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Amag: USP9X, sinaptik gelisim ve ndéral fonksiyondaki rolti nedeniyle
norogelisimsel bozukluklarla iliskilendirilmistir. Bu c¢alismanin amaci
otizmli ¢ocuklarda ve saglikli kontrollerde USP9X ve TGF-f duzeylerini
karsilastirmak ve otizm siddeti ile iliskilerini arastirmaktir.

Yontemler: Serum USP9X ve TGF-B duzeyleri 41 saglikli kontrol (3-12
yas) ve 41 otizmli cocukta Sl¢tlmstur.

Bulgular: Calismamiz USP9X diizeylerinde otizmli cocuklarda kontrollere
kiyasla anlamli bir artis oldugunu ortaya koymustur (p=0,001). Ancak,
TGF-B duzeyleri iki grup arasinda anlamli bir farkhlk gostermemistir.

ABSTRACT

Ayrica, gbz temasi kurmada zorluk alt 6lcegi ile hem USP9X hem de
TGF-B kan seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir.

Sonuglar: Bu calisma, otizmli cocuklarda serum USP9X diizeylerini
saglikli kontrollerle karsilastiran ilk calismadir. Bulgularimiz, USP9X'in
otizm gelisimindeki potansiyel roltinii ortaya koymakta ve nérogelisimsel
stireglere katimi konusunda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini
vurgulamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Otizm, USP9X, TGF-f, Etiyoloji

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-@ levels in children with
autism and healthy controls, and explore their relationship with autism
severity.

Methods: Serum USP9X and TGF-f 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-f 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-f.

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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GiRiS

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), sosyal beceri eksikligi, s6zlu ve sézsiiz
iletisim bozukluklari, sinirli ve basmakalip ilgi alanlar ve faaliyetlerle
karakterize norogelisimsel bir bozukluktur. Erkeklerde gériilme olasiligi
kadinlara gére dort kat daha fazladir (1). Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezinin son tahminleri, Amerikali cocuklar arasinda otizmin
yayginhiginin iki yil énce 44'te bir (%2,3) iken 36'da bire veya yaklasik
%2,8'e yukseldigini gostermektedir (2). Otizmin etiyolojisi ¢cok faktorl
olsa da, arastirmalar otizmin etiyolojisinde glicli bir genetik bilesene
isaret etmektedir. Sinaptik islev ve néronal baglanti ile ilgili bazi genlerdeki
mutasyonlar veya varyasyonlar, otizm gelisme riskinin artmasiyla
iliskilendirilmistir (3).

Soncalismalar, proteindéngusiniin OSB'de 5nemlibirrol oynayabilecegini
dustndirmektedir (4). Protein homeostaz, huicrelerin fizyolojik protein
seviyelerini korudugu bir mekanizmadir ve anormal néronal homeostaz,
anormal protein seviyelerine ve asiri protein agregasyonu ile iligkili
bozukluklara yol acar. Homeostazin ana mekanizmalarindan biri, ubikitin-
proteazom sistemi tarafindan protein bozunmasi olan ubikitilasyondur;
digeri ise ubikitini proteinlerden uzaklastirarak bu stirece karsi cikan
deubikitilasyon sistemidir (5). Ubikitilasyon, 76 amino asitten olusan
ubikitinin protein yapisina eklenmesiyle olusan post-translasyonel bir
modifikasyondur. Hucrelerde, ubikuitin sistemi cok sayida kisa émurli
proteinin parcalanmasindan sorumludur. Proteinlerin ubikuitine kovalent
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One Cikan Noktalar

+ Otizm tanisi olan ve saglikli olan grupta USP9X ve TGF-f3
diizeylerini arastirdik.

* Calismamiz otizmde serum USP9X diizeylerini
degerlendiren ilk calismadir.

+ TGF-p duzeyleri iki grup arasinda anlamli bir farklilik
gostermemistir.

» USP9X diizeyleri otizmli grupta anlaml derecede yiiksek
bulunmustur.

» USP9X ve otizm arasindaki iliski 6nemli bir arastirma
konusu olabilir.

baglanmasi, parcalanma icin hedef noktada olmalarini saglar. Hiicre
dongust, sinyal iletimi, transkripsiyonel dizenleme, reseptor aracili
dizenleme, sinaptik yeniden sekillenme ve endositoz gibi bircok aktivite
ubikitin sistemi tarafindan dtzenlenir (6). Ubikitin sistemi ve proteinler
arasindaki yakin baglanti nedeniyle, bu sistemin bozulmasi nérogelisimsel
bozukluklara neden olabilir (7).

Deubikitinasyon, deubikitinasyon enzimlerinin ubikitinlenmis
proteinlerden ubikitini uzaklastirdigi ve ubikitinasyon olayini tersine
cevirdigi bir strectir (8). Deubikitile enzimler (DUB), ubikitinin substrat
proteine baglanmasini inhibe ederek ubikitin-substrat protein iliskisini
tersine cevirir. insan genomu yaklagik 95 DUB kodlar. Substrata 6zgii
proteaz (USP) en buytk siniftir ve hiicresel faaliyetleri hassas bir sekilde
yonetir (9). Usp9x biiyuk bir DUBdir (2554 amino asit) (10). USP9X,
bir deubikitinlestirici enzimi (DUB) kodlayan oldukca korunmus bir
X-kromozom genidir. X'e bagli USP9X geni, bir UBL (ubikitin benzeri)
alani ve katalitik bir ubikitin spesifik proteaz (USP) alani ile yapisal ve
islevsel olarak korunmus bir deubikitinasyon enzimini kodlar (11). Usp9x
proteini ratlarda sinapslarda lokalizedir ve memeli sinaptik gelisimindeki
islevini gosterir (12). Hem insan hem de ratlarin noral gelisiminde énemli
bir islevi oldugu ve fetal gelisim icin gerekli oldugu bilinmektedir. USP9X
ekspresyonu embriyogenez sirasinda en yuksek seviyededir (11). USP9X
yetiskin merkezi sinir sisteminde azaltildiginda bile, lateral ventrikillerin
sub-ventrikuler bolgesi ve dentat girusun sub-graniler bolge hticreleri gibi
norojenik bolgelerde gugli bir sekilde ifade edilmeye devam eder (13).

