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Otistik spektrum bozukluklarinda SLC6A4 geni ekspresyonunun aragtiriimasi

Investigation of SLC6A4 gene expression in autism spectrum disorders
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OzZET

Amag: Otizm kompleks bir nérogelisimsel bozukluk ola-
rak tanimlanmaktadir. Hastalik etiyolojisinde genetik bir
taban oldugu bilinmektedir. Serotonin ve otizm arasinda
bir iligki oldugu daha énce yapilan cesitli arastirmalarla
gosterilmistir. SLC6A4 geni (SERT veya 5-HTT) serotoni-
nin geri aliminda énemli bir role sahiptir. Bu 6zelliginden
dolayi bu ¢alismada otizm hastalarinda SLC6A4 geninin
ekspresyon duzeyi arastiriimistir.

Yontemler: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve
Ergen Ruh Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali’na ilk kez
basvurup, yapilan degerlendirme sonrasi DSM-V kriterle-
rine gore otistik spektrum bozuklugu (OSB) tanisi alan 34
hasta (26 erkek, 8 kiz) ve saglikli 23 kontrol (16 erkek, 7
kiz) calismaya dahil edilmistir. Gruplardan alinan periferal
kan 6érneklerinden TRIzol yardimiyla RNA izolasyonu ya-
pilmistir. SLC6A4 geni ekspresyonu Kantitatif Real-Time
PCR (qRT-PCR) ile belirlenmistir.

Bulgular: SLC6A4 geni ekspresyonunun hasta grubun-
da kontrol grubuna goére istatistiksel olarak énemli dlgtide
daha dusuk oldugu bulundu (p=0,027).

Sonug: Hasta grubunda ekspresyonun duisik olmasi
serotoninin geri aliniminda bir bozukluk oldugunu du-
sundlUrmektedir. Elde edilen bu sonuglarimiza gére ge-
nin ekspresyonunun ayni hasta grubunda genisletilerek
calisiimasi, 6zellikle genin metilasyon durumu ve genin
ekspresyonunu etkileyen polimorfizmlerin de birlikte aras-
tinimasi gerektigi dustinulmektedir.

Anahtar kelimeler: Otizm, ekspresyon, SLC6A4, gen,
serotonin

GIRIS
Otizm, ofistik spektrum bozukluklar (OSB) iceri-

sinde yer alan, klinik ve genetik heterojenite gos-
teren kompleks bir nérogelisimsel bozukluk olarak

ABSTRACT

Objective: Autism is defined as a complex neurodevelop-
mental disorder. Genetics plays a major role in the etiol-
ogy of autism spectrum disorders (ASD). The role of the
serotonin in the development of autism has been widely
investigated. SLC6A4 gene (SERT or 5-HT) has an im-
portant role reuptaking of serotonin. Because of this, our
study examined the expression level of SLC6A4 gene in
autism patients.

Methods: Thirty-four patients (26 male, 8 female) who
diagnosed as autism firstly according to DSM-V criteria
in the Department of child psychiatry, Erciyes University
Medical Faculty and healthy 23 controls (16 male, 7 fe-
male) were enrolled in this study. Total RNA was isolated
from peripheral blood samples using TRIzol. Quantitative
Real-time PCR (qRT-PCR) was performed to detect SL-
C6A4 gene expression.

Results: SLC6A4 gene expression was found statistically
significant and low in autism group compared with con-
trols (p=0,027).

Conclusion: The low gene expression in the patient
group implied that there is an abnormality of serotonin
reuptake. According to our results, we suggest that much
more studies may be planned with the expression and
methylation profile of this gene combined with gene poly-
morphisms especially affecting the expression in larger
sample sizes. J Clin Exp Invest 2015; 6 (2): 165-169

Key words: Autism, Expression, Gene, Serotonin, SL-
C6A4

tanimlanmaktadir [1-3]. Bugln icin hastalik tanisi
Amerikan Psikiyatri Birligi’'nin Mayis 2013’te tani kri-
terlerini geniglettigi DSM-V’e (Diagnostic and Sta-
tistical Manual of Mental Disorders, 5" edition) gore
konmaktadir [4]. Hastalik etiyolojisinde genetik bir
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taban oldugu bilinmesine ragmen yapilan tim ¢alis-
malar hastalik patogenezini aydinlatmada yetersiz
kalmistir [5,6]. Otizmi anlamak adina yapilan gene-
tik calismalar spesifik genlerdeki riskli varyantlari
tanimlayarak etiyolojide rol oynayan biyolojik meka-
nizmalari aydinlatmaya ydneliktir. Bu anlamda 6zel-
likle son 10-15 yilda otizmin aydinlatiimasi igin yapi-
lan arastirmalarin sayisinda ciddi anlamda artiglar
vardir [7]. Yapilan genetik ¢alismalar ile 1000’den
fazla genetik lokusun bu bozuklukta rol oynadigi
ortaya konmustur [7-10]. Ozellikle aday gen calig-
malarina gére basta NRXN1, SHANKS3, NLGNS3,
NLGN4, MeCP2, EN2, CNTNAP2, OXTR, RELN,
GABRB3, GABRA5, GABRGS3 olmak Uzere yiz-
lerce gen otizmden sorumlu tutulmaktadir [11-12].
Tdm bu g¢abalara ragmen bugline kadar vakalarin
¢ok az bir kismindan sorumlu olan varyasyonlar be-
lirlenebilmistir.

Serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) merke-
zi ve periferal sinir sisteminde énemli rol oynayan
bir nérotransmiterdir. Otizmin de i¢cinde bulundugu
bir grup psikiyatrik hastaliklarin temelinde serotonin
metabolizmasindaki degisimlerin etkisi vardir. Sero-
tonin ve otizm arasinda iligkinin oldugu daha 6nce
yapilan cesitli arastirmalarla gdsterilmistir [13-15].
Serotoninin bu kadar énemli olmasinin gesitli ne-
denleri vardir. ilk olarak, serotonin bir nérotransmit-
ter olarak merkezi sinir sisteminin gelisimini regule
ederek davranis ve cgesitli fizyolojik sureclerle (ank-
siyete, sosyal davraniglar ve agresyon) iliskilendi-
rilmistir [16]. Ozellikle yiiksek serotonin seviyesi
(hiperserotonomi) otizm bulgularindan birisi olarak
kabul edilmektedir [17-19]. Serotonin transporter
(SLC6A4, Solute Carrier Family 6 Member 4) geni
17911.1-q12’ye haritalanmistir. SLC6A4 geni (SERT
veya 5-HTT olarak da bilinmektedir) 31 kb uzunlu-
gunda ve 14 ekzon icermektedir. Serotonin beyin
sinapslarina salindiktan sonra, SLC6A4 tarafindan
dizenlenerek hem serotenerjik sinir ucundan hem
de plateletlerden geri alindidi ¢ok iyi bilinmektedir
[15,20,21]. Bir diger neden de serotonin inhibitorle-
ri ile otizm hastalarinda gorilen bazi semptomlarin
duzeltilebilmesidir [19].

Ozellikle OSB ile yapilan aday gen iliski ¢alig-
malarinda SLC6A4 geni 6nemli bir gen olarak kabul
edilmektedir. Literatiirde bu genin polimorfizmleri
OSPB’de calisiimis ve bu gen otizm icin aday gen-
lerden biri olarak kabul edilmistir [16,18,22]. Cook
ve digerleri yaptiklari ¢calismada SLC6A4 geninin
promotor bolgesindeki VNTR polimorfizminin kisa
allelinin aileden otistik cocuklarina gegisini goster-
mislerdir [23]. Bu polimorfizmdeki kisa veya uzun al-
leli tagima, genin fonksiyonunu etkilemektedir [19].

Literattre bakildiginda serotonin ile ilgili birgok
¢alisma bulunmaktadir, bu g¢alismalar ¢ogunlukla
polimorfizm ve kan serotonin seviyesinin belirlenme-
sine yonelik olarak yapilmistir. Dolayisiyla serotonin
alimini duzenleyen SLC6A4 geninin de otizmde rolu
olabilecegi dusuntlebilir. Ancak OSB grubunda bu
genin ekspresyonuna ait ¢alisma bulunmamaktadir.
Yukarida agiklanan 6zelliklerden dolayi bu ¢alisma-
da, SLC6A4 geni ekspresyonunun otizm hastalarin-
daki diizeyini arastirmayl amagcladik.

YONTEMLER

Hastalarin segimi

Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk ve Ergen
Ruh Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dal’'nda ko-
nusma, sosyal ve iletisimde gecikme sikayeti ile ilk
kez basvurup, calismaya Ocak 2014-Subat 2015
tarihleri arasinda 1 arastirma gorevlisi ve 1 ¢ocuk
psikiyatri uzmani tarafindan DSM-V kriterlerine gére
yapilan klinik gérisme ve psikiyatrik degerlendirme
sonucunda “otistik spektrum bozuklugu-agir siddet
tanisi alan” 34 hasta cocuk (26 erkek, 8 kiz) alin-
mistir. Kronik bir tibbi, psikiyatrik veya genetik has-
taligi olmayan ve psikiyatrik ila¢ tedavisi almayan
saglikli 23 kontrol (16 erkek, 7 kiz) calismaya dahil
edilmistir. Erciyes Universitesi'nden etik kurul ona-
yI ve ailelerden gerekli onamlar alinmistir. Dikkat
eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB) tanilari
icin Duygulanim Bozukluklari ve Sizofreni Gérisme
Cizelgesi-Simdi ve Yasam Boyu Sekli uygulandi.
Mental retardasyon (MR) tanisi 1 ¢ocuk psikiyatri
uzmani ve 1 ¢ocuk néroloji uzmani tarafindan psi-
kiyatrik ve ndrolojik muayene ve psikometrik deger-
lendirme (Ankara Gelisim Tarama Envanteri) sonu-
cunda konuldu. Epilepsi tanisi ise ¢ocuk ndroloji
uzmani tarafindan kondu.

