adim, 3-fosfohidroksipiruvatin 3-fosfoserine
doniigiimiidiir. Bu doniisiimii PSAT1 geni tarafindan kodlanan fosfoserin aminotransferaz
(PSAT) enzimi katalizler. Son adim olarak 3-fosfoserinin L-serine doniisiimiidiir. Bu
doniisimii  PSPH geni tarafindan kodlanan fosfoserin fosfataz (PSPH) enzimi
gerceklestirir. Bu son adim reaksiyonu de novo L-serin sentezinin allosterik olarak kontrol

edildigi geri donlisiimsiiz bir reaksiyon basamagidir (123, 124) (Sekil 7).
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Sekil 7. L-serin sentez yolaklari. 3-PGDH:3-fosfogliseratdehidrogenaz, PSAT:
fosfoserinaminotransferaz, PSPH: fosfoserin fosfataz, SR: serin rasemaz,
SHMT: serin hidroksimetiltransferaz (Crabben’den, 123).

L-serin ¢esitli alternatif yollardan elde edilebilmesine ragmen de novo biyosentez
yolu, memelilerde beynin embriyonik gelisiminde L-serinin ana kaynagidir. Ciinkii, bu
alternatif kaynaklar serin biyosentezi yolunda meydana gelen kusurlan telafi etmek igin
yeterli degildirler. Serin biyosentezindeki kusurlar, L-serinin sinir sisteminin yapisi Ve
islevinde hayati roliinii yansitir sekilde ndrolojik bir grup konjenital hastaliga neden olur.
Bunlar; her ikisi de otozomal resesif kalitilan Neu-Laxova sendromu (OMIM #256520) ve
fosfogliserat dehidrojenaz defekti (PGDHD) (OMIM #601815) hastaliklaridir. Serin
biyosentez kusurlari, serin biyosentezinde yer alan 3-PGDH, PSAT ve PSPH
enzimlerinden herhangi birinin eksikliginden kaynaklanir ve en agir fenotip Neu-Laxova
sendromu (multipl konjenital anomali) ile agir fenotipik bulgularin yaninda zeka geriligi

ile de seyredebilen PGDHD gelmektedir (125).

PHGDH heterozigot mutant farelerin bariz gelisimsel anormallikler olmadan canli ve
verimli olmalarma karsin, knock-out edildigi homozigot mutant farelerin agir
norogelisimsel fenotipler gosterdigi ve embriyonik olarak lethal oldugu gosterilmistir
(126). PHGDH geninin tam inaktive oldugu iki Neu-Laxova sendromlu fetiisiin agir
konjenital malformasyonlar gosterdigi, sezeryan ile alindigi ve birinin 5 hafta digerinin ise
5 ay sonra oldiigii, yapilan otopsi raporlariyla yaymmlanmistir (127). PHGDH’in

norogelisimdeki fonksiyonlarni fareler 6lmeden aragtirmak igin, ilgili genin beyinde
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kosullu knock-out edildigi modeller iiretilmistir. Farelerde yapilan kosullu inaktivasyonun
yavru farelerde hafif mikrosefaliye neden oldugu, normal farelere oranla daha kii¢iik
hipokampuse sahip ve farelerin beyin-omurilik sivisinda yapilan metabolik 6l¢timlerde D-
serin ve L-glisin seviyesinin anlamli sekilde azaldigini rapor edilmistir (128). Bir diger
6nemli husus da fetal dénemde kan-beyin bariyerinin L-serin ve L-glisin amino asitlerine
gecirgen olmamasi, noron hiicrelerinde fosforile L-serin yolagi genleri (enzimleri) ifade
edilmedigi i¢in (129) astrositler tarafindan noéronlara L-serinin saglanmasi gerekliligidir
(Sekil 6). Dolayisiyla L-serin biyosentezinin fetal donemde norogelisimdeki 6nemini

aragtirmalar ortaya koymustur.

Yurutilmekte olan bir TUBITAK projesi (116S301) kapsaminda dengeli
kromozomal translokasyon tasiyicisi olan OT 49 nolu aileye, tim genom DNA dizi analizi
(trio analizi) gergeklestirildi. Tlgili ¢alismada OSB hastas1 cocukta MTHFR C677T varyanti
homozigot ve PHGDH geninin bir kopyasinda da translokasyondan dolay1 kirik tespit
edildi. Hasta ¢cocugun genetik etiyolojisini agiklayacak baska bir zararli DNA varyant1 ya
da genomik kopya sayist degisikligi (CNV) bulunamadi. Dolayisiyla ¢ocugun OSB
fenotipinden sorumlu olabilecek genetik varyasyonun PHGDH geninde goriilen
heterozigot kayip ve MTHFR C677T homozigot varyasyonunun kombine etkisi olabilecegi
seklinde degerlendirildi. Diger OSB hastalarinda da ayni ya da benzer genetik etiyolojinin
olup olmadigini da bu ¢alisma kapsaminda arastirmaya karar verildi. Bu tez ¢alismasinin
amact MTHFR C677T varyantini homozigot veya heterozigot tasiyan OSB hastalarinda
PHGDH ve PSPH genleri Uzerindeki yaygin ya da nadir DNA varyantlarinin OSB’nin
genetik etiyolojisinde bir roliinin olup olmadigini arastirmaktir. Bu genlerin Grinu olan
enzimlerin katalizledigi reaksiyon {irlinlerinin TKM’de birlikte fonksiyon yapmalar1 (L-
serin ve folat siklusu) (Sekil 5) boyle bir iliskinin olabilecegini gdstermektedir.
Literatiirlerde bu konu ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. PHGDH ve PSPH genlerini
se¢me nedenimiz de bu iki genin Griini olan enzimlerin de novo L-serin sentezi yolaginda,

sirastyla ilk ve son basamakta yer almasidir (Sekil 6 ve 7).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Calismaya Dahil Edilecek Aile Bireylerinin Belirlenmesi

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen Ruh Saglig
ve Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali arasindaki isbirligi ile
hazirlanan 1061°nolu Otizm Spektrum Bozuklugunun Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi
adli proje kapsaminda Otizm Spektrum Bozuklugu hastalar1 ve aile bireylerinden
olusturulan DNA bankas1 kullanildi. ilgili ¢alismada, 13 farkli ilden Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen Ruh Sagh§ ve Hastaliklar1 polikliniklerine
bagvurarak, DSM-IV tan1 kriterlerine gore OSB tanisi almig 222 birey yer almaktadir.
Ayirict tani igin hastalara norolojik muayene ve isitme testleri de yapilmistir. Calismaya
dahil edilen butin bireylerden Onam Formu almmistir. Calisma, Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(Dosya No: 2016/24). Bu calismaya 222 OSB’li birey ile kendi ve ailesinde norolojik
hastalik dykiisii olmayan 323 kontrol grubu dahil edilmistir.

3.1.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

MTHFR C677T varyantinin OSB hastalar1 ve kontrol grubundaki allel ve genotip
dagilimlarinin istatistiksel olarak arastirilmasinda 222 OSB hastas1 ve ailesinde herhangi
bir norogelisimsel hastalik dykiisii bulunmayan 323 kontrol grubu kullanilmistir. MTHFR
C677T varyantint homozigot/heterozigot olarak tasiyan OSB ve kontrol grubunda PHGDH
ve PSPH genleri Uzerindeki nadir varyantlarin arastirilmasinda da 121 OSB’li birey ve
kontrol grubu olarak da 323 kontrol grubu iginden MTHFR C677T varyantini
homozigot/heterozigot olarak tasidigii PCR/RFLP ile tespit ettigimiz 125 birey
kullanilmistir. Hasta ve kontrollerin ayn1 etnik yapidan olmalarina dikkat edildi. Calismaya
dahil edilen 121 OSB’li hastanin 20’si MTHFR C677T varyantin1 homozigot olarak, kalan

101 hasta ise heterozigot olarak tagimaktadir.