USP9X'in birkag 6nemli substrati, homeostaz ve/veya beyin gelisimi
ile ilgili suregleri kontrol eder. Bunlardan Notch, Wnt ve Déndistiriici
Buyume Faktoru (TGF-B) norogelisimsel sinyal yollarinin unsurlarini icerir
(10). Embriyonik 6n beyinde USP9X'in silinmesi, kusurlu néral progenitor
hticre islevi ve kusurlu hiicre olgunlasmasi ile sonuglanir (14).

TGF- sitokinleri bilylime faktérlerine dénistiren bir proteindir. Ozellikle
bagisiklik sistemi icin cok 6nemli bir sitokindir, ancak bagisiklik disi
islevlerle de baglantilidir (15). TGF, hucre ici fosforilasyon yapan serin/
treonin kinazlar olan TGF reseptorleri | ve II'ye baglanir (16). Noroprotektif
faktor TGF-B, USP9Xin fosforilasyonuna ve ardindan dikenlerde
ankyrin-G'nin stabilizasyonuna neden olan bir sinyal kaskadi baslatir.
USP9X'in ankyrinG ile etkilesime girmesi ve stabilitesini dizenlemesi
dendritik dikenleri korur (16). TGF-B, Ankyrin-G ve USP9X'in subsinaptik
lokalizasyonunu kontrol eder. Bdylece TGF-B'nin néronal bluyime ve
islevde 6nemli bir rolu oldugu gosterilmistir. TGF-B, nérogelisimsel
hastaliklarda sinaptik eksiklikleri onarmak icin terapotik bir yontem olarak
kullanilabilir (16). USP9X, TGF-B sinyal yolunun kritik bir diizenleyicisidir.
TGF stimulasyonuna yanit olarak USP9X dendritik olusumu ve néronal
aksonal bilytimeyi kontrol eder (17).

Karadag ve ark. Otizmli Cocuklarda Usp9x ve Tgf-p Duzeyleri

Sinaptik fonksiyon ve protein homeostazinin otizm etiyolojisindeki
roltine iliskin son literatiir gdz 6niine alindiginda, protein homeostatik
fonksiyonunun ana mekanizmalarindan biri olan USP9X, sinaptik
fonksiyondaki rolu ile dikkat cekmektedir ve OSB'li ¢ocuklarda hentiz
calisilmamistir. Calismamizda, otizmli ¢ocuklar ile saglkli kontroller

arasinda USP9X ve potansiyel olarak iliskili TGF-B seviyelerini
karsilastirmay1 amacladik.
MATERYAL VE YONTEMLER

Katilimcilar

Bu calisma, Otizm Spektrum Bozuklugu olan cocuklarda ve saglikh
kontrollerde serum TGF-B ve USP9X duzeylerini karsilastirmayi
amaclayan kesitsel bir calismadir. Calisma icin Gaziantep Universitesi
Klinik Arastirmalar Tibbi Etik Kurulu'ndan 12.01.2022 tarihinde 2021/347
karar numarasi ile onay alinmistir. Ocak-Mart 2022 tarihleri arasinda
Cocuk ve Ergen Psikiyatrisi Poliklinigi'ne bagvuran hastalar arasindan
calismaya dahil edilme kriterlerini karsilayan hastalar calismaya dahil
edilmistir. DSM-5 o6lcutlerine gére OSB tanisi alan ve 3-12 yas araliginda
olan hastalar calismaya dahil edilmistir. Son 2 hafta icinde psikotrop
ilaglar disinda herhangi bir ilag kullanan, antienflamatuvar ve antioksidan
ajanlar alan, akut veya bilinen herhangi bir kronik metabolik hastalg,
genetik hastaligi, nérolojik hastalig, kardiyovaskiler hastaligl, solunum
hastalig), karaciger veya bobrek hastaligl, onkolojik hastaligi, hematolojik
hastaligl, enfektif hastaligi, otoimmuin hastalig, alerjik hastaligi veya tibbi
hastaligl olan hastalar calisma disi birakilmistir. Kontrol grubu, bilinen
herhangi bir tibbi veya psikiyatrik hastaligi olmayan kisilerden secilmistir.

Olgiimler

Otizm spektrum bozuklugu olan cocuklarin ve kontrol grubundaki
cocuklarin ebeveynleri calismaya katilmak icin Bilgilendirilmis Gonllu
Olur Formlarini imzalamiglardir. Kontrol grubundaki alti yas Ustu
okuryazar ¢ocuklar da bilgilendirilmis onam vermislerdir. Her iki grup
da bir cocuk psikiyatristi tarafindan degerlendirilmis ve ebeveynlerden
sosyodemografik veriler toplanmustir.

Sosyo-demografik Form Yari yapilandiriimis bir gorisme cizelgesi
kullanilarak OSB'li ve saglkli cocuklarin yaslari ve gelisim evreleri,
ebeveynlerinin yaslari ve c¢alisma durumlari ve ebeveynlerinde
psikopatoloji varligi sorgulanmistir.

