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OZET
OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGUNDA COX-2-765G—C ve
COX-2-1195A—G GENLERININ INCELENMESI

Giris ve Amag: Otizm sosyalizasyon yetersizligi, sozlii iletisimde anormallikler, sinirli ve
basmakalip ilgi alan1 ve davraniglar ile karakterize ndrogelisimsel bir bozukluktur. Otizmin
altinda  yatan  etiyoloji  bilinmemektedir.  Siklooksigenazlar (COX), membran
fosfolipidlerinden fosfolipaz A2 (PLA2) tarafindan salinan arasidonik asitin (AA) biyoaktif
prostanoidlere doniigiimiinii katalizlemesi ile inflamasyon kaskadinda merkezi rol oynar.
COX-2’nin, ¢ogu dokuda tipik olarak inflamatuar uyaranlarla indiiklenmesinden dolayi,
inflamatuar cevabin arttirilmasindan sorumlu tek izoform oldugu diistiniilmiistiir. Bu nedenle,
anti- inflamatuar ilaglar i¢in en uygun hedef olarak degerlendirilmektedir. Bu son bulgular
COX-2 tiirevi rlinlerin, beyin dogal immiinitesi iizerinde, beyinde endotoksin aktivasyonu
sonrasi, inflamasyon gelisimi ve ¢oziilmesi iizerinde koruyucu bir etkiye aracilik ettigini
ortaya koymaktadir. Bu c¢alismada, COX-2 gen varyantlar1 ve otizm spektrum bozuklugu
arasindaki iliskinin arastirilmasi amaclanmistir.

Yéntem: Calismaya Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dalinda takip edilen, DSM-IV Tam Olgiitlerine gore otizm spektrum bozuklugu(OSB) olan,
2—18 yaslar1 arasindaki 101 ¢ocuk ve biyolojik anne babalari alinmigtir. Ayrica DSM—IV
Olgiitleri ve Cocukluk Otizmi Derecelendirme Olgegi (Childhood Autism Rating Scale-
CARS) kullanilarak OSB tanist dogrulanmis ve belirtilerin dagilimi ve sorunlarin siddeti
saptanmistir. Anne baba ve cocuk iigliisinde DNA izolasyonu i¢in 10 cc’lik kan ornekleri
steril EDTA’l tiiplere alinmistir. Kan 16kositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinde COX-2-
765G—C ve COX-2-1195A—G gen polimorfizmleri saptamak igin PCR (Polimeraz zincir
reaksiyonu), RFLP (Restriksiyon pargalar1 uzunluk polimorfizmi) ve agaroz jel elektroforezi
teknikleri kullanilmistir.

Bulgular: Anne baba ve ¢ocuk ti¢liisiinden alinan kanlarin incelenmesi ve aile temelli
kalitilabilme esitsizligi testleri (KET) sonucunda COX-2-1195 (p:0,0262) geni otizm ile
anlamli derecede iliskili bulunurken, COX-2-765(p:0,2248) geni ile anlaml1 bir iliski
saptanamamistir.

Sonug¢: Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgular COX-2-765 ve COX-2-1195 genlerinin
OSB fenotipinin olusumunda rol oynayabileceklerini ortaya koymaktadir. Bu alanda

yapilacak daha genis genetik, epidemiyolojik ve molekiiler ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.



SUMMARY
ASSOCIATION ANALYSIS OF COX-2-765G—C and COX-2-
1195A—G GENES IN AUTISM SPECTRUM DISORDER

Background and Aim: Autism spectrum disorder is a neurodevelopmental disorder
characterized by lack of socialization, oral communication, restricted and stereotyped interests
and behaviors. The underlying etiology of autism is unknown. Cyclooxygenases (COX) play
a central role in the inflammatory cascade by converting arachidonic acid (AA), released from
membrane phospholipids by a phospholipase A2 (PLA2), into bioactive prostanoids. Because
COX-2 is typically induced by inflammatory stimuli in the majority of tissues, it was thought
to be the only isoform responsible for propagating the inflammatory response and thus,
considered as the best target for anti-inflammatory drugs. These recent findings suggest that
COX-2-derived products can mediate a protective effect in the progression and/or the
resolution of inflammation in the brain after endotoxin activation of brain innate immunity. In
this study, we aim to investigate the association between COX-2 gene variants and the autism

spectrum disease.

Method: All cases were taken from children and adolescents who consecutively referred to
Istanbul Faculty of Medicine, Department Child and Adolescent Psychiatry, Autism Unit.
Participants were 101 children, aged 2-18 year-old, who met DSM-IV criteria for autism
spectrum disorder(ASD). Childhood Autism Rating Scale-CARS was used to assess the
severity of symptoms. 10cc blood sample of 101 mother father and affected child trios are
taken to sterile EDTA test tube for DNA isolation. Polimerase chain reaction (PCR),
restriction fragment length polymorphism (RFLP) and agarose gel electrophoresis are used to
asses COX-2-765G—C and COX-2-1195A—G genes polimorphism in DNA samples.

Results: After analysing trio blood sample and using family based approaches like
transmission disequilibbrium test (TDT) we found significant association between COX-2-
1195(p:0,0262) gene and autism. There is no significant association between COX-2-
765(p:0,2248) gene and autism.

Conclusion: The findings of this study suggest that COX-2-765 and COX-2-1195 might
appears to be a viable candidate gene for the pathogenesis of autism and have a role
development of ASD phenotype. We need larger epidemiologic, genetic and molecular study

in this area.



GIRIS

Otizm spektrum bozukluklar1 sosyal, iletisim ve davranissal alanlardaki bir dizi
yetersizliklerle karakterize bir grup noérogelisimsel bozukluklardir(1).Etkilenmis kisilerin
kardeslerinde genel popiilasyondan 22 kat ve daha iistii otizm goriilme riski genetik
mekanizmalarin roliinii diisiindiirmektedir ve ¢esitli gelisimsel dil ve kognitif problemler i¢in
yiiksek risk altindadirlar; monozigotik ve dizigotik ikizlerle yapilan ¢alismalar monozigotik
ikizlerde otizm icin artmis bir konkordans oldugunu gostermistir(2,3).Halen birka¢ kromozom
potansiyel olarak umut vericidir. Oyle gériinmektedir ki multipl gen etkileniyor gibidir(4).
Siklooksigenaz-2 (Cox-2) santral sinir sistemi nodropatolojisi ve noroplastisite ile ilgili
indiiklenebilir bir enzimdir(5).Alzheimer hastaliginin gelisiminde koruyucu bir rol oynadigi
soylenen COX-2-765 geninin C alleli (prostaglandin endoperoksit sentaz 2; PTGS2)
promoter polimorfizminin AH riskinde azalma ile iliski oldugu bildirilmistir(162).Yoo HJ ve
arkadaslarinin yaptigi c¢aligmada PTGS2  (cox-2’yi kodlayan gen) polimorfizmleri,
cocuklarinda otizm spektrum bozuklugu olan 151 Koreli aile triosunda(anne, baba ve ¢ocuk)
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada rs2745557nin A alleli otizm spektrum bozuklugunda
tercihen iletildigi bulunmug(p<0.01) ve GAAA haplotipi otizm spektrum bozukluguyla
anlamli olarak iliskili bulunmustur(5).Ayrica bu ¢alismada ADOS ve ADI-R testlerinin
iletisim, karsilikli sosyal etkilesimde kalitatif anormallikler ve overaktivasyon/ajitasyon

spesifik alanlarinin skorlartyla her gen arasinda anlamli istatistiksel iliski gbzlenmistir.

Bizim ¢alismamizda klinigimize bagvuran Otizm spektrum bozuklugu tanili ¢ocuklar ve bu
cocuklarin biyolojik anne ve babalarinin kan 6rneklemlerinde COX-2-765G—C ve COX-2-
1195A—G genlerinin incelenmesi planlanmistir. Calismaya Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk
Ruh Saghig ve Hastaliklar1 Ana Bilim Dalinda takip edilen, DSM-IV Tani Olgiitlerine gore
OSB’li olan, 2 — 18 yaslar1 arasindaki 101 ¢ocuk ve biyolojik anne babalar1 alinmistir. Ayrica
DSM-IV Olgiitleri ve Cocukluk Otizmi Derecelendirme Olgegi (Childhood Autism Rating
Scale-CARS) kullanilarak OSB tanist dogrulanmis ve belirtilerin dagilimi ve sorunlarin
siddeti saptanmistir. Anne baba ve cocuk iigliisinde DNA izolasyonu i¢in 10 cc’lik kan
ornekleri steril EDTA’l tliplere alinmistir. Kan 16kositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinde
COX-2-765G—C ve COX-2-1195A—G gen polimorfizmleri saptamak i¢in PCR (Polimeraz
zincir reaksiyonu), RFLP (Restriksiyon parcalart uzunluk polimorfizmi) ve agaroz jel

elektroforezi teknikleri kullanilmistir.



GENEL BIiLGILER

A. OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUKLARI

Otizm Spektrum Bozukluklar1 (OSB) tipik olarak hayatin ilk yillarinda baslayan
sosyal, iletisimsel ve biligsel gelisimde gecikme, duraklama ve sapmanin goriildiigii
noropsikiyatrik bozukluklar grubunu tanimlar (6). ilk kez Wing ve Gould (1979) Otizm
Spektrum Bozukluklar1 (OSB) ifadesini kullanmis ve {i¢ temel alanda (sosyal karsiliklilik,
iletisim ve siirli ilgi alan1 veya tekrarlayict davraniglar) yer alan belirtilerin her birinin
degisen siddette ve bir¢ok farkli sekillerde ortaya ¢ikabilecegini belirtmislerdir(7).

Otistik bozukluk hem DSM-IV-TR hem de ICD-10 (8)’da yaygin gelisimsel bozukluklar
(YGB) baslig1 altinda siniflanmig ve her iki kilavuzda da benzer sekilde tanimlanmistir. YGB bir
semsiye kavramdir; bu bashk altinda bazi yonleriyle farkli olmakla birlikte, temel olarak
birbirine benzeyen otizmle iliskili degisik bozukluklar vardir. Giinliik uygulamada YGB yerine
“otizm spektrum bozukluklar1” terimi de kullanilmaktadir.

YGB bashg altindaki hastaliklar: Otistik bozukluk, Rett sendromu, Cocuklugun
dezintegratif bozuklugu, Asperger Bozuklugu, Baska tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel
bozukluktur (BTA-YGB).

Rett Sendromu; ¢ok kisa siiren normal bir gelisim periyodundan sonra, basin biiylime hizinin
azalmasi, amaca yonelik el hareketlerinin kaybolmasi, tipik el yikama stereotipilerinin ve ciddi
psikomotor geriligin ortaya ¢ikmasi ile karakterize bir durumdur. Tanimlanan olgularin biiyiik
cogunlugu kiz olmakla beraber, literatiirde bildirilmis erkek olgular da vardir. Kizlarda siklig
10-15 binde 1 gibidir. Seyri otizmden belirgin sekilde farkli olsa da otistik belirtilerin 6n plana
¢iktigr bir donem gorilir. MECP2 (metil-CpG-baglayici protein 2) geninde ¢esitli mutasyonlar
sporadik vakalarin %75-90’ninda, ailesel vakalarin %50’sinde bildirilmektedir (9,10).

Cocuklugun dezintegratif bozuklugunda 2 yildan daha fazla bir siire (genellikle 3-4 yil)
siiren normal bir donem sonrasinda davranis degisiklikleri ve gerileme ortaya ¢ikar. Alici ve
ifade edici dilin yan sira siklikla mesane ve barsak kontrolii ile beden koordinasyonunda kayip
meydana gelir. Otizme benzer sekilde davranig Ozellikleri, Sosyal ¢ekilme, basit ritiieller ve
alistlmadik duyusal davraniglar, el ve parmak stereotipileri gelisir. Cogu zaman bir nedeni
bulunamayan bu durum, baslangig paterni, seyir ve sonuglari itibariyle otizmden ayrilir. (10)

OSB’de 3 ayr1 bozukluk tanimlanmistir: a. Otistik Bozukluk (OB), b. Asperger
Bozuklugu (AS), c. Atipik Otizm (AO).



Epidemiyolojik ¢alismalar incelendiginde tiim OSB i¢in ortalama prevalans 36,6-
67/10000 olarak bulunmustur (11, 12, 13, 14, 15). Baz1 yazarlar ise bu oranin yaklasik %0,5-
1,1 oldugunu bildirmisler (16, 17, 18). Genellikle mental retardasyonla iligkili olmakla
birlikte, bu bozukluklar diger gelisimsel bozukluklardan davranigsal ve gelisimsel
ozelliklerinin farkli olmasi ve bu farkliligin gelisimsel seviyeye baglanamamasi ile
ayrilmaktadir (6). OSB’de Zeka Geriligi (ZG) siklig1 yaklasik %70 civarinda oldugu
saptanmustir (17).

Yillar i¢inde OSB sikliginda gozlemlenen artis ile ilgili birgok neden ileri
stirilmektedir. Bunlardan en énemlisi, kullanilan tani 6l¢iitlerindeki degisikliklerdir (15).
1960’larda Kanner’in dlgiitleri kullanilirken, 1970’lerde Rutter’in tanimlamalari, 1980’°lerde
ise DSM-I11 ve DSM-III R kullanilmistir. Son 15 yildir ise tanilar DSM-IV ve ICD-10’de
belirtilen Olciitlere gére konulmaktadir. Arastirmalarda kullanilan yontemlerdeki (6rneklem
secimi, 0rneklemin biiyiikligii, kullanilan 6l¢ekler, taniy1 koyanlarin deneyimi) farkliliklar da
bir diger neden olarak belirtilmektedir.

Bunun yaninda OSB ile ilgili bilgi ve farkindaligin artmasi, hem daha fazla olgunun
kliniklere bagvurmasina hem de klinisyenler tarafindan daha kolay ve daha dogru sekilde
taninmasina neden olmus, tan1 yasinin diismesini saglamistir. Ancak sikliktaki artisin
yukarida belirtilen nedenlerden mi kaynaklandig1 yoksa gercek bir artisin olup olmadigi ile

ilgili daha yeni ¢aligmalara gereksinim vardir.

1.0tistik Bozukluk

OB c¢ocukluk ¢agi noropsikiyatrik bozukluklarindan biridir ve belirtileri yasamin ilk
ii¢ yilinda baglamaktadir. Temelde sosyal etkilesimde ve iletisimde yetersizlikle beraber
tekrarlayici davranislar ve kisitli ilgi alanlari ile karakterize, hayat boyu siiren gelisimsel bir
bozukluktur (6). DSM-IV’ de Otistik Bozukluk tanisi igin, 3 alandaki (sosyal gelisim alaninda
en az iki, iletisim becerileri alaninda en az bir, tekrarlayici1 davranislar ve kisitl ilgi alaninda
en az bir) 12 belirtiden en az 6 tanesinin olmasi ve belirtilerin 3 yasindan 6nce baglamasi
ongoriilmiistiir (1).(Tablo 1)

Fombonne, son 40 yilda yapilmis 34 epidemiyolojik ¢alismanin verilerini gézden
gecirdigi yazisinda, genel toplumdaki OB sikliginin ortalama 13/10.000 oldugunu bildirmistir
(15). Gillberg (2005) OB oraninin, OSB popiilasyonunda yaklasik %20-40 arasinda oldugunu
belirtmistir (17).

Cinsiyet acisindan bakildiginda erkek/kiz (E/K) oraninin genel toplumda yapilan



caligmalarda ortalama 4/1 oldugu, klinige basvurularda ise bu oranin erkek cinsiyet yoniinden
daha da arttig1 goriilmektedir (11, 15). ZG ile birlikteligi g6z oniine alindiginda ise Zeka
Boliimii diistiikkge kiz oraniin arttigi (E/K: 2/1), Yiiksek islevli grupta ise E/K oraninin 6/1 —
8/1 arasinda oldugu gézlenmektedir. Klinik gériiniim agisindan bakildiginda belirtiler kizlarda
genellikle daha agirdir ve zeka geriligi daha siktir (19).