3.1.3. Kimyasallar

Hidroklorik asit (HCI) Merck, 1.00314.2500
SeaKem® LE agaroz Lonza, 50004L
Etidyum bromdir (C12H20N3Br) Sigma, E-7637
Orange G Sigma, 0-1625
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Gliserol Amresco, 0854

Etil alkol (C;Hs0OH) Mey, Turkiye
Deoksinukleotid triphosphates (ANTPs) Promega, U1420
GoTag® Flexi DNA polimeraz Promega, M8305
Oligonucleotid primer Macrogen, Guney Kore
100 bp DNA ladder NEB, N3231L
Sephdex®G-50 Sigma, S5897-25G
Glasiyel asetik asit (C,H40,) Merck, 1.00056.2500
EDTA disodyum dihidrat (Na, EDTA.2H,0) AppliChem, A2937.0500
Tris-baz (C4H11NOs3) AppliChem, A2264.1000
GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder Thermo, SM0322

3.1.4. Kitler
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Macharey-Nagel, 740609.50
BrilliantDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit Nimagen, BRD3-100
3130 POP-7™ Polymer Applied Biosystems, 4352759
Taq I, recombinant NEB, R0149S
LongAmp Tag DNA Polymerase NEB, M0323S

3.1.5. Cihazlar
Yatay elektroforez diizenegi HU13, Ingiltere
Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt) Consort E833, Belcika
Yiksek devirli santriftj (2 adet) Eppendorf 5810, Almanya
Mikrosantrifij Thermo IEC, ABD
Vorteks Nive NM110, Turkiye
UV transliminator Vilbert Lourmat, Fransa
pH metre Hanna, Portekiz
Gel Logic 2000 jel gorintileme sistemi Kodak, ABD
Termal yazict Sony UP-D897, Japonya
Otomatik pipet seti Pipetman, Fransa
Hassas terazi Ohaus, ABD
Buz makinesi Scotmann, ingiltere
Mikrodalga firin Arcelik MD 554, Ttrkiye
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Distile su cihaz1

Derin dondurucu (-20)
Derin dondurucu (-86)
Buzdolab1

Etav

Termocycler

Termocycler

3130 Genetik analiz cihazi

Termomikser (1s1tict blok)

Otoklav

Nanodrop® 2000 UV-Vis spektrofotometre

3.1.6. Sarf Malzemeler

200 pl sar1 pipet uglart

1000 pl mavi pipet uglar
1,5 ul mikrosantrifuj tlpleri

96 x 0.2 ml plate

Optical Tear-off 8-Cap Strip

Termal yazict kagidi

3.1.7. Solusyonlar

Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari
1 M Na;EDTA Soltisyonu Hazirlanisi

37.2 g Na,EDTA.2H,0O 80 ml deiyonize suda ¢ozildi. NaOH ile pH 8.5 olacak
sekilde ayarlandi ve son hacim 100 ml olacak sekilde iizerine deiyonize su eklendi.

Boylece 1 M 100 ml Na,EDTA soluisyon elde edildi.
50X TAE Elektroforez Tamponu (pH 8.5)

800 ml deiyonize su behere koyuldu. Uzerine 242 g Tris base ve 57.1 ml glasiyel
asetik asit eklendi ve ¢oziilene kadar karistirildi. Uzerine 1 M 100 ml Na,EDTA soliisyonu

eklendi. Son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 1X g¢alisma sollisyonu icin

GFL 2004, Almanya
Arcelik, Tarkiye

Thermo, ABD

Arcelik, Turkiye
Memmert, Almanya
GeneAmp 9700, ABI, ABD
Techne Genius, Ingiltere
ABI, Japonya

Eppendorf, Almanya
Tutnauer 3150 ELV, Italya
Thermo, ABD

Axygen, T-200-Y
Axygen, T-1000-B
Nest, NST615001
Bioplastics, B70501
Bioplastics, BPB57651
Sony, UPP 110 HG

50X stok soliisyondan 20 ml alinarak deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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Etidyum Bromur Sollsyonu

10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Karanlikta muhafaza

edildi.
Yukleme Tamponu
10X Orange G DNA Yukleme Tamponu

100 mg Orange G 15 ml gliserol icerisinde ¢ozilerek son hacim dH,O ile 50 ml’ye

tamamlanda.
3.2. Yontem

3.2.1. Genomik DNA Konsantrasyonlarinin Ol¢iimii ve Calisma Soliisyonlarinin

Ayarlanmasi

Tibbi Biyoloji Anabilim dali DNA Bankasindan alinan orneklerden ¢alisma
soliisyonu hazirlamak icin stok genomik DNA’lar 2 giin oda sicaklifinda bekletildi. Stok
genomik DNA’lardan 20 pl alinarak 80 pl enjeksiyonluk su ile seyreltildi ve karisim oda
sicakliginda 1 giin bekletildi. Seyreltilen genomik DNA oOrneklerinden 1 pl alinarak
Nanodrop® 2000 UV-Vis spektrofotometre’de DNA konstantrasyonlar1 ve absorbans
degerleri Olctildii. Konsantrasyonlari belirlenen sulandirilmis stok genomik DNA’lardan 25

ng konsantrasyonda calisma soliisyonlar1 hazirlandi.
3.2.2. DNA Varyasyon Analizi
3.2.3. PHGDH ve PSPH Genleri Uzerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

MTHFR C677T varyantin1 homozigot/heterozigot olarak tasiyan OSB’li bireylerde
PHGDH (NM_006623.3) ve PSPH (NM_004577.4) genleri lzerinde nadir veya yaygin
DNA varyantlari taramas1 i¢in PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PHGDH {izerindeki olas1
patolojik varyantlar hizmet alim1 yontemiyle hedefli yeni nesil DNA dizileme yontemiyle
Intergen firmasinda gergeklestirildi. Patolojik oldugu diisiinilen DNA varyantlarinin
Sanger dizilemeyle dogrulanmasi ve anne-babanin ilgili varyantlar1 tasiyip tasimadiginin
tespiti Anabilim dalimizda yapildi. PSPH geni nadir ve yaygin DNA varyantlarinin analizi
ise tamami bolimiimiizde Sanger dizilemeyle gerceklestirilmigtir. MTHFR C677T
varyantini homozigot olarak tasiyan 20 OSB hastasinda PSPH geninin tim kodlayan
ekzonlar1 dizilendi. MTHFR C677T varyantin1 heterozigot olarak tasiyan 101 OSB

hastasinda PSPH geninde en sik gozlenen 7 yaygin missens varyantin iizerinde bulundugu
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4. ve 5. ekzonlart dizilendi. Her bir PCR ve dizileme reaksiyonu igin gerekli primerler
Primer3 programi kullanilarak hazirlandi (Tablo 1) (130).

PSPH geninin her bir ekzonunun amplifikasyonu i¢in PCR islemi 25 pl son hacimde

gergeklestirildi ve bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlandi;

PCR Karisim 1X

5X PCR Tamponu 5ul
MgCI2 (25 mM) 1.5ul
dNTP Karisimi (10 mM) 0.7 ul
Pr F (10 pmol/pl) 1yl

Pr R (10 pmol/ul) 1l
Taqg Polimeraz (5U/ul) 0.1ul
Kalip DNA (25 ng/ul) 2 ul
dH,0 13.7 ul
Toplam 25 ul

PCR islemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gerceklestirilmistir;

PCR Kosullar:
94°C 5° Baslangi¢ denatiirasyonu
94°C 30” Denatiirasyon <————
58°C 30” Baglanma 37 dongu
72°C 30” Uzama
72°C T’ Son uzama
10°C o Bekleme

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uriinlerinin Temizlenmesi

Elde edilen PCR firiinlerinin 2 ul’si, 3 pl yiikleme tamponu ve 5 ul dH,O ile
karigtirllarak  9%2°lik agaroz jelde 100 voltta 40 dakika yiiriitildi. Jel goriintiileme
sisteminde PCR Urinlerinin kantitasyonu saglandi. Kaliteli PCR {irtinleri NucleoSpin Gel

and PCR Clean-up kiti ile iiretici firmanin 6nerdigi protokole gére temizlendi.
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1. 23 pl PCR iiriinlerinin iizerine 75 pl Binding Buffer NTT (DNA baglayicit tampon)
ilave edildi.