RNAizolasyonu ve gen ekspresyon galigmalari

Genetik galismalar Erciyes Universitesi Genom ve
Kok Hucre Merkezi'nde yapilmistir. Gruplardan ali-
nan 2 ml periferal kan érneklerinden (TRIzol, Roc-
he, Almanya) RNA izolasyonu yapilimistir. RNA'nin
kalitesi ve miktari BioSpec-Nano Spektrometre ile
Olcllmustir. RT2 HT First Strand (Qiagen) kit ile
RNA'dan komplementer DNA (cDNA) elde edilmig-
tir. Komplementer DNA sentezi yapilirken 42°C 15
dk ve 95°C 5 dk inkiibasyona birakilmigtir. SLC6A4
geni ekspresyonu Kantitatif Real-Time PCR (gRT-
PCR) ile belirlenmistir. Ekspresyon calismasi igin
RotorGene (Qiagen) cihazi kullaniimigtir. Ekspres-
yon calismasi yapilirken 95°C 10 dk ve 40 déngu
boyunca 95°C 15 sn, 60°C 60 sn inklbe edilmistir.
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Her bir 6rnek cift galisilmis ve house keeping gen
olarak beta-aktin secilmistir. Beta-aktin ile normali-
ze edilen érneklerin rélatif kantifikasyonu igin delta
delta Ct metodu uygulanmistir.

istatistiksel analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Varyans homojenitesi Leve-
ne test ile degerlendirildi. Gruplar arasi kargilastir-
malar, nicel veriler i¢in bagimsiz iki érneklem t testi,
Mann-Whitney U testi ve Pearson ki kare analizi ile
yaplldi. Veriler ortalama ve standart sapma, ortanca
(25.-75. yuzdelikler) ve frekans ile ylzdeleri olarak
ifade edildi. Odds oranlari %95 glven araligi ile
verildi. Verilerin analizi R 3.2.0 (www.r-project.org)
programi ile yapildi. istatistiksel anlamhlik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

34 hasta (26 erkek, 8 kiz) ve saghkl 23 kontrol (16
erkek, 7 kiz) bu calismaya dahil edilmistir. Hasta
grubunun yas ortalamasi (yil) 4,38+2,05 ve kontrol
grubunun ise 5.61+1,95 olarak bulunmustur. Grup-

lar arasinda cinsiyetler agisindan bir farklilik bulu-
namamistir (p=0,561). Hasta grubunun klinik 6zel-
likleri incelendiginde otizm disinda 11 hastada MR,
5 hastada dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
(DEHB), 2 hastada da epilepsi bulgulari tespit edil-
migtir (Tablo 1).

Tablo 1. Hastalarin klinik 6zelliklerinin 6zetlenmesi

Bulgular Hasta (n=34)
Cinsiyet (Erkek/Kiz) 26/8

Yas 4,38+2,05
MR 11
DEHB 5
Epilepsi 2

MR: mental retardasyon, DEHB: Dikkat Eksikligi Hiperak-
tivite Bozuklugu

Hasta ve kontrol grubu kargilastirildiginda is-
tatistiksel agidan SLC6A4 geni ekspresyonu hasta
grubunda dusuk olarak tespit edilmistir (p=0,027)
(Tablo 2). Hasta profilinde alt gruplar bulunmadigi
icin baska karsilastirmalar yapiimamisgtir.

