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Amaç: USP9X, sinaptik gelişim ve nöral fonksiyondaki rolü nedeniyle 
nörogelişimsel bozukluklarla ilişkilendirilmiştir. Bu çalışmanın amacı 
otizmli çocuklarda ve sağlıklı kontrollerde USP9X ve TGF-β düzeylerini 
karşılaştırmak ve otizm şiddeti ile ilişkilerini araştırmaktır.

Yöntemler: Serum USP9X ve TGF-β düzeyleri 41 sağlıklı kontrol (3–12 
yaş) ve 41 otizmli çocukta ölçülmüştür.

Bulgular: Çalışmamız USP9X düzeylerinde otizmli çocuklarda kontrollere 
kıyasla anlamlı bir artış olduğunu ortaya koymuştur (p=0,001). Ancak, 
TGF-β düzeyleri iki grup arasında anlamlı bir farklılık göstermemiştir. 

Ayrıca, göz teması kurmada zorluk alt ölçeği ile hem USP9X hem de 

TGF-β kan seviyeleri arasında pozitif bir korelasyon saptanmıştır.

Sonuçlar: Bu çalışma, otizmli çocuklarda serum USP9X düzeylerini 

sağlıklı kontrollerle karşılaştıran ilk çalışmadır. Bulgularımız, USP9X’in 

otizm gelişimindeki potansiyel rolünü ortaya koymakta ve nörogelişimsel 

süreçlere katılımı konusunda daha fazla araştırma yapılması gerektiğini 

vurgulamaktadır.

Anahtar Sözcükler: Otizm, USP9X, TGF-β, Etiyoloji

GİRİŞ
Son çalışmalar, protein döngüsünün OSB’de önemli bir rol oynayabileceğini 
düşündürmektedir (4). Protein homeostazı, hücrelerin fizyolojik protein 
seviyelerini koruduğu bir mekanizmadır ve anormal nöronal homeostaz, 
anormal protein seviyelerine ve aşırı protein agregasyonu ile ilişkili 
bozukluklara yol açar. Homeostazın ana mekanizmalarından biri, ubikitin-
proteazom sistemi tarafından protein bozunması olan ubikitilasyondur; 
diğeri ise ubikitini proteinlerden uzaklaştırarak bu sürece karşı çıkan 
deubikitilasyon sistemidir (5). Ubikitilasyon, 76 amino asitten oluşan 
ubikitinin protein yapısına eklenmesiyle oluşan post-translasyonel bir 
modifikasyondur. Hücrelerde, ubikuitin sistemi çok sayıda kısa ömürlü 
proteinin parçalanmasından sorumludur. Proteinlerin ubikuitine kovalent 

Otizm spektrum bozukluğu (OSB), sosyal beceri eksikliği, sözlü ve sözsüz 
iletişim bozuklukları, sınırlı ve basmakalıp ilgi alanları ve faaliyetlerle 
karakterize nörogelişimsel bir bozukluktur. Erkeklerde görülme olasılığı 
kadınlara göre dört kat daha fazladır (1). Hastalık Kontrol ve Önleme 
Merkezinin son tahminleri, Amerikalı çocuklar arasında otizmin 
yaygınlığının iki yıl önce 44’te bir (%2,3) iken 36’da bire veya yaklaşık 
%2,8’e yükseldiğini göstermektedir (2). Otizmin etiyolojisi çok faktörlü 
olsa da, araştırmalar otizmin etiyolojisinde güçlü bir genetik bileşene 
işaret etmektedir. Sinaptik işlev ve nöronal bağlantı ile ilgili bazı genlerdeki 
mutasyonlar veya varyasyonlar, otizm gelişme riskinin artmasıyla 
ilişkilendirilmiştir (3).

ÖZ

Introduction: USP9X has been associated with neurodevelopmental 
disorders due to its role in synaptic development and neural function. 
This study aimed to compare USP9X and TGF-β levels in children with 
autism and healthy controls, and explore their relationship with autism 
severity.

Methods: Serum USP9X and TGF-β levels were measured in 41 healthy 
control children (aged 3–12 years) and 41 children with autism.

Results: Our study revealed a significant increase in USP9X levels 
(p=0.001) among children with autism compared to controls. However, 

TGF-β levels showed no significant difference between the two groups. 

Furthermore, we observed a positive correlation between difficulty in 

making eye contact subscale and blood levels of both USP9X and TGF-β.

Conclusions: This study is the first to compare serum USP9X levels in 

children with autism to healthy controls. Our findings suggest USP9X’s 

potential role in autism development, emphasizing the need for further 

research on its involvement in neurodevelopmental processes.
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bağlanması, parçalanma için hedef noktada olmalarını sağlar. Hücre 
döngüsü, sinyal iletimi, transkripsiyonel düzenleme, reseptör aracılı 
düzenleme, sinaptik yeniden şekillenme ve endositoz gibi birçok aktivite 
ubikitin sistemi tarafından düzenlenir (6). Ubikitin sistemi ve proteinler 
arasındaki yakın bağlantı nedeniyle, bu sistemin bozulması nörogelişimsel 
bozukluklara neden olabilir (7).

