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OZET

Steroid yapida bulunan vitamin D bilesikleri hormon benzeri fonksiyonlara sahip olan
metabolitlerdir. Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), c¢ogunlukla prenatal koékenli olup
erken cocukluk ¢aginda tespit edilen, norogelisimsel durumlara ait bir grup hastaliktir.
Vitamin D, anti-inflamatuar etkileri, mitokondriyi korumasi ve T-regiilator hiicrelerini
artirmasi gibi rollerinden dolay1 otizm risk ve siddetini azaltabilmektedir. Calismamizda
OSB olan (Grup I, N=46) ve saglikli (Grup II, N=46) cocuklarda, diger yontemlerle
karsilastirildiginda, metot olarak daha hassas ve giivenilir sonuglar sagladigindan serum
vitamin D metabolit (25(OH)Ds, 25(0OH)D,, 3-epi-25(0H)D3) diizeylerinin, LC-MS/MS
metodu ile analitik olarak ol¢iilmesi amaglanmustir. Bu arastirmada, rutin sartlarda serum
25(0OH)D3, 25(0OH)D; diizeylerine bakmanin yani sira farkli bir metod ve analitik kolon
kullanilarak 3-epi-25(OH)D3 diizeyleri analiz edilmistir. Serum kalsiyum, kreatinin ve
fosfor diizeyleri spektrofotometrik yontem ile, PTH seviyeleri elektrokemiliiminesans
yontem ile tayin edilmistir. Bulgulara gore, Grup I ve Grup |l parametreleri
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenememistir (p>0,05). OSB’li
cocuklar Cocukluk Otizmini Derecelendirme Olgegi (CODO) sonucuna gore kendi
aralarinda degerlendirildiginde agir derecede otizmli ¢ocuklarin (Grup Ib), hafif-orta
derecede otizmli c¢ocuklara (Grup la) gore diisik serum 25(OH)D; diizeylerine sahip
oldugu goriilmiistiir. Iki grup karsilastirldiginda serum 25(0OH)D; diizeyleri igin
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Serum 25(OH)D,, 3-epi-
25(0OH)Ds3, kalsiyum, kreatinin, fosfor ve PTH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlami
fark izlenememistir (p>0,05). Sonu¢ olarak Vitamin D metabolitlerinin daha ¢ok
norogelisimsel siirece etkilerinden dolayr OSB’li bireylerde hastaligin 6nlenmesi ve
takibinde yararl olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bilim Kodu :1010.1

Anahtar Kelimeler  : Otizm, C3 epimer, Vitamin D, Sivi Kromatografisi Tandem Kiitle
Spektrometresi

Sayfa Adedi 134
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ANALYTICAL MEASUREMENT OF SERUM VITAMIN D METABOLITES BY
LC-MS/MS METHOD IN CHILDREN WITH AUTISM SPECTRUM DISORDER
(Ph. D. Thesis)
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ABSTRACT

Vitamin D compounds are steroidal structures which have hormone-like functions. Autism
Spectrum Disorder (ASD) is a group of diseases of the neurodevelopmental condition that
is usually detected in early childhood prenatal origin. Vitamin D metabolites might reduce
the risk and severity of autism due to the effects such as their anti-inflamatory effects,
increasing T-regulatory cells, protecting the mitochondria. In our study, as compared with
other methods, due to the fact that it provides more accurate and reliable results, in children
with ASD(Group |, N=46) and healty children (Group IlI, N=46), serum vitamin D
metabolites (25(OH)D3, 25(0OH)D,, 3-epi-25(0OH)D3) levels to measure are aimed by LC-
MS/MS method. And in this research, as well as serum 25(OH)D, and 25(OH)Ds levels are
measured in routine condition, serum 3-epi-25(OH)D3 levels are analyzed using a different
method and an analytical column. While levels of serum calcium, creatinine and
phosphorus were determined by spectrophotometric method, levels of parathyroid hormone
were determined by electrochemiluminescence method. According to the results, when
compared Group | with Group 11, there was no statistically significant differences (p>0,05).
As Childhood Autism Rating Scale (CARS)’s results of children with ASD were evaluated
themselves, children with severely ASD (Grup Ib) had lower levels of serum 25(OH)D3
than children with mildly-moderately ASD (Grup la). When the two groups were
compared to each other, there were found statistically significant difference in level of
serum 25(OH)D; (p<0,05). Between serum 25(0OH)Djz;, 25(OH)D,, 3-epi-25(0OH)Ds,
calcium, creatinine, phosphorus and PTH levels, statistically significant differences were
not observed (p>0,05). As a result, we consider that metabolites of vitamin D may be
useful, due to the effects of neurodevelopmental process in preventing and monitoring the
disease in individuals with ASD.

Science Code :1010.1

Key Words - Autism, C3 epimer, Vitamin D, Liquid Chromatography Tandem
Mass Spectrometry
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1.GIRIS

Vitamin D, yagda ¢Oziinen vitaminler arasinda yer alan, endojen olarak viicutta
sentezlenebilen hormon benzeri etkilere sahip steroid yapili bilesiklerdir. Vitamin D’nin
kemik ve mineral metabolizmasi {izerine etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Son yillarda
yapilan c¢alismalarda, vitamin D reseptdriiniin viicuttaki bir¢ok dokuda saptanmasi ile
birlikte, vitamin D’nin kemik disinda farkli bolgelerde etki mekanizmalar1 olabilecegi
arastirtlmaya baslanmistir. Yapilan arastirmalarda, vitamin D bilesiklerinin beyin-omurilik
stvisinda bulunmasi ve kan-beyin bariyerini gegebilmesi ile metabolizmada gorev alan
enzimlerin beyin dokusunda tayin edilmesi vitamin D’nin beyin lizerindeki etkilerini
giindeme getirmistir. Vitamin D ile beyin gelisiminde etkili mekanizmalar {izerinde
caligmalar yapilmakta ve vitamin D eksikliginin bazi psikiyatrik hastaliklarla iliskisi
arastirilmaktadir. Vitamin D eksikliginin beyinde anatomik ve hiicresel diizeyde
farkliliklara neden oldugu tespit edilmis ve vitamin D’nin beyin gelisiminde olumlu
etkilere sahip oldugu ¢aligmalarla desteklenmistir. Genel popiilasyonda vitamin D eksikligi
prevalanst 6nemli bir halk sagligi problemi haline gelmistir [1]. Vitamin D’nin kanser,
kalp-damar hastaligi, multiple skleroz (MS), seker hastaligi, otizm ve otoimmiin hastaliklar
gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol aldigi disiiniilmektedir [2]. Vitamin D normal
olarak, glinesten gelen 290-315 nm dalga boyundaki ultraviyole 1sinlarin etkisiyle deride
yer alan 7-dehidrokolesterol’iin termal enerji ile vitamin D3 veya Kkolekalsiferole
donistiriilmesiyle dolagima katilmaktadir [3]. Vitamin D, agiz yoluyla alindigi zaman
deride ayni sekilde olusturulmasi igin viicut bunu metabolize etmektedir. Dolasima nasil
ulagirsa ulagsin karaciger vitamin D’nin dolagimdaki formunu 25-hidroksilaz enzimi
yardimi ile 25(OH)D3’e hidroksile etmektedir [4, 5].

Vitamin D genlerin diizenlenmesi gibi bircok mekanizmada gorev almaktadir. DNA tamiri
vitamin D’nin bakim ve onarim fonksiyonlarindan biridir [6]. Klinik olarak 25(OH)D3
diizeyleri, vitamin D seviyesinin gosterilmesinde belirteg olarak kabul edilmektedir. Son
zamanlarda, altin standart bir yontem olarak kabul edilen sivi kromatografisi kiitle/kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) metodu ile vitamin D diizeyleri, diger yontemlere gore daha
hassas sonuglar vermektedir [7]. Cok sayida meta-analiz ve sistematik ¢aligmalar, vitamin
D’nin kemik ile ilgili olmayan birgok hastalifin, Ornegin; kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, multiple sklerozis, diyabet, otizm ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde ve

onlenmesinde bir rol oynadigin1 dne siirmektedir [8]. Diger bir ana metabolit vitamin D,



bitki orijinlidir ve agirlikli olarak gidalar ve takviyeler araciligiyla viicuda alinmaktadir [9].
Vitamin D, ve Dj karacigerde her biri ayr1 olarak sirasiyla 25-hidroksi vitamin D, (25-
OHD;) ve 25-hidroksivitamin D3 (25-OHD3)’e doniistiirilir. 25(OH)D’nin  serum
konsantrasyonu nispeten uzun yarit émre sahip olmasindan (2-3 hafta) dolay1 ¢ogunlukla
bir bireyin vitamin D durumunu degerlendirmek i¢in kullanilir. 25(OH)D ile
karsilastirildiginda aktif form olan 1,25 dihidroksivitamin D (1,25-(OH),D)’nin yar1 émrii
yalnizca 4-6 saattir. 1,25-(OH),D vitamininin normal veya yiiksek serum konsantrasyonu,
paratiroid hormonun (PTH) salgilanmasina neden olarak 1,25-(OH),D’nin renal tiretimini
indiiklemektedir [10]. Serumda 25(OH)D vitamini konsantrasyonun belirlenmesinde,
glinimiizde mevcut olan dort farkli metod kullanilmaktadir; a) Kompetetif immiinoassay,
b) Kompetetif protein binding assay(CPBA), ¢) Yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) ve d) Sivi kromatografisi- kiitle/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) [2]. LC-
MS/MS analitik ol¢timde, secicilik, dogruluk ve hassasiyet agisindan diger testlere gore
avantajlara sahiptir. Bunun yani sira vitamin D 6l¢timii i¢in Klinik laboratuarlarin yaklasik
%10’unda LC-MS/MS kullanilmasinin nedeni, pahalt donanim ve uzmanlik gerektiren bir
teknik olmasidir. Dogru ve hassas Olglimler, numune On-muamelesi, kalibrasyon,
kromatografik ayirma modu, internal standart se¢imi, iyonizasyon modu ve spektrometrik
deteksiyon i¢in transisyon(ge¢is) secimi gibi bircok adimin optimizasyonunu
gerektirmektedir [11]. Cesitli iyonizasyon modlari arasinda elektrosprey iyonizasyon (ESI)
ve atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI), MS analizinde en c¢ok kullanilan
tekniklerdir. Vitamin D metabolitlerinin yiiksek lipofilik yapisi, diisiik iyonizasyon
ozellikleri ile izobarik ve izomerik bilesiklerin potansiyel miidahalesi LC-MS/MS

Ol¢iimiinii zor hale getirmektedir.

Yaklagik olarak 50’nin {izerinde vitamin D metaboliti rapor edilmistir [12]. 25(0OH)Ds,
25(0OH)D3, 24R,25(0OH);D3, 3-epi-25(0OH)Ds, 3-epi-1,25(0H),Ds, 1,25(0H),D3 vitamin D
metabolitlerinden bazilaridir. Giiniimiizde yalnizca 25(OH)D ve 1,25(0OH),D diizeyleri
klinik olarak bilgi saglamaktadir. 3-epi-25(OH)D ve 24R,25(OH),D’nin miktar tayinleri

klinik aragtirmalar i¢in 6nemli bilgiler sunabilecegi diistiniilmektedir.

Serum 25(OH)D vitamin 6l¢liimii igin kullanilan LC-MS/MS’in artan klinik uygulamalari,
ihmal edilen 3-epi-25(OH)Ds’ilin ayriminit ve Ol¢imiindeki ilgiyi gliindeme getirmistir.
Rutin  olarak 25(0OH)D; tayini i¢in kullanilan LC-MS/MS, 25(OH)Dj3’ten
3-epi-25(0OH)Ds’tin  ayrimini  yapamamaktadir. Bununla birlikte, klinik uygulamada



3-epi-25(OH)D3’tin ayrimi tartismali bir konudur. 25(OH)D’nin epimerik formlarinin
(3-epi 25(0OH)D;, ve 3-epi-25(0OH)D3), 6zellikle bebek popiilasyonlarinda total 25(0OH)D
konsantrasyonunun biiyilk bir boliimiine katki saglayabilecegi diisliniilmektedir. C-3
epimerlerinin birincil metabolitlere gore cok daha diisiik biyolojik aktiviteye sahip
olmasina ragmen spesifik olarak miktar tayini vitamin D durumunun uygun bir klinik
degerlendirmesi i¢in gerekli olabilmektedir. Bu epimerler izobarik oldugundan dogru
miktar tayini i¢in kromatografik aywrma gereklidir. LC-MS/MS, vitamin D profili
olusturarak, tek bir deneysel ortamda ¢oklu analit analizinin gergeklestirilmesi ile ilgili tiim

vitamin D metabolitlerinin spesifik belirlenmesine olanak vermektedir [13].

Diger yontemlerle karsilastirildiginda, metot olarak daha hassas ve giivenilir sonuglar
sagladigindan ¢alismamizda Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) olan ¢ocuklarda vitamin D
metabolit (25(0OH)D3;, 25(OH)D,, 3-epi-25(0OH)D3) diizeyleri, LC-MS/MS metodu
Olglilmesi ve 3-epi-25(0OH)D3’tin 1-18 yas araligindaki ¢ocuklarda kalitatif ve kantitatif
olarak tayinini yapmak amag¢lanmistir. Bu arastirmada OSB ve vitamin D metabolitleri
arasindaki iliski arastirilirken, ayn1 zamanda vitamin D metabolitleri i¢in giincel bir

metodunda irdelenmesi hedeflenmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Vitamin D Metabolizmasi

Vitamin D, yagda ¢oziinen vitaminlerden bir tanesidir ve hormon benzeri fonksiyonlara
sahip steroid yapida bilesiklerdir. Sentezlendigi bolgeden uzakta etkiler gosterebildiginden
dolay1r hormon olarak da tanimlanabilmektedir. Vitamin D kaynaklar1 diyetle alinir veya
endojen olarak iretilebilmektedir. Bitkilerde ergokalsiferol (D, vitamini) ve hayvan
dokularinda bulunan kolekalsiferol (D3 vitamini) kaynak olarak kullanilmaktadir. Endojen
olarak kolesterol sentezinde bir ara metabolit olan 7-dehidrokolesterolden (provitamin D3)
glines 15181 veya ultraviyole UV 1sm etkisiyle deride sentezlenmektedir. Normal sartlarda
glines 1s1nlar1 araciligl ile sentez edilen vitamin D miktar1 yaklagik olarak %90-95tir [14].
Viicutta sentez edilen vitamin diizeyi bazi1 faktorlere bagli olarak degismektedir.
Mevsimler, glineslenme saati ve siiresi, deri pigmentasyonu, hava kirliligi diizeyi, gilines
koruyuculari, giyinme tarzi, giines 1sinlarinin gelis agisi, yasanilan bolge gibi faktorler

vitamin D sentezinde etkili olmaktadir [15].

Diyetle alinan D, vitamini ve deride sentezlenen D3 vitamini biyolojik olarak inaktiftir ve
ardigik iki hidroksilasyon reaksiyonu sonucu aktif vitamin D’ye doéntsiirler. Vitamin D
dolagimda bulunan vitamin D baglayici protein (DBP) ile kompleks olusturarak karacigere
tasinir. Birinci hidroksilasyon basamagi karacigerde meydana gelmektedir. Reaksiyon
mikrozomal bir enzim olan 25-hidroksilaz ile katalize edilir ve plazmada en baskin olan
vitamin D’nin baslica depo formu 25(OH)D3; meydana gelir. 25(OH)D3;, DBP’ne
baglanarak bobrege tasinir ve ikinci hidroksilasyon basamagi bobrekte gergeklesir. Burada
bulunan mitokondriyal 25-hidroksikolekalsiferol la-hidroksilaz enzimi tarafindan 1.
pozisyonda tekrar hidroksillenmektedir. Sonugta aktif form olan 1,25(OH),Ds
olusmaktadir. 1,25(OH);D3’lin meydana gelmesi plazmada bulunan fosfat ve kalsiyum
seviyeleri ile iligkilidir. Diisik plazma fosfat seviyesi 25-hidroksikolekalsiferol 1la-
hidroksilaz enzimi {lizerinde dogrudan bir etki yaratirken diisiik plazma kalsiyum seviyesi
PTH hormonu iizerinden dolayli etki etmektedir [16]. Vitamin D’nin inaktivasyonu,
25(0OH)D3 ve 1,25(0OH);D3’iin bosaltim igin 24- ve 23- hidroksile iirlinlere diintisiimiinii
katalizleyen mitokondriyal 24-hidroksilaz enzimi tarafindan yan zincir oksidasyonu ile
olmaktadir. Sonug¢ olarak suda ¢oziinen safra metabolitlerine (26,23 lakton ve kalsitroik

asit) doniigiir ve safra yoluyla digskiya atilmaktadir [17]. C3-epimerizasyonu ikinci bir



metabolik yolak araciligiyla ana vitamin D metabolitlerinin kendi epimerik formlarina

donitstiriliir ve C-24 oksidasyon yolu boyunca ileri metabolize olur [18].
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Sekil 2.1. Ergokalsiferol ve kolekalsiferol yapilar

2.1.1. Vitamin D ile kalsiyum, fosfor, kreatinin ve paratiroid hormon arasindaki iliski

Hormonlar mineral metabolizmasini regiile etmektedir. PTH ve 1,25-dihidroksi vitamin D
kemik ve mineral metabolizmasini regiile eden primer hormonlardir. Vitamin D, ince
barsaklar, kemikler ve bdbrekler iizerinde etki gostererek plazma kalsiyum ve fosfor

diizeylerinin en uygun seviyede kalmasini saglamaktadir.

PTH, bilateral olarak yerlesmis 4 adet paratiroid bez tarafindan sentez edilir ve salgilanir.
Paratiroid bezler, 2 adet sol ve 2 adet sag olmak tizere tiroid bez kapsiiliiniin tizerinde veya

yanlarinda yer almaktadir (Sekil 2. 2.). Bu bezler chief ve oksifil hiicrelerden olusur. Chief



hiicreleri PTH 1n sentezi, depolanmasi ve salgilanmasindan sorumludur. PTH, direkt olarak

kemik ve bobrek tizerine etki etmektedir.

Farinks
(arka goriiniim)

Paratiroid hiicreler

Tiroid bezi —+ | azo e
\ g ':"" (Paratiroid hormon salgilar)

)\ Paratiroid - % ‘
. bezler
Ozofagus

Trake Oksifil hiicreler

Sekil 2.2. Paratiroid bezlerinin yapisi

1,25(0OH),D, PTH sentez ve sekresyonunu etkilemektedir. 1,25(OH),D, kronik PTH
sentezini baskilamak i¢in paratiroid bezlerdeki vitamin D reseptdrleri ile etkilesime girer.
PTH direkt olarak kemik ve bobrekler iizerinden hareketi ve 1,25(OHy,D araciligiyla
barsaklar lizerinde indirekt etki gosterir. Bobreklerde PTH nefronun distal kivrik tiibiiliinde
kalsiyum geri emilimini artirir, proksimal tiibiil tarafindan fosfat geri emilimini azaltir,
Na'-H" antiporter aktiviteyi inhibe eder, 25-hidroksivitamin D-la hidroksilazi indiikler,
kalsiyum ve fosfatin intestinal absorbsiyonunu stimiile eden 1,25(OH),D’nin {iretimini

artirir.
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Sekil 2.3. Paratiroid hormonun sentezi ve ana etkileri

Kalsiyum kas hiicreleri ve sinir dokular1 gibi birgok organin islevinin diizenlenmesine
yardime1 olan yasamsal bir mineral ve iyondur. Ormegin; serum kalsiyum diizeyinin diisiik
olmasi sinir sistemi kontrol kaybina neden olabilir iken, serum kalsiyum diizeyinin ¢ok
yiikksek olmasi kalp yetmezligine neden olabilmektedir. Bundan dolayi, yasamsal
fonksiyonlarin kaybedilmemesi i¢in, kandaki kalsiyum miktarinin siki bir sekilde regiile
edilmesi gereklidir. Total plazma kalsiyum konsantrasyonu 2,2 ve 2,60 mmol/L (8,8-10,4
mg/dL) arasinda siirdiiriilmektedir. Kalsiyum dolasimda 3 formda bulunmaktadir. Iyonize
Ca’* fizyolojik olarak en aktif olani ve en énemlisidir.(Total kalsiyumun %50°si) Plazma
protein konsantrasyonu arttig1 durumda (6rnegin dehidrasyonda oldugu gibi), protein bagl

kalsiyum ve total serum kalsiyum artisi goriiliir. Plazma protein konsantrasyonunun



azaldigi durumlarda (O0rnegin karaciger hastalifi, nefrotik sendrom veya yetersiz
beslenme), protein baglh kalsiyum konsantrasyonu azalir, total kalsiyumun azalir ancak
iyonize kalsiyum referans aralif1 icerisinde muhafaza edilir. Kan ve dokular arasisivida
bulunan iyonize kalsiyum ve fosfat seviyelerindeki degisimlere yanit olarak paratiroid
bezlerden PTH salgilanir. Kandaki veya ekstraseliller sividaki serbest kalsiyum
konsantrasyonu PTH sentez ve sekresyonunun primer fizyolojik regiilatoriidiir. PTH, 84
aminoasitten meydana gelen tek zincir peptit hormondur. 9425 Da molekiiler agirligina
sahip intakt PTH sentezlenerek depo edilmektedir. PTH, sentez edildiginde pre-pro-PTH
yapisindir. Pre ve pro sekanslari hiicre igerisinde enzimatik olarak ayrilir. PTH (1.84),
cogunlukla biyolojik olarak aktif PTH-34) amino-terminal fragmente ve inaktif PTHs5.84)
karboksi-terminal fragmente metabolize olur. Sekil 2.3.’te paratiroid hormonun sentezi ve
ana etkileri goriilmektedir [19]. Ekstraseliiler iyonize kalsiyumda azalma veya serum fosfat
konsantrasyonlarindaki artis PTH’in sekresyonunu stimiile eder. Serbest kalsiyum
paratiroid hiicrelerin plazma membraninda bulunan kalsiyum-duyarli reseptor tarafindan
algilanir. Bu reseptor intraseliiler olaylari aktive eder. PTH sentez ve sekresyonunun
inhibisyonuna neden olur. PTH’1n hiicresel etkilerinin ¢ogu G-protein ve cAMP sinyal
yolagi araciligiyla gerceklesir. PTH sekresyonu kalsiyum tarafindan feedback regiilasyonla
kontrol edilir. Plazma kalsiyumundaki diisiis tam tersi etkiler gosterir. Kalsiyumdaki artis
PTH sekresyonunu azaltir. PTH sekresyonu ve serbest kalsiyum arasinda ters bir sigmoidal
iliski goriiliir. PTH, kemik dokusundan kalsiyum salinmasini uyarir ve ayni zamanda
normal olarak idrarla digar1 atilan kalsiyumun geri emilimi i¢in bobrekleri stimiile eder.
Onemli bir basamak olan, barsaklardan absorbe edilen kalsiyum diizeyini artirmak igin
PTH vitamin D3’l aktive eder. Bu karmasik siire¢ sindirim sistemi boyunca kalsiyum ve
fosfat absorbsiyonuna yol agar. PTH agonisti olan kalsitonin (1,25(0OH),D), kandaki
kalsiyum diizeyi arttigi zaman tiroidden salgilanir. 1,25(OH),;D, kemik dokusunu yikan
osteoklastlar1 inhibe eder ve kalsiyumun geri emilimini durdurmak igin bobreklere haber
verir. 1,25(0OH),D c¢ocukluk doneminde kemik biliyliimesi sirasinda salgilanan bir
hormondur [20].
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Sekil 2.4. Plazma kalsiyum metabolizmas1

Kalsiyum/fosfor metabolizmasinda PTH’1n stimiile ettigi hormonlar sayesinde siki bir
sekilde renal hidroksilasyon regiile edilir. “Periferal” (renal olmayan) 1-a hidroksilasyon
kalsiyum/fosfor regiilasyonundan bagimsizdir ve vitamin D reseptor (VDR) eksprese olan
cok sayidaki dokuda gergeklesmektedir. Vitamin D’nin reseptdr diizeyindeki etkisi
1,25(0H),D3 vitamini sayesinde gerceklesir. Bu etki diger steroid hormonlardaki gibi ya
dogrudan (saatler veya giinler ic¢inde) niikleer VDR {izerinden gen transkripsiyonunu
regiile ederek (genomik etki) veya dakikalar i¢cinde gerceklesen hiicre membrani tizerindeki
VDR iizerinden iyonlarin Ca, klor (Cl) transmembran gecisini degistirerek veya hiicre i¢i
sinyal yolak aktivitelerini (CAMP, PKA, PLC, PI-3 kinaz, MAP kinaz) aktive ederek (non
genomik etki) gerceklesmektedir [21]. Dolasimdaki aktif vitamin D  hiicre
membranlarindan sitoplazmaya gecer ve c¢ekirdege ulasarak burada VDR’ye baglanir.
Aktif vitamin D ve VDR kompleksi, retinoid X reseptorii (RXR) ne ve sonrasinda DNA
yapisinda yer alan vitamin D cevap elemant (VDRE) olarak bilinen bdlgeye baglanir.
Meydana gelen 1,25(0OH),D-VDR-RXR-VDRE kompleksinin etkilesimi sonucu hedef
gende DNA transkripsiyonu gerceklesir. Bu aktivitenin kontrolii koaktivatér ve
koreseptorler sayesinde kontrol edilir. Diger yandan aktif vitamin D plazma membran
reseptoriine baglanarak cAMP veya MAP gibi ikinci habercileri aktive ederek ve voltaj
bagimli Ca ve Cl kanallarin1 agarak vaskiiler diiz kaslar, bagirsaklar, pankreas beta
hiicreleri ve monositler iizerinde de etkili olmaktadir [22]. VDR transkripsiyon regiilasyon
faktorleri steroid/tiroid hormon siiperfamilyasinin bir iiyesidir. Kalsitriol baglayici, VDR

retinoid X reseptori ile heterodimerize olur ve daha sonra gen transkripsiyonunu etkilemek
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icin vitamin D cevap elemanlar1 (VDREs) olarak bilinen 6zel genomik sekanslara

baglanir [23].

Kanda fosfor hem organik formda (fosfoproteinler, fosfoproteinler vb.) ve inorganik
formda (fosfat) bulunmaktadir. Inorganik form, rutin olarak laboratuvarda dl¢iilmektedir.
Baskin olarak iyon formunda (HPO42' ve HyPOy4) 4:1 oraninda bulunmaktadir. inorganik
fosfatin %15-20’si plazma proteinlerine non-kovalent olarak bagli haldedir. 1,25(0OH),D
oncelikle barsak fosfat emilimi iizerindeki uyarict etkisi ile plazma fosfatin1 diizenler.
FGF-23 (Fibroblast Biiyiime Faktorii-23) ise oncelikle renal tiibiiler fosfatin geri emilimini
azaltarak regiile eder. ki hormonal sistem etkilesimi gergeklesir. FGF-23 iiretimi,
1,25(0OH),D tarafindan aktive edilir ve 1,25(OH),D sentezi igin gerekli olan 1a-hidroksilaz
aktivitesini inhibe eder. Renal 1a-hidroksilaz aktivitesinin inhibe olmasi ve 25(OH)D-24-
hidroksilazin aktivitesinin artmasi ve bundan dolayr 1,25(OH),D sentezinin ve barsak

fosfat emiliminin azalmast ile fosfat seviyesini diisiiriir [24].