Otizm spektrum bozuklugu olan c¢ocuklar icin Cocukluk Otizmi
Derecelendirme Olcegi (CARS) hem ebeveynlere sorularak hem de
cocuk gézlemlenerek elde edilen bilgilere dayanarak klinisyen tarafindan
doldurulmustur (18). CARS, otizm tanisinda yaygin olarak kullanilan
gecerli ve glivenilir bir 6lcektir. CARS, otizm tanisi koymanin yani sira OSB
olmayan gelisimsel yetersizligi olan ¢ocuklari OSB olan ¢ocuklardan ayirt
etmek icin gelistirilmis 15 maddelik bir 6lcektir. Olcekte yer alan maddeler
insanlarla iliski, taklit, duygusal tepkiler, beden kullanimi, degisime tepki,
gorsel tepkiler, dinlenme tepkileri, tat, koku ve dokunma kullanimi, korku/
sinirlilik, sozel iletisim, s6zel olmayan iletisim, zihinsel aktiviteler ve genel
izlenimler bashklari altinda toplanmistir. Cocukluk otizmi derecelendirme
6lcegi tlkemizde gecerliligi ve giivenilirligi kanitlanmis bir élgektir (19).

Gilliam Otizm Derecelendirme Olgegi-2'nin (TV-GARS-2) Tiirkge versiyonu
OSB'li cocuklarin ebeveynlerinden biri (anne veya baba; cocugu daha iyi
taniyan ebeveyn tercih edilmistir) tarafindan doldurulmustur. TV-GARS-2,
Stereotipik Davranislar, iletisim ve Sosyal Etkilesim olmak iizere Ug alt
Olgekten ve spesifik, gozlemlenebilir ve 6lgulebilir davranislari igeren
maddelerden olusmaktadir. TV-GARS-2'nin degerlendirilmesi sonucunda
Otistik Bozukluk indeksi ad verilen standart bir puan elde edilir (20). TV-
GARS-2'nin Turkge versiyonu gegerli ve glvenilir bir dlgektir (21).
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Kan Orneklerinin Alinmasi ve Laboratuvar Calismalari

Kan, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi kan alma biriminde
gonulltlerden toplanmistir. Kan 6&rnekleri sar uglu vakumlu plastik
jelli tiipe vyerlestirilmis ve 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra serum ayrilmis ve analiz dénemine kadar -80 santigrat derecede
saklanmistir. TGF-B ve USP9X duzeyleri Gaziantep Universitesi Tibbi
Biyokimya Boliimiinde belirlenmis ve 6rnekler tamamlandiktan sonra
hazir bir kit ile ELISA yaklasimi kullanilarak analiz edilmistir.

istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenler icin tanimlayici istatistik olarak frekans ve ytizde
analizi kullanilirken, sayisal degiskenler icin ortalama ve standart sapma
verilmistir. USP9X ve TGF-B degiskenlerinin normal dagilimlari tizerinde
Shapiro-Wilk testleri yapiimistir. Bu degiskenleri kategorik degiskenlerle
karsilastirmak i¢in  Paired-Student  T-test/Mann-Whitney-U  test
karsilastirmasi kullanilmistir. iki gruplu kategorik degiskenler icin U testi, Gic
veya daha fazla gruplu kategorik degiskenler icin Varyans Analizi/Kruskal
Wallis testi uygulanmistir. Calisma sonuglari normal dagihm gostermeyen
degiskenler icin medyan (Q1-Q3), normal dagilim gosterenler icin ise
ortalama ve standart sapma olarak gosterilmistir. Kategorik degiskenler
arasindaki farkliliklari incelemek icin ayrica ki-kare analizi yapilmistir.
Ayrica, sayisal degiskenler arasindaki iliskiler Spearman korelasyon analizi
kullanilarak incelenmistir. Analizler IBM Sosyal Bilimlerde istatistik Paket
Programi (SPSS) strim 22.0 yaziimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Anlamlilik esigi p<0,05 olarak belirlenmistir.

Tablo 1. Katilimcilarin sosyodemografik bilgilerinin karsilastiriimasi

Arch Neuropsychiatry 2024;61:306-312

SONUCLAR

Orneklem grubu 3-12 yas arasi 41 OSB'li ocuk ve ayni yas grubundan
41 saglikh ¢cocuk olmak tizere toplam 82 bireyden olusmaktadir. Kontrol
grubunun yas ortalamasi 7,83 (+2,37), vaka grubunun yas ortalamasi
ise 7,20 (+2,66) olup istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Cinsiyet dagilimi incelendiginde 82 c¢ocugun 65'i (%79,2)
erkek, 17'si (%19,1) kizdir. Erkek/kadin orani 4/1'dir. Cocuklar cinsiyet
acisindan degerlendirildiginde vaka ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir (p>0,05). Katilimcilarin
anne ve babalarinda psikiyatrik hastalik olup olmamasina gore iki grup
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Vaka ve kontrol gruplarinin birinci derece akrabalari psikiyatrik
hastalik durumlari acisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Vaka ve kontrol gruplar ailede
OSB varligl agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubundaki katiimcilarin 1'inin
(%2,5) ailesinde OSB 6ykust varken, 40'inin (%97,5) ailesinde OSB 6ykusu
bulunmamaktadir. Vaka grubundaki katilimcilarin 10'unun (%24.3)
ailesinde OSB oykiisti varken, 31'inin (%75,7) ailesinde OSB 6ykusu yoktur.
Verilerin devami Tablo 1'de ayrintili olarak verilmistir.