Deubikitinasyon, deubikitinasyon enzimlerinin ubikitinlenmiş 
proteinlerden ubikitini uzaklaştırdığı ve ubikitinasyon olayını tersine 
çevirdiği bir süreçtir (8). Deubikitile enzimler (DUB), ubikitinin substrat 
proteine bağlanmasını inhibe ederek ubikitin-substrat protein ilişkisini 
tersine çevirir. İnsan genomu yaklaşık 95 DUB kodlar. Substrata özgü 
proteaz (USP) en büyük sınıftır ve hücresel faaliyetleri hassas bir şekilde 
yönetir (9). Usp9x büyük bir DUB’dir (2554 amino asit) (10). USP9X, 
bir deubikitinleştirici enzimi (DUB) kodlayan oldukça korunmuş bir 
X-kromozom genidir. X’e bağlı USP9X geni, bir UBL (ubikitin benzeri) 
alanı ve katalitik bir ubikitin spesifik proteaz (USP) alanı ile yapısal ve 
işlevsel olarak korunmuş bir deubikitinasyon enzimini kodlar (11). Usp9x 
proteini ratlarda sinapslarda lokalizedir ve memeli sinaptik gelişimindeki 
işlevini gösterir (12). Hem insan hem de ratların nöral gelişiminde önemli 
bir işlevi olduğu ve fetal gelişim için gerekli olduğu bilinmektedir. USP9X 
ekspresyonu embriyogenez sırasında en yüksek seviyededir (11). USP9X 
yetişkin merkezi sinir sisteminde azaltıldığında bile, lateral ventriküllerin 
sub-ventriküler bölgesi ve dentat girusun sub-granüler bölge hücreleri gibi 
nörojenik bölgelerde güçlü bir şekilde ifade edilmeye devam eder (13).

USP9X’in birkaç önemli substratı, homeostaz ve/veya beyin gelişimi 
ile ilgili süreçleri kontrol eder. Bunlardan Notch, Wnt ve Dönüştürücü 
Büyüme Faktörü (TGF-β) nörogelişimsel sinyal yollarının unsurlarını içerir 
(10). Embriyonik ön beyinde USP9X’in silinmesi, kusurlu nöral progenitör 
hücre işlevi ve kusurlu hücre olgunlaşması ile sonuçlanır (14).

TGF-β sitokinleri büyüme faktörlerine dönüştüren bir proteindir. Özellikle 
bağışıklık sistemi için çok önemli bir sitokindir, ancak bağışıklık dışı 
işlevlerle de bağlantılıdır (15). TGF, hücre içi fosforilasyon yapan serin/
treonin kinazlar olan TGF reseptörleri I ve II’ye bağlanır (16). Nöroprotektif 
faktör TGF-β, USP9X’in fosforilasyonuna ve ardından dikenlerde 
ankyrin-G’nin stabilizasyonuna neden olan bir sinyal kaskadı başlatır. 
USP9X’in ankyrinG ile etkileşime girmesi ve stabilitesini düzenlemesi 
dendritik dikenleri korur (16). TGF-β, Ankyrin-G ve USP9X’in subsinaptik 
lokalizasyonunu kontrol eder. Böylece TGF-β’nın nöronal büyüme ve 
işlevde önemli bir rolü olduğu gösterilmiştir. TGF-β, nörogelişimsel 
hastalıklarda sinaptik eksiklikleri onarmak için terapötik bir yöntem olarak 
kullanılabilir (16). USP9X, TGF-β sinyal yolunun kritik bir düzenleyicisidir. 
TGF stimülasyonuna yanıt olarak USP9X dendritik oluşumu ve nöronal 
aksonal büyümeyi kontrol eder (17).

Sinaptik fonksiyon ve protein homeostazının otizm etiyolojisindeki 
rolüne ilişkin son literatür göz önüne alındığında, protein homeostatik 
fonksiyonunun ana mekanizmalarından biri olan USP9X, sinaptik 
fonksiyondaki rolü ile dikkat çekmektedir ve OSB’li çocuklarda henüz 
çalışılmamıştır. Çalışmamızda, otizmli çocuklar ile sağlıklı kontroller 
arasında USP9X ve potansiyel olarak ilişkili TGF-β seviyelerini 
karşılaştırmayı amaçladık.

MATERYAL VE YÖNTEMLER

Katılımcılar
Bu çalışma, Otizm Spektrum Bozukluğu olan çocuklarda ve sağlıklı 
kontrollerde serum TGF-β ve USP9X düzeylerini karşılaştırmayı 
amaçlayan kesitsel bir çalışmadır. Çalışma için Gaziantep Üniversitesi 
Klinik Araştırmalar Tıbbi Etik Kurulu’ndan 12.01.2022 tarihinde 2021/347 
karar numarası ile onay alınmıştır. Ocak-Mart 2022 tarihleri arasında 
Çocuk ve Ergen Psikiyatrisi Polikliniği’ne başvuran hastalar arasından 
çalışmaya dâhil edilme kriterlerini karşılayan hastalar çalışmaya dâhil 
edilmiştir. DSM-5 ölçütlerine göre OSB tanısı alan ve 3–12 yaş aralığında 
olan hastalar çalışmaya dâhil edilmiştir. Son 2 hafta içinde psikotrop 
ilaçlar dışında herhangi bir ilaç kullanan, antienflamatuvar ve antioksidan 
ajanlar alan, akut veya bilinen herhangi bir kronik metabolik hastalığı, 
genetik hastalığı, nörolojik hastalığı, kardiyovasküler hastalığı, solunum 
hastalığı, karaciğer veya böbrek hastalığı, onkolojik hastalığı, hematolojik 
hastalığı, enfektif hastalığı, otoimmün hastalığı, alerjik hastalığı veya tıbbi 
hastalığı olan hastalar çalışma dışı bırakılmıştır. Kontrol grubu, bilinen 
herhangi bir tıbbi veya psikiyatrik hastalığı olmayan kişilerden seçilmiştir.

Ölçümler
Otizm spektrum bozukluğu olan çocukların ve kontrol grubundaki 
çocukların ebeveynleri çalışmaya katılmak için Bilgilendirilmiş Gönüllü 
Olur Formlarını imzalamışlardır. Kontrol grubundaki altı yaş üstü 
okuryazar çocuklar da bilgilendirilmiş onam vermişlerdir. Her iki grup 
da bir çocuk psikiyatristi tarafından değerlendirilmiş ve ebeveynlerden 
sosyodemografik veriler toplanmıştır.