OB olan gocuklarin %30’unda normal zeka diizeyi, %30 unda hafif-orta derecede zeka
geriligi ve %40’1inda agir-ileri diizeyde zeka geriligi saptanmistir (17). OB hastalari, her hangi
bir siniflama sisteminde yer almamasina karsin, zeka geriliginin olmasi ve olmamasina gore
iki alt gruba ayrilir. Eger Zeka Boliimii (ZB) puan1 70’in altindaysa Diisiik Islevli Otistik
Bozukluk (DIOB - Low Functioning Autistic Disorder), 70 ve iistiindeyse Yiiksek Islevli
Otistik Bozukluk (YIOB - High Functioning Autistic Disorder) olarak adlandirilir. Baska bir
ifadeyle olgularin %70’i DIOB, %30’u ise YIOB grubundadir. DIOB ile YIOB temel
belirtiler agisindan benzerlikler gosterse de, ilk grupta sosyal alanda bozulma daha agir, sorun
olusturan davranislar daha fazladir (kisilere dokunma ve onlar1 koklama, stereotipiler, kendine
zarar verme gibi) ve klinik seyir daha kotiidiir (6, 19).

Tablo 1: DSM-IV Otistik Bozukluk Tam Olgiitleri (1)

A. En az ikisi 1. maddeden ve birer tanesi 2. ve 3. maddelerden olmak tzere 1., 2. ve 3.

maddelerden toplam 6 veya daha fazla belirtinin bulunmas:

1. Asagidakilerden an az ikisinin varlig1 ile kendini gdsteren toplumsal etkilesimde nitel
bozulma:
e Toplumsal etkilesimi saglamak i¢in yapilan el-kol hareketleri, alinan viicut konumu,
takinilan ytiz ifadesi, géz goze gelme gibi bir¢ok sozel olmayan davranista belirgin

bozulmanin olmasi

e Yagsitlariyla gelisimsel diizeyine uygun iliskiler gelistirememe

e Diger insanlarla eglenme, ilgi ve basarilarini kendiliginden paylagma arayisi i¢inde

olmama (6rn. ilgilendigi nesneleri gostermeme, getirmeme, belirtmeme)

e Toplumsal veya duygusal karsiliklar vermeme.




2. Asagidakilerden en az birinin varligi ile belirlenen iletisimde nitel bozulma:
e Konusulan dilin gelisiminde gecikme ya da dilin hi¢ gelismemis olmasi (el, kol veya
yiiz hareketleri gibi diger iletisim yollarini bunun yerine koyma girigimi eslik

etmemekte)

e Konusmas yeterli olanlarda, baskalariyla sdylesiyi baglatma veya siirdiirmede

belirgin bir bozuklugun olmasi
e Basmakalip, yineleyici ya da 6zel bir dil kullanma

e Gelisim diizeyine uygun ¢esitli imgesel veya toplumsal taklitlere dayali oyunlari

kendiliginden oynamama.

3. Asagidakilerden an az birinin varligi ile kendini gosteren davranis, ilgi ve etkinliklerde
sinirli, yineleyici (stereotipik) driintiilerin olmasi:
e llgilenme diizeyi ya da odaklanma agisindan anormal, bir veya daha fazla sinirl,

tekrarlayici ilgi Oriintiisii i¢inde kapanip kalma

e Ozgiil, islevsel olmayan giindelik islere veya torensel davranis bicimlerine hig

esneklik gostermeksizin siki sikiya uyma

e Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler (6rn. parmak siklatma, el ¢irpma veya

vurma, karmasik viicut hareketleri)
e Egsyalarin parcalariyla stirekli ugrasip durma.

B. Asagidaki alanlardan en az birinde, 3 yasindan once gecikmelerin veya olagandisi bir
islevselligin olmasi; 1) Toplumsal etkilesim, 2) Toplumsal iletisimde kullanilan dil veya 3)

Sembolik ya da imgesel oyun

C. Bu belirtiler Rett Bozuklugu veya Cocuklugun Dezintegratif Bozuklugu ile daha iyi

aciklanamaz.




2.Asperger Bozuklugu

AS sosyal etkilesimde zorluklar (tek yonlii sosyal iliski, empati yoksunlugu,
arkadaslik gelistirmede zorluklar, monoton konugma) ve sinirli, stereotipik ilgi ve etkinliklerle
tanimlanan otizm spektrum bozukluklarindan biridir. AS diger OSB’lerden biligsel gelisim,
dil ve 6z bakim becerilerinde gecikme olmamasi ile ayrilir ( 6, 19). Her ne kadar standart tani
Ol¢iitleri arasinda belirtilmemisse de motor sakarlik ve atipik dil kullanimina siklikla rastlanir
(20). Dar kapsamli bir konuyla yogun ilgilenme, tek yonlii laf kalabaligi, sinirli prozodi ve
tonlama, ve motor sakarlik bu durumda tipik olarak rastlanir ancak tani i¢in gerekli degildir
(21).

Asperger Sendromunun ad1 Avusturyali ¢ocuk doktoru Hans Asperger’den
gelmektedir. Asperger, 1944 yilinda, tedavi igin gelen s6zel olmayan iletisim becerileri
olmayan, yasitlartyla empati kuramayan ve fiziksel olarak sakar olan ¢ocuklar1 tanimlamistir
(22,23). Elli y1l sonra ICD-10 ve DSM-IV’te (Tablo 2) Asperger Bozuklugu olarak
taninmustir (24, 25). Fakat bu tan1 kriterleri hakkinda elestiriler son zamanlarda artis
gostermekte ve bir sonraki DSM siniflandirma sisteminde degisiklikler beklenmektedir (26,
27, 28).

Arastirmacilar son zamanlarda AS’nin iyilestirilmesi gereken bir hastalik ve
normalden bir sapma oldugu goriisiinden uzaklasip, bunun bir 6ziirliilikkten ¢ok farklilik
oldugu goriisiine yatkinlik gdstermektedirler (29). AS’nin bir¢ok yonii hakkinda
cevaplanmamus sorular bulunmaktadir; drnegin AS ile YIOB arasindaki ayrim siiphelidir (20)
ve Ortiisen yonleri tam olarak belli degildir (30,31), kismen buna bagl olarak AS’nin

prevalansi kesin olarak belirlenememistir.

Fombonne, calismasinda AS prevalansinin yaklasik 4.5/10000 oldugunu 6ne
stirmiistiir(32). 2003 yilinda yapilan bir degerlendirme ¢aligmasinda prevalans oranlarmin
0.03-4.84/1000 arasinda degisiklik gosterdigi goriilmistiir. Otizmin Asperger sendromuna
orani da 1.5:1 ile 16:1 arasinda degismektedir (33). Ortalama 5:1 orani ile otizmin oldukga
konservatif bir prevalans orani olan 13/10000 birlestirince (7), endirekt olarak AS’in
prevalansinin 2.6/10000 oldugu ortaya ¢ikar (33). Tahminlerde goriilen varyans, Asperger
Bozuklugu tanisinda kullanilan farkli tan1 6lgiitleri nedeniyle oldugu diisiinilmektedir. Erkek
cocuklar kiz ¢gocuklara nazaran AS olma konusunda daha yiiksek bir risk tasimakta ve
Gillberg ve Gillberg 6lgiitleri kullanildiginda cinsiyet oran1 E/K 1.6:1 ile 4:1 arasinda
degismektedir (34).



Tablo 2: DSM-IV Asperger Sendromu Tani Olciitleri

A. Asagidakilerden en az ikisinin varlig1 ile kendini gosteren toplumsal etkilesimde nitel
bozulma:

1. Toplumsal etkilesim saglamak i¢in yapilan el kol hareketleri, alinan viicut konumu,
takinilan yiiz ifadesi, géz géze gelme gibi bir¢ok sdzel olmayan davranista belirgin bir
bozulmanin olmasi.

2.Yagsitlariyla gelisimsel diizeyine uygun iliskiler gelistirememe.

3. Diger insanlarla eglenme, ilgilerini ya da basarilarini kendiliginden paylasma arayisi i¢inde
olmama (6rn. ilgilendigi nesneleri géstermeme, getirmeme ya da belirtmeme)

4. Toplumsal ya da duygusal karsiliklar vermeme

B. Asagidakilerden en az birinin varlig1 ile kendini gdsteren davranis, ilgi ve etkinliklerde sinirli,
basmakalip ve yineleyici davranis oriintiilerin olmasi:

1. ilgilenme diizeyi yada iizerinde odaklanma agisindan olagandisi, bir ya da birden fazla
basmakalip ve sinirli ilgi Oriintiisii cergevesinde kapanip kalma

2. Ozgiil, islevsel olmayan, alisageldigi iizere yapilan giindelik islere ya da térensel davranis
bicimlerine hi¢ esneklik gostermeksizin siki sikiya uyma

3. Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler

(6rn. parmak siklatma, el ¢irpma ya da burma ya da karmasik tiim viicut hareketleri)

4. Esyalarin pargalariyla siirekli ugrasip durma

C. Bu bozukluk, toplumsal, mesleki alanlarda ya da onemli diger islevsellik alanlarinda klinik

olarak belirgin bir sikintiya neden olur.

D. Dil gelisiminde klinik agidan 6dnemli genel bir gecikme yoktur (6rn. 2 yasina gelindiginde tek

tek sozciikler, 3 yasina gelindiginde iletisim kurmaya yonelik climleler kullanilmaktadir).

E. Biligsel gelismede ya da yasina uygun kendi kendine yetme becerilerinin gelisiminde,
uyumsal davranista (toplumsal etkilesim disinda) ve cocuklukta ¢evreyle ilgilenme konusunda

klinik agidan belirgin bir gecikme yoktur.

F. Baska 6zgiil bir Yaygin Gelisimsel Bozukluk ya da Sizofreni igin Tan1 Olgiitleri

karsilanmamaktadir.




3. Atipik Otizm

Tani, otizm ile iliskili 6zelliklerin oldugu ancak belirtilerin OB 6l¢iitlerini
karsilamadig1 durumlarda konur. Belirtilerin esik alt1 seyrettigi (6 lgiitten daha azinin
varlig), Ui¢ belirti grubundan (toplumsal etkilesim ve s6zel ifadede belirgin bozukluga ve
basmakalip davranis ve sinirli ilgi alan1) birinin bulunmadigi veya belirtilerin 3 yastan 6nce
baslamadig1 durumlarda, olgular Bagka Tiirlii Adlandirilmayan-Yaygin Gelisimsel Bozukluk
(BTA-YGB), diger ismi ile Atipik Otizm (AO) tanisini alir (6, 19, 24).

AOQO anlamli bir sekilde heterojen bir bozukluk olup 6zel alt gruplarin olusturulmasi
icin gesitli denemeler yapilmistir; 6rnegin, daha fazla dikkat sorunlari olan bireyler (35), veya
duygusal belirtilerin karmasik profilleri ile iliskili sosyal problemleri olan bireyler (36). AO
olan bireyler, alisilmadik duyarlilik ve atipik duygusal tepkiler (OB’de goriildiigi gibi)
sergiler fakat daha iyi diizeyde bilissel ve dil becerilerine sahiptirler. DSM-1V saha
denemesinde bazi klinisyenler AS ile AO kavramlarini esit tutmaya ¢alismiglardir fakat AS ile
AO arasinda 6nemli farkliliklar bulunmaktadir; 6rnegin AS olanlarda daha siddetli sosyal
zorluklarin olmasi gibi (37).

Atipik Otizm OSB iginde en genis grubu olusturur (38,39). Ayni zamanda, Atipik
Otizm bu grupta en iyi prognoza sahip olan bozukluktur (40). BTA-YGB i¢in DSM-IV tani

kriterleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3: DSM-TIV Baska Tiirlii Adlandirilmayan-Yavygin Gelisimsel Bozukluk Tam

Olgiitleri

A. Karsilikli toplumsal etkilesimde veya sozel yada sozel olmayan iletisim becerilerinde

bozulma.

B. Davranis, ilgi ve etkinliklerde sinirli, yineleyici (stereotipik) Oriintiilerin olmasi

C. Otistik Bozukluk i¢in tan1 kriterlerin karsilanmamasi (geg¢ baslangig yasi, atipik ve/veya

esik altt semptomatoloji.




4. Tanimlama ve Tarihce

Yunanca ‘ben’ anlamina gelen ‘autos’ kelimesinden koken alan ‘otizm’ terimi, ilk defa
Bleuler (1911) tarafindan, sizofreninin temel belirtilerinden biri olarak gézlemledigi
egosantrik — ben merkezcil diisiinmeyi tanimlamak i¢in kullanilmistir (16). 1943’de Leo
Kanner “Autistic disturbances of affective contact™ adli iinlii makalesinde, diger insanlara
kars1 belirgin ilgisizlikleri olan 11 ¢ocugun klinik 6zelliklerini detayli olarak tarif etmis, bu
cocuklarda alisilmadik davranis 6zellikleri ile degisiklige direng ve dil islevlerinde bozukluk
oldugunu anlatmustir. Bu tabloyu ‘erken bebeklik otizmi — early infantil autism’ olarak
adlandiran Kanner, otizmi ‘asir1 yalnizlik” anlaminda kullanmustir (41).

Kanner ve Eisenberg (1956) ‘erken bebeklik otizmi’ i¢in tani dlgiitleri gelistirmis,
davranigsal iki 6zelligin tan1 i¢in gerekli ve yeterli oldugunu belirtmislerdir:

1) Digerlerinin farkinda olmama ve uzak durma ve

2) Rutinlerindeki degisiklige karsi asir1 direng. Ayrica bu belirtilerin en ge¢ 24. ayda olmast
gerektigini ifade etmislerdir (42). Rutter (1978) ise, ‘cocukluk ¢agi otizmi — childhood
autism’ olarak isimlendirdigi durum i¢in 4 temel 6zellikten

s0z etmistir:

1) Sosyal gelisimde bozulma,

2) Dil gelisimde gecikme ve sapma,

3) Aynilikta 1srar ve

4) Belirtilerin 30. aydan once ortaya ¢ikmasi (43).

Wing ve Gould (1979) tanimlamay1 genisleterek Otistik Spektrum Bozukluklari
ifadesini kullanmas, {i¢c temel alanda yer alan belirtilerin her birinin degisen siddette ve birgok
farkl: sekillerde ortaya ¢ikabilecegini belirtmislerdir. Ornegin, sosyal alanda bozulmanin
sadece Kanner’in tarif ettigi ‘uzak durma’ seklinde degil, ‘pasiflik’ veya ‘aktif ancak
uygunsuz’ ile de olabilecegini ifade etmis ve buna gore de {i¢ alt grup dnermistir;

1) Uzak (aloof), 2) Pasif (passive) ve 3) Aktif fakat tuhaf (active but odd) (7).

Otizm, uluslararasi siniflandirma sistemlerinde ilk olarak ICD-8’de (International
Classification of Diseases — 8th edition) (1967), ancak sizofreninin alt gruplarindan biri olarak
yer almistir. DSM sistemine ise ilk 1980 yilinda girmis, DSM-III i¢inde ‘Yaygin Gelisimsel
Bozukluklar’ baghig: altinda ‘Erken Bebeklik Otizmi’, ‘Cocukluk Baglangi¢li Yaygin
Gelisimsel Bozukluk’ ve ‘Atipik Yaygin Gelisimsel Bozukluk’ seklinde siniflanmustir (44).
Bu siniflamada Erken Bebeklik Otizmi ile Cocukluk Baslangich Yaygin Gelisimsel Bozukluk

birbirinden, belirtilerin 30 aydan 6nce ya da sonra baglamasiyla ayrilmistir.
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DSM-111-R’de (1987) Yaygin Gelisimsel Bozukluk altinda iki ayr1 grup yer almistir;
Otistik Bozukluk ve Baska Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluk. DSM-I1I-
R’ye gore Otistik Bozukluk tanisi i¢in li¢ kategoriye (sosyal iliskide bozukluk, iletigim
alaninda bozukluk, kisith aktivite Oriintiisii) ait 16 belirtiden 8 tanesinin karsilanmasi1 gerektigi
belirtilmistir (45).

DSM-III-R, baslangi¢ yasinin esas tan1 0l¢iitii olmaktan ¢ikarilmasi ve daha genis
icerigi sebebiyle yine yogun elestirilere maruz kalmigtir. DSM-IV’ de (1994) ise Yaygin
Gelisimsel Bozukluk bes alt gruba ayrilmistir; Otistik Bozukluk, Asperger Sendromu, Rett
Sendromu, Cocuklugun Dezintegratif Bozuklugu ve Baska Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin
Gelisimsel Bozukluk (1). Otistik Bozukluk ICD-10’da Yaygin Gelisimsel Bozukluklar
(YGB) baslig1 altinda siniflanmig ve DSM-IV’ dekine benzer sekilde tanimlanmugtir (25).