TV-GARS-2'deki Otistik Bozukluk indeksine karsilik gelen puanlara gére
bir (%2,5) hastada OSB olasihg dusuk, ti¢ (%7,3) hastada OSB olasiligi
yuksek, dokuz (%21,9) hastada OSB olasiligi yuksek (hafif diizeyde), 17
(%41,4) hastada OSB olasiligi cok yiiksek (orta dizeyde) ve 11 (%26,8)
hastada OSB olasiligi cok yuksek (agir diizeyde) bulunmustur. Klinisyen

Hasta Kontrol P
Yas* 7,20 (+2,66) 7,83 (+2,37) 0,259
Cinsiyet**
Kadin 6 (%14,6) 11 (%26,8) 0,173
Erkek 35 (%85,4) 30 (%73,2)
Gelisim basamaklari (konusma, yiirime, tuvalet egitimi)™**
Zamaninda 4 (%9,8) 38 (%92,7) <0,001
Gecikmis 37 (%90,2) 3(%7.3)
Annede psikiyatrik hastalk**
Yok 33 (%80,5) 32 (%78,0) 0,785
Var 8(%19,5) 9 (%22,0)
Babada psikiyatrik hastalik***
Yok 32 (%78,0) 37 (%90,2) 0131
Var 9 (%22,0) 4(%9.8)
Birinci derece akrabalarda psikiyatrik hastalik**
Yok 16 (%39) 27 (%65,9) 0,015
Var 25 (%61) 14 (%34,1)
Ailede OSB 6ykdsi olmasi***
Yok 31 (%75,6) 40 (%97,6) 0,004
Var 10 (%24,4) 1(%2,4)
Ailede DEHB 6ykust olmasi**
Yok 27 (%65,9) 33 (%80,5) 0,135
Var 14 (%34,1) 8(%19,5)

DEHB: dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu; OSB: otizm spektrum bozuklugu; * Bagimsiz T-Testi; **Ki-kare; *** Fisher’s testi.
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Tablo 2. CARS ve TV-GARS-2'ye gore vakalarin otizm siddeti

n %
OSB* goriilme olasilig var 1 24
OSB goriilme olasilig var 3 73
TV-GARS-2 toplam puan OSB olasiligi oldukga yiiksek - diistik 9 219
Karar rehberi OSB olasiligi oldukga yuksek - orta 17 41,5
CARS sonucu OSB olasiligi oldukga yiiksek - agir 11 269
CARS sonucu Diisiik-orta 32,15 (£6,7) 18 439
Asiri otistik 37,6 (+5,9) 23 56,1

OSB: otizm spektrum bozuklugu; CARS: cocukluk otizmi derecelendirme &lcegi; TV-GARS-2:Gilliam otizm derecelendirme 6lgegi-2'nin Tirkge versiyonu.

Tablo 3. Hasta ve kontrol gruplari arasinda USP9X ve TGF-3 degerlerinin karsilastiriimasi

Hasta Kontrol P
USP9X (ng/ml) 11,94 (10,41-13,48) 8,77 (7,27-10,26) 0,001
TGF-B (pg/ml) 466,28 (420,18-512,37) 503,93 (461,48-546,38) 0,209

Mann-Whitney U test.