Sosyo-demografik Form Yarı yapılandırılmış bir görüşme çizelgesi 
kullanılarak OSB’li ve sağlıklı çocukların yaşları ve gelişim evreleri, 
ebeveynlerinin yaşları ve çalışma durumları ve ebeveynlerinde 
psikopatoloji varlığı sorgulanmıştır.

Otizm spektrum bozukluğu olan çocuklar için Çocukluk Otizmi 
Derecelendirme Ölçeği (CARS) hem ebeveynlere sorularak hem de 
çocuk gözlemlenerek elde edilen bilgilere dayanarak klinisyen tarafından 
doldurulmuştur (18). CARS, otizm tanısında yaygın olarak kullanılan 
geçerli ve güvenilir bir ölçektir. CARS, otizm tanısı koymanın yanı sıra OSB 
olmayan gelişimsel yetersizliği olan çocukları OSB olan çocuklardan ayırt 
etmek için geliştirilmiş 15 maddelik bir ölçektir. Ölçekte yer alan maddeler 
insanlarla ilişki, taklit, duygusal tepkiler, beden kullanımı, değişime tepki, 
görsel tepkiler, dinlenme tepkileri, tat, koku ve dokunma kullanımı, korku/
sinirlilik, sözel iletişim, sözel olmayan iletişim, zihinsel aktiviteler ve genel 
izlenimler başlıkları altında toplanmıştır. Çocukluk otizmi derecelendirme 
ölçeği ülkemizde geçerliliği ve güvenilirliği kanıtlanmış bir ölçektir (19).

Gilliam Otizm Derecelendirme Ölçeği-2’nin (TV-GARS-2) Türkçe versiyonu 
OSB’li çocukların ebeveynlerinden biri (anne veya baba; çocuğu daha iyi 
tanıyan ebeveyn tercih edilmiştir) tarafından doldurulmuştur. TV-GARS-2, 
Stereotipik Davranışlar, İletişim ve Sosyal Etkileşim olmak üzere üç alt 
ölçekten ve spesifik, gözlemlenebilir ve ölçülebilir davranışları içeren 
maddelerden oluşmaktadır. TV-GARS-2’nin değerlendirilmesi sonucunda 
Otistik Bozukluk İndeksi adı verilen standart bir puan elde edilir (20). TV-
GARS-2’nin Türkçe versiyonu geçerli ve güvenilir bir ölçektir (21).

Öne Çıkan Noktalar
•	 Otizm tanısı olan ve sağlıklı olan grupta USP9X ve TGF-β 

düzeylerini araştırdık.

•	 Çalışmamız otizmde serum USP9X düzeylerini 
değerlendiren ilk çalışmadır.

•	 TGF-β düzeyleri iki grup arasında anlamlı bir farklılık 
göstermemiştir.

•	 USP9X düzeyleri otizmli grupta anlamlı derecede yüksek 
bulunmuştur.

•	 USP9X ve otizm arasındaki ilişki önemli bir araştırma 
konusu olabilir.
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Kan Örneklerinin Alınması ve Laboratuvar Çalışmaları
Kan, Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi kan alma biriminde 
gönüllülerden toplanmıştır. Kan örnekleri sarı uçlu vakumlu plastik 
jelli tüpe yerleştirilmiş ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildikten 
sonra serum ayrılmış ve analiz dönemine kadar -80 santigrat derecede 
saklanmıştır. TGF-β ve USP9X düzeyleri Gaziantep Üniversitesi Tıbbi 
Biyokimya Bölümünde belirlenmiş ve örnekler tamamlandıktan sonra 
hazır bir kit ile ELISA yaklaşımı kullanılarak analiz edilmiştir.

İstatistiksel Analiz
Kategorik değişkenler için tanımlayıcı istatistik olarak frekans ve yüzde 
analizi kullanılırken, sayısal değişkenler için ortalama ve standart sapma 
verilmiştir. USP9X ve TGF-β değişkenlerinin normal dağılımları üzerinde 
Shapiro-Wilk testleri yapılmıştır. Bu değişkenleri kategorik değişkenlerle 
karşılaştırmak için Paired-Student T-test/Mann-Whitney-U test 
karşılaştırması kullanılmıştır. İki gruplu kategorik değişkenler için U testi, üç 
veya daha fazla gruplu kategorik değişkenler için Varyans Analizi/Kruskal 
Wallis testi uygulanmıştır. Çalışma sonuçları normal dağılım göstermeyen 
değişkenler için medyan (Q1-Q3), normal dağılım gösterenler için ise 
ortalama ve standart sapma olarak gösterilmiştir. Kategorik değişkenler 
arasındaki farklılıkları incelemek için ayrıca ki-kare analizi yapılmıştır. 
Ayrıca, sayısal değişkenler arasındaki ilişkiler Spearman korelasyon analizi 
kullanılarak incelenmiştir. Analizler IBM Sosyal Bilimlerde İstatistik Paket 
Programı (SPSS) sürüm 22.0 yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 
Anlamlılık eşiği p<0,05 olarak belirlenmiştir.

SONUÇLAR
Örneklem grubu 3–12 yaş arası 41 OSB’li çocuk ve aynı yaş grubundan 
41 sağlıklı çocuk olmak üzere toplam 82 bireyden oluşmaktadır. Kontrol 
grubunun yaş ortalaması 7,83 (±2,37), vaka grubunun yaş ortalaması 
ise 7,20 (±2,66) olup istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır 
(p>0,05). Cinsiyet dağılımı incelendiğinde 82 çocuğun 65’i (%79,2) 
erkek, 17’si (%19,1) kızdır. Erkek/kadın oranı 4/1’dir. Çocuklar cinsiyet 
açısından değerlendirildiğinde vaka ve kontrol grupları arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05). Katılımcıların 
anne ve babalarında psikiyatrik hastalık olup olmamasına göre iki grup 
karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır 
(p>0,05). Vaka ve kontrol gruplarının birinci derece akrabaları psikiyatrik 
hastalık durumları açısından değerlendirildiğinde istatistiksel olarak 
anlamlı bir fark bulunmuştur (p<0,05). Vaka ve kontrol grupları ailede 
OSB varlığı açısından değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı 
bir fark bulunmuştur (p<0,05). Kontrol grubundaki katılımcıların 1’inin 
(%2,5) ailesinde OSB öyküsü varken, 40’ının (%97,5) ailesinde OSB öyküsü 
bulunmamaktadır. Vaka grubundaki katılımcıların 10’unun (%24,3) 
ailesinde OSB öyküsü varken, 31’inin (%75,7) ailesinde OSB öyküsü yoktur. 
Verilerin devamı Tablo 1’de ayrıntılı olarak verilmiştir.

