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OZET

Yaygin gelisimsel bozukluklar (YGB) icinde siniflandirilan Otistik Bozukluk (OB),
yasamin ilk yillarinda baslayan, sosyal beceri, sozel ve sdzel olmayan iletisim, biligsel
gelisimde o©zgiil gecikmeler ve sapmalar, tekrarlayac1 ve basmakalip davranmiglarla
karakterize noropsikiyatrik bozukluktur. OB ile ilgili tanimlanmis ¢ok sayida lokusta
mutasyon, kopya sayist degisikligi bulunmasina ragmen hastalarin biiyiik kisminda
sorumlu patogenez aydinlatilamamustir. Vitamin D; steroid yapida yagda eriyen bir
vitamin ayni zamanda hormondur. Kaynagi ultraviyole B giines ismlar1 varhiginda
deride gerceklesen sentez ve diyet ile alimdir. Aktif formu 1,25(OH),D5’tiir. Aktif
Vitamin D metabolitleri etkilerini sitoplazma ve ¢ekirdekte yerlesik vitamin D reseptorii
(VDR) araciligla gergeklestirir. OB olusum mekanizmasi ile ilgili ortaya atilan
hipotezlerden biride dogal immiin yanittaki bozukluklardir. Yakin zamanda yapilan ¢ok
sayida ekspresyon array, transkriptom ¢alismalarinda OSB’ da 6zellikle dogal immiin
yanitta gorevli genlerin ekspresyonlarinda artis gosterilmistir. Vitamin D ve VDR de
dogal immiin yanitta 6nemli rolii olan antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilen
ve yabanct mikroorganizmalar1 taniyan Toll-Like-Receptors (TLR) araciligla

antimikrobiyal etki gosterir.

Bu calismada OB tanis1 almis 30 hasta ve 30 saglikli kontrolde Real Time PCR yontemi
ile VDR geninin periferik kandan mRNA ekspresyonu, VDR geni promotor
bolgesindeki rs11568820 ve rs4516035 SNP analizi ve VDR geni promoter bolge 16492
CpG adas1 metilasyonu karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. OB’li bireylerde
kontrollere oranla VDR geni periferik kan mRNA ekspresyonunun anlamli derecede
artmis oldugu tespit edilmistir. (p:0,001). rs11568820 ve rs4516035 polimorfizmlerinin
allel ve genotip dagilimlarinda kontrol grubu ile arasinda anlamli fark bulunmamustir.
Yine VDR geni promotor bolge 16492 CpG adasi metilasyon analizinde hasta ve

kontrol grubunda metilasyon tespit edilmemistir.

Sonug olarak OB hasta grubunda VDR gen ekspresyonunun artmis olmasi, OB’ de

goriilen dogal immiin yanittaki artis1 desteklemektedir. Ayrica bu c¢alisma Vitamin D,



VDR, OSB ve dogal immiinite arasindaki iliskinin aydinlatilmasi i¢in yeni bir arastirma

alan1 agmigtir.

Anahtar Kelimeler: Vitamin D, VDR, Otistik Bozukluk, Dogal Immiinite, Ekspresyon,
Real-Time PCR
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ABSTRACT

Autistic Disorder (AD) which is classified in Pervasive developmental disorders (PDD)
is a neuropsychiatric disorder characterized by stereotyped and repetitive behaviors and
specific delays and diversions in social skills, verbal and non verbal communication,
cognitive development in the early years of life. Although there are a large number of
mutations and copy number variations at various loci identified in AD patients,
pathogenesis of AD has not been elucidated in majority of patients. Vitamin D is a fat-
soluble steroid vitamin and hormone. Supply is the synthesis that occurs in the skin in
the presence ultraviolet B sun rays and dietary intake. Biological effects of active
Vitamin D metabolites are exerted through the vitamin D receptor (VDR), located
mainly in cytoplasm and nuclei. One possible mechanism for the occurrence of AD is
suggested to be through innate immune response disorders. Recently, in AD patients, a
large number of expression array and transcriptome studies have shown an increase in
the expression of genes especially related to innate immune reponse. Antimicrobial
effects of vitamin D and VDR are exerted through Toll-Like-Receptors (TLR) which
have an important role in the innate immun response, are expressed by antigen

presenting cells and recognize foreign microorganisms.

In this study, 30 patients diagnosed with AD and 30 healthy controls were
comparatively evaluated for the periferic blood VDR gene expression by real time PCR
method and for rs11568820 and rs4516035 SNP profile of the promoter region of the
VDR gene and for 16492 CpG island methylation of the VDR promoter region.
Periperic blood VDR gene expression was significantly higher in AD group compared
to control subjects (p:0,001). There were no significant differences among allele and
genotype distribution of rs11568820 and rs4516035 polymorphisms between AD
patients and controls. Methylation was not detected in 16492 CpG island methylation

analysis in VDR gene promoter region in patient and control groups.

As a result, the increase of VDR gene expression in patients with AD is in accordance

with the increase in the innate immune response in patients with AD. Furthuremore, this

Vi



study will stimulate new studies in order to clarify the relationship among AD, vitamin

D, VDR, and innate immunity.

Keywords: : Vitamin D, VDR, Autistic Disorder, Innate Immunity, Expression, Real-

Time PCR
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DSM-IV-TR: Amerikan Psikiatri Birligi Psikiatrik Hastaliklar El Kitab1 4.bask1

diizeltilmis metni
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MECP2: methyl CpG binding protein 2
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TS: Tuberoz Skleroz
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UTR: Untransletad region ( ¢evrilmeyen bolgeler)
VDR: Vitamin D reseptorii

YGB: Yaygin gelisimsel bozukluklar
1,25(0OH),Ds: 1,25-hidroksi Vitamin D

25(0OH)Ds3: 25-hidroksi Vitamin D
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1. GIRIS ve AMAC

Otizm dil gelisimi, sosyal iletisim ve sosyal etkilesim becerileri, oyun ve davranis
alanlarinda islevselligi bozacak diizeyde eksikliklerle seyreden norogelisimsel bir
bozukluktur. Otizm terimi ilk olarak bir ¢ocuk pskiyatristi olan Leo Kanner tarafindan
1943 yilinda "bebeklik otizmi" olarak tanimlanmistir. Yasam boyu siiren, sosyallesme,
dil, iletisim ve diger bir¢ok etkinlik alani etkileyen bir sendrom olarak bildirilmistir.
Amerikan Psikiyatri Birligi Psikiyatrik Hastaliklar El Kitab1 4.baskisinin diizeltilmis
metninde (DSM-IV-TR) Yaygin Gelisimsel Bozukluklar (YGB) basghgi altinda yer
almaktadir. Giiniimiizde otizm; yasamin ilk donemlerinde baslayan, sosyal iliskide ve
etkilesimde bozulma, sozel ve sozel olmayan iletisimde gerilik, tekrarlayict ve
basmakalip davranislarla karakterize, etkileri yasam boyu devam eden “Yaygin
Gelisimsel Bozukluklar” (YGB) kapsaminda norogelisimsel bir bozukluk olarak
degerlendirilir (1). Otistik bozuklugunda (OB) icersinde bulundugu diger YGB’ler
arasinda; Rett Sendromu, cocukluk cagi dezintigratif bozuklugu (CDB), Asperger
Sendromu (AS) ve baska tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel bozukluk (BTA-
YGB) yer alir.

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) etyolojisinde cok cesitli faktorler su¢clanmaktadir.
Ailesel, cevresel, endokrin, immiinolojik ve genetik faktorler ilk akla gelenlerdir.
OSB’nin monozigotik ikizlerde % 90, dizigotik ikizlerde % 0-10 konkordans gostermesi
bize otizmin genetik yOniiniin Onemine isaret etmektedir (2). Cesitli kromozomal
anormallikler, gen kopya sayis1 degisiklikleri (CNVs) ve tek gen hastaliklar1 bilinen
genetik kokenli OSB nedenleridir. CNVs’ den en iyi bilinenler 15q13.3 delesyon

Sendromu ve 16pll1.2 delesyon Sendromudur. Otizmle iliskilendirilmis tek gen
1



hastaliklarindan bazilar1 ise Rett Sendromu, Frajil X Sendromu, Tuberoskleroz ve
NFI’tir. Fakat OB hastalarinin biiyiikk kismini dismorfik bulgularin eslik etmedigi
hastalar olusturmaktadir. Ve bu hastalardaki OB olusum siirecine dair tutarli bir model
heniiz olusturulamamistir. Fakat son yillarda hizla gelisen genom teknolojisi ve
kullanilmaya baslanan array CGH ve yeni nesil sekans yontemleri ile yapilan
analizlerde norogelisimle ilgili genlerin downregiile oldugu ve ozellikle dogustan

immiinite ile ilgili genlerin upregiile oldugu gosterilmistir.

Vitamin D; steroid yapida yagda eriyen bir vitamin ve ayni zamanda da hormondur.
Kaynag1 ultraviyole B giines 1sinlar1 varhiginda deride gerceklesen sentez ve diyet ile
alimdir. Aktif formu 1,25(OH),D5’tiir. Etkisini vitamin D reseptorii (VDR) araciligla
gerceklestirir. VDR; 12q12° de lokalize, 11 ekzondan olusan, yaklasik 75 kb’lik DNA’
y1 kapsayan bir gendir.

Vitamin D ve VDR’nin beyin gelisiminde gorev aldigi daha once bir¢ok calismada
gosterilmistir. 250HD5’ii 1,25(0OH),Ds’e doniistiiren enzimi kodlayan CYP27B1 primer
olarak bobrekte bulunmakla birlikte fetal insan beyninde, serebral kortekste, serebellar
purkinje  hiicrelerinde ve glial hiicre kiiltiirlerinde  gosterilmistir.  Yine
immiinohistokimyasal caligmalarda VDR’nin tiim santral sinir sistemi boyunca cesitli
bolgelerde varligir gosterilmistir. Rat calismalarinda VDR’nin erken embriyolojik

donemde eksprese oldugu da bildirilmistir.

Vitamin D ile OB arasinda iligki olabilecegine dair siipheler epidemiyolojik
caligmalardan ileri gelmektedir. Kis-ilkbahar doneminde dogan cocuklarda otizm
sikliginin daha yiiksek olduguna dair yayinlar mevcuttur (3). Yine maternal Vitamin D
eksikliginin OSB ile iliskili olabilecegi iddia edilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda OB hasta gurubunda; bu hastaligin fizyopatolojisi ile
direkt veya indirekt iliskili olabilecegini diisiindiigiimiiz VDR geni ile iligkili sadece bir
SNP arastirmasi1 haricinde bir calisma yer almamaktaydi. Bu arastirmaya; Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Saghgi Hastaliklar1 ve Cocuk Noroloji Bilim
Dalr’na bagvuran DSM IV-TR’ ye gore Otistik Bozukluk tanis1 alan, 30 hasta ve 30
saglikli kontrol gurubu calismaya dahil edilmistir. Olgular klinik ve dismorfolojik
acidan  Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali  polikliniginde
degerlendirilmistir. Bu aragtirmada; OB olan hastalar ve saglikli kontrol grubunda VDR

geninin periferik kandaki mRNA ekspresyon farklhiliklari, VDR geni promotor
2



bolgesindeki rs11568820 ve rs4516035 SNP analizi ve VDR geninin promotor
bolgesindeki 16492 CpG adasi metilasyonunun degerlendirilmesi ve olasi iliskileri

tartigilmas1 amaglandi.



2.GENEL BILGILER

2.1.0tistik Bozukluk Tanim

Yaygin gelisimsel bozukluklar (YGB) icinde siniflandirilan Otistik Bozukluk (OB),
yasamin ilk yillarinda baslayan, sosyal beceri, sozel ve sozel olmayan iletisim, biligsel
gelisimde o©zgiil gecikmeler ve sapmalar, tekrarlayac1 ve basmakalip davraniglarla

karakterize noropsikiyatrik bozukluktur.
2.2. Tarihce ve Siiflandirma

19.ylizyila kadar ¢ocuklarda gelisim basamaklarinda bozulma ile ilgili cok sinirh sayida
bilimsel yaymn yapilmistir. Bleuler 1911 yilinda ilk olarak otizm terimini kullanmis ve
otizmi; iletisimde yasanan ciddi zorluklar ile beraber gercekle bagin kopmasi olarak
ifade etmistir (4). Potter tarafindan 1933 yilinda ¢ocuklukta ortaya cikan sizofreni
Olciitleri ileri siiriilmiistiir. Heller’in daha once tanimladigi “Dementia infantinalis”
daha sonra “Dezintegratif bozukluk (DB)” olarak DSM-IV’ te yerini almigtir.
Amerikali bir ¢cocuk psikiyatristi olan Leo Kanner 1943 yilinda ilk kez 11 vakalik bir
seri yayimnlamig ve “bebeklik otizmi” olarak adlandirmustir (4,5). Kanner’dan bir yil
sonra 1944 yilinda Asperger; otizmi dogumdan sonra ilk 30 ay icerisinde goriilen,

sitkligi 10 000 cocukta 4 olan davramsla ilgili bir sendrom olarak tanimlamistir.



Asperger’ in tanimladigi olgularin Kanner’dan farki sosyal etkilesim bozukluklar:

gosteren fakat normal zekaya sahip ¢ocuklar olmasidir.

Ancak psikiyatri alaninda otizm; sizofreninin, hayatmn erken donemlerinde baslayan
farkli bir goriiniimii olarak diistiniilmiistiir. Bu hastalik 1947 yilinda Bender tarafindan
“cocukluk sizofrenisi” olarak tariflenmis, Mahler tarafindan “sembiyotik psikoz” ve bir
siire sonra da Rank “atipik ¢ocuk” kavramini kullanmistir (6,7). Daha sonra ilk kez
1980 yilinda Amerikan Psikiyatri Dernegi siniflamasinda yer alan otizm; giiniimiizde
DSM-IV ~ tan1  kriterlerine ~ Yaygin  Gelisimsel = Bozukluklar  icerisinde

siniflandirilmaktadir.

Amerikan Psikiyatri Birliginin siniflandirmasinda son seklini verdigi DSM-IV, ICD-10

kriterleri ile olduk¢a benzerlik gostermektedir. Ve bu tani smiflandirmasina gore YGB;
1. Otistik bozukluk
2. Rett Sendromu
3. Cocuklugun dezintigratif bozuklugu
4. Asperger Sendromu

5. Baska tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel bozukluk seklinde bes hastaligi
kapsamaktadir (8).

2.3.Epidemiyoloji

Otistik bozukluk ile ilgili ilk epidemiyolojik calismalar 1966 yilinda Ingiltere’de
yapilmis ve prevelans 4.5/10 000 olarak bildirilmistir (9). Fombonne, 1990’larin sonuna
kadar yapilan prevelans ¢alismalarii toplamis prevelans ortalamasini 4-5/10 000 (0.7
ila 21/10 000 arasinda degisen prevelans bildirimlerinin ortalamasi) olarak bildirmistir
(10,11). 2009 yilinda yaymnlanan bir meta analiz ¢alismasinda Otizm spektrum
bozukluklarinin ortalama prevelans1 60-70/10 000; Otistik bozukluk prevelansi ise
20.6/10 000 olarak bildirmistir. Son yillarda yapilan arastirmalarda OSB’nin sikliginin
artigt dikkati cekmektedir. Bunun muhtemel sebebi bu hastaligin daha kapsamli

tanimlanmasi ve tan1 dlgiitlerindeki degisiklikler olabilir (12).