Tablo 4. CARS sorulari ile TGF-3 ve USP9X arasindaki korelasyon

us TG C1 c2 c3 C4 () (¢ c7 cs8 c9 C10 | C12 C11 C13 | C14  C15 CcT
r 1 0162 | -0,058 | 0,137 | -0,009 @ -0,280 | -0,139 A 0,100 | 0,337* | -0,010 | 0,120 | -0,182 | -0,194 | -0,083 | 0,049 | -0,218 | -0,049 | -0,075
us p 0,145 | 0,721 | 0,392 K 0953 | 0,076 | 0386 | 0534 | 0031 | 0951 | 0454 | 0254 | 0225 0,607 0,761 | 0171 | 0,763 | 0,639
r | 0162 1 0,009 | 0,095 | -0,042 | -0,070 K -0,077 | -0,051 | 0,390* | 0,117 | -0,126 | 0,207 | 0,012 0,180 0,085 | -0,057 | -0,149 | 0,042
TG p | 0145 0956 | 0553 | 0,796 | 0663 @ 0631 | 0752 | 0012 | 0466 | 0434 | 0,193 | 0942 0,261 0,59 | 0,721 | 0354 | 0,793
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**
cl p | 0721 | 0956 0,001 | 0,020 | 0,003 | 0,000 0354 | 0256 | 0050 | 0221 | 0,285 | 0,008 0,000 0,797 | 0,027 | 0,000 | 0,000
r | 0137 | 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**
2 p | 0392 | 0553 0,001 0,283 | 0,010 | 0,000 | 0433 0001 | 0001 | 0054 0818 | 0,083 0,000 0,703 | 0,000 | 0,000 | 0,000
r | -0,009 | -0,042 | 0363* | 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| 0953 | 0796 | 0020 | 0,283 0,025 | 0,000 | 0,005 | 0382 0384 | 0,000 | 0045 | 0,163 0,139 0,098 | 0,537 | 0,002 | 0,000
r | -0,280 | -0,070 | 0,450 | 0,399** | 0,350* 1 0,456 | 0,028 | 0,123 | 0,232 | 0,300 | 0,067 | 0368* 0,404* | 0,003 | 0,343* | 0,539** | 0,606**
4 p | 0076 | 0663 | 0003 | 0010 | 0,025 0,003 | 0861 | 0445 | 0,145 0057 | 0677 | 0,018 0,009 0,986 | 0,028 | 0,000 | 0,000
r | -0,139 | -0,077 | 0,542** | 0,556** | 0,620** | 0,456** 1 0230 | 0278 | 0,275 |0469* 0,102 | 0,498* 0,588* | 0,117 |0,448* | 0,707** | 0,821**
© p| 038 | 0631 | 0000 | 0000 0,000 | 0003 0,147 | 0,079 | 0,082 | 0002 | 0526 | 0,001 0,000 0,466 | 0,003 | 0,000 | 0,000
r | 0100 | -0051 | 0,148 | 0,126 | 0426* | 0,028 | 0,230 1 0,701 | 0,087 | 0,291 | 0,271 | -0,089 | 0,054 0,175 | 0,041 | 0,323* | 0,378*
c6 p | 0534 | 0752 | 0354 | 0433 | 0005 | 0,861 | 0,147 0,530 | 0,589 | 0,065 | 0,087 | 0,580 0,738 0,272 | 0,798 | 0,039 | 0,015
r | 0337% | 0390* | 0,182 | 0,494* 0,140 | 0,123 | 0,278 | 0,101 1 0,694 | 0,097 | -0,126 | 0,199 | 0315* | -0,076 | 0,141 | 0,406** | 0,442**
<7 p | 0031 | 0012 | 0256 | 0,001 & 0382 | 0445 | 0,079 | 0530 0,000 | 0548 | 0432 | 0,212 0,045 0,635 | 0,379 | 0,009 | 0,004
r | -0,010 | 0,717 | 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**
c8 p | 0951 | 0466 | 0,050 | 0001 0384 | 0,145 | 0,082 | 0589 | 0,000 0,886 | 0,829 | 0,231 0,007 0,780 | 0,104 | 0,000 | 0,001
r| 0120 | -0,126 | 0,195 | 0,303 | 0,523*| 0,300 |0469* 0291 | 0,097 | 0,023 1 0,294 | -0,029 = 0,140 | -0,094 | 0,409** | 0,425** | 0,512**
© p | 0454 | 0434 | 0221 | 0,054 @ 0000 | 0057 | 0002 & 0065 | 05548 | 0,886 0,062 | 0,859 0,384 0,560 | 0,008 | 0,006 | 0,001
r | -0,182 | 0,207 | 0171 | -0,037 | 0,315* | 0,067 | 0,702 | 0271 | -0,126 | -0,035 | 0,294 1 0,031 0,147 0,091 | 0,183 | 0,098 | 0,288
€10 p | 0254 | 0193 | 0285 | 0818 | 0045 | 0677 | 0526 | 0,087 | 0432 | 0829 | 0,062 0,846 0,360 0,571 | 0,240 | 0540 | 0,067
r | -0194 | 0012 | 0408*| 0274 | 0222 | 0368* | 0498 -0,089 0,199 | 0,191 | -0,029 | 0,031 1 0,561** | 0,053 | 0,394* | 0,520 | 0,546**
ci2 p| 0225 | 0942 | 0,008 | 0083 | 07163 | 0018 | 0001 0580 | 0212 | 0231 | 0,859 | 0,846 0,000 0,744 | 0,011 | 0,000 | 0,000
r | -0083 | 0,180 |0,523*| 0539 | 0,235 | 0,404*|0,588* 0,054 | 0315 0415* 0,140 | 0,747 | 0,561** 1 0,056 | 0,609** | 0,688** | 0,734**
c p | 0607 | 0261 | 0,00 | 0000 07139 | 0009 | 0000 0,738 | 0,045 | 0,007 | 0,384 | 0360 | 0,000 0,729 | 0,000 | 0,000 | 0,000
r| 0049 | 0,085 | 0042 | -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
ci3 p| 0761 | 059 | 0797 | 0,103 | 0,098 | 0986 | 0466 0272 | 0635 | 0,180 | 0,560 | 0571 | 0,744 0,729 0,147 | 0929 | 0316
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**
ci4 p| 0171 | 0721 | 0,027 | 0,000 0537 | 0028 | 0003 | 0,798 | 0379 | 0,104 | 0,008 | 0,240 | 0,011 0,000 0,147 0,000 | 0,000
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**
cs p | 0763 | 0354 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0000 | 0000 0039 | 0,009 | 0000 A 0006 | 0540 | 0,000 0,000 0,929 | 0,000 0,000
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
cr p| 0639 | 0793 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0000 | 0000 0015 | 0,004 | 0001 | 0001 | 0,067 | 0000 0,000 0,316 | 0,000 | 0,000

C: CARS; CT: CARS toplam skoru; TG: TGF-f; US: USP9X.
Spearman korelasyon testi.
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tarafindan doldurulan CARS skorlarina gore, 18 (%43,9) hasta hafif-orta
ve 23 (%56,1) hasta agir OSB skorlarini karsilamistir (Tablo 2).

OSB'li cocuklar ile saglikli kontroller arasinda USP9X ve TGF-p diizeylerinin
karsilastirilmasisonucunda, USP9X duizeyinin OSB'li cocuklardaistatistiksel
olarak anlamli derecede ytiksek oldugu (p: 0,001), TGF-B diizeyinin ise
iki grup arasinda anlamli bir farkhlik gostermedigi bulunmustur (Tablo
3). Olgularin CARS ve TV-GARS-2 skorlari ile USP9X ve TGF-B degerleri
arasindaki korelasyon analizinde, CARS'In 7. sorusu olan Gérsel tepki alt
Olcegi disinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Gorsel
yanit alt 6lcegi ile USP9X (r= 0,337, p=0,031) ve TGF-B (r= 0,390, p= 0,012)
arasinda orta duzeyde pozitif bir korelasyon bulunmustur (Tablo 4). Bu
sonuca gore, hastalarin géz temaslari anormallestikge USP9X ve TGF-$
degerlerinin arttigl gortlmustar.