TV-GARS-2’deki Otistik Bozukluk İndeksine karşılık gelen puanlara göre 
bir (%2,5) hastada OSB olasılığı düşük, üç (%7,3) hastada OSB olasılığı 
yüksek, dokuz (%21,9) hastada OSB olasılığı yüksek (hafif düzeyde), 17 
(%41,4) hastada OSB olasılığı çok yüksek (orta düzeyde) ve 11 (%26,8) 
hastada OSB olasılığı çok yüksek (ağır düzeyde) bulunmuştur. Klinisyen 

Tablo 1. Katılımcıların sosyodemografik bilgilerinin karşılaştırılması

Hasta Kontrol P

Yaş* 7,20 (±2,66) 7,83 (±2,37) 0,259

Cinsiyet**

0,173Kadın 6 (%14,6) 11 (%26,8)

Erkek 35 (%85,4) 30 (%73,2)

Gelişim basamakları (konuşma, yürüme, tuvalet eğitimi)***

<0,001Zamanında 4 (%9,8) 38 (%92,7)

Gecikmiş 37 (%90,2) 3 (%7,3)

Annede psikiyatrik hastalık**

0,785Yok 33 (%80,5) 32 (%78,0)

Var 8 (%19,5) 9 (%22,0)

Babada psikiyatrik hastalık***

0,131Yok 32 (%78,0) 37 (%90,2)

Var 9 (%22,0) 4 (%9,8)

Birinci derece akrabalarda psikiyatrik hastalık**

0,015Yok 16 (%39) 27 (%65,9)

Var 25 (%61) 14 (%34,1)

Ailede OSB öyküsü olması***

0,004Yok 31 (%75,6) 40 (%97,6)

Var 10 (%24,4) 1 (%2,4)

Ailede DEHB öyküsü olması**

0,135Yok 27 (%65,9) 33 (%80,5)

Var 14 (%34,1) 8 (%19,5)

DEHB: dikkat eksikliği hiperaktivite bozukluğu; OSB: otizm spektrum bozukluğu; * Bağımsız T-Testi; **Ki-kare; *** Fisher’s testi.
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Tablo 4. CARS soruları ile TGF-β ve USP9X arasındaki korelasyon

US TG C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C12 C11 C13 C14 C15 CT

US
r 1 0,162 -0,058 0,137 -0,009 -0,280 -0,139 0,100 0,337* -0,010 0,120 -0,182 -0,194 -0,083 0,049 -0,218 -0,049 -0,075

p  0,145 0,721 0,392 0,953 0,076 0,386 0,534 0,031 0,951 0,454 0,254 0,225 0,607 0,761 0,171 0,763 0,639

TG
r 0,162 1 0,009 0,095 -0,042 -0,070 -0,077 -0,051 0,390* 0,117 -0,126 0,207 0,012 0,180 0,085 -0,057 -0,149 0,042

p 0,145  0,956 0,553 0,796 0,663 0,631 0,752 0,012 0,466 0,434 0,193 0,942 0,261 0,596 0,721 0,354 0,793

C1
r -0,058 0,009 1 0,490** 0,363* 0,450** 0,542** 0,148 0,182 0,308 0,195 0,171 0,408** 0,523** 0,042 0,345* 0,546** 0,659**

p 0,721 0,956  0,001 0,020 0,003 0,000 0,354 0,256 0,050 0,221 0,285 0,008 0,000 0,797 0,027 0,000 0,000

C2
r 0,137 0,095 0,490** 1 0,172 0,399** 0,556** 0,126 0,494** 0,515** 0,303 -0,037 0,274 0,539** -0,258 0,608** 0,617** 0,665**

p 0,392 0,553 0,001  0,283 0,010 0,000 0,433 0,001 0,001 0,054 0,818 0,083 0,000 0,103 0,000 0,000 0,000

C3
r -0,009 -0,042 0,363* 0,172 1 0,350* 0,620** 0,426** 0,140 0,140 0,523** 0,315* 0,222 0,235 0,262 0,099 0,463** 0,628**

p 0,953 0,796 0,020 0,283  0,025 0,000 0,005 0,382 0,384 0,000 0,045 0,163 0,139 0,098 0,537 0,002 0,000

C4
r -0,280 -0,070 0,450** 0,399** 0,350* 1 0,456** 0,028 0,123 0,232 0,300 0,067 0,368* 0,404** 0,003 0,343* 0,539** 0,606**

p 0,076 0,663 0,003 0,010 0,025  0,003 0,861 0,445 0,145 0,057 0,677 0,018 0,009 0,986 0,028 0,000 0,000

C5
r -0,139 -0,077 0,542** 0,556** 0,620** 0,456** 1 0,230 0,278 0,275 0,469** 0,102 0,498** 0,588** 0,117 0,448** 0,707** 0,821**

p 0,386 0,631 0,000 0,000 0,000 0,003  0,147 0,079 0,082 0,002 0,526 0,001 0,000 0,466 0,003 0,000 0,000

C6
r 0,100 -0,051 0,148 0,126 0,426** 0,028 0,230 1 0,101 0,087 0,291 0,271 -0,089 0,054 0,175 0,041 0,323* 0,378*

p 0,534 0,752 0,354 0,433 0,005 0,861 0,147  0,530 0,589 0,065 0,087 0,580 0,738 0,272 0,798 0,039 0,015