5. Etyopatogenez

Kanner otizmin kalitimsal bir bozukluk oldugunu belirtmis, 1950’lerde ise anormal
ebeveynlige bir tepki olarak ortaya ¢iktigi iddia edilmistir. 1960’larin son donemlerinde
otizmin biyolojik temeli daha fazla kabul gérmeye baslamais, tibbi bir hastalik veya obstetrik
sorunlardan kaynaklanan beyin hasar1 sonucu gelistigi diistiniilmiistiir. Ancak son 20 yildur,
genetik faktdrlerin yani sira karmagik biyolojik ve psikolojik islevlerin etkileri daha fazla
onem kazanmaya baslamistir (6, 16, 19). Yapilan ¢alismalarin 6nemli bir kismi sadece Klasik
Otizm’1, bazilar1 ise ii¢ grubu (OB, AS, AO) icermektedir. Asagidaki agiklamalar siklikla
Otizm Spektrum Bozukluklarini (OSB) kapsamaktadir.

a. Genetik Faktorler:

Otizmin etiyolojisinde genetik faktorlerin 6nemli rol oynadigini gosteren gesitli
caligmalar vardir (50). Otistik spektrumdaki bir cocugun kardesinin de etkilenmis olma
olasilig1 %26 iken, toplumdaki risk orani1 %0,1-0,2 arasindadir (6, 19). Bu oranlar da normal
popiilasyona gére 50-100 kat daha fazla artmus riski ifade etmektedir (16). ikiz ¢calismalarinda
ise konkordans orani, monozigot ikizlerde %3696 arasinda, dizigot ikizlerde ise %0-24
arasinda bulunmustur (46, 47). Birden fazla bireyin etkilendigi ailelerle yapilan genom
taramalar1, en az 10 genin karsilikli etkilesimini gostermistir. Otizmle iligkili oldugu
diistiniilen genler 2, 7, 13, 15, 16 ve 19. kromozomlar iizerinde yer almaktadir (47,48).

2008 yilinda, ortak soyagaci olan ebeveynlerin ailelerinde yapilan bir homozigosite
kodlama ¢alismasinda noronal aktivitenin etkiledigi genlerin ekspresyonunda kusurlu
ayarlamanin goriiniiste farkli otizm mutasyonlarinin ortak bir mekanizmasi olabilecegi

saptanmigtir. Neuroligin 3 ve 4: NLGN3 - NLGN4/Neurexin: NRXN1 - CNTN3/
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Protocadherin 10: PCDH10 (ndronal hiicre yapisma molekiilleri); Na+/H+ Exchanger 9:
NHE9 (endosomal aligveris ve protein devir hizin1 ayarlayan molekiil); ve Deleted in
Autism1: DIAT veya c3orf58 (protein yapiminda 6nemli role sahip golgi kompleksinde
lokalize olan bir molekiilii kodlayan bir gen) gibi genlerin kusurlu ekspresyonu tespit
edilmistir (49). HLA bolgesi genlerinin arastirildigi ¢alismada HLA -B44, -B57, -DR4, -

DR14 ile otizm arasinda iliski oldugu sonucuna varilmistir (187, 188).

b. Noroanatomik Faktorler:

OSB’de sosyal, dil ve davranis sorunlarinin varhig, farkli ve genis ¢apli noronal
sistemlerin etkilendigini diisiindiirmektedir. Noropatolojik calismalarda beyin korteksi,
hipokampus, amigdala, mamiller cisimcik, mediyal septal ¢ekirdek ve anterior singulatta
gelisimsel anormallikler bildirilmistir (16, 19). Bu bolgelerde birim basina diisen hiicre
sayisinin arttig1, hiicrelerin daha kiiciik oldugu ve dentritik dallanmalarin azaldig1 goriilmiistiir
(50, 51). Etkilenen bolgeler ¢ogunlukla limbik sisteme ait yapilardir. Limbik sistem, 6zellikle
de amigdala, sosyal ve duygusal islevlerle iliskili ndronal sistemin merkezidir. Bir hipoteze
gore, otizm amigdala — korteks dongiisiiniin anormalliklerinden kaynaklanmaktadir (52).

Yapilan Magnetik Rezonans Goriintiileme (MRG) ¢alismalarinda, tiim beynin toplam
boyutunda artma (16) (en fazla oksipital, temporal ve pariyetal loblarda olurken frontal lobda
bir farkliliktan s6z edilmemektedir), sag anterior singulat girus boyutunda azalma, kaudat
nukleus hacminde artma, korpus kallosumun 6n, gévde ve arka bolgelerinde ise azalma
gosterilmistir. Fonksiyonel MRG calismalarinda ise yiizii algilama gorevleri sirasinda,
temporal lobun ventral yiiziindeki fuziform girus bolgesinde aktivasyon azalmasi gosterilmis,
bu bulgunun sosyal alandaki bozukluk ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica sosyal ve

duygusal yargi ile ilgili gérevler sirasinda amigdalada aktivasyon azalmasi bildirilmistir
(53,54).

c. Norofizyolojik Faktorler:

OSB olan ¢ocuklarda epileptik ndbetlerin oran1 %4-32 olarak belirtilmis ve genel
topluma gore (%0,4-0,6) 6nemli derecede yiiksek bildirilmistir (6, 19, 50). Epilepsi nobeti
olmayan otistik ¢ocuklarin % 11’inde ise elektroansefalografide (EEG) subklinik epilepsiyi
gosteren epileptiform bosalmalarin oldugu bildirilmektedir. Nobetlerin baslangici en sik erken
cocukluk ve erken ergenlik donemlerindedir (55). Otizme 6zgii olmamakla birlikte, olgularin
%10-83’linde EEG anormallikleri gosterilmis ve en sik goriilen anormallikler yaygin ya da

fokal diken veya yavas ve paroksismal diken ve dalga aktivitesidir (16). Nobetleri olanlarda
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daha diisiik ZB oldugu, EEG anormalliginin ise kotii gidisle iliskili oldugu bildirilmektedir
(52,56).

d. Diger Tibbi Durumlar ile Birliktelik:

OSB’de baz1 biyolojik ve norolojik bozukluklarla ¢ok daha sik bir arada bulundugu
gosterilmistir (16, 19). Bunlar arasinda konjenital rubella, tiiberoz skleroz, frajil X sendromu
ve fenilketoniiri en sik olanlardir. Diger genetik sendromlarin (Angelman Sendromu, Prader-
Willi Sendromu, Williams Sendromu, 22q delesyon sendromu, Sotos Sendromu, Moebius
Sendromu), nérokiitan hastaliklarin (ndrofibromatozis, Cornelia de Lange, ito’nun
hipomelanozu), lipidozlar ve diger dejeneratif hastaliklarin (infantil néronal seroid
lipofusinoz), metabolik hastaliklarin ve ¢esitli MSS enfeksiyonlarinin (herpes simpex virus,
sitomegalovirus, varisella zoster virus) da OSB ile iligkisi gosterilmistir (57,58). Otizmle tani
konulabilir tibbi durumlarin iligkisi siklikla bildirilmis olsa da, olgularin ancak kii¢iik bir

kisminda (%10) bu hastaliklar klinik tabloya eslik eder (59, 60).

e. Dogum Oncesindeki, Sirasindaki ve Sonrasindaki Faktorler:

Gebelik ve doguma ait bazi problemler; ileri anne yasi, gebelikte kanama, travma, ilag
(talidomit, valproat) kullanimi, viral enfeksiyon, kisa gebelik stiresi, diisiik dogum tartisi,
postmatiirite, anormal gelis sekilleri, mekonyum aspirasyonu ile yenidogan doéneminde
goriilebilen bazi sorunlarin; diisiik Apgar skoru, aglamada gecikme, apne, solunumsal distres
sendromu, hiperbilirubinemi gibi otistik belirtileri olan ¢ocuklarda daha sik oldugu
belirtilmistir (50). Giinlimiizde bu sayilan risk etmenlerin otizme 6zgiil olmadig1 ve dngoriici

olarak da kullanilamayacagi kabul gérmiis bir durumdur (61,62).

f. Biyokimyasal Faktorler:

OSB olan bireylerin %25 — 33’linde, kandaki serotonin (5 — HT) diizeyinde artis
oldugu gosterilmistir. Ancak bu durum OSB ig¢in 6zgiil degildir (6). Serotoninin beyin
gelisiminde trofik etkisi oldugu, serotonin sisteminde bozulmalarin Merkezi Sinir Sistemi
(MSS) noéronlarinin olgunlagmasinda (néronal farklilasma, néroblast boliinmesi, hiicre gocii,
sinaps olusumu gibi) bozulmaya neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (6,19). Ayrica Segici
Serotonin Gerialim Inhibitdrlerinin (SSGI) stereotipik davranislari azalttig1 ve sosyal
etkilesimi arttirdigi bildirilmektedir (16).

Otizmde dopamin metabolizmasinda da bozuklugun oldugu bildirilmektedir. Beyinde

artmis dopaminerjik aktivite, OSB’de goriilen asir1 hareketlilik ve stereotipiler ile
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iliskilendirilmistir (38). Dopaminin baslica metaboliti olan homovalinik asitin (HVA) beyin
omurilik sivisindaki (BOS) yiiksekliginin, artmis ice ¢ekilme ve stereotipik hareketler ile
iligkili oldugu bulunmustur. Bu durum, dopamin diizeyini arttiran ilaglarin (metilfenidat)
otistik ¢ocuklarda davranigsal sorunlari arttirdigina iliskin genel gozlem ile uyumludur (16).
Ayrica BOS’daki 5-hidroksi-indolasetik asit (5-HIAA; serotonin metaboliti) diizeyinin HVA
diizeyine oraninin artmasiyla belirti siddetinde azalma gosterilmistir (50). OSB’de beta-
endorfinler de dahil olmak iizere beyin opiyat peptitlerinin asir1 salgilanmasinin 6nemli
olabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak otistik bireylerde opiyat antagonisti olan naltrekson ile
yapilan ¢alismalar ¢eliskili sonuglar vermistir (19).

Yakin zamanda iilkemizde yapilan ¢caligmalarda lipid peroksidasyonunun kontrollere
gore otistik cocuklarda daha fazla gorildigi ve lipid peroksidasyonunun oksidatif stresi
dogruladig: bildirilmistir (189). Ulkemizde yapilan otizm ve oksidatif strese iliskin
caligmalarda otistik ¢ocuklarda kontrollere gore antioksidan enzim aktivitesi, lipid
preoksidasyon tirtinleri ve NO seviyelerinde anlamli degisiklikler saptanmistir. Patogenezde
NO’nun muhtemel rolii oldugunun bir gdstergesi olan total nitrat seviyesi dikkate deger
bicimde yiiksek bulunmustur. NO seviyesindeki degisikliklerin otizm i¢in anlamli
olabilecegine dair fikirler ortaya atilmistir. Otizmde kayda deger sekilde artig gosteren nitrit
seviyeleri patogenezde NO’nun olasi bir rolii oldugunun gostergesidir. Oksidatif
hasarlanmaya kars1 beynin hassas olusu da yine NO’nun otizm néropatofizyolojisinsde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Sogiit ve ark. yaptigi bir calismada OSB tanisi alan
cocuklar ile kontrol grubu karsilagtirildiginda SOD diizeyinde iki grup arasinda anlamli fark
yokken NO diizeyi OSB tanili hasta grubunda yiiksek bulunmustur ve korelasyon analizinde
NO ve SOD arasinda negatif korelasyon saptanmistir (190). Zoroglu ve ekibi otistik
cocuklarin plazma nitrat ve nitrit seviyelerini kontrollere gore daha yiiksek oldugunu
bildirmistir (189). Zoroglu ve ekibinin otistik hastalarla yaptig: bir diger ¢calismada serum
nitrit ve AM seviyelerinin otistik ¢ocuklarda arttigi, total nitrit seviyelerinin merkezi sinir
sistemindeki NO aktivitesinin bir gostergesi olabilecegi ve ayrica AM nin otizm
patogenezinde rol alabilecegi belirtilmistir. (191) Bunun yaninda NO ile lipid peroksidasyon
tiriinleri arasindaki korelasyon, NO ve ardindan olusan diger molekiillerinin (ONOO gibi)

otizm patogenezindeki muhtemel rollerini desteklemekte oldugunu gostermektedir (190, 191).
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g. Immiinolojik Faktorler:

OB ile ilgili yapilmis immiinolojik ¢alismalar nadirdir. Otistik ¢ocuklarda T hiicresinin
aracilik ettigi immiinitede eksiklikler ve T lenfositlerin mitojenlere olan proliferatif cevapinda
disiikliik bildirilmistir (19,50). Ayrica otistik grupta total lenfosit, total T hiicresi, total CD4+
ve Tsi CD4+ sayilarinin 6nemli derecede diisiik; buna karsin Th CD4+, B hiicresi ve NK
hiicresi sayilarinin normal sinirlar iginde oldugunu gosteren aragtirmalar bulunmaktadir

(6,16).

B. OTiZM VE GENETIK

OSB’nun tiim etnik gruplarda ve tiim sosyoekonomik gruplarda goriildiigii
belirtilmistir. Erkeklerde kizlara oranla 4 kat daha fazla goriir. (11,15) Diger tiim komplex
hastaliklar gibi otizmin de genetik kaynakli oldugu goriisti 1980’lerden 6nce belirtilmemistir.
Fakat zamanla yapilan epidemiyolojik ve genetik ¢aligmalarin artis1 OSB ve genetik iligkisini
kuvvetlendirmistir. (63)

OSB tanis1 almg bireyin ailesinin diger tiyelerinde OSB goriilme sikliginin populasyon
normallerinden fazla oldugu klasik aile caligsmalariyla gosterilmistir. Kardeglerde OSB tanis1
varsa bir sonraki ¢ocukta OSB olma riskinin diger normal populasyona oranla 25 kat arttig1
belirtilmistir.(64)

Diger komplex kalitim gosteren hastaliklar gibi OSB’nun da hem genetik hem de
cevresel unsurlarin sonucu ortaya ¢ikabilecegi ikiz ve evlat edinme ¢alismlari ile agiklanmig
olup kalitabilirliginin de yliksek oldugu bildirilmistir. Bagimsiz yapilan ikiz ¢aligmalarinda
monozigotlarda otizmin konkordans oran1 %60-90 iken dizigotlarda %0-24 oran1 seklinde
keskin bir azalma tespit edilmistir.(65)

Bunlarin yaninda genetik geg¢isi destekleyecek bir diger bulgu da OSB tanili
cocuklarin %10’unun Frajil X, Tuberoskleroz gibi genetik nérolojik ve metabolik hastaliklar
ile birliktelik gostermesidir. (66) Fragil X yaklasik %1, tuberoskleroz yaklasik %1,
norofibromatozis %1’den azdir (67). Ayrica otistik bireylerde Prader Willi ve Angelman
Sendromunda 15q11-q13 dublikasyonu gibi (maternal allel) sitogenetik anomaliler de
goriilmektedir ki yapilan ¢alismalarda bu oran %1-3 saptanmistir. Eslik eden diger genetik
hastaliklar trizomi 21, turner sendromu, 47 XXY, 47XYY dir. (68,69) Tiim bunlar sonucunda
otizmin genetik temelli olabilecegi vurgulanmis ve bu alanda birgok genetik ¢alisma
yapilmistir.

Genel olarak OSB genetik ¢aligmalarinda kullanilan yontemler su sekildedir:
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1. Genetik ¢calismalarda kullanilan yontemler

Sitogenetik analiz; (cytogenetic analysis) klasik yontemdir, kromozomal anomalilerin
cocukluk ¢agi hastaliklarina katkida bulunup bulunmadigini incelemeye yardimci olur. (70)
Ancak bu tiir analizler biiyiik ¢apta kromozomal anomalilerini test etmek i¢in
kullanilmaktadir. Gen diizeyindeki farkliliklar bu tiir analizler ile goriintiilenememektedir.