TARTISMA

Calismamizda USP9X ve TGF-3 duizeyleri vaka ve kontrol gruplari arasinda
karsilastinldiginda, vaka grubunda USP9X diizeyleri anlamli derecede
yiksek bulunurken, TGF-p dizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir. Calismamizda, géz temasinin azalmasi ile USP9X
ve TGF-p seviyelerinin artmasi arasinda da bir baglanti kesfettik.

USPIX, lissensefali, epilepsi, X'e bagl zihinsel engellilik ve otizm spektrum
bozukluklarini iceren insan nérogelisimsel bozukluklari icin potansiyel
bir gendir (22). Literatire bakildiginda, otizme neden olan karmasik
siireclerin anlasiimasinda potansiyel oyuncular olarak TGF-p ve USP9X'e
dikkat cekilmistir, ancak bu alanda ¢ok az ¢alisma oldugu gériilmektedir.

Bu alanda fareler tizerinde yapilan calismalar, anlayisimizi genisletmede
merkezi bir rol oynamistir. Ornegin bir hayvan calismasinda, USP9X
eksikligi olan farelerin en belirgin fenotipi, yetiskin hipokampdsiiniin
boyutundaki dramatik azalma olarak belirtilmistir. Bu ¢alismada,
USP9X'in yoklugunda beynin genel mimarisinin normal gelistigi, ancak
korpus kallozum ve hipokampal boyutlarin azaldig bildirilmistir.
Arastirmacilar ayrica USP9X yoklugunun aksonal uzunlukta dramatik
azalmalara yol actigini belirtmis ve bunu TGF-f sinyalizasyonundaki bir
basarisizliga baglamistir (10). On beyne 6zgli USP9X nakavt farelerin
(USP9X -/y) analiz edildigi bir hayvan calismasinda, arastirmacilar USP9X
-/y farelerin anormal iletisim ve sosyal etkilesim davranislari sergiledigini
kaydetmistir. Buna karsilik, USP9X -/y farelerinde tekrarlayan davraniglarin
gozlenmedigini belirtmislerdir (23).

Baska bir hayvan calismasinda, USP9X'ten yoksun fareler dentat girus
boyutunda dramatik bir azalma gostermis ve daha kiiciik bir hipokampiise
sahip olduklart bulunmustur. Bu calismada USP9X eksikligi olan farelerin
dentat girusundaki hticresel popiilasyonlar analiz edildiginde, azalmis kok
hucreler ve azalmis néroblastlar ile anormal néroblast morfolojisi tespit
edilmistir (24). Bu calismalar USP9X'in postnatal hipokampustin normal
morfolojik gelisiminde oynadig kritik rolt vurgulamaktadir. Calismalar,
OSB'li bireylerde hipokampal aktivitenin bozuldugunu gostermistir.
Hipokampus, otizmde bozulmus olan sosyal etkilesim, hafiza ve uzamsal
muhakemede kritik roller oynamaktadir (25). Bu bulgular géz énine
alindiginda USP9X ile otizm arasindaki iliskinin 6nemli bir calisma
konusu oldugunu dustinliyoruz ancak literatiire baktigimizda bu alanda
buyuk bir bilgi boslugu oldugunu goriyoruz. USP9X ve zihinsel engellilik
arasindaki iliski kismen calisilmis olsa da, USP9X ve otizm arasindaki iliski
hala belirsizdir.

USP9X'teki mutasyonlarin, insanlar da dahil olmak tizere memelilerde
norogelisimsel sorunlara neden oldugu dustunulmektedir. Zihinsel
engellilik, otizm, epilepsi ve lissensefali, USP9X islevinin kaybiyla
iligkilendirilmistir (24).
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Literatlir incelendiginde, USP9X'in hem erkeklerde hem de kadinlarda
gelisimsel gecikme/zihinsel engellilik de dahil olmak tizere nérogelisimsel
sorunlarla iliskili oldugu ve beyin gelisimi sirasindaki roltiyle tutarli olarak
cesitli kalitim modelleri ve klinik belirtiler gosterdigi goralmustur (14,26).
X'e bagl zihinsel yetersizligi olan bir ailede hastalikla iliskili USP9X'teki
truncating bir mutasyonla ilgili bir rapor yayimlanmistir (27). USP9X
mutasyonlarina sahip toplam bes bireyin dahil edildigi bir calismada,
bes bireyin tamaminda zihinsel engellilik ve bes bireyin ikisinde zihinsel
engellilik ile birlikte otizm bulunmustur. USP9X'teki mutasyonlarin islevsel
bir etkiye sahip oldugu ve zihinsel engellilige neden oldugu bildirilmistir
(22).

De Laurentiis ve ark. (2023), USP9X'te yanlis anlamli bir varyanti olan
klasik nérogelisimsel fenotipe sahip 5 yasinda bir erkek cocuk bildirmistir.
Daha o6nce bildirilmemis bir periventrikiiler heterotopi radyolojik
tablosuyla sunulan bu vaka, USP9X'in kortikal mimari ve néral goé¢
organizasyonundaki kritik roltinii ve USP9X nérogelisimsel hastaliginin
X'e bagl bir formunun varligini vurgulamistir (28). Otizmli 19 vaka ve bu
vakalarin her iki ebeveynini de iceren 19 ticlti gruptan olusan bir kohortta
risk genlerini/nadir varyantlari belirlemek igin tim-ekzom dizilemesi
yapiimis ve USP9X geninin diger bircok genle birlikte otizmle iligkili
olabilecegi bildirilmistir (29).