OB erkeklerde goriilme siklig1 kizlara oranla 4 kat fazladir. Fakat zekanin etkilendigi
vakalarda erkek/kiz orani neredeyse esittir (13). YGB’nin Afrika, Cin, Latin Amerika,

Hindistan ve Ortadogu’da daha az siklikta goriildiigii iddia edilmekle birlikte; tiim
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diinyada prevelansinin birbirine yakin oldugunu bildiren yaymlarda mevcuttur (14).

Sosyoekonomik diizeydeki farkliliklarin OB sikligini etkilemedigi gosterilmistir (15).
2.4. Klinik Ozellikler

Otistik bireyler dis diinyanin gercekliginden uzaklasip kendine has bir i¢ diinyada yasar.
Dis uyaranlardan ¢ok kendi i¢ uyaranlarina gore tepki verirler. Bu durum bagskalar1
tarafindan anormal davranis olarak degerlendirilir. Bulgular bireyden bireye farklilik
gostermekle birlikte yas ve gelisim diizeyine gore de degiskenlik gosterebilmektedir.
Yasam boyu devam eden hastalik oldugundan dolay1 ergenlik ve eriskin doneme ait tan1

kriterlerinin olusturulmasi1 6nemlidir.
2.4.1. Baslangic Yas1 ve Tam

YGB ve Otistik bozukluk tanisi tiim diinyada DSM-IV tani kriterlerine gére konur.
DSM-IV; 1994 yilinda yaymlanmig ve OB, AS, Rett Sendromu, cocukluk cagi
dezintegratif bozuklugu ve BTA-YGB hastaliklar1 OSB/YGB ana tanisi altinda yer
bulmustur. 2000 yilinda yapilan giincellestirmede bazi boliimlere eklemeler yapilmistir

ancak tani kriterlerinde bir degisiklik olmamuistir.

Otizm tan1 konulabilmesi icin bireyin iletisim, sosyal etkilesim ve davranis olmak

kaydiyla ii¢ alanda eksikligi olmasi1 gerekir.
Otistik Bozukluk DSM-IV Tam Kriterleri (APA 1994)

A. En az ikisi (1)’inci maddeden ve birer tanesi (2) ve (3)’iincii maddelerden olmak
tizere (1), (2) ve (3)’lincii maddelerden toplam alt1 (veya daha fazla) maddenin

bulunmasi:

1. Asagidakilerden en az ikisinin varligi ile kendini gosteren sosyal etkilesimde nitel

bozulma:

a. Toplumsal etkilesim saglamak i¢in yapilan el-kol hareketleri, alian viicut konumu,
takimilan yiiz ifadesi, goz goze gelme gibi bircok sézel olmayan davranista belirgin bir

bozulmanm olmasi.
b. Yasitlariyla gelisimsel diizeyine uygun iliskiler gelistirememe.

c. Diger insanlarla eglenme, ilgilerini ya da basarilarimi kendiliginden paylagsma arayisi

icinde olmama (Orn. ilgilendigi nesneleri gostermeme, getirmeme ya da belirtmeme).



d. Toplumsal ya da duygusal karsiliklar verememe.
2. Asagidakilerden en az birinin varlig1 ile kendini gosteren iletisimde nitel bozulma:

a. Konugulan dilin gelisiminde gecikme olmasi ya da hi¢ gelismemis olmasi (el, kol ya
da yliz hareketleri gibi diger iletisim yollariyla bunun yerini tutma girisimi eslik

etmemektedir).

b. Konusmasi yeterli olan kisilerde, baskalariyla sdylesiyi baglatma ya da siirdiirmede

belirgin bir bozuklugun olmasi.
c. Basmakalip ya da yineleyici ya da 6zel bir dil kullanma.

d. Gelisim diizeyine uygun cesitli, imgesel ya da toplumsal taklitlere dayali oyunlar1

kendiliginden oynamama.

3. Asagidakilerden en az birinin varhigi ile kendini goOsteren davranis, ilgi ve

etkinliklerde sinirli, basmakalip ve yineleyici Oriintiilerin olmasi:

a. Ilgilenme diizeyi ya da iizerinde odaklanma acisindan olagandisi, bir ya da birden

fazla basmakalip ve sinirli ilgi oriintiisii cergevesinde kapanip kalma.

b. Ozgiil, islevsel olmayan, alisilageldigi iizere yapilan giindelik islere ya da torensel

davranig bicimlerine hi¢ esneklik gostermeksizin siki sikiya uyma.

c. Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler (6rn. parmak siklatma, el ¢irpma ya da

burma ya da karmasik tiim viicut hareketleri).
d. Esyalarin parcalariyla siirekli ugrasip durma.

B. Asagidaki alanlardan en az birinde, 3 yasindan 6nce gecikmelerin ya da olagandisi

bir islevselligin olmasi:

1. Toplumsal etkilesim,

2. Toplumsal iletisimde kullanilan dil,
3. Sembolik ya da imgesel oyun.

C. Bu bozuklugun Rett Sendromu ya da ¢ocukluk ¢agi dezintegratif bozukluguyla daha

1yi agiklanamamasi.



2.4.2. Sosyal Etkilesim

OB’li bireylerde sosyal etkilesimde bozulmalar ve dis diinyadan soyutlanma dikkati
ceker. Hem sozel hem de sdzel olmayan iletisim becerilerinde de problem yasadiklari
icin normal bireyleri anlayamaz, genellikle goz temas: kurmaktan kacimir ve onlari
reddederler. Bundan dolay1 yasitlari ile saglikli bir iletisim kuramazlar. Otistik ¢ocuklar
cesitli oyun ve ugraslar1 paylagsmaktan ziyade kendi baslarina oynamay: tercih ederler.
Okul ortaminda arkadaglar1 ile oyunlara katilmaktan ziyade onlar1 uzaktan izlemeyi
tercih ederler. Otistik bazi ¢ocuklar iletisim kurmak isteseler de ilk adimi atmaktan
cekinirler. Otistik ¢ocuklarin yasadiklar1 bu sosyal iligki problemleri yasamin ilk 6

aymdan itibaren baslar (16).
2.4.3.1letisim

Konusma, beden hareketleri, yiiz ifadesi ve g6z temasi eksikligi ile iletisim
becerilerinde yetersizlik dikkati c¢eker. Anne-babalarin doktora basvuru nedeni
genellikle konugmadaki yetersizlik ve problemlerdir. Otistik bireylerdeki dil gelisimi
hastadan hastaya ciddi farkliliklar gosterebilmektedir. Hastalarin dortte biri anlamli
diizeyde konusma becerisine sahip degildir. Konusma yetisini kazanmis bireylerde ise
sozel iletisimi baslatma ve devam ettirmede, konusma hizini, ritmini ve ses tonunu
ayarlamakta problemler mevcuttur. Dil bilgisi kurallarmin kullanimi da etkilenmistir.
Kendilerinden bahsederken iiciincii tekil sahis kullanma, zamirleri yanhs kullanma
goriilir. Dilin basmakalip ve tekrarlayan seklinde kullanimi mevcuttur. Anlama ve
yorumlama kabiliyetleri de geridir. SoOylenenlere gec cevap verebilir ya da hic
vermezler. Ekolali goriilebilir. OB hastalar yiiz ifadesi, beden dili, selamlagsma ve goz

temasi gibi s6zel olmayan iletisimde de problemler yasamaktadir (17).
2.4.4. Davramis Anormallikleri

Otizmin kelime anlami bireyin dis diinyadaki gerceklikten uzaklasip kendi i¢ diinyasina
donmesidir. Otistik bozuklugun smirlar1 tam belli olmayan tiim bireylerde goriilen bazi
ortak Ozellikleri mevcuttur. Kati, mekanik ve duygusalliktan uzak bir yapilar1 vardir.
Birinci derece yakinlarina dahi kayitsiz kalmakta ve dis diinya ile temel iligkilerinde
cansiz nesneleri tercih etmektedirler. Genellikle motor beceriler korunmustur. Anne-
babalar kendilerine tepki vermedikleri icin isitme problemlerinden kuskulansalar da

miizik sesi gibi konusma haricindeki seslere gayet duyarli olabilmektedirler. Otistik
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bozukluklu bireylerde stereotipik hareketler, takintilar, donen cisimlere ilgi, kendi

ekseni etrafinda donme gibi davranislar gézlemlenebilmektedir (18).

Oyun aligkanliklar1 ile ilgili takintilar1 bulunabilir, ayni oyunlar1 tekrar tekrar
oynayabilirler. Alisik olduklar1 diizenden taviz vermeyip, esyalarm yerlerinin

degistirilmesine asir1 tepki verebilirler.
2.5. Eslik Eden Diger Bozukluklar

Otistik bozuklugu olan bireylerde mevcut tani Slciitlerinin yam sira uyku ve yeme
problemleri, biyolojik ritimde bozukluk, saldirganlik ve 6fke nobetleri gozlenebilir.
OB’li bireylerin % 75’ inde belirgin zeka geriligi goriilir. Bununla birlikte yiiksek

islevli olgular da bulunmaktadir.

Otistik ¢cocuklarin ortalama olarak %40’ inin zeka boliimii 50-55’in altinda (orta ve ileri
diizeyde zeka geriligi); %30’ unda 50-70 arasinda (hafif diizeyde zeka geriligi); %30’
unda ise 70 ya da 70’ in iizerindedir. Ve sozel zeka boliimiiniin performans zeka
bolimiinden daha diisiik oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte otistik bozukluklu

cocuklarm %20’ sinin so6zel olmayan zekalar1 normaldir.
2.6.Etyoloji

Yapilan ¢ok sayida arastirmaya ve kullanilmaya baslanan yeni teknolojilere ragmen hala
tam olarak OSB ve otistik bozuklukla ilgili hastalarin biiyiik kisminda etyolojik neden
bulunamamaktadir. Giiniimiizde OSB’nin etyolojisini agiklamada ¢ok sayida etken

suclanmaktadir.

Uzun yillar boyunca bu hastaligin nedeni olarak bebeklik doneminde anne-cocuk
iliskisinin yeteri diizeyde kurulamamasi su¢lanmistir. Ancak sonraki yillarda yapilan
caligmalar bu goriisii desteklememistir. Sosyoekonomik diizeyi yiiksek olan ailelerde bu
hastaligin daha sik oldugu gosterilmis fakat baska bir goriis de bu ailelerin daha fazla
tedavi arayis1 icinde olmalarmin bu veriyi saglayabilecegi yoOniindedir. Otistik
cocuklarm ailelerinde normal populasyona kiyasla daha yiiksek oranda duygu durum,

anksiyete ve psikiyatrik bozukluklara sahip oldugu saptanmustir (19).

Otizmde mental retardasyonun, epileptik anormalliklerin gibi anormalliklere sik
rastlanmasi; norokimyasal caligmalarda, goriintilleme yOntemleri ve otopsi

caligmalarinda farkli beyin boliimlerinde cesitli organik bozukluklarin saptanmasi



biyolojik etmenlerin etkin oldugu bir hastalik olma ihtimalini kuvvetlendirmektedir
(20).

Otistik cocuklarda bazi biyokimyasal parametrelerde farkliliklar gbze c¢arpmustir.
Hastalarin 1/3’tinde plazma seratonin diizeyleri yiiksek bulunmustur ve plazma
oksitosin diizeylerinin diisiik oldugu saptanmistir. Beyin omurilik sivisinda dopaminin
yikim iriinii olan homovalinik asit diizeylerinde artis dikkati ¢ekmektedir. Otizm
tedavisinde kullanilan en etkin ilaclarin dopamin antagonistleri oldugu ve dopamin
agonistlerinin davramig belirtilerini siddetlendirdigi disiiniildiigtinde biyokimyasal

degisiklerin 6nemli oldugu anlagilmaktadir (21).

OB ile ilgili yapilan noroanotomik caligmalarda amigdala ve hipokampusda hiicresel
degisikler, prefrontal korteks ve temporal lob mini siitun yapilarinda bozukluklar
saptanmustir (22,23). Bebeklik doneminde amigdala ve medial temporal loba hasar
verilen primatlarda ileri donemde otistik bozukluk benzeri semptomlar rapor edilmistir
(24). On iki yasindan kiigiik OB’li ¢ocuklarin ortalama olarak beyin hacimleri % 5
oraninda daha genis bulunmustur. Ancak ilerleyen yaslarda bu fark ortadan
kalkmaktadir. Farkli ¢alismalarda bir dizi néroanatomik anormallik rapor edilmekle

birlikte sonuglar birbiri ile kiyaslandiginda anlamli olup olmadigi tartisma konusudur.

Aile ve ikiz ¢aligmalar1 otizmin genetik temelinin kuvvetli oldugunu ve kalitim oraninin
%90’ lar civarinda oldugunu gostermistir (2). Giintimiizde otizmin genetik nedenlerinin
9% 20-25° inin tanis1 konulabilmektedir. Sinirli sayida olguda teratojen maruziyeti

bulanabilir. Geriye kalan % 75-80 kadarinin nedeni bilinmemektedir.
2.6.1. Otizm Ile iliski Saptanms Genetik Etmenler
OSB’nin genetik nedenlerini su sekilde siiflayabiliriz.
1. Sitogenetik yontemlerle tespit edilen kromozomal anormallikler: ~% 5

2. Gen kopya sayis1 degisikleri (Copy number variations-CNVs); submikroskobik
delesyon ve duplikasyonlar; ~%10-20

3. OSB ile iliskili tek gen hastaliklari; ~% 5

Yiiksek rezoliisyonlu kromozom analizi ile OSB’ 1li ¢ocuklar1 yaklasik %35’ inde
kromozomal andploidiler tespit edilir. Diger %3-5 ine de FISH tekniklerini kullanarak

tan1 koyulabilir (25,26). Neredeyse tiim kromozomlara ait sitogenetik anormalliklerde
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otizm gozlenmesine ragmen; bunlarin sadece birkaci otizm i¢in olast lokus olarak tespit
edilmistir.

15q11-q13 bolgesinde yer alan Prader Willi/Angelman kritik bolgesi otizmli bireylerde
goriilen en sik kromozom anormalligidir. Down Sendromlu bireylerde otizm sik goriilen
bulgulardan biridir (27). Maternal X kromozomuna sahip Turner Sendromlu hastalar
paternal X kromozomuna sahip Turner Sendromlu hastalara nispeten daha zayif biligsel
becerilere sahip olduklar1 gosterilmistir (28). 2q37, 22q13.3, Xp22.3 bolgelerindeki
delesyonlar, 47,XXY, 47,XYY, 45,X seks kromozom andploidilerinde bazi olgularda

otizm saptanmustir.