2. PCR drint + Buffer NTI karisimi 2 ml’lik toplama tiipii {izerindeki NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up Column tiiplerine aktarilarak, 11.000 g’de 30 saniye
santriftj edildi.

3. Toplama tiiplerindeki s1vi uzaklastirildi.

4. NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Column tiplerindeki membran tzerine 700 pl
Wash Buffer NT3 (yikama tamponu) eklenerek 11.000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi.

5. Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirilip ayni islem tekrarlandi.

6. ikinci kez toplama tiiplerindeki s1vi uzaklastirildiktan sonra tiipler bu kez bir sey
eklenmeden 180 derece ters gevirilip santrifiije yerlestirilerek 11.000 g’de 30 saniye
santrifiij edilerek Wash Buffer NT3’iin membrandan tamamen uzaklagmasi
saglandi.

7. NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Column tipleri 1.5 ml’lik mikro hacimli
kapakl1 tiiplerin {izerine alinarak 10 dakika alkoliin uzaklastirilmasi i¢in 65°C deki
etlve Elution Buffer NE eklenerek koyuldu.

8. Etlivden cikartildiktan sonra membranlarin tam ortasina emdirilecek sekilde iizerine
PCR iiriinlerinin konsantrasyonlarina gore 15-30 pl Elution Buffer NE eklendi ve 3
dakika bekletildikten sonra 11.000 g’de 1 dakika santriftj edildi.

9. Mikro hacimli kapakli tuplere toplanan temizlenmis iiriiniimiizdiir. Elde edilen bu
iirtinlerinin 2 pl’si, 3 pl yiikkleme tamponu ve 5 pl dH,O ile karigtirilarak %2’lik
agaroz jelde 100 voltta 50 dakika yarataldd. Jel goruntiileme sisteminde dizileme

reaksiyonu i¢in kag pl kalip kullanacaginin kantitasyonu saglandi.
3.2.5. Dongusel Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

Temizlenen PCR iriinleri, her bir bandindaki DNA miktar1 bilinen markir
(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) referans olarak kullanilarak %2’lik agaroz jelde
yiriitildii. Boylece her bir dizileme reaksiyonunda kullanilacak kalip PCR iiriiniiniin
miktar1 belirlendi. Dongusel dizileme reaksiyonunda her bir ekzonun iki yonli okuma

saglanmasi i¢in, ekzonun amplifikasyonunda kullanilan primer ¢iftleri kullanildi (Tablo 1).
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Tablo 1. PSPH geninin amplifikasyonu ve dongiizel dizileme reaksiyonunda kullanilan

primerler
Primer Ad1 Primer Dizisi (5’-3") PCR Uriinu (bp)
PSPH_Ex4 F TTAGATTGGCTTAGTAGGCAAG 319
PSPH_Ex4 R GGTCTAGCACTTCATCCAAAAC
PSPH_EXx5 F TCTCCTAGTAGCAAAGCCTGTC 362
PSPH_Ex5 R GGAATAGTTAGATGCTCTTGGG
PSPH_Ex 6F1 TGTATTACTCAGTGTTGGGTATTTTG 381
PSPH_Ex 6R1_2 GTGACTGTTCAAGTTGCATTCCAAAGA
PSPH_Ex7_F TATCATCTATGCAGAAAGCTGG 375
PSPH_Ex7 R GCGGATATTGCAGTAAGCTG
PSPH_Ex8 F GTGAGTGGAGATTGTGTCACTG 316
PSPH Ex8 R AGCAAGTTGTAATAGGCAACTG

Tablo 2. PHGDH geninin amplifikasyonu ve déngiizel dizileme reaksiyonunda kullanilan

primerler
Primer Ad1 Primer Dizisi (5’-3") PCR Uriini (bp)
PHGDH_EX2F TTGGTGTGTTAGAGGCACAGTC 486
PHGDH_EX2R CCAATGGACTCAGCTTTCTCTC
PHGDH_EX12F AGACCATCATCCGCTCATTG 490
PHGDH_EX12R CGCTTTAGGATAATGACCACAC

Dongusel dizileme reaksiyonu BrilliantDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing

Kiti kullanilarak yapildi. Bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlandi;

Reaksiyon Karisimi X
BrilliantDye 0.75 ul
5X Buffer 1,625 pl
Primer (10 pmol/ul) 0.5 ul
Temizlenmis PCR iirlinii 2 ul
dH,0 2.25 ul
Toplam 10 pl

Dongiisel dizileme reaksiyonu Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi

kullanilarak asagidaki kosullarda gerceklestirildi;
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Reaksivon Kosullari

96°C 45” Baslangi¢ denatiirasyonu

94°C 10” Denatlirasyon <+

50°C 5” Baglanma 28 dongli
60°C 2’ Uzama L

10°C oo Bekleme

Dongusel dizileme reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR drinleri Sephadex®G-50

ile agsagidaki temizleme protokolii kullanilarak saflastirilds;

1. 1 g Sephadex®G-50 tartilarak 13 ml dH,O igerisinde ¢oziildii ve c¢aligmaya
baslamadan 6nce en az 30 dakika +4°C’de bekletildi.

2. Kolon tiipler 2 mI’lik toplama tiipleri iizerine alindu.

3. Kolon tiiplere 600 pul Sephadex®G-50 eklendi ve 800 g’de 2 dakika santrifuj edildi.

4. Toplama tlpleri temizlenmek tizere 0,1 N HCI soliisyonuna atild1 ve kolon tiipler 1.5
ml’lik mikro hacimli kapakli tiiplerin tizerine alindu.

5. Dongiisel dizileme reaksiyonu ile c¢ogaltilan PCR iriinleri kolon tiipteki
Sephadex®G-50 uzerine dikkatlice eklenerek 750 g’de 5 dakika santriftj edildi.

6. Saflagtirillan PCR iiriinleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130 genetik

analiz cihazina yiiklendi ve dizileme islemi gerceklestirildi.

Dizileme sonuglart Chromas 2.32 ve SeqScape® software v2.5 programlari ile analiz
edildi. Elde edilen veriler gen bankasindan (131) alinan referans PSPH dizisi (RefSeq:
NM_004577) ile karsilastirildi.

3.2.6. MTHFR C677T Polimorfizmini Saptamak icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Fragment Parca Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP)

Kontrol grubunu olusturmak igin Tibbi Biyoloji Anabilim Dali DNA bankasindan
kendisinde veya ailesinde herhangi bir norogelisimsel hastaligi (OSB, Sizofreni, Bipolar
bozukluk, vb) bulunmayan 323 6rnek segildi ve aralarindan MTHFR C677T varyantini
homozigot/heterozigot tasiyan bireylerin belirlenmesi i¢in PCR-RFLP reaksiyonu
kullanildi. Buna gore; MTHFR geni referans DNA dizisi (NM_005957) UCSC veri

bankasindan indirilerek ilgili C677T varyasyonunun yeri belirlendi. Bu varyasyonun olup
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olmamasina gore farkli kesim paterni yapan enzimler tarandi ve Taql enziminin

kullanilabilecegi goriildii. Bu varyantin tespiti i¢in dizayn edilen primer giftinden (Tablo 3)

elde edilen 388 bp’lik PCR iiriinii eger varyanti tasiyorsa (C>T) 155.pozisyonda enzimin

kesim bolgesi olusmaktaydi (T’CGA). llgili varyantin belirlenmesi i¢in kurulan PCR

kosullar,

PCR Karisimi

5X PCR Tamponu (Promega)

MgCI2 (25 mM)

dNTP Karigim1 (10 mM)
Pr F (10 pmol/ul)

Pr R (10 pmol/ul)

Taq Polimeraz (5U/ul) (Promega)

Kalip DNA (25 ng/pl)
dH,0

Toplam

1X
5ul
1.5ul
0.7 ul
1l
1l
0.1pl
2 ul

13.7 ul

25 pl

PCR islemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki

kosullarda gergeklestirildi;