Haplotip ve baglanti analizi; (Linkage ve association) sitogenetikten farkli olarak
daha molekiiler DNA seviyesindeki degisiklikleri, etkilenmis bireyleri iceren ailelerde veya
popiilasyon temelinde irdelenmek igin kullanilir. Parametrik ve non parametrik seklinde ikiye
ayrilir. Parametrik analizde hasta allellerin siklig1 veya her genotip i¢in penetrans gibi
modeller olmasi gerekir. Parametrik analiz genellikle tek gen bozukluklarinda (single gen
disorder) kullanilirken non parametrik analiz i¢in modele gerek yoktur ve rastgele degildir,
spesifik bir lokasyonda segregasyon olur. Otizm ¢aligmalarinda genellikle non parametrik
metod kullanilir.(71)

Kopya sayisi varyasyon analizi; (Copy number variation, CNV) yeni bir yontemdir,
DNA pargalarinda olusan insersiyon ve delesyonlari analiz eder.(72)

Otizmde Genom Haplotip (linkage) Analizleri: 2q, 5, 7q, 15q ve 16p yi i¢eren birgok
kromozomal bélgede anlamli replikasyonlar bulunmustur. (63) Her ne kadar 2q
kromozomunun haplotipi ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve anlamli kanitlar saptanmigsa da
(73,74) 6zel aday gen i¢in 2q31-q33 bolgesi analiz edilmis fakat sonug negatif cikmistir. (75)

Bunun yaninda 5. kromozom ile ilgili yapilan ii¢ caligmada Philippi ve arkadaglarinin
2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada (76) otizmle ilgili giiclii iligkiler saptanirken, genis genom
analizleri kullanilan diger bir ¢alismada 5p14.1 ve 5q15 bolgeleri anlamli derecede otizmle
iliskili bulunmustur. 2009 yilinda, yarim milyon genis genom kapsamli tek niikleotid
polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphisms: SNP) kullanarak, 1031 multipleks otizm
aileleri grubunda (1553 etkilenmis birey) yapilan baglanti ve iliski esleme ¢alismasinda 5p15
kromozomunda otizm ile iliskisi anlamli olan bir SNP (SEMAJSA ile TAS2R1 arasinda)
bulunmus ve otistik bireylerin beyinlerinde SEMASA nin ekspresyonunun azalmis oldugu ve

boylece otizm i¢in duyarli bir gen oldugu tespit edilmistir (77).



16

2. Aday Genler
a. Reelin

Extraseliiler matriks glikoproteini olup néronal go¢ ve baglantidan sorumludur. 1980
yillarinda yapilan ¢alismalarda reelinin embriyonel donemde néronal hiicrelerin oliver
kompleksi, serebral korteks ve serebelluma konumlanmasinda rol oynadigi saptanmustir.
(78,79) Reelin beyin gelisiminde ve ayni zamanda otizmde meydana gelen néroanatomik
anormalliklerde kritik 6neme sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda otizm tanil kisilerde korteks,
serebellum ve periferal kanda reelin diizeyleri anlamli derecede diisiik bulunmustur. (80)
Ayrica 2003 yilinda yapilan bir calismada RELN geninin lokalize oldugu 7q22 bolgesi otizm
icin kritik bir bolge olarak tanimlanmistir(81). Yapilan Birgok aile bazli ¢aligmalarda
otistiklerde RELN geninin polimorfik (GGC) formunun otistiklerde anlamli olarak daha fazla
oldugu, RELN allellerinin otistiklerde beklenenden daha fazla kalitildig1 saptanirken
(82,83,84) yine aile bazli yapilan bazi ¢alismalarda da anlamli iliski bulunamamuistir (85, 86,
87).

b. Human serotonin transporter gene (SCL6A4)

Bu gen 17911.1-g12 kromozomuna lokalizedir (88). Otistiklerde kan serotonin
diizeyinin yiiksek olusuna ve serotonin tranporter inhibisyonu sonucu rutin ve rituellerin
azalmasina dayanilarak aday gen olarak diisiiniilmiistiir. (89,90) Yapilan birgok aile bazli ve
vaka kontrol ¢alismalarinda SLC6A4 polimorfizmi ile otizm arasinda iliski saptanirken (91,
92, 93, 94, 95) bazi1 ¢alismalarda anlamli sonug¢ bulunamamustir (96, 97, 98, 99, 100, 101).

c. Gama aminobutrik asid reseptor gen ( GABR)

GABA, inhibitor norotransmitterlerin baslicasidir, GABA reseptoriine baglanarak
aktive olur. GABA reseptoriiniin 3 tane alt tinite geni (GABRB3 GABRA5 GABRG3)
genomlarin birgok islevinden sorumlu 15q11-g13 kromozomuna lokalizedir. (102) 15g11-
g13 bolgesi daha onceleri OSB ile iliskili bulunmus ve yapilan birgok ¢calismada OSB tanili
bireylerde duplikasyon saptandigi (103, 104, 105, 106) ve bu duplikasyonun otistik dzellikleri
gelistirdigi bildirilmistir (107, 108). Bir¢ok calismada GABRG3 (109), GABRB3 ve
GABRAS5 (110) genleri OSB ile iligkilendirilirken yine bazi ¢alismalarda be genler ve OSB
arasinda anlamli iligki saptanmamustir (111, 112).

d. Noroligin gen (NLGN)

OSB’da cinsiyet oraninda bu kadar géze ¢arpan bir fark olmasi sebebiyle seks
kromozumdaki genler daha fazla arastirilmistir ve belki de Noroligin geni en genis en ¢ok
caligilan genlerden biridir. 5 tane NLGN geni tanimlanmistir lokalizasyonlari su sekildedir;

3926(NLGN1), 17p13 (NLGN2), Xq13 (NLGN3), Xp22.3 (NLGN4) ve Yq11.2 (NLGNA4Y).
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Noronal sinaps ve adezyonda gorev almaktadirlar (113, 114). Yapilan bir¢ok ¢alismada
NLGN ve otizmin kuvvetli bir iliskisi oldugu saptanamamustir. (115, 116, 117,118, 119)
e. Human oksitosin reseptor gen (OXTR):

Oksitosin, dokuz aminoasid peptitten olusur ve hipotalamusta sentezlenir. Laktasyon
ve uterin kontraksiyonlarin yani sira ayni1 zamanda merkezi sinir sisteminde néromodulator
olarak gorev yapmaktadir (120, 121). Hem hayvan deneylerinde hem de yapilan klinik
caligmalarda oksitosinin sosyal ve tekrarlayici davraniglarda rol oynadigi bildirilmistir (122).
Bu yiizden oksitosin sisteminin OSB patogenezine dahil olabilecegi diisliniilmiis ve ‘human
oxytocin receptor’ (OXTR) geni OSB i¢in aday gen olarak sunulmustur. OXTR ve otizm
iligkisinin aragtirildig aile bazli ve toplum bazli ¢calismalarda OXTR geni farkli etnik
gruplarda OSB agisindan risk faktorii olabilecegi belirtilmistir (123, 124, 125). Ayrica Lerer
ve ekibinin yaptig1 bir calismada OXTR ile 1Q ve adaptif davranis skorlar iliski bulunmustur
(123).

f. MET:

Insan MET geni hepatosit biiyiime faktdriiniin transmembran reseptdr tirozin kinazini
kodlar (126). Her ne kadar ilk olarak bir onkogen olarak tanimlanmis olsa da MET néronal
gelisimde ciddi bir rol oynar (126). MET sinyalinin bozulmasi kortekste anormal néron
migrasyonuna ve biiyiimesine ve ayrica graniil hiicrelerinin proliferasyonuna sebep olur ki
otistik beyinlerde de bu bulgularin gézlendigi belirtilmistir (127). Yapilan ¢alismalar otizmle
MET anlamli iligkisini desteklerken (128, 129) ; Campbell ve ekibinin yaptig1 ¢alismada MET

geninin C alelinin otizmdeki davranislar izerinde etkili oldugu gozlenmistir (130).
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C.COX ve GENETIK

Prostaglandin(PG)H sentaz olarak da bilinen siklooksigenaz(COX) genis bir aile
olan arasidonik asit metabolitleri PG’ler, prostasiklin ve tromboksanlarin yani
prostanoidlerin sentezindeki ilk ortak basamagi Kkatalizler (131).Non steroid anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAIDs) anti-inflamatuar 6zelliklerini, COX enzimatik aktivitesinin inhibisyonu ve
bu yolla PG sentezinin engelleyerek kazandigiin anlasildigi 1971 yilindan bu yana, COX
enzimi popiiler hale gelmistir (132). COX benzersiz bir enzimdir. Oncelikle enzim iki
katalitik aktivite gosterir, birincisi bis-oksigenaz(siklooksigenaz) aktivitesiyle arasidonik
asitten PGG, sentezi, ikincisi peroksidaz aktivitesiyle PGG,-den spesifik iirlinlerin onciilii
olan PGHj sentezidir. Her iki enzimatik aktivite ayr1 ayr1 ¢alisir ve COX molekiilii tizerindeki
enzimatik fonksiyonla iliskideki alanlar ve eksternal faktorler her birini bagimsiz olarak ayri
ayr1 etkileyebilir (133). ikinci olarak siklooksijenaz aktivitesi siirerken COX er ya da geg
inaktif enzimatik 6zellik sergileyecek bir sekil degisikligine ugrar. Bu siire¢ “suisidal”
inaktivasyon olarak bilinir ve hem in vitro hem de in vivo olarak prostanoidlerin sentezinin

sinirlayici bir faktoriidiir (134).

COX her iki enzimatik aktivitesiyle iligkili bir hem grubu igeren homodimerden ibaret
integral membran glikoproteinidir (133). Neredeyse biitiin hiicre tiplerinde yaygin olarak
dagilmis olan ve fizyolojik cevaplara aracilik ettigi diisiiniilen esas isoform COX-1’den baska
ikinci ve indiiklenebilir bir isoform olan COX-2 1990’larin basinda tanimlanmstir (135).
COX-2 ¢esitli hiicre tiplerinde growth faktorlere, sitokinlere ve proinflamatuar molekiillere
cevap olarak hizlica sentezlenen ve akut ve kronik inflamatuar hastaliklara cevaben

sentezlenen prostanoidlerin yapimindan sorumlu isoformdur.

COX-1 ve COX-2 insanlarda sirastyla 9. ve 1. kromozomda lokalize olmus iki ayr1
gende kodlanir. COX-2 geni bir TATA box varligiyla karakterizedir ve transkripsiyon
faktorlerinin baglanabilecegi bir¢ok alani barindiran ve ekspresyonunun neden kompleks
olarak diizenlendigini agiklayan bir promoter bolgeye sahiptir. Ayrica ¢ogu hizli eksprese
edilen gende bulunan ve mRNA instabilite belirteci olarak gorev aldigi ya da COX-2
ekpresyonunun post-transkripsiyonel kontroliinii sagladig1 sanilan tranlasyon inhibit6r
elemani olan translasyona ugramayan uzun bir 3" bolgesi bulunmaktadir. Aksine COX-1 geni
promoter bolgesinde bir TATA box olmayan klasik bir “house-keeping” gen goriintiisii

sergilemektedir.
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Iki isoform arasindaki dnemli bir fark spesifik antikor iiretilmesini saglayan ve COX-1
de bulunmayan COX-2 C-terminal bolgesinde bulunan 18 aminoasit insersiyonudur (136).
Insanlarda ve siganlarda iki COX isoformunun doku dagilimlar1 kapsamli bir sekilde
calisilmistir. Midenin sitoproteksiyonu ve platelet agregasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlarda
da goriildiigii gibi dokularin ¢ogunda COX-1 esas olarak eksprese edilen tek isoformdur.
Ancak beyin, testisler ve bobrek makula densa hiicrelerinde hem COX-1 ve hem de COX-2
fizyolojik durumlarda eksprese edilmektedir (133). Si¢an beyninde serebral korteks ve
hipokampiisiin farkli alanlarina dagilmis farkli néron popiilasyonlarinda COX-1 ve COX-2
immiinoreaktivitesi vardir. Mezensefalon, pons ve medulla gibi diger bolgelerde COX-1
immiinoreaktivitesi hiikiim stirmektedir (137,138). Benzer sekilde COX-1 ve COX-2
mRNAlar1 insan beyninin g¢esitli bolgelerinde mevcutken, 6zellikle hipokampiiste belirgin
olan isoform COX-2dir (139,140).

COX-1 ve COX-2 aktivitesinin beyin patolojisi ve fizyolojisindeki nispi katkilari son
zamanlarda sorgulanir olmustur (141,142). Bir taraftan, COX-1’in beyin hastaliklarindaki
aktivitesinin g6z ardi edildigi iddia edilirken; diger taraftan, zorunlu kanitlar normal néronal
fonksiyon ve norotoksisitede COX-2nin 6zel bir roliiniin oldugunu 6ne siirmektedir (131).

Son zamanlarda, COX-3 adu verilen iigiincii bir COX varyanti ve iki kismi COX-1
proteini (PCOX-1 protein) kdpek ve insan serebral korteks cDNA ’larindan identifiye
edilmistir (143). COX-3 ve PCOX-1’lerden biri COX-1 geninin triinleridir, ancak bunlarin
MRNA’lar1 intronl’i de bulundurmaktadir. Her iki protein de dokuya spesifiktir ve en yiiksek
miktarda ekspresyon beyinde olur, kalp beyni takip eder. Beyinde yiiksek miktarlarda serebral
kortekste eksprese edilen COX-1 varyant geni toplam COX-1’in %5’i olarak hesap
edilmektedir. COX-1’in muadili gibi olan COX-3 akut inflamatuar stimuluslarla indiiklenmez
(144). PCOX-1 degil ama COX-3 glikozilasyon bagimli enzim aktivitesi sergiler ve
asetaminofenin inhibitor aktivitesine 6zellikle hassastir. Boylece, birkag dekat 6nce periferik
dokulardaki zayif COX inhibe etme giicliigiine karsin parasetamoliin potent analjezik ve
antipiretik 6zelliklerini agiklamaya calisan hipotezlerin varligiyla da COX-3’{in beyne 6zel
COX izoformu oldugu sdylenebilir (143). Bununla birlikte, COX-31in islevsel rolii biiyiik
ol¢tide bilinmemektedir ve COX-3’lin beyindeki genel PG iiretimine katkisini aydinlatmak
icin daha yogun arastirma gereklidir.

Beyin hastaliklarinda COX izoformlarinin ve PG’lerin potansiyel rolii gegmis yillarda
kapsamli olarak gbzden gegirilmistir (145,147). PGE2 nin vaskiiler gegirgenlik ve 16kosit
ekstravazasyonu iizerine klasik pro-inflamatuvar roliine ragmen; makrofaj ve mikroglialarin

aktivasyon siirecini downregiile eder ve bir¢ok bagisiklik fonksiyonlarini diizenler ve boylece
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inflamatuar siire¢ kendini sinirlar (146, 159). COX-2’nin over-ekspresyonu hipoksi, iskemi ve
nobetler gibi akut hastaliklardaki nérotoksisite ile ilgkilidir. Bununla birlikte COX-2’nin
enflamatuar ve nérodejeneratif beyin patolojilerinde oynadigi roliin yararli m1 oldugu ya da

zararli m1 oldugu hala tartismalidir (131).

1. COX-2nin Beyindeki Islevleri

Memeli beyninde normal fizyolojik kosullar altinda belirli ndron topluluklarinda
COX-2 yapisal bir bilesen olarak eksprese edilir. Sigan beyninde, COX-2 mMRNA’s1 ve
immunoreaktivitesi dentat girus graniillii hiicrelerinde, hipokampusta piramidal néronlarda,
piriform kortekste, neokorteks yiizeysel hiicre tabakasinda, amigdalada ve diisiik seviyelerde
striatum, talamus ve hipotalamusta tespit edildi (137,138). Daha kesin olarak kabul
edilmelidir ki normal sinaptik aktivitenin dinamik olarak diizenlenmesi bu "yapisal" néronal
COX-2 ekspresyonuna baglidir ve COX-2 ekspresyonu iskemi ve nobet sirasinda hizlica artar
ve glukokortikoidler tarafindan downregiile edilir (137). Dogal eksitator sinaptik aktivitenin
COX-2 ekspresyonuna bagimliligit COX-2 immunoreaktivitesinin distal dendrit ve dendritik
dikenlerdeki varlig1 ve sinaptik sinyalizasyona katilmasi ve glutamaterjik eksitatuvar
noronlardaki 6zel lokalizasyonu ile desteklenir(145).