Kreatinin endojen olarak sentezlenmektedir ve yapisinda azot igermektedir Proteinlerin
parcalanmasiyla birlikte agiga ¢ikan arjinin, metionin ve glisin aminoasitlerinin bobrek,
karaciger ve pankreasta katabolize olmasiyla kreatin olusmaktadir. Daha sonra kreatin,
kreatinine dontismektedir. Plazma kreatinin diizeyleri bobrek hastaliklarini gostermede
kullanilmaktadir. 25(OH)D ve oral kolekalsiferole takviyesi kronik bobrek hastaligi olan
kisiler arasindaki morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Belirgin vitamin D eksikligi bu
hastalarda biyolojik bir belirteg gorevi iistlenebilir. Vitamin Dj takviyesi ve artan serum
25(0OH)D3 diizeyleri bobrek hasarlarinda yararl etkilere sahip olabilmektedir [25].

Serum 25(OH)D; eksikliginin serum vitamin Dj diizeyine gore siniflandirilmasi Cizelge

2.1°de gosterilmistir [26].
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Cizelge 2.1. Vitamin D3 eksikliginin serum vitamin D3 diizeyine gére siniflandiriimasi

25-OH-Vitamin D3 (ng/L) Smiflandirma
5 0 Ciddi diizeyde vitamin D eksikligi (rikets veya
<.
osteomalaziye neden olur)
5.0-10 Orta diizeyde vitamin D eksikligi
10-20 Iliml1 vitamin D eksikligi = yetersiz vitamin D
20-70 Yeterli vitamin D diizeyi (“normal diizey”)
Osteoporozis tedavisi, bobrek fonksiyonu azalmis
3070 veya dializ tedavisinde olan hastalar, kanser ve
otoimmiin hastaliklardan korunmak icin istenen
diizey
70 - 100 Giiglii UV 1518a maruz kalinan diizey
> 100 Intoksikasyon baslangici

Eriskinlerde 25(OH)D; diizeyleri i¢in alt sinir 30 pg/L, 30 pg/L’nin altindaki degerler

yetersiz, 10 pg/L’nin altindaki degerler ise eksik olarak belirlenmistir. Cocuk Endokrin

Birligi tarafindan ¢ocuklarda 25(OH)D3 diizeyleri igin alt sinir 20 ug/L, 15-20 pg/L arasi

yetersiz, 15 pg/L altindaki eksiklik, 5 pg/L’nin altinda ise ciddi eksiklik olarak

onerilmektedir [27].

Vitamin D eksikligi riski tagiyan hastalar i¢in giinliik tavsiye edilen vitamin D diizeyleri

gosterilmektedir [28]. 1 yasina kadar vitamin D eksikligi goriilen hastalara 2 000 IU/giin

vitamin D, veya D3 6 hafta boyunca ya da haftada bir kez 50 000 IU vitamin D, veya D3 6

hafta boyunca onerilebilmektedir. 1-18 yas araligindaki vitamin D eksikligi olan hastalarda

ise 2 000 IU/giin vitamin D, veya D3 en az 6 hafta boyunca ya da haftada bir kez 50 000 U

vitamin D, veya D3 en az 6 hafta boyunca onerilebilmektedir [29].




Cizelge 2.2. Glinliik tavsiye edilen (RDA) vitamin D miktar1

13

Yas Erkek Kadin Hamile Emzirme doénemi
0-12 aylik | 400 IU (10 pg) 400 TU (10 pg)

1-13 yas 600 IU (15 pg) 600 IU (15 ng)

14-18 yas 600 IU (15 pg) 600 IU (15 ng) 600 IU (15 pg) 600 IU (15 pg)
19-50 yas 600 IU (15 pg) 600 IU (15 ng) 600 IU (15 pg) 600 IU (15 pg)
51-70 yas 600 TU (15 pg) 600 IU (15 png)

>70 yas 800 IU (20 pg) 800 IU (20 ng)

Vitamin D’nin derideki tiretimi azaldiginda oral alimla vitamin D eksikligini gidermenin
gerekli oldugu distintilmektedir. Fakat, vitamin D’nin derideki {iiretimi dikkat c¢ekici
diizeyde hizli, olaganiistii diizeyde fazladir. Ornegin, agik tenli yetiskinler yaz mevsiminde
20 dk boyunca tiim viicutlart minimal diizeyde giinesin ultraviyole isinlarina maruz
kaldiginda, yaklasik 20 000 IU vitamin D miktar1 24 saat igerisinde sistemik dolasimlarina
katilmaktadir. Hamile bir kadin ayn1 miktarda vitamin D diizeyini saglayabilmek i¢in 200
bardak siit (100 IU her bardak) veya 50 prenatal multivitamin (400 IU her tablet) almast
gerekmektedir [4].

Cocuklarda vitamin D diizeyi referans araliklar1 Amerikan Cocuk Endokrin Birligi
tarafindan belirlenmistir [30]. Tiirkiye’de sosyoekonomik diizeyin artmasi ile gebelik
doneminde vitamin D yetersizliginin sikliginda ve siddetinde bir azalma olmadig
gosterilmistir [31]. IOM (Institute of Medicine), 2010 yilinda 1-18 yas arasindaki saglikli
cocuklar i¢in gilinliikk alinmasi gereken vitamin D diizeyini 600 IU (15 pg) olarak
bildirmesine ragmen, Amerikan Pediatri Akademisi (AAP) bu Oneriyi heniiz
onaylamamistir. AAP, bebek, ¢cocuk ve addlesanlarin giinliikk 400 IU vitamin D alinmasini

onermektedir [32].
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2.2. Vitamin D Metabolitleri

2.2.1. Serum 25(OH)D3 vitamini/ Serum 25(OH)D, vitamini

Vitamin D ana metabolitlerinden birisi olan 25(OH)D, (ergokalsiferol) mayalar tarafindan
tiretilen ergosteroliin irradyasyonu (1sinlama) ile tiretilmektedir. 25(OH)D; vitamini, 22. ve
23. karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag olmasi ve 24. karbon atomuna bagl bir metil grubu

ile 25(OH)D3 vitamininden farklilik gostermektedir.

Vitamin D3 ve vitamin D;’nin hidroksillenmis metabolitleri plazmada spesifik bir
globiiline olan DBP (vitamin D baglayici protein)’ne baglanarak transfer edilir. Vitamin D
cesitli gida maddelerinde bulunmaktadir. Ergokalsiferol (vitamin D) seklinde gidalara
eklenmis olabilir veya hayvansal iirlinlerde kolekalsiferol seklinde dogal olarak goriiliir.
Diyetteki kolekalsiferol diger yaglarla iliskili emilim ile alinir. Silomikronlar ile karacigere
tasinir. Karacigerde DBP ile silomikronlardan serbest kalir ve 25. pozisyondan
hidroksillenir. Kalsidiol (25-hidroksikolekalsiferol; 25(OH)D3) formunu meydana getirir.
Kalsidiol vitamin D’nin baslica karaciger depo formudur. 25(OH)D3 bdobreklerde
1.pozisyondan tekrar hidroksillenir. Mitokondriyal bir enzim olan 25(0OH)D; 1-a
hidroksilaz (CYP27B1) reaksiyonu katalizler. 1,25(0OH),D3 (kalsitriol) en potent vitamin D
metabolitidir. Hepatik 25 hidroksilasyonun tersine, renal 1-o hidroksilaz aktivitesi siki bir
sekilde regiile edilir. Renal 1-o hidroksilaz aktivitesi dolasimdaki diisiik fosfat ve
1,25(0OH),D3 konsantrasyonlari ve PTH’1n yiiksek konsantrasyonlari ile artirilir. Vitamin D
eksikligi, kalsitonin, biiyiime hormonu, prolaktin ve Ostrojen tarafindan stimiile edilir.
Diger taraftan, 1-a hidroksilaz aktivitesi 1,25(OH),D3, hiperkalsemi, yiiksek fosfat
konsantrasyonu ve hipoparatiroidizm ile feedback olarak inhibe olur. Kemik kokenli
hormon FGF-23’iin yiiksek konsantrasyonlari tarafindan baskilanir. 1,25(0OH),D3 plazmada
DBP’ne bagli olarak transfer edilir [24].
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Sekil 2.5. Vitamin D3 metabolizmasi

2.2.2. Serum 3-Epi-25(OH)D3 vitamini

Epimerler yalnizca bir asimetrik karbon atomuna bagli gruplarin konfigiirasyonu
bakimindan farkli olan, ayna goriintiisii olmayan izomerlerdir [33]. Son yillarda, vitamin
Ds’lin C-3 epimerinin klinik 6nemi merak edilmeye baslanmis ve arastirmacilar tarafindan
analitik olarak o6l¢iimii i¢in metodlar gelistirilmeye calisiimaktadir. Insan serumunun
25(0OH)D’nin C-3 epimerini igerebilecegi dikkate alinmaktadir. Bu epimerler 25(OH)D
vitaminin diastereomerleridir ve kromatografik olarak analitlerinden ayrilabilmekte ve
kiitle spektrometri yontemi ile epimerlerin kantitatif olarak miktar: belirlenebilmektedir.
Vitamin D yetersizligine giderek artan klinik ilgi ile birlikte, ¢ok sayida immiinoassay,

protein baglama testleri ve LC-MS/MS metodlar1 25(OH)Ds’tin miktar tayini igin
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gelistirilmektedir. Son giinlerde 6zellikle bebek popiilasyonlarinda, LC-MS/MS metodlari
ile 25(OH)Dj3 konsantrasyonuna 6nemli olgtide katki sagladigr gosterilen 25(OH)D3’{lin bir
epimerik formu olan 3-epi-25(OH)D3 formu gosterilmistir [13].

Epimerler ve izobarlar vitamin D metabolitleri ile ayni molekiiler agirliga sahip
bilesiklerdir ve iyonizasyon sonucunda ayni kiitlede yiiklii ana ve {iriin iyon giftlerini
olustururlar. Vitamin D metabolitleriyle birlikte, kromatografik olarak iist liste geldiginden
veya internal standart pik yaparak dogru vitamin D diizeyleri i¢in yanlis tahminler
vereceginden dolay1 epimerlerin ve izobarlarin ayrilmast onem teskil etmektedir.
25(0OH)D3; dolasimda en ¢ok bulunan vitamin D metabolitidir ve 3-epi-25(OH)Ds,
25(0OH)D3’lin en yaygin epimeridir. 25(OH)D’nin epimerleri, 3. karbon atomuna bagli bir
hidroksil grubunun konfigiirasyonundaki degisiklikle olusur (Sekil 2.6.’da kesik ¢izgilerle
gosterilmistir) [33]. Son yillarda yaymlanmis c¢aligmalar 6zellikle yenidogan (yas<l) ve
cocuklarin serum oOrneklerinde 3-epi-25(OH)D3; vitamininin 6nemli konsantrasyonlari
hakkinda bilgiler sunar [33, 34]. 3-epi-25(OH)D3; PTH salgisin1 baskilamasi 6zelligi ile
25(0OH)D3’e benzerdir fakat kalsiyum tiretimi iizerine etkileri goz ardi edilmektedir [35].

Vitamin Dj3’iin standart metabolik yolaga paralel olarak alternatif bir C-3 epimerizasyon
yolu ile metabolize olabilecegi kesfedilmistir [36]. C-3 epimerizasyon yolu, A-halkasinin
C-3 pozisyonundaki hidroksil grubunun alfadan beta oryantasyona doniistiiriilmesiyle
olusur. Hem in vivo hem in vitro ¢alismalar, énemli vitamin Dz ara metabolitlerinin
tiimiiniin epimerize olabilecegini ve bu epimerlerin standart yolaktaki hidroksilasyon ve
oksidasyon reaksiyonlarindan sorumlu ayni enzimler tarafindan metabolize edilebildigini
destekler. Bu yolakta 3-epi-25(OH)D3, 3-epi-1a,25(0OH),D3; ve 3-epi-24(R),25(0OH),D3
retilir [18]. Daha sonra 3-epi-1a,25(0OH),D; ti¢ farkli polar bilesige metabolize
olmaktadir.(3-epi-1a,24(R),25(OH)3D3, 3-epi-24-0x0-10,25(0OH),D; ve 3-epi-24-0xo-
10,23(S),25-(0OH)3D3) [36]. Farmakolojik dozlarda kullanilan 25(OH)D3 ve 10,25(OH),D3
ile tedavi edilen ratlarda 3-epi-25(OH)D; ve 3-epi-1a,25(OH),Ds3 tespit edilmistir [18, 35].
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Sekil 2.6. Vitamin D3 epimerizasyonu ve metabolik yolaklari

Epimerizasyondan sorumlu enzim heniiz tanimlanamamasina ragmen aktivitenin tek yonlii
oldugu ve C-1 veya C-25 pozisyonlarindaki hidroksil gruplarinin varligindan bagimsiz
oldugu gorillmiistiir [37]. Ayrica sitokrom P450 enzimlerinden (CYP24, CYP27A1 ve
CYP27B1) ve 3(a—p)hidroksi steroid epimerazdan bagimsizdir [18]. C-3 epimerizasyon
yolag1 o6zel hiicre tiirlerinde; ¢esitli insan adenokarsinoma hiicre hattinda, G6rnegin
hareketsiz Caco-2 kolon karsinoma hiicreleri gibi, sigir paratiroid hiicreleri, rat osteoblastik
hiicreleri, hepatosit kokenli HepG2 hiicreleri ve yenidogan keratinoidlerinde
gozlenmistir [18, 36, 38-40]. Bu nedenle epimerizasyon, 6nemli olan tim vitamin D
metabolitleri i¢in ortak bir mekanizmadir. Epimerizasyon ekstrarenal dokularda meydana
gelebilmekte ve vitamin D metabolizmasinda rol oynayan klasik karaciger enzim
sistemlerinden farkl enzimler kullanildigin1 agiklamaktadir. 10,25(OH);D3’iin tersine C-3
epimeri, kalsemik ve non-kalsemik diizenleyici etkileri tiimii olmasa da etkilerin bazilarina

sahip oldugu gosterilmistir. C-3 epimerleri 3-epi-25(OH)D3 ve 3-epi-10,25(0OH),D3,
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25(0OH)D3; ve 1a,25(0H),Ds ile karsilastirildiginda yaklasik %36-46’s1t DBP’ne, %2-3’1
VDR’¢  baglanir [18]. VDR  baglanma  asamasinda, 3-epi-1a,25(0OH);Ds,
BGLP(osteokalsin) ve CYP24 gen ekspresyonunu indiikler, 10,25(OH),;D; ile
karsilastirildiginda yaklasik %15 diizeyindedir. Benzer sekilde, 3-epi-1a,25(OH),D3’iin
baz1 anti-proliferatif (¢ogalma karsit1) ve farklilastirma etkilerine sahip oldugu
gosterilmistir. Ancak bu etkiler, epimerik olmayan formla karsilastirildiginda yaklasik
olarak sirasiyla %30 ve %10 seviyelerindedir [18]. Ilging bir sekilde, 3-epi-10,25(0H),D3
paratiroid hormon salgilanmasini baskilama ve pulmoner alveoler tip II hiicrelerinde
surfaktan fosfolipid sentezini indiikleme yetenegine sahiptir. Bu yetenegi, epimerik
olmayan formlarla yaklasik ayni diizeyde olmaktadir. Bu etkinin oldugu goriildiiglinde,
VDR-baglama yeteneginin esdeger diizeyde olmamasina ragmen, 3-epi-1a,25(OH);Ds,
1a,25(0OH),D3 ile karsilagtirildiginda epimerik formun daha yiiksek metabolik stabiliteye
sahip oldugu one siiriilmistiir [37, 39]. Gelecekteki ¢alismalar, bu olasilig1 arastirmak ve
diger klasik vitamin D etkilerinin disinda PTH ekspresyonunu baskiladig diistiniilen 3-epi

vitamin D ile yapilan ¢alismalari degerlendirmek i¢in devam edecektir [41].

2.3. Vitamin D’nin Hastaliklarla Iliskisi

Vitamin D’nin fizyolojik rolii kalsiyum ve fosfor homeostasisini ve kemik sagligim
korumaktir. Bunun yani sira hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan arastirmalar, vitamin
D’nin akut ve kronik hastaliklarin genis bir araliginin patogenezinde onemli bir roli
olabilecegini 6ne siirmektedir [42]. Bir¢ok dokuda VDR’nin tespit edilmesi ile vitamin
D’nin farkli fonksiyonlara sahip olabilecegi ile ilgili yeni fikirler ortaya atilmigtir. Vitamin
D eksikliginin tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, polikistik over sendromu, kanser, otizm, demans
ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok akut ve kronik hastaligin patogenezinde etkili

oldugu calismalarla gosterilmistir [43-49].

Yiikselen PTH diizeyleri vitamin D eksikliginin bir isaretidir ve bu durum kardiyovaskiiler
hastaliklarin baslamas1 ve ilerlemesine katkida bulunabilir [50]. Miyokardiyum ve
damarsal fibrotik yapilanma, kardiyovaskiiler hastaliklarin ilerlemesinin 6nemli bir
belirleyicisidir ve vitamin D, matriks metalloproteinazlar ve FGF-23’ii baskilamasi ile
koruyucu bir faktor olarak goriilmektedir [51]. Kardiyovaskiiler hastaliklar, son dénem
bobrek yetmezligi (SDYB) olan hastalarda en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olmakla

birlikte, vitamin D eksikligi SDBY i¢in bagimsiz bir risk faktorii olusturmaktadir [22].
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Cesitli galismalar, polikistik over sendromu (PKOS), in vitro fertilizasyonun sonlanmasi ve
endometriozis gibi kadin tireme bozukluklar: ve vitamin D arasindaki iliskiyi arastirmistir.
PKOS iireme c¢agindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluktur. Gozlemsel
caligmalar, diisik vitamin D diizeyinin insiilin rezistansi, obezite, adet diizensizligi,
hirsutizm ve hiperandrogenizm gibi PKOS semptomlariyla iliskili oldugunu

gOstermistir [49].

Erkek infertilitesi ve kadin infertilitesi ile vitamin D arasindaki iligski pek ¢ok calisma ile
gosterilmistir. Vitamin D’nin testosteron diizeylerini artirdigi ve ratlar {izerinde yapilan
calisgmada spermatogenezi ve sperm olgunlasmasi tiizerinde olasi bir rolii oldugu
gosterilmistir. [n vitro caligmalar sonucu, 1,25(OH),D3’lin progesteron, ostradiol ve
Ostronun Uretimini stimiile ettigi ve granuloza hiicrelerinden anti-Miillerian hormon

ekspresyonunu regiile ettigi bulunmustur [52].

Vitamin D ve kanser arasindaki iligki yapilan ekolojik ¢alismalar sayesinde giiclii kanitlara
dayanmaktadir. Bu tiir calismalar ile 15-20 tiir kanser i¢cin UVB 15181in doz ile sikligt
ve/veya Oliim orani arasinda anlamli ters korelasyon bulunmustur. Mevcut bilgilere
dayanilarak, UVB 1s18a maruz kalma ve vitamin D’nin bir¢ok kanser tiiriinlin insidansinin
azaltilmasinda ve kanser baslangicindan sonra yasam siiresinin artirilmasinda énemli rolii

oldugu gosterilmektedir [45].

Vitamin D eksikliginin ana nedenleri ve sonuglar1 Sekil 2.7.”de gosterilmistir [53].
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Sekil 2.7. Vitamin D eksikliginin ana nedenleri ve sonuglari

2.4. Otizm Spektrum Bozuklugu

2.4.1. Otizm Spektrum Bozuklugu’nun tanim ve tarihsel gelisimi

OSB, c¢ocukluk ¢agina ait norogelisimsel bozukluklar igerisinde yer alan, belirtileri
yasamin ilk ti¢ yilinda goriilmeye baslanan, sosyal becerilerde ve dil gelisiminde
yetersizliklerin oldugu, smirli-tekrar eden davranis bozukluklarinin yer aldig klinik bir
tant grubudur [54]. Otizm ile ilgili ilk caligmalar 1943 yilinda Leo Kanner tarafindan
gergeklestirilmistir. Leo Kanner, infaltil otizm seklinde ifade ettigi 11 olgu sunmustur.
Tanimlanan olgularda, insanlarla iliski kurma giigliigii, baska biri tarafindan ¢ikarilan
seslerin yinelenmesi (ekolali), zamirlerin tersten sdylenmesi, tekrar eden ve amagsiz

davraniglar ile degisime direng belirtileri bildirilmistir [55].

1970’11 yillara kadar sizofreni ile birlikte ayn1 grupta olan otizm, 1970’li yillardan sonra
sizofreniden tamamen ayrilmis ve farkli bir kategoride degerlendirilmistir. 1980’de
Amerika Psikiyatri Birligi tarafindan ilk kez yayinlanan “Psikiyatride Hastaliklarin

Tanimlanmas: ve Siiflandirilmasi” DSM-III’te yer almistir. 1994 yilinda yayinlanan
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DSM-IV’te “otistik bozukluk™ yaygin gelisimsel bozukluklar (YGB) grubunda yer alan bes
bozukluktan biri olarak belirlenmistir. Mayis 2013 tarihinde DSM-V yayinlanmis ve DSM-
V’te bu tami kategorisinde ciddi degisimler yapilmigtir. 2007 yilindan bu yana Amerika
Psikiyatri Birligi tarafindan olusturulan Norogelisimsel Bozukluklar Calisma Grubu
tarafindan, YGB grubu ile ilgili tanimlama ve siniflandirma incelenerek yaygin gelisimsel
bozukluk “otizm spektrum bozukluk” olarak degistirilmistir [56]. DSM-V’teki OSB’deki
“spektrum” kelimesi daha c¢ok farkli sebeplere bagli olarak gelisen, farkli siddetlerde
seyreden ortak yonleri klinik 6zellikleri olan tablolara isaret etmektedir [54]. Bu modelde
otizm, Asperger bozuklugu, baska tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel bozukluk
(YGB-BTA) ve dizentegratif bozuklugu ayni gati altinda “otizm spektrum bozuklugu”
olarak adlandirilmistir [56]. Otizmli kisiler ¢ok farkli o6zelliklere ve belirtilere sahip

oldugundan spektrum bozukluklari olarak disiiniiliir [57].

DSM-V yaymlandiktan sonra alt kategoriler arasindaki benzerlikler ve farkliliklar1 ortaya
koymak igin ¢aligmalar yapilmistir. Tsai ve Ghazuiddin hem otizm, hem YGB-BTA,
Asperger bozuklugunu karsilagtiran aragtirmalart gozden gecirerek alt gruplarin aym
kategoride tek bir isim altinda toplanmasinin dogru olmadigini vurgulamiglardir. Otizmin
tek bir hastalik antitesi olup olmadig1 arastirilmis elde edilen veriler sayesinde alt gruplarin
varlig tespit edilmistir. “Cogul hastalik antitesi” norokimyasal, genetik, aile caligmalari ile
desteklenmistir [58]. DSM-V  kriterlerine gore tam1 Olgiitleri  Cizelge 2.3.°te
gosterilmistir [54].
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Cizelge 2.3. DSM-V Otizm Spektrum Bozukluklar: tan1 dlgiitleri

A. Asagida belirtildigi gibi, simdi ve ge¢miste farkli sekillerde toplumsal iletisim ve toplumsal etkilesimde siirekli

yetersizligin olmasi.

1) Toplumsal-duygusal karsilik vermedeki yetersizlik (6r: olagandisi toplumsal yaklagimdan karsilikli
diyalog yiiriitmekte ¢ekilen gii¢liige; ilgilerini, duygularii ve duygulanimini paylasmadaki yetersizlikten,
sosyal etkilesime cevap verememeye kadar olan yetersizlikler).

2) Toplumsal etkilesim i¢in kullanilan s6zel olmayan iletisimsel davraniglarda yetersizlik (6rnek: zayif
entegre olmus sozel ve sdzel olmayan iletisim, anormal goz kontakt1 ve beden dili veya jestleri anlamada
ve kullanmada yetersizlik ve yiiz ifadesi ve beden diline kadar bariz eksikliklerin varligt).

3) Illiskileri gelistirmekte, devam ettirmekte ve anlamakta giicliik (6r: farkli toplumsal ortamlara uygun
davranamamaktan, hayali oyun paylasamamaya ve arkadas edinememeye, arkadasa ilgi duyamamaya
kadar goriilen davranislar).

Suanki gsiddeti: Siddet sosyal iletisimsel alanda yetersizlikler ve kisith, tekrarlayici davramiglara gore

belirlenir.

B. Asagidakilerden en az ikisinin varlig1 ile kendini gdsteren, su an veya ge¢miste sinirli, tekrarlayict davranislar,

ilgiler ya da etkinlikler.

1) Basmakalip veya tekrarlayict motor hareketler, obje kullanimi veya konusma (basit motor stereotipiler,
oyuncaklart dizme veya ¢evirme, ekolali, idiyosenkritik ciimleler).

2) Ani olmakta 1srar, rutine siki sikiya bagli olma veya rutinlesmis s6zel ve sozel olmayan davraniglar (ufak
degisimlerde asir stres, gecislerde zorluk, sert diisiince tarzi, selamlagma ritiielleri, her giin ayn1 yolu veya
ayn1 yemegi tercih etme).

3) Konu ve yogunluk agisindan anormal olan simurli, sabitlesmis ilgiler (yaygin olmayan nesnelere anormal
asir1 baglilik, asir1 tekrarlayic1 ve smirh ilgiler).

4) Duygusal olarak asir1 ya da az duyarlilik veya ¢evrenin duygusal boyutlarina asiri ilgi (actya/sicaga asir
duyarsizlik, belirli ses ve dokunuslara karsi beklenmeyen tepki, nesneleri asir1 koklama veya onlara asiri
dokunma, 151k ve hareketle gorsel olarak cok mesgul olma).

Suanki siddeti: Siddet sosyal iletisimsel alanda yetersizlikler ve kisith, tekrarlayici davraniglara gore

belirlenir.

Belirtiler gelisimin erken evrelerinde mevcut olmali (toplumsal beklentiler siniri asincaya dek fark

edilmemis veya daha sonra hayatta 6grendigi stratejilerle maskelenmis olabilir).

Belirtiler sosyal, mesleki ve baska 6nemli alanlarda klinik olarak anlamli diizeyde bozukluga yol agmalidir.

E. Bu bozukluk zihinsel yetersizlik veya gelisimsel gerilik sebebi ile olmamalidir. Gergi zihinsel yetersizlik ve

Not:

OSB siklikla bir arada goriiliir, ancak OSB ve zihinsel yetersizlik tanisi konulmasi i¢in sosyal iletigsimsel
diizeyin genel gelisimin altinda olmasi gerekir.

DSM-1V’e gore otistik bozukluk, Asperger bozuklugu ve YGB-BTA tanisi almig olanlara OSB tanisi
verilmelidir. Sosyal iletisimsel alanda problem olan ancak OSB tanisi almayanlar sosyal (pragmatik)
iletisimsel bozukluk agisindan degerlendirilmelidirler.

e Zihinsel yetersizligin eslik edip etmedigini,

o Dil yetersizliginin eslik edip etmedigini,

e Bilinen bir tibbi, genetik veya gevresel faktoriin eslik edip etmedigini,

e Bagka ndrogelisimsel, ruhsal veya davranigsal durumlarin olup olmadigini,
o Katatoninin eslik edip etmedigini belirtiniz.
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2.4.2. Otizm Spektrum Bozuklugu’nun epidemiyolojisi

Epidemiyolojik c¢alismalar diinya genelinde OSB prevalansinin siirekli olarak artig
gosterdigini bildirmektedir. Onceleri nadir bir hastalik olarak ifade edilen otizm, 1990’11
yillardan sonra farkli ortamlarda farkli yontemlerle yapilan tiim caligmalar ile goriilme
sikliginin %1’in tizerinde oldugu gosterilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan
Hastaliklar1 Kontrol ve Onleme Merkezi (Centre for Disease Control and Prevention)
tarafindan, 11 bolgede yapilan arastirmalar sonucunda 8 yasa kadar olan ¢ocuklarda otizm
prevalansin1 2000 yilinda 1/150, 2006 yilinda 1/110 olarak, 2012 yilinda ise 1/68 olarak
rapor etmistir [59, 60].