Array  comparative  genomic  hibridizasyon = (aCGH); otizmli  bireylerin
degerlendirmesinde yiiksek rezoliisyonlu kromozom analizi ve FISH’ in yaninda yerini
almaktadir ve tiim genom boyunca subtelomerik bolgeleride icerecek sekilde
delesyon/duplikasyon analizi yapmaya imkan verir. Giiniimiizde aCGH; nedeni
bilinmeyen otizmli bireylerin %7-10" unda de novo genomik dengesizligi tespit
edebilmektedir (29,30). Daha 6nce rutin sitogenetik incelemelerde normal tespit edilen
dismorfik bulgular1 olan otistik hastalarda 1 mb genisliginde genomik array kullanilarak
yapilan ¢calismada %?27,5 oraninda klinik ile iligkili CNV tespit edilmistir (31). Sebat ve
arkadaslarinin yaptig1 bir oligoniikleotid array kullanilarak yapilan bir caligmada ailede
tek otizmli birey olan vakalarda %10, birden fazla otizmli vaka olan ailelerde %2
oraninda kopya sayis1 degisikligi tespit edilmistir (29). Avrupa kokenli 859 OSB’ li
birey ve 1409 saglikli cocukta 550 000 SNP markir1 kullanilarak yapilan genom boyu
CNV calismasinda noronal hiicre adezyon molekiillerini kodlayan genlerde (CNTN4,
NLGNI1, NRXNI1 ve ASTN2) ve ubikitin yolagiyla ilgili genlerde (UBE3A, PARK2,
RFWD2 ve FBX040) patolojik genomik degisiklikler saptanmistir (32). Otizmle ile
ilgili tespit edilmis baz1 CNV”’ ler sunlardir.

15q13.3 delesyon Sendromu; epilepsi ve entelektiiel yeteneklerde bozulma, OSB ile
seyreder ve klinigi degiskendir. Bu sendromun klinigi CHRNA7 geninin eksikliginden
kaynaklandig1 gosterilmistir (33).

16q11.2 delesyon Sendromu; genel olarak entelektiiel yetersizlik, gelisim geriligi ve
OSB ile karakterize bir hastaliktir. Siklikla de novo mutasyonlar sonucu olusur fakat

otozomal dominant geg¢is gosteren vakalar da bildirilmistir (34).
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2.6.1.1. OTiZM iLE ILISKiLi GENETIK HASTALIKLARI

Frajil X Sendromu

Frajil X Sendromu mental retardasyonun en sik kalitsal nedenidir. Xq27.3 bolgesinde
lokalize FMRI1 geninin 5° UTR bolgesindeki ii¢lii tekrar (CGG), sayisindaki artigi
sonucu olusur. Bu iiclii tekrarin normal sayis1 5-45° dir. 45-54 tekrar intermediate, 55-

199 tekrar premutasyon ve >200 tam mutasyon olarak tanimlanir.

Klinik bulgular arasinda hipotoni, ilimli motor gelisim geriligi, iletisim problemleri,
akic1 olmayan konusma, hiperaktivite, konsantrasyon problemleri, sesli uyaranlara agir1
hassasiyet sayilabilir. Frajil X Sendromlu erkeklerde otizm siklig1 1.5-3.3/100 arasinda
degismektedir. Frajil X Sendromundaki otistik semptomlar g6z temasindan kacinma, el
cirpma gibi stereotipik hareketler, rutin davranislardaki degisime karsi direng ve

perseverasyondur (35,36).

Klinik bulgularin olusma sebebi; CGG tekrar sayisindaki artis sonucu FMRI1 geni
tarafindan {iiretilen Frajil X Mental Retardasyon Proteininin (FMRP) iiretilememesidir.
Bu protein sinapslardaki bir¢ok genin ifadesini diizenleyen RNA baglanma ve transport
gorevi goriir. FMRP’ nin regiile ettigi genlerden PTEN, PSD95, NLGN, NRXNI,
MAPKI1 VE SHANK3’ iin otizm ile iliskisi bilinmektedir.

Rett Sendromu

Otizm digindaki yaygin gelisimsel bozukluklar boliimiinde deginilmistir.

Prader Willi Sendromu

Prader-Willi Sendromlu hastalarin % 75 inde paternal orijinli 15q11-13 bolgesinde
delesyon, %24’ iinde 15 kromozomun maternal uniparenteral dizomisi (UPD (15)), %1’
inde imprinting hatalar patolojiden sorumludur. Genetik nedenli obezitenin en yaygin
nedenidir. Infantil dsnemde bebeklerde santral hipotoni ve beslenme giicliigii dikkati
ceker. Cocuklar 1-6 yas arasi hizla kilo alirlar. Karakteristik bulgular1 hipogonadizm,
turunkal obezite, kiiciikk el ve ayaklar, erkeklerde kiiciik penis ve kisa yapidir. IQ
ortalama 60 civarindadir. Davranis problemleri 6nemli bir konu olabilir. Hastalarin
%80’ nde ritiielistik davramislar bulunur (37). Tekrarlayict davramslar ve OSB’ nu

andiran sosyal defektlerde goriilmiistiir.
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Angelman Sendromu

Angelman Sendromu (AS); 1/20.000-52.000 siklikta goriilen norogelisimsel
bozukluklardan biridir. Klinik bulgular arasinda ciddi gelisim geriligi, dil gelisiminde
ve konugmada siddetli bozukluk, ataksik genis adimli tipik yiiriiyiis, epileptik nobetler
ve uygunsuz mutlu yiiz ifadesi (mutlu kukla) vardir. Diger bulgular arasinda davranis,
kisilik ve uyku problemleri, suyla oynamay1 sevme vardir. AS’ de goriilen OB’ nin

komorbid oldugu diisiiniilmektedir (38).

AS; 15q11.13 maternal kopyasinda ortaya c¢ikan hatalardan dolay1 olusur. Sitogenetik
ve FISH calismalar1 ile tespit edilebilen 15q11-13mat’ daki intersitisyel delesyonlar
%70’ ini; 15.kromozomun paternal uniparenteral dizomisi %?2-5" ini; imprinting
defektleri %2-5" ini; E3 ubikutin protein ligaz genindeki (UBE3A) mutasyonlar %
20’sini olusturur (38).

Tuberoz Skleroz

Tuberoz Skleroz (TS); beyin, goz, bobrek, deri ve diger organlarda tiimor benzeri
hamartomlarla karakterize siklikla epilepsi ve mental geriligin eslik ettigi multisistemik
bir hastaliktir. Prevelans:t 1/10.000” dir (39). En sik goriilen prezentasyonu infantil
spazmlar ya da erken ¢ocuklukta epileptik nobetler seklindedir. Kalitim sekli otozomal
dominanttir ve yiliksek oranda (%60) taze mutasyonlar sonucu olusur. TS; 9q34

bolgesindeki TSC1 ve 16p13.3 lokalize TSC2 genindeki mutasyonlardan kaynaklanar.

OSB’ yi iceren gelisimsel ve davranigsal anormallikler TS’ de sik goriilen (% 17-63)
bozukluklardandir (40,41).

Joubert Sendromu

Neredeyse tiim ¢ocuklarda hipotoni, gelisim geriligi, serebellar vermis hipoplazisi,
beyin MR goriintillemesinde molar dis goriiniimii, kognitif yetersizlik ve davranis
problemleri ile karakterize otozomal resesif gecisli bir hastahiktir. Infantil donemde
apne-hiperpne ataklari, tipik yiiz goriiniimii, retinal displazi, kolobom, nistagmus gibi
goz bulgular1, okiilomotor apraksi ve mikrositik renal hastalik dikkati ¢eker. OSB
bulgular1 Joubert Sendromlu hastalarin % 40’ inda goriilebilmektedir (42,43).
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Down Sendromu

Down Sendromu; 1/700 siklikta goriilen, belirgin dismorfik bulgular ile karakterize
kromozomal bir hastaliktir. Orta-ileri 6grenme gii¢liigiiniin en yaygin genetik nedenidir.
Otizm; Down Sendromlu bireylerde genel populasyona oranla 10 kat daha sik goriiliir.
Molloy ve ark. yaptiklar1 calismada OSB’ nin eslik ettigi Down Sendromlu ¢ocuklarda
eslik etmeyenlere oranla beyinde daha fazla fonksiyon bozukluguna rastlanildigmi ve

ayrica epileptik nobetlerin sikliginin arttigini1 géstermislerdir (44).

22q13.3 Delesyon Sendromu

Ciddi neonatal hipotoni, gelisme geriligi, yarik damak, konusma problemlerinin eslik
ettigi bir mikrodelesyon sendromudur. Otistik davraniglar, goz temas: eksikligi,

stereotipik hareketler ve kendine zarar verme bulgular arasindadir (45).

Sotos Sendromu

Sotos Sendromu asir1 biiyiime sendromlarindan biri olup, karakteristik yiiz goriiniimii ve
bazen de mental gerilik eslik eder. Baslica bulgulari; belirgin alin, asag1 doniik palpebral
fissiirler, sivri cene, makrosefali, asir1 biiyiime ve biligsel bozukluktur. Davranis
problemleri, konjenital kardiyak anomaliler, renal anomaliler, skolyoz ve nobetler
goriilen diger sorunlardir. Sotos Sendromu otozomal dominant kalitilir ve tanimlanmis
tek gen NSDI genidir. Vakalarin %80-90° inda NSD1 anormalligi gosterilmistir
(46,47).

Smith-Lemni-Opitz Sendromu

Kolesterol biyosentezindeki 7-dehidrokolesterol rediiktaz enzim eksikligi sonucu olusan
multipl konjenital anomali sendromudur (48). Karakteristik bulgular1; pre ve postnatal
biiylime geriligi, mikrosefali, orta-ileri bilissel yetersizlik, yarik damak, kardiyak
defektler, erkeklerde dis genitalyada gelisim anomalileri, ayak 2-3 parmak sindaktili ve
postaksiyel polidaktilidir. Otozomal resesif kalitim gosterir ve DHRC7 genindeki
mutasyonlar sonucu olusur. Otistik davranislar hastalarin %50-86’ sinda rapor edilmistir

(49).

Fenilketoniiri
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Fenilalanin hidroksilaz (PAH) enzim eksikligine bagli olusan otozomal resesif gecisli
bir hastaliktir. Otistik semptomlar goriilmekle beraber erken tedavi ile bulgular

azalmaktadir.

Diger sendromik otizm nedeni olan genetik hastaliklar da sunlardir: Duchenne muskuler
distrofi, WAGR Sendromu, 22qll.1 delesyon Sendromu, 17pl1.2 duplikasyon
Sendromu, Williams Sendromu, resiprokal 7q11.23 mikroduplikasyon Sendromu,
Cornelia de Lange Sendromu, San flippo Sendromu, Moebius sekansi, Landau Kleffner

Sendromu. (Tablo 1)

Tablo 1: Otizm ile iliskisi olan genetik hastaliklar

Hastahk Sorumlu Gen-Lokus

Frajil X Sendromu Fmr1’de CGG Tekrar Artist

Rett Sendromu MECP2 Geni

Angelman Sendromu Del 15q11-13mat

Prader Willi Sendromu Del 15q11-13pat

Smith-Magenis Sendromu 17p11.2 Delesyonu

Smith-Lemni-Opitz Sendromu Dhrc7

Tuberoz Skleroz Tscl,Tsc2

Williams Sendromu 7q11.23 Delesyonu

Joubert Sendromu Heterojen,18 Lokus

Noonan Sendromu PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, NRAS,
BRAF

Down Sendromu Trizomi 21

Turner Sendromu Monozomi X

Norofibromatozis NF1,NF2

Duchenne Muskuler Distrofi DMD Geni

Sotos Sendromu NSDI1 Geni

De Lange Sendromu NIPBL,SMC1A,SMC3 Gen

Apert Sendromu FGFR2

Miyotonik Distrofi DMPK Geninde CTG Tekrar Sayisi
Artisi
CNBP Geninde CTCG Tekrar Artisi

Tedavi Edilmemis Fenilketanuri Pah Geni

2.6.1.2. NONSENDROMIK OTiZM NEDENLERI

Otizmin etyolojisine bir¢cok gen ve ¢evresel faktor katildigindan dolayi, sorumlu genleri
bulmak oldukca zordur. 100’ e yakin allel tespit edilmistir, bunlarin bir kismi az
olmakla birlikte fenotipe katkida bulunur. Her bir otozomal lokus AUTS, gonozomal
lokuslar ise AUTSX olarak adlandirilir (50) (Tablo 2). Otistik bireylerin ikinci ve
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ticlincli derece akrabalarinda otizm riski azalmaktadir. Bu lokuslarin bulunmasinda
haritalama caligmalari, proteomiks analizlerinden faydalanilmistir. Nonsendromik otizm
etyolojisinde rol oynayan bazi genler, lokuslar1 ve fonksiyonlar1 Tablo 3° de

belirtilmistir.

Tablo 2: Sendromik olmayan otizm ile iligkili oldugu diisiiniilen aday genler

Ad ~ Hedef Gen ' Kalitim |
AUTS1 209850 Otozomal
AUTS3 608049 | MAB21L1, Otozomal
DCAMKLI,
MADH9

AUTS4 608636 | GABRB3 Otozomal
AUTSS 606053 | NRXNI Otozomal
AUTS6 609378 | SLC6A4 Otozomal
AUTS7 610676 | ITGB3 Otozomal
AUTSS8 607373 Otozomal
AUTS9 611015 | MET, WNT2 Otozomal
AUTS10 61101 EN2 Otozomal
AUTS11 610836 | Bilinmiyor Otozomal
AUTS12 610838 | Bilinmiyor Otozomal
AUTS13 610908 | Bilinmiyor Otozomal
AUTS15 612100 | CNTNAP2 Otozomal
AUTS16 613410 | SLC9A9 Otozomal
AUTS17 613436 | SHANK2 Otozomal
AUTSX1 300425 | NLGN3 X-linked
AUTSX2 300495 | NLGN4 X-linked
AUTSX3 300496 | MECP2 X-linked
AUTSX4 300830 | PTCHDI X-linked
AUTSXS 300847 | RPL10 X-linked
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Tablo 3: Sendromik olmayan otizmde rol oynadigi diisiiniilen genler, proteinler ve

fonksiyonlart.