PCR Kosullar:

94°C 5
94°C 30”
59°C 30”
72°C 1’
72°C T’
10°C o

Baslangi¢ denatiirasyonu

Denatlrasyon
Baglanma
Uzama

Son uzama

Bekleme

35 dongu

Elde dilen PCR iriinlerinin 2 pl’si, 3 pl yiikkleme tamponu ve 5 ul dHyO ile

kanistirilarak  %2’lik agaroz jelde 100 voltta 40 dakika yiiriitildi. Jel gorintileme

sisteminde beklenen PCR drinleri go6zlendikten sonra asagidaki kosullarda RFLP

reaksiyonu kuruldu.
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RFLP Reaksivon Karisimi 1X

PCR product 10 pl
Taql (NEB®) 0.4 ul
Buffer-3 (NEB®) 1.5 pl
dH,0 2.60 pl
BSA (NEB®) 0.5 ul
Toplam 15 pl

Hazirlanan karisim 65°C’de 1 saat kesim icin inkibe edildi. 1 saatin sonunda
reaksiyon karisiminin iizerine 3 ul yiikleme tamponu ilave edilip %2’lik agaroz jelde 100
voltta 40 dakika ydrittldi. Homozigot, heterozigot ve normal genotipler belirlendi. PCR-

RFLP igin kullanilan primerlerin dizileri agagidaki Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. RFLP reaksiyonunda kullanilan primerlerin isimleri ve dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’-3”) PCR Uriinu (bp)
MTHFR_rs1801133 F AGTCCCTGTGGTCTCTTCATC 388
MTHFR_rs1801133 R AGGAGATCTGGGAAGAACTCAG

3.2.7. Biyoistatistiksel ve Biyoinformatik Analizler
3.2.7.1. Biyoistatistiksel Analizler

Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C677T varyant1 allel ve genotip frekanslarinin
anlaml diizeyde farkli olup olmadigi GraphPad Prism 7 programinda Ki-kare (32 -
Contingency table) testiyle degerlendirildi.

3.2.7.2. Biyoinformatik Analizler

PSPH ve PHGDH genleri iizerinde bulunan DNA varyantlariin etkileri,
polimorfizm olup olmadiklar, minor allel frekanslar1 gibi 6zellikleri farkli veri
bankalarinda analiz edildi. Bu veri bankalar1 UCSC Genom Browser (131), NCBI (132) ve
EMBL-EBI (133) dir. Ayrica, bulunan varyantlarin etkileri MutationTaster2 (134),
PolyPhen-2 (135) ve SIFT (136) programlar1 kullanilarak analiz edildi. Ilaveten, DNA
varyasyonlarinin genin ekzon-intron smirma yakin olmasi durumunda pre-mRNA

kirpilmasina etkisi Human Splicing Finder (137) programu ile analiz edildi.
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Kontrol ve OSB grubunda tespit edilen MTHFR C677T varyantinin allel
frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi web tabanli software (138)
kullanilarak gergeklestirildi (139, 140).
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4. BULGULAR
4.1. Kontrol Grubunda MTHFR C677T’nin RFLP ile Taranmasi

MTHFR C677T varyantini homozigot/heterozigot olarak tasiyan kontrol grubunu
belirlemek icin 323 kontrol PCR-RFLP ile tarandi. PCR reaksiyonu ile istenilen drinler
elde edildi (Sekil 8A). PCR drinleri RFLP yontemiyle MTHFR C677T varyantini
homozigot/heterozigot tasiyan bireyler segildi (Sekil 8B). 139 heterozigot mutant (CT), 23
homozigot mutant (TT) ve 161 normal (CC) genotip saptandi. MTHFR C677T
homozigot/heterozigot 121 OSB’li hasta grubuna karsin 125 kisilik kontrol grubu segildi.

A) B)

M1 2 3 435 K1234S5

1000 bp -

400 bp - .-
200 bp{

Sekil 8. Kontrol grubu bulgulari A) RFLP reaksiyonu i¢in kullanilan PCR fiiriinleri B)
RFLP sonuglari. K olarak adlandirilan Tagl enziminin eklenmedigi 6rnek. 1 ve 5
nolu érnekler homozigot normal (CC), 3 ve 4 nolu drnekler heterozigot mutant
(CT) ve 2 nolu birey homozigot mutant (TT) genotipi gostermektedir. M: Markar,
K: Kesilmemis 6rnek

4.2. MTHFR C677T Varyant1 Biyoistatistiksel Analizleri

MTHFR C677T varyanti igin OSB ve kontrol grubunda normal (C) ve mutant (T)
allel dagilimlar1 incelendiginde; OSB’li hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark gozlenmedi (p=0.2691) (Tablo 4).

MTHFR C677T varyant1 i¢in genotip dagilimlar1 incelendiginde; OSB’li hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.5238) (Tablo
5).
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MTHFR C677T varyantt homozigot/heterozigot toplam genotip dagilimlar
incelendiginde; OSB’li hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

g6zlenmedi (p=0.1444) (Tablo 6).

Tablo 4. Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C ve T allelleri dagilimlari

P degeri ve istatistiksel 6nemi

Test Ki-kare
Ki-kare; df (serbestlik derecesi) 1.221:1
z 1.105

P degeri 0.2691

P degeri 6zeti
Bir ya da iki-yonli

Ns (non-significant)

Iki-y6nli (Two-sided)

[statistiksel olarak anlamli m1 (P < 0.05)? Anlamsiz
Analiz edilen veri MTHER T Allel MTHFR C Allel Total
OsSB’li 141 303 444
Kontrol 185 461 646
Total 326 764 1090
Satir toplamin yiizdesi MTHFER T Allel MTHFR C Allel
OsB’li 31.76% 68.24%
Kontrol 28.64% 71.36%
Siitun toplamin yiizdesi MTHFER T Allel MTHER C Allel
OSB’li 43.25% 39.66%
Kontrol 56.75% 60.34%
Genel toplamin yiizdesi MTHFR T Allel MTHFR C Allel
OSB’li 12.94% 27.80%
Kontrol 16.97% 42.29%
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Tablo 5. Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C677T genotip dagilimlari

P degeri ve istatistiksel 6nemi

Test Ki-kare
Ki-kare degeri; df (serbestlik derecesi) 1.293; 2
P degeri 0.5238
P degeri 6zeti Ns (non-significant)
Istatistiksel olarak anlamli m1? (P < 0.05) Anlamsiz

Analiz Edilen Veriler
Satirlarin Sayist 2
Stitunlarin Sayist 3

MTHFR C677T Genotip Dagilim T CT CC
Otizm 20 101 101
Kontrol 23 139 161

Tablo 6. Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C677T varyantt homozigot/heterozigot

toplam genotip dagilimlar

P degeri ve istatistiksel 6nemi

Test Turd

Ki-kare degeri; df (serbestlik derecesi)
z

P degeri

P degeri Ozeti

Ki-kare
2.13;1
1.459
0.1444

Ns (hon-significant)

Bir ya da iki-yonlii Iki Yénlii
Istatistiksel olarak anlamli m1? (P < 0.05) Anlamsiz
Analiz Edilen Veriler TT+CT Hom+Het CC Normal Toplam
Otizm 141 81 222
Kontrol 185 138 323
Toplam 326 219 545
Toplam Satir Yiizdesi TT+CT Hom+Het CC Normal
Otizm 63.51% 36.49%
Kontrol 57.28% 42.72%
Toplam Sutun Yizdesi TT+CT Hom+Het CC Normal
Otizm 43.25% 36.99%
Kontrol 56.75% 63.01%
Genel Toplam Y izdesi TT+CT Hom+Het CC Normal
Otizm 25.87% 14.86%
Kontrol 33.94% 25.32%
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4.3. PSPH Geninde Nadir Varyant Taramasi