USP9X Uzerine yapilan hayvan ve ¢ok sinirli insan calismalari, USP9X
mutasyonu ile otizm arasinda bir iliski oldugunu go&stermektedir.
Literattrtin aksine, calismamizdaki USP9X seviyeleri otizmli bireylerde
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek saptandi. Bu durum kiigtik 6rneklem
grubumuzun farkhliklari tespit etme yetenegimizi sinirlandirmis olmasi ile
iliskili olabilir. Calismalarda zihinsel engelliligin siklikla USP9X islev kaybi
mutasyonlari ile iliskili saptandigl g6z 6nuine alindiginda, bu calismada
zihinsel engellilik derecesi ile USP9X arasindaki iliskinin incelenmemis
olmasi da calismamizin énemli bir kisithhigidir. Ayrica USP9X'in cinsiyete
gore farkl sonuglara sahip olmasi da sonuglar yorumlamamizi
zorlastirmis gibi goérinmektedir. USP9X'in X kromozomu Uzerinde
yer aldigini biliyoruz. X'e bagh bozukluklarin kalitim sekilleri ve klinik
sunumu genellikle erkekler ve kadinlar arasinda farklilik géstermektedir.
X'e bagli bozukluklar agirlikh olarak hemizigot erkekleri etkilerken, kadin
tastyicilar genellikle etkilenmez (30). X'e bagl bozukluklarda heterozigot
disilerin korunmasi koruyucu X inaktivasyonunu icerebilir. Ancak USP9X,
X inaktivasyonundan kacan atipik bir X kromozom genidir, yani hem
aktif hem de inaktif kromozomlardan ifade edilir. Kacis derecesinin
heterojenlige katkida bulundugu bildirilmektedir (26,30). X kromozomu
inaktivasyonundan kacan USP9X gibi genler icin n&rogelisimsel
bozukluk fenotipi erkeklerde oSlumcil olabilir (31). Calismamizdaki
USPI9X oOl¢timunin periferik kan seviyelerine dayanmasi, X kromozomu
inaktivasyonundan kagan genler icin serum seviyelerinin beyin seviyeleri
ile korelasyon géstermeyebilecegini ve serum seviyelerinin X kromozomu
inaktivasyonundan kacan genler igin yararli bir belirtec olmadigini
dusundurmektedir.

Hastadan turetilmis hticre dizilerinin kullanildigi bir calismada, veriler
USP9X varyantlarinin erkek deneklerde belirgin bir nérogelisimsel ve
davranissal sendromda rol oynadigini gostermistir. Bu ¢alisma, TGF-f
sinyalizasyonunun ve hipokampal fonksiyonun kaybinin patolojiye
6nemli katkida bulunduguna isaret etmektedir (14).

USP9X missense varyantlarinda TGF-p sinyali kaybolmaktadir.
Norogelisimsel sinyal yolaklarinda bu durum substrat seviyelerinde
azalmayla sonuclanir. USP9X missense mutasyonu TGF-p aracili
aksonogenezi inhibe ederken, mTOR aracili néral kék hicre
proliferasyonunun azalmasina ve WNT aracili néral proliferasyon ve
farklilasma ile notch sinyalinin bozulmasina neden olur. Aksonogenez
TGF-p tarafindan inhibe edilir ve korpus kallozum agenezisi, genislemis
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ventrikiller ve cesitli beyin anormallikleri ile sonuglanir. Bu durum
hipotoni, motor defektler ve gorsel defektlerin yani sira kavrama giictinde,
vlicut tonusunda, yuriyuste ve gorsel pozisyonda azalma ile sonuglanir
(14).

Norogelisimsel bozukluklarda USP9X substratlarinin kaybi ve TGF-f
sinyalizasyonunun birlesik defekti g6z 6ntine alindiginda, ¢alismamizda
hem USP9X hem de TGF-f seviyeleri 6l¢ulmustur. Bircok ¢alisma, otizmli
cocuklarin serum ve beyin omurilik sivisinda TGF-1 duzeylerinin
azaldigini gostermistir. Kyoko ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda
yapilan bir ¢alismada, dusuk TGF-f duzeyleri ile otizm arasinda bir
baglanti olabilecegi 6ne surtlmustur (32). Otizmli 44 ¢ocuk ile 45 saglkli
kontrol grubunun karsilastirldigr bir ¢alismada, azalmis TGF-f ve IL-10
uretimi otizm ile iligkilendirilmistir (33). Benzer 6rneklem buyukligine
sahip bir baska calismada, TGF-B1 kodon 10 ile OSB arasinda bir iligki
bulunmazken, TGF-B1 kodon 25 ile OSB gelisimi arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur (34). Vargas ve ark. otizmli cocuklarda TGF-B2 diizeylerinin
arttigini bildirmistir (35). Misir'da yapilan bir ¢alismanin bulgularina gore,
otizm semptomlarinin siddeti ile TGF-f seviyeleri arasinda bir baglanti
olabilecegi bildirilmistir. TGF-p seviyeleri azaldikca stereotipi, sinirlilik ve
hiperaktivite gibi davranissal semptomlarin kétilestigini bildirmislerdir
(36). Baska bir calismada, OSB'li cocuklarda daha diisiik TGF-B ile daha
fazla siddet iceren davranis skorlari arasinda bir korelasyon bulunmustur.
Ayrica, TGF-B1 konsantrasyonu ile otizm siddeti arasinda pozitif bir
korelasyon ve TGF-f2 ile otizm siddeti arasinda negatif bir korelasyon
bulunmustur (37).