Protein Gen Sembolii-Lokus ' Fonksiyonu

Neuroligin 3 NLGN3-Xqg28 Sinaps formasyon ve
fonksiyonu

Neuroligin 4 NLGN4-Xp22.33 Sinaps formasyon ve
fonksiyonu

Neurexin 1 NRXN1-2P16.3 Neuroliginler i¢in
transsnaptik baglayict

SH3 & multiple ankyrin
repeat domains

SHANK3-22q13

Post-sinaptik yogunlugun
diizenlenmesi&neuroligin
baglanmasi

Contactin-associated
protein-like 2

CNATNAP2-7q36

Noronal migrasyon dahil
contactin molekiiller i¢cin
sinaptik baglayic1 ortagi

Deleted in autism

DIAT1 (c30rf58)-3q

Noronal aktivitenin
regiilasyonu

Contactin 4 & Contactin 3

CNTN4&CNTN3-6p26-
p25

Adezyon kuvvet
molekiilleri noronal

ekspresyonu

Protocadherin 10 PCDH10-4g28 Cadherin iliskili noronal
reseptor

Neuronal cell adhesion | NRCAM-7q31 Noronal hiicre adezyonu

molecule

Methyl CpG binding | MECP2-Xq28 Noronal aktivitenin

protein 1 regiilasyonu

Ubiquitin protein ligase | UBE3A-15q11-q13 Noronal aktivitenin

E3A regiilasyonu

Ataxin 2-binding protein 1 | A2BP1 Noronal aktivitenin

16p13 regiilasyonu

Engrailed 2 EN2-7q36 Orta beyin ve serebellum
gelisimi

Homebox A1l HOX1-17p15.3 Arka beyin gelisimi

Homeobox B1 HOXB1-17q21-q22 Arka beyin geligimi

Reelin RELN-7q22 No6ron migrasyonunda
sinyal proteini

WENT2 WNT2 -7q31 Embriyonik gelisim, hiicre
proliferasyonu ve
belirlenmesinde

FOXP2 FOXP2 -7q31 Embriyogenez ve néronal
isleyisteki transkripsiyon
faktorleri

ARX homeobox geni ARX -Xp22.13 Noronal gelisimde

Patched domaincontaining
1geni

PTCHDI-Xp22.11

Noronal gelisimde
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Sodium channel, voltage- | SCN7A-2q Sodyum kanal geni
gated, type VII

Na+/H+ exchanger isoform | SLC9A9 (NHE9)-3q24 Sodyum kanal geni
9

Calcium channel, voltage-
dependent, L type, alpha 1C
subunit

CACNAIC -12p13.3

Kalsiyum kanal geni

Calcium channel, voltage-
dependent, alpha 1H
subunit

CACNAIH-16p13.3

Kalsiyum kanal geni

Calcium channel, voltage-
dependent, L type, alpha 1F

CACNAIF-Xpl1.23

Kalsiyum kanal geni

GABA receptor subunits GABRB3, GABRAS, | Beyinde major inhibitor
GABRG3 norotransmitter
15q11.2-q12

Serotonin transporter SLC6A4 -17q11.1-q12 Norotransmitter

Mitochondrial SLC25A12-2q24 Mitokondrial fonksiyonu

aspartate/glutamate ve ATP diizeyini koruyucu

transporter

Oxytocin receptor OXTR-3p26.2 Diger

Laminin beta 1 LAMBI-7q31.1 Diger

RING finger protein 8 RNF8-6p21.3 Ubikitin ligaz ve
transkripsiyonel ko-
aktivator

2.7. Otizm Disindaki Yaygin Gelisimsel Bozukluklar

2.7.1. Rett Sendromu

Yaygin gelisimsel bozukluklar icerisinde degerlendirilen hastaliklar igerisinde genetik

bozuklugun tanimlandig tek hastaliktir. Klasik Rett Sendromlu hastalarin %96’ sinda X

kromozomu iizerinde bulunan Methyl-CpG binding protein 2 (MECP2) geninde

mutasyon vardir. Klasik RTT, Varyant RTT ve hafif 6grenme giicliigii ile giden tipi

vardir. MECP2 mutasyonlu erkekler biiyiik cogunlugu letal oldugu icin hemen hemen

daima sadece kiz cocuklar1 hastadir. Nadir hayatta kalan erkek hastalarda ise infantil

ensefalopati, sizofreni, erken baslangich bipolar bozuklugu olan bireylerin %1-2’sinde

bu mutasyon goriilebilmektedir. 6 ila 18 aylar arasinda kazanilmis kabiliyetlerin

gerilemesi, konugsmanin kaybi, 6zellikle elleri oynama seklinde stereotipik hareketler,

mikrosefali, mental gerilik ve epileptik nobetleri ile karakterize ndrogelisimsel bir

hastaliktir (51).
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X’e bagh dominant gegis gosteren Rett Sendromunda vakalarm %99’ undan fazlasi de
novo mutasyonlardan kaynaklanan izole vakalardir. Nadiren X inaktivasyonundan
dolayr minimal bulgular1 veya hi¢c bulgusu olmayan tasiyici annelerden gecisi de

goriilebilir.

Klasik Rett Sendromlu hastalar yasamm ilk 6-18 aylik doneminde normal bir
psikomotor gelisim gosterirken, takiben kisa bir duraklama periyodu sonra da
kazanilmig dil ve motor becerilerde hizli kayip goze carpar. Diger otistik bulgular
ifadesiz yiiz, goz temast kuramama, sese asir1 duyarhilik ve cevreye ilgisizliktir.
Bulgular 4-7 yas arasinda sabitlenir, bariz kognitif ve motor bozukluk vardir ve siklikla

epilepsi gelisir.
Rett Sendromunun 5 tane varyanti veya atipik formu tarif edilmistir.

1- Kiz cocuklarinda 6 aydan oOnce epileptik nobetlerin goriildigi klasik RTT
Sendromu formu: Bu formda MeCP2 mutasyonu negatif olmakla birlikte
CDKLS5 geninde mutasyon goriilen vakalar vardir. Bu varyant formu X’e bagl

infantil spazm bulgulari ile ortiisebilmektedir.

2- Konjenital veya prekoks RTT: Regresyona agik degildir ancak klinik bulgular
RTT ile uyumludur. MeCP2 mutasyonu negatif, FOXG1 mutasyonu pozitif

vakalar mevcuttur.
3- Regresyonun klasik formdan daha yavas ve gec gelistigi form
4- Forme Fruste RTT sendromu: Bulgularin daha hafif ve daha ge¢ ¢iktigi formdur.
5- Konusmanin korundugu form.
2.7.2. Cocuklugun Dezintigratif Bozuklugu

YGB icerisinde degerlendirilir ve Heller Sendromu ya da dezintigratif psikoz diye de
adlandirilir. Ortalama prevelans: 1.7/100 000°dir (52). Genellikle tamamen normal bir
gelisim donemini takiben ge¢ baslangich (<10 yas) dil, oyun, motor ve sosyal beceriler
gibi bircok alanda daha Onceden kazanilan becerilerin kaybi ile karakterizedir. Bu
becerilerin kaybi bir siire sonra yavaslayabilir. Prognoz genel olarak iyi degildir. Nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte beyin ve sinir sistemi problemleri ile iligkilidir.
Bulgular arasinda konusmada gecikme ya da konusamama, konusmayi1 baglatma ve

siirdiirmede problemler, barsak ve mesane kontroliinde motor ve sosyal becerilerde

19



kayip, aile bireyleri ve diger cocuklarla iliski kuramama sayilabilir. Bu bulgularin bir

kism1 OB bulgulari ile Ortiigtir.

Dezentegratif terimi davranis ve Kkisilik degisikliklerini tamimlayan bir terimdir.
Hastalarin biiyiilk cogunlugunda otizme benzer davranis sekli goriiliir. Stereotipik
hareketler, iletisim kurma becerilerin gerilemesi ve kaybi, sosyal etkilesimde
problemler, anksiyete, korku, asir1 hareketlilik, dis ve idrar kontrolii gibi 6z bakimda
giderek kotiilesme goriilebilir (53).

CDB’ ye yonelik kesin ve kalict bir tedavi yoktur. Bu cocuklara tekrar dil, davranis ve
sosyal becerileri kazandirmak amaciyla davrams terapisi faydahdir. Hastalig1 ortadan
kaldiran bir ila¢ tedavisi giiniimiizde yoktur. Fakat yenileyici davramig kaliplar1 ve
saldirganlik sorunlar1 i¢cin antipsikotik ilaglar; epileptik nobetleri kontrol altina almak

icin antikonviilsan ilaglar kullanilir.
2.7.3. Asperger Sendromu

Asperger Sendromu (AS) Avusturyali bir pediatrist olan Hans Asperger tarafindan 1944
yilinda tamimlanmistir. AS sosyal etkilesimde bozukluklar, smirl ilgi alani ile
karakterize OSB icerisinde degerlendirilen bir hastaliktir. Dil ve biligsel becerilerde
gecikme olmamasi ile diger OSB’lerden ayrilir. AS ‘li bireyler genellikle yalnizdirlar,
fazla konusmazlar, empati yapmazlar, rutin bir yasantilar1 vardir, kat1 kurallar1 takip
ederler. Tanm i¢in gerekli olmamakla birlikte dilin anormal kullanimi ve motor sakarlik
gozlenir (54). Tani i¢in IQ normal sinirlarda olmalidir. Tanis1t DSM-1V ve ICD-10 tam
kriterlerine gore konur. Otizm ile benzer bulgular1 olmakla birlikte ayristig1 noktalar da
bulunmaktadir. AS’ nin otizm spektrumunun yiiksek fonksiyonlu bir hali mi yoksa

farkli bir genetik antite olup olmadig1 bilinmezligini korumaktadir.

AS’ nin kesin etiyolojisi heniiz aydilatilamamistir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar
yaygin gelisimsel bozuklugun norobiyolojik faktorlerin 6n planda oldugu bir hastalik
grubu oldugu yoniindedir. Yapilan prevelans calismalarinda sikliginin 3,6-7/1000
arasinda oldugu goriilmiistiir (55). Erkeklerde kiz ¢ocuklara oranla 5-15 kat daha sik

goriiliir ve ortalama tan1 koyma yas1 sekizdir.

AS olan bireylerde genelde dil gelisiminde problem beklenmemektedir, entelektiiel
kabiliyetler normal ya da yiiksektir. Dilin gramer yapisini normaldir fakat zamirleri

kullanmakta hata yaparlar. Bazen yenileyici kelimeler ve kelime tiiretme goriiliir.
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Yaygi gelisimsel bozukluklarda dil gelisiminde bozukluk tipik olmakla birlikte AS’ da
dil problemlerinin daha az oldugu dikkati ¢cekmektedir. Yeterli goz temas: kurmama,
stresli ve tizgiin olduklarinda diger kisiler tarafindan teselli edilme ve sevgi ihtiyaci
duymama, mutluluklarini paylasmama gibi sosyal etkilesimde bozukluklar goéze
carpmaktadir. Asir1 ugraslar ve ilgi alanlarinda sinirlilik, baz1 nesnelere asir1 baglanma,
basmakalip ve yineleyici motor hareketler ve cevre ile ilgili degisikliklere asir1 tepki

verme gibi davranis problemleri goriiliir.

Giiniimiizde yaygin gelisimsel bozukluklarin tedavisine giincel yaklagim farmakoterapi
ile desteklenmis 0zel egitim ve davranig terapisidir. AS’ ye yonelik 6zgiin farmakolojik
ajan olmamasina ragmen sosyal uyumu kolaylastirmak ve kontrolsiiz davranislari

diizenlemek i¢in onerilmektedir.
2.7.4. Baska Tiirlii Adlandinlamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluk

OSB icersinde kabul edilen Bagka tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel bozukluk
(BTA-YGB), ilk kez 1980 yilinda DSM-III’ te kendine yer bulmustur. BTA-YGB
tanisin1 koyabilmek i¢in bu gurup igerisindeki yer alan diger hastaliklarin tani
kriterlerini iyi bilmek gerekir. Ciinkii BTA-YGB bunlarin digindaki hastalar1
tanimlamak i¢in kullanilir. DSM IV-TR’ de; karsilikli toplumsal etkilesimde agir ve
yaygin gelisimsel bozukluk olmasinin yami sira sdzel ve sozel olmayan iletisim
becerilerinde bozukluk olmas1 veya basmakalip davranis, ilgi ve etkinligin bulunmasina
ragmen Ozgiill YGB tam kriterlerini karsilamiyorsa BTA-YGB olarak adlandirilir.
Otistik semptomu olan c¢ocuklarin ii¢ tanisal alanda tiim kriterleri karsilamadiginda

BTA-YGB olarak siniflandirilabilir. Tanisal sinirlar1 hakkinda tartigmalar siirmektedir

(56).

BTA-YGB’ da etyolojiye yonelik kesin bir neden saptanamamistir. OB oldugu gibi
biyolojik ve genetik faktorler suclanmistir. Otizme oranla 1,5 kat daha sik goriilmekte

ve ortalama 15/10.000 siklikta goriilmektedir.

Otizme benzer davramigsal ve gelisimsel problemler vardir, fakat daha genis ve
heterojen bir bozukluk grubudur. Otizmli ¢ocuklara oranla iletisim ve biligsel beceriler
daha iyidir. Sosyal iligki esnasinda olagandisi davraniglar ve yanitlar goriilebilir. Goz
temasi, beden durusu gibi s6zel olmayan davraniglarda da problem olabilir. Diisiincede

katilik ve 1ilgi alani kisithligr siklikla goriilmektedir. Zekalar1 sinir diizeydedir.
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Otizmden farki; otizmli ¢ocuklar daha kisith ilgi alan1 olmasi, hayali oyundan yoksun
olmalari, baslangic yasinin daha erken olmasi ve sozel olmayan iletisimin olmamasidir
(57). BTA-YGB’nin daha detayli arastirilmasi ve diger YGB’ lar ile olan farklarina ve

etyolojiye yonelik caligmalara ihtiyac vardir.
2.8. Vitamin D

1928 Nobel tip-fizyoloji 6diilii; Vitamin D’ nin kesfindeki roliinden dolayr Adolf
Windausin’ e verilmistir. Vitamin D’ nin kalsiyum hemostazi, hiicrelerin farklilagsmasi
gibi farkli dokularda hayati fonksiyonlar1 vardir. Kalsiyum hemostazi ve kemik
mineralizasyondaki gorevi ¢ok uzun zamandir bilinmektedir. Eksikliginde bozulmus
kemik formasyonu, hipokalsemi ve biiylime geriligi ile seyreden rikets olusur. Bunun
yaninda Vitamin D reseptor genindeki (VDR) mutasyonlara bagli olusan Vitamin D
bagiml rikets Tip2 ve PEX gen mutasyonuna bagh olusan X’ e bagh hipofosfatemik
vitamin D rezistans rikets vardir (58,59). 25-hidroksi Vitamin Dj * i aktif formu olan
1,25 dihidroksi Vitamin D3 ‘e ¢eviren loa-hidroksilaz enzimini kodlayan genin

mutasyonlarinda ise Vitamin D bagiml rikets Tip1 olusur.
2.8.1. Vitamin D’ nin Metabolizmasi

Vitamin D’ nin en onemli kaynagi deride gerceklesen sentezdir. Giinesten gelen 290-
310 dalga boyundaki ultraviyole B 1smlar1 varhiginda 7-dehidrokolesterolden enzimatik
olmayan bir reaksiyonla ilk olarak previtamin D;’ e doniistiiriilir. Daha sonra
izomerizasyonla vitamin D3 (3-kolekalsiferol) > e cevrilir. Derideki melanin pigmentinin
varlig1 bu siireci olumsuz yonde etkiler. Bundan dolay1 artmig deride pigmentasyonlu
bireyler yeterli D vitamini sentezi i¢in daha fazla giines 1sinina ihtiya¢c duyarlar.
Ekvatordan uzak kig giinesine maruz bireylerde D vitamini sentezi efektif degildir.
Deriden sentez edilen D vitamini haricinde diyetle balik, balik yaglarindan ve

yumurtadan alinir.