Sinaptik aktiviteye COX-2 katiliminin da oldugu COX-2 ekspresyonunun gelisimsel
profili tarafindan daha da desteklendi. Sican beyninde, COX-2 ekspresyonu gelisimsel
stiregleri izler ve kortikal gelisimin kritik donemiyle de bu gakisir (148). Mental retardasyon,
kortikal ndronlarin kusurlu gelisimi, dendritik dallanma anormallikleri ile iliskili nérolojik bir
bozukluk olan Rett sendromunda kortikal COX-2 immiinreaktivitesinin laminer paterni
bozulur ve boylece COX-2 pozitif ndronlarinin sayica azaldigi ve rasgele dagildig: goriiliir
(149).

Bazal 6n beyin bolgelerindeki kolinerjik ndronlar post-natal birinci haftada segici
olarak destriikte edilen siganlarin eriskin cagda hipokampuslerinde azalmig COX-2 diizeyleri
gosterilmisken, COX-1 diizeylerinde bu azalma gosterilemedi. Bu etkiye sosyal bellekteki
yetersizligin de eslik etmesi Oyle diistindiirmektedir ki , hipokampal kolinerjik uyarimin erken
kayb1 hipokampal néronlardaki COX-2 ekspresyonunu ve sinaptik aktivitede PG’lerin
fonksiyonel roliinii etkileyebilmektedir (150).

Sinaptik plastisitede COX-2 varliginin dolayl kanitlart son yillarda in vivo ve in vitro
sinaptik plastisite modellerinde COX inhibitérlerinin kullanimiyla elde edilmistir. COX-1
secici inhibitorleri degil ama COX-2 inhibitdrlerinin, sistemik olarak uygulanan kisa siireli

bir egitimle 6grenilen Morris su labirenti (hipokampal-bagimli 6grenme gorevi) gorevinde
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siganlarin uzamsal belleklerini bozdugu goésterilmistir (151). Benzer sekilde COX inhibitorleri
ile intrakranial enjeksiyon yapilmis civcivlerde pasif kaginma gorevi i¢in zayiflatilmis
animsama olusmustur (152). Buna ek olarak, ¢alisma 6ncesi hipokampus bolgesine spesifik
bir COX-2 inhibitorii (selekoksib) inflizyonu yapilan eriskin siganlarda Morris su labirenti
gérevinin 6grenilememesi, siganlarda hipokampustaki COX-2 aktivitesininin hem bellek ve
hem de uzaysal 6grenmenin her ikisi i¢in de gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (153). Bu
bulgulara uygun olarak non-selektif bir COX inhibitorii ibuprofenin sistemik kullanimi ile su
labirentini uzaysal-mekansal 6grenmede ve sinaptik plastisitenin 6nemli bir modeli olan long-
term potansiyalizasyonun (LTP) indiiksiyonunda defisitler olusmustur (154). Davranissal
gorevin veya elektrofizyolojik prosediirlerin 1 saat dncesinde uygulanan ibuprofen
hipokampal olmayan gorevleri veya bazal sinaptik iletimi etkilememistir. Buna ek olarak, ilag
LTP ve uzaysal-mekansal 6grenme sonrasinda goriilen PGE2 ve beyin-kaynakli biiyiime
faktorii (BDNF) diizeylerindeki artisi ortadan kaldirmustir. Ibuprofenin LTP ve uzaysal-
mekansal 6grenme iizerindeki inhibitor etkisi geri dondiiriildiigiinde ortaya ¢ikan ve biiylik
olasilikla BDNF diizeyindeki artis vasitastyla COX aktivitesinin sinaptik plastisitede ve
BDNF ile iliskili mekanizmalarla uzaysal-mekansal 6grenmede segici bir rol oynadigi
hipotezini desteklemektedir (154). Bu hipotez ¢ergevesinde PGD2 degil ama PGE2 COX-2
inhibitorii tarafindan in vitro olarak hipokampal dentat graniillii néronlarinda indiikledigi LTP
supresyonunu tersine ¢evirmistir (155). COX-1’den ziyade COX-2’nin enzimatik etkinligi
sirasinda ortaya ¢ikan PGE2 adrenerjik, noradrenerjik ve glutamaterjik ndrotransmisyon
yollarinin diizenlenmesi, hiicre iskeletindeki aktinin yeniden diizenlenmesi ile dentrit ve
dikenlerinin seklinin degistirilmesi ve membran eksitabilitesinin diizenlenmesi gibi ¢esitli
mekanizmalar araciligiyla sinaptik plastisite yer aliyor olabilir (156). Ayrica, bir COX-2
inhibitorii olan NS398 titrasyonuna cevaben neokortikal kan akisinda artisin olmamasi1 COX-
2 tiirevli PG’lerin sinaptik plastisitede gerekli serebral kan akimini sagladiklarimi
diistindiirmektedir. Ayrica COX-2’den yoksun mutant farelerde hiperemik yanit da bozulur
(157).

Beyin gelisimi ve islevlerinde COX-2’nin fizyolojik roliine iligkin kanitlara ragmen,
COX-2 knockout farelerin beyninde makro diizeyde higbir anatomik anormallik
goriilmemistir. Bununla birlikte, bu farelerde gerekli davranigsal analizi engelleyen erken ve
ilerleyici bobrek yetmezligi gelismistir (158). Buna ek olarak, COX-1 ve muhtemelen COX-

3’lin 6nemli dl¢iide kompansatuar etkileri tam olarak ekarte edilemez (131).
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2. COX-2 ve Otizm

Bir¢ok epidemiyolojik ikiz ve aile ¢aligmalarindan elde edilen veriler kromozom
anomalileri ve genetik polimorfizmin bir rol oynadigi ve birka¢ genin birbiri ile
etkilesiminin klinik fenotipini olusturdugu diisiiniilen otizm spektrum bozukluklarinin
(ASD'ler) en kalitsal kompleks hastaliklar arasinda yer aldig1 gerg¢egi hakkinda bariz kanitlar
sunmaktadir (160). Bu yiizden, ASD'lerin kalitim1 epistasis ile multi-lokus model sergiler
(161). Cox-2 ve norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklar arasindaki iligkiler incelenmistir.
Alzheimer hastalig1 riskinin azalmasi ve hastaligin gelisiminde koruyucu bir rolii olduguna
iliskin Cox-2 C allelinin (prostaglandin-endoperoksit sentaz 2; PTGS2) -765 promoter
polimorfizmi ile iligkili baz1 ¢aligmalar bildirilmistir (162). ASD'lerin COX-2 ile iliskisine
dolayl1 olarak kanit saglayan ii¢ yol vardir (166). Ilk olas1 iliski ASD'lerin bir varyanti olan
Rett sendromunda, kortikal COX-2 immunoreaktivitesi laminar paterninin bozulmasi ve Cox-
2 pozitif ndronlarin sayisinin azalmas ve rastgele dagilmasidir (163). Ikincisi, sinaptik
plastisite ve sonraki 6grenme ve hafiza olusumunda 6nemli bir model olan long-term
potensiyalizasyonda Cox-2 bir rol oynuyor olabilir. Post-natal birinci haftasinda bazal
onbeyin kolinerjik noronlarinin selektif destriiksiyonuna maruz kalan sigcanlarin, erigkin
hayatlarinda hipokampal Cox-2 diizeylerinin azalmasi ve buna insanlarda ASD'lerde kritik bir
defisit olan sosyal bellek bozuklugunun eslik ettiginin gosterilmesi bu kavrami ortaya
¢ikarmistir (164). Ugiinciisii, ASD'lerin bazi formlarmin diizensiz veya anormal bir immiin
yanit ile ilgili oldugunu varsayan hipotezlerdir. Sitokinler ve diger immiin aktivasyon
iiriinlerinin néronal yolaklar lizerindeki yaygin etkileri ve mood ve uyku gibi davraniglari
degistirebiliyor olmasi, ASD'lerde Cox-2’nin bu anormal immiin siiregler ile iligkili olmasini

miimkiin kilmaktadir (165).



23

YONTEM VE GERECLER

Istanbul T1p Fakiiltesi Cocuk Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dalina daha 6nce
bagvurmus ve halen klinigimizde takip edilen 2-18 yas aras1 Otizm spektrum Bozuklugu
tanis1 konulmus ¢ocuklar ve bu ¢ocuklarin biyolojik anne ve babalar1 c¢alisma grubu olarak
almmigtir. Katilim gontlliiliik esasina dayali olmustur. Toplam 101 g¢ocugun arastirmaya
katilmasi planlandi. Kanlar, I.U. DETAE Molekiiler Tip Anabilim Dalma ulastirildi. ve bu
kanlardan DNA izole edildi. DNA izolasyonu i¢in 10 cc’lik kan 6rnekleri steril EDTA’1
tiiplere alind1 ve en geg bir giin i¢inde ¢alisiimak iizere oda 1sisinda saklandi. Alinan kan
orneklerinden DNA izole edilerek COX-2-765G—C ve COX-2-1195A—G gen

polimorfizmleri ¢aligildi.

A. GERECLER

1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum kloriir
(Sigma A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768),
Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114), Brom fenol mavisi (Sigma B-6896), dNTP
seti (MBI Fermentas), Dietileter (Merck), EDTA (dihidrat)(Merck K-90602121), Etanol
(%99 Tekel), Etidyum bromiir (Sigma E-8751), Hidrojen peroksit (%35 Merck K- 22035097),
Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyum bisiilfit (Sigma S- 9631), Sodyum
doedosil (lauryl) siilfat (Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Potasyum
dihidrojen fosfat (Merck A-741071), Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257), Trizma baz (Sigma
T-1503), Taq polimeraz (Fermentas), Metaphor agaroz (FMC 50182), Xylene cyanol (Sigma
X-4126), DNA marker (50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas), Proteinaz K (Merck),
Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), Amonyum sulfat (Sigma A 5132), restriksiyon enzimleri
(Pvull, BsaBl) , primer dizileri (MBI Fermentas)

2. Kullanilan Gerecler

Elektroforez icin gug kaynagi (Titan plus Helena Laboratories), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), Isiticili manyetik
karistiric1 (Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifuj (TDX), PCR aleti
(MJ Research Techne), pH metre (Hanna), Pipet takimi (Brand), Falkon santrifij
(Hereaus), Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), UV
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transilluminator (Stratagene UV/White light Transilluminator), Vorteks (Nuve mix),
Elektroforez Sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor
electrophoresis).

3. Kullanilan Cozeltiler

a. DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler
e FEritrosit Parcalama Tamponu

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat , 200 ul 0.5 molarlik
Etilen diamine tetra asetat (EDTA) nin tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alindi. 900
mililitre ddH20 eklendi ve ¢ozeltinin pH's1 bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
7.4'e ayarlandi. Daha sonra balon joje i¢ine alinarak bir litreye tamamlandi. Cozelti
1stya dayanikli cam siselere aktarilarak 120 °C 'de 15 dakika otoklavda sterilize
edildikten sonra +40 °C 'de saklanmustur.

e 0.5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0)

186.1 gram Etilen diamin tetra asetat (EDTA) tartilarak beher i¢ine alindi ve 800 ml
ddH20 eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiirtildii ve pH's1 sodyum
hidroksid ¢ozeltisi ile 8.0'e ayarlanarak ddH2O ile 1 litreye tamamlandi1. Cozelti 120°C'de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
e Molar Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram Sodyum kloriir tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre ddH20
ilave edildikten sonra manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢6ziindiiriildii. Balon jojeye
aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 120 °C'de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edildi.

e Lokositleri Parcalama Tamponu

25 mililitre 4 molar sodyum kloriir ve 50 mililitre 0,5 molar 50 mililitre Etilen
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diamin tetra asetat (EDTA) direkt balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 120

OC 'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1s1sinda saklandi.

e 1 Molar Tris tamponu (stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 mikrolitre
hidroklorik asit ile yaklasik 800 mililitre ddH2O eklenerek manyetik karistirici
yardimiyla iyice ¢Oziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye
tamamland1. Cézelti 120 °C 'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra

kullanilmustir.

e 9,5 Molar Amonyum asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi.Uzerine 80 mililitre
ddH20 eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve ddH2O ile
100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve +40 °C 'de

saklandi.
e  %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)

10 gr sodyum dodesil stilfat tartildi. SDS tozlarin1 kaldirmamaya dikkat ederek
beher icine alindi ve iizerine 80 mililitre ddH2O eklendi. Manyetik karistirict yardimi
ile ¢oziindiirtildii ve pH’s1 7.2’ ye ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize

edildi ve oda 1s1sinda saklandi.

e Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram proteinaz K tartilarak steril bir gode i¢inde steril ddH20 ile 1 militreye

tamamlandi. -20 °C’de saklandi.
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b. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler

e Etidyum Bromiir(10 mg/ml)
10 gram etidyum bromiir tartilarak steril ddH2O ile 10 militreye tamamlandi.
e Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 molarlik Etilen diamin tetra
asetat, 1 mililitre 1 molarlik Tris (pH 8.0), 200 miligram Brom fenol blue, 200 miligram
Xylen cyanol tartilarak steril ddH2O ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1sisinda

saklandi.
e 50x Tris - Asetik asit - Etilen diamin tetra asetat (TAE) Tamponu

242 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 57,1 mililitre Glasiyal
asetik asit ve100 ml 0,5 molarlik Etilen diamin tetra asetat ve 800 mililitre ddH2O ilave
edilerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye
tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda 1s1sinda

saklandi.
e 5X Tris-Borik asit-Etilen diamin tetra asetat (TBE) Tamponu

54 gram Tris baz ve 27,5 gram Borik asit tartilarak beher icine aktarildi.Uzerine 20
mililitre 0.5 molarlik EDTA (pH’s1 8.0) ve 800 ml ddH2O ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve 120°C’de

15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Hazirlanan ¢6zelti oda 1sisinda saklandi.
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B. YONTEMLER

1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in kan 6rnekleri steril EDTA’l1 tiiplere alinmis ve en geg bir
giin icinde calisilmak iizere oda 1sisinda saklanmistir. 10 ml periferik kan 6rnegi steril
EDTA’11 tiiplere alindiktan sonra caligma icin falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda
(30ml) eritrosit pargalama ¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve +4 9C’de 15 bekletildi. +4 °C’den
c¢ikarilan 6rneklerin 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek supernatant kisimlari atildi ve
pelletleri tamamen suspanse edilerek tlizerlerine tekrar 15-20 ml eritrosit parcalama ¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +40C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi ve supernatantlari atilarak pelletleri siispanse edildi. Siispanse olan pellet {izerine 500 pl
%10’luk SDS 50ul proteinaz K (20 mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit parcalama ¢ozeltisi eklenerek
56°C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkubasyon sonras1 her 1 ml drnek basina 0.37 ml
9.5 M ‘lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra yavasca karistirildi ve 3000 rpm’de 25
dakika santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Santrifuj sonrast supernatant kismi temiz bir
falkona aktarilarak iizerine 1:2 oraninda %99°luk absolu alkol eklendi ve bdylece DNA’nin
presipitasyonu saglandi. Yogunlasan DNAnin alkol yiizeyine ¢cikmasi beklendi ve DNA steril
bir mikropipet uguyla alindi. DNA %70’lik alkolde yikanarak ve korunmak uzere Tris-EDTA
cozeltisi iginde ¢oktiiriildii. DNA Srnekleri +4 °C’de muhafaza edildi.

2. DNA Saflik Tayini

DNA o6rnekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi.260 nm’de
DNA’nin ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans Tris EDTA
cozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak 6lciildii.260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de
okunan absorbans oranindan DNA safligi saptandi.0.D.260 / O.D.280 oram 1,7-1,8 olan
DNA’lar temiz olarak kabul edildi. Bu oranin altinda bir degere sahip olan DNA’lara

temizleme islemi uygulandi.