TUBITAK 116S301 no’lu proje kapsaminda hizmet alim1 yoluyla elde edilen veriler
dogrultusunda MTHFR C677T varyantin1 homozigot olarak tagiyan 20, heterozigot olarak
tastyan 101 OSB’li birey tespit edildi. Bu homozigot 20 bireyde PSPH geninin tim
kodlayan ekzonlar1 Sanger dizilemeyle tarandi. PSPH geni {izerinde herhangi bir degisim
gozlemlenmedi. MTHFR C677T varyantin1 heterozigot olarak tasidigi tespit edilen 101
OSB hastasinda PSPH geninin yalniz 4. ve 5. ekzonlan1 dizilendi. Clnki bu ekzonlar
PSPH genindeki en sik gozlenen (MAF > 0,01) 7 yaygin missens varyantin (rs78067484,
rs200442078, rs79321413, rs79451216, rs78599516, rs74445297, rs77329757) bulundugu
ekzonlardi. Bu varyantlarin 121 OSB ve 125 kontrol grubundaki durumunu belirlemek
istedik. Dizileme sonucunda 101 OSB hastamizin bu varyantlar yoniinden referans
(normal) dizilere sahip olduklari goriildi. Bu nedenle kontrol grubunda dizileme

yapilmadi.
4.4. PHGDH Geninde Nadir Varyant Taramasi

TUBITAK projesi kapsammda PHGDH geni tizerindeki bitiin varyantlar yeni nesil
hedefli dizileme ydntemi ile arastirildi. Ug farkli OSB’li bireyde biri yeni olmak tizere iki
farkli SNV tespit edildi. Tespit edilen varyantlar Sanger dizileme metodu ile bu ¢alisma
kapsaminda dogrulandr (Sekil 9-11). Bu varyantlarin ilki (yeni) ¢.141C>G; p.D47E
varyantidir ve bu degisimin de novo olarak ortaya ¢iktigi anlasilmaktadir (Sekil 9). Diger
iki bireyde ise ayni varyant olan €.1559C>A; p.A520E degisimi (rs151275800) gozlendi
(Sekil 10,11).
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intron 1 Asp/Glu Cys Glu  Gly

TR T
[ A / e \ - Heterozigot mutant
| lH: | Hr '1| | A |'I | . | \| i Iy /\ NN J (Hasta)
| P Fand \ /\
intron 1 Asp Cys Glu Gly
'ﬂ.I Ir o A\ ﬁ P1 Homozigot normal
VA A f i Y (Anne)

ﬁ Homozigot normal

Sekil 9. OT_56’nolu ailede PHGDH geninde gozlenen c.141C>G; p.D4A7E de novo
degisimin kromatogrami. Ust panel; heterozigot mutant cocuk, orta panel,
homozigot normal anne, alt panel; homozigot normal baba
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Pro Ser

Lys

Leu Glu Ala/GluTrp

L L C A O O L 1

- ) ’ . .
MG T G G A A G C

Ala Trp

Pro Ser leu Glu L'-,rs Gln
Pro Ser Leu Lys GIn

Glu AIafGIu Trp

MIG TG G AAGC A G

Ml

Heterozigot mutant
(Hasta)

Homozigot normal
(Anne)

Heterozigot tasiyici
(Baba)

Sekil 10. OT_79’nolu ailede PHGDH geninde gozlenen ¢.1559C>A; p.A520E degisimi
kromatogrami. Ust panel; heterozigot ¢cocuk, orta panel; homozigot normal anne,
alt panel; heterozigot baba
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Ser

Leu

Glu Ala/Glu Trp

Lys

GlIn

|
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Pro

Ser
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Ser

Leu

Pro

Gln

Glu AIa,fGIu Trp

Lys

o
\ '.ANE\

@

Heterozigot mutant
(Hasta)

Homozigot normal
(Anne)

Heterozigot tasiyici

(Baba)

Sekil 11. OT_143’nolu ailede PHGDH geninde gozlenen ¢.1559C>A; p.A520E degisimi
kromatogrami. Ust panel; heterozigot cocuk, orta panel; homozigot normal anne,
alt panel; heterozigot baba
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PHGDH geninde gozlenen bu (¢ varyanti tasiyan bireylerdeki MTHFR C677T ve
A1298C varyantlarinin durumu Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7. PHGDH geninde degisim gozlenen hastalarda MTHFR varyantlar1 genotip

dagilimlari
Degisim Gozlenen ~ PHODH'da v oo o791 MTHER AL208C
Aileler Gozlenen Degisim

Heterozigot

Mutant Normal

OT_56/Proband €.141C>G; p.D4TE

OT_143/Proband  ¢.1559C>A; p.A520E Normal

Heterozigot

OT_79/Proband  ¢.1559C>A; p.A520E
Mutant

4.5. Goriilen Degisimlerin In Silico Mutasyon Analizleri

Tanimlanan missens mutasyonlarin, olas1 fonksiyonel sonuglarini tahmin etmek
icin Mutation Taster, Polyphen-2 ve SIFT programlar1 kullanildi. Ayrica, ¢.141C>G
degisimi spilice bolgeye ¢ok yakin oldugu i¢in ilgili degisimin pre-mRNA kirpilmasina

olas1 potansiyel etkisini tahmin etmek i¢in Human Splicing Finder programi kullanildi.

45.1. c.141C>G; p.D4A7E Degisiminin Mutation Taster, PolyPhen-2 ve Human

Splicing Finder Tahminleri Analizi

€.141C>G; p.D47E degisiminin analizi i¢in 3 farkli tahmin programi kullanildi.
Mutation Taster programi ilgili degisimi zararli olarak vermistir (Sekil 12). PolyPhen-2
programi Oncelikle degisen amino asitlerin evrimsel korunmuslugunu, protein {izerindeki
konumunu ve kimyasal 6zelliklerini dikkate alarak tahminde bulunmaktadir. Buna gore
ilgili degisimin zararsiz oldugunu tahmin etmistir (Sekil 13). Human Splicing Finder
programi Ozellikle degisen nikleotidin kriptik (gizli) splicing alici veya verici bolge
olusturup olusturmadigi ve ESS (Exonic Splicing Silencers), ESE (Exonic Splicing
Enhancers) seklindeki korunmus bélgeleri degistirip degistirmedigi gibi parametreleri
dikkate alan ve buna gore tahmin yapan bir programdir (141). Bu bilgiler 1s18inda ilgili
degisimin biiyiik ihtimalle gizli kirpilma alic1 bolge yaratarak pre-mRNAnin kirpilmasinin
bozuldugunu tahmin etmistir (Sekil 14).
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Muta

i i mutation t@sting

Prediction disease causing Model: simple_aae, prob: 0.999363349647561

Summary hyperlink
» amino acid sequence changed
« protein features {might be) affected
« splice site changes

analysed issue analysis result
name of alteration no fitle
alteration (phys. location) chr1:120283795C=G show variant in all franscripts  1GV
HGNC symbol PHGDH
Ensembl transcript ID ENST00000369409
Genbank franscript ID NM_006623
UniProt peptide 043175
alteration type single base exchange
alteration region CDS
DMA changes c1C=G
cDNA2TTC=G
g.61375C=G
AA changes D47E Score: 45 sclain score(s)
position(s) of altered AA 47
if AA alteration in CDS
frameshift no
known variant Variant was neither found in ExAC nor 1000G.
Search ExAC.
regulatory features H3K8me1, Histone, Histone 3 Lysine 8 mono-methylation

H3K36me3, Histone, Histone 3 Lysine 36 Tri-Methylation
H4K20me1, Histone, Histone 4 Lysine 20 mono-methylation

phyloP / phastCons PhyloP PhastCons
(flanking) 2.069 1
1629 1

(flanking) 4599 1
explain score(s) andfor inspect your position(s) in in UCSC Genome Browser

Sekil 12. PHGDH geni Uzerinde tespit edilen ¢.141C>G; p.D47E varyasyonunun olasi
fonksiyonel etkisinin Mutation Taster programi ile analizi

PolyPhen-2 report for 043175 DATE
Query
Protein Acc  Position A&y AA; Description
Q4175 ar D E Canonical, RecName: Full=D-3-phosphoglycerate denydrogenase: Shor
Results
'E Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