Giiney Kore’de yapilan genis kapsamli bir epidemiyolojik ¢aligmada 7-12 yas aras1 55 000
cocukta OSB prevalansi %2,64 olarak bulunmustur [61]. Cevre kirliligi, a1 gibi ¢evresel
risk faktorlerinin otizm prevalansini artirilabilecegi tartisilmakla birlikte yalnizca ileri baba

yasinin otizmle baglantis1 kurulmustur [57].

Cinsiyet agisindan degerlendirildiginde OSB, erkeklerde kizlara oranla yaklagik 4,5 kat
daha fazla goriilmektedir. Bu oran erkeklerde 1/42, kizlarda 1/189°dur [60]. Fombonne
yapmis oldugu ¢alismada normal zekali OSB’lilerde erkek/kiz orani 5,75/1, zeka Oziirli

grup igin ise bu oran 1,9/1 olarak bildirilmistir [62].

2012 yilinda Tiirkiye Istatistik Kurumu tarafindan 0-6 yas arasi ¢ocuklarda yapilan saglik
arastirmas1 sonucu kentte yasayan erkek cocuklarmin %3,1’inde, kiz ¢ocuklarinin
%3,6’s1nda, kirda yasayan erkek ¢ocuklarin %2,2’sinde, kiz ¢cocuklarinin %2,8’inde otizm,

zihinsel gecikme, 6grenme giigligiinii kapsayan rahatsizliklar goriilmiistiir [63].
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2.4.3. Otizm Spektrum Bozuklugu’nun etiyolojisi

OSB kompleks bir hastaliktir ve bu konu iizerine c¢aligmalar yapan ¢ogu bilim insani
OSB’nin tek bir nedeni olmadigina inanmaktadir. OSB i¢in bir¢ok faktdriin oldugu artik
bilinmektedir. Genetik ve cevresel faktorleri de kapsayan birgok farkli neden olabilir.
Cizelge 2.4’te OSB i¢in biiyiik risk tasiyan ¢ocuklarin giiclii kanitlar1 ve siipheli durumlari
olan bazi faktorler vurgulanmaktadir. Tek risk faktoriiniin OSB’ye yol agmadigi ve bireyin
kontrolii disinda pek c¢ok risk faktoriiniin oldugu birgok calisma ile gilinlimiizde

kanitlanmistir [60].

Otizmin etiyopatogenezine bakildiginda aile 6ykiisil, ikiz ve molekiiler genetik ¢alismalari,
genetigin biiyiik bir rol oynadigini géstermektedir. OSB’nin tam nedeni bilinmemekle
birlikte pek ¢ok faktoriin etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Genetik faktorlerin 6zel bir
onem tagimasinin yanisira ¢evresel risk faktorleri de bozuklugun olusmasinda biiyiik rol
oynamaktadir. Arastirmacilar, ileri baba yasi, annenin hamilelik esnasinda gecirdigi
enfeksiyonlar, civaya ve tarim ilaglarina maruziyet, hava kirliligi, yetersiz beslenme ve

vitamin D ile as1 gibi gevresel risk faktorleri lizerinde durmuslardir [64].

Otizmin nedenleri arastirilirken gen-gevre etkilesiminin son yillarda 6nem kazanmasi,
cevresel risk faktorii olarak degerlendirilen vitamin D bilesiklerine olan ilgiyi artirmigtir.
Yapilan arastirmalara gore hamilelik donemi ve erken ¢ocukluk ¢aginda goriilen vitamin D
eksikligi, OSB’nin etiyopatogenezinde iki farkli role sahiptir. Bunlar genler {izerinde etki
ederek veya beyinde direkt etki gostererek meydana gelir [65]. Vitamin D DNA’yi
oksidatif strese karsi korur ve DNA hasarimin tamirini saglar. Vitamin D’nin yetersiz
oldugu durumlarda DNA hasar tamiri yeterince yapilamaz bunun sonucunda yliksek
mutasyonlar gergeklesebilir. OSB’de de nova mutasyonlarin sik goriilmesi olast gevresel

risk faktorlerini akla getirmektedir [66].
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Cizelge 2.4. OSB i¢in giiclii ve slipheli kanitlar

Ikizleri veya OSB’li ikizi olan aile Tiroid hastaliklar1 veya romatoid artrit gibi

oykiisii [67-69]. immiin bagisiklikla iligkili durumlarin aile
oykisi [70].
Geg yasta anne veya baba olunmasi [71]. Genler, genetik mutasyonlar ve epigenetik

siirecler (hamilelikten once, hamilelik boyunca
ve hamilelikten hemen sonra gevresel faktorler
ve genler arasindaki kompleks etkilesimleri
igerir [72-74].

Tek gen bozukluklari segimi; Hamilelikle iligkili c¢esitli faktorler; maternal
fragil X sendromu, Rett sendromu ve tiilberoz  diyabet ve obezite, hamilelik sirasinda bazi
sklerozis kompleksi [75]. ilaglarin kullanimi, obstetrik komplikasyonlar,

gevresel Kkirleticilere maruz kalma, kisirlik
tedavilerinin kullanilmasi, enfeksiyon, erken
donem dogum, ¢ok diisiikk dogum agirlig: [76-
84].

2.5. Otizm Spektrum Bozuklugu ve Vitamin D Metabolitleri Arasindaki iliski

OSB, diinya ¢apinda giderek artan, genellikle prenatal kokenli, erken ¢cocukluk doneminde
tespit edilen, norogelisimsel durumlarin bir grubuna ait rahatsizliktir [85]. Vitamin D
eksikligi gelisimsel kokenli otizm ve sizofreni gibi bazi1 psikiyatrik durumlarla
iligkilendirilmistir. Erken yasam evresinde vitamin D eksikliginin noronal farklilasmaya,
aksonal baglantiya, dopamin ontogenine, beyin gelisimi ve fonksiyonuna etki ettigi
bilinmektedir [86]. Vitamin D eksikligine baglh rasitik ¢ocuklarin, goriiniirde yiiksek doz
vitamin D tedavisi ile ortadan kalkan ¢esitli otistik belirteclere sahip oldugu goriilmiistiir.
Vitamin D, anti-inflamatuar etkileri, nobet esigini yiikseltmesi, T-regiilator hiicrelerini
artirmasi, mitokondriyi korumasi ve glutatyonun upregiilasyonunu saglamasindan dolay1
otizmin risk veya siddetini azaltabilmektedir. Gebelik ve ¢ocukluk doneminde goriilen
vitamin D eksikligi giderek biiyiiyen yaygin bir salgin haline gelmektedir. Asir1 diizeyde
vitamin D eksikligi disinda, 25(OH)D diizeylerinin diisiik oldugu durumlarda serum
kalsitriol diizeyleri genellikle referans aralikta veya yiliksek olmaktadir. Ayrica, endokrin
kalsitriol adaptif hormondur yani kalsiyum eksikligine yanit olarak iretilmektedir.
Kalsiyum alimi yiiksek oldugunda kalsitriol diizeyleri genellikle diisiiktiir [87]. Cok sayida
literatiir, yliksek diizeyde serum 25(OH)D konsantrasyonunun uterusta veya erken yasam

evresinde otizm riskini azaltabilecegini gostermektedir. 2008 yilinda, Cannell, vitamin D
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sisteminin kantitatif genetigini igeren otizmin genetik bileseni i¢in yeni bir teori Onermistir.
Gegerliligi ve siradan olan herhangi bir teorinin toksikolojistler tarafindan siklikla
onemsenmedigi otizmin genetik komponentlerini aciklamasi gerektigi

diistiniilmektedir [88].

Farkliliklar, otizmde dikkat c¢ekici dilizeyde erkek/kadin cinsiyet oranlarini
aciklayabilir [89]. Otizm, kutup bolgeleri, kentsel alanlar, hava kirliliginin yiiksek oldugu
ve fazla yagis alan bolgeler gibi UVB penetrasyonunun engellendigi alanlarda daha sik
goriilmektedir [90]. Bunun yani sira, agik tenli bireylere gore, koyu tenli bireylerin otizm
olma ihtimali daha yiiksektir ve ciddi vitamin D eksikligi koyu tenlilerde son derece
yaygindir [91, 92].

Prenatal vitamin D eksikligi artik sizofreni ve otizm gibi norogelisimsel bozukluklar i¢in
bir risk faktorii oldugu oOne siiriilmektedir [65, 93, 94]. Cesitli epidemiyolojik bulgular
otizmde prenatal vitamin D eksikliginin indirekt olarak olas1 bir roli oldugunu
desteklemektedir. Ornegin, az giines alan bolgelerdeki koyu tenli bireylerde otizm
prevalansi yiiksektir [95]. Bu deride gerceklesen vitamin D sentezinin melanin tarafindan
bozulmasiyla iliskilidir [96]. Isve¢’te dogan Somali kokenli gdemen g¢ocuklar zihinsel
engel ve asir1 hiperaktivite ile birlikte cok yiiksek oranda ciddi OSB’ye sahiptir [97, 98].
Avrupa’da bircok calisma ile, koyu tenli gogmenlerin ve kapali giyinen soluk tenli yerli
niifusla, yiiksek risk altindaki Afrikali kizlar karsilastirildiginda stirekli diisiik 25(OH)D
diizeyi bildirilmistir [99-103].

Donemsel dogumlara ait bulgular da otizm ve vitamin D arasindaki bir diger baglantiy1
olusturmaktadir. Avrupa niifusunun biiyliik bir kismi, yaz ve sonbahar aylarina gore
karsilagtirlldiginda, kis ve ilkbahar aylarinda daha diisiik 25(OH)D diizeylerine
sahiptir [99, 104]. Isveg, Danimarka, Ingiltere ve kuzey-dogu Amerika’da yapilan bir dizi
caligma ile kis ve ilkbahar donemlerinde diinyaya gelen ¢ocuklarin ¢ogunun OSB’ye sahip
oldugu gosterilmistir. En yliksek oranlarin mart ayinda olmasi hamilelik boyunca annenin

diisiik vitamin D durumunun bir risk faktorii olabilecegini ne siirmektedir [105-108].
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OSB etiyolojisini inceleyen giincel ¢alismalarla ilgili olarak, genetik faktorler daha agir
basmakta, ancak c¢evresel faktorlerin  etkilesiminin  6nemi  giderek  Onem
kazanmaktadir [109]. Otoimmiinite, 6ncesi ve sonrasi dogumsal enfeksiyonlar, hamilelik
boyunca talidomid, valproik asit ve alkole maruz kalma, ge¢ yasta ¢ocuk sahibi olma gibi
durumlarin hepsi otizm ile iligskilendirilmistir [71, 110-116]. Ancak kapsamli arastirmalara
ragmen, c¢esitli patojenik mekanizmalarim nisbi etkisi halen yeterli diizeyde
anlagilamamistir. Merkezi sinir sistemi bozukluklarinda, etiyolojik bir faktor olarak diisiik
diizeyde vitamin D durumuna artan bir ilgi s6z konusudur. Kalsitrioliin beyinde
inflamatuar sitokinlerin tretimini kisitlayici etkisinin oldugu gosterilmistir. Deney
hayvanlar ile yapilan ¢aligmada vitamin D’nin inflamatuar yaniti sinirlandiricr etkisinin
oldugu gosterilerek bazi psikiyatrik hastaliklarda Ornegin otizm ve sizofrenide anti-
inflamatuar etkilere sahip olabilecegi distiniilmistiir [117, 118]. Buna bagli olarak
sitokinler otizm ile iliskilendirilmistir. Hormonal olarak, vitamin D’nin aktif formu olan
kalsitriol tarafindan hedeflenen vitamin D reseptorlerini iceren ilk kesif, bu yondeki
arastirmalar i¢in ¢ok Onemli bir adim olmustur [119]. Stumph ve Privette ilk olarak,
yetiskinlerde vitamin D eksikliginin, depresyon da dahil, baz1 psikiyatrik bozukluklarin
patogenezine katkida bulundugunu 6ne siirmektedir [120]. Daha sonra, McGrath tarafindan
prenatal vitamin D eksikliginin beyin gelisimi {izerine olumsuz etkisi oldugu ¢ogunlukla
epidemiyolojik verilere dayanilarak savunulmustur [121]. Birgok ¢alisma ile vitamin D’nin
noronal farklilagsma, aksonal baglanti, dopamin ontogeni ve ¢ok sayida genin immiinolojik
modiilasyonu ve transkripsiyonel kontroliinii igceren beyin gelisimi ve fonksiyonunda

islevsel bir rolii oldugu gosterilmistir [86, 122-124].

Prenatal vitamin D eksikligi, sizofreni ve otizm gibi nérogelisimsel bozukluklar i¢in bir
risk faktorii oldugu one siiriilmektedir [65, 93, 94]. Cesitli epidemiyolojik bulgular otizmde
prenatal vitamin D eksikliginin indirekt olarak olast bir rolii oldugunu desteklemektedir.
Ornegin, az giines alan bolgelerdeki koyu tenli bireylerde otizm prevalansi yiiksektir [95].
Bu deride gerceklesen vitamin D sentezinin melanin tarafindan bozulmasiyla
iliskilidir [96]. Isve¢’te dogan Somali kokenli gd¢men cocuklar zihinsel engel ve asiri
hiperaktivite ile birlikte ¢ok yiiksek oranda ciddi OSB’ye sahiptir [97, 98]. Avrupa’da
birgok caligma ile, koyu tenli gd¢menlerin ve kapali giyinen soluk tenli yerli niifusla,
yiiksek risk altindaki Afrikali kizlar karsilastirildiginda siirekli diisitk 25(OH)D diizeyi
bildirilmistir [99-103]. Otizmin Afrikali-Amerikali ¢ocuklarda, Kafkas cocuklara gore
daha sik goriilmesi boyle bir iligki i¢in 6nemli bir bulgudur [92]. Gelisime bagli vitamin D
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eksikligi burada bir faktor olabilir ¢linkii cilt pigmenti melaninin, yiiksek diizeyleri vitamin
D eksikligi i¢in bir risk faktoriidiir. Koyu tenli bireyler yiiksek oranda UVB radyasyonu
absorbe eden melanine sahiptir. Yiiksek konsantrasyondaki melanin vitamin D’nin
sentezini inhibe etmektedir [125]. Gebelik siirecinde olan koyu tenli kadinlarin yalnizca
%41 yeterli vitamin D diizeyine sahip iken acik tenli kadinlarin %37’si yeterli vitamin D
diizeyine sahiptir [126]. Son yillarda yapilmis bir ¢alismada OSB ve saglikli gocuklari olan
Isvecli, gdgmen Somalili ve yerli Kafkas annelerin dahil edildigi gruplarda 25(OH)D3
diizeyleri Olcililmiis, cocuklarda anneye ait 25(OH)D3 ve OSB arasinda bir iligki
bulunamamustir. Bu ¢alismada 25(OH)D3 diizeyleri, ¢ocuklarin siitten kesildikten birkag yil

sonra annelerinde ol¢iilmiis, kesin sonuglar elde edilememistir [127].

Yiyecek segme veya “segici yeme” kiigiik cocuklarda genellikle gézlenen bir durumdur ve
ebeveyn endisesinin sik goriilen bir nedenidir. Gelisimsel yetersizligi olan c¢ocuklar
ozellikle OSB olan c¢ocuklar ile tipik gelisim gosteren ¢ocuklar karsilastirildiginda yiyecek
segme daha sik rapor edilmistir [128, 129]. OSB olan ¢ocuklarda segicilik, rijitlik (sert
yaklagim), se¢ici yeme ve yemek zamanini reddetme ilizerine ¢ok sayida rapor olmasina
ragmen gida se¢iciginin standardize bir tanim1 eksiktir [130-132]. Bandini ve arkadaslari
gida seciciligi taniminin uygulanabilir olmasini, tipik gelisim gosteren ¢ocuklar ile OSB
olan c¢ocuklarda yemek se¢menin karsilastirilmasini ve gida segiciligi ile beslenme
yetersizligi arasindaki iligkiyi incelemeyi amaclamislardir. Arastirmaya gore, vitamin D ve
kalsiyumun yetersiz alimi OSB’li cocuklarda, tipik gelisim gosteren ¢cocuklara gore daha
belirgin oldugu gozlenmistir. Genel olarak, OSB’li cocuklar, tipik gelisim gosteren
cocuklarla karsilastirildiginda  yetersiz besin aliminin daha fazla olmasi soz

konusudur [133].
2.5.1. Vitamin D’nin beyin iizerine etkileri

Vitamin D’nin ilk yillarda kemik metabolizmasi ve kalsiyum fizyolojisine dahil
edilmesinin ardindan immiin fonksiyon, hiicre proliferasyonu ve apoptozisi, beyin gelisimi
ile fonksiyonu modiile ettigi ve néroprotektif ozellikler gosterdigi tespit edilmistir [134,
135]. Hayvan ¢alismalarinda, vitamin D metabolitlerinin merkezi sinir sistemine (MSS)
ulasmak icin kan-beyin bariyerini gecebildigi gosterilmistir [136]. Insanlarda, hem
MSS’deki vitamin D’nin tasinmasina aracilik eden periferik kan dolagiminda hem de

MSS’de muhtemelen vitamin D katabolizma {irlinleri varliginin gosterilmesiyle olusan,
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lokal sentezi ve aktivasyonundan tiiretilmis vitamin D metabolitleri serebrospinal sivida
bulunmustur [137, 138]. Hayvan modellerinde vitamin D, MSS’de norotrofik bir faktor
olarak hareket edebilir, glial hiicreden tiireyen ndrotrofik faktoér ve sinir biiylime faktori
(nerve growth factor) gibi ¢esitli biiyiime faktorlerini upregiile edebilir ve biiyliime faktorii
beta 2 (TGF-B2) ile norotrofin 3-4’¢ dontistiirebilir [139, 140]. Arastirmacilar, ratlarin glial
hiicre kiiltiirlerine 1,25(OH),D eklediklerinde NGF mRNA ve proteininin, nérotrofin-3
(NT-3) mRNA seviyesinin arttigin1 ve norotrofin-4 (NT-4) seviyesinin azaldigini tespit

etmislerdir [141].

Vitamin D, niikleer steroid transkripsiyon regiilatorlerinin iist familyasinin bir iiyesidir ve
bircok gen iizerinden transkripsiyon kontroliinii saglamaktadir. Tiroid hormonlari, vitamin
A, androjenler ve glukokortikoidler gibi norosteroid olarak bilinen ¢ok sayidaki diger
steroidler ve onlarin beyin gelisimi ve fonksiyonundaki rolleri iyi tanimlanmigtir. Vitamin
D, glukokortikoidlere benzer endokrin fonksiyonlarindan dolayi, gelismekte olan beyni
etkileyebilecegi ve ayni zamanda beyin gelisimde Onemli bir modiilatér olabilecegi

diistiniilmektedir [142].

Vitamin D, gen regiilasyonunun yani sira beyin homeostasisinde ve ndrogenezinde son
derece onemli bir yere sahiptir [23, 142, 143]. Ayrica vitamin D’nin inflamasyon, lipid
peroksidasyonunun engellenmesi ve apoptozis tarafindan indiiklenen nérodejenerasyona
kars1 giiclii bir savunmanin dahil oldugu cesitli ndroprotektif etkilere sahip oldugu
bulunmustur [143, 144].

Hayvan ¢alismalari, vitamin D eksikliginin yapisal ve fonksiyonel beyin modifikasyonlari
ile iligkili oldugunu gostermistir. Rat yavrularinda goézlenen maternal vitamin D
eksikliginin, beyin morfolojisinde, kok hiicre proliferasyonunda, gen ve ndrotrofik
faktorlerin ekspresyonunda degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Bu etkilerin bazilari
yetigkinlige kadar devam etmektedir. Bu sirada gen ekspresyonunda ve davranisinda
anormallikler gozlenmektedir. Bu bulgulara dayanarak, vitamin D’nin ndropsikiyatrik
bozukluk riskinin azaltilmasi da dahil olmak iizere beyin gelisimine dogrudan etki eden bir
norosteroid gibi davranabilecegi 6ne siiriilmektedir [145]. Rodent modellerinde, vitamin
D’deki azalma, korteks, striatum ve lateral ventrikiillerde degisen beyin morfolojisi,
davranis fenotiplerinin tespitinde miimkiin oldugu kadar bulunmaktadir [122, 146]. Sekilde

insan beynindeki vitamin D3’iin izledigi yol ve etkileri gosterilmistir [147].
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Sekil 2.8. Insan beynindeki vitamin D3 metabolizmas1

Vitamin D3 reseptorii (VDR), ayni1 zamanda seks hormonlari, glukokortikoidler ve retinoik
asidi igeren yiiksek Olglide korunmus niikleer reseptor ailesinin bir iiyesidir [148].
1,25(0OH),;D3 ve niikleer VDR’ler, dogrudan Ca®" homeostazinda yer almayan dokularda
(6rn; pankreatik B hiicreleri, spesifik beyin hiicreleri, mide bezi, kas, meme bezi, midede
bulunan endokrin hiicreler ve tavuk embriyosunu cevreleyen korioallantoik membran)
bulunmasi, birgok hiicrenin regiilasyonu ve diferansiyasyonunda vitamin D’nin bir
fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir. Bu fonksiyonlar, VDR aracilig1 ile gerceklesir.
1,25(0OH),Dj3 tarafindan diizenlenen en az 100 protein (birkag onkogen dahil olmak iizere)
bilinmektedir [145]. VDR, rat, hamster ve insan beyninde tanimlanmigtir [119, 149-151].
VDR proteini insan ve rat beyninin pons-orta beyin bdlgesi, serebellum, talamus,
hipotalamus, bazal ganglia, hippokampus, olfaktdr sistem ve temporal, orbital, singulat
korteksten eksprese edilmektedir [138, 150]. Kemirgen embriyo beyni incelendiginde,
hiicre ¢cogalmasinin azaldig1 ve programli hiicre eliminasyonunun artti§i dénemde VDR
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Elde edilen verilerle direkt bir iliski kurulamamasina
ragmen, vitamin D’nin gelismekte olan beyinde apoptoz ve hiicre dongiisiinii
etkileyebilecegi diistiniilmistiir [152]. VDR, pleuropotent etkilere sahip niikleer bir

reseptordiir. VDR’nin gelismekte olan ve yetiskin beyninde farkli eylemleri
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gergeklestirebilmek icin molekiiler mekanizmalari miimkiin olabilir. Vitamin D’nin, beyin
hiicrelerini farklilastirdigi, aksonal biiylimeyi regiile ettigi, beyinde direkt olarak kalsiyum
sinyalini regiile edebildigini, beyin kokenli reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini module
ettigini ve norotrofik faktorlerin iiretimini stimiile ettigi ¢aligmalarla gosterilmistir. VDR
ve vitamin D metabolizmasinda gorev alan enzimler fare beyninin hemen tiim bdlgelerinde
bulunmaktadir. Yapilan in vitro ¢alismalarda Vitamin D’nin aktif noronal glial hiicre
kiiltiirlerinde, glial hiicre kokenli nérotropik faktér (GDNF), nerve growth faktor (NGF) ve
norotropin—3 sentezlendigi gosterilmistir. Erken bebeklik donemindeki basit Vitamin D
eksikliginin norodavranigsal problemlere yol agtigi ve Vitamin D eksikligi olan sican
yavrularinda beyin dokusunun ve ventrikiillerin daha biiyiik oldugu, beyin hiicre
proliferasyonunda artmanin ve korteks kalinliginda azalmanin oldugu gosterilmistir. Bu
sonuclarin ¢ogu giiniimiizde bu vitamin yetersizligi ile iligkili olan ndoropsikiyatrik

durumlarla iligkili olabilir [122].

Beyinde bulunan vitamin D’nin niikleer hedefleri Sekil 2.9.’da gosterilmektedir.
[*H]1,25(0H),-kolekalsiferol enjeksiyonu ile rat ve farelerin beyinlerinden otoradyogram
verilerinden elde edilen vitamin D’nin steroid hormonu i¢in niikleer hedefleri olarak
tamimlanan beyinde yer alan bolgeler gdsterilmistir. Onemli baglanti sistemleri igeren
kemirgen beyninde Kkalsitrioliin niikleer baglantist genis bir dagilim gostermektedir.
Kirmiz1 kesikli ¢izgiler, spinal ganglion, substantia gelatinose, parabrankial c¢ekirdek ve
retikiiler talamik ¢ekirdek {izerinden hedef ndronlarla duyusal etki gostermektedir. Kirmizi
diiz ¢izgiler, interomediolateral kolon, niikleus retikularis lateralis magnoseliilaris, niikleus
ambiguous, parabrankial cekirdek, dorsal raphe niikleus, hipotalamik periventrikiiler ve
paraventrikiiler parvoseliiler niikleus, stria terminalisin kirmiz1 ¢ekirdegi, amigdala ve
piriform korteksin merkezi g¢ekirdeginde hedef noronlar ile otonomik-noroendokrin etki
gostermektedir. Kranial motor sinir niikleus, spinal kordda motor horn niikleus, niikleus
pontis ve beyincikte golgi II hiicrelerinde hedef ndronlar ile motor; allokorteks ve
neokorteks, amigdala, striatum ve beyin kokiinde vitamin D hedef noéronlarinin dahil

oldugu ve mental sistem {izerinden etki gostermektedir [153].
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Sekil 2.9. Beyindeki vitamin D'nin niikleer hedefleri

Kalsitriol, vitamin D reseptorii aracilig1 ile niikleer etkisini kullanir. VDR’nin kesfi beyin
ve spinal kord boyunca modiile olan sinir sistemi fonksiyonunda bu hormonun 6nemini
pekistirir. Yetiskin ratlar ve hamsterlarla yapilan calismalar MSS’de VDR’lerin
dagiliminin detayli bir topografyasini saglamistir, daha sonra insanlarda da benzer bir
sekilde gosterilmistir [119, 138, 153, 154]. VDR cekspresyonu hem néronlarda hem de glial
hiicrelerde (mikroglia, astrositler ve oligodendrositler) belirlenmistir. Farkli MSS
bolgelerinde (i) korteks [ temporal (isitsel, koku, entorinal), frontal (prefrontal,
orbitofrontal, primer motor), parietal, singulat]; (ii) derin gri madde (talamus, bazal
ganglia, hipotalamus, hipokampus, amigdala); (iii) serebellum (graniiler ve Purkinje hiicre
tabakalar1); (iv) beyin kokii niikleusu; (v) spinal kord (anterior boynuz hiicreleri); ve (vi)
ventrikiiler sistem (koroid pleksus ependim hiicreleri) VDR’leri Schwann hiicrelerinin

cekirdeklerinde ve peripheral ndronlarda rapor edilmistir [150, 155-157].