3. DNA Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi
Cift iplikli DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans 50 pg/ml (50ng/ul)’ dir.
Bu temel bilgiden faydalanarak DNA formulu asagidaki formule gore hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/pl ): Sulandirma katsayist (100) x A260 x 50
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Genomik DNA EDTA’l1 kandan tuzla ¢oktiirme yontemiyle izole edildikten sonra COX-2-
765G—C ve COX-2-1195A—G polimorfizimleri yapildi. COX-2-765 G—C i¢in forward:
5-TATTATGAGGAGAATTACTCGC-3'ile reverse 5-GCTAAGTTGCTCACAGAGAT-
3 ve COX-2-1195A—G polimorfizimi i¢cin ise forward: 5'-
CCCTGAGCACTACCCATGAT-3' ile reverse: 5-GCCTTCATAGGAGATACTGG-3'
primerleri kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapildi. PCR ile ¢ogaltilan COX-
2-765G—C ve COX-2-1195A—G DNA bolgeleri sirasiyla  Acil  ve HpyCH4lV
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesilen drnekler uygun size marker ile birlikte etidyum
bromiirle boyanan %3’liikk agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV transilluminator altinda
degerlendirildi.
4. COX-2-765 gen Polimorfizmini Saptamak i¢in Kullanilacak PCR-RFLP Yontemi
PCR karisimi; 500ng DNA, her bir primerden 10pmol/ul, 1.25mM dNTP, 10x PCR
tamponu (100mM of Tris-HCI, 500 mM of KCI, 15 mM of MgCI2) ve 0,5 {inite Taqg DNA
polimeraz’dan olusacaktir. PCR amplifikasyon kosullar1 94°C’de 3 dakika, 94°C’de 15sn,
58°C’de 30sn ve 72°C’de 1 dakika olmak iizere 33 siklus olarak yapilacak ve 72°C’de 7
dakika son uzama ile PCR tamamlanacaktir. Elde edilecek PCR f{iriinii restriksiyon enzimi ile
kesilerek %2’lik agaroz jel elektroforezinde genotipler tanimlanacaktir.

Kullanilacak primer dizileri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo:4 COX-2-765 geninin polimorfizminde kullamlacak primer diziler

Primerler (5’2 3°)

Tleri Primer S'-TATTATGAGGAGAATTACTCGC -3

Geri Primer 5'-GCTAAGTTGCTCACAGAGAT -3

5. COX-2-1195 gen Polimorfizmini Saptamak i¢in Kullanilacak PCR-RFLP Yoéntemi
PCR karisimi; 500ng DNA, her bir primerden 10pmol/pul, 1.25mM dNTP, 10x PCR
tamponu (100mM of Tris-HCI, 500 mM of KCI, 15 mM of MgCI2) ve 0,5 linite Taqg DNA
polimeraz’dan olusacaktir. PCR amplifikasyon kosullar1 94°C’de 3 dakika, 94°C’de 15sn,
58°C’de 30sn ve 72°C’de 1 dakika olmak tizere 33 siklus olarak yapilacak ve 72°C’de 7
dakika son uzama ile PCR tamamlanacaktir. Elde edilecek PCR {iriinii restriksiyon enzimi ile

kesilerek %?2’lik agaroz jel elektroforezinde genotipler tanimlanacaktir.
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Kullanilacak primer dizileri Tablo5’teverilmistir.

Tablo:5 COX-2-1195 geninin polimorfizminde kullamlacak primer diziler

Primerler (5’2 3°)

ileri Primer 5'-CCCTGAGCACTACCCATGAT -3

Geri Primer 5'-GCCTTCATAGGAGATACTGG -3

6. Klinik teshisler ve hasta gruplar:
Calismaya Istanbul T1p Fakiiltesi, Cocuk Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na
daha 6nce bagvurmus ve halen takip edilen, 2—18 yas arasindaki OSB tanis1 almis ¢ocuk ve

ergenler ve bu ¢ocuklarin biyolojik anne ve babalari dahil edilmistir.

Calismaya alinan olgular icin i¢leme oSlgiitleri:

e 218 yas arasinda olmak

e DSM —1V tani kriterlerine gore Otistik Bozukluk, Atipik Otizm (BTA-YGB) veya
Asperger Bozuklugu tanisina sahip olmak

e Arastirmaya katilmay1 kabul etmis olmak

e Biyolojik anne ve babalarinin hayatta olmalar

Calismanin dislama 6lg¢iitii: Kronik sistemik hastaligi olan, akut ve kronik inflamatuar
hastalig1 olan, dogumsal metabolik hastaligi olan ve ciddi kafa travmasi olan hastalar olarak
belirlendi.

Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’'nda OSB &n
tanisi ile takip edilen hastalarin dosyalari incelenmis, i¢cleme 6lgiitlerini karsilayan olgular
goriismeye alinmis. Gorlisme sirasinda ebeveynlere aragtirmanin igerigi ve amaci agiklanmas,
caligmaya katilmay1 kabul eden aileler degerlendirilmistir. On goriismede ebeveynlerden
alman bilgi ve olgularin gdzlemi ile DSM-IV Otizm Spektrum Bozukluklar: Olgiitleri
kullanilarak OSB tanis1 dogrulanmis ve belirtilerin dagilimi saptanmistir. Daha sonra
derecelendirme igin Cocukluk Otizmi Degerlendirme Olgegi (CODO) uygulanmis ve yapilan

degerlendirmeler sonucunda biitiin aileler ¢alismaya alinmistir (n:101).
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a. Veri Formu:
Veri Formu ebeveynlerden ve tibbi dosyadan alinan bilgilere gore aragtirmaci tarafindan

hazirlanmis ve doldurulmustur. Veri Formu ii¢ boliimden olusmaktadir:

e Sosyodemografik ve adres bilgileri (cocugun adi, soyadi, dogum tarihi, cinsiyeti,
iletisim bilgileri, kardes sayisi, egitim durumu, 6zel egitim siiresi, anne ve babanin her
birinin yasi, meslegi ve egitim durumu),

e (Cocugun psikondromotor gelisimi (hamilelik, dogum sekli, motor gelisimi, dil
gelisimi, ilk klinik bagvurunun zamani1 ve sikayeti, aldig1 diger psikiyatrik tanilar, daha
onceki ilag kullanimlari, bagvuru sirasindaki ila¢ kullanimi)

e [Eslik eden tibbi durumlar, 6zge¢cmis, soy ge¢mis bilgileri, tibbi dosyalardan edinilen
tetkik sonuglarina dair bilgiler (epilepsi, EEG, MRG, ZG, isitme testi, metabolik

inceleme)
b. Cocukluk Otizmi Degerlendirme Olcegi (CODO):

Cocukluk Otizmi Degerlendirme Olgegi otizm tanisinda ve otistik bozuklugu olan
cocugun diger gelisimsel bozuklugu olan ¢ocuklardan ayirdedilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Olgek aile ile goriisme ve ¢ocugun gézlemlenmesi sonucunda elde edilen
bilgiler temel alinarak doldurulmaktadir. Schopler ve arkadaslari tarafindan 1971'de
gelistirilen CODO'nin Tiirkce uyarlamasi Sucuoglu ve arkadaslar1 tarafindan 1996'da
yapilmistir. Goriigmeci 6lgegin doldurulmasiyla ¢ocukta otizmin derecesini
belirleyebilmektedir. Olgek 15 maddeden olusmustur ve 1 normal sinirlarda, 4 cok anormal
olmak iizere yarim derecelik puanlama sistemiyle 6ykii ve goriismedeki gozlemle
doldurulmaktadir. Olgekte yer alan maddeler insanlarla iliski, taklit, duygusal tepkiler,
bedenin kullanimi, nesne kullanimi, degisiklige tepki, gorsel tepkiler, dinleme tepkileri, tat,
koku ve dokunmanin kullanilmasi, korku/sinirlilik, s6zel iletisim, s6zel olmayan iletisim,
davraniglarin etkinlik diizeyi, zihinsel tepkilerin diizeyi ve genel izlenimler basliklar1 altinda
toplanmaktadir. 30 ve {izerinde puan alan ¢ocuklarin otistik bozuklugu oldugu
diistintilmektedir. 30-36.5 puan arasi hafif-orta siddette otizmi, 37-60 puan arasi ise agir
siddette otizmi gdstermektedir. CODO'niin otistik bozuklugu olan ¢ocuklarmn zeka geriligi,
gelisimsel geriligi ya da bagka tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel bozuklugu olan

cocuklardan ayirt edilmesinde 6zgiilliik ve duyarliliginin yiiksek oldugu gosterilmistir (199).
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C. ISTATISTIKSEL UYGULAMALAR:

1. P (Anlamhilhik Degeri) :
Degerlerin istatistiksel olarak kiyaslanmasinda kullanilan anlamlilik degeri (P), bu

tezde arastirilan farkliliklar agsagida verilen derecelerde kbul edildi:

e Onceden bir hipotez varsa P’nin bir kuyruklu ( iki kuyruklunun yaris1) dagilimi

e Onceden bir hipotez yoksa P’nin iki kuyruklu dagilimi

e P>0.05 anlaml fark yok

e P<0.05 anlaml fark var

e P<0.01 ileri diizeyde anlaml1 fark

e P<0.001 ¢ok ileri diizeyde anlaml1 fark (200)

2. Ki Kare Testi (X?)

Nitel sayisal verilerin karsilastirilmasinda kullamlan nonparametrik X?(Chi square)
testi bu tezde, risk alellerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlarinin anlamligini, ikiye iki
kontenjans tablolar ile 1 serbestlik derecesinde (sd) test etmek amaci ile kullanilmistir.
Bununla birlikte hasta ¢ocuklarin CARS puanlari, 1Q skoru, cinsiyet, klinik 6zellikler
(komorbite,gelisim siirecleri), aile 6zellikleri gerek genotiplerine bagl olarak gerekse
bagimsiz olarak test etmek i¢in uygulanmistir. Testlerin bir kism1 SPSS yazilim programi

iginde bir kismi da GraphPad yazilim programini kullanilarak uygulanmistir (200).

3. t Testi

Iki aritmetik ortalama arasindaki farkin anlamliligini test etmede kullanilir.
Iki 6l¢iim birbirinden farkli midir?
1) Bir grubun bir nitelige ait 6l¢iimlerinin ortalamasi 6nceden bilinen bir degerden farkli
midir? (One-Sample t test)
2) iki ayr1 grubun ayni nitelige ait dl¢iimlerinin ortalamalar1 farkli nudir? (Independent-
sample t test)
3) Bir grubun iki ayri nitelige ait 6l¢iimlerinin ortalamalari farkli midir? (Pairled-sample t
test)
Bagimli degisken esit aralikli veya esit oranli olmalidir. Bu test SPSS yazilim programinda

kulanilmustir (200).
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4. ANOVA (varyans analizi)

Varyans analizi veya ANOVA, gozlenen varyansi ¢esitli kisimlara ayirma yontemiyle
baz1 degiskenlerin baska bir degisken iizerindeki etkisini incelemeye yarayan bir grup
modelleme tiirli ve bu modellerle iliskili islemlere verilen genel isimdir. Bu tiir modeller
gbzlenen varyansin gesitli agiklayici degiskenlerin etki pargalarina bélmesini incelerler.
ANOVA, anakiitle ortalamalar1 arasinda farkin olup olmamasini sinar. Anlamli olarak fazla
kalitilms aleller ile CARS skoru, 1Q skoru, anne yasi, konugsma zamani gibi kantitatif

analizlerin korelasyonu yani ¢oklu karsilagtirmalar ANOVA ile yapilmustir.

5. Risk Hesaplari
a. Relatif Risk

Relatif Risk hesaplari, bir faktoriim hasta grubunda kontrol grubuna oranla goériilme
siklig1 hesaplayarak test edilen faktor ile hastalik arasindaki iligskinin giiciinii agiklamaya
yarar. Bu ¢alismada aday genin Otizmdeki relatif riski, Haplotip Relatif Risk tablolarindan

yararlanarak, asagidaki formiile goére hesaplanmistir (201).

Relatif Risk(RR)=[a/(a+tc)]/[b/(b+d)]
a= Risk aleli kalitmis hastanin sayis1
b= Risk aleli kalitmamis hastanin sayisi
c= Diger aleli kalitmis kontrollerin sayis1

d= Diger aleli kalitmamis kontrollerin say1si

Relatif risk bir digeri, iki grupta, yani aleli tagiyan ve tagimayanlar gruplarinda
hastaligin goriilme sikliginin esit; birden fazla ise, hastaligin riskinin aleli tastyanlarda
arttigini; birden kiiciik ise; riskin azaldigini isaret eder. Relatif Risk i¢in Giiven Araligi
(G.A)), ki kare (karekokii) degeri tizerinden %95 dogruluk diizeyi kabul edilerek, asagidaki
formiille hesaplanir (201).

%95 G.A = RR (1#196%)
RR= Relatif Risk X= Ki



http://tr.wikipedia.org/wiki/Varyans
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=A%C3%A7%C4%B1klay%C4%B1c%C4%B1_de%C4%9Fi%C5%9Fken&action=edit&redlink=1
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b. Ihtimal Oram
Hasta grubundaki risk aleli tagiyanlarin tasimiyanlara, kontrol grubuna oranla kontrol

grubundaki risk aleli tasiyanlarin tagimayanlara ihtimalidir (201).

ihtimal Orani1 = ad / be

¢. Yiiklenen Kesit

Risk unsurunun arastirilan fenotipin, populasyon geneline oranindaki etkisi yiiklenen
kesit olarak tanimlanir. Bu kesit, artmis risk hakkinda relatif riskden daha anlaml bilgi verir.
Ciink risk unsurunun populasyon iizerindeki etkisi bu risk altinda olan grubun frekansina
baglidir. Diger bir deyisle, populasyon temelinde az relatif riskle iliskilendirilmis fazla
siklikta goriilen bir hastalik, yiiksek relatif riskle iligskilendirilmis nadir goriilen bir hastaliktan,
neden oldugu 6liimler agisindan daha ciddi olabilir. Yiikselen kesit asagida verilen formiilden

hesaplanmistir (201).

Yiiklenen Kesit (Y.K) =[ f (R.R-1) ]/ [ 1+f (R.R-1)]
f = liskilendirilmis allelin kontrol grubundaki frekansi
R.R = Relatif Risk

6. Aile temelli iliski analizleri

Bir genin alleli hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak daha sik
bulunuyorsa bu gen hastalikla iliskilidir denir. Populasyon tabakalagmasinin analizleri
etkilememesi , daha ziyade yalanci pozitif anlamliliklarin 6niine gegmek i¢in bu tezde aile
temelli iliski analizleri uygulandi. Bu tezde analizlerde disaridan segilmis bir kontrol grubu
yerine akrabalardan olusmus bir kontrol grubu kullanildi. Bu ¢alismada aday genlerin OSB ile
olan iliskileri iki tip analizle irdelenmistir. a. Haplotip relatif risk, b. Kalitilabilme esitsizligi

testi (transmission disequilibrium test).
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a. Haplotip temelli haplotip relatif risk analizi

Haplotip Relatif Risk (HRR) analizi en az bir etkilenmis ¢ocugu olan ¢ekirdek
ailelerden veri elde ederek anne baba ve hasta ¢ocuk tg¢liilerini irdeler. Her aile iginde hasta
grubu etkilenmis ¢cocugun genotipi, kontrol grubu ise de anne babadan ¢ocuga kalitilmamais
genotipten olusan yapay bir gruptur. HRR’nin bu ¢alismada kullanilan haplotip temelli
olanidir ki bu genotipler yerine allelleri karsilastirilir. Bylece her anne baba ¢ocuk tigliisiinde
kalitilmis iki allellerin ve kalitilammus iki allellerin frakanslar: karsilastirilir. Sonugta her tiglii
iki ayr1 hasta grubu gibi degerlendirilir. Istatistiksel olarak anlami 2’ye 2 kontenjans tablosu
olusturularak ki kare testi ile 1 sd’de test edilir. Eger test edilen polimorfizm iki allelli ise
birinin kalitilabilirligi digeriyle karsilastirilir, ikiden fazla ise teki diger tiim allellerden

olusan gruba kars1 test edilir.

b. Kalitilabilme esitsizligi testi (KET) (TDT)

HRR analizi anne babadan kalitilmis ve kalitilmamuis allellerin ikili gozlemler
oldugunu varsaymaz. Kisisel gecisi goz onilinde tutan McNemar testleri ile gergek iliskinin
daha emin ortaya cikartilabilecegi 6ne siiriilmektedir. Bu yontemi uygulayan kalitilabirlik
esitsizligi testleri bu calismada kullanilmistir. Burada test edilen iinite yine ticliilerdir. Sadece
aday gen heterozigot olan anne veya babadan kalitilmis ve kalitilmamis genlerin sayist
karsilastirilir. Ortaya ¢ikan KET istatistigi, HRR gibi, ki kare dagilim1 gosterir ve p degeri 1

sd’de bulunur.