Tablo 2. SLC6A4 gen Kontrol (n=23)  Otizm (n=34 .
ekspresyonunun grup- n (O/f,) ) n (((,/o) ) p degeri  OR (95% CI)
lar arasindaki dagihmi- —
nin gosterilmesi C|}2$|yet 7 (30.4) 8 (23.5)
iz , :
Erkek 16 (69,6) 26 (76,5) 0561  1,42(0,43-4,68)
SLC6A4 ekspresyonu  0,41(0,29-0,72) 0,31 (0,18-0,45) 0,027 0,11 (0,01-0,95)

Degerler n (%),ortanca (25.-75. ytzdelik) olarak ifade edilmigtir

TARTISMA

Otizm yasamin ilk 3 yilinda ortaya ¢ikan, hastaliga
eslik eden klinik bulgular nedeniyle kisinin toplumla
iliskisini hemen hemen tamamen yok eden bir bo-
zukluktur [12,24]. Otizm arastirmalarinda ilk olarak
iliskilendirilen biyomarker yiiksek serotonin seviye-
sidir [3,25-28]. Bugline kadar serotonin transporter
geni ile yapilan iliskilendirme calismalarindan da
celigkili sonuglar alinmistir. SLC6A4 geni promoto-
runda tanimlanan delesyon/insersiyon polimorfizmi-
nin (5-HTTLPR) ve intron 2 VNTR polimorfizminin
psikiyatrik bozukluklarin etiyolojisinde rol oynadigi
bildirilmektedir [16,18,22,29]. Ozellikle bu 2 poli-
morfizm bu genin transkripsiyonu ve fonksiyonu-
nu etkilemektedir [30]. Bazi ¢alismalarda bu genin
polimorfizmleri ile otizm arasinda korelasyon bulu-
nurken, digerlerinde farkli sonuglar elde edilmistir

[3,19,31]. Bugline kadar yapilan buyuk capli iligki
g¢alismalarindan Devlin ve arkadaslar 5-HTTLPR
ve intron 2 VNTR polimorfizmlerini 390 ailede (1528
birey) arastirmistir. 5-HTTLPR’nin kisa allelinin
daha cok kaltildigi gosterilmistir [19]. 352 ailenin
dahil edildigi SLC6A4 genine ait 9 polimorfizmin
arastirildigi bir diger buylk calismada ise anlamli
sonuglar elde edilememistir [32]. Tordjman ve ar-
kadaglari ise 5-HTTLPR promotor polimorfizminin
otizm riskini etkilemesinden ¢ok 6zellikle kisa veya
uzun alleli taslyip tasimama durumuna goére sosyal
ve iletisimsel davranis fenotipini degistirdigini 6ne
surmdaslerdir [21].

Her ne kadar polimorfizm ve kan serotonin se-
viyelerinin belirlenmesine yonelik birgok arastirma
olsa da [20,26-30] serotoninin dizenleyicisi olan
SLC6A4 geninin ekspresyonun otizmdeki duzeyi

J Clin Exp Invest

www.jceionline.org

Vol 6, No 2, June 2015



168 Sener, ve ark. Otizm ve SLC6A4 gen ekspresyonu

ile ilgili bir yayina rastlanamamigtir. Bizim ¢alis-
mada gruplar arasinda SLC6A4 geni ekspresyonu
acgisindan anlamh bir farklihk bulunmustur. Hasta
grubunda ekspresyonun daha disuUk olarak tespit
edilmesi serotoninin geri aliniminda eksiklik oldu-
gunu dusundirmektedir. Selektif serotonin reupta-
ke inhibtorleri (SSRI) sikhkla OSB grubunda bazi
semptomlari tedavi etmek amaciyla kullaniimakta-
dir. Bu galismaya dahil edilen hastalar ilk kez OSB
tanisi alanlardan olustugu igin kan érnekleri alindigi
sirada ila¢ kullanimina baglanmamistir. Bu agidan
bakildiginda SSRI kullanimi sonuglarimizi etkileme-
mektedir ve g¢alismamiz bu ydéniyle de 6zgundur.
Ancak hastalarda serotonin diizeyleri 6lgtiimemistir.
Bu nedenle 6zellikle ayni hasta grubunda serotonin
seviyelerinin de belirlenmesi gerektigi agiktir. Ayrica
hafif ve orta dizeyde OSB tanisi alanlarla agir olan
hastalarin da dahil edilerek farkh karsilastirmalarin
yapilmasi da literattire yeni katkilar saglayabilir.

Sonug olarak, verilerimize gére SLC6A4 ge-
ninin ekspresyonunun ayni hasta grubunda ge-
nigletilerek calisiimasi, 6zellikle genin metilasyon
durumunun ve genin ekspresyonunu etkileyen
polimorfizmlerin de birlikte arastiriimasi gerektigi
disunulmektedir. Serotonin metabolizmasi ile ilgili
bilinenlerin ve ilerleyen dénemde bu alanda yapila-
cak yeni arastirmalarla da elde edilecek bulgular ile
otizm patogenezine katki saglayacagi 6ngorilmek-
tedir. Ek olarak, gelecekteki otizm genetigi calisma-
larinda davraniglar ile ilgili major lokuslarin dikkatli
incelenerek olasi katkilarinin degerlendiriimesi de
bu alanda yeni gorusler sadlayacaktir.
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