1,25(0OH),D3’tin, beyinde gelismekte olan néronlarin sagkalimi ve gogiinde dnemli olan
norotrofik faktorleri regiile ettigi gosterilmistir [158, 159]. Beyin gelisiminin regiilasyonu
komplekstir. 1,25(0OH),D3 beyin gelisiminde iki 6nemli molekiilii regiile eder; glial kokenli
norotrofik faktor (GDNF) ve sinir biiylime faktori (NGF). 1,25(0OH);D3; beyinde ve C6
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glioma hiicrelerinde bir artisa neden olur [160, 161]. GDNF, dopamin noron gelisimi,
sagkalimi ve fonksiyonunun 6nemli bir modulatoriidiir [162, 163]. Ornegin ratlarda,
Ozellikle dopamin reseptorlerini Oldiiren norotoksin  6-hidroksidopamin (6-OHDA)
uygulanmasi, 1,25(OH);D3’nin 6n muamelesi GDNF diizeylerini artirir, dopamin hiicre
fonksiyonunu artirir [164]. Indiiklenen dopamin hiicre Sliimiiniin diizeyini azaltir [164,
165]. ikinci olarak, 1,25(0OH);D3, NGF sinyalinin potent bir regiilatoriidiir [166]. Yapilan
caligmalar 1,25(OH),D3 ile 6n muamelenin kortikal, hippokampal ve mezenkefalik
noronlarin kiiltiirlerinde glutamat aracili hiicre 6liimiinii azalttigi gosterilmistir [167]. NGF
diizeyi baz1 psikiyatrik hastaliklarda farklilik gostermektedir. NGF, beyinde gerceklesen
programlanmis hiicre 6liimiinde énemli bir faktdr olan pan-ndrotrofin reseptor p75SNTR’yi
baglama yetenegine sahiptir. Vitamin D’nin glioma hiicrelerinde p75SNTR ekspresyonunu
pozitif yonde artirdigr ve buna bagli olarak vitamin D’nin NGF araciligiyla ndronlarin
yasam siirelerini diizenleyebilecegi diistiniilmiistiir [168]. Bu noroprotektif etkiler L-tipi
kalsiyum kanal ekspresyonunda azalmaya eslik eder ve VDR diizeylerini artirir. Taniura ve
calisma arkadaglar1 ratlarda OSB ve diger norogelisimsel bozukluklarla iligkilendirilen

serebellum bolgesinde VDRE nin aktivitesinin ¢ok yiikseldigini bulmuslardir [169, 170].

Gebelik esnasinda optimal vitamin Dj seviyeleri tam anlagilamamasia ragmen, dogum
oncesi gelisim sirasinda diisiik vitamin D3 seviyeleri yaygindir [171]. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde ¢ocuk dogurma yas1 20-39 aralifinda olan kadinlarin %12’sinin serum
25(0H)D; vitamin diizeylerinin, vitamin D3 eksikligi i¢in tanimlanmis esigin (15 g/ml)
altinda oldugu rapor edilmistir [172]. Ayrica baz1 kanitlar, gebelik sirasindaki muhtemel
fotal beyin gelisimini etkiledigi kadar maternal immiin sistem durumunu da etkileyen,
maternal vitamin D eksikliginin OSB i¢in bir risk faktorii oldugunu gostermektedir [173].
Hamile kadinlarda, vitamin D eksikligi de yavrularda diger norogelisimsel bozukluklar ile
iligkili olabilmektedir. OSB i¢in olas1 bir risk faktoriinii temsil eden, dil bozuklugunu
iceren, 6zellikle bu bozukluk i¢in olmasa bile nérogelisimsel durumlarin genis bir araligi

ile iligkilendirilmistir [174].

Kordon kaninda tayin edilen 25(OH)D vitamini diizeyi maternal vitamin D diizeyi ile
yakindan iligkilidir [175, 176]. Anne siitiinde bulunan vitamin D ile anne kaninda bulunan
vitamin D diizeyleri arasindaki iliskiye bakildiginda yetersiz maternal vitamin D diizeyinin
yenidogan ve erken bebeklik donemi vitamin D yetersizligi bakimindan 6nemli bir risk

faktorii oldugu goriilmektedir [177].
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Kemirgenlerde vitamin D sinyalinin bazi yonlerinin genetik ablasyonu veya maternal
diyetin manipiilasyonu iizerinden gelismekte olan beyinde vitamin D etkisi biiyiik dlgiide
incelenmistir. Ozellikle hamile kadinlarda, vitamin D toksisitesi ¢ok az goriiliirken,
yetersiz vitamin D diizeyi nispeten ortak goriilmiistiir [178-180]. Ek olarak, fetus tamamen
maternal vitamin D depolarina baghdir. Caligmalar maternal serum ve yenidogan kordon
kanindaki 25(OH)D3 vitamin seviyeleri karsilastirildiginda gii¢liic bir pozitif korelasyon
oldugunu gostermektedir [126, 181-183].

Yapilan bir g¢aligmada 25(OH)D3’iin beyin gelisimi sirasinda rolii olup olmadigi
arastirllmistir. Arastirmacilar vitamin D3 eksikligi olan anne ratlardan diinyaya gelen yavru
ratlarin dogumda beyinlerinde biiyiik degisikliklerin oldugunu gostermistir. Korteksin uzun
fakat genis olmadigini, lateral ventrikiillerin genisledigini, korteksin orantili olarak daha

ince ve beyin boyunca daha fazla hiicre proliferasyonunun oldugunu bulmuslardir [122].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve Ergen Ruh Saglig1 ve Hastaliklari
Anabilim Dali ile birlikte yiiriitiilmistiir. Poliklinige bagvuran ve yapilan degerlendirmede
OSB oldugundan siiphelenilen tiim olgular daha kapsamli olarak degerlendirmeye alinmis,
cocuk psikiyatrisi uzmani tarafindan DSM-V tani 6l¢iitleri esas alinarak klinik muayeneleri

yapilmustir.

Kontrol grubu hastalarin1 da Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklar1 ve Saglig
Anabilim Dalr’nin Saglam Cocuk Poliklinigine gelen OSB tanisi olmayan ve diglama
kriterlerine uygun benzer yas ve cinsiyette 46 goniillii calismaya dahil edilmistir.
Calismaya katilmayi1 kabul eden tiim ailelerden yazili onam alinmistir. Bu ¢alisma i¢in T.C
Saglik Bakanlig1 Zekai Tahir Burak Kadin Sagligi Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kuruluna bagvuru yapilmis ve etik onay alinmistir (EK-1/EK-1(devam)).
Calismanim finansal kaynag Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan

01/2015-46 proje kodu ile desteklenmistir (EK.5 / EK-5(devam)).
3.1. Calismaya Alinacak Hastalarin Belirlenmesi

Gazi Universitesi Hastanesi Cocuk ve Ergen Ruh Saglig1 Poliklinigine bagvuruda bulunan,
DSM-V tani kriterlerine gére OSB tanisi almis ve igleme kriterlerini saglayan her iki
cinsten 0-18 yas araligindaki 46 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu hastalari
olarak Cocuk Cerrahisi polikliniginde kabizlik nedeniyle takipli dislama kriterlerinden
hi¢birine sahip olmayan her iki cinsten 0-18 yas araligindaki 46 ¢ocuk c¢alismaya
alimmistir. Calismaya alinmasi planlanan OSB hastalarinin aragtirmaya katilimi i¢in Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk ve Ergen Ruh Saghigi Anabilim Dalinda
yardimci aragtirmact doktor tarafindan velilere arastirma hakkinda ayrintili bilgi verilip

olurunun alinmasi saglanmistir.
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3.1.1. Calismaya dahil edilme/edilmeme olciitleri

Hasta Grubunun Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

DSM-5 tani kriterlerine gére OSB tanis1t konmus 0-18 yas arasindaki kiz ve erkek
olgular

Norolojik hastalig1 olmayan olgular (serebral palsi, tuberoz skleroz v.b.)

Metabolik hastalig1 olmayan olgular (fenilketoniiri v.b.)

Allerjik, inflamatuvar ve otoimmiin hastalik tanis1 almamis olan olgular

Vitamin D ve Ca preparati kullanmayanlar ¢aligmaya dahil edilmistir.

Hasta Grubunun Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

Goniillii olmamak

Norolojik hastaligi olan olgular (serebral palsi, tuberoz skleroz v.b.)
Metabolik hastalig1 olan olgular (fenilketontiri v.b.)

Allerjik, inflamatuar ve otoimmiin hastalik tanis1 almis olan olgular
Rutin ilag kullanimi (antikonviilzan, kortikosteroid, ditiretikler) olanlar

Vitamin D ve Ca preparati kullananlar ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Kontrol Grubunun Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

DSM-5 tan1 kriterlerine gore herhangi bir psikiyatrik rahatsizligi bulunmayan 0-18
yas arasindaki kiz ve erkek cocuklar

Calismaya katilmaya gonitillii olmak

Norolojik hastaligi olmayan gocuklar (serebral palsi, tuberoz skleroz vb)

Metabolik hastalig1 olmayan ¢ocuklar (fenilketoniiri vb)

Allerjik, inflamatuar ve otoimmiin hastalik tanis1 almamis olan ¢ocuklar

Vitamin D ve Ca preparati kullanmayanlar ¢alismaya dahil edilmistir.

Kontrol Grubunun Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

GoOnilli olmamak

DSM-5 tani kriterlerine gore herhangi bir psikiyatrik rahatsizligi bulunan ¢ocuklar



e Norolojik hastaligi olan olgular (serebral palsi, tuberoz skleroz vb)

e Metabolik hastalig1 olan olgular (fenilketoniiri vb)

e Allerjik, inflamatuar ve otoimmiin hastalik tanis1 almis olan olgular

e Rutin ilag kullanimi1 (antikonviilzan, antipsikotik, kortikosteroid, ditiretikler) olanlar

e Vitamin D ve Ca preparati kullananlar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Cizelge 3.1. Hasta ve kontrol gruplarina ait demografik veriler

Otizm Spektrum Bozuklugu Kontrol
(Grup 1) (Grup 11)
Hasta sayis1 (N) 46 46
Cinsiyet
Kiz 9 (%19,6) 17 (%37,0)
Erkek 37 (%80,4) 29 (%63,0)
Yas, (Ay) 47 47
M (Aralik-Ay) (25-132) (25-72)
CODO tipi
Otizm yok - 46
Hafif-orta derecede 24 -
otizm
Agir derecede otizm 22 -

*M=Medyan; aralik=minimum ve maksimum degerler.
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3.2. Veri Toplama Araclar

3.2.1. Klinikte uygulanan formlar ve testler

Sosyodemografik ve klinik veri formu

Cocuk ve anne-babalara ait sosyodemografik Ozellikleri sorgulanmak amaciyla
arastirmacilar tarafindan hazirlanmistir. Calismaya alinan tiim katilimcilar i¢in bu form

doldurulmustur.

Cocukluk Otizm Derecelendirme Olcegi (CODO)CARS: Childhood Autism Rating Scale)

CODO, Schopler ve arkadaslar1 tarafindan 1971°de gelistirilen otizm tanisinin
yapilabilmesi ve diger gelisimsel bozukluklarin ayirt edilmesi igin yaygin olarak
kullanilmaktadir [184]. 1996 yilinda bu 6lgek Sucuoglu ve arkadaglar tarafindan
Tiirkge’ye uyarlanmistir [185]. Olgek aile ile gdriisme ve ¢cocugun gozlenmesi sonucunda
elde edilen bilgiler temel almarak doldurulmaktadir. Olgek ayr1 birer alt odlgek
goriiniimiinde olan 15 maddeden olusmakta, 6lcegin doldurulmasiyla otizm belirtileri ile
ilgili bir derecelendirme yapilabilmektedir. Olgekte yer alan maddeler, kisilerle iliski,
taklit, duygusal tepkiler, viicudun kullanimi, degisiklige tepki, gorsel tepkiler, dinlenme
tepkileri, tat, koku ve dokunmanin kullanilmasi, korku/sinirlilik, sozel iletisim, sozel
olmayan iletisim, zihinsel etkinlikler ve genel izlenimler baslig1 altinda toplanmakta ve her
madde 1 ile 4 arasinda yarim derecelik puanlama ile derecelendirilmektedir. Burada
cocugun yasina gore normal olarak degerlendirilen davranislari i¢in 1, normalden en ¢ok
sapan davranislari i¢inse 4 puan verilmektedir. CODQO’den en diisiik 15, en yiiksek 60 puan
alinmaktadir. Bu 6lgege gore 15-29,5 arasinda puan alanlarin otizm olmadigi, 30-36,5
arasinda puan alan ¢ocuklarda hafif-orta derecede otizm, 37-60 puan arasinda alanlarda ise

agir derecede otizm bulundugu kabul edilmektedir (EK-4).
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3.3. Deneyler
3.3.1. Serumlarin toplanmasi

Kontrol grubu olan saglikli cocuklardan ve otizm tanist alan hasta g¢ocuklardan
muayenelerini takiben analiz i¢in kan Ornekleri antikoagiilan icermeyen diiz tiipe
almmistir. Kan alindiktan sonra numuneler oda sicakliginda 15-30 dk bekletilmis ve 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Ayrilan serum ornekleri ependorflara konularak galisma

giiniine kadar - 80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.3.2. Kullanilan cihazlar ve Kitler

Vitamin D metabolitleri olan serum 25(OH)D3;, 25(0OH)D,, 3-epi-25(0OH)D; diizeyleri
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari biinyesinde bulunan LC-MS/MS
cihazinda analitik olarak tayin edilmistir. Testler TSQ Quantum Access MAX Mass
Spectrometer-Dionex Ultimate 3000 LC Systems (Thermo Fisher Scientific (Bremen)
GmbH Management System) cihazinda c¢alisilmistir. Serum 25(OH)D; / 25(OH)D,
analizlerinin her biri icin 125 test olmak iizere calisma kiti (Clinmass® Complete Kit for
25(0OH)D3/25(0OH)D,/3-epi-25(0OH)D; (RECEIPE Chemicals + Instrument GmbH,
Germany)), SPE kolon ve analitik kolon (C18), ayrica 3-epi-25(OH)D; analizi i¢in bu
metabolite 6zel 3-epi analitik kolon (C18) alinmustir. Serum 3-epi-25(0OH)D3 diizeyleri igin

yeni metod gelistirilmis ve metod validasyonu yapilmistir.

Kalsiyum, fosfor ve kreatinin diizeyleri spektrofotometrik yontem ile, paratiroid hormon
elektrokemiliiminesans  yontem ile Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvarinda caligilmistir. Serum kalsiyum, fosfor ve kreatinin diizeyleri Roche
HITACHI Cobas 6000 ¢ 501 ve paratiroid hormon diizeyleri Roche HITACHI Cobas 6000

e 602 modiiliinde analiz edilmistir.
3.4. LC-MS/MS Analiz Metodu

Cok sayida analitik teknikler vitamin D metabolitlerinin miktarinin belirlenmesi igin
gelistirilmistir. Ornegin, analitik teknikler arasinda protein baglanma deneyleri, enzim
bagli immiino testler (ELISAs), radioimmiino test (RIAs), kemiliiminesans testler, gaz

kromatografi-kiitle spektrometri (GC-MS), S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-
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MS/MS) yer almaktadir. Giiniimiizde, LC-MS/MS insan numunelerinde vitamin D
durumunun tayini i¢in en umut verici tekniktir ve cogunlukla “altin standart” olarak ifade
edilmektedir. Kiitle spektrometri yontemi, bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasi, organik
ve inorganik molekiillerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi ve her tipte bilinen bilesigin
iyonlarina ayristiktan sonra, hem kalitatif (yapisal) hem de kantitatif (molekiiler kiitle veya
konsantrasyon) olarak tayinini yapabilen yiiksek duyarlilik ve 0Ozgiilliikte kullanilan
analitik bir tekniktir. Kiitle spektrometre temel olarak belirli fazdaki (bizim 6rnegimizde
stvi fazindaki) iyonlarm agirligmin dlgiimiinii esas alir. Ilgili molekiil ilk olarak kiitle
spektrometrenin iyonizasyon kaynagina girer, burada pozitif veya negatif yiiklere (bizim
ornegimizde pozitif yiiklere) iyonize olur. Kiitle spektrometre dogrudan molekiiler kiitleyi
olgmek yerine molekiilleri kiitle/ylik oranina (m/z) goére ayristirir ve Ol¢limiinii yapar.
Kompleks biyolojik yapilarin analizinde, ilk basamakta kromatografik olarak (analitik
kolonla) ayrilma bulunmaktadir. LC-MS/MS’te her analit igin bir retansiyon (alikonma)
zamani ve m/z degeri bulunmaktadir. Ik separasyon (se¢im) asamasindan sonra ayrilan
bilesiklerin iki asamali MS analizi ile 6zgiilliik artmaktadir. ikinci separasyon asamasinda
(birinci MS asamasinda se¢ilen ana iyonlar) c¢arpisma sonucu fragmantasyonlarina
ayrilmasi, {Uglincli separasyon asamasinda (ikinci MS asamasinda ana iyonlarin
parcalanmasi ile elde edilen) fragment iyonlarn (lirin iyon) karakterize edilmesi ile
ozgiillik saglanmaktadir. MRM (Multiple Reaction Monitoring-Coklu reaksiyon izleme)
molekiil yapilarinin kantitasyonunu yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikkte yapan bir tandem MS
yontemidir. MRM yontemi ile kantitasyonu yapilacak analizlere 6zgii ve daha énceden m/z
degeri tanimlanan ana iyon ve fragment iyon ikilisi izlenebilmektedir. MRM sayesinde tek
bir LC-MS/MS deneyi sirasinda birden ¢ok analitin 6l¢iimii miimkiin olmaktadir. MRM
ayn1 zamanda SRM (Selected Reaction Monitoring- Segili reaksiyon izleme) isleminin bir
ya da daha fazla onciil iyonun (precursor ion) coklu iirlin iyonlarma uygulanmasidir.
Analiz siiresince yalnizca istenilen belirli m/z araliklarina odaklanilir. Iyonlar buradan
kiitle analizoriine gecerek kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore dedektoriin farkli bolgelerine
ulagirlar. Dedektor ile etkilesen iyonlar, kullanilabilir sinyaller olusturur. Meydana gelen
bu sinyaller bilgisayar sistemi tarafindan kaydedilir. Elektronik ortamda m/z oranlarina
gore ilgili molekiilden alinan sinyalleri, nispi sikliklarini1 gosteren kiitle spektrumu olarak

grafiksel olarak diizenleyip verir [186].
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3.4.1. Serum veya plazmada 25(OH)D3, 25(OH)D,, 3-epi 25 (OH)D3’iin on-line analizi

Bu analitik metod ile serum veya plazmadan 25(OH)D3, 25(OH)D, belirlenir. Bu analiz
tandem kiitle spektrometrisi ile birlikte on-line SPE-HPLC (LC-MS/MS) ile
gerceklestirilir. Geleneksel HPLC yontemi 6rnek enjeksiyonu oncesinde manuel olarak
gergeklestirilen numune hazirligi gerektirir. Saniyeler i¢indeki kromatografik ayrilma
sonucunda, HPLC sistemi igerisindeki analitik kolonda, analitler APCI (atmosferik basing
kimyasal iyonizasyon) tarafindan iyonize edilir ve tandem kiitle spektrometre (MS/MS)
tarafindan tayin edilir. APCI i¢inde 6rnek bilesenleri buharlastirilir ve iyonize edilir. Daha
sonra bir ¢arpisma hiicresi (collision cell) ile baglantili iki kuadropolden olusan kiitle
spektrometresine geger. Bu metotta analitlerin 6lgtimii MRM (multiple reaction
monitoring-coklu reaksiyon takip islemi) modunda gerceklestirili. Bu modda sadece
kiitle/yiik (m/z) oram1 tamimli segilen iyonlar (precursor iyon olarak bilinir) birinci
kuadropolden gegerken segilerek izole edilir ve daha sonrasinda carpisma hiicresine
transfer edilir. Burada iyonlar uygun voltaj ayarlarinda bir soy gaz (argon veya nitrojen,
bizim 6rnegimizde argon) etkisiyle pargalanir. Olusan fragmanlar (yavru iyon veya {iriin
iyonlar olarak bilinir), yalnizca belirli bir m/z oranina sahip olanlar1 son kuadropolde tespit
icin izole edilir. Boylece MRM modundaki dlgiimler ilgilenilen bilesik i¢in karakteristik
kiitle gecislerine dayali analit tanimlama ile yiiksek selektivite (segicilik) ve sensitivite
(hassasiyet) ile belirlenmesini ve miktar tayinini saglar. Bu yontem, bir izotop etiketli
internal (i¢) standart kullanimi ile kompleks biyolojik matrislerde saglam ve giivenilir bir
tayin gergeklestirir. Internal standart hedef analit ile kimyasal dzellikleri, kromatografik
olarak ayrilma 6zelligi, iyonizasyon 6zelligi ve fragment iyon dagilimi ayn1 olan maddedir,
baska bir ifade ile internal standartlar analizi istenen bilesiklere ¢cok benzer bilesiklerdir.
Internal standart sayesinde, yiiksek kesinlik elde edilir ¢iinkii bu metot ile numune
enjeksiyonu, akis hizi ve kolon sartlarindaki degismelerle olusan belirsizlikler en aza
indirilmektedir. Her bir analit i¢in (25(OH)D; ve 25(0OH)D3) iki ge¢is (nicelik, nitelik)
kullanilir. Analizin siiresi 3 dk’dir. C-3 epimer konsantrasyonlarinin belirlenmesinde daha
yiiksek ayrisma gerceklestirmek i¢in alternatif bir analitik kolon kullanilir. Analizin siiresi
4 dk’dir. Thermo Scientific LC-MS sistemleri i¢in Thermo Scientific Xcalibur™ yazilim1
kullanilmigtir. Windows tabanli Xcalibur™ yazilimi, metod kurulmasi, veri elde edilmesi,

veri islenmesi ve verinin rapor edilmesini saglamaktadir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan sarf malzemeleri

Kullanilan Sarf Malzemeleri
Autosampler Washing Solution
SPE-Buffer

Mobil Faz

IS Internal Standart (dg-25(OH)D3)
Serum Kalibrator Set, Liyofilize
Optimizasyon Mix 3-epi 25-(OH)D3
P Presipitant

Analitik Kolon

Analitik Kolon 3-epi-25(OH)D3
SPE-Kaolon

Serum Kontroller, Level I, I1, 1+11

Vial

Insert

Ependorf
Otomatik Pipet

Pipet uclarn

Santrifiij Cihaz1

Vorteks karistirici
Buzdolabi (+4 °C) / (-20 °C)

Metanol

ClinMass® RECIPE Chemicals/1000 mL
ClinMass® RECIPE Chemicals/1000 mL
ClinMass® RECIPE Chemicals/700 mL
ClinMass® RECIPE Chemicals/30 mL
ClinCal® 4-level Serum Calibrator
ClinMass® RECIPE Chemicals/1 mL
ClinMass® RECIPE Chemicals/15 mL
ClinMass® RECIPE Chemicals
ClinMass® RECIPE Chemicals
ClinMass® RECIPE Chemicals
ClinChek® Serum Controls

2 mL - (12x32 mm) 400 adet/aar. marka

2 mL - (5,8x31,5mm) / 400 adet / aar.

marka
Labosel

Socorex 10-100 pL / Socorex 20-200 pL /
Isotherm  0,5-10 uL / BRAND

HandyStep® S Tekrarlamali Pipet
0,1-10 uL +200 pL

Niive NF 048

DragonLab MX-F VT 1.1

Kleo / Argelik No Frost

Methanol gradient grade for liquid
chromatography LiChrosolv® Reag.  Ph
Eur.(Merck Millipore, Germany)



43

(]
n ASV position:
»load”

ASV position:
sinject”

i
i
SPE AC | iCH
waste i
Ry _l_ i}
Ms MmS
exhaust exhaust

Sekil 3.2. Otomatik switching (anahtarlama) valfi ve LC sisteminin yapisi

Sekil 3.2°de LC sisteminin konfiglirasyonu gosterilmektedir. P1: izokratik HPLC pompasi
(SPE-buffer); P2: izokratik HPLC pompasi (Mobil faz); AS: autosampler; PF: inline-filter;
ASV: otomatik switching valve (yiiksek basin¢l anahtarlama valfi, 6 giris/3 kanall1); SPE:
SPE kolon; AC: analitik kolon; CH:kolon 1sitici; MS:kiitle kiitle spektrometre.

ASV “yiikleme” pozisyonu: switching araligi 0,00-0,75 dk’dir. Numune LC sisteme

enjekte edilir ve numune matrisinden secici olarak analitleri ayiklayan SPE kolona transfer
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edilir. Matris bilesenleri SPE-kolon boyunca yikanir ve bdylece atifa akitilir. Ayni1 anda,

analitik kolon dnceki enjeksiyon dongiistinden tekrar denge durumuna gelir.

ASV “enjeksiyon” pozisyonu: switching araligi 0,75-2,20 dk’dir. Otomatik switching valfi
enjeksiyon pozisyonuna gecer. Ekstre analitler geriakis moduyla mobil faz ile SPE

kolondan tasinir. Kromatografik olarak ayrildigi analitik kolona transfer edilir.

ASV “yiikleme” pozisyonu: switching araligi 2,20-3,00 dk’dir. Otomatik switching valfi
yiikleme konumuna geri doner. Her iki kolon (SPE-kolon ve analitik kolon) bir sonraki

enjeksiyon i¢in tekrar dengelenir.

Kromatografik olarak ayirma islemi LC cihazi ile gergeklestirilmistir.(Thermo Scientific
Dionex Ultimate 3000 LC iinitesi, analitik kolon ve SPE kolon kullanilmustir. Analitlerin
tespiti icin MRM modu kullanilmistir. Her bir analit i¢in bir MRM gecisi ve internal

standart izlenimi yapilmustir.

APCI iYON KAYNAGI

HPLC girig
. Nebulizator
Nebulizer gaz [
i~ Buharlastirici (1sitici)
iyonlar o e
6.
/ Korona -.,',
desarj A Isitilmis kurutucu gaz
| ignesi v ‘

]
m

=J

i Kapiller

|

Sekil 3.3. APCI iyon kaynaginin sematik goriiniimii
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APCT’de, LC eliienti 1sitilmis bir buharlastirict (1sitic1) boyunca piskiirtiiliir. Is1 genellikle
250°C - 400°C arasinda olmaktadir. Ortaya ¢ikan gaz fazindaki ¢Oziicii molekiiller bir
korona ignesinden bosalan elektronlar ile iyonize edilir. Coziicii iyonlar analite yiikklenmek
icin transfer edilir. Boylece normalde yiiklii olmayan molekiiller kiitle spektrometreleri
iyonizasyon islemi ile uyarilarak yiiklii iyonize molekiiller haline dontsiirler. Sonraki
asamada iyonize molekiiller bir delik boyunca gecer. Iyonizasyon gaz fazinda

olustugundan analitlerin termal olarak kararli ve ugucu olmasi gerekir.