PGODH. EC=1.1.1.95; Lengih: 533

This mutation is predicted o b BENIGN  wih a score of 0.052 (sensitiviny: 0.94; specificity. 0.83)

8,08 a7 8,40 68 0,80 1,08

[+ Humvar
Details
+| Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
+| 30 Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (T8304 Structures)

Sekil 13. PHGDH geni lizerinde tespit edilen c¢.141C>G varyasyonunun olas1 fonksiyonel
etkisinin PolyPhen-2 programu ile analizi
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(Aix Marseille i Inserm

Human Splicing Finder hneerm,

GENETICS & BIOINFORMATICS TEAM

‘ Horne: What's New? ‘ Help & Tutorials | Credits & Publications Our Other Tools Contact Us Other Analysis

Total sequence length: 352 nucleotides

Mutant Sequence susstivton st pesion 103 (C>G)

tctgetteag

Total sequence length: 352 nucleotides

~ Interpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context
The mutation occurs in the early exonic positions, the following table show results of acceptor splice sites, ESE and ESS that could be affected by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm cDNA Position Interpretation

‘SttetgetteagGACTETEARCECOTTE

1 Activation of an exonic cryptic acceptor site.

ow A - ) . — 1 3
Rawlicopiy Sits Ll Sigiakicas Potential alteration of splicing.
m T T T T
M 5 o0 5 1 15
1 - Sironi et al. - Motif 2 tgcttcagGRGTGTEAREGCCTTA
2 - Sironi et al. - Motf 1 o
New ESS Site 3
3 - IIEs from Zhang et al i e - i Bl
4~ HSF Matrices - hnRNP A1 R
1 - PESE Octamers from Zhang & Chasin srttcagCATTETEAAGEC
2 - EIEs from Zhang et al 2 !
ESE Site Broken —
3 - ESE-Finder - SC35 —
5 o 5 10

4 - ESR Sequences from Goren et al

Sekil 14. PHGDH geni (zerinde tespit edilen ¢.141C>G varyasyonunun splicing tzerine
olasi etkisinin Human Splicing Finder programu ile analizi

45.2. c.1559C>A; p.A520E Degisiminin Mutation Taster, PolyPhen-2 ve Human

Splicing Finder Tahminleri Analizi

PHGDH iizerinde buldugumuz c¢.1559C>A; p.A520E (rs151275800) degisiminin
analizi icin 3 farkli tahmin programi kullanildi. Analiz tahmini yapmadan 6nce ilgili
degisimin AIllI-SNP150 (142) veri bankasinda olmasi dolayisiyla goriilme sikligi ve
populasyonlardaki allel frekanslar1 incelenmistir. Bu amagla gnomAD (143) veri
bankasindaki norolojik hastaligi olmayan 114.704 bireye ait veriler incelenmistir (Tablo 8).
Tablodan da goriilecegi iizere, ilgili varyantin (A alleli) goriilme siklig1 toplamda 0.0009

olarak son derece nadir oldugu anlasiimaktadir. Ustelik Dogu Asyalilar ve Finliler arasinda
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hi¢ goriilmedigi de anlagilmaktadir. Ulkemize ait veri taban1 bulunmadig1 icin iilkemizde

ne kadar sik goriildiigli hakkinda fikrimiz bulunmamaktadir.

Tablo 8. ¢.1559C>A degisiminin populasyon frekanslari (A allelinin gorilme sikligi)

(143)

Popiilasyon Allel Sayis1 TOpslir;lls';‘\IIEI HoSrr;l )o;;:;;ot Allel Frekansi
Ashkenazi Jewish 49 6456 0 0.007590
Other 8 5596 0 0.001430
Latino 41 31078 1 0.001319
African 24 19602 0 0.001224
South Asian 30 30608 1 0.0009801
European (non-Finnish) 69 103132 0 0.0006690
East Asian 0 14976 0 0.000
European (Finnish) 0 17898 0 0.000
Toplam 221 229346 2 0.0009636

Yapilan analizlerde Mutation Taster ve PolyPhen-2 ilgili degisimi zararsiz verirken,
Human Splicing Finder programi pre-mRNA kirpilmasinin bozulabilecegine ydnelik
tahminlerde bulunmuslardir (Sekil 15-17).
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Mutati

i T mutation t(sting

Prediction polymorphism

Summary Iypeiink
* amino acid sequence changed
* heterozygous in TGP or EXAC
= splice site changes

analysed issue analysis result
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Sekil 15. PHGDH geni Uzerinde tespit edilen ¢.1559C>A; p.A520E varyasyonunun olast
fonksiyonel etkisinin Mutation Taster programu ile analizi
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Sekil 16. PHGDH geni Uzerinde tespit edilen ¢.1559C>A; p.A520E varyasyonunun olast
fonksiyonel etkisinin PolyPhen-2 programi ile analizi
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ct gc to tctt ctatttccag

Total sequence length: 255 nucleotides

Mulant Sequence substition at postion 12 (G-A)

1 cctttgatca c totga ttotgotocc aatocctoge

tctt ctatttecag

Total sequence length: 255 nucleotides

The sequences analyzed in HSF are underlined

~ interpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context
The mutation occurs in the late exonic positions, the following table show results of donor splice sites, ESE and ESS that could be affected by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm cDNA Position Interpretation

1 - PESE Octamers from Zhang & Chasin
2 - HSF Matrices - 9G8
3 - ESR Sequences from Goren et al
4 - EIEs from Zhang et al.
5 - ESE Finder - SF2/ASF s 10 s 2
6 - RESCUE ESE Hexamers

ESE Site Broken

Sekil 17. PHGDH geni Uzerinde tespit edilen ¢.1559C>A; p.A520E varyasyonunun
splicing tlizerine olasi etkisinin Human Splicing Finder programi ile analizi

4.5.3. D-3-fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH) proteini Gizerindeki post translasyonel

modifikasyonlar

PHGDH geni c.1559C>A; p.A520E varyasyonunun proteinin PTM’ye ugrayan
amino asit rezidiilerinden biri iizerinde olup olmadigim tespit etmek i¢in ilgili proteinin
protein data bank (PDP) veri bankasindaki (144) PTM verileri incelenmistir (Sekil 18, 19).
Buna go6re, 522. pozisyondaki lizin (K) rezidiisiiniin ubiqutinasyona ugradigi
goriilmektedir (Sekil 19). Ilgili rezidiiden 2 amino asit dnce bulunan ve degisime ugramis

olan alanin (A) rezidusi ubiqutinasyon motifi tizerinde yer aldigi i¢in dnemli olabilir.
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Sekil 18. D-3-fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH) proteini Uzerindeki post translasyonel
modifikasyonlar (PTM). Mavi renk fosforilasyon, yesil asetilasyon, kahverengi
ubiqutinasyon ve gri renk diger PTM’leri gostermektedir (145)

K522

PTM class: UBIQUITYLATION
#HTP/LTP references: 1/0

Flanking sequence: LPSLEAWKQHVTEAF

#Somatic Mutations on Residue (Total): Less than 3

Sekil 19. D-3-fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH) protein sekansinda 522. pozisyondaki
Lizin amino asitinin ubiqutinasyonu (145)
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5. TARTISMA ve SONUC

Otizm Spektrum Bozuklugu cocukluk caginin baslarinda ortaya c¢ikan, bir grup
norogelisimsel bozukluktur. OSB her ne kadar genis bir semptom dizisiyle
iliskilendirilebilse de OSB tanisi i¢in iki ana kriter esas alinmistir. Bu kriterlerden ilki
sosyal iletisim ve etkilesimde yetersizlik, digeri ise smirli ve tekrarlayan davranislarin
gozlemlenmesidir (1). ABD Hastalik Kontrol Merkezi’nin 2014 yili raporunda 1/68 olarak
verdigi tahmini OSB prevalansini (146) 2018 yili raporuna gore %15 artisla 1/59°a
cikardigi goriilmektedir (2). OSB prevalansindaki bu dramatik artisin  nedenleri
arastirmacilar tarafindan yogun sekilde tartisilmaktadir. Bu tartigmalar ¢cocuk sahibi olma
yasinin gittikce artmasindan (0zellikle baba yasi) ¢evresel kirleticilere maruz kalmaya ve
OSB tam kriterlerinin genis bir skalaya c¢ekilmesinden toplumsal farkindaligin artigina

kadar genis bir nedenler zincirini kapsamaktadir (147-149).