Kalitabilme Esitsizligi Testi (KET)=(b-c)/(b+c)
b = Heterofizot anne-babadan kalitilmis alellerin sayisi
¢ = Heterofizot anne-babadan kalitilmamuis alellerin sayisi
KET : ki kare, 1 sd

KET’in en 6nemli 6zelligi iliskinin yaninda baglantiy1 da test etmesidir. Cilinkii aday
allelin katilabilirlik ihtimali g6z 6niinde bulundurulur. Sifir Hipotezi (Ho), Mendel ayirisim
yasasina gore, heterozigot anne babadan hasta gocuga her allelin ayn1 ihtimalle gegmesidir.
Eger gen ile hastalik arasinda iliski veya baglanti varsa, risk allelinin kalitilabilirligi %50’den

fazla olur (202, 203).
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¢. Genisletilmis Kahtilabilme Esitsizligi Testi (GKET)

Cok cesitli allelleri olan polimorfizmlerin iliskileri KET temelli Extended
Transmission Disequilibrium Test (ETDT) analizlerinde yapilabilmektedir. Burada ii¢ ana
hipotez test edilir:

1) Her allel igin KET heterozigot anne-babadan hasta ¢ocuga kalitilabilirlik ihtimalini
hesaplar. Boylece her allelin diger allel gruplarina kars: kalitilabilme farkliliklar: goriiliir.
Burada istatistiksel diizeltme onerilir.

2) Allellerin kalitilma esitsizligi her heterozigot anne-baba genotipi goz oniinde
bulundurularak hesaplanir. Bu da ki kare testi olup sd gézlenen genotip sayisina esittir.

3) Allel temelli analiz ise lojistik regresyonla allellerin kalitilmasinda sapmay1 hesaplar (203).
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BULGULAR

Calismaya 16 (%15,8) kiz, 85 (%84,4) erkek, toplam 101 kisi alindi. Olgularin 61°1
(%60,4) sag elini, 21’1 (%20,8) sol elini ve 19°u (%18,8) de her iki elini kullanmaktaydi.
19(%18,8) cocugun hi¢ kardesi yokken, 40 (%36,9) cocugun bir kardesi,,29 (%28,7) cocugun
iki kardesi, 8 (%7,9) cocugun li¢ kardesi ve 5 (%5) cocugun dort kardesi mevcuttu. Anne baba
arasindaki akrabalik 82 (%80,2) olguda yokken, 19(%18,8) olguda mevcuttu. Olgularin 86’s1
(%85,1) normal gebelik siirecinden gecmisken, 15’inde (%14,9) problem saptanmisti.
Olgularin 58’1 (%57,4) normal dogumla diinyaya gelmisken, 43 liniin (%42,6) sezeryanla
dogdugu tespit edildi. Olgularin 66°s1 (%65,3) ilk sekiz ayda desteksiz oturmusken, 28’1
(%27,7) sekiz ile on bes ay arasinda desteksiz oturmustur ve 7’si (%6,9) on bes aydan sonra
desteksiz oturmustur. Olgularin 62°si (%61,4) ilk onbes ayda, 28’1 (%27,7) onbes yirmidort
ay arasinda ve 10°u(%9,9) da yirmidort aydan sonra ylirtirken, 1’1 (%]1) hig
yiirliyememektedir.

Olgularin 12’sinin (%11,9) kelimelerinin ilk 15 ayda, 23’1 (%22,8) 2 yasina kadar,
45°1 (%44,6) 2 yastan sonra ortaya ¢iktig1 ve 21’inin (%20,8) hi¢ kelimesi olmadigi tespit
edilmistir. Olgularin 2’sinin (%2,0) ilk 2 yasinda ciimle kurabildigi, 10’ unun (%9,9) 2-3 yas
arasi, 39’unun (%38,6) 3 yastan sonra ciimle kurdugu ve 50’sinin (%49,5) hala climle
kuramadigi tespit edilmistir. Olgularin 67’sinde (%66,3) ek tan1 mevcutken, 34’1 (%33,7) ek
tan1 almamistir. Olgularin 20°s1 (%19,8) ila¢ kullanmazken, 81’1 (% 80,2) ilag
kullanmaktaydi. Olgularin 75’inin (%74,3) 6zge¢misinde 6zellik yokken, 26’sinda (%25,7)
ozellik mevcuttur, bunun yaninda olgularin 69’unun (%68,3) soyge¢cmisinde 6zellik yokken,
32’sinde (%31,7) 6zellik vardi.

Olgularin 7’sinde (%6,9) normal 1Q degeri, 8’inde (%7,9) sinir mental kapasite,
30’unda (%29,7) hafif derecede mental retardasyon, 34’iinde (%33,7) orta derecede mental
retardasyon, 20’sinde (%19,8) agir derecede mental retardasyon ve 2’sinde (%2,0) ¢ok agir
derecede mental retardasyon tespit edilmistir. CARS degerleri minimum 30 puan ¢ikmigken,

maksimum 54,5 puan hesaplanmistir ve ortalama CARS puan1 38.995’tir.
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|Q Sayi Yizde %
normal 7 6,9
sinir 8 7,9
hafif 30 29,7
orta 34 33,7
agir 20 19,8
cokagir 2 2,0
Total 101 100,0
Tablo:7 CARS skoru ve yas daghmi
N=101 yas CARS anne yasl | baba yasi
Ortalama 9,86 38,995 27,52 31,32
Minimum 3 30,0 17 21
Maximum 18 54,5 41 59




cinsiyet kadin 16 %15,8
erkek 85 %84,2
dominant sag 61 %60,4
el sol 21 %20,8| Tablo:9
herikisi 19 %18,8 | Sosyodemografik
kardes 0 19 %18,8 Veriler
sayisl 1 40 %39,6
2 29 %28,7
3 8 %7,9
4 5 %)5,0
akrabalik yok 82 %81,2
var 19 %18,8
gebelik normal 86 %85,1
anormal 15 %14,9
dogum normal 58 %57,4
sezeryan 43 %42,6
oturma 8ay 66 %65,3
8-15ay 28 %27,7
15 ay > 7 %06,9
yurime 15ay 62 %61,4
15-24ay 28 %27,7
24 ay > 10 %9,9
yok 1 %1,0
kelime 15ay 12 %11,9
15-24ay 23 %22,8
24 ay> 45 %44,6
yok 21 %20,8
Climle 24ay 2 %?2,0
24-36ay 10 %09,9
36 ay > 39 %38,6
yok 50 %49,5
Ek tani yok 34 %33,7
var 67 %66,3
ilac yok 20 %19,8
1 adet 34 %33,7
1’den fazla 47 %46,5
Ozgecmis yok 75 %74,3
var 26 %25,7
Soygegmis yok 69 %68,3
var 32 %31,7
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COX-2-765 geni i¢in tim 0rnekler sadece heterozigot anne babadan hasta gocuga
gecisi sayan ve bu baglantiy1 da test eden TDT ile incelendiginde hasta ¢gocuklara kalitiminin
anlamlilik derecesine ulagmadig goriilmiistiir (p:0,2248). Ayn1 6rneklem HHRR ile
incelendiginde COX-2-765 geni i¢in anlamli bir gegis bulunamamustir (p:0,3348).

Tablo 9: COX-2-765 gen polimorfizminde heterozigot geciste TDT analizi

COX-2-765 C G
Tdt
KALITILMIS
KALITILMAMIS
TOPLAM

P :0,2248

TOPLAM
56

56

112

26
30
56

30
26
56

Tablo 10: COX-2-765 gen polimorfizminde HHRR analizi

COX-2-765 HASTA KONTROL

HRR

TOPLAM

C

28

31

59

G

154

151

305

TOPLAM

182

182

364

P:0,3348

Tablo 11: COX-2-765 geni i¢in genotiplerin saptanan sayilari

COX-2-765

HASTA

KONTROL

HRR

TOPLAM

CG

22

25

47

CC

3

6

GG

66

63

129

TOPLAM

91

91

182
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COX-2-1195 geni icin tiim Ornekler sadece heterozigot anne babadan hasta ¢ocuga
gecisi sayan ve bu baglantiy1 da test eden TDT ile incelendiginde hasta ¢gocuklara kalitiminin
daha fazla oldugu ve bunun anlamlilik derecesine ulastig1 goriilmiistiir (p:0,0262). Ayni
orneklem HHRR ile incelendiginde COX-2-1195 geni i¢in anlamli bir gecis bulunamamistir
(p:0,1064).

Tablo 12: COX-2-1195 gen polimorfizminde heterozigot geciste TDT analizi

COX-2-1195 G A

TDT TOPLAM
KALITILMIS 21 13 34
KALITILMAMIS 13 21 34
TOPLAM 34 34 68
P:0,0262

Tablo 13: COX-2-1195 gen polimorfizminde HHRR analizi

COX-2-1195 HASTA KONTROL
HRR TOPLAM
A 142 150 292

G 28 20 48
TOPLAM 170 170 340
P:0,1064

Tablo 14: COX-2-1195 geni i¢in genotiplerin saptanan sayilar

COX-2-1195 HASTA KONTROL

HRR TOPLAM
AG 26 18 44

AA 58 66 124

GG 1 1 2
TOPLAM 85 85 170
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TARTISMA:

COX-2 ile ilgili yapilmis ¢aligmalar1 gdzden gegirdigimizde arastirmacilarin farkli
norolojik ve psikiyatrik hastaliklarda COX-2’nin olasi rolii iizerinde durdugunu yazinda
gormekteyiz.

Multiple Sklerozda(MS) COX-2’nin rolii ile ilgili yapilan gesitli calismalar
bulunmaktadir. Cok yaygin bir hayvan modeli olarak kullanilan Deneysel Otoimmiin
Ensefalomyelitde(EAE) COX-2 immunoreaktivitesi tespit edilmistir (131). Farkli bir EAE
modelinde, miyelin temel protein(Myelin Basic Protein=MBP) adl1 bagka bir miyelin protein
peptidi ile immiinize Lewis siganlarda, COX-2 immiinreaktivitesi 6zellikle noronlar ve
endotelyal hiicreler ile iliskili olarak bulunmustur (167). Rose JW ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmada Nitrik oksit sentazin indiiklenebilir izoformu (iNOS) ve siklooksijenaz (COX-2)
arasindaki etkilesim immiin aracili inflamatuar yanit ve oligodendrositlerin glutamat-aracili
eksitotoksisitesi ile iliskili olabilir denmistir. Her iki enzim sik1 bir sekilde eksitotoksik
noronal 6liim ile iligkilendirilir (168). Sogut ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada otizm tanisi
alan ¢cocuklarda NO seviyeleri yiiksek bulunmustur ve NOS’un otizmde etkili olabilecegi 6ne
stiriilmiisttir (190). Zoroglu (192), Akyol (193) ile Yanik (194) ve ekibinin yaptgi ti¢ ayri
caligmada sizofreni hastalarinin serum ve plazma 6rneklerinde NO seviyeleri yiiksek
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda sadece NO degil o yolak da yer alan diger molekiiller de
arastirllmistir. Arginin ve NO dongiisii sizofreni ile iliskilendirilmistir. Periferal total nitrit
seviyesi sizofrenik beyinlerdeki NO aktivitesini gosterebilir mi diye bakildiginda yapilan
caligmalarda daha ¢ok multipl skleroz , inflamatuar norolojik hastaliklar ve AIDS gibi
demiyelinizan hastaliklarda serum nitrit diizeyinde artis oldugu goézlenmistir (195). NO
ndradrenalin dopamin salinimi, hafiza ve 6grenme, serebrovaskular sistemdeki regiilasyon,
yeme, icme, uyaniklik gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonun yaninda sizofreni, bipolar bozukluk,
major depresyon, otizm, Alzheimer hastaligi, Hungtington hastaligi, alkol ve madde
bagimlilig1 ve serebral iskemi gibi bir¢ok patolojik durumla da iliskilendirilmistir (196,
197,198).

Rose JW ve arkadaslari yaptiklari galismada COX-2 ve iNOS ekspresyonu
boyutunu belirlemek i¢in iki kontrol ve kronik aktif lezyonlu yedi MS hastasindan alinan
dokular1 incelemislerdir. Kontrollerdeki ekspresyon yoklugunun tersine, tiim MS
lezyonlarinda COX-2 de belirgin bir indiiksiyon oldugunu belirten aragtirmacilar aynm
zamanda COX-2’nin siklikla iNOS ile baglantili olarak ifade edildigini belirtmislerdir. COX-

2 en son demyelinizasyon gosteren, miyelin temel protein katabolitlerinin bulundugu
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bolgelerde bulunmustur. COX-2 ekspresyonu hasar gormiis oligodendrositlerin yakininda
bulunan makrofaj/mikroglia isaretleyici CD64 pozitif hiicrelerde tespit edildi ki; bu
lezyonlardaki COX-2 ekspresyonunun énemli bir boliimiiniin immiin-derive hiicreler
tarafindan eksprese edildigini gosteriyordu (168). Bununla birlikte Khoury SJ ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise MS fare modelinde PGE2’nin koruyucu bir etkisi
oldugunu diislindiiren hastaligin iyilesme asamasinda PGE2 diizeylerinde artis gosterilmistir
(169). Yine tersine, Reder ve arkadaslari bir NSAID olan indometazinin aktif EAE’yi
baskiladig1 belirtmislerdir (170). Literatiirde MS hastalarinda PG’ler ve daha genel olarak
arasidonik asit metabolitleri ilgili tartismalar mevcuttur (171).

Amyotrofik Lateral Skleroz(ALS) patogenezinde COX-2 tutulumunun bulunabilecegi
hipotezinin temeli COX-2’nin inflamasyonda ve glutamat bagimli ndrotoksisitede iyi bilinen
rolii ile iligkilendirilmistir (131). Yapilan iki ayr1 calismada ALS hastalarinin postmortem
bakilan spinal kordlarinda (172) ve transgenik mutasyona ugramis Cu/Zn Siiperoksit
Dismutaz(SOD?1) farelerin omuriliklerinde COX-2 mRNA’s1 ve proteininin arttig
gdzlemlenmistir (173). Iki farkli calismada ALS hastalarmin beyin omurilik sivilarinda(BOS)
artmig PGE2 diizeyleri ile ilgili olarak birbirleriyle tutarli sonuglar bildirilmistir (174, 175).
Maihofner C. ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ALS hastalarinin postmortem spinal
kordlarindaki COX-2 ekspresyonunun belirgin olarak yiikseldigi ve hem noronlar ve hem
de glial hiicrelere lokalize oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik, COX-1 immiinoreaktivitesi
baz1 mikroglial hiicreler ile sinirli bulunmus ve ALS hastalar1 ve kontrol grubu 6rnekleri
arasinda anlamli bir farklilik saptanamamustir (175).

Giiniimiizde, Parkinson hastaliginda(PH) cesitli NSAII’lerin nérodejenerasyonu
azalttig ile 1lgili hiicre ve hayvan modellerinde celiskili sonuglar vardir (176).Baz1 vakalarda
NSAIl’lerin néroprotektif serbest radikal siipiiriicii etkilerinin COX inhibisyonundan veya
inflamasyonu zayiflatic1 etkilerinden daha ziyade ilgili olabildigi séylenmistir (177, 178). iki
caligmada postmortem PH orneklerinde ya da PH deneysel modellerinde COX
izoformlarmin ekspresyonu arastirilmigtir (131). Ilk calismada 11 idiyopatik Parkinson
hastalarinin substantia nigradaki ameboid veya aktive mikroglial hiicrelerinde artan bir
COX-2 ekspresyonunu rapor edilmisken, néronal ve astrogliyal COX-2 ekspresyonu, kontrol
ve PH gruplarinda farkli degildi. Her iki grupta da bazi néron somalarinda ve birkag glial
hiicrede orta diizeyde COX-1 immiinoreaktivitesi gozlendi ki; bu PG sentezinin biiyiik bir
potansiyelinin COX-2 ve mikroglial hiicreler ile iliskili oldugunu diisiindiirmiistiir (179).
Buna karsilik, ikinci ve daha yeni ¢alismada postmortem PH 6rneklerde ve 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) fare modelinde COX-2’nin spesifik olarak substantia
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nigradaki dopaminerjik néronlarda indiiklendigi gosterilmistir (178). Astrositlerde ve aktif
mikroglialarda belirgin bir boyanma olmadigi tespit edilmistir. Buna ek olarak, insan ve fare
dokularmin her ikisinde de PGE2 seviyeleri artmistir (178).