Vitamin D; Vitamin D-binding protein araciligla karacigere tasmir ve burada 25-
hidroksilaz enzimi 25-hidroksi Vitamin D (25(OH)Ds)’ye cevirir. 25(OH)D3 dolasimda
en cok bulunan Vitamin D formudur. Yar1 6mrii 20 giin oldugundan dolay1 Vitamin D
seviyesinin en iyi yansitan parametredir (60). Vitamin D’ nin aktif formu olan 1,25
dihidroksivitamin D3’ e ise bobrekte bulunan sitokrom P450 CYP27B1 enzimi (lo-

hidroksilaz) araciligla cevrilir. Bu enzim bobrek distal tiibiiliinden kuvvetli sekilde
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eksprese edilir ve beyinde de ekspresyonu gosterilmistir (61). lo-hidroksilaz;
hipofosfatemi ve parathormon varliginda upregule olurken, hiperfosfatemi ve 1,25D3
varliginda downregule olur. Eger viicutta 1,25(OH),D seviyeleri yeterli ise bir kismi
sitokrom P450,CYP24A1 enzimi ile 24,25(OH),D5’ ye ¢evrilir. Bu Vitamin D’ nin daha

az aktif olan formudur ve bu enzimin de beyinde varhig1 gosterilmistir (62).

Besm
(Vit Dyve D)

Gilnes
15181

PTH artirir
Elh}ﬂF{:tsfm azaltir

BLstig

24-Hidroksilaz 1a-Hidroksilaz
!
24,25{0]—1},{13 =3 - -

e

Bivolojik aktivite

Sekil 1: Vitamin D iiretimi ve metabolizmasi (63).

2.8.2. Vitamin D Eksikligi

Vitamin D eksikligi riketsin en yaygin nedenidir ve Vitamin D’ nin kaynagi deride
gerceklesen sentez ve diyet ile alim oldugundan predispozan faktorlerden dolayi
gelismis iilkelerde dahi yaygindir. Hastalara semptomatik hipokalsemi varliginda
kalsiyum replasmani gerekebilir. Akut donemde tedavide 1,25(OH),D; kullanilir.
Radyolojik bulgular1 diizelmesi birka¢ ay1 bulabilir.
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2.8.3. Vitamin D’ nin Etki Mekanizmasi

D vitamini biyolojik etkilerinin cogunu niikleer Vitamin D reseptorii (nVDR)
vasitasiyla gerceklestirir. VDR niikleer hormon reseptor ailesinin bir iiyesidir ve
baglanma ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorii olarak iglev goriir (64). Bu aile
steroid/tiroid hormonlari, vitamin A, vitamin D gibi lipofilik ligand gérevi goren 60’

dan fazla niikleer reseptorden olusur.

Vitamin D’nin hormonal formu olan 1,25(OH),D3 hedef hiicreye geldiginde Vitamin D
binding proteinden ayrilir. Hiicre cekirdegine girer ve VDR ile iliski kurar. Hiicre tipine
baglhh olarak VDR; retinoik asit reseptorlerinden biriyle (RXRa, RXRP, RXRy)
homodimer ya da heterodimer olusturur. VDR homodimer yada VDR-RXR heterodimer
spesifik enhancer elementlere (Vitamin D respons elementler olarak bilinir)baglanir ve
1,25(0OH),D3; hedef genlerin promotorlerinde transkripsiyonu baslatir. VDR yoluyla
baglanma ile indiiklenen transaktivasyonda; baglanmada, bagimsiz olarak VDR ile
etkilesen koaktivatorler RNA polimeraz-2 ile baslangi¢c transkripsiyon kompleksi
olusumu i¢in esansiyeldir (65). Bunlar SRC1/TIF2 (160 kDa’lik bir protein ailesi),
CBP/p300 protein ailesi, SRA (bir RNA koaktivator) ve digerleridir (65,66). Bu
koaktivatorler; gen ekspresyonunu aktive eden, kromatin yapisini degistiren Histon
asetilazlardir (HATSs). Bunun yaninda DRIP/TRAP gibi bagka koaktivator kompleksleri
de tamimlanmustir fakat bunlarin HAT aktivitesi yoktur (67,68). Koaktivatorlerin aksine,
korepresorler SMRT ve NCoR; liganddan bagimsiz tiroid reseptorii (TR) ve all trans
retinoik asit (RAR) ile iligkilidir ve bunlar ligandla indiiklenen transaktivasyon
fonksiyonlarin1 baskilar. Bununla beraber, bu korepresorlerin liganddan bagimsiz VDR

ile etkilesimi yoktur (69,70).
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Sekil 2: Vitamin D’ nin etki mekanizmasi ve hedef gen ekspresyon (71)

1980’11 yillarin ortalarinda D vitaminin hiicre membraninda yer alan reseptorii mVDR’
ye baglanarak etkisini gosteren 1,25(OH), D3 hizli etkisi kesfedildi. Bu etkinin bir¢ok
hiicrede bulunan membran vitamin D reseptorii (mVDR) non-genomik sinyal iletimi
gerceklestigi  gosterilmistir (71,72). Kalsiyuamun barsaklardan hizli absorbsiyonu,
osteoblastlarda voltaj kapili Ca ve CI kanallarinin agilmasi, pankreas beta hiicrelerinden
insiilin sekresyonu buna ornektir. Bu cevaplar oldukca hizli sekilde niikleer VDR aracili

gen transkripsiyonun sonucu olan cevaplardir.

VDR ve 1,25(0OH), D3> nin kalp ve kan dolasimina, insiilin sekresyonuna, noronal
gelisimdeki etkileri diistiniildiigiinde ilgili hastaliklarla baglantilarin arastirilmasina

siddetle ihtiya¢ vardir.
2.8.4. Vitamin D’nin Kemik Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Vitamin D’nin kemik metabolizmasi1 iizerine etkilerini su sekilde Ozetleyebiliriz.
Vitamin D bagirsak kalsiyum ve fosfor emilimini artirir. Bagirsak epitel hiicrelerinde
VDR’ ye baglanan D vitamini kalsiyum baglayan proteinin sentezinde artisa neden olur
ve kalsiyumun aktif transportunu arttirir. Vitamin D’nin eksikliginde kalsiyumun % 10-

15’1 emilirken, vitamin D varhiginda diyetteki kalsiyumun % 30-40’1 emilir (73,74).

Ayrica D vitamini PTH ile birlikte hareket ederek kemik dokusu iizerine etki ederek
kalsiyum mobilizasyonunu arttirrr. Bununla birlikte vitamin D bobreklerden de
kalsiyum emilimini arttirir ve bu etkisini PTH ile birlikte distal tiibiil hiicrelerine etki

ederek etkisini gosterir. Distal tiibiil hiicrelerinden filtre edilen kalsiyumun % 1’1 emilir.
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Kalsiyum diisiikliigtinde ilk olarak vitamin D bagirsaklarda kalsiyum ve fosfor
emilimini arttirir, eger bu yeterli olmaz ise PTH kemik kalsiyumunu mobilize etmek
amaciyla D vitamini sentezini arttirir. PTH ve hipofosfatemi bobreklerde 1,25(OH),D3
sentezini arttiran onemli faktorlerdir. PTH bobrek proksimal ve distal tiibiil hiicrelerinde

kalsiyum emilimini arttirir iken fosfor atilhimuni arttirir (74).
2.8.5. Vitamin D’nin Kemik Metabolizmas1 Disindaki Etkileri

Pek ¢ok hiicre ve dokuda 1,25(OH),Ds varliginin saptanmasi ile vitamin D’nin farkli
fonksiyonlar1 oldugunu gostermistir. Bagirsaklar, bobrekler ve kemik dokusu vitamin D
metabolizmasinin esas organlar1 olmakla birlikte; hemen her hiicrede (beyin, kalp, mide,
pankreas, deri, meme, gonadlar, T ve B lenfositleri, monositler vs.) VDR vardir.
Vitamin D’nin VDR aracilik eder. Ayrica 25(OH)D’nin bobrek dis1 dokularda da 1-a
hidroksilaz enzimi ile 1,25(OH),D3;’ye doniisebildigi gosterilmistir. Elde edilen bu
veriler D vitamininin otokrin ve parakrin diizenleyici gorevleri oldugunu gostermektedir

(74).

Bununla birlikte 1,25(OH),Ds3; hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve apoptozisin
regiilasyonunda gorev alan ¢ok sayida geni kontrol eder. Ayni1 zamanda kazanilmis
immiin yanitta onemli gorevleri vardir. Enfeksiyonlara karsi dogal immiin cevabin
uyarilmasinda rol oynar. Kanser, psoriyazis, multipl skleroz, tip I diyabet ve metabolik
sendrom gelisimi iizerine etkileri yaninda diger baz1 otoimmiin hastaliklarin gelisimi ile
de ilgisi olabilecegi ileri siiriilmektedir (75). Bundan dolayr vitamin D’nin farkli

dokulardaki gorevleri hakkinda yeni arastirmalara ihtiyag vardir (74).
2.8.6. Vitamin D ve immiin Sistem Uzerine Etkileri

Vitamin D’nin sistemik kalsiyum hemeostazi ve kemik mineralizasyonu ile olan iligkisi
cok uzun zamandir bilinmektedir. Ayrica 1980’den itibaren vitamin D’nin klasik
olmayan etkileri aydinlatilmaya baslanmistir. iImmiin sistem hiicrelerinde VDR ve
CYP27B1 ekspresyonu tanimlanmistir (76). Bulgular vitamin D’nin hem dogustan hem

de kazanilmig immiinitede gorevleri oldugunu gostermistir (77).

Periferik kan hiicreleri arasinda eritrositler, lokositler ve trombositler yer alir.
Lokositler; T ve B lenfositler, NK hiicreleri, notrofil, eozinofil, bazofil ve monositlerden

olusur. VDR yukarida sayilan tiim 16kosit hiicrelerinde eksprese edilir.
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2.8.6.1. Vitamin D’nin Dogal immiinite Uzerine Etkileri

Dogustan immiinite patojenlere karst ilk savunma mekanizmas1 olup etkisi
nonspesifiktir. Viicuttaki dogal immiiniteden sorumlu hiicreler NK (naturel killer),
sitotoksik T lenfosit, makrofaj ve onlarin monosit onciilleridir. Bu hiicrelerin gorevleri
hiicre kalmtilarini, patojenleri fagosite etmek ve bunlar1 ortadan kaldirmaktir. Bununla
beraber makrofajlarm T hiicrelerine antijen sunarak kazanilmis immiin yanitta da
gorevleri vardir (78). Makrofajlarin, dendiritik hiicrelerin, aktive T ve B lenfositlerin

VDR eksprese ettikleri gosterilmistir.

1986 yilinda Rook ve ark. 1,25(OH),Ds’iin mikobateriyum tuberkulozisin biiyiimesini
inhibe ettigini gostermistir (79). Ayrica herediter vitamin D rezistans rikets
hastalarindan alinan makrofaj ve notrofillerin etkin olmayan fungusidal aktivite
gosterdigi bulunmustur (80). Vitamin D’nin dogal immiinitedeki roliiniin aydmnlatmak
amaciyla yapilan caligmalarda Liu ve ark. mikobakteriyum tuberkulozis enfeksiyonunu
taklit eden TLR2/1 aktivasyonu olusturuldugunda makrofaj ve monositlerden VDR ve
CYP27B1  ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir  (81). Bunun sonucunda
1,25(0OH),D3/VDR transkripsiyon kompleksi VDRE ile iligskiye girerek antimikrobiyal
peptidler olan katelesidin ve defensin (DEFB4) ekspresyonuna neden olur. Bu
antimikrobiyal peptidler spesifik notrofil graniillerinde depolanir ve bakteriyel ve viral

enfeksiyon varliginda salinir.

VDR; antimikrobiyal peptid oldugu bilinen yiizlerce genin transkripsiyonunu saglar.
Antimikrobiyal peptidler viicudun dogal antibiyotikleridir ve viicudu enfeksiyonlara
kars1 korur. VDR ayn1 zamanda mikroglia, schwann hiicreleri, monosit, makrofaj gibi
hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilen ve bakteri, viriis, mantar, endojen inorganik

maddeleri tantyan TLR2 reseptoriiniin ekspresyonunu saglar.
2.8.6.2. Vitamin D’nin Kazamlmis immiinite Uzerine Etkileri

Kazanilmig immiin yanit; makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi hiicreler tarafindan
sunulan antijenlere kars1 T ve B lenfositlerin sitokin ve immiinglobiilinler iireterek
ekzojen ajanlara karsi spesifik olarak savagma yoluyla gorevini icra eder (82). Vitamin
D kazanilmig immiinite {izerine inhibitor etki gosterir. Aktif D vitamini; B hiicrelerinin
plazma hiicrelerine doniismesini inhibe eder, ayn1 zamanda da immiinglobiilin tiretimini

baskilar. Yine D vitamini, T hiicre proliferasyonu iizerine baskilayict etki gosterir.
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VDR’nin timus ve periferik T hiicrelerinde eksprese edilmesi D vitamininin T hiicre
fonksiyonu ve gelisimi iizerine etkisi oldugunu gostermektedir. B hiicrelerinde ise VDR
thmal edilebilecek seviyededir. Antijenle uyarilan T hiicreleri sitokin liretme durumuna
gore iki farkl tip T hiicresi bulunur. Bunlar Thl (enflamatuvar T-hiicreler), Th2 (anti-
enflamatuvar T-hiicreler). Thl hiicreleri; proenflamatuvar sitokinler, IFN-y, IL-2 ve
TNF-a iiretirler ve bu sayede kuvvetli hiicresel immiin cevaptan sorumludurlar. Th2
hiicreleri ise anti-enflamatuar sitokinler olan IL4 ve ILS iiretir ve antikor merkezli

immiin cevaptan sorumludurlar.