C7
r 0,337* 0,390* 0,182 0,494** 0,140 0,123 0,278 0,101 1 0,694** 0,097 -0,126 0,199 0,315* -0,076 0,141 0,406** 0,442**

p 0,031 0,012 0,256 0,001 0,382 0,445 0,079 0,530  0,000 0,548 0,432 0,212 0,045 0,635 0,379 0,009 0,004

C8
r -0,010 0,117 0,308 0,515** 0,140 0,232 0,275 0,087 0,694** 1 0,023 -0,035 0,191 0,415** -0,213 0,258 0,534** 0,502**

p 0,951 0,466 0,050 0,001 0,384 0,145 0,082 0,589 0,000  0,886 0,829 0,231 0,007 0,180 0,104 0,000 0,001

C9
r 0,120 -0,126 0,195 0,303 0,523** 0,300 0,469** 0,291 0,097 0,023 1 0,294 -0,029 0,140 -0,094 0,409** 0,425** 0,512**

p 0,454 0,434 0,221 0,054 0,000 0,057 0,002 0,065 0,548 0,886  0,062 0,859 0,384 0,560 0,008 0,006 0,001

C10
r -0,182 0,207 0,171 -0,037 0,315* 0,067 0,102 0,271 -0,126 -0,035 0,294 1 0,031 0,147 0,091 0,188 0,098 0,288

p 0,254 0,193 0,285 0,818 0,045 0,677 0,526 0,087 0,432 0,829 0,062  0,846 0,360 0,571 0,240 0,540 0,067

C12
r -0,194 0,012 0,408** 0,274 0,222 0,368* 0,498** -0,089 0,199 0,191 -0,029 0,031 1 0,561** 0,053 0,394* 0,520** 0,546**

p 0,225 0,942 0,008 0,083 0,163 0,018 0,001 0,580 0,212 0,231 0,859 0,846  0,000 0,744 0,011 0,000 0,000

C11
r -0,083 0,180 0,523** 0,539** 0,235 0,404** 0,588** 0,054 0,315* 0,415** 0,140 0,147 0,561** 1 0,056 0,609** 0,688** 0,734**

p 0,607 0,261 0,000 0,000 0,139 0,009 0,000 0,738 0,045 0,007 0,384 0,360 0,000  0,729 0,000 0,000 0,000

C13
r 0,049 0,085 0,042 -0,258 0,262 0,003 0,117 0,175 -0,076 -0,213 -0,094 0,091 0,053 0,056 1 -0,230 -0,014 0,161

p 0,761 0,596 0,797 0,103 0,098 0,986 0,466 0,272 0,635 0,180 0,560 0,571 0,744 0,729  0,147 0,929 0,316

C14
r -0,218 -0,057 0,345* 0,608** 0,099 0,343* 0,448** 0,041 0,141 0,258 0,409** 0,188 0,394* 0,609** -0,230 1 0,645** 0,615**

p 0,171 0,721 0,027 0,000 0,537 0,028 0,003 0,798 0,379 0,104 0,008 0,240 0,011 0,000 0,147  0,000 0,000

C15
r -0,049 -0,149 0,546** 0,617** 0,463** 0,539** 0,707** 0,323* 0,406** 0,534** 0,425** 0,098 0,520** 0,688** -0,014 0,645** 1 0,888**

p 0,763 0,354 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,039 0,009 0,000 0,006 0,540 0,000 0,000 0,929 0,000  0,000

CT
r -0,075 0,042 0,659** 0,665** 0,628** 0,606** 0,821** 0,378* 0,442** 0,502** 0,512** 0,288 0,546** 0,734** 0,161 0,615** 0,888** 1

p 0,639 0,793 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,015 0,004 0,001 0,001 0,067 0,000 0,000 0,316 0,000 0,000  

C: CARS; CT: CARS toplam skoru; TG: TGF-β; US: USP9X.
Spearman korelasyon testi.

Tablo 3. Hasta ve kontrol grupları arasında USP9X ve TGF-β değerlerinin karşılaştırılması

Hasta Kontrol P
USP9X (ng/ml) 11,94 (10,41–13,48) 8,77 (7,27–10,26) 0,001

TGF-β (pg/ml) 466,28 (420,18–512,37) 503,93 (461,48–546,38) 0,209

Mann-Whitney U test.

Tablo 2. CARS ve TV-GARS-2’ye göre vakaların otizm şiddeti

n %

TV-GARS-2 toplam puan
Karar rehberi
CARS sonucu
CARS sonucu

OSB* görülme olasılığı var 1 2,4

OSB görülme olasılığı var 3 7,3

OSB olasılığı oldukça yüksek - düşük 9 21,9

OSB olasılığı oldukça yüksek - orta 17 41,5

OSB olasılığı oldukça yüksek - ağır
Düşük-orta 32,15 (±6,7)
Aşırı otistik 37,6 (±5,9)

11
18
23

26,9
43,9
56,1

OSB: otizm spektrum bozukluğu; CARS: çocukluk otizmi derecelendirme ölçeği; TV-GARS-2:Gilliam otizm derecelendirme ölçeği-2’nin Türkçe versiyonu.
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tarafından doldurulan CARS skorlarına göre, 18 (%43,9) hasta hafif-orta 
ve 23 (%56,1) hasta ağır OSB skorlarını karşılamıştır (Tablo 2).