Solvent Haznesi

Pompa

Autosampler

Enjektor

Kolon ve Kolon Isitici

Sekil 3.4. HPLC cihazi
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Flow l Flow Gradient Multi-Step Gradient PumpRight_F‘ressure]
e mh%‘ el S
| L
| W A%C
% 2 I Flow [rol/ ]
= -
|
% H2
|
= 2% Lom
UD oW Mm@ 20 2@ Im 3@ e
Retantion{l Elaw ey %C | Curve f
[min] | [ml/min] |
1 0.100 0.0 0.0 Delets Line|
2 0.000 0100 0.0 (IR}
3 | 0.010 5.000 0.0 0o Clean Up |
4 | 0.750 5.000 0.0 0o
5 0.850 0.100 0.0 n.o
6 2150 0100 0.0 0o
7 2.200 2.000 0.0 0.0
g8 | 2.850 2.000 0.0 0.0
9 | 2.900 0100 0.0 0.0
10 4.000 0,100 0.0 0.0 Interpolate |

Sekil 3.5. 3-epi-25(OH)Dj3 igin retansiyon zamanlari ve akis miktari
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Cizelge 3.3. Serum 3-epi-25(OH)D3 deneyi icin analitlerin m/z (kiitle/yiik) oranlart

ANALIT Ana iyon Uriin iyon SRM Collision Retansiyon
m/z m/z Enerji Zamani
(V) (dk)
383,365 211,225 28
25(0H)Ds e i 3.50
25(OH\D 395,375 209,175 25 3.50
(OH)D: 269,200 18 '
3-epi-25(0H)D; | 383,366 257,325 12 3.50
de-25(0OH)Ds 389,375 211,225 29 350
internal standart 263,350 17 '

Cizelge 3.4. Serum 25(0OH)Ds/D; deneyi igin analitlerin m/z(kiitle/yiik) oranlari

ANALIT Ana iyon Uriin iyon SRM Collision Retansiyon
m/z m/z Enerji Zamani
(V) (dk)
25(OH\D 383,365 211,225 28 250
(OH)Ds 257,325 12 '
395,375 209,175 25
25(0H)D, 269,200 18 2.50
d6-25(0H)Ds 389,375 211,225 29 )50
internal standart 263,350 17 :
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TS0 QuANTUM ACCESS MAX.

Resim 3.1. LC-MS/MS cihazi

Resmin agiklamasi:A. LC-MS/MS cihazi B.Korona ignesi C.Enjektér D.Autosampler’a yerlestirilen
tray(tepsi)
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Denevin Yapilisi

Serum 25(0OH)Dj3 ve 25(OH)D, vitaminlerinin analitik tayini

25(0OH)D; ve 25(0OH)D, tayini ig¢in gerceklestirilen on islemler Sekil 3.6.’da
gosterilmektedir. Kalibratorler, kontroller ve numuneler LC-MS/MS cihazina yiiklenmeden
once bazi 6n hazirliklardan ge¢mektedir. Liyofilize halde bulunan kalibratorlere ve
kontrollere 1 mL distile su eklenir ve homojen hale gelene kadar vorteks yardimi ile
karigtiritlir. Daha sonraki asamaya gecmek icin internal standart ve presipitant karigimi
hazirlanir. Internal standart ve presipitant hazir halde bulunmaktadir. 125 6rnek calismak
icin 12,5 mL internal standart ile 6,25 mL presipitant hazir hale getirilir. Her bir kalibrator
ve kontrolden 50 pL  yeni ependorflara alinarak {izerine 150 pL internal
standart/presipitant(IS/P*) karisimi eklenir. Ayni islem numuneler i¢in de uygulanir. 50 pL
numune tizerine 150 pL IS/P* karisimi eklenir. 30 saniye boyunca her bir 6rnek vorteksle
karigtirtlir. Buzdolabinda 4 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilir. Daha sonra 10 saniye
boyunca vorteksle karistirilir ve 6rnekler 10 000xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilir.
Ayrilan siipernatan kisimlart 2 mL’lik vialler igerisine yerlestirilen insertlere 10-50 pL
olacak sekilde alinir. Numune tepsisine (tray) yerlestirilen 6rnekler ¢alisilmak tizere LC-
MS/MS cihazina yiiklenir.

Serum 3-epi-25(0OH)Dj3 vitaminin analitik tayini

Serum 3-epi-25(0OH)D3 vitamini tayini i¢in gergeklestirilen 6n islemler Sekil 3.7.’de
gosterilmektedir. 25(OH)D3 ve 25(OH)D, vitamin tayine benzer sekilde kalibratorler,
kontroller ve numuneler LC-MS/MS cihazina yiiklenmeden 6nce bazi 6n hazirliklardan
geemektedir. Liyofilize halde bulunan kalibratorlere ve kontrollere 1 mL distile su eklenir
ve homojen hale gelene kadar vorteks yardimi ile karistirilir. Daha sonraki asamaya
gecmek icin internal standart ve presipitant karistmi hazirlamir. Internal standart ve
presipitant hazir halde bulunmaktadir. 125 6rnek ¢alismak icin 12,5 mL internal standart
ile 6,25 mL presipitant hazir hale getirilir. 3-epi-25(OH)D3 Optimization mix ¢ozeltisi
hazirlanma prosediiriine kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklanir. Daha sonra bu ¢ozelti
derin dondurucudan c¢ikarilarak disarida 15 dakika bekletilir ve karistirilarak ara stok
(100X hazirlanir). 3-epi-25(OH)D3; Optimization mix ¢ozeltisinden belirli oranlarda
alinarak ve standart addition (ekleme) metodu kullanilarak kalibratorler (KAL1, KAL2 ve
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KAL3), kontroller (NORMAL ve PATOLOJIK) sirastyla 4 pL, 8 uL, 16 pL, 4 pL ve 6 pL
hazirlanmistir. Her bir kalibrator ve kontrolden 50 pL yeni ependorflara alinarak tizerine
150 pL internal standart/presipitant(IS/P*) karisimi eklenir. Ayni islem numuneler i¢in de
uygulanir. 50 pL numune tizerine 150 puL IS/P* karisimi eklenir. Ardindan 30 saniye
boyunca her bir 6rnek vorteksle karistirilir. Buzdolabinda 4 °C’de 10 dakika boyunca
inkiibe edilir. Daha sonra 10 saniye boyunca vorteksle karistirilir ve 6rnekler 10 000xg’de
5 dakika boyunca santrifiij edilir. Ayrilan siipernatan kisimlar1 2 mL’lik vialler igerisine
yerlestirilen insertlere 10-50 pL olacak sekilde alinir. Tray’e yerlestirilen Ornekler
calisilmak tizere LC-MS/MS cihazina yiiklenir. LC-MS/MS cihazinda kurulan yontemin
dogrulugu ve tekrarlanabilirligi Optimizasyon Mix 3-epi 25-(OH)Ds; ¢ozeltisi ile valide
edilmistir (% CV: 4,8).
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LIYOFILiZE KALIBRATORLERE VE KONTROLLERE 1 ML DiSTILE SU EKLENIR

AR R

50 pL KALO KAL 1 KAL 2 KAL 3 NORMAL PATOLOJIK

150 pL IS/P*  IS/P*  IS/P*  IS/P* Is/p* IS/P*

-

30 saniye boyunca vorteksle karistirilir.

-

>— Presipitasyon
4 °C'de 10 dakika boyunca inklibe edilir.

-

10 saniye boyunca vorteksle karistirilir.

|

5 dk boyunca 10 000 x g ‘de santriflj edilir.

TNV Y.

LC-MS/MS

Siipernatan kisimlari vial icerisindeki insertlere 10-50 pL alinir.

IS (internal Standart) / P* (Presipitant P) karisimi igin

125 numune igin ‘ 12,5 mL IS 6,25 mL P*

Sekil 3.6. Serum 25(OH)D, / 25(0OH)D; vitamin tayinleri i¢in kalibrator kontrol ve
numunelerin hazirlanmasi
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LIYOFILIiZE KALIBRATORLERE VE KONTROLLERE 1 ML DiSTILE SU EKLENIR

'RARRORE

50 pL KALO KAL1 KAL2 KAL3 NORMAL  PATOLOJIK
150 pL IS/P*  IS/P*  IS/P*  IS/P* IS/P* IS/P*
100X 4puL 8L 16 pL 4pL 6L
Optimisation Mix T T B ‘ | B
eklenir ] il I ]

30 saniye boyunca vorteksle karistirilir.

=— Presipitasyon
4 °C'de 10 dakika boyunca inktibe edilir.

10 saniye boyunca vorteksle karigtirilir.

!

5 dk boyunca 10 000 x g ‘de santrifyj edilir.

AL

LC-MS/MS

Supernatan kisimlar vial igerisindeki insertlere 10-50 pL alinir.

IS (internal Standart) / P* (Presipitant P) karisimi igin

125 numune igin ’ 125mLIS 6,25 mL P*

Sekil 3.7. Serum 3-epi-25(0OH)D3 vitamin tayini igin kontrol, kalibratér ve numunelerin
hazirlanmasi



Cizelge 3.5. Serum 25(0H)D,/25(0H)D; vitamini
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tayini i¢in test bilgileri

LC-MS/MS Para

metreleri

Linearity

1,4 - 250 pg/L (25-OH-Vit D,)
2,3 - 250 pg/L (25-OH-Vit D3)

Recovery

% 92 - 103

LLOD (Lower limit of detection)
En diisiik tespit limiti

0,4 ng/L (25-OH-Vit D)
0,7 ug/L (25-OH-Vit Dy)

LLOQ (Lower limit of quantification)

En diisiik kantitasyon limiti

1,4 pg/L (25-OH-Vit Dy)
2,3 ng/L (25-OH-Vit D3)

Intraassay precision

(giin ici tekrarlanabilirlik)

% 6,8 (25-OH-Vit D)
% 4,7 (25-OH-Vit Ds)

Interassay precision

(giinler arasi tekrarlanabilirlik)

% 7,6 (25-OH-Vit D)
% 6,6 (25-OH-Vit Ds)

LC-Parametreleri
Pompa 1 SPE-buffer (0,1 — 5,0 mL/dk)
Pompa 2 Mobil faz (0,5 mL/dk)
Enjeksiyon hacmi 10 - 50 uL
Enjeksiyon arahig 3 dk (4 dk)

Switching valve

Automatic switching valve,
6-port/3-channel

Kolon 1s1tic1

40 °C

MS-Paramet

releri

Iyon kaynag

Heated Nebulizer(isitmali nebulizator)
(APCI), pozitif

MS/MS-Mode

MRM
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File  Dionex Chramatography MS Link  Help
0= X%
Wizard... | Check | |mpart | Help... |
Export
Dionex Title: I
Chromatography
dampler. TempCtrl = on
ey Fampler.Temperature. Nominal = 15.0 [°C]
ey Sampler.Temperature.LowerLimit = 10.0 [°C]
' i Fampler.Temperature. Upperlimit = 25.0 [°C]
] Conmzrds gampler.ReadyTempDelta = z2.0 [°c)
TSU Quantum Columndven. TempCtrl = om
'@R ColumnOven. Temperature, Nominal = 40.0 [°C]
il ColumnOven. Temperature. Lowerlimit = 5.0 [°C]
ColumnDven ColumnOven. Temperature. Upperlimit = 45.0 [°C]
[TCC-3100) EquilibrationTime = 1.0 [min]
ColumnOven. ReadyTempDelta = 1.0 [°C)
Cooler TempCtrl = Off
Column A, AetiveColumn = Ho
Column B.ActiveColumn = o
[DEST}EEE%S] PumpLeft.Pressure.LowerLJ:.mJ:.t =1 [har]
PumpLeft, Pressure. Upperlimit =700 [har]
Pumpleft, MaximumFlowRampDlown =6, 000 [ml/min®]
6 PumpLeft. MaximumFlowRamplUp = 6,000 [ml/min?]
PumpLeft, 34, Equate = "EAT
PumpRight PumpLeft, $B.Equate = "SE"
(D&P-3600F:3) PunmpLeft, 3¢, Equate = g
PumpRight.Pressure.Lowerlimit = 1 [har]
I PumpRight.Pressure. Upperlimit = 700 [har]
M PumpRight.MaximumFlowRampDown = 49,939 [ml/min?]
Samlpler PumpRJ:_ght.Maximu.mFlowRampUp = 49,933 [ml/min?]
[w/P'S-3000) PumpRight. %4, Equate = "EA
PumpRight. %E.Equats = "EE"
PumpRight. $C. Equate = ngon
= Drawdpeed = 5.000 [pl/s]
DrawDelay = 3000 [ms]
Feky and Stale Dispdpeed = 20,000 [ulfs]
Dispenselelay = 0 [ms]
Wastedpeed = 3z2.000 [ul/s]
gampleHeight = Z.000 [rm]
InjectWash = AfterDraw
WashVolume = 200,000 [pl]
Washdpeed = 10,000 [pl/s]
LoopWashFactor = 1.000
PunetureQffset = 0.0 [tum]
PumpDevice = "PumpRight"”
InjectMode = Hormal
ValveRight = 61

Sekil 3.8. LC-MS/MS yontemind

e kullanilan ayarlar
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3.5. Spektrofotometrik Yontem

Bir¢ok molekiil belirli bir dalga boyundaki 15181 absorbe etmektedir. Isik absorbansinin
spektrofotometreyle dl¢limii molekiillerin saptanmasi, tanimlanmasi ve ¢ozelti igerisindeki
derisimlerinin  Glglimiinde  kullanilir.  Sekil 3.9.°da  spektrofotometrenin  baslica
komponentleri gosterilmistir Bir 151k kaynagi, 15181 genis bir spektrum boyunca yayar ve
daha sonra monokromator belli bir dalga boyundaki 15181 segerek iletir. Monokromatik 1s1k
bir kiivetin uzunlugu boyunca ornek igerisinden geger ve absorblayan maddenin

konsantrasyonu ile dogru orantili olarak 1sik absorblanir. Gegen 151k dedektor tarafindan

okunur.
Kolimatoér Dalgaboyu segici Dedektdr
(Lens) (yank)

- T /I I -
_— Aﬂ Lo It

- - gelen 1gigm gegen I§I§Iﬂ

yoduniugu yogunlugu
o = e Dijital gosterge
Isik kaynag Monokromatar Ornek gozelti

(prizma veya 1zgara) (kuvetiginde)

Sekil 3.9. Spektrofotometrenin temel yapisi

3.5.1. Kalsiyum diizeyi analizi

Total kalsiyum diizeyi spektrofotometrik yontem kullanilarak kolorimetrik metodla tayin
edilmistir. Test prensibi, kalsiyum iyonlar1 alkalin kosullarda 5-nitro-5'-metil-
BAPTA(NM-BAPTA) ile reaksiyona girerek bir kompleks olusturur. Bu kompleks ikinci
adimda EDTA ile reaksiyona girer.

Alkali pH

ca® + NM-BAPTA Ca’*-NM-BAPTA Kompleksi

v
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EDTA e

N

Ca’*-NM-BAPTA Kompleksi —> NM-BAPTA + ' Ca?* - EDTA

-

\
1
/
-
_______

Absorbanstaki degisim kalsiyum konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak

Olcilir.

Cocukluk ¢agindaki bireylerde beklenen serum/plazma kalsiyum diizeyleri Cizelge 3.6.’da
verilmistir [187]. Total kalsiyum diizeyi i¢in 6l¢iim araligi serumda 0,20-5,0 mmol/L (0,8-
20,1 mg/dL)’dir. Alt saptama sinir1 0,20 mmol/L (0,8 mg/dL)’dir.

Cizelge 3.6. Cocukluk cagindaki bireylerde beklenen serum/plazma kalsiyum diizeyleri

SERUM/PLAZMA DUZEYLERI
YAS
mmol/L (mg/dL)
0-10 giin 1,90-2,60 (7,6-10,4)
10 giin- 2 yas 2,25-2,75 (9,0-11,0)
2-12 yas 2,20-2,70 (8,8-10,8)
12-18 yas 2,10-2,55 (8,4-10,2)

3.5.2. Fosfor diizeyi analizi

Serum fosfor ve kalsiyum diizeyleri arasinda ters bir iligki s6z konusudur. Bir deger artis
gosterirken diger deger azalmaktadir. Fosfor en 6nemli minerallerden biridir ve vitamin D
kontroliinde barsaklardan emilmektedir. PTH’1n etkisi ile kemikten resorbsiyonu ve idrarla
atilmi gergeklesir. Vitamin D eksikliginde test sonuglar1 diisiik ¢ikabilmektedir. Serum
fosfor diizeyleri spektrofotometrik yontem kullanilarak kolometrik metot ile tayin
edilmektedir. Inorganik fosfat, siilfiirik asit varliginda amonyum molibdat ile amonyum
fosfomolibdat kompleksi meydana getirir. Olusan fosfomolibdatin konsantrasyonu,
inorganik fosfat konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve fotometrik olarak oOlgiliir.
Cocukluk ¢agindaki bireylerde beklenen serum/plazma fosfor diizeyleri Cizelge 3.7.’de

gosterilmistir [188].
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ERKEK KIZ
YAS Serum/Plazma Diizeyleri Serum/Plazma Diizeyleri
mmol/L (mg/dL) mmol/L (mg/dL)
1-30 giin | 1,25-2,25 (3,9-6,9) 1,40-2,50 (4,3-7,7)
1-12 ay 1,15-2,15 (3,5-6,6) 1,20-2,10 (3,7-6,5)
1-3 yas 1,00-1,95 (3,1-6,0) 1,10-1,95 (3,4-6,0)
4-6 yas 1,05-1,80 (3,3-5,6) 1,05-1,80 (3,2-5,5)
7-9 yas 0,95-1,75 (3,0-5,4) 1,00-1,80 (3,1-5,5)
10-12 yas | 1,05-1,85 (3,2-5,7) 1,05-1,70 (3,3-5,3)
13-15yas | 0,95-1,65 (2,9-5,1) 0,90-1,55 (2,8-4,8)
16-18 yas | 0,85-1,60 (2,7-4,9) 0,80-1,55 (2,5-4,8)

3.5.3. Kreatinin diizeyi analizi

Kreatinin diizeyleri spektrofotometrik yontem kullanilarak Jaffe metodu ile Gazi

Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan Roche HITACHI

Cobas 6000 ¢ 501 moduliinde tayin edilmistir. Cocukluk c¢agindaki bireylerde beklenen
serum/plazma kreatinin diizeyleri tablo ‘de verilmistir. Cocukluk c¢agindaki bireylerde

beklenen serum/plazma kreatinin diizeyleri Cizelge 3.8.’de gosterilmistir [189].
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Cizelge 3.8. Cocukluk cagindaki bireylerde beklenen serum/plazma kreatinin diizeyleri

SERUM/PLAZMA DUZEYLERI
YAS
pmol/L (mg/dL)
Yenidogan (premature) 25-91 (0,29-1,04)
Yenidogan (tam siireli) 21-75 (0,24-0,85)
2-12 ay 15-37 (0,17-0,42)
1- <3 yas 21-36 (0,24-0,41)
3- <5 yas 27-42 (0,31-0,47)
5- <7 yas 28-52 (0,32-0,59)
7- <9 yas 35-53 (0,40-0,60)
9- <11 yas 34-65 (0,39-0,73)
11- <13 yas 46-70 (0,53-0,79)
13- < 15yas 50-77 (0,57-0,87)

3.6. Elektrokemiliiminesans Yontem
3.6.1. Paratiroid hormon analizi

Insan serum ve plazmasinda bozulmamis paratiroid hormonunun in vitro kantitatif tayini
icin elektrokemiliiminans immiinolojik testi “ECLIA” (electrochemiluminescence
immunoassay), Elecsys ve Cobas e immiinolojik test analizorii kullanilmigtir. Bozulmamis
PTH tayini icin ELECsys testi, biotinlenmis monoklonal antikorun N-terminal fragmani (1-
37) ile rutenyum kompleksi ile isaretlenmis monoklonal antikorun C-terminal fragman

(38-84) ile reaksiyona girdigi bir sandvig test prensibiyle ¢alismaktadir.
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Sandvig test prensibinde;

e 1. inkiibasyonda 50 puL numune, biotinlenmis monoklonal PTH’ye 6zgii antikor ve
rutenyum kompleksi ile isaretlenmis monoklonal PTH’ye 6zgii antikor bir sandvig

kompleksi olusturur.

e 2. Inkiibasyonda streptavidin kapli mikropartikiiller eklendikten sonra biyotin ile

streptavidin etkilesimi araciligiyla kompleks kat1 faza baglanmis hale gelir.

e Reaksiyon Kkarisimi mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak
yakalandiklar1 Ol¢iim hiicresi igine aspire edilir. Baglanmamis maddeler
ProCell/ProCell M ile wuzaklagtirillir. Elektrot {izerine voltaj uygulanmasi

kemiliiminesans emisyonunu indiikler, bu da bir fotogogaltic ile 6l¢iiliir.

e Sonuclar 2 noktali kalibrasyon ile cihaza 6zel olarak olusturulmus bir kalibrasyon

egrisi ve reaktif barkodu araciligiyla edinilen bir ana egri ile tayin edilir.

Beklenen serum/plazma intakt paratiroid hormon diizeyleri 15-65 pg/mL (1,6-6,9 pmol/L)
[174]. Alt saptama siir1 1,20 pg/mL (0,127 pmol/L)’dir. Sandvi¢ ECLIA prensibi Sekil
3.10.”da gosterilmistir [190].
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Sekil 3.10. Sandvig ECLIA prensibi

3.7. Verilerin Analizi

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan karsilastirmalarin yani sira OSB’li ¢ocuklar
CODO’ye gore hafif-orta ve agir derecede otizmli gocuklar seklinde gruplandirilarak kendi
aralarinda ve kontrol grubu ile Karsilastirma yapilmigtir. Arastirma verileri “SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL)”
kullanilarak degerlendirildi. Dagilim histogramlarinda, Skewnes-Kurtosis (carpiklik-
basiklik) incelenmistir. Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri uygulanarak
verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi tespit edilmistir. Normal dagilim igin
“parametrik”, normal olmayan dagilim i¢in ‘“non-parametrik” test uygulanmistir.
Parametrik test kosulunu saglayanlar i¢in paired samples T-testi ve Pearson korelasyonu
uygulanirken, non-parametrik test kosunu saglayanlar i¢cin Mann-Whitney U testi ve
Spearmans rho korelasyonu yapilmistir. Alfa anlamlilik seviyesi 0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada 0-18 yas aralifinda bulunan OSB olan ve saglikli kontrol grubunda yer alan
cocuklarin serumlarinda 25(OH)D3, 25(OH)D,, 3-epi-25(OH)D3, kalsiyum, fosfor,
kreatinin ve paratiroid hormon diizeylerine bakilmistir. OSB olan grubun ve kontrol
grubunun parametre sonuglart arasindaki iliski istatistiksel olarak degerlendirilmistir. OSB
olan hastalar Grup I, saglikli kontrol Grup II olarak belirlenmistir. Grup I hastalari, kendi
icinde CODO’ne gére iki gruba ayrilmistir. Hafif-orta derecede otizmli grup Grup Ia, agir

derecede otizmli grup Grup Ib olarak belirlenmistir.

4.1. Grup I, Grup Il, Grup la ve Grup Ib 25(OH)D3, 25(0OH)D,, 3-epi-25(0OH)Ds,

Kalsiyum, Fosfor, Kreatinin ve Paratiroid Hormon Diizeyleri

Cizelge 4.1’de OSB olan ve saglikli ¢ocuklara ait ortalama sonuglari, strandart hata ve p
degerleri gosterilmektedir. Grup I ve Grup II i¢in elde edilen parametre sonuclari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0,05).

Bu ¢alismada OSB’li hastalarin (Grup I) ortalama serum 25(OH)Dj3 seviyeleri 20,42 + 1,21
ug/L, saglikli ¢ocuklarin (Grup II) ortalama serum 25(OH)D3 seviyeleri 22,63 = 0,88 pg/L
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére Grup II’e ait serum 25(OH)Dj3 diizeylerinin yiiksek
oldugu gortilmiistiir. Paired samples T test ile gruplarin karsilastirilmasi sonucu Grup I ve

Grup II arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05).

Calismamizda Grup I ortalama serum 25(OH)D, seviyeleri 1,24 + 0,08 pg/L, Grup II
ortalama serum 25(OH)D; seviyeleri 1,17 + 0,07 pg/L olarak bulunmustur. Bu sonuglara
gore Grup Il’e ait serum 25(OH)D, diizeylerinin diisiikk oldugu goriilmiistiir. Mann-
Whitney U testi ile gruplarin karsilastirilmasi sonucu Grup I ve Grup II arasinda anlaml

bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Grup | ortalama serum 3-epi-25(OH)D3 seviyeleri 0,09 + 0,01 pg/L, Grup II ortalama
serum 3-epi-25(OH)D3 seviyeleri 0,08 + 0,01 ug/L olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore
Grup I’e ait serum 3-epi-25(0OH)D; diizeylerinin diisiik oldugu goriilmistir. Mann-
Whitney U testi ile gruplarin karsilastirilmasi sonucu Grup I ve Grup II arasinda anlaml

bir fark bulunamamastir (p>0,05).
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Cizelge 4.1. Tiim gruplara ait parametrelerin ortalama + standart hata ve p degerleri

Otizm Spektrum Bozuklugu Olan Grup (Grup I) ve Saghkh Kontrol Grubu(Grup

I1) icin Ortalama = Standart Hata ve P Degerleri

Parametre (Birim) Grup | (N=46) Grup Il (N=46) P Degeri

25(0H)D;3 (ug/L) 20,42 + 1,21 22,63+ 0,38 0,196

25(0H)D; (ng/L) 1,24 +0,08 1,17 + 0,65 0,509

3-EPi-25(0OH)Ds (ug/L) 0,09 + 0,01 0,08 + 0,01 0,558

KALSIYUM (mg/dL) 10,06 + 0,07 10,12 + 0,08 0,485

KREATININ (mg/dL) 0,36 + 0,01 0,38+0,13 0,211

FOSFOR (mg/dL) 5,70+ 0,10 5,72+ 0,79 0,838

PTH (pg/mL) 24,38+ 1,78 27,71+2,18 0,308

* p<0,05 Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi

**p<0,01 Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi

Bulgular yas ve cinsiyet farki alinmadan ifade edilmistir. N:6rnek sayisidir.

Grup | ortalama serum kalsiyum seviyeleri 10,06 = 0,07 mg/dL, Grup Il ortalama serum
kalsiyum seviyeleri 10,12 + 0,08 mg/dL olarak bulunmustur. Mann-Whitney U testi ile

gruplarin  karsilagtirllmasit sonucu Grup I ve Grup II arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (p>0,05).

Grup | ortalama serum kreatinin seviyeleri 0,36 + 0,01 mg/dL, Grup Il ortalama serum
kreatinin seviyeleri 0,38 + 0,13 mg/dL olarak bulunmustur. Mann-Whitney U testi ile
gruplarin  karsilagtirllmasit sonucu Grup I ve Grup II arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (p>0,05).

Grup | ortalama serum fosfor seviyeleri 5,65 + 0,14 mg/dL, Grup Il ortalama serum fosfor
seviyeleri 5,76 £ 0,15 mg/dL olarak bulunmustur. Paired samples T test ile gruplarin

karsilagtirilmas1 sonucu Grup I ve Grup II arasinda anlamhi bir fark bulunamamistir

(p>0,05).