Vitamin D ve immiin sistem ile ilgili calismalar hem T hem B hiicrelerinde VDR
ekspresyonunu gostermistir. Th hiicreler 1,25(OH),D; icin ana hedeftir ve Th
proliferasyonunu inhibe ederek bu hiicrelerden sitokin iiretimini modiile eder (83,84).
1,25(0OH),D; Thl sitokinlerini inhibe ederken, Th2 sitokinlerini artirir (85,86). Vitamin
D’ den etkilendigi bilinen {i¢iincii bir grup Th hiicresi ise IL.-17 sekrete eden T hiicredir
(Th-17 hiicre). 1,25(0OH),D3 IL-17 iiretimini de siiprese eder. Vitamin D’ den etkilenen
bir diger T hiicresi de immiin cevabi baskilayan ve asir1 cevabi Onleyen regiilator T
hiicreleridir (Treg) (87). B hiicrelerinin VDR eksprese ettigi uzun yillardir bilinmesine
ragmen 1,25(0OH),D5’tin B hiicre proliferasyonunu ve immiinoglobulin iiretimini
siprese etmesi Th araciligla indirekt etki ettigi kabul edilirdi. Fakat ¢alismalar B hiicre
hemeostazinda 1,25(OH),Ds’lin direkt olarak plazma hiicrelerini inhibe ettigini teyit

etmistir (88).

Sonug¢ olarak; aktif vitamin D’nin kazanilmis immiiniteyi baskilamasi; dendritik
hiicrelerin olgunlagmasinin siipresyonu ve boylece CD4 hiicrelerine antijen sunumunun
azalmasi, CD4 hiicrelerinin Thl ve Thl7 hiicrelerine diferansiyasyon ve
proliferasyonunun inhibisyonu ve Th2 ve Treg hiicrelerinin iretiminin artmasi yolu ile

gerceklesmektedir (82).
2.8.7. VDR Geni ve Polimorfizmleri

VDR geni 12q12’de lokalize, 8 translasyona ugrayan (ekzon 2-9) 6 translasyona (la-1f)
ugramayan ekzondan olusur, 427 aminoasidden olusan bir proteini kodlar (89,90).
Farkli transkriptleri de tamimlanmistir. Su ana kadar VDR geninde 450’ nin iizerinde
polimorfizm tanimlanmistir. Bunlarin dagilimi ve siklig1 etnik gruplara gore farklilik

gostermektedir. En cok calisilan SNP’ ler; ekzon 2’ de Fokl ya da rs10735810, ekzon
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8’de Apal ya da rs7975232, ekzon 9’ da Taql ya da rs731236, ekzon 8’ de Bsml yada
rs1544410,ekzon 8 de Tru91 yada rs75343 dir (Sekil 3). VDR varyantlari; Addison,
insiilin bagimli diyabet, Graves hastaligi, multipl skleroz gibi cesitli hastaliklarla iligkili
bulunmustur (91,92).

VDR gen polimorfizmlerinin etkileri yer aldiklar1 lokalizasyona gore degisir. Ornegin
Fokl polimorfizmi; Dna binding domainde 5’ sonlanma bdlgesinin yakininda
bulunurken, yukaridaki diger SNP’ ler ligand binding domainde 3’UTR bdlgesinde yer

alir.

6'PROMOTOR KODLAYAN | [3'REGULATOR
BOLGE EKZONLAR| | BOLGE
1

.

ead

Sekil 3: Vitamin D iizerindeki gen polimorfizmleri

2.8.8. Vitamin D ve Beyin

Vitamin D ve cesitlerinin beyinde bulunduguna dair ilk caligmalar Stumpf ve ark.
tarafindan otoradyografik yontemle yapilmistir (93). Daha ©nce bahsettigimiz iig
vitamin D metabolitide insan beyin omurilik sivisinda tespit edilmistir (94). CYP27B1
primer olarak bobrekte bulunur fakat yapilan immunohistokimyasal ¢aligmalar serebral
kortekste, serebellar purkinje hiicrelerinde, fetal insan beyninde, glial hiicre
kiiltiirlerinde de varh@i gosterilmistir (95). Hipotalamus supraoptik ve para ventrikiiler

niikleusta, substansiya nigrada da bulunur.

CYP24A1 mRNA’s1 normal beyin dokusunda heniiz tespit edilememistir. Bununla

beraber C6 glioma ve rat glial hiicre kiiltiirlerinde tanimlanmistir. Hiicre kiiltiirlinde
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1,25(OH),Ds ilavesi ile ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. Biitiin bu kanitlar

Vitamin D’ nin beyinde aktif olarak bulunup elimine edildigini gdstermektedir.

Vitamin D eksikligi goreceli olarak toksisitesine oranla daha sik goriilmektedir.
Gebelikte fetiis annenin vitamin D depolarint kullanir. Vitamin D’ nin
prodiferansiyasyon ve anti-apoptotik dzellikleri diisiiniildiigiinde Vitamin D eksikliginin
daha az diferansiye beyin ile iliskili olacagi asikardir. Yine D vitamini eksikligi olan
ratlarda apoptoz acisindan farkl patern izler. 19.embriyonik giinde herhangi bir farklilik
yokken, 21. embriyonik giinde D vitamini eksikligi olan ratlarda apoptotik hiicreler
kontrollere gore azalmig bulunmustur (96). Bu azalma gelisen singulat, dentat giruslar,
bazal gangliyonlar ve hipotalamusta izlenmistir. Ve yine bu calismada hiicre siklusunda

ve apoptotik gen ekspresyonunda degisiklikler saptanmustir (96).

Vitamin D eksikligine maruz kalmig embriyonik beyinlerin anatomisi incelendiginde
kontrollere oranla daha biiyilk beyinleri oldugu saptanmis bununda artmus hiicre
proliferasyonu ve azalmis hiicresel eliminasyonla iliskili oldugu diistiniilmistiir (97).
Lateral ventrikiil voliimiinde artigla beraber neokorteksin hafif inceligi dikkati cekmistir.
Biitiin bunlar vitamin D eksikligi olan beyinlerin farkli bir gelisim paterni

olusturdugunu desteklemektedir.

Vitamin D eksikligi olan yetigskin ratlarin beyinlerinde yapilan gen ekspresyon ve
proteomiks analizlerinde 74 gen ve 36 proteinin ekspresyonlarinin degistigi
gosterilmistir. Bu genler ve proteinler kalsiyum hemostazi, noronal ve sinaptik
plastisite, noronal transmisyon, oksidatif fosforilasyon, redoks dengesi, hiicre dongiisii
ve post-translasyonel modifikasyonlarda goérevlidir (98). Calismalar D vitamini
eksiklikli rat embriyolarinda proliferasyonun arttigin1 gosterse de, Keilhoff ve ark.

yaptig1 calismada yetiskin hipokampusta ndrogenezin azaldigi gosterilmistir (99).
2.8.9. VDR ve Beyin

VDR beyinde ekspresyonuna ait ilk calismalar Alzheimer ve Huntington Koreli
postmortem insan beyinlerinde yapilmustir (100). insan Noroblastoma hiicre hatlarinda
da VDR ekspresyonu gosterilmistir. Daha sonra yapilan immunohistokimyasal
caligmalar ile VDR’ nin insan beynindeki varligi teyit edilmistir (101,102). Eyles ve
ark. yaptig1 calismada VDR ekspresyonunun serebellumda graniil hiicrelerine sinirlt

oldugu, Purkinje hiicrelerinde olmadigi, hipokampiiste giiclii aktivite gosterdigi ve tiim
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santral sinir sisteminde varhigi gosterilmistir (61). VDR, periferik noronlarda da
bulunur. Yapilan caligmalar VDR’ nin beynin gelisimi esnasinda da fonksiyonlar:
oldugunu diisiindiirmektedir. Gelisen beyinde; fetal rat dorsal kok gangliyon
hiicrelerinde VDR ekspresyonu gosterilmistir. Ratlarda 12.embriyonik giinde, farelerde

11,5 giinde tespit edilmistir.

Yapilan knockout fare modelleri ile VDR sinyal yolaginin olasi etkileri arastirilmistir.
Bu amagla 4 farkli VDR knockout fare modeli olusturulmustur. Bunlar ekzon 1-2
delesyonlu (Leuven grubu), ekzon 2 delesyonlu (Tokyo grubu), ekzon 3-5 delesyonlu
(Boston grubu), VDR’ nin birinci zinc finger baglanma domaini (Miinih grubu)
modellerdir (103,104). Davramissal calismalar Tokyo tipinde yapilmistir. Olusan
turuncated protein hala 1,25(OH),D3- e baglanabilir fakat gen transkripsiyonunu aktive
etmede yetersiz kalir (105). VDR null mutant fareler dogduklarinda fenotipik olarak
normaldir, emzirmeden sonra biiylime geriligi gozlenir. Hipokalseminin haricinde
alopesi, azalmig beden Ol¢iileri, motor koordinasyonda bozulma goriiliir. Bununla
beraber anksiyete, yeniliklere karsi korku gibi ¢esitli davranigsal problemler, vestibular
fonksiyonlarda degisiklikler, beyinde kalsifikasyon, isitme kaybi ve erken yaslanma

goriilmiistiir (106-108).
2.8.10. Vitamin D ve Beyindeki Norotransmitterler

1,25(0OH),D; direkt ve indirekt olarak beyindeki adrenerjik, noradrenerjik, kolinerjik
norotransmitterleri etkilemektedir. Otizm, sizofreni, depresyon gibi noropsikiatrik
hastaliklarda da bu norotransmitterler seviyelerinde degisiklik oldugu diisiiniildiigiinde

bu konuda yeni arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu agiktir.
2.8.11.Vitamin D’ nin Beyin Gelisimine Etkileri

Vitamin D eksikligi olan beyinlerde yapilan caligmalar D vitaminin beynin gelismesi ve
farklilasmasi icin hayati bir role sahip oldugunu gostermistir. Dogumda beyin
boyutlarindaki boyut artis1 gibi yapisal degisiklikler atmis hiicre proliferasyonu ve

azalmis hiicre eliminasyonu ile iligkilidir (96,97).

1,25(0OH),D5’ in fizyolojik konsantrasyonlarinda glutatyon gibi etkin anti-oksidan
maddeleri artirabilir. Yine mezensefalik dokularda H,O, gibi reaktif oksijen

radikallerini alimimi engelledigi gosterilmistir.
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2.8.12. Otizm ve Vitamin D

Otizm ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda; monozigotik ikizlerde 40-90%,
dizigotik ikizlerde %0-10 konkordans orani; kiz/erkek oram1 ~1:4, Afrikali
Amerikalilarda artmis siklik ve prevelansindaki son 20 yilda artis dikkati ceker.

Vitamin D ile otizm arasinda iligki olabilecegine ait ilk siipheler epidemiyolojik
caligmalardan ileri gelir. Kis-ilkbahar doneminde dogan ¢ocuklarda otizm sikliginda
artis oldugu saptanmistir (3). Vitamin D diizeyleri mevsimsel farklilik gosterdigi gibi
enlemler arasinda, siyah irkta deri pigmentasyonunda artisdan dolay1 ksal olarak da
farkliliklar ~ gosterir  (109-111).  Yiiksek enlemlerde dogan c¢ocuklarda otizm
prevelansinin yiiksek oldugu ve kuzey enlemlere goc eden Afrikali gogmen ailelerde
otizm prevelansinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (112,113). Otistik ¢ocuklarda
yapilan bir caligmada metakarpal kemik inceligi saptanmistir bununda da muhtemelen

vitamin D eksikliginden kaynaklandig1 diistiniilmiistiir (114).

Meguid ve ark. yaptig1 bir calismada OSB olan ¢ocuklarin 25(OH)Ds ve 1,25(0OH),D3
seviyelerinin anlamli derecede diisiik oldugu saptanmustir (115). Isve¢’ te yasayan
Somali go¢meni ailelerde OSB riskinin daha yiiksek oldugu saptanmustir (116). Bu
hastalarda yapilan 25(OH)Ds ol¢iimlerinde hastalar ile sagliklilar arasinda fark yoktu.

2.8.13.Vitamin D Ve Cinsiyet Farkhihgi

Daha once belirtildigi gibi OSB erkeklerde kizlara oranla 4 kat sik goriiliir. Ostrojen ve
testesteronun D vitamini metabolizmasi iizerine farkh etkileri vardir. Ostrojen kalsitriol
seviyelerini olumlu yonde etkilerken, testesteronun boyle bir etkisi olmadigi tespit
edilmistir. Bu da Vitamin D eksikligi olan kizlarin noronal gelisimdeki eksikliklerden

daha az etkilenmesine yola acabilir.

32



3.GEREC VE YONTEM

3.1.HASTA VE KONTROL GRUBU

Bu ¢alismada, DSM-IV tani kriterlerine gore otistik bozukluk tanis1 almig 30 hastada ve
saglikli 30 kontrolde periferik kandan VDR gen ekspresyon farkliliklari, VDR geni
promotor metilasyonu ve VDR geni promotor bolgesindeki rs11568820 ve rs4516035
SNP analizi karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi
Etik Kurulu’ndan ¢alisma izni alinarak (Karar No:2012/243) hasta ve kontrol grubu
iyelerinin her birisine calismaya kendi rizalar1 ile katildiklarin1 belgelemek amaciyla
goniillii onam formu doldurulmus ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonunun TSU-12-4035 onay1 ile desteklenen bu arastrma bilim etigi

cercevesinde tamamlanmistir.
3.1.1.Hasta Grubu

Eyliil 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghig1 ve Hastaliklar1 Noroloji Anabilim Dali ve Cocuk Ruh Sagligi Anabilim Dalinda
DSM-IV kriterlerine gére OB tanis1 almis 4 kadin ve 26 erkek calismaya dahil
edilmigtir. Caligmaya katilan tiim hastalarin  dismorfik muayeneleri yapilmis
Tuberoskleroz, Angelman Sendromu, ciddi epileptik nobetleri olan hastalar, Frajil X
Sendromu diisiiniilen hastalar calismadan dislanmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi

7,1’ di. Her bir hastanin 5 ml kan 6rnekleri EDTA’11 tiiplere alinmistir.
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3.1.2.Kontrol Grubu

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ve Cocuk Saghgi ve Hastaliklar
Anabilim Dal’'na basvuran, OB hastaligi olmayan bu ac¢idan saglikli, benzer yas
ortalamasma sahip 4 kadin ve 26 erkek kontrol grubunu olusturmaktadir. Kontrol
grubunun yas ortalamasi 7,5 idi. Bu kisiler calismaya katilmay1 onaylamis ve 5 ml kan

ornekleri EDTA’]1 tiiplere alinmustir.

VDR geninin kandaki ekspresyon diizeyini degerlendirmek i¢in periferik kandan RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Otistik bozuklugu olan ¢ocuklar ile saglikli bireylerin VDR
gen ekspresyonu RT-PZR yontemi ile karsilastirildi. Kontrol geni olarak ACTB
kullanildi. Periferik kandan elde edilen DNA’ lardan VDR geni promotor bolgesindeki
rs11568820 ve rs4516035 SNP analizi, VDR promotor bolge 16492 CpG adasi
metilasyon analizi yapilmis ve OB olan bireyler ile saglikli bireyler karsilastirilmistir.
SNP’ ler secilirken transkripsiyon iizerine etki eden veya etki etme siiphesi olan
SNP’ler secilmistir. Genin promotor bolgesinde yer alan rs11568820; transkripsiyon
faktorii Cdx2’ nin baglanma bolgesini etkileyerek VDR transkripsiyonuna etki eder.

rs4516035 (1A-1012) © de yine promoter aktivitesini etkiler.