OSB’li çocuklar ile sağlıklı kontroller arasında USP9X ve TGF-β düzeylerinin 
karşılaştırılması sonucunda, USP9X düzeyinin OSB’li çocuklarda istatistiksel 
olarak anlamlı derecede yüksek olduğu (p: 0,001), TGF-β düzeyinin ise 
iki grup arasında anlamlı bir farklılık göstermediği bulunmuştur (Tablo 
3). Olguların CARS ve TV-GARS-2 skorları ile USP9X ve TGF-β değerleri 
arasındaki korelasyon analizinde, CARS’ın 7. sorusu olan Görsel tepki alt 
ölçeği dışında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır. Görsel 
yanıt alt ölçeği ile USP9X (r= 0,337, p=0,031) ve TGF-β (r= 0,390, p= 0,012) 
arasında orta düzeyde pozitif bir korelasyon bulunmuştur (Tablo 4). Bu 
sonuca göre, hastaların göz temasları anormalleştikçe USP9X ve TGF-β 
değerlerinin arttığı görülmüştür.

TARTIŞMA
Çalışmamızda USP9X ve TGF-β düzeyleri vaka ve kontrol grupları arasında 
karşılaştırıldığında, vaka grubunda USP9X düzeyleri anlamlı derecede 
yüksek bulunurken, TGF-β düzeyleri açısından gruplar arasında anlamlı 
bir fark bulunmamıştır. Çalışmamızda, göz temasının azalması ile USP9X 
ve TGF-β seviyelerinin artması arasında da bir bağlantı keşfettik.

USP9X, lissensefali, epilepsi, X’e bağlı zihinsel engellilik ve otizm spektrum 
bozukluklarını içeren insan nörogelişimsel bozuklukları için potansiyel 
bir gendir (22). Literatüre bakıldığında, otizme neden olan karmaşık 
süreçlerin anlaşılmasında potansiyel oyuncular olarak TGF-β ve USP9X’e 
dikkat çekilmiştir, ancak bu alanda çok az çalışma olduğu görülmektedir.

Bu alanda fareler üzerinde yapılan çalışmalar, anlayışımızı genişletmede 
merkezi bir rol oynamıştır. Örneğin bir hayvan çalışmasında, USP9X 
eksikliği olan farelerin en belirgin fenotipi, yetişkin hipokampüsünün 
boyutundaki dramatik azalma olarak belirtilmiştir. Bu çalışmada, 
USP9X’in yokluğunda beynin genel mimarisinin normal geliştiği, ancak 
korpus kallozum ve hipokampal boyutların azaldığı bildirilmiştir. 
Araştırmacılar ayrıca USP9X yokluğunun aksonal uzunlukta dramatik 
azalmalara yol açtığını belirtmiş ve bunu TGF-β sinyalizasyonundaki bir 
başarısızlığa bağlamıştır (10). Ön beyne özgü USP9X nakavt farelerin 
(USP9X -/y) analiz edildiği bir hayvan çalışmasında, araştırmacılar USP9X 
-/y farelerin anormal iletişim ve sosyal etkileşim davranışları sergilediğini 
kaydetmiştir. Buna karşılık, USP9X -/y farelerinde tekrarlayan davranışların 
gözlenmediğini belirtmişlerdir (23).

Başka bir hayvan çalışmasında, USP9X’ten yoksun fareler dentat girus 
boyutunda dramatik bir azalma göstermiş ve daha küçük bir hipokampüse 
sahip oldukları bulunmuştur. Bu çalışmada USP9X eksikliği olan farelerin 
dentat girusundaki hücresel popülasyonlar analiz edildiğinde, azalmış kök 
hücreler ve azalmış nöroblastlar ile anormal nöroblast morfolojisi tespit 
edilmiştir (24). Bu çalışmalar USP9X’in postnatal hipokampüsün normal 
morfolojik gelişiminde oynadığı kritik rolü vurgulamaktadır. Çalışmalar, 
OSB’li bireylerde hipokampal aktivitenin bozulduğunu göstermiştir. 
Hipokampus, otizmde bozulmuş olan sosyal etkileşim, hafıza ve uzamsal 
muhakemede kritik roller oynamaktadır (25). Bu bulgular göz önüne 
alındığında USP9X ile otizm arasındaki ilişkinin önemli bir çalışma 
konusu olduğunu düşünüyoruz ancak literatüre baktığımızda bu alanda 
büyük bir bilgi boşluğu olduğunu görüyoruz. USP9X ve zihinsel engellilik 
arasındaki ilişki kısmen çalışılmış olsa da, USP9X ve otizm arasındaki ilişki 
hâlâ belirsizdir.

USP9X’teki mutasyonların, insanlar da dâhil olmak üzere memelilerde 
nörogelişimsel sorunlara neden olduğu düşünülmektedir. Zihinsel 
engellilik, otizm, epilepsi ve lissensefali, USP9X işlevinin kaybıyla 
ilişkilendirilmiştir (24).

Literatür incelendiğinde, USP9X’in hem erkeklerde hem de kadınlarda 
gelişimsel gecikme/zihinsel engellilik de dâhil olmak üzere nörogelişimsel 
sorunlarla ilişkili olduğu ve beyin gelişimi sırasındaki rolüyle tutarlı olarak 
çeşitli kalıtım modelleri ve klinik belirtiler gösterdiği görülmüştür (14,26). 
X’e bağlı zihinsel yetersizliği olan bir ailede hastalıkla ilişkili USP9X’teki 
truncating bir mutasyonla ilgili bir rapor yayımlanmıştır (27). USP9X 
mutasyonlarına sahip toplam beş bireyin dâhil edildiği bir çalışmada, 
beş bireyin tamamında zihinsel engellilik ve beş bireyin ikisinde zihinsel 
engellilik ile birlikte otizm bulunmuştur. USP9X’teki mutasyonların işlevsel 
bir etkiye sahip olduğu ve zihinsel engelliliğe neden olduğu bildirilmiştir 
(22).