Grup | ortalama PTH seviyeleri 24,38 + 1,78 pg/mL, Grup Il ortalama PTH seviyeleri
27,71 £ 2,18 pg/mL olarak bulunmustur. Grup II’ye ait PTH diizeyleri Grup I PTH
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seviyelerine gore yliksek bulunmustur. Mann-Whitney U testi ile gruplarin karsilastiriimasi

sonucu Grup I ve Grup II arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Cizelge 4.2. Cocukluk Otizmini Derecelendirme Olgegi (CODO)’ne gore hasta gruplarmin
ortalama =+ standart hata ve p degerleri

CODOQ’ye gore Hafif-Orta (Grup 1a) ve Agir Derecede(Grup 1b) Otizm Spektrum
Bozuklugu Olan Hastalarda Ortalama + Standart Hata ve P Degerleri
.. Grup la Grup Ib
Parametre (Birim) P Degeri
(N=24) (N=22)
25(0H)D; (ug/L) 22,88 + 1,80 17,74 + 1,42 0,021*
25(0OH)D; (ng/L) 1,19+0,10 1,30+£0,12 0,660
3-EPI-25(0H)D; (ug/L) 0,09 + 0,01 0,10 + 0,21 0,553
KALSIYUM (mg/dL) 10,11+0,11 9,99 + 0,10 0,391
KREATININ (mg/dL) 0,36 + 0,01 0,37 £ 0,02 0,708
FOSFOR (mg/dL) 5,65+ 0,14 5,76 £ 0,15 0,684
PTH (pg/mL) 24,80 + 2,62 23,95+2,44 0,965

* p<0,05 Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi
*#p<0,01 Istatistiksel olarak anlamhlik diizeyi

Bulgular yas ve cinsiyet farki alinmadan ifade edilmistir. N:drnek sayisidir.

CODO’ye gore yapilan degerlendirmede Grup la ve Grup Ib arasinda non-parametrik test
uygulanmistir. Mann-Whitney U testine goére Grup la ve Grup Ib arasindaki serum
25(0OH)D; diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p=0,021).

Mann-Whitney U testine gore Grup Ia ve kontrol grubu (Grup II) parametreleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Grup Ib ve kontrol
grubu parametreleri karsilastirildiginda serum 25(OH)D; diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmiistiir (p=0,01).
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Cizelge 4.3. Hafif-orta derecede (Grup Ia) Otizm Spektrum Bozuklugu olan hastalarin ve

Kontrol (Grup II) grubunun ortalama + standart hata ve p degerleri

CODO’ye gore Hafif-Orta Derecede (Grup la) Otizm Spektrum Bozuklugu Olan

Hastalarin ve Kontrol (Grup Il) Grubunun Ortalama £ Standart Hata ve P Degerleri
Parametre (Birim) C(sl\rllig A!)a (G,:I’Lz’%l) P Degeri
25(0OH)D;3 (ug/L) 22,88 + 1,80 22,63 + 0,88 0,393
25(0H)D, (ug/L) 1,19 + 0,10 1,17 + 0,65 0,776
3-EPi-25(0OH)Ds (ug/L) 0,09 + 0,01 0,08 + 0,01 0,328
KALSIYUM (mg/dL) 10,11 +0,11 10,12 + 0,08 0,946
KREATININ (mg/dL) 0,36+ 0,01 0,38+ 0,13 0,232
FOSFOR (mg/dL) 5,65+0,14 5,72 +0,79 0,941
PTH (pg/mL) 24,80 + 2,62 27,71 £2,18 0,386

* p<0,05 Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi
*#p<(0,01 Istatistiksel olarak anlamlihik diizeyi

Bulgular yas ve cinsiyet farki alinmadan ifade edilmistir. N:6rnek sayisidir.

Cizelge 4.4. Agir derecede (Grup Ib) Otizm Spektrum Bozuklugu olan hastalarin ve
Kontrol (Grup II) grubunun ortalama + standart hata ve p degerleri

CODO’ye gore Agir Derecede (Grup Ib) Otizm Spektrum Bozuklugu Olan Hastalarin ve

Kontrol (Grup Il) Grubunun Ortalama % Standart Hata ve P Degerleri

Parametre (Birim) %ﬂgzl)b 85:26“) P Degeri
25(0OH)Ds (ug/L) 17,74 + 1,42 22,63 + 0,88 0,004**
25(0OH)D; (ug/L) 1,30+ 0,12 1,17 + 0,65 0,420
3-EPi-25(0OH)Ds (ng/L) 0,10+ 0,21 0,08 + 0,01 0,958
KALSIYUM (mg/dL) 9,99 +0,10 10,12+ 0,08 0,271
KREATININ (mg/dL) 0,37 £ 0,02 0,38 +0,13 0,405
FOSFOR (mg/dL) 576 +0,15 5,72+ 0,79 0,824
PTH (pg/mL) 23,95 +2.44 27,71 £2,18 0,428

* p<0,05 Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi
#%p<(0,01 Istatistiksel olarak anlamhilik diizeyi

Bulgular yas ve cinsiyet farki alinmadan ifade edilmistir. N:6rnek sayisidir.
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Cizelge 4.5. Grup | ve Grup Il parametreleri i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en
diisiik ve en yiiksek degerleri

Ortalama + Ortanca En Diisiik En Yiiksek
PARAMETRELER | = Standart Hata Deger Deger Deger
GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP
| 11 | I | 11 | 1l
25(0OH)D3 (ng/L) 20,42 & 22,63+ 20,19 | 22,18 3,79 11,48 33,67 34,87
1,21 0,88
1,24 + 1,17 +
25(0OH)D /L ' '
(OH)D; (ng/L) 0.08 0.65 1,17 1,07 0,33 0,51 2,99 2,28
. 0,09 + 0,08 +
3-epi-25(0OH)D; (ng/L ' '
pi-25(OH)D; (ng/L) 0.01 001 0,08 0,07 0,01 0,01 0,47 0,21
) 1006+ | 10,12+
Kalsiyum (mg/dL : i
yum (mg/dL) 007 008 10,11 10,13 8,95 8,19 11,07 11,50
. 0,36 + 0,38 +
Kreatinin (mg/dL ! !
(mg/dL) 0.01 0.13 0,36 0,38 0,23 0,16 0,73 0,60
5,70 + 5,72 +
Fosfor (mg/dL ! !
(mg/dL) 0.10 0.79 5,79 5,75 3,89 4,32 6,95 6,86
2438+ | 2771+
PTH (pg/mL ' '
(pg/mL) 178 218 21,15 | 2441 7,55 7,07 53,23 71,86
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Cizelge 4.6.Grup la ve Grup Ib parametreleri i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en
diisiik ve en yiiksek degerleri

Ortalama + Ortanca En Diisiik En Yiiksek
PARAMETRELER Standart Hata Deger Deger Deger
GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP GRUP
la Ib la Ib la Ib la Ib

2288+ | 17,74+

25(OH)Ds (ng/L) 1,80 142 255 | 1799 | 379 745 | 3367 | 3360

1,19 + 1,30 +

25(0OH)D, (ng/L) 0.10 0.12 1,15 1,20 0,33 0,65 2,50 2,99

. 0,09+ | 010+
3-epi-25(OH)D; (ng/L) 0.01 021 0,08 0,07 0,02 0,01 0,18 0,47

: 10,11+ | 9,99+
Kalsiyum (mg/dL) 011 010 1019 | 10,06 | 9,03 895 | 1107 | 11,00

0,36 + 0,37 +

Kreatinin (mg/dL) 001 0.02 0,36 0,36 0,23 0,25 0,46 0,73
5,65+ 5,76 +
Fosfor (mg/dL) 0.14 015 5,85 5,74 3,89 4,36 6,49 6,95

24,80 = 23,95 +

PTH (pg/mL) 2 62 244 | 2053 | 2206 | 879 755 | 5201 | 5353

Cizelge 4.7. OSB ve kontrol grubuna ait 25(OH)Ds3 diizeylerinin yiizde verileri
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Sekil 4.5. Tiim gruplara ait serum kreatinin degerleri box-plot grafikleri
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Cizelge 4.8. Grup | parametrelerine ait Spearmans rho korelasyon analiz tablosu
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PARAMETRELER | 25(OH)Ds 25(OH)D, 3-epi- Kalsiyum Kreatinin Fosfor PTH
(Birim) (ng/L) (ng/L) 25(0H)D: (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (pg/mL)
(ng/L)
25(0OH)Ds r 1,000 -171 ,288 ,359* -,097 -,035 -,279
(ng/L)
p ,256 ,052 ,014 ,520 ,820 ,063
25(0OH)D, r -171 1,000 -,049 -,051 -,028 ,036 ,165
(ng/L)
p ,256 ,749 137 ,854 ,811 272
3-epi- r ,288 -,049 1,000 -,018 -,250 -,072 -,248
25(0OH)Ds
(ng/L) p ,052 , 7146 ,905 ,093 ,634 ,096
Kalsiyum r ,359* -,051 -,018 1,000 -,034 ,141 -,058
(mg/dL)
p ,014 137 ,905 ,825 ,349 ,703
Kreatinin r -,097 -,028 -,250 -,034 1,000 -,382** ,116
(mg/dL)
p ,520 ,854 ,093 ,825 ,009 442
Fosfor r -,035 ,036 -,072 141 -,382** 1,000 ,128
(mg/dL)
p ,820 811 ,634 ,349 ,009 ,398
PTH r -,279 ,165 -,248 -,058 ,116 ,128 1,000
(pg/mL)
p ,063 272 ,096 ,703 ,442 ,398

** Gligli korelasyon

* Zayif korelasyon

Grup I ve Grup Il parametreleri i¢in korelasyon analizi Spearman’s rho testi ile yapilmistir.

Buna gore Grup I i¢in 25(OH)D3 ve kalsiyum arasinda pozitif korelasyon goriiliir iken

kreatinin ve fosfor arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r=0,359, p=0,014; r=-0,382,

p=0,009). 25(0OH)Ds diizeyleri artarken kalsiyum diizeyleri de artmaktadir. Kreatinin ve

fosfor diizeyleri arasinda ise ters bir iligski goriilmiistiir. Kreatinin diizeyi artarken, fosfor

diizeyi azalmaktadir.
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Cizelge 4.9. Grup |l parametrelerine ait Spearmans rho korelasyon analiz tablosu

PARAMETRELER | 25(OH)Ds 25(OH)D, 3-epi- Kalsiyum Kreatinin Fosfor PTH
25(0OH)D
(Birim) (ng/L) (ng/L) (OH)D: (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (pg/mL)
(ng/L)
25(0OH)Ds r 1,000 -,185 ,338* 172 ,128 -,137 -,266
(ng/L)
p . ,219 ,022 ,253 ,398 ,363 ,074
25(0OH)D, r -,185 1,000 -,167 -,067 -,099 -,125 -,262
(ng/L)
p ,219 . ,268 ,658 511 ,408 ,078
3-epi- r ,338* ,167 1,000 -,013 ,128 -,010 ,052
25(0OH)Ds
(ng/L) p ,022 ,268 . ,931 ,397 947 ,730
Kalsiyum r 172 -,067 -,013 1,000 ,248 ,379** ,046
(mg/dL)
p ,253 ,658 ,931 . ,097 ,009 ,763
Kreatinin r ,128 -,099 ,128 ,248 1,000 -,109 77
(mg/dL)
p ,398 511 ,397 ,097 . ,470 ,239
Fosfor r -,137 -,125 -,010 ,379** -,109 1,000 ,051
(mg/dL)
p ,363 ,408 ,947 ,009 470 . ,7139
PTH r -,266 -,262 ,052 ,046 A77 ,051 1,000
(pg/mL)
p ,074 ,078 , 730 ,763 ,239 ,739

** Gligli korelasyon

* Zayif korelasyon

Grup 1II i¢in korelasyon analizi yapildiginda 25(OH)Dj3 ile 3-epi-25(OH)D; arasinda ve
fosfor ile kalsiyum arasinda pozitif korelasyon oldugu gorilmistiir (r=0,338, p=0,022;
r=0,379, p=0,009). Buna gore, saglikli bireylerde 25(OH)D3 ve 3-epi-25(0OH)D3 diizeyleri
ayn1 yonde artis ve azalis gOstermektedir. Kanda fosfor diizeyi artar iken kalsiyum

diizeyleri de artmakta, fosfor diizeyleri azalir iken kalsiyum diizeyleri azalmaktadir.



Cizelge 4.10. CODO’ne gore Grup la parametrelerine ait pearson korelasyon tablosu
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PARAMETRELER 25(OH)Ds | 25(OH)D, 3-epi- Kalsiyum Kreatinin Fosfor PTH
25(OH)D
(Birim) (rg/L) (ng/L) elnlle: (mg/dL) (mg/dL) | (mg/dL) | (pg/mL)
(ng/L)

25(0OH)Ds 1,000 -,240 -,402 -,413* -,272 -132 | -,621**
(ng/L)

,259 ,051 ,045 ,198 537 ,001

25(0OH)D, -,240 1,000 -315 ,017 ,148 ,066 225
(ng/L)

,259 134 ,936 ,489 ,758 291

3-epi-25(0OH)Ds -,402 -,315 1,000 ,283 -,228 -,034 -,446*
(ng/L)

,051 ,134 ,180 ,285 ,876 ,029

Kalsiyum -,413* ,017 ,283 1,000 -,089 ,013 -113
(mg/dL)

,045 ,936 ,180 ,679 ,953 ,599

Kreatinin -,272 ,148 -,228 -,089 1,000 -,329 ,261
(mg/dL)

,198 ,489 ,285 ,679 ,116 218

Fosfor -,132 ,066 -,034 ,013 -,329 1,000 -,055
(mg/dL)

,537 ,758 ,876 ,953 ,116 ,799

PTH -,621** 225 -,446* -,113 ,261 -,055 1,000
(pg/mL)

,001 ,291 ,029 ,599 ,218 ,799

** Gligli korelasyon

* Zayif korelasyon

CODO’ne gore Grup Ia parametrelerine pearson korelasyon analizi uygulanmistir. Buna
gore serum 25(OH)Ds; ve kalsiyum diizeyleri arasinda negatif korelasyon mevcuttur
(r=0,413; p=0,045). Serum 25(OH)D3; ve PTH diizeyleri arasinda negatif korelasyon
bulunmustur (r=-0,621;p=0,001). Serum 3-epi-25(0OH)D; ve PTH diizeyleri arasinda
negatif korelasyon mevcuttur (r=-0,446;p=0,029).
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Cizelge 4.11. CODO'ne gore Grup Ib parametrelerine ait pearson korelasyonu

PARAMETRELER | 25(0OH)D; | 25(0OH)D, 3-epi- Kalsiyum Kreatinin Fosfor PTH
25(OH)D
(Birim) (ng/L) (ng/L) OB 1 (mgar) | myan) | moan) | omL)
(ng/L)

25(0H)D; r 1,000 -,071 -,001 -,290 -,018 -,066 -,049
(ng/L)

p 752 ,995 ,190 ,936 770 827

25(0H)D; r -,071 1,000 -,068 -,026 -,250 ,129 ,047
(ng/L)

p 752 765 910 262 567 836

3-epi-25(OH)D; | r -,001 -,068 1,000 -,230 -,353 ,059 -,078
(ng/L)

p ,995 765 ,303 ,107 793 731

Kalsiyum r -,290 -,026 -,230 1,000 -,036 246 ,041
(mg/dL)

p ,190 ,910 ,303 872 270 ,856

Kreatinin r -,018 -,250 -,353 -,036 1,000 -,612" -,028
(mg/dL)

p ,936 262 ,107 872 ,002 ,900

Fosfor r -,066 129 ,059 246 -,612™ 1,000 ,259
(mg/dL)

p 770 567 793 270 ,002 244

PTH r -,049 ,047 -,078 ,041 -,028 259 1,000
(pg/mL)

p 827 836 731 ,856 ,900 244

** Gligli korelasyon

* Zayif korelasyon

CODO’ne gore Grup Ib parametrelerine pearson korelasyon analizi uygulanmistir. Buna
gore yalnizca serum kreatinin ve fosfor diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon

bulunmustur (r=-0,612; p=0,002).
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4.2. Kromatografik Bulgular
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Sekil 4.16. Serum 25(OH)D3 kromatogrami ve kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.17. Serum 25(0OH)D;, kromatogrami ve kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.18.Serum 3-epi-25(OH)D3; kromatogrami ve kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.21. Kalibrator 3’e ait kromatogram (25(OH)D3-25(0OH)Dy)
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5. TARTISMA

Vitamin D bilesikleri, sekosteroidlerin bir grubuna ait hormon benzeri yapilardir.
Hayvanlarda dogal olarak vitamin Dgs, bitkilerde vitamin D, yapisinda olusur. Vitamin
D’nin kemik sagligi i¢in yasamsal Oneme sahip olmasinin yami sira diyabet, kanser,
otoimmiin, ndrodejeneratif, mental ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢ok sayida
hastaligin patogenezinde biiyiik bir role sahip oldugu gosterilmistir. Vitamin D’nin deride
fotosentezi ve sonrasinda hepatik ve renal metabolizmasi sonucu pikomolar diizeylerinden
nanomolar diizeylerini kapsayan genis bir aralikta transformasyon tiriinleri olusmaktadir.
Literatiirlerde 50°den fazla metabolit tanimlanmistir. Ancak kantitatif metotlar sadece

birka¢ metabolit i¢in gelistirilmistir.

Maternal vitamin D diizeyleri azaldik¢a fetal beyinde kortikal kalinlikta incelmeye neden
olup ventrikiilomegalinin gelismesi sonucu postnatal evrede otizm, sizofreni, epilepsi, MS
gibi santral sinir sistemi hastaliklarinin olusma riski artmaktadir [191]. 2015 yilinda
Abbasian ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada, 284 hamile kadin ve yenidoganda
vitamin D eksikligi arastirillmis annelerin kaninda ve bebeklerin kordon kanindaki
25(OH)D vitamin diizeyine bakilmig ve aralarinda zayif bir korelasyon oldugu tespit
edilmistir (p=0,053). Anne ve yenidoganlarda vitamin D yetersizligi (20-30 ng/mL)
sirastyla %60,2 ve %48,9 cikarken, vitamin D eksikligi (<20 ng/mL) sirasiyla %1,1 ve
%2,5 bulunmustur. Kalsiyum eksikligi (<8,5 mg/dL) oranlar ise kadinlarda %33,5,
yenidoganlarda %25 olarak tespit edilmistir [192]. Bodnar ve c¢alisma arkadaslarinin
2007°de yaptig1 bir ¢aligmada 400 hamile kadin (200 siyah ik - 200 beyaz k) ve
yenidoganlarda vitamin D eksikligi arastirilmistir. Siyah irkin %54,1’inde, beyaz irkin
%42,1’inde vitamin D yetersizligini rapor etmislerdir [126]. Abbasian ve arkadaslari
(2015) ile Maghboli ve arkadaslarmin (2007) arastirmalarinda maternal serum vitamin D
ile kalsiyum arasinda kuvvetli iliski goriilmezken, Maghbooli ve Nicolaidou’nun (2006)
caligsmalarinda maternal ve kordon kanindaki serum vitamin D diizeyleri arasinda giiclii bir

korelasyon oldugu gosterilmistir [183, 192, 193].

VDR yoksun (knock out) farelerin, artan anksiyete, bozulmus prepulse inhibisyonu,
neofobia ve degisen yuva kurma gibi davranigsal eksiklikler sergiledigi gosterilmistir [194-
196]. Ancak bu davranissal degisiklikler, biiyiime geriligi ve hipokalsemi gibi siitten
kesildikten sonraki faktorler ile agiklanmaktadir [197]. Dahasi isitme kaybi ve beyin
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kalsifikasyonu gibi ilerleyen beyin hasarlarin1 bu davranissal bozukluklarla agiklamak
zordur. Keisala ve arkadaslari bu bozukluklarin, VDR knock out farelerde erken
yaglanmaya sebep oldugunu savunmuslardir [198]. Merkezi sinir sistemi iizerinde vitamin
D’nin etkilerini ¢alismanin daha dogrudan bir yolu, ligandlarin diizeyini direkt olarak

degistirmektir.

Vitamin D, beyin biyokimyasinin 6zellikle dopamin sisteminin degisiminde gosterilmistir.
Ornegin, ratlar devamli olarak yiiksek dozda 1,25(0OH);Djs ile tedavi edildiginde hem bazal
striatal dopamin diizeyleri hem de uyarilan dopamin salinimi artmaktadir. Dahasi ratlar
postnatal(dogum sonrasi) erken déonemde tek doz vitamin Dj ile tedavi edildiginde beyin
kokiinde siirekli artan dopamin ve kaudat putamen ve hipotalamusta dopamin
metabolizmasindaki  degisimler gosterilmistir. Ayrica vitamin Dj3’iin  tek doz
uygulanmasindan sonra beyinkokiinde degisen serotonin ve artan dopamin diizeyleri bu
hayvanlarin yetiskin yavrularinda belirgindir. Bu durum kusaklararas1 etkinin miimkiin
oldugunu gostermektedir. Bazi1 bulgular, yetiskin hayvanlarda kronik vitamin Dj
yetersizliginin degisen beyin fonksiyonlariyla iliskili oldugunu gostermektedir. Ornegin
alzheimer olan yetiskin ratlar (amiloid beta 1-42’nin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu
ile olusturulan) vitamin D3 icermeyen diyetle beslendiginde, vitamin D3 iceren diyetle
beslenenlere  gore  biiyik oranda  mekansal/uzaysal  Ogrenme  yetersizligi

gostermektedir [199].

Beyin gelisiminde vitamin D eksikliginin etkileri, gelisimsel vitamin D eksikligi olan bir
rat modeli kullanilarak genis ¢apta arastirilmistir [122, 200, 201]. Bu modelin bir 6zelligi
vitamin D eksikliginin gebelik donemi ile sinirli gegici bir yapt olmasidir. 4 haftalik
ratlarda 1,25(0OH),D3’iin tiiketilmesi, diyetten vitamin D3 ¢ikarilarak ve vitamin D
spektrumu igeren UV 15181 verilmeyerek gergeklestirilir. Bu islem ¢iftlesme oncesine kadar
(10 hafta) 6 hafta boyunca ve hamilelik siirecinde uygulanir. Gelisimsel vitamin D
eksikligi olan embriyolarda vitamin D’nin yoksunlugu molekiiler ve yapisal degisimler ile
iliskilendirilmektedir. Ornegin, gelisimsel vitamin D eksikligi olan embriyolarda hiicrede
azalan apoptozis ve artan mitoz gosterilmistir [122, 202]. Gelisimsel vitamin D eksikligi

olan yenidoganda nérotropinler olan NGF ve GDNF ile p75N'®

reseptoriiniin diizeyleri
birlikte azalmistir. Beyin morfolojisi de degismistir; gelisimsel vitamin D eksikligi olan
yenidogan hayvanlarda uzun bir beyine ek olarak kortikal kalinlikta azalma ve lateral

ventrikiil boyutunda artis goriilmektedir. Bu 6zelliklerin bazilar1 6rnegin; azalan NGF,
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yetiskinlige kadar devam etmektedir. 1,25(OH),D3 sinyalinin progenitor hiicre
regililasyonunda 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir [122]. VDR beyinde nérogenez i¢in
predominant bolge olan beynin ventrikiiler duvarlarinda agirlikli olarak eksprese edilir.
Son giinlerde yapilan ¢alismalarda, gelisimsel vitamin D eksikliginin, beyin gelisiminin
erken donemlerinde dopamin ndron gelisimi i¢in ¢ok 6nemli faktorlerin diizeyini azalttigi
gosterilmistir [203]. Dahas1 degisen dopamin metabolizmasi ve azalan katekol-O-metil
transferaz (COMT) diizeyleri (dopamin metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir), gelisime

bagli vitamin D eksikligi olan yenidogan ratlarin dnbeyinlerinde izlenmektedir [200].

Meguid ve arkadaslarinin 2010 yilinda Misir’da yapmis oldugu vaka-kontrol ¢alismasinda
70 OSB’li ve 42 kontrolden olusan 2-8 yas araligindaki 112 ¢ocukta 25(OH)Ds,
1,25(0OH);D3 ve OSB arasindaki iliskiye bakilmigtir. OSB’li ¢ocuklarda vitamin Ds
konsantrasyonlarinin normal gelisim (NG) gdsteren ¢ocuklara gore belirgin derecede diisiik

oldugu rapor edilmistir (sirasiyla; OSBo=28,5 ng/mL, NG,=40,1 ng/mL) [204].

De Souza Tostes ve galisma arkadaglar1 tarafindan, Brezilya’da yasayan 24 OSB’li (18
erkek, 6 kiz, Yason=7,4+2,7) ve 24 normal gelisim gosteren ¢ocukta 25(OH)Dj3 diizeyleri
HPLC ile analiz edilmis ve OSB’li grupta 25(OH)D; diizeyleri belirgin olarak diisiik
bulunmustur (p<0,001). OSB’li grubun ortalama 25(OH)D3 diizeyleri 26,48+3,48 ng/mL
iken normal gelisim gosteren kontrol grubunun ortalama 25(OH)D3 diizeyleri 40,52+3,13
ng/mL bulunmustur [205].

2010 yilinda Tiirkiye’de yasayan 2-24 ay arasindaki 148 ¢ocukta serum vitamin D
diizeyleri incelenmistir. Giinlik 400 IU vitamin D takviyesi alan 2-6 ay arasindaki
bebeklerin %27,3’linde, 6-12 ay arasindaki bebeklerin %8,3’linde, 12-24 ay arasindaki
bebeklerin %30 unda vitamin D diizeyleri 15 ng/mL’nin altinda bulunmustur [206].

Vitamin D, otizm ve immiin sistem arasindaki iligskiyi inceleyen ¢alismalar da mevcuttur.
Mostafa ve Al-Ayadhi’nin 2012 yilinda yapmis oldugu ¢alismada 5-12 yas aras1 50 OSB’li
(39 erkek, 11 kiz) ve 30 saglikli ¢ocukta (24 erkek, 6 kiz) serum 25(OH)Ds vitamin
diizeyleri ELISA yéntemi ile analiz edilmistir. OSB’li ¢ocuklarm vitamin D diizeylerinin
saglikli cocuklara gore belirgin diizeyde diisiik oldugu rapor edilmistir (p<0,001). OSB’li
grubun ortalama vitamin D seviyesi 18,5 ng/mL, kontrol grubunun ortalama vitamin D

seviyesi 33,0 ng/mL olarak bulunmustur. Bu calismada serum anti-MAG otoantikor
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diizeyleri de tayin edilmis ve OSB’li bireylerde otoantikor diizeyleri yiiksek bulunmustur.
Calismada otizmde ylikselen anti-MAG diizeyleri ile diisiik vitamin D diizeyleri arasindaki
bag arastirilmis ve giiclii negatif korelasyonun varligi rapor edilmistir. Aym1 ¢aligmada
CODO skorlamasi ile 25(0H)D3 arasinda gii¢lii negatif korelasyon goriilmiistiir. Yas,
cinsiyet ve haftalik glinese maruz kalma siiresi arasinda bir korelasyon elde edilememistir

[207].

Bener ve arkadaglarinin 2014 yilinda yapmis oldugu ¢alismada 254 otizmli ve kontrol
grubu olarak 254 saglikli ¢ocuk yer almistir. Ortalama vitamin D diizeyi otizmli bireylerde
normal degerin altinda bulunmustur. 254 otizmli ¢ocugun %14,2’sinde ciddi (<10 ng/mL),
%43,7’sinde orta diizeyde yetersiz (10-20 ng/mL), %37,4’tinde hafif yetersiz (20-30
ng/mL) vitamin D eksikligi ve %13,8’inde yeterli diizeyde vitamin D miktar1 6l¢iilmiistiir.
Istatistiksel olarak otizmli grup ve kontrol grubunun serum vitamin D diizeyleri

karsilastirildiginda belirgin farkliliklar goriilmiistiir (p = 0,023) [208].