Bu calismanin tiim laboratuar asamalar1 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Genetik AD’ da gerceklestirilmistir.

3.2. KULLANILAN ALETLER
e LightCycler Real Time PZR Cihaz1 480 II sistem
¢ Thermal Cycler (Corbet Model no:CG1-96,Avustralya)
e (Qiagen Rotor Gene Q Real Time PZR Cihaz1
e Mikro pipet seti (Gilson 0,5-10 pl, 10-100 pl ve 100-1000 pl 6lctim araliginda)
e Mikro santrifiij aleti
e Vortex (Heidolph),
e Spektrofotometre (Thermo Scientific Nanodrop 2000)

e Hibridizer (HLC),
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Santrifiij (Hettich Mikro 200R),
Derin Dondurucu (-20°C) (Arcelik),

Derin Dondurucu (-80°C) (Sanyo),

Kullamlan Kimyasal Maddeler Ve Sarf Malzemeleri Kitler

Qiamp DNA Blood Mini Kit (Kat. No:51104) (QIAGEN, Dusseldorf, Germany)
Qiamp RNA Blood Mini Kit (Kat. No:52304) (QIAGEN, Dusseldorf, Germany)

EpiTect Methyl DNA Restriction Kit (Kat. No:335451) (SABiosciences,
Frederick, MD)

EpiTect Methyl gPCR Assay (Kat. No:335001) (SABiosciences, Frederick, MD)

EpiTect Methyl gPCR VDR primer: MoPH16492-1A (CpG adas1 16492) (Kat.
No:335001) (SABiosciences, Frederick, MD)

RT gPCR human VDR primer: PPH0O2123E (Kat. No:330001)-(SABiosciences,
Frederick, MD)

RT ¢PCR human ACTB primer:PPHO0073G  (Kat. No:330001)-
(SABiosciences, Frederick, MD)

RT First Strand Kit: cDNA sentez kiti (Kat. No:330401)-(SABiosciences,
Frederick, MD)

RT SYBR Green qPCR Mastermix (Kat. No:330500) (SABiosciences,
Frederick, MD)

Snpsig Real-time PCR Genotyping Kit (PrimerDesign Ltd, Southampton, UK)
Etanol

Taq DNA polimeraz

2-Merkapto etanol

Eppendorf Tiipler
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3.3.YONTEMLER
CALISMAMIZDA KULLANILAN YONTEMLERE GENEL BAKIS
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR); DNA’da yer alan ve dizisi bilinen iki bolge
arasindaki 100 ile 600 baz iceren Ozgiin bir segmenti enzimatik olarak ¢ogaltmak icin
uygulanan ve DNA dizisinin logaritmik amplifikasyonuna izin veren bir yontemdir.
1980’11 yillarda yaptigi calismalarda bu yontem Dr.Kary Banks Mullis tarafindan
kesfedilmis ve kendisine kimya dalinda 1993 Nobel 6diilii kazandirmistir. Invitro
ortamda niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi, diger bir deyisle, canli bir hiicre i¢inde
gerceklesen DNA replikasyonunun, bir tiip icinde gerceklestirilmesidir. DNA
molekiiliiniin milyarlarca kopyasini kisa zamanda olusturan bir tekniktir. Cogaltilmas1
(replikasyon) istenen DNA 6rnegi replikasyon icin gerekli maddelerle bir tiipe konarak,
ic degisik sicaklikta calisgan denaturasyon, annealing ve ekstansiyon basamaklarin bir
dongii halinde tekrarlanmasi ile gerceklestirilir. Denaturasyon sathasinda 94-95 °C'ye
isitilan DNA' nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Annealing (yapisma) sathasinda
cogaltilmak istenen DNA bolgesine 6zgiil iki primer, sicakligin (45-60 °C' ye)
diisiiriilmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA’nin 6zgiil olduklar1 bolgelerine
baglanirlar. Ugiincii basamak ekstansiyon sathas1 primerlerin uzamasi safhasidir. En
uygun sentez sicakliglr 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq) bu 1sida hedef DNA’ya
yapismis primerlerin 3’ ucundan baslayarak istenen DNA bdlgesinin sentezini
gerceklestirir. Bu dongiiniin her tekrarlanisinda 6zgiil DNA bolgesi iki katina ¢ikarilmis
olur. Cogaltilan DNA parcalarinin (amplikon) gosterilmesi icin agaroz ya da

poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) yapilir (117).

Bir PZR reaksiyonu i¢in gerekli temel bilesenler;

-Kalip DNA

-Oligoniikleotidler: Bolgeye 0zgii ileri ve geri primerler

-Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (ANTP)

-DNA polimeraz enzimi: {1k ve en sik kullanilan1 Tag DNA polimeraz enzimidir.
-Tampon ¢ozelti: Tris-HCL, pH 8.8, (NH4)2SO4, Tween® 20

-MgCh
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Kullanim Alanlari:

Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisinda, prenatal tanida, klinik 6rneklerde
patojen organizmalarin saptanmasinda, adli tipta, kanser genetiginin arastirilmasinda,
problarin olusturulmasinda / klonlamada / gen ekspresyon arastirmalarinda, DNA dizi
analizinde, biiylik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda, Restriksiyon Fragment

Length Polimorfizm (RFLP) analizinde kullanilmaktadir.

DENATURASYON
945C 8T C
= &
:
47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA
25°%
ZAMAN ]
Sekil 4: PZR dongiisiiniin sicaklik agsamalar1
PZR Cesitleri:
Klasik PZR:

Hedeflenen dizisinin her iki ucuna spesifik primerler kullanilarak DNA polimeraz

yardimiyla hedef bolgenin ¢ogaltilmasini saglayan PZR tiiriidiir.
Real-Time PZR:

Bir DNA o0rnegindeki bir ya da daha fazla spesifik dizinin hem tespiti hem de
quantifikasyonuna olanak veren ve niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak
artiy gosteren floresans sinyalinin 6lgiilmesi esasinsa dayanan bir PZR yontemidir.
Kantitatif gercek zamanli PZR, reaksiyon sirasinda her dongii sonunda olusan iiriin
miktarinin, boya ya da problarin hedef bolgeye hibridize olmasi sonucu olusan 1s1tmanin
(floresans) kamera ile tespitiyle gercek zamanli olarak bilgisayar ekranindan

izlenmesine olanak taniyan bir yontemdir.
37



Multipleks PZR:

Klasik veya Real-time PZR’nin modifikasyonuyla iki veya daha cok farkli PZR
amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gergeklestirilmesi esasina dayanir. Klasik PZR ile
ayni basamaklarda gerceklesmesine ragmen her bir reaksiyonda ¢oklu primer setleri

kullanilmaktadir.

Reverse Transcription PZR:
Viral RNA ve mRNA gibi RNA hedef dizilerinin ¢ogaltilmasi amaciyla kullanilir.

Burada bir reverse transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanilmaktadir.

Nested PZR:
Komplex mikrobiyal popiilasyonlara ait hedef dizilerin spesifik bir sekilde
amplifikasyonu bazen klasik PZR ile miimkiin olmadiginda Nested PZR yontemleri

uygulanir.
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Tablo 4: Farkli PZR cesitlerinin karsilastirilmast

PZR HEDEF UYGULAMA AVANTAJ DEZAVANTAJ

KLASIK DNA DNA dizisinin En kolay uygulanan PZR Amplifikasyon sonrasi
amplifikasyonu ve tipi, diisiik maliyetli ve az analiz gerektirir. Daha
arastiritlmasi donanim gereksinimi fazla zaman, arac/gereg

harcanir. Insan hatasi ve
kroskontaminasyon riski
tagir. Elde edilen tirtiniin
prob hibridizasyonu veya
dizileme ile
dogrulanmasi tercih
edilir.

MULTIPLEX DNA Iki veya daha fazla Coklu hedef dizisinin tek Primer se¢im olanaklar1
sayidaki farklt DNA bir reaksiyonda stnirhdir. Onemli 6lciide
dizisinin ayn1 anda amplifikasyonu ile optimizasyon gerektirir.
amplifikasyonu (Klasik zaman ve arag/gerec Cogunlukla hassasiyeti
ve Real time “de tasarrufu. ve Ozgiinliigi diisuktiir.
uygulanir)

REVERSE mRNA, rRna, viral RNA | RNA‘nin Tiim RNA cesitlerinin RNA’nin ¢cabuk

TRANSKRIPTAZ amplifikasyonu ve amplifikasyonu bozulmasi. Ek RT
aragtirilmasi asamasi daha fazla

zaman ve para gerektirir,
kontaminasyon riski
tagir.

NESTED DNA Eksternal ve internal Daha hassas, nonspesifik [k amplifikasyon sonrasi
primer takimlari amplifikasyonun tirliniin taginmasi
kullanilarak azaltilmast nedeniyle yanlis pozitif

sonug ihtimali var.

[k amplifikasyon
asamasindan sonra 6rnek
hazirlama i¢in ek oda
gereksinimi.

REAL-TIME DNA Hedef  niikleik  asit | Hizli, bagil veya kesin Daha pahali ekipman ve

dizisinin kopya sayisinin

tespiti ile quantifikasyon

hedef dizi kantifikasyonu.
Genellikle amplifikasyon
sonrasi analize gerek
duyulmaz.

Prob ve melting curve
(erime egrisi) kullanildig:
icin daha kesin sonug.
Daha az
kroskontaminasyon

riski vardir

sarf malzeme gerektirir.
Primer ve prob secimi
stnirhdir.

Dogrulama analizlerine
(dizileme gibi) izin

vermez
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REAL-TIME PZR:

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin
Olciilmesiyle kisa siirede sonug verebilen PZR yontemidir (118). Bu teknoloji kantitatif
Real-time PZR (qPCR), kinetik PZR olarakta isimlendirilmektedir. Gen anlatiminin
analizini degistiren bu metot ile geleneksel PZR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir
(117). PZR siirerken meydana gelen {iriinlerin saptanmaya basladigi anda
degerlendirmeye alinir. Kullanildig alanlar icerisinde; DNA’nin kopya sayisini sayisal
degerlere doniistirme, mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme, patojen
belirleme, tek nokta mutasyonlarmi belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon
arastirmalari, adli tip, prenatal tani, SNP analizi, kromozom bozukluklariin tespiti gibi
alanlar vardir. RT- PZR metodu olusan iiriine baglanan ve 1g1ma veren raportore ihtiyac
duyar. Bu olusan iiriin miktarin1 yansitan floresans sinyal olusturur. PZR dongiileri
sonunda olusan kisa dizilere amplikon adi verilir. Baslangic PZR dongiilerinde, RT-
PZR’ da sinyal zayiftir. Bu sinyalin giiclenmesi amplikonlarin artist ile olur. Sinyalin
esik degere ulagsmasi icin gereken siklus sayisina CT (threshold cycle = esik deger
dongii) degeri ad1 verilir. Amplifikasyon cevap egrileri CT degeri agsmasinin ardindan

logaritmik olarak artar (117).
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Sekil 5: RT- PZR cevap egrileri

Real-time PZR’ da floresans raportorler kullanilir. Hedeflenen bolgenin kopyasi sayisi
arttikca floresans raportorlerden alinan sinyal miktarinda artis baslar. Temel olarak

biitiin RT-PZR sistemleri floresans boyalar: algilar ve sonrasinda bu floresans sinyalleri
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ile olusan PZR iiriin miktarin1 korele ederler. En sik kullanilan floresans formatlari

asagida belirtildigi tizere 2 sinifa ayrilir.
1-Sekansdan bagimsiz tarama analizleri:
-SYBR Green 1

-Ethidium Bromide

2-Sekans spesifik prob baglanma analizleri
- TagMan format (Hidroliz Probe)
-Hibridizasyon Probe

-Simple Probe

SBYR GREEN 1: Sekansa spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda SYBR
Green 1 kullanilir. dsDNA’ya baglanan floresan bir boya olup RT-PZR icin basit ve
pahali olmayan bir yontemdir. Soliisyon i¢inde serbest durumda zorlukla floresans
veren SYBR Green 1, DNA’ya baglandiginda 1s1ma miktar biiylik 6l¢iide artis gosterir.
Sinyal miktar1 ile olusan iiriin miktar1 dogru orantili olarak artar. Ve bu yontem PZR’ da
kolaylikla uygulanabilir c¢iinkii ilaveten floresans isaretlenmis oligoniikleotidlere
gereksinim duymaz. Ama optimizasyonu iyi yapilmalidir c¢linkii hem spesifik hem de
spesifik olmayan PZR iiriinlerinin algilanmasi gibi bir durumunda yanlis sonug
olusabilir. Sybr Green herhangi bir dsDNA’ya baglandig1 zaman, boya farklt dsDNA
tiirleri arasinda ayrim yapmaz. Spesifik, non-spesifik iiriinler, primer-dimerler ayni
sekilde algilanir. Herhangi bir PZR artefakti hedef sekansmin konsantrasyonunda
abartil1 bir oranda artmasima sebep olabilir. Melting Curve analizi ile {iriin ve primer-
dimer arasinda ayrim yapilabilir (117). Biz de ekspresyon analizinde SBYR Green

boyasini kullandik.
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Sekil 6: SYBR Green 1 varliginda PZR (117)

A-Denatiirasyondan sonra DNA tek zincirli hale geliyor.

B-Anneling sirasinda primerler hedef sekansla hibridize olur, SYBR Green 1 kii¢iik bir

bolgeye baglanir. Bu sayede floresan 1s1ma artar.