De Laurentiis ve ark. (2023), USP9X’te yanlış anlamlı bir varyantı olan 
klasik nörogelişimsel fenotipe sahip 5 yaşında bir erkek çocuk bildirmiştir. 
Daha önce bildirilmemiş bir periventriküler heterotopi radyolojik 
tablosuyla sunulan bu vaka, USP9X’in kortikal mimari ve nöral göç 
organizasyonundaki kritik rolünü ve USP9X nörogelişimsel hastalığının 
X’e bağlı bir formunun varlığını vurgulamıştır (28). Otizmli 19 vaka ve bu 
vakaların her iki ebeveynini de içeren 19 üçlü gruptan oluşan bir kohortta 
risk genlerini/nadir varyantları belirlemek için tüm-ekzom dizilemesi 
yapılmış ve USP9X geninin diğer birçok genle birlikte otizmle ilişkili 
olabileceği bildirilmiştir (29).

USP9X üzerine yapılan hayvan ve çok sınırlı insan çalışmaları, USP9X 
mutasyonu ile otizm arasında bir ilişki olduğunu göstermektedir. 
Literatürün aksine, çalışmamızdaki USP9X seviyeleri otizmli bireylerde 
kontrol grubuna kıyasla daha yüksek saptandı. Bu durum küçük örneklem 
grubumuzun farklılıkları tespit etme yeteneğimizi sınırlandırmış olması ile 
ilişkili olabilir. Çalışmalarda zihinsel engelliliğin sıklıkla USP9X işlev kaybı 
mutasyonları ile ilişkili saptandığı göz önüne alındığında, bu çalışmada 
zihinsel engellilik derecesi ile USP9X arasındaki ilişkinin incelenmemiş 
olması da çalışmamızın önemli bir kısıtlılığıdır. Ayrıca USP9X’in cinsiyete 
göre farklı sonuçlara sahip olması da sonuçları yorumlamamızı 
zorlaştırmış gibi görünmektedir. USP9X’in X kromozomu üzerinde 
yer aldığını biliyoruz. X’e bağlı bozuklukların kalıtım şekilleri ve klinik 
sunumu genellikle erkekler ve kadınlar arasında farklılık göstermektedir. 
X’e bağlı bozukluklar ağırlıklı olarak hemizigot erkekleri etkilerken, kadın 
taşıyıcılar genellikle etkilenmez (30). X’e bağlı bozukluklarda heterozigot 
dişilerin korunması koruyucu X inaktivasyonunu içerebilir. Ancak USP9X, 
X inaktivasyonundan kaçan atipik bir X kromozom genidir, yani hem 
aktif hem de inaktif kromozomlardan ifade edilir. Kaçış derecesinin 
genler, dokular ve bireyler arasında değiştiği ve muhtemelen fenotipik 
heterojenliğe katkıda bulunduğu bildirilmektedir (26,30). X kromozomu 
inaktivasyonundan kaçan USP9X gibi genler için nörogelişimsel 
bozukluk fenotipi erkeklerde ölümcül olabilir (31). Çalışmamızdaki 
USP9X ölçümünün periferik kan seviyelerine dayanması, X kromozomu 
inaktivasyonundan kaçan genler için serum seviyelerinin beyin seviyeleri 
ile korelasyon göstermeyebileceğini ve serum seviyelerinin X kromozomu 
inaktivasyonundan kaçan genler için yararlı bir belirteç olmadığını 
düşündürmektedir.

Hastadan türetilmiş hücre dizilerinin kullanıldığı bir çalışmada, veriler 
USP9X varyantlarının erkek deneklerde belirgin bir nörogelişimsel ve 
davranışsal sendromda rol oynadığını göstermiştir. Bu çalışma, TGF-β 
sinyalizasyonunun ve hipokampal fonksiyonun kaybının patolojiye 
önemli katkıda bulunduğuna işaret etmektedir (14).

USP9X missense varyantlarında TGF-β sinyali kaybolmaktadır. 
Nörogelişimsel sinyal yolaklarında bu durum substrat seviyelerinde 
azalmayla sonuçlanır. USP9X missense mutasyonu TGF-β aracılı 
aksonogenezi inhibe ederken, mTOR aracılı nöral kök hücre 
proliferasyonunun azalmasına ve WNT aracılı nöral proliferasyon ve 
farklılaşma ile notch sinyalinin bozulmasına neden olur. Aksonogenez 
TGF-β tarafından inhibe edilir ve korpus kallozum agenezisi, genişlemiş 
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ventriküller ve çeşitli beyin anormallikleri ile sonuçlanır. Bu durum 
hipotoni, motor defektler ve görsel defektlerin yanı sıra kavrama gücünde, 
vücut tonusunda, yürüyüşte ve görsel pozisyonda azalma ile sonuçlanır 
(14).

Nörogelişimsel bozukluklarda USP9X substratlarının kaybı ve TGF-β 
sinyalizasyonunun birleşik defekti göz önüne alındığında, çalışmamızda 
hem USP9X hem de TGF-β seviyeleri ölçülmüştür. Birçok çalışma, otizmli 
çocukların serum ve beyin omurilik sıvısında TGF-β1 düzeylerinin 
azaldığını göstermiştir. Kyoko ve arkadaşları tarafından 2007 yılında 
yapılan bir çalışmada, düşük TGF-β düzeyleri ile otizm arasında bir 
bağlantı olabileceği öne sürülmüştür (32). Otizmli 44 çocuk ile 45 sağlıklı 
kontrol grubunun karşılaştırıldığı bir çalışmada, azalmış TGF-β ve IL-10 
üretimi otizm ile ilişkilendirilmiştir (33). Benzer örneklem büyüklüğüne 
sahip bir başka çalışmada, TGF-β1 kodon 10 ile OSB arasında bir ilişki 
bulunmazken, TGF-β1 kodon 25 ile OSB gelişimi arasında anlamlı bir ilişki 
bulunmuştur (34). Vargas ve ark. otizmli çocuklarda TGF-β2 düzeylerinin 
arttığını bildirmiştir (35). Mısır’da yapılan bir çalışmanın bulgularına göre, 
otizm semptomlarının şiddeti ile TGF-β seviyeleri arasında bir bağlantı 
olabileceği bildirilmiştir. TGF-β seviyeleri azaldıkça stereotipi, sinirlilik ve 
hiperaktivite gibi davranışsal semptomların kötüleştiğini bildirmişlerdir 
(36). Başka bir çalışmada, OSB’li çocuklarda daha düşük TGF-β ile daha 
fazla şiddet içeren davranış skorları arasında bir korelasyon bulunmuştur. 
Ayrıca, TGF-β1 konsantrasyonu ile otizm şiddeti arasında pozitif bir 
korelasyon ve TGF-β2 ile otizm şiddeti arasında negatif bir korelasyon 
bulunmuştur (37).