2010 yilinda Bandini ve arkadaslar1 tarafindan, OSB’li ¢ocuklar ve normal gelisim
gosteren c¢ocuklarin yeme aliskanliklar1 ile ilgili bir aragtirma yapilmistir. OSB’li
cocuklarin, normal gelisim gosteren gocuklara gore yemek yemeyi daha fazla reddettigi
goriilmistiir. Calismadaki OSB’li ¢ocuklarin %41,7’si, normal ¢ocuklarin %18,9’u yemek
yemeyi reddetmektedir (p<0,001). Vitamin D ve vyetersiz kalsiyum alimi OSB’li
cocuklarda daha sik goriilmiistiir. Bandini ve arkadaslarinin ¢alismasina katilan 48 OSB’li
cocuktan 38 tanesinin (%79,2) yeterli vitamin D almadigi, 31 tanesinin (%64,6) yeterli
kalsiyum alamadigi rapor edilmistir (p<0,01, p<0,03) [133].

2014 yilinda Kocovska ve calisma arkadaslar1 Faroe Adalar1 ve Danimarka’da, Gong ve
caligma arkadaslar1 Cin’in Beijing sehrinde ikiz cocuklar ve ailelerinde arastirma
yapmuglardir. Kocovska, OSB’li 40 birey (31 erkek/9 kiz, 15-24 yas), bu bireylerin normal
gelisim gosteren ikizleri (N=62, 29 erkek kardes/33 kiz kardes) ve ailelerinde (40 anne/37
baba) vitamin D konsantrasyonlar1 saglikli grupla (28 erkek/12 kiz) karsilastirilmastir.
Serum 25(OH)D3 ve 1,25(0OH),D3 diizeyleri LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Sonug olarak
OSB’li ¢ocuklarin ortalama 25(OH)D; diizeyleri (ort=24,8 nmol/I=9,94 pg/L), OSB’li
cocuklarin (ort=46,1 nmol/I=18,47 ng/L) ailelerinin (ort=46,7 nmol/I=18,71 pg/L) ve
kontrol grubunun(ort=37,6 nmol/I1=15.06 pg/L) ortalama 25(OH)D; diizeylerinden belirgin

derecede diisiik bulunmustur. Ayrica erkeklerde 25(OH)Dj3 diizeylerinin azalma egilimli
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oldugu rapor edilmistir. Yas, dogum ayi/mevsimi, 1Q, OSB fenotipi ile bir korelasyon
goriilememistir [209]. Gong Ve c¢alisma arkadaslari, 48 OSB ve 48 normal gelisim gosteren
cocukta serum 25(OH)D; diizeylerini E601 modiilii (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) kullanarak analiz etmislerdir. OSB’li ¢ocuklarda 25(OH)D3 diizeyleri belirgin
olarak diisiik bulunmustu (p=0,002). Kalsiyum, fosfat, magnezyum diizeylerinin yan1 sira
yas, cinsiyet, mevsimsel degisim, viicut kitle indeksi kontrol edildikten sonra, CODO
skorlamasi ile dolasimdaki serum 25(OH)D; diizeyleri arasinda belirgin bir negatif

korelasyon goriilmiistiir [210].

2011 yilinda Amerika’da yapilmis bir calismada 5-16 yas araligindaki 55 OSB’li (49
erkek/6 kiz) ve 44 saglikli ¢ocukta (39 erkek/5 kiz) plazma 25(OH)D3 diizeyleri LC-
MS/MS ile analiz edilmistir. Her iki gruba ait plazma 25(OH)D; konsantrasyonlari
arasinda belirgin bir farklilik goriilememistir (sirasiyla; 29,9+8,4 ng/l, 28,6+8,4 pg/l)
[211].

OSB’nin ana semptomlari i¢in farmakolojik tedaviler hala yetersiz kalmaktadir. Optimal
sonu¢ gosteren OSB’li bireylerin 6nemli bir kisminda, erken tan1 ve tedavinin, OSB
siddeti, 1Q, anlasilir dil, taklit, motor becerileri gibi bir¢cok faktor agisindan etkili oldugu
gosterilmistir. Ancak OSB gibi heterojen bir durumda, hem genetik hem de cevresel
faktorler, OSB fenotipine katkida bulunan patofizyolojisinde rol oynayabilir [212].

Tedavide vitamin D’nin etkileri bir ¢cok otoimmiin durumda ve immiin disregiilasyonda
rapor edilmistir. Dahasi, otoimmiin durumlar, OSB siddeti ile ilgili birka¢ anti-noral
otoantikorla birlikte OSB ile iliskilendirilmistir. 2011 yilinda yayimnlanan bir ¢alismada
OSB’li ¢ocuklarda hiperaktivite alanlari, O6fke nobetleri, genel davranis gibi
performanslarin iyilestirilmesinde vitamin/mineral takviyelerinin 6nemi vurgulanmstir.
Vitamin D tedavisi ve OSB’nin 1yilestirilmesi arasindaki mevcut dogrudan bir baglanti

hala belirsizdir [207, 213-215].

Bugiine kadar, bebek, pediatri ve yetigskin populasyonunda 3-epi-25(0OH)Djs ile ilgili bazi
calismalar gergeklestirilmistir. Fakat ¢alismalar arasindaki tutarsiz bulgular nedeni ile bir
uzlagmaya varmadan Once, ¢esitli toplumlar arasinda 3-epi-25(OH)D3’iin prevalansi i¢in

daha fazla aragtirma yapmak gerektigi diistiniilmelidir.
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2006 yilinda, Singh ve c¢alisma arkadaslari, S5-dinitrobenzoil-(R)fenilglisin kolonu
kullanarak, 183 yenidogan (<lyas), 47 cocuk (1-18 yas), karaciger hastalig1 olan 53
yetigkin (20-87 yas) ve 147 saglikli yetiskinde (19-91 yas) 3-epi-25(OH)D3 ve 3-epi-
25(0OH)D2’nin  ayrimini  yapmaya c¢alismiglardir. Bu c¢alismada, 1 yasindan kiigiik
cocuklarin  %22,7’sinde 3-epi-25(OH)D tayini gergeklestirilebilmistir. 1 yasindan
biiyiiklerde C-3 epimerleri tespit edilememistir. Arastirmacilar tayin  limitini
belirleyememis ve yalnizca 1 yasin altindaki bireylerde mevcut olup olmadigi konusunda
tahminde bulunmuslardir. 3-epi-25(OH)D’nin goreceli miktarmin yas ile birlikte
azalmasindan dolayr gelismemis karacigerin epimer Uretiminde bir rolii olabilecegi

varsayillmistir [33].

2011 yilmin baglarinda, Stepman ve arkadaslari 6 yenidogan ve 32 yetiskinde 3-epi-
25(0OH)D3’lin sikligini arastirmak i¢in UPLC-MS/MS yontemini kullanmistir. Singh ve
arkadaslarinin aksine hem yenidogan hem de yetiskinlerde epimer formunu tespit
etmislerdir. Nispi 3-epi-25(OH)D3; konsantrasyonlari, yenidoganlarin %15-41’inde ve
yetigkinlerin %2,5-17’sinde tayin edilmistir. Bu bulgu C-3 epimer dl¢limiiniin hem pediatri
hem de yetiskin popiilasyonunda kabul edilmesine ragmen, depodaki drnekler kullanilarak
kiigiik bir 6rneklem biiytikliigiinde calisilmistir. Bundan dolay1, daha sonraki arastirmalarin

bu bulgular1 dogrulamak i¢in gerekli olacag: disiiniilmustiir [216].

2011 yilinin ortalarinda, Schleicher ve arkadaslari, Amerika kan bankalarindan elde edilen
98 serum Ornegi ve 35 hamile kadinin serum o6rneginde 25(OH)D3; ve 3-epi-25(0OH)D3
miktar tayini i¢in UPLC-MS/MS sistemi ve pentaflorofenilpropil (PFP) kolonu
kullanmiglardir. Numuneler {iizerinde herhangi bir ek bilgi olmamasina ragmen,
arastirmacilar, kan bagiscilarinin %43’tinde, hamile kadinlarin %80’inde epimer tayini
gerceklestirebilmistir. Kan bagiscilarinin ortalama serum 3-epi-25(OH)D3; miktar1 1,90
nmol/L=0,76 pg/L (0-18,9 nmol/L=0-7,57 pg/L), hamile kadinlarin ortalama serum 3-epi-
25(0OH)D3 miktar1 3,71 nmol/L=1,49 pg/L (1,32-10,0 nmol/L=0,53-4,01 pg/L) olarak tespit
edilmistir. Bu caligma ile Schleicher ve arkadaslart her iki populasyonda da 3-epi-
25(0H)D; ve  25(OH)D3 arasinda pozitif anlamli bir korelasyon oldugunu
gostermistir [217].

Ouweland ve arkadaslar1 (2011) agikladiklar1 LC-MS/MS yontemi, 25(OH)D; ve
25(0OH)D; icin ayr1 sonuglari rapor edebilme yetenegi ile birlikte, 25(OH)D’nin
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belirlenmesi i¢in diger metodlara gore hizli, dogru, hassas ol¢iimler saglamaktadir. LC-
MS/MS yontemi ile gegerli olan radioimmiinoassay test (Diasorin) iyi derecede
karsilastirilmistir fakat son zamanlarda yeniden standardize edilen ECLIA vitamin Dj testi
(Roche) ile daha az dlgiide karsilastirilmistir. Bu metod ile 25(OH)D3’lin yanlis tespit
edilen yiiksek analitik degerlerini onlemek i¢in 3-epi-25(OH)D3 yeterli derecede analit
pikinden ayrilmaktadir [218]. 2011 yilmin sonlarina dogru, van den Ouweland ve
arkadaglar1 tarafindan 3-epi-25(OH)D3’in miktar tayini ig¢in bir arastirma yapilmistir.
25(0OH)Ds diizeyleri 4,3 ve 300 nmol/L (1,72-120,19 ug/L) arasinda degisen 51 yenidogan,
74 cocuk ve 104 yetiskinden olusan grupta, kati-faz ekstraksiyonunu takiben PFP kolonu
kullanilarak kromatografik ayirma islemi yapilmistir. 3-epi-25(OH)D3 tiim yenidogan ve
nin ¢ocuklarda, yetiskinlerin ise %75’inde tespit edilmistir. 3-epi-25(OH)D3’tin goéreceli
konsantrasyonu ve 25(OH)Ds’tin mutlak konsantrasyonu arasinda korelasyon

g6zlenememistir [219].

Shah ve ¢alisma arkadaslar1 2011 yilinda, 5 yetiskinde (21-41 yas) pozitif iyon
elektrosprey LC-MS/MS’te MRM modunda C18 kolonu kullanarak 3-epi-25(OH)D3’iin
miktarin1 tespit etmislerdir. Bu metot ile 5 kisiden 4’tinde(%80) epimer tespit
edilebilmistir. Ilging bir sekilde, Shah ve arkadaslar1 aym populasyonda ayni metot ile
vitamin D3 izobarlarimi da (1a(OH)D3 ve 7a(OH)4-koleston-3-one) belirlemislerdir. Bu
oran total 25(OH)D konsantrasyonunun %211,8-38,7’sini igermektedir. Bu bilgi, epimer

tayininin izobarik miidahalelere ugrayabilecegini gostermektedir [220].

2012 yilinda Baecher ve ¢alisma arkadaslar tarafindan, 50 yetiskinde, serum 25(OH)Ds3,
25(0OH)D,, 24(R),25(0OH);D,, 24(R),25(0OH),D3 ve 3-epi-25(0OH)D;3 diizeylerini LC-
MS/MS ve PFP analitik kolonu kullanilarak olgiilmiistiir. Bu c¢alismada Orneklerin
%78’inde Onemli miktarda 3-epi-25(OH)D3 tespit edilmistir (2-22,5 nmol/L=0,80-9.01
pg/L). Onemli bir bulgu, 3-epi-25(0OH)D; ve 25(0OH)Ds konsantrasyonlar: arasinda
korelasyon gozlenmistir [221].

2016 yilinda Aghajafari ve arkadaslar1, 25(OH)D3 ve 3-epi-25(OH)Dj3 diizeylerinin anne ve
kordon kanindaki iligkilerini, epimerlerin vitamin D durumu {zerine etkilerini
degerlendiren bir ¢alisma yapmistir. Kanada’da gerceklestirilen bu calismada dogumda
anneden ve kordon kanindan alinan plazma 6rneklerinde 25(OH)D,, 25(OH)D3 ve 3-epi-
25(0H)D; diizeyleri LC-MS/MS kullanilarak tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen 92
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anne ve 92 kordon kaninin tamaminda 3-epi-25(OH)D3 tayin edilmistir. Anne ve kordon
kanlarinda 25(OH)D3 ve 3-epi-25(OH)Dj3 arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir (anne
kani: r=0,34, p=0,001 kordon kani: r=0,44, p=0,01). Regresyon analizi, anne ve kordon
kaninda vitamin D takviyesi ve 3-epi-25(OH)D; arasinda anlamli bir iligki oldugunu
gostermistir  (p:0,423; %95 CI.0,173, 0,672). 3-epi-25(0OH)D3;, plazma vitamin D
diizeylerine dahil edilmediginde, kadinlarin %38’1 ve yenidoganin %80’inde yetersiz
konsantrasyona sahip oldugu ancak 3-epi-25(OH)D3 dahil edildiginde, yetersizlik orani
belirgin sekilde distiigii gozlenmistir (kadinlar:%33, yenidogan:%73). Aghajafari ve
calisma arkadaslar1 bu ¢alisma ile yiiksek dozda vitamin D takviyelerinin anne ve kordon

kanindaki 3-epi-25(OH)Dj; diizeylerine katkida bulunacagini savunmuslardir [222].
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6. SONUC

Son zamanlarda, vitamin D i¢in mevcut ticari nitelikte bircok immiinoanaliz ydontemlerinin
dogrulugu sorguya g¢ekilmeye baslanmistir. S1vi kromatografisi kiitle/kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS), total 25(OH)D olarak adlandirilan dolasimdaki baslica metabolitler olan 25-
hidroksivitaminD3; (25(OH)D3) ve 25-hidroksivitaminD, (25(OH)D;)’nin dogru olarak
ayrimmi ve Ol¢limiinii kolaylastirmak igin gelistirilmistir [220]. LC-MS/MS  yo6ntemi
25(0OH)D3 ve 25(0OH)D,’nin dogru analizi i¢in suan mevcut olan en iyi tekniktir ve ayni
zamanda protein baglanma deneyleriyle iliskili birgok problemin iistesinden gelebilecek

kapasiteye sahiptir [223].

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve Ergen Ruh Saghig1 ve Hastaliklar1 poliklinigine
OSB siiphesi ile bagvuruda bulunan, yapilan klinik muayene sonucu OSB tanisi almig 0-18
yas araligindaki her iki cinsiyette ¢cocuklar bu ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu
olarak Saglam Cocuk Poliklinigi’ne bagvuruda bulunmus benzer yas ve cinsiyette saglikli
cocuklar caligmaya alinmistir. 46 OSB’li ve 46 saglikli cocukta serum 25(OH)Ds,
25(0OH)D; ve 3-epi-25(0OH)D; diizeyleri gliniimiizde altin standart olarak degerlendirilen
LC-MS/MS yontemi ile tayin edilmistir. Serum kalsiyum, kreatinin ve fosfor diizeyleri

spektrofotometrik yontem ile, PTH seviyeleri kemiliiminesans yontem ile dl¢lilmiistiir.

Son yillarda, klinik agidan 25(OH)Dj; ile benzer etkilerinden dolayr 3-epi-25(0OH)D;
seviyeleri 6nemli bir yere sahiptir. Vitamin D metabolitlerinin epimerizasyonu hem
hayvanlarda hem de in vitro galismalarda 6ncelikli gbzlenmesine ragmen, bebek, pediatri
ve yetiskin populasyonunda epimerlerin varligi son zamanlarda tarif edilmistir. Bu,
izomerik bilesiklerin ¢ézlinme yetenegine sahip yeni analitik tekniklerin gelistirilmesi ile
bliyilk oranda miimkiin kilinmigtir. C-3 epimerinin miktar1 ve ayrimini igeren,
25(0OH)Dg3’iin tayini i¢in hizli ve karisik derivatizasyon prosediirleri icermeyen, dolayisiyla
deney siiresini ve varyasyonu azaltan LC-MS/MS metodu kullanilmistir. Calismamizda 3-
epi-25(0OH)D3 seviyelerinin tayini i¢in 6zel analitik kolon kullanilarak yeni bir metod
gelistirilmistir. Bu metod ile, 3-epi-25(0OH)D3, yanlis tespit edilen yiiksek 25(OH)D3’{in
analitik degerlerini dnlemek icin yeterli derecede analit pikinden ayrilabilmektedir. OSB’li
ve saglikli ¢cocuklarda 3-epi-25(OH)D3 diizeyleri kantitatif olarak tayin edilmistir. Her iki
grup arasinda vitamin D metabolit diizeylerinin karsilastirilmasi yapilmistir. Calismaya

dahil edilen tiim cocuklarin ¢ogunlugunda vitamin D diizeyleri yetersiz bulunmustur.
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OSB’li ¢cocuklar kendi aralarinda CODO’ye gére gruplandirildiginda agir derecede otizmli
cocuklarin hafif-orta derecede otizmli g¢ocuklara gére daha diisiik 25(OH)D3 diizeylerine
sahip oldugu tespit edilmistir. Agir derecede otizmli grubun yetersiz vitamin D diizeyi (<20
ug/L) rapor edilmistir (17,74 + 1,42 pg/L).

Calismanin sonucuna gore, 0-18 yas araligindaki ¢ocuklarin vitamin D diizeyleri, OSB’li
cocuklarda saglikli ¢ocuklara gore diisiik seviyelerde bulunmus fakat istatistiksel olarak
anlamli bir sonuca ulasilamamistir. Bu sonuca ek olarak, CODO’ne gore agir derecede
otizmli grubun, hafif-orta derecede otizmli gruba ve kontrol grubuna gore diisiik serum
25(0H)D; diizeylerine sahip oldugu goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli sonug elde

edilmistir (p=0,021%, p=0,004*%),

Otizm belirtilerinin siddeti ve vitamin D metabolit diizeyleri arasinda kesin bir iliski olup
olmadigi sorusu heniiz bir cevap bulamamistir. Vitamin D metabolit diizeylerinin OSB
etiyolojisindeki yeri ile ilgili daha fazla calisma yapilmasi gerektigi, gelecekteki
aragtirmalarin sonuglar1 ile OSB’li hastalarda ve risk altindaki bireylerde gelismis tarama
ile hastaligt Onleme ve hastaligin tedavisini kolaylastirabilecegini diisiinmekteyiz.
Yenidoganin beyin gelisiminde vitamin D metabolitlerinin 6nemli bir rolii oldugunu ve in
vivo sentezlenen vitamin D ile annenin ve yenidoganin optimal seviyede vitamin D
takviyesinin otizm risk ve siddetini azaltabilecegi, bunun yani sira hasta sayisinin
artirilmasi, gebelik siiresince annenin vitamin D seviyelerinin dogumdan sonra da
yenidoganla birlikte takip edilmesinin otizm ve diger nérogelisimsel hastaliklar i¢in yol

gosterebilecegi diisiincesindeyiz.
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konusunda bir arastirma yapiyoruz. Amacimiz, bu hastaligin etkili bir tedavisini bulabilmek ve
senin gibi bu hastaliga sahip olan g¢ocuklarin daha az canmi yanarak hastanede izlenmesini
saglamaktir,

e Aragtirmaya ben, Dr. Hiiseyin TUNCA ve bazi baska doktorlar ve arastirmacilar
katilacaklar. Eger sen de bu arastirmaya katilmayi istersen, sana tedavin igin yapilan
islemlerin disinda herhangi bir sey yapilmayacak. Sadece, tedavin sirasinda zaten senden
almacak olan kanda bu aragtirma yiirtitiilecektir. Bagka hicbir islem yapilmayacaktir.

e Bu aragtirmanin sonuglarini baska doktorlara da sdyleyecegiz ancak senin adin ve tahlil
sonuglarini kimseye aciklamayacagiz.

e Bu aragtirma hakkinda anne ve babana bilgi verecegiz ve senin de bu calismaya katilip
katilmaman i¢in onlardan izin alacagiz. Sen de bu konuyu anne ve/veya baban ile
konusabilirsin. Eger katilmak istemezsen hi¢ kimse sana kizmaz veya kiismez. Doktorlar
sana 6nceden oldugu gibi iyi davranacak, tedavini aynen siirdiirecektir.

e Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek sorular1 bana sorabilirsin. Telefon numaram ve
adresim asagida yaziyor.

e Bu arastirmaya katilmay: kabul ediyorsan liitfen yiizlerden birini se¢. Daha sonra bu
formun bir kopyasi sana ve ailene verilecektir.

Cocugun adi- soyadi: Tarih:

Velisinin adi- soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

ADI: HUSEYIN TUNCA

GOREVI : COCUK VE ERGEN RUH SAGLIGI ANABILIM DALINDA ARASTIRMA
GOREVLISI DOKTOR

TELEFON : 0533 680 24 01
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T.C. SAGLIK BAKANLIGI
ZEKAI TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

0-6 YAS ARALIGINDAKI COCUK HASTALARDA YAPILACAK
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” DA YER ALACAK

“SAGLIKLI COCUKLAR” iCiN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

Sevgili.........

Benim adim Dr. Hiiseyin TUNCA. Senin yaslarinda olup da Otizm Spektrum Bozuklugu hastaligi
olan ¢ocuklarda bir arastirma yapiyoruz. Amacimiz, bu hastaligin etkili bir tedavisini bulabilmek
ve bu hastaliga sahip olan ¢ocuklarin daha az cani yanarak hastanede izlenmesini saglamaktir.

Bu arastirmay: siirdiirebilmek i¢in hasta ¢ocuklarin yani sira onlarin yaslarina yakin olan
saglikli ¢ocuklar1 da aragtirmaya katmamiz gerekiyor.

Aragtirmaya ben, Dr. Hiiseyin TUNCA, baz1 bagka doktorlar ve aragtirmacilar katilacaklar.
Eger sen de bu arastirmaya katilmayi istersen, bu hastaneye gelme nedenine yonelik olarak
yapilacak islemlerin diginda sana herhangi bir sey yapilmayacak. Sadece, tedavin sirasinda
zaten senden alinacak olan kanda bu arastirma yiiriitiillecektir.

Bagka higbir islem yapilmayacaktir.

Bu arastirmanin sonuglarin1 bagka doktorlara da sdyleyecegiz ancak senin adini ve tahlil
sonuglarini kimseye agiklamayacagiz.

Eger bu calismaya katilirsan hasta ¢ocuklarin daha giivenilir ve basarili bir sekilde tani
almasina ve tedavi edilmesine katki saglamig olacaksin.

Bu aragtirma hakkinda anne ve babana bilgi verecegiz ve senin de bu ¢aligmaya katilip
katilmaman i¢in onlardan izin alacagiz. Sen de bu konuyu anne ve/veya baban ile
konusabilirsin. Eger katilmak istemezsen hi¢ kimse sana kizmaz veya kiismez.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek sorulari bana sorabilirsin. Telefon numaram ve
adresim asagida yaziyor.

Bu aragtirmaya katilmay1 kabul ediyorsan liitfen asagidaki resimlerden birini seg.
Daha sonra bu formun bir kopyasi sana ve ailene verilecektir.

Cocugun adi- soyadi: Tarih:

Velisinin adi- soyadi:

Velisinin imzasi: Tarih:

ADI:

HUSEYIN TUNCA

GOREVI : COCUK VE ERGEN RUH SAGLIGI ANABILIM DALINDA ARASTIRMA GOREVLISI
DOKTOR
TELEFON : 0533 680 24 01
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T.C. SAGLIK BAKANLIGI
ZEKAI TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

OKUL CAGINDAKI COCUK HASTALARDA YAPILACAK
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” DA YER ALACAK

“SAGLIKLI COCUKLAR” iCiN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

Sevgili.........

Benim adim Dr. Hiiseyin TUNCA. Senin yaslarinda olup da Otizm Spektrum Bozuklugu hastaligi
olan ¢ocuklarda bir aragtirma yapiyoruz. Amacimiz, bu hastaligin etkili bir tedavisini bulabilmek
ve bu hastaliga sahip olan ¢cocuklarin daha az can1 yanarak hastanede izlenmesini saglamaktir.

e Bu arastirmay1 siirdiirebilmek i¢in hasta ¢ocuklarin yani sira onlarin yaslarina yakin olan
saglikli ¢ocuklar1 da arastirmaya katmamiz gerekiyor.

e Aragtirmaya ben, Dr. Hiiseyin TUNCA, bazi bagka doktorlar ve aragtirmacilar katilacaklar.
Eger sen de bu arastirmaya katilmayi istersen, bu hastaneye gelme nedenine yonelik olarak
yapilacak islemlerin disinda sana herhangi bir sey yapilmayacak. Sadece, tedavin sirasinda
zaten senden alinacak olan kanda bu aragtirma ytiriitiilecektir.

e Bagska hi¢bir islem yapilmayacaktir.

e Bu aragtirmanin sonuglarin1 baska doktorlara da sdyleyecegiz ancak senin adini ve tahlil
sonuclarini kimseye acgiklamayacagiz.

e Eger bu ¢aligmaya katilirsan hasta ¢ocuklarin daha giivenilir ve basarili bir sekilde tanm
almasina ve tedavi edilmesine katki saglamig olacaksin.

e Bu aragtirma hakkinda anne ve babana bilgi verecegiz ve senin de bu ¢alismaya katilip
katilmaman i¢in onlardan izin alacagiz. Sen de bu konuyu anne ve/veya baban ile
konusabilirsin. Eger katilmak istemezsen hi¢ kimse sana kizmaz veya kiismez.

e Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek sorular1 bana sorabilirsin. Telefon numaram ve
adresim asagida yaziyor.

Bu aragtirmaya katilmay1 kabul ediyorsan liitfen agsagidaki resimlerden birini seg.
Daha sonra bu formun bir kopyasi sana ve ailene verilecektir.

Cocugun adi- soyadi: Tarih:
Velisinin adi- soyadt:
Velisinin imzasi: Tarih:

ADI: HUSEYIN TUNCA

GOREVI : COCUK VE ERGEN RUH SAGLIGI ANABILIM DALINDA ARASTIRMA
GOREVLISI DOKTOR

TELEFON : 0533 680 24 01
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T.C. SAGLIK BAKANLIGI
ZEKAI TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

OKUL CAGINDAKI COCUK HASTALARDA YAPILACAK
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” DA YER ALACAK
“COCUKLAR” iCIN
BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

Sevgili.........