TGF-B'nin en az (¢ izoformu oldugu bilinmektedir (TGF-p1, TGF-p2
ve TGF-B3). TGF-B1'in merkezi sinir sisteminin gelisiminde 6nemli bir
duzenleyici rolt oldugu ve cesitli merkezi sinir sistemi hastaliklarinda
nérogenez icin potansiyel etkileri oldugu 6éne surilmustur (37). Bazi
arastirmacilar ayrica TGF-B1'in erken merkezi sinir sistemi gelisiminde
baskilayici bir rol oynadigini ve néronal gog, hayatta kalma ve sinaps
olusumunda énemli bir role sahip oldugunu bulmuslardir (38).

Calismamizda, vaka ve kontrol gruplar arasinda TGF-B duzeyleri
acisindan anlamlh bir fark olmamasina ragmen, vaka grubunun TGF-f
duzeyi daha dustk bulunmustur. Otizm grubundaki distik TGF-f
duzeyleri literattiri desteklemektedir. Calismamizda TGF-f alt tiplerinin
ayri ayri 6l¢tilmemis olmasi bulgularimizi sinirlandirmis olabilir. Ayrica
serum TGF duzeylerinin beyindeki TGF diizeylerini yansitip yansitmadig
da belirsizligini korumaktadir. (39). istatistiksel olarak anlaml bir fark
olmamasi, tedavinin iyilestirici etkisinin bir sonucu da olabilir. Ctunku
tedavinin sitokin diizeyleri ve semptom siddeti tzerinde olumlu etkileri
oldugu belirtilmektedir (40,41). ilag kullanmayan 55 ilk epizot psikoz
hastasi ve 57 saglikli kontroltin dahil edildigi bir calismada risperidonun
ilk epizot psikoz hastalarinda baslangi¢ta anormal olan sitokin profillerini
6nemli 6lguide normallestirdigi kaydedilmistir (40). Antidepresan ilaglar
ve oksidatif stres arasindaki iliskiyi arastiran calismalar, antidepresanlarin
antioksidan savunmayi giclendirerek oksidatif stresi azalttigini
gostermistir (41). Risperidon, proenflamatuvar sitokin inhibitora ve
immunomodiilatér bir ilag olan pentoksifilin ile birlikte kullanildiginda
sinirlilik, hiperaktivite, stereotipik davranis ve yanlis konusmanin diizeldigi
bulunmustur (42). Ayrica, nonsteroid antienflamatuvar ilag selekoksib
ile kombine edildiginde, risperidonun otizmin sinirlilik ve stereotipi alt
6lgeklerinde onemli gerilemeler sagladigi gosterilmistir (43).

Calismamizda, USP9X ve TGF-f seviyelerinin g6z temasi alt 6lgegiile korele
oldugunu bulduk. Kisith g6z temasi OSB'nin kirmizi bayrak isaretlerinden
biridir ve orta dereceli vakalarda bile gz temasinin tehlikeye girebilecegi
iyi bilinmektedir. Calismamizda USP9X ile OSB siddeti arasinda herhangi
bir baglanti bulamamis olsak da, USP9X ile gz temasi arasindaki pozitif
korelasyon USP9X ile otizm arasinda potansiyel bir baglanti olasihgini
akla getirmektedir. Boyle bir baglantinin var olup olmadigini anlamak
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icin, USP9X ve Otizm spektrum bozuklugu arasindaki iliskinin daha buytk
bir 6rneklemde ve daha kapsamli bir sekilde tasarlanmis bir calismada
incelenmesi gerekmektedir.

Son olarak, calismamizin dikkate alinmasi gereken bazi kisitlamalari
oldugunu belirtmek isteriz. Bunlar arasinda ¢alismanin kesitsel dogasl,
kucuk orneklem buyukligu, hasta grubunda biyobelirteg diizeylerini
etkileyebilecek psikotrop ilaglarin kullaniimasi ve biyolojik parametrelerin
periferik kandan 6l¢tilmesi yer almaktadir. Otizme neden olan karmasik
stireclerin anlasiimasinda potansiyel bir oyuncu olarak vurgulanan USP9X
diizeylerini 6lcen ilk calisma olmasi, genetik veya kronik tibbi hastaliklarin
dislanmasi ve CARS 6lceginin ayni klinisyen tarafindan uygulanmasi
bu calismanin giiclii yonleridir. Ayrica, yas ve cinsiyet gibi demografik
ozelliklerin calisma sonuglari Uzerindeki potansiyel karistirici etkilerini
azaltmak icin siki bir eslestirme proseduri benimsedik.

Sonuc olarak, USP9X ile otizm arasinda bir iliski olabilir, ancak serumda
USPI9X seviyelerinin olctilmesi calismanin sonuglarini sinirflamaktadir.
Gelecekte daha genis bir poptlasyonda ve ayni yolaktaki farkl
biyobelirteglerin  kombinasyonlarini  iceren  calismalar, OSB'nin
patofizyolojisinin daha iyi anlasiimasini saglayacak ve olasi tedavilere yol
gosterecektir.

Tesekkiir: Yazarlar calismaya katilan tim katimcilara tesekkir eder.
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