TGF-β’nın en az üç izoformu olduğu bilinmektedir (TGF-β1, TGF-β2 
ve TGF-β3). TGF-β1’in merkezi sinir sisteminin gelişiminde önemli bir 
düzenleyici rolü olduğu ve çeşitli merkezi sinir sistemi hastalıklarında 
nörogenez için potansiyel etkileri olduğu öne sürülmüştür (37). Bazı 
araştırmacılar ayrıca TGF-β1’in erken merkezi sinir sistemi gelişiminde 
baskılayıcı bir rol oynadığını ve nöronal göç, hayatta kalma ve sinaps 
oluşumunda önemli bir role sahip olduğunu bulmuşlardır (38).

Çalışmamızda, vaka ve kontrol grupları arasında TGF-β düzeyleri 
açısından anlamlı bir fark olmamasına rağmen, vaka grubunun TGF-β 
düzeyi daha düşük bulunmuştur. Otizm grubundaki düşük TGF-β 
düzeyleri literatürü desteklemektedir. Çalışmamızda TGF-β alt tiplerinin 
ayrı ayrı ölçülmemiş olması bulgularımızı sınırlandırmış olabilir. Ayrıca 
serum TGF düzeylerinin beyindeki TGF düzeylerini yansıtıp yansıtmadığı 
da belirsizliğini korumaktadır. (39). İstatistiksel olarak anlamlı bir fark 
olmaması, tedavinin iyileştirici etkisinin bir sonucu da olabilir. Çünkü 
tedavinin sitokin düzeyleri ve semptom şiddeti üzerinde olumlu etkileri 
olduğu belirtilmektedir (40,41). İlaç kullanmayan 55 ilk epizot psikoz 
hastası ve 57 sağlıklı kontrolün dâhil edildiği bir çalışmada risperidonun 
ilk epizot psikoz hastalarında başlangıçta anormal olan sitokin profillerini 
önemli ölçüde normalleştirdiği kaydedilmiştir (40). Antidepresan ilaçlar 
ve oksidatif stres arasındaki ilişkiyi araştıran çalışmalar, antidepresanların 
antioksidan savunmayı güçlendirerek oksidatif stresi azalttığını 
göstermiştir (41). Risperidon, proenflamatuvar sitokin inhibitörü ve 
immünomodülatör bir ilaç olan pentoksifilin ile birlikte kullanıldığında 
sinirlilik, hiperaktivite, stereotipik davranış ve yanlış konuşmanın düzeldiği 
bulunmuştur (42). Ayrıca, nonsteroid antienflamatuvar ilaç selekoksib 
ile kombine edildiğinde, risperidonun otizmin sinirlilik ve stereotipi alt 
ölçeklerinde önemli gerilemeler sağladığı gösterilmiştir (43).

Çalışmamızda, USP9X ve TGF-β seviyelerinin göz teması alt ölçeği ile korele 
olduğunu bulduk. Kısıtlı göz teması OSB’nin kırmızı bayrak işaretlerinden 
biridir ve orta dereceli vakalarda bile göz temasının tehlikeye girebileceği 
iyi bilinmektedir. Çalışmamızda USP9X ile OSB şiddeti arasında herhangi 
bir bağlantı bulamamış olsak da, USP9X ile göz teması arasındaki pozitif 
korelasyon USP9X ile otizm arasında potansiyel bir bağlantı olasılığını 
akla getirmektedir. Böyle bir bağlantının var olup olmadığını anlamak 

için, USP9X ve Otizm spektrum bozukluğu arasındaki ilişkinin daha büyük 
bir örneklemde ve daha kapsamlı bir şekilde tasarlanmış bir çalışmada 
incelenmesi gerekmektedir.

Son olarak, çalışmamızın dikkate alınması gereken bazı kısıtlamaları 
olduğunu belirtmek isteriz. Bunlar arasında çalışmanın kesitsel doğası, 
küçük örneklem büyüklüğü, hasta grubunda biyobelirteç düzeylerini 
etkileyebilecek psikotrop ilaçların kullanılması ve biyolojik parametrelerin 
periferik kandan ölçülmesi yer almaktadır. Otizme neden olan karmaşık 
süreçlerin anlaşılmasında potansiyel bir oyuncu olarak vurgulanan USP9X 
düzeylerini ölçen ilk çalışma olması, genetik veya kronik tıbbi hastalıkların 
dışlanması ve CARS ölçeğinin aynı klinisyen tarafından uygulanması 
bu çalışmanın güçlü yönleridir. Ayrıca, yaş ve cinsiyet gibi demografik 
özelliklerin çalışma sonuçları üzerindeki potansiyel karıştırıcı etkilerini 
azaltmak için sıkı bir eşleştirme prosedürü benimsedik.

Sonuç olarak, USP9X ile otizm arasında bir ilişki olabilir, ancak serumda 
USP9X seviyelerinin ölçülmesi çalışmanın sonuçlarını sınırlamaktadır. 
Gelecekte daha geniş bir popülasyonda ve aynı yolaktaki farklı 
biyobelirteçlerin kombinasyonlarını içeren çalışmalar, OSB’nin 
patofizyolojisinin daha iyi anlaşılmasını sağlayacak ve olası tedavilere yol 
gösterecektir.
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