OSB’nin etiyolojisi ile ilgili bilimsel goriisler baglica iki konu iizerine
yogunlagmaktadir. Bunlardan biri ¢evresel faktorler (hamilelikte beslenme, gegirilmis
enfeksiyonlar, kimyasallara maruziyet, kullanilan ilaglar, vb.) digeri ise genetik nedenler
olarak go6ze c¢arpmaktadir (150, 151). Bununla birlikte OSB’nin etiyolojisinin
anlasilmasindaki en biiyiik engellerden biri, hastaligin yiiksek oranda klinik ve genetik
heterojenite gostermesi ve buna bagl olarak guvenilir biyolojik (radyolojik, biyokimyasal,
genetik, vb.) belirteglerin olmamasidir (152, 153). OSB’nin tanisinda ve takibinde
kullanilabilecek biyolojik belirteglerin arastirilmasinda 6zellikle hastalarin serum, beyin-
omurilik sivis1 (BOS) ve idrar gibi vicut sivilarina yonelik biyokimyasal analizler basta
gelmektedir. Hastalar ve eslenmis kontrollerde yapilan biyokimyasal analizlerde birtakim
metabolitlerin OSB’lilerde kontrollere gdre serum diizeylerinin anlamli derecede farkli
oldugunu belirten arastirmalar bulunmaktadir (111, 154, 155). Bu arastirmalarda o6zellikle
TKM’nin ara iirlinlerinin (Hcy, folat, SAM, sistatyonin, rediikte glutatyon, vb.) farklilig
dikkat cekmektedir. Bu nedenle 0Ozellikle tek karbon reaksiyonlar1 dizisinde gorevli
enzimler/genler Uzerindeki varyasyonlarin OSB etiyolojisindeki rolii yogun bir sekilde
arastirtlmaktadir (75, 111, 153-157). MTHFR enzimi, TKM’deki ¢ reaksiyon dizisinin
(folat-metiyonin déngus, transsilflirasyon ve transmetilasyon) odaginda yer alan kritik bir
enzimdir (118). Folat, aminoasit metabolizmasi, DNA metilasyonu, piirin ve pirimidin
sentezi ve trans-siilfiirilasyon yolagi gibi bir¢cok biyokimyasal islemde Onemli bir
molekdldir (158, 159). MTHFR C677T varyantinin, basta noral tiip defekti olmak tizere
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(160), kardiyovaskiler hastaliklar (161), kanser (162) ve OSB’nin de i¢inde oldugu birgok
noro-gelisimsel/noro-dejeneratif hastalikta (163, 164) bir risk faktorii oldugu ¢ok sayida
arastirmada belirtilmektedir (165). Ancak, OSB igin bir risk faktorii olup olmadig
konusunda birbirinden farkli sonuglar goze garpmaktadir. Bazi ¢alismalarda risk faktorii
oldugu belirtilirken (80, 114, 115), bizim iilkemizin de aralarinda oldugu (117) diger
caligmalarda ise kontrol grubuyla anlamli bir fark olmadigi belirtilmektedir (75, 116, 166).

MTHFR C677T varyantina bagl olarak enziminin azalmis aktivitesi, diisiik 5-metil
THF seviyesine ve bdylece Hcy’nin daha az 5-metil THF ile reaksiyona girmesine,
dolayisiyla da plazma Hcy diizeyinin artisina neden oldugu diistiniilmektedir (Sekil 2, 3 ve
5) (75, 167). Yiksek plazma Hcy seviyeleri diger hastaliklarin yaninda, OSB de dahil
bircok ndrogelisimsel/nérodejeneratif hastaligin patofizyolojisi ile iliskilendirilmistir (168,
169). Bu ¢alismada, MTHFR C677T varyantmnin tek basina ve L-serin biyosentezinde
gorev alan iki kritik genle (PHGDH ve PSPH) birlikte OSB igin bir risk faktort olup
olmadig1 sorusuna cevap aranmistir. Buna gore, OSB ve kontrol grubu arasinda MTHFR
C677T allel dagilim1 ve genotip dagilimlar1 bakimindan anlamli bir fark bulunamadi
(Tablo 4, 5 ve 6). MTHFR C677T alleli bakimindan bizim buldugumuz sonuglar Romanya,
Guney Brezilya, iran ve iilkemizde yapilan calismalarin (75, 116, 117, 166) sonuglari ile
uyumludur. MTHFR C677T varyantini homozigot olarak tasiyan 20 OSB’li bireyde PSPH
geninin tlim kodlayan ekzonlari, heterozigot olarak tasiyan 121 OSB’lide yaygin
(MAF>0,01) missense 7 varyantin bulundugu 4. ve 5. ekzonlar1 Sanger dizilemeyle
arastirildi.  Veri bankalarinda bu varyantlarin MAF degerleri 0,04-0,20 araliginda
verilmektedir. Ilging bir sekilde taranan OSB’lilerin tamaminda varyantlarin oldugu
pozisyonlarda referans alleller bulunmaktaydi. Buradaki amacimiz OSB’li bireylerde tespit
edecegimiz ilgili varyantlarin frekansinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkli olup
olmadigini tespit etmekti. Boylece bu allellerin OSB’ye bir etkisinin olup olmadigini test
etmeyi diistinmekte idik. Biitlin taranan OSB’lilerde referans alleller oldugu icin kontrol

grubu calisilmamustir.