Benim adim Dr. Hiiseyin TUNCA. Senin yaslarinda olup da Otizm Spektrum Bozuklugu hastaligi
olan c¢ocuklarda bir arastirma yapiyoruz. Amacimiz, bu hastaligin etkili bir tedavisini bulabilmek
ve bu hastaliga sahip olan ¢ocuklarin daha az can1 yanarak hastanede izlenmesini saglamaktir.

e Bu arastirmay1 siirdiirebilmek i¢in hasta ¢ocuklarin yani sira onlarin yaslarina yakin olan
saglikli cocuklar1 da arastirmaya katmamiz gerekiyor.

e Aragtirmaya ben, Dr. Hiiseyin TUNCA, baz1 bagka doktorlar ve arastirmacilar katilacaklar.
Eger sen de bu arastirmaya katilmayi istersen, bu hastaneye gelme nedenine yonelik olarak
yapilacak islemlerin disinda sana herhangi bir sey yapilmayacak. Sadece, tedavin sirasinda
zaten senden alinacak olan kanda bu aragtirma ytiriitiilecektir.

e Baska hicbir islem yapilmayacaktir.

e Bu aragtirmanin sonuglarin1 baska doktorlara da sdyleyecegiz ancak senin adini ve tahlil
sonuclarini kimseye aciklamayacagiz.

e [Eger bu ¢aligmaya katilirsan hasta ¢ocuklarin daha giivenilir ve basarili bir sekilde tani
almasina ve tedavi edilmesine katki saglamig olacaksin.

e Bu aragtirma hakkinda anne ve babana bilgi verecegiz ve senin de bu ¢alismaya katilip
katilmaman i¢in onlardan izin alacagiz. Sen de bu konuyu anne ve/veya baban ile
konusabilirsin. Eger katilmak istemezsen hi¢ kimse sana kizmaz veya kiismez.

e Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek sorular1 bana sorabilirsin. Telefon numaram ve
adresim asagida yaziyor.

Bu aragtirmaya katilmay1 kabul ediyorsan liitfen asagidaki resimlerden birini seg.
Daha sonra bu formun bir kopyasi sana ve ailene verilecektir.

Cocugun adi- soyadi: Tarih:
Velisinin adi- soyadi:
Velisinin imzas: Tarih:

ADI: HUSEYIN TUNCA

GOREVI : COCUK VE ERGEN RUH SAGLIGI ANABILIM DALINDA ARASTIRMA
GOREVLISI DOKTOR

TELEFON : 0533 680 24 01
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T.C. SAGLIK BAKANLIGI
ZEKAI TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

COCUK HASTALARDA YAPILACAK OLAN
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR”
iCiN “EBEVEYN” BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

Degerli anne ve babalar;

Cocugunuzun, klinigimizde yapilmasi planlanan “OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU OLAN
COCUKLARDA SERUM D VITAMINI METABOLITLERININ LC-MS/MS METODU iLE
ANALITIK OLCUMU” isimli bir calismada yer alabilmesi i¢in sizden izin istiyoruz. Cocugunuzun bu
calismaya davet edilmesinin nedeni onda Otizm Spektrum Bozuklugu hastaliginin goriilmiis olmasidir. Bu
caligma, aragtirma amagli olarak yapilmaktadir ve katilim goniilliilik esasina dayalidir. Bu arastirma
kapsaminda ¢cocugunuza herhangi bir girisim yapilmayacaktir ancak; ona ait bazi bilgiler elde etmek
istedigimiz igin izninizi almak amaci ile bu form hazirlanmistir. Cocugunuza ait bu bilgilerin, kimligi
aciklanmamak kaydi ile bilimsel amagla kullanimini onaylar iseniz bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu
aragtirma hakkinda ¢ocugunuza da bilgi verecegiz ve ondan da bu ¢aligmaya katilmasi igin izin alacagiz.

Calismanin amaglari ve dayanagi nelerdir, cocugdumdan baska kag kisi bu cahismaya katilacak?

Calismanin amaci; Otizm Spektrum Bozuklugu olan ¢ocugunuzda serum D vitamini metabolitlerinin
diizeylerini saglikli kontrol grubuna gore karsilastirarak D vitamininin hastalik {izerinde etkisini
belirleyebilmek amaglanmistir. Biz ¢ocugunuzdan kan alip serum D vitamini metabolitlerinin diizeylerini
kontrol ve hasta cocuklar ile karsilagtirarak D vitaminin Otizm Spektrum Bozuklugundaki diizeylerinin
O6nemini belirleyecegiz. Calismaya sizin ¢ocugunuz gibi 40 géniillic ¢ocuk alinacak.

Cocugum bu calismaya katilirsa ne yapmas gerekiyor?

Bu arastirma kapsaminda ¢ocugunuza, tedavisi i¢in yapilan rutin iglemlerin diginda herhangi bir girisim
yapilmayacaktir. Calisma yalnizca, tedavisi sirasinda zaten ondan alinacak olan kandan yiiriitiilecektir.
Cocugunuzun bu ¢aligmaya bir defa verecegi kan numunesi ile katilmig olacaktir.

Cahismanin riskleri ve rahatsizhiklar: var mdir?

Cocugunuza rutin takip ve tedavisi diginda herhangi baska bir girisim yapilmayacagi icin bir risk
olusmayacagini diisiiniiyoruz ancak; arastirmadan dolay1 gdrecegi olasi bir zararda gerekli her tiirlii tibbi
girigim tarafimizdan yapilacaktir.

Cocugumun bu calismada yer almasinin yararlari nelerdir?
Arastirmadan beklenilen toplum yarar1 agiklanmalidir.

Cocugumun bu calismaya katilmasinin maliyeti nedir? (Bu boéliim aynen korunacaktir)
Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir ddeme yapilmayacaktir.

Cocugumun Kisisel bilgileri nasil kullanilacak? (Bu béliim aynen korunacaktir)
Calisma doktorunuz ¢ocugunuz ile ilgili kisisel bilgileri, arastirmay1 ve istatiksel analizleri yiiriitmek igin
kullanacaktir ve caligma sonuglari tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
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¢ocugunuzun kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde, cocugunuz ile ilgili bilgileri etik
kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir. Caligmanin sonunda, sonuglar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz
vardir.

Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim i¢in kime basvurabilirim?

Calisma ilaci ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da caligsma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda
asagidaki kisi ile liitfen iletisime geciniz.

ADI: HUSEYIN TUNCA

GOREVI : COCUK VE ERGEN RUH SAGLIGI ANABILIM DALINDA ARASTIRMA GOREVLISI
DOKTOR

TELEFON : 0533 680 24 01

(Katilimci ¢ocugun ebeveyninin beyany)

GUTF Cocuk ve Ergen Ruh Hastaliklar1 Anabilim dalinda, Dr. Hiiseyin Tunca tarafindan tibbi bir arastirma
yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum.
Cocugumun arastirmaya katilmasi konusunda zorlayict bir davranisla karsilasmis degilim. Eger cocugumun
calismaya katilmasini reddedersem, bu durumun ¢ocugumun tibbi bakimina ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Calismanin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir neden
gostermeden gocugumu arastirmadan ¢ekebilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir
0deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek
herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda
gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).
Arasgtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimizda; herhangi bir saatte, Dr. Hiiseyiiin Tunca’ y1
GUTF Cocuk ve Ergen Ruh Hastaliklar1 Anabilim dalinda 0533 680 24 01 nolu numaradan arayabilecegimi
biliyorum. (Doktor ismi, telefon ve adres bilgileri mutlaka belirtilmelidir)

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Bu kosullarla, ¢ocugumun séz konusu
klinik arastirmaya katilmasini goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Tarih:

Velisinin adi- soyadi:

Velisinin imzast:
Tarih:

Aragtiricinin adi-soyadi, tinvani

Adres: Tel:

Imza:

AYDINLATMA ve KATILIMCININ BEYANI KESINLIKLE BiRBIRLERININ DEVAMI
SEKLINDE OLACAKTIR. AYRI AYRI SAYFALARDA YER ALMAYACAKTIR.
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T.C. SAGLIK BAKANLIGI
ZEKAI TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

COCUKLARDA YAPILACAK OLAN
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” DA YER ALACAK
“SAGLIKLI COCUGUN EBEVEYNINE” YONELIK
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

Degerli anne ve babalar;

Benim adim Dr. Hiiseyin Tunca. Sizin ¢ocugunuzun yaglarinda olup da Otizm Spektrum
Bozuklugu hastaligi olan ¢ocuklarda bir arastirma yapiyoruz. Bu ¢alismanin amaci hasta ¢ocuklarla
saglikli ¢ocuklar arasinda serum D vitamini metabolitleri arasindaki farki bularak D vitaminin
hastalik lizerindeki etkisini belirleyebilmektir ve bu hastaliga sahip olan ¢ocuklarin daha az cam
yanarak hastanede izlenmesini saglamaktir.

Bu arastirmay: siirdiirebilmek ve sonuglar1 dogru degerlendirilebilmek i¢in ayni1 yas gruplarinda
saglikli cocuklar ile karsilastirilmalarina gereksinim vardir.

Arastirmaya ben, Dr. Hiiseyin Tunca ve bazi baska doktorlar katilacaklar. Eger sizin ¢cocugunuzun
da bu arasgtirmaya katilmasini isterseniz bu hastaneye gelme nedenine yonelik olarak yapilacak
islemlerin disinda ¢ocugunuza herhangi bir girisim yapilmayacaktir. Sadece, tedavisi sirasinda
zaten ondan alinacak olan kanda/yapilacak olan serum tetkikinde bu arastirma yiirttiilecektir.

Bu aragtirmanin sonuglarini baska doktorlara da sOyleyecegiz ancak sizin ¢ocugunuzun adini ve
tahlil sonuglarini kimseye agiklamayacagiz.

Eger cocugunuzun bu caligmaya dahil edilmesine izin verirseniz Otizm Spektrum Bozuklugu
hastaligina sahip olan akranlarinin daha giivenilir ve basarili bir sekilde tan1 almasina ve tedavi
edilmesine katki saglamig olacaksiniz. Bu arastirma hakkinda ¢ocugunuza da bilgi verecegiz ve
ondan da bu ¢aligmaya katilmasi igin izin alacagiz. Akliniza simdi gelen veya daha sonra gelecek
sorular1 bana sorabilirsiniz. Telefon numaram ve adresim asagida bulunmaktadir.

Cocugunuzun bu aragtirmaya katilmasim1 kabul ediyorsaniz liitfen asagiya adin1 ve soyadimi
yazarak imzanizi atiniz. Daha sonra bu formun bir kopyasi size verilecektir.

Cocugun adi- soyadi:

Cocugun imzast: Tarih:
Velisinin adi- soyadi:

Velisinin imzas: Tarih:
Aragstiricinin adi-soyadi, tinvani

Adres:

Tel: Imza:
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Basvuru Tarihi:

Sosyodemografik Bilgiler

TIf:

Hastanin Hastanin Gebelik Oykiisii
Adr: Dgm Haftasi: Dgm Kilosu/Boyu:
Yas: Dosya No: Dgm Komplikasyonu/Sarilik:
Tani: Tan1 Yast: Gebelikte Gegirilen Hastaliklar:
Tedavi: Gebelikte Ilag/Alkol/Madde/Sigara:

Boynu Tutma: | Oturma:

Annenin Toplam Gravida/Parite/Abortus:

Emekleme: Yiiriime: Hasta Kaginci Gebelikte Dogdu:

Agulama: Ik Kelime: Dogum Aninda Anne/Baba Yast:

Iki Kelime: Kelime | Gebelik ve Cocuklukta Ikamet Yeri (Otoyol, Fabrika),
Sayist:

Primer Bakim Veren:

Kiminle Yasar:

Tv/Tablet/Bilgisayarda Gegirdigi

Stire:

Anne Baba
Ad: Ad:
Yas: Egitim Diizeyi: Yas: Egitim Diizeyi:

Gebelik Sirasinda ve Suan ki Is:

Gebelik Sirasinda ve Suan ki Is:

Sigara:

Hastalik/ Premorbid Oy/ Alkol/ Madde/ | Hastalik/ Premorbid Oy/ Alkol/ Madde/ Sigara:

Yakinlarinin Hastalik Oy:

Yakinlarmin Hastalik Oy:

Olgekler:

Olgekler:

Aile Yapisi (A-B Ayri/Birlikte),

Sosyoekonomik Diizey:
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Hastanin Takip Formu

Takipte Uygulanan Olgekler

Klinik izlem

Kardes Oykiisii

Kardes Sayist:

Cinsiyet, Yas ve Egitim Durumlar1:

Hastalik
Oykiileri:

Takipteki Lab Sonuclari
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EK-4. Cocukluk Otizmini Derecelendirme Olgegi

I. Insanlarla Iliski

1 Insanlarla iliskisinde giicliik veya anormallik kaniti
yok-Cocugun davraniglar1 yasina uygun. Yapacagi
seyler anlatildiginda biraz utanma, mizmizlik veya
sikint1 gozlenebilir, fakat atipik derecede degildir.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal iliskiler-cocuk yetiskinin
gbzline bakmaktan kagmabilir, iliskiye zorlandiginda
yetiskinden kag¢inabilir veya mizmizlik yapabilir, asirt
utangag¢ olabilir, tipik olarak yetiskine yanit
vermeyebilir veya ayni yastaki ¢ocuklardan biraz daha
fazla olarak anne babaya yapigkanlik gosterebilir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal iliskiler-cocuk ¢ogu zaman
soguk (uzak)(yetigkinin farkinda degilmis gibi goziikiir)
tur. Cogu zaman ¢ocugun dikkatini ¢ekmek igin 1srarci
ve zorlu ¢abalar gerekir. Az derecede iliski ¢ocukla
yapilabilir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Asir1 derecede anormal iliskiler-Cocuk belirgin
derecede uzak ve soguktur veya yetigkinin yaptiklari
seylerin farkinda degildir. Hemen hemen hig yetiskine
yanit vermez veya iligki baglatmaz. Cok 1srarci
¢abalarla bile ¢ocugun dikkati hicbir sekilde gekilemez.
1. Taklit

1 Uygun taklit-Cocuk beceri diizeyine uygun olan
sesleri, kelimeleri ve hareketleri taklit edebilir.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal taklit-Cogu zaman gocuk
alkig veya tek ciimlelik basit davraniglar taklit edebilir;
nadiren zorlama veya Ozendirme sonrasi veya
gecikmeli olarak taklit eder.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal taklit-Cocuk yalnizca
yetiskinin biiyiik 1srar1 ve yardimi oldugu zamanlarda
taklit eder; siklikla yalnizca bir gecikme sonrasi taklit
eder.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Asir1 derecede anormal taklit-Yetigkinin 6zendirme,
zorlama ve yardimi olsa bile, ses, kelime veya
hareketleri nadiren veya hig taklit etmezler.

I11. Duygusal Tepki

1 Yas ve duruma uygun duygusal tepkiler- Cocuk, yiiz
ifadesi, durus ve tarzinda bir degisikligin gortildigi,
uygun tip ve derecede duygusal tepki gosterir.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal duygusal tepkiler-cocuk
nadiren biraz uygunsuz tip ve derecede duygusal
tepkiler gosterir. Tepkiler bazen cevresindeki nesne
veya olaylarla iligkisizdir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal duygusal tepkiler-gocuk
belirgin sekilde uygunsuz tip velveya derecede
duygusal tepki gosterirler. Tepkiler olduk¢a kagingan
veya asirt ve durumla iliskisiz olabilir; grimas, giilme
olabilir veya belirgin duygusal tepki olusturan nesne
veya olaylar olmasa bile kati olabilir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Asint derecede anormal duygusal tepkiler-tepkiler
nadiren duruma uygundur. Cocuk belirli duygu duruma
geldiginde, duygu durumunu degistirmek ¢ok zordur.
Tersi olarak higbir degisiklik olmadig1 zaman ¢ok farkli
duygulanimlar gosterebilir.

IV. Viicut Kullanim

1 Yasa uygun viicut kullanimi-gocuk ayni yastaki
normal ¢ocuklarla aynmi kolaylik, ¢eviklik ve
koordinasyonla hareket eder.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal viicut kullanimi- bazi minér
tuhafliklar olabilir, &rnegin sakarlik, tekrarlayict
davraniglar, zayif koordinasyon veya nadiren daha
olagandist davranislarin gézlenmesi.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal viicut kullanimi-Bu yas
cocugu i¢in agikca tuhaf veya olagandisi davranislar

sunlar olabilir: garip parmak hareketleri, acayip parmak
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veya viicut posturii, viicudu diklestirme veya toplama,
kendine yonelik saldirganlik, sallanma, kendi etrafinda
donme, parmak oynatma veya parmak uglarinda
yiiriime.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Orta derecede anormal viicut kullanimi-yukarida
sayilan davraniglari yogun veya sik gostermesi. Bu
davraniglar engellemeye caligma veya diger etkinliklere
¢ocugu katilmasina ragmen devam edebilir.

V. Nesne Kullanim

1 Oyuncak ve diger nesneleri Ilgilenme ve uygun
kullanma-beceri diizeylerine uygun oyuncak ve diger
nesnelere uygun ilgi gdsterme ve bu oyuncaklari uygun
tarzda kullanma.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Oyuncak ve diger nesnelere ilgi ve kullanmada hafif
derece uygunsuzluk-cocuk bir oyuncaga atipik ilgi
gosterebilir veya uygunsuz ¢ocuksu tarzda oynayabilir
(6rnegin, oyuncagi etrafa garpma veya emme)

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Oyuncak ve diger nesnelere ilgi ve kullanmada orta
derece uygunsuzluk-gocuk oyuncak ve diger nesnelere
az ilgi gosterebilir veya bazi tuhaf sekilde bir oyuncak
veya nesne kullanarak zaman gegirir. Oyuncagin
Onemsiz bir pargasina odaklanabilir, 151k sacan
nesnelere hayranlik duyabilir, nesnenin bir kismin
tekrarlayici bir tarzda hareket ettirebilir veya bir obje
ile siirekli oynayabilir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Oyuncak ve diger nesnelere ilgi ve kullanmada agiri
derece  uygunsuzluk-¢ocuk  yukarida  bahsedilen
davraniglart yogunluk ve siklik olarak daha fazla
gosterir. Cocugu bu uygunsuz etkinliklerden ayirmak
gligtir.

VI. Degisikliklere Uyum Saglama

1 Degisikliklere yasma uygun tepki- gilinlik
siradanliktan degisiklik gosterdigi zaman, gocuk biiyiik
bir sikint1 gdstermeksizin, bu degisiklikleri kabul eder.
1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Degisikliklere uyumda hafif derecede anormallik-

yetiskin gorevleri degistirmeye ¢alistiginda, cocuk ayni

aktivitesine devam edebilir veya ayni materyali
kullanabilir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Degisikliklere uyumda orta derecede anormallik-
cocuk rutinden olan degisikliklere aktif olarak direng
gOsterir veya eski etkinligine devam etmeye ¢aligir. Ve
onu bu etkinlikten wuzaklagtirmak giictiir. Rutini
degistirildigi zaman kizgin veya mutsuz olabilir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Degisikliklere uyumda agir1 derecede anormallik-
cocuk degisikliklere asir1 tepki gosterir. Degisiklik igin
zorlandiginda, asir1 kizgin veya bozulmus isbirlik¢i olur
ve Ofke nobetleri gosterir.

VII. Gorsel Tepki

1 Yasma uygun gorsel tepki-¢ocugun gorsel davranisi
normaldir ve yasina uygundur. Gorme, yeni bir nesneyi
arastirma sekli olarak diger duyularla birlikte kullanilir.
1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal gorsel tepki- ¢ocuk nesnelere
bakmaytr ¢ok daha nadiren hatirlar. Cocuk
arkadaslarindan ¢ok aynalara veya 1siklara bakmakla
daha ilgili olabilir. Nadiren bosluga bakip durabilir
veya insanlarin géziine bakmaktan da kaginabilir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal gorsel tepki-yaptigi seye
biiyiilk  olasilikla  bakmaktadir. Bosluga  bakip
durabilmektedir, insanlarin  g6zlerine bakmaktan
kag¢inmaktadir, nesnelere olagandist agidan
bakmaktadir veya neneleri tutmak igin gozlerini ¢ok
yaklagtirmaktadir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Asirt derecede anormal gorsel tepki-¢ocuk belirgin
derecede insanlara ve belirli nesnelere bakmaktan
kacinir ve yukarida sayilan diger gorsel tuhafliklarin
ileri sekilleri gozlenebilir.

VIII. Dinleme Tepkisi

1 Yasina uygun dinleme tepkisi-cocugun dinleme
davranisi normaldir ve yagina uygundur. Dinleme diger
duyularla birlikte kullanilir.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)
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2 Hafif derecede anormal dinleme tepkisi-tepkide kismi
eksiklikler olabilir veya belli seslere hafif asir1 tepkiler
olabilir. Seslere tepkiler gecikmis olabilir ve g¢ocugun
dikkatini gekmek icin sesleri tekrarlamak gerekebilir.
2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal dinleme tepkisi-cocugun
seslere tepkisi ¢esitlidir; siklikla ilk bir ka¢ kez
duydugu seslere karst umursamazdir; her giin duydugu
sesleri  isittiginde  irkilebilir ~veya  kulaklarini
kapayabilir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 leri derecede anormal dinleme tepkisi-cocuk seslere
karsi, sesin tipine bakmaksizin, asir1 tepki gosterir
ve/veya hig tepki gostermez.

IX. Tad, Koku Ve Dokunma Tepkileri Ve Kullanim

1 Tat, koku ve dokunmay1 normal kullanma ve normal
tepki-cocuk yeni nesneleri yasina uygun bir tarzda
arastirir, genellikle hissederek ve bakarak. Uygun
oldugunda tat ve koku kullanilabilir. Az bir agriya
reaksiyon oldugunda cocuk rahatsizligini ifade eder
fakat asir1 tepki gostermez.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Tat, koku ve dokunmayi hafif derecede anormal
kullanma ve tepki-gocuk nesneleri agzina gétiirmekte
wsrarci olabilir; yenmeyen nesneleri koklayabilir veya
tadabilir; hafif bir aciya normal g¢ocugun gosterdigi
huzursuzlugu géstermeyebilir veya asir1 gosterebilir.
2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Tat, koku ve dokunmayi orta derecede anormal
kullanma ve tepki-cocuk nesne ve insanlara dokunma,
koklama veya tatma ile orta derecede mesgul olur.
Aciya ya ¢ok tepki veya ¢ok ¢ok az tepki gosterir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Tat, koku ve dokunmayi ileri derecede anormal

kullanma ve tepki- ¢cocuk nesne ve insanlara dokunma,

koklama veya tatma ile asir1 derecede mesgul olur.
Aciya ya agir1 tepki veya hig tepki gostermez.
X. Korku veya Urkeklik

1 Normal korku veya iirkeklik-cocugun davranist hem
durum hem de yastyla uygundur.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal korku veya iirkeklik-ayni
yastaki bir ¢ocugun benzer ortamda gosterdigi tepkiyle
karsilastirildiginda, ¢ocuk ¢ok az korku ve tirkekligi sik

gosterir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal korku veya iirkeklik- ayni
yastaki bir cocugun benzer ortamda gosterdigi tepkiyle
karsilagtirildiginda, ¢ocuk olduk¢a ¢ok az veya g¢ok
fazla korku ve tirkekligi sik gosterir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Asin1 derecede anormal korku veya iirkeklik- ayni
yastaki bir cocugun benzer ortamda gosterdigi tepkiyle
karsilastirildiginda, c¢ocuk oldukca ¢ok az veya ¢ok
fazla korku ve tirkekligi sik gosterir.

XI. Sozel iletisim

1 Yas ve duruma uygun normal sozel iletigim

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal so6zel iletisim-konusma
biitiiniiyle geridir. Konugmanin ¢ogu anlamlidir; bazen
ekolali veya zamiri ters kullanma olabilir. Nadiren bazi
tuhaf kelimeler veya jargon kullanabilir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal so6zel iletisim-konusma
olmayabilir. Var oldugunda, sozel iletisimde bazi
anlamli konugma iginde jargon, ekolali veya zamirin
ters kullanimi gibi tuhaf konusmasi olabilir. Anlamlh
konusmadaki tuhafliklar asir1 soru sorma veya 6zel bir
konu ile agir1 ugragsmay1 da igerir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Tleri derecede anormal sozel iletisim-anlaml
konusmast olmaz. Cocuk bebeksi sesler, tuhaf veya
hayvansi sesler, konugmayi1 andiran karmagik sesler
cikarabilir veya bazi anlagilan kelimelerin veya

cumleciklerin 1srarli bizar kullanim olabilir.



130

EK-4. (devam) Cocukluk Otizmini Derecelendirme Olgegi

XXI1. Sézel Olmayan Iletisim

1 Yas ve duruma uygun normal sdzel olmayan iletisim
1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal sozel olmayan iletisim

kullanma-sozel olmayan iletisimin immatiir

kullanimi ¢ocugun istedigi seye isaret eden jestlerde
yalnizca belirsizlik olabilir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal sozel olmayan iletisim
kullanma-gocuk gereksinim veya arzularimi nonverbal
olarak belirtememektedir ve digerlerinin sdzel olmayan
iletisimlerini anlayamamaktadir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Tleri derecede anormal sozel olmayan iletisim
kullanma-gocuk yalnizca agik anlami olmayan bizar
veya tuhaf jestler kullanir veya bagkalarinin jestlerinin
veya ylz ifadeleri ile iligkili anlamlarin farkinda
degilmis gibi goziikiir.

XI11. Etkinlik Diizeyi

1 Yasam ve sartlara uygun normal etkinlik diizeyi-
¢ocuk benzer durumdaki ayni yas normal gocuga gore
¢ok veya az etkin degildir.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal etkinlik diizeyi-cocuk hafif
derecede hareketli veya biraz tembel olabilir ve ¢ogu
zaman yavag hareket eder. Cocugun etkinlik diizeyi
onun performansinin hafif derecede etkiler.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal etkinlik diizeyi-cocuk ¢ok
aktif ve kisitlanmasi gii¢ olabilir. Siirsiz bir enerjiye
sahip olabilir ve gece kolayca uyumaya gitmeyebilir.
Tersi olarak ¢ocuk olduk¢a uyusuk olabilir ve onu
hareket ettirmek i¢in siirekli ¢aba gerekir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 fleri derecede anormal etkinlik diizeyi-cocuk asir1
aktivite ya da agir1 inaktivite gosterir ve bir ugtan diger

uca kaymalar gosterebilir.

XIV. Entellektiiel Yanitin Diizeyi ve Uygunlugu

1 Normal ve pek ¢ok alanda uygun tutarlilik gosteren
zeka: Cocuk ayni yastaki tipik gocuklar kadar zekidir
ve olagandis1 zihinsel becerileri ya da problemleri
yoktur.

1.5  (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif derecede anormal zihinsel islevsellik: Cocuk
aynt yagtaki tipik bir cocuk kadar zeki degildir,
yaklasik tiim alanlarda beceriler ayni1 diizeyde gerilik
gosterir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede anormal zihinsel islevsellik: Cocuk
genel olarak aymi yastaki tipik bir ¢ocuk kadar zeki
degildir, ancak bir ya da daha fazla alanda normale
yakin islevsellik gosterebilir.

3.5 (Bu puanlar arasinda ise)

4 Agir derecede anormal zihinsel islevsellik: ¢ocuk
ayni yastaki tipik bir c¢ocuk kadar zeki degilken,
zihinsel gelisimim bir ya da daha fazla alaninda normal

bir ¢ocuktan bile daha iyi islev gosterebilir.

XV. Genel izlenimler

1 Otizm yok: Cocuk otizme ait belirtilerin higbirini
gostermez.

1.5 (Bu puanlar arasinda ise)

2 Hafif otizm: ¢ocuk yalnizca az sayida ya da yalnizca
hafif derecede otizm belirtileri gosterir.

2.5 (Bu puanlar arasinda ise)

3 Orta derecede otizm: ¢ocuk belirli sayida ya da orta
derecede otizm belirtileri gosterir.

3.5  (Bupuanlar arasinda ise)

4 Agir otizm: Cocuk otizm belirtilerinden ¢gogunu ya da

agir derecede otizm gosterir.

15-29 Otizm yok
30-37 Hafif-Orta Derecede Otizm
38-60 Agir Derecede Otizm
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