Her ne kadar ayni koruyucu etkisi her arastirmada kanitlamis degilse de, Alzheimer
hastaliginda(AH) COX’un patojenik bir rol oynadigi kavrami, uzun siireli NSAII kullanimi
ile diisiik AH riski arasinda derin bir iligki bildiren epidemiyolojik ¢calismalara dayanmaktadir
(180). AH’larin postmortem beyin dokularinda yapilan incelemelerde COX-2 mRNA
diizeyleri azalmis ya da artmis olarak rapor edilmistir ki (140, 181, 182); bunun muhtemel
nedenleri, COX-2 transkriptlerinin kisa bir yarilanma 6mriine sahip olmalar1 veya inflamatuar
stireclerle ilgili bireysel degiskenlikler olabilir (183). Bazi ¢aligmalarda hastalarin beyin
dokularinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda néronal COX-2 immiinoreaktivitesinin
artmig oldugu rapor edilmistir (140,162). Ancak, COX-2 ekspresyonunu hastaliga 6zgii ve
ayirt edici klinik demans derecelendirme ve hastaligin Braak evresi ie iliskilikilendiren diger
caligmalarda, COX-2 pozitif ndronlarin sayisinin demans siddeti ile azaldigi belirtilmistir. Son
donem AH’da, COX-2 pozitif néronlarin demansi olmayan kontrollere oranla anlamli olarak
daha az oldugu goriilmiistiir (162, 184).Alzheimer hastaliginin gelisiminde koruyucu bir rol
oynadigi s6ylenen COX-2-765 geninin C alleli (prostaglandin endoperoksit sentaz 2; PTGS2)
promoter polimorfizminin AH riskinde azalma ile iliski oldugu bildirilmistir (162).

Yoo HJ ve arkadaslarinin yaptigi calismada PTGS2  (cox-2’yi kodlayan gen)
polimorfizmleri ¢ocuklarinda otizm spektrum bozuklugu olan 151 Koreli aile triosunda
(anne, baba ve g¢ocuk) degerlendirilmistir. Bu ¢alismada rs2745557nin A alleli Otizm
spektrum bozuklugunda tercihen iletildigi bulunmus (p<0.01) ve GAAA haplotipi Otizm
spektrum bozukluguyla anlamli olarak iliskili bulunmustur (5). Ayrica bu ¢alismada ADOS
ve ADI-R testlerinin iletisim, karsilikli sosyal etkilesimde kalitatif anormallikler ve
overaktivasyon/ajitasyon spesifik alanlarinin skorlariyla her gen arasinda anlaml istatistiksel
iliski gézlenmistir(5).

Psikiyatrik hastaliklarin genetiginin arastirilmasinda farmakolojik ve ndrolojik
bulgulardan yola ¢ikarak aday genlerin belirlenmesi ve bu genlerin farkli topluluklarda iligki
veya baglant1 analizleri ile irdelenmesi 6nemli yer tutmaktadir. Diger karmagik kalitim
gosteren hastaliklar gibi psikiyatrik hastaliklarin da 6zelligi olan ¢ok unsurlu kalitim, genetik
ve klinik heterojenite, diisiik penatrans, epistatik etkilesimler bu analizlerin a¢iklanmasinda
karisikliga yol agmaktadir. Kalitimi tanimlanmis ve aday genleri ¢ok daha fazla arastirilan
sizofreni ve depresyon gibi hastaliklarda bile hala hangi genlerin yatkinliga neden oldugu ve

bu genler arasinda etkilesimler tam olarak bilinmemektedir. Bu tezdeki bulgularin
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degerlendirilmesinde One stiriilen genetik ve klinik heterojenitenin varliginin goz 6niinde
bulundurulmasinin yanisira, kullanilan analitik yontemlerin varsayimlariin da tartisiimasi
gerekmektedir. Bir ¢alismada gosterilen pozitif iligki, eger gercek iligki ise, bagka caligmalarla
da dogrulanmalidir (185). iliski analizlerinde bulgularin dogrulanmasi, hastalik allelinin
genelde kabul edilen %80 dogruluk aralig1 icinde, relatif riskine ve goriilme sikligina baglidir.

Bu baglamda, iliski analizlerinde anlami1 yakalayabilmek i¢in gereken drnek sayisi
onemli yer tutmaktadir. Risch ve Merikangas hastalik geninin tanimlanmasinda baglant1 ve
iliski analizlerinde gereken 6rnek sayilarini hesaplamuslardir (185). Iliski analizlerinde orta
siklikta gdriinen (0.5 siklikta) ve relatif riski 1.5 olan bir alel i¢in yaklasik 950, relatif riski 2
olan i¢in 340, relatif riski 4 olan i¢in 103 hasta ve kontrol ¢iftinin taranmast gerektigini
Onermistir. Bu bulgular ¢er¢evesinde genelde gereken sayidan daha az sayida 6rnek
alindigindan negatif bulgularin tip 2 hatalarindan (iliski varken reddetmek) ortaya
¢ikabilecegi 6ne siiriilmiistiir (186). Bunun yanisira farkl allel frekanslari ve epistatik
iliskiler, degisik etnik topluluklarda yapilan iligki analizlerinde ortaya ¢ikan uyumsuz
sonuglarin nedeni olabilmektedir. Ayrica One siiriilen iligki bir bagka alel ile olan baglanti
dengesizliginden dolay1 ortaya ¢ikabileceginden, farkli topluluklarda aday alleller farkl: alt
tipleri belirleyebilir. Bu sebeple aday gen ile yapilan caligsmalarin tamamen ayni olmasin
beklemek yanlis bir varsayimdir.

Ayrica calismamizdaki kontrol grubu anne-babalardan kalitilmamig alel ve
genotiplerden olusmaktadir. Bu kontrol grubu gergek bir kontrol grubu olmamakla beraber
saglam ebeveynlerin ¢ocuklarina katilmadiklar1 alel ve genotipleri icerdiginden dolayr yapay
bir kontrol grubu sayilmaktadir. ~Saglikli ¢gocuklarin bulundugu kontrol gruplariyla yapilan
caligmalarin bulunmasi ve daha objektif verilerin elde edilme ihtimali a¢idan ¢alismamizda
saglikli  cocuklarin  bulundugu kontrol grubunun olmamas: bir eksiklik olarak
degerlendirilebilinir. Yukarida da bahsedildigi gibi calismaya katilan hasta sayist da onemli
bir kriter sayilmaktadir. Bu acidan c¢alismamizdaki hasta sayist (N=101) ve kontrol
grubundaki sayr (N=202) yeterli sayilmamaktadir. Destekleyici veya benzeri diger
caligmalarda daha fazla hasta ve kontrol populasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yaptigimiz calismada COX-2-765 geni icin tiim 6rnekler sadece heterozigot anne
babadan hasta ¢ocuga geg¢isi sayan ve bu baglantiy1 da test eden TDT ile incelendiginde hasta
cocuklara kalittminin anlamlilik derecesine ulasmadig goriilmiistiir (p:0,2248). Ayni
orneklem HHRR ile incelendiginde COX-2-765 geni i¢in anlamli bir gegis bulunamamaistir
(p:0,3348).
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COX-2-1195 geni i¢in tiim ornekler sadece heterozigot anne babadan hasta ¢ocuga
gecisi sayan ve bu baglantiy1 da test eden TDT ile incelendiginde hasta ¢ocuklara kalitiminin
daha fazla oldugu ve bunun anlamlilik derecesine ulastig1 goriilmiistiir (p:0,0262). Ayni
orneklem HHRR ile incelendiginde COX-2-1195 geni i¢in anlaml1 bir gecis bulunamamaistir
(p:0,1064).

Yoo HJ ve arkadaslarinin Koreli triolarda PTGS2 (COX-2’yi kodlayan gen) ve OSB
fenotipi arasindaki iliskiyi incelemek i¢in yapmis olduklari ¢alisma bu alanda yapilan ilk
calismadir. Bizim c¢alismamiz da Yoo HJ ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada elde edilen
pozitif sonuglar1 desteklemektedir. Her iki calismada da OSB ve COX-2 geni arasinda anlamli
iliski bulundugu tespit edilmistir. Fakat bununla birlikte bu c¢alismanin  daha genis
populasyonlarda tekrarlanmasi gerekir ve daha fazla genetik belirtegler kullanilmalidir. OSB
fenotipleri ve COX-2 geni arasindaki iliskiyi test edecek daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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EK 1-COCUKLUK OTiZMi PUANLAMA OLCEGI

{STANBUL TIP FAKULTESI COCUK RUH SAGLIGI ve HASTALIKLARI ANA BILIM DALI
OTizZM BIRIMI

COCUKLUK OTizMi PUANLAMA OLCEGI

Yonergeler: tlgegin her-bir maddesi ile iligkili davramﬁaﬁ puanlayn. 15 puan ekleyin ve sondaki
6lcegi kullamin.
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14. Entellektiiel Yamtin Diizeyi Ve Uygunlugu
15. Genel Izlenimler
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30-36 Hafif-Orta Derecede Otistik
37-60 Asin Derecede Otistik
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Ozel egitim:

Kardes Sayisi:

Akraba Evliligi O Var O Yok
Adres:

Annenin Yasi:

Annenin Egitim Durumu:

Annenin Meslegi:
Telefon:

Babanin Yasi:

Babanin Egitim Durumu:
Babanin Meslegi:
Telefon:

2.Gelisimsel Ozellikler:
Hamilelik Siireci:
Dogum Sekli:

Anne Siitu Suresi:
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Motor Gelisim: Oturma:
Yiiriime:
Dil Gelisimi:Kelime:
Ciimle:

Ik Klinik Basvuru Yas:

Basvuru Sikayeti:

Psikiyatrik Ek Tanilar:

Suan Kullandig ilaclar:

(")zgeg:mis:

Soygecmis:

Zeka Puani:



65

EK 3-BILGILENDIRiLMiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

Arastirmanin Ad1 / Protokol Numarasi: Otizm spektrum bozuklugunda COX-2-
765G—C ve COX-2-1195A—G genlerinin incelenmesi

Arastirmanin Konusu Otizm spektrum bozuklugunda COX-2-765G—C ve COX-2-
1195A—G genlerinin incelenmesi

Arastirmanin Amaci: Bu arastirmada klinigimize bagvuran Otizm spektrum bozuklugu tanili
cocuklar ve bu cocuklarin biyolojik anne ve babalarinin kan 6rneklemlerinde COX-2-
765G—C ve COX-2-1195A—G genlerinin incelenmesi planlanmaistir.

Arastirmanin Siiresi: 1 y1l
Arastirmada izlenecek Yéntem:

Calisma grubu:

Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dalina daha 6nce
basvurmus ve halen klinigimizde takip edilen 2-18 yas aras1 Otizm spektrum Bozuklugu
tanis1 konulmus ¢ocuklar ve bu ¢ocuklarin biyolojik anne ve babalar1 ¢alisma grubu olarak
aliacaktir. Katilim goniilliiliik esasina dayali olacaktir. Toplam 150 ¢ocugun arastirmaya
katilmasi planlanmistr.

Kan &rneklemi; calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Sagh@ ve Hastaliklart
Anabilim Dalina daha 6nce bagvurmus ve halen klinigimizde takip edilen 2-18 yas arasi
Otizm spektrum Bozuklugu tanisi konulmus ¢ocuklar ve bu ¢ocuklarin biyolojik anne ve
babalarindan alinan kan 6rneklemi kullanilacaktir.

. Goniilliiden 10cc EDTA’]1 kan 6rnegi alinacaktir.
o Alman kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilacaktir.
° Polimorfizm ¢alismalar1 direkt hastalik sonucunu belirtmemekte olup,

kisiye s6z konusu hastaliga yatkinlikla iligkili genetik yapiya sahip olup olmadigini
gostermektedir.

. Calismada goniilliiniin sadece kan 6rnegi alinacaktir ve goniilli tizerinde
baska herhangi bir ¢aligma yapilmayacaktir.

o Aliman kan orneklerinden DNA elde edilecek ve bu DNA 6rnekleri bu
caligma disinda bagka bir islem i¢in kullanilmayacaktir.

. Diger bir c¢alismada gonilli DNA’simin  kullanilmasi gerektiginde
kendisinden i1zin alinacak goniilliinlin uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlik ve riskle
karsilasmas1 s6z konusu degildir.

. Bu calismada goniilliintin  higbir hukuki ve mali sorumlulugu
bulunmayip tiim sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir.

J Goniillii arzusu iizerine mali ve hukuki yilikiimliiliik olmaksizin
caligmadan ayrilabilir.

. Bu islemler i¢in goniilliiden higbir iicret talep edilmeyecektir.

o Bu ¢aligma i¢in goniilliiye herhangi bir ticret 6denmeyecektir.

. Calismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir, goniilli istedigi

taktirde calismadan ayrilabilir.
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J Goniilliiniin ¢caligmaya katilmay1 reddetmesi onun gelecekteki takip ve
tedavisi lizerine olumsuz etkide bulunmayacaktir.

J Goniilliiniin ¢alismaya katilim siireci sadece goniilliiden kan 6rneginin
alinmast ile sinirlidir.

. Calisma kabul kriterlerine ve 6zelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde ¢calismadan
c¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢alismadan arastiricinin istegi ile
cikarilabilirsiniz.

Alternatif Tedavi veya Girisimler: Yok.

Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler: Uygulama sirasinda herhangi bir
rahatsizlik ve risk s6z konusu degildir.

Arastirma Ilacinin Olasi Yan Etkileri: Goniilliiye herhangi bir ilag verilmeyecektir.
Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Ad1/ Soyad1/ Telefonu:

Dr. ilyas Kaya 0533 263 13 34

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozIlii agiklama asagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekeesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi iste§ime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.
S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih

Aciklamalari Yapan Kisinin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyad1 / imzas1 / Tarih



67

EK 4-ETiK KURUL ONAYI

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi : 1010 Tarih ; 19.08.2012
Konu ; Prof, Dr. Siileyman Satih ZOROGLU hk,

Saym Prof. Dr. Siileyman Salih ZOROGLU

Cocuk Ruh Saghg ve Hastaliklar Anabilim Dah

Ogretim Uyesi

figi :Anabifim Dalinizin 21.05.2012 tarihli 485 sayili yazisi|

Sorumiu aragtiriciigint Gstlendiginiz ve Dr. llyas KAYAnin ylritecedi 2012/910-1094 dosya numaral
"Otizm spektrum bozuklugunda cox-2 765g—c ve cox-2-1195a—g genlerinin incelenmesi” baglikl tez
galigmast kurulumuzun 31.05.2012 tarihfi 10 sayil toplantisinda uygun bulunmus olup, tutanakiar ekte
sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

” ﬁfﬁ(’y
," ’
A

(o
Prof.Dr. A. Ya{;lz/ URESIN

istanbul Tip fakittesi Kiinik Arastirmalar
Etik Kurul Bagkani

Eki: Tuianak
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EK 5-OZGECMIS

Dr.ilyas KAYA’NIN Ozgecmisi

Ad1 Soyadi : {lyas Kaya

Dogum Tarihi :22.10.1984

Dogum Yeri : Hakkari

Unvam : Dr.

Medeni hali : Evli,bir ¢ocuk sahibi

Ev Adres :Kizilelma cad. Hasekisultan Mah. Paydas Apt. 45/6 Fatih istanbul
Tel : 0533 2631334

Is Adresi: : 1.U. ITF Cocuk Psikiyatrisi AD  Sehremini 34280 Capa/istanbul
E-mail ‘kayailyas@ymail.com

MEVCUT AKADEMIiK DURUMU

L.U. ITF Cocuk Psikiyatrisi Anabilim Dali Tipta Uzmanlik Ogrencisi

OGRENIM DURUMU

Lisans : 1.U. istanbul T1p Fakiiltesi 2002-2008

Uzmanlik Egitimi: Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 AD 2008-2013