De novo L-serin biyosentezinde ilk basamakta yer alan PHGDH geninin tim
kodlayan ekzonlar1 hizmet alimi ydntemiyle yeni nesil hedefli dizileme ile galisildi. Ug
OSB hastasinda bu gen iizerinde patolojik olabilecek iki adet nadir SNV tespit edilmistir.
Bu varyantlardan ilki hasta bireyde heterozigot olarak bulunan c¢.141C>G; p.D47E
degisimi idi (Sekil 9). Diger iki bireyde ayni ¢.1559C>A; p.A520E degisimi (Sekil 10-11)
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heterozigot olarak goriilmiistiir. PHGDH geni iizerinde buldugumuz yeni ve nadir DNA
varyantlarinin olasi fonksiyonel etkileri Mutation Taster, PolyPhen-2 ve Human Splicing
Finder gibi tahmin programlar1 kullanilarak analiz edilmistir. Buna gore de novo olarak
olusan ve literatiirlerde olmayan p.D47E varyanti1 biiyiikk ihtimalle zararli (fonksiyon
kaybettirici) bir degisim olarak degerlendirilmistir. Ciinkii ilgili varyant intron/ekzon
siirindaki ilk kodonun fii¢iincii niikleoitidini degistirmekteydi. Human Splicing Finder
programi bu degisimin splicingi biiyiik ihtimalle bozdugu tahmininde bulunmaktadir (Sekil
14). Ayrica, Mutation Taster programi da patolojik olarak skorlamistir (Sekil 12). Ancak,
ilgili degisimin net bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in hastaya ait mRNA {izerinde
calisilmas1 gerekmektedir. Diger bir alternatif de mini-gen yontemiyle ilgili degisimin
analiz edilmesidir (170-172). Ancak bu g¢alismalar1, kontrol grubunda PHGDH geni tim
ekzon dizilemelerinin sonucunda patolojik olabilecek DNA varyantlar1 gormedigimizde
yapmay1 diislinmekteyiz. Clinkii, ancak o zaman ilgili varyantin OSB patolojisinde bir
etkisinin olma ihtimali ortaya g¢ikacaktir. Diger degisim (C.1559C>A; p.A520E) icin de
mutasyon tahmin araglarmin verdigi skorlar analiz edilmistir (Sekil 15-17). Buna gore,
Mutation Taster ve PolyPhen-2 ilgili degisimi nétral olarak skorlarken, Human Splicing
Finder splicingi bozabilecegi yoniinde tahminde bulunmustur (Sekil 17). Veri
bankalarindan (173) ilgili degisimin proteininin (PGDH) hangi bolgesine geldigini
arastirdigimizda, degisimin karboksi (COQ") ucunda yer aldigin1 gérmekteyiz (Sekil 18).
Bu boélge proteinin Kkatalitik domeininin disinda yer almakta ve proteinin katalitik
aktivitesinde bir degisime neden olmasi beklenmemektedir. Ancak, ilgili degisimin
proteinin stabilitesine ve protein-protein etkilesimine olasi etkisini arastirdigimizda degisen
aminoasidin (A) ubiqutinasyona ugrayan K rezidiisiine ¢cok yakin olmasi, ubiqutinasyon
yapan protein makinesinin (E2 ve E3 ubiqutin ligaz sistemi) tanima motifinin bozulmasina
ve proteinin stabilitesi ve turn-overma etkisi olabililecegini diisiindiirmektedir (Sekil 19).
Nitekim, Fosfogliserat Dehidrojenaz defektine neden oldugu gosterilmis olan V490M
(rs121907987) missens degisimi de katalitik bolge disinda ve proteinin karboksi COO)
ucuna yakin bir yerde yerlesiktir (174-176). Biz p.A520E degisiminin tek basina
homozigot ya da heterozigot olarak patolojik oldugunu diisinmemekteyiz. Nitekim Tablo
8’den de goriilecegi iizere norolojik hastaligt bulunmayan iki bireyde ilgili degisimin
homozigot olarak bulundugu anlasilmaktadir. Ancak, bu bireylerde MTHFR geni C677T
ve A1298C degisimlerinin ne durumda olduguyla ilgili bir veri bulunmamaktadir. Bu
degisimi tasiyan OSB hastalarinda aymi zamanda MTHFR C677T ve A1298C
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varyantlarinin homozigot mutant olmalarinin (Tablo 7) kombine etkiyle OSB’ye yatkinlik
meydana gelmis olabilir. Bizim saglikli popiilasyonumuza ait DNA referans verilerimiz
olmadigr i¢in bu degisimin epidemiyolojik olarak sikligini bilmemekteyiz. Veri
bankalarinda verildigi lizere ¢ok nadir bir degisim olmasi (Tablo 7) gbérece yeni olusan bir
varyant oldugunu gOstermektedir. Bu sekildeki ¢ok nadir varyantlarin goriilme sikligt
toplumlar arasinda ¢ok farkli olabilmekte ve bu da veri bankalarindaki degisimlerin olast
etkilerini tahmin etmede zorluklara neden olmaktadir (177-180). Biz de bu nedenle
hipotezimizi test etmek icin MTHFR C677T varyantini homozigot/heterozigot tasidigini
tespit ettigimiz 125 kontrol grubunda PHGDH geni varyantlarini yeni nesil hedefli
dizileme ile taramaya karar verdik. Otizm Spektrum Bozuklugu hastalari i¢in dizi hizmeti
aldigimiz firmaya 125 kontrole ait DNA ornekleri gonderilmistir. Ancak, bu tez yazim
asamasinda oldugundan ve heniiz sonuglar tamamlanmadigi i¢in degerlendirme

yapilamamistir.

OSB tek bir hastalik degil semptomlar ve sendromlar yelpazesinin bir arada oldugu
oldukca heterojen bir grup bozukluga verilen ortak tanimlama/siniflandirmadir (181).
Dolayisiyla genetik ve klinik olarak ¢ok farkli alt gruplari olmasi dogal ve beklenen bir
durumdur. OSB ile ilgili genetik/biyokimyasal ¢alismalar ilerledik¢e ve daha fazla genetik
etiyoloji tanimlandik¢a, daha 6nce ayni semsiye altinda degerlendirilen Rett sendromunun
(MECP2) bu gruptan ayrilmasinda oldugu gibi diger alt tiplerin tanimlanmasi ve ayr1 bir
grup olarak degerlendirilmesi biiyiik bir ihtimal olarak goriilmektedir (17, 182-184).
Dolayisiyla, OSB’ye yatkinlik saglayan (yakalanma riskini énemli oranda artiran) nadir ya
da yaygin genetik varyantlarin veyahut bunlarin kombinasyonlarinin, ortaya koyulmasi
kanimizca oldukca yararli bilgilerin bu alana kazandirilmasina vesile olacaktir. Bu
calismada, bildigimiz kadariyla literatiirde ilk kez, L-serin biyosentezinde fonksiyon yapan
PSPH ve PHGDH genlerindeki nadir/yaygin DNA varyantlarinin MTHFR C677T varyanti
ile kombine etkisinin OSB’nin genetik etiyolojisi lizerindeki olas1 rolii epidemiyolojik
olarak arasgtirilmistir. Referans veri bankalarinda (UCSC gibi) PHGDH geni Uzerinde
frekans1 0.01’den fazla olan yaygin missens degisimlere rastlanmamistir. PSPH geni
tizerinde bu veri bankalarinda verilmis olan yaygin degisimler de bizim OSB grubumuzda
(MTHFR C677T alleli ile) bulunamamistir ve dolayisiyla etkileri kontrol grubuyla
karsilastirilarak degerlendirilememistir. Yalniz, PHGDH geni Uzerinde hedefli yeni nesil
dizilemeyle bulunan ve bizim c¢alismamizda Sanger dizilemeyle dogrulanan,

ebeveynlerdeki durumu analiz edilen yeni ve nadir DNA varyantlar1 oldukca dikkat ¢ekici
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bulunmustur. Bu ¢aligmanin baglamasina vesile olan OT 49 ailesindeki PHGDH geninde
kirik tespit ettigimiz OSB’li bireyi de dahil edersek (bu bireyde MTHFR C677T varyanti
homozigot idi) toplam 4 OSB hastasinda MTHFR C677T ve A1298C varyantlarinin
kombinasyonu (Tablo 7) oldukg¢a ilging goriilmektedir. Bu durumun tamamen sans
faktorleriyle de olabilecegi goz Oniine alinirsa, biyoistatistiksel olarak anlamli olup
olmadigin1 test etmek icin kontrol grubumuzdaki bu degisimlerin niteligi 6nem arz
etmektedir. Kontrol grubundan alacagimiz veriler ¢alismamizin bundan sonraki siirecini
etkileyecektir. Anlamli sonuglara ulasmamiz durumunda daha fazla OSB ve kontrol
gruplariyla, oOncelikle epidemiyolojik olarak ¢alismayr ilerletmeyi diisiinmekteyiz.
Bagimsiz gruplarda anlamli sonuglarin alinmasi ilgili genlerle fonksiyonel ¢aligmalar

yapmamizin da kapisini aralayacaktir.

Sonug olarak MTHFR, PHGDH ve PSPH genleri tizerindeki nadir /yaygin DNA
varyantlarinin OSB’nin etiyolojisinde bir risk faktorii olup olmadigini arastirdigimiz bu
calismada, MTHFR C677T varyantinin OSB ve kontrol grubu arasinda hem allel frekansi
hem de genotip dagilimlar1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli derecede farkli olmadigini
tespit ettik. Bu sonu¢ MTHFR C677T varyantinin tek basina OSB riskini arttirmadigin
belirten ¢aligmalarla uyumludur. Bununla birlikte, toplam 4 OSB hastasinda PHGDH geni
varyasyonlart ve MTHFR C677T/A1298C varyantlarinin kombinasyonu oldukga ilging ve
6nemli olabilecek veriler sunmaktadir. Bu kombinasyonun istatistiksel olarak anlamli olup
olmadigimi test etmek i¢in kontrol grubunda yapacagimiz dizileme ¢alismasinin sonuglari

onem arz etmektedir.
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