C-Elangasyon safhasinda primerler uzar ve daha fazla boya baglanir.
D-Elangasyonun sonunda DNA cift zincirli hale gelir ve maksimum boya baghdir.
HIDROLIZ PROBLARI:

Hidroliz problar1 ya da Tagman problari; cDNA 6rnegindeki hedef dizinin miktar tayini
icin Taq polimerazin florogenik 5° ekzoniikleaz aktivitesini kullanirlar. Tagman
yontemi PZR reaksiyonu ile es zamanl gerceklestirilen ve PZR siiresince sonuglarin
goriintiilenebildigi bir yontemdir. TagMan problar1 5' ucunda floresan isaret molekiilii
(Raportor) ve 3’ ucunda quencher yer alir ve problar primerlerden daha uzundur.
Floresan molekiil uyarildig1 zaman enerji transferi quencher molekiilden daha fazla
oldugu icin 1s1n1m gergeklesir. Problar PZR iiriiniiniin i¢ bolgesine baglanirlar. DNA’da
replikasyon olurken TagMan probun 5’ ucuna geldigi zaman ekzoniikleaz aktivitesi ile
probu kirar. Bu sayede raportdr molekiilii serbestlestigi ve quencher da uzaklastigi i¢cin
isinim - gerceklesir. Isinim miktart her siklusda kirilan prob sayisiyla orantili sekilde

artar. TagMan problar1 daha az optimizasyon gerektirir (117).
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Sekil 7: Tagman prop mekanizmasi (117)

HIiBRIDiZASYON PROBLARI: Hedeflenen DNA dizisi cogaltilir (amplifikasyon),
olusan tiim amplikonlar yavas yavas isitilirken floresan sinyali toplanir. . Bu sayede
SNP gruplar1 birbirinden ayrilir. Hidroliz problarinin aksine bu problar amplifikasyon
sirasinda parg¢alanmazlar. Bundan dolay1r amplifikasyonun hemen sonra ikinci bir isleme
gerek olmadan erime egrisi analizi yapilabilir. Hibridizasyon prob kullaniminda, PZR’1n
amplifikasyon fazinda amplifiye olmus kismin spesifik bir dizisine hibridize olmasi icin
0zel olarak dizayn edilmis iki tane isaretli oligoniikleotid kullanir. Bunlardan biri 3’
ucundan floresin ile isaretlenmis ve donor adi verilen bir prob, ikincisi ise akseptor adi
verilen ve 5’ ucundan LightCycler Red ile isaretlenen bir probdur. Bu etiketler, sadece
oligoniikleotidler hedef iizerinde dogru yerlere gelir ise birbirlerine cok yakin bulunurlar
ve boylece floresan rezonans enerji transferini (FRET) miimkiin kilarlar. Ortaya ¢ikan

floresans miktari, PZR sonucunda olusan hedef DNA miktari ile dogru orantilidir (117).

43



; Flugnmseosin -_ f * LG Fad
RIT AL R FTimyp
i -;.’ . L _.a-___.,'l- | T 1
'i FHA 01T ROrT CRETELELY AR TRLI Y
EITARIEES Denaturation < dfied® Annealing
¢ o o
mn L R Y

o, ©F i I !.l-l.l'. TELEL B L LAY
| T e ' . :
TR A T TR A AT R TR

Elonpgation End of Elongsation

Sekil 8: Hibridizasyon problar1 varliginda. PZR (117)

Donér boya probunun 3' ucunda bir floresan etiketi ve akseptor boya probu 5' ucunda
bir LightCycler kirmuzi etiket bulundurmaktadir. PZR denatiirasyon fazinda
hibridizasyon goriilmemektedir (Sekil 8A). Serbest boyalar arasindaki mesafe enerji
transferini engelledigi i¢in bu asamada kirmizi akseptor boyasindan floresan
almamayacaktir. Problar amplifiye olan DNA fragmanina bas-kuyruk diizeni i¢inde
baglanirlar ve hibridizasyon olur ve boylece 2 floresan boyanin yaklasmasi saglanir

(Sekil 8B). Fluorescein yesil floresan 1sinim vermesi i¢in LED tarafindan uyarilir.

Not: Amplifikasyon sonunda her iki HybProbe problar deg§ismemistir, mutasyon ya da

SNP taramalarinda melting curve analizi yapilabilir.
SIMPLEPROBE PROBLARI:

Mutasyon veya SNP’lerin tespitinde kullanilan basitlestirilmis hibridizasyon problarinin
0zel bir tipidir. Bundan dolay1 simpleProbe olarak isimlendirilen prob formati, sekansa
0zgii olmay1 basarmak amaciyla yalniz bir floresans ile etiketli tek bir hibridizasyon
probunu icerir. Genellikle bu problar bilhassa SNP ile iligkili bolgeyi iceren bir hedef
sekansa hibridize olmasi i¢in tasarlanmistir. Prob hedef sekans ile hibridize oldugunda
SimpleProbe hibridize olmadig1 zamankinden ¢ok daha yiiksek oranda floresans yayar.
Sonucta floresansdaki degisiklik sadece probun hibridizasyon durumunda ortaya ¢ikar.
SimpleProbe problar1 mutasyon tespiti ve SNP genotiplendirmede miikemmel
materyallerdir, c¢linkii bu problar kolayca wild-tip, mutant ve heterozigot Ornekleri

sadece tek iplikli kisa bir prob ile belirlerler (117).
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Sekil 9: SimpleProb Analizi sematik sekli (117)

Sekil 9 SimpleProbe’un nasil c¢alistigim1 gostermektedir. Bir SimpleProbe probu
kendisinin ya 3’ ya da 5’ sonlarindan etiketlenebilir. Eger SimpleProbe ¢ozelti icinde
serbest ise, raportdor boyanin floresan yaymasi non-floresan quencher tarafindan
baskilanir (Sekil 9A). Probe hedef bolge ile hibridize oldugu zaman yani baskilanma
azaldiginda ve Lightcycler cihazinin LED’i tarafindan algilandiginda probe yesil
floresans yayar (Sekil 9B). Ayrica; probe hibridize olmadigi zaman bile, floresan 530

nm’de arka planda tespit edilebilirdir, bundan dolay1 sinyal diisiiktiir.

3 v

Sekil 10: SimpleProbe formati ile SNP tespiti (117)

SNP analizi i¢in Lightcycler cihazi SimpleProbe’un erime davramisimi ekranda gosterir.
Sicaklik arttig1 zaman, floresan ol¢iilerek; probe-hedef hibritlerinin erime sicakligi tespit
edilebilir. Erime sicakliginin daha yiiksek olmasi, SimpleProbe ve hedef sekans
arasinda hibridizasyonun daha karali oldugunu gosterir. SNP’ler gibi mutasyonlarda

SimpleProbe baglanma stabilitesini zayiflatirlar.
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3.3.1. Kandan DNA izolasyonu

Qiamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak periferik kandan asagida

belirtilen protokole gore DNA izolasyonu yapildi ve nanospektrofotometre ile miktar

tayini yapildi.

1. 1,5 ml’ lik ependorf tiipe 20 pl proteinaz K eklendi.

2. Uzerine 200 ul periferik kan eklendi.

3. 200 pl Buffer AL eklenip 15 saniye vorteks yapildi. (Not: Proteinaz K,Buffer Al
icine direkt eklenmemelidir)

4. 56°C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

5. 200 pl % 96-100° lik Etanol eklenir.15 saniye vorteks yapilir, kisa santrifii]
yapildi.

6. Miks spin kolona alinir.8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapilir. Toplama tiipii
degistirildi.

7. 500 ul Buffer AW1 eklenir. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapilir. Toplama
tiiptindeki s1v1 bosaltild1.

8. 500 ul Buffer AW2 eklenir,14 000 rpm’ de 3 dakika santrifiij yapildi.

9. Toplama tiipiindeki siv1 bosaltilir, 14 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapildi.

10. 100 ul Buffer AE eklenir, oda sicakliginda 1 dakika beklendi.

11. 8 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapildi.

12. DNA elde edildi. Nanodrop ile konsantrasyonu ol¢iiliip -20°C’ ye kaldirilirdi.

3.3.2. DNA saflig1 ve konsantrasyonun ol¢iilmesi

Izole edilen DNA’larin saflifn ve konsantrasyonu Nanodrop 2000 cihazinda

spektrofotometrik Olciimlerle hesaplandi. Spektrofotometrik okuma ~ 260nm ve

~280nm dalga boyunda, TE tamponu ile yapildi. Niikleik asitlerin saflig1 A260/A280

orani ile de saptanabilmektedir. Bu oran ~1,8 olmalidir.
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Sekil 11: NanoDrop 2000 cihazi
3.3.3. SNP ANALIZi

Tagman yontemi PZR reaksiyonu ile es zamanli gerceklestirilen ve PZR siiresince
sonuclarin goriintiilenebildigi bir yontemdir. Taq DNA polimeraz enziminin 5’ niikleaz
ozelliginden yola c¢ikilarak gelistirilmistir. Yontemde SNP polimorfik bolgeyi iceren
DNA dizisine spesifik forward ve reverse primerlere ilave olarak SNP bolgesi i¢in alel-
spesifik hibridizasyon problar1 bulunmaktadir. Dual-labelled problar1 olarak da
adlandirilan bu tek zincirli oligoniikleotidlerin 5° ucunda bir florofor ve 3’ ucunda bir
baskilayic1 yer almaktadir. Kullanilmakta olan bircok florofor (6-carboxyfluorescein,
acronym: FAM, tetrachlorofluorescin) ve baskilayici (tetramethylrhodamine,
dihydrocyclopyrroloindole tripeptide minor groove binder) mevcuttur. Prob herhangi bir
yikim islemine maruz kalmadigi siirece florofor ve baskilayici birbirine yakin
konformasyonda olacagindan herhangi bir 1s1ma olugsmaz. PZR reaksiyonu ile birlikte
forward ve reverse primerler SNP bolgesinin igceren DNA zincirinin amplifikasyonunu
baslatmakta ve bu siire¢ igerisinde alel-spesifik problarin spesifik bolgelere (yabanil,
mutant) hibridizasyonu gerceklesmektedir. Taqg DNA polimeraz enziminin forward ve
reverse primerlerden baglayarak DNA zincirini uzatmasi swrasinda 5’- 3’ ekzoniikleaz
aktivitesi ile zincire bagl konumdaki Tagman problar1 degrede olmaya baslamaktadir.
Degredasyon sonucu florofor ve baskilayici boyalarin birbirinden uzaklagmasiyla
floresans 151ma meydana gelmektedir. Eger alel-spesifik proplar ile DNA dizilimi
arasinda %100 eslesme s6z konusu degil ise erime sicakligi diisecek buna karsilik PZR
reaksiyonu i¢in tanimlanan profil ile gerekli dongii kosullar1 uymayacagmdan

hibridizasyon gergeklesmeyecektir (119).
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Elde edilen DNA oOrneklerinden yukarida belirtilen Tagman SNP proplar1 ve Allelik
diskrimnasyon yontemi ile rs11568820 ve rs4516035 SNP analizi asagidaki protokole
gore Rotorgene Q5 (Qiagen, Almanya) cihazi ile yapildi.

1. Biitiin tiipler spin ve kisa santrifiij yapildi.

2. Primer ve prop iceren reaksiyon miksi asagidaki tabloda belirtilen sekilde her bir

hasta ve kontrol i¢in hazirlandi.

Tablo 5:Reaksiyon Miksi

Bilesen Hacim
2X Precision Mastermix 10 ul
Genotyping primer/prop miks 1 ul
RNAse/DNAse Free water 4 ul
Toplam hacim 15 ul

3. Her bir reaksiyon icin 15 pl reaksiyon miksi dagitildi.

4. 5 ul DNA o6rnegi eklendi.

5. Pozitif kontrol diliie edilerek 5 ul eklendi.

6. PZR programi asagidaki tabloda belirtildigi sekilde kuruldu.

Tablo 6: PZR programi

Step Zaman Sicaklik
gPCR Enzim aktivasyonu 15 dak 95°C
10 siklus Denaturasyon 10 saniye 95°C
Ekstansiyon 60 saniye 60°C
35 siklus Denaturasyon 10 saniye 95°C
Ekstansiyon (Veri toplama) | 60 saniye 68°C
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3.3.4.Metilasyon Analizi

VDR geni promoter bolge metilasyonunu degerlendirmek icin EpiTect Methyl qPCR
kiti (Qiagen, Almanya) kullanildi. Bu sistem CpG adalarindaki DNA metilasyonunu
hizli1 ve giivenilir sekilde tespit etmeye olanak tanir. Tiim insan gen promotorlarinin
yaklasik % 60-70° nde GC den zengin CpG adalar1 yer alir. DNA metilasyonu temel
olarak DNA dizisinde herhangi bir degisiklik yapmadan enzimatik olarak Sitozine bir
metil gurubu takilmasi yoluyla CpG adalarinda meydana gelir. Spesifik genlerdeki
promoter bolgelerinin metilasyon yoluyla susturulmasi normal hiicre diferansiasyonu,
gelisim ve kanser gelisimindeki rolii iyi bilinmektedir. DNA metilasyonu
transkripsiyonu baskilarken, unmetilasyonu transkripyon seviyelerini artirir. DNA
metilasyonu normal hiicre gelisiminde, imprintingte, X kromozomu inaktivasyonunda

esansiyel bir mekanizmadir.

EpiTect Methyl II PCR Sistemi; metilasyon sensitif ve metilasyon bagimli restriksiyon
enzimleri ile muamele sonrast DNA’ nin degerlendirilmesi esasina dayanir. Bu enzimler
sirastyla unmetile ve metile DNA’ y1 keser. Kesimden sonra her bireyin enzim ile
muamelesinden kalan DNA promoter bolgeye spesifik primer kullanarak real time PZR

yontemi ile amplifiye edilir.

Hasta ve kontrollerden elde ettigimiz DNA lardan VDR geni CpG adas1 16492’ nin
metilasyon analizleri LightCycler 480 II Real Time PZR Cihazinda yapildi. Kullanilan
yontem asagida belirtildigi sekildedir.

DNA’ min kesilerek parcalara ayrilmasi

EpiTect Methyl DNA Restriction Kit (kat. no. 335451) kullanilarak yapildi. Prosediir
asagidaki sekildedir.

1. Asagida Tablo 7’de belirtildigi sekilde enzim hari¢ reaksiyon miksi hazirlandi.

Tablo 7: Enzim hari¢ hazirlanan reaksiyon miksi

Bilesen Hacim
Genomic DNA Degisken
5x Restriction Digestion Buffer 13 ul
RNase-/DNase-free water Degisken
Toplam Hacim 60 ul
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2. Toplam hacim 60 pl olacak sekilde RNase-/DNase-free water eklendi. Miks

icerigi vorteks ve santrifiij edildi.

3. Mo, Ms, Md, and Msd seklinde 4 enzim kesim reaksiyonu asagida Tablo 8’de
belirtildigi sekilde kuruldu.

Tablo 8: Enzim kesim reaksiyonu.

Bilesen M, Mg My Mg
Daha once | 14 ul 14wl 14 wl 14 wl
hazirladigimiz reaksiyon

miksi

Metilasyon sensitif - 0.5l - 0.5 ul
enzim A

Metilasyon  dependant | - - 0.5 ul 0.5l
enzim B

RNase-/DNase-free 1 ul 0.5 ul 0.5 ul -
water

Toplam Hacim 15l 15l 15l 15l

4. Miksler nazikce pipetaj yapildi ve kisa santrifiij (3-5 saniye) edildi.
5. Her bir hasta i¢in 4 tiip 37°C’ de 6 sa inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyondan sonra, 65°C’ de 20 dk enzimler inaktive edilerek reaksiyonlar

durdurulur.

7. Uriinlerimiz calisiimaya hazirdir.
PZR islemi

Prosediir

1. Her bir ornek icin 4 kesim (Mo, Ms, Md ve Msd) icin reaksiyonu miksi
hazirlandi. PZR bilesenleri asagida Tablo 9°da sekilde ilave edildi.
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Tablo 9: PZR hazirlig:

Bilesen Mo Ms Md Msd

PZR master | 12.5 ul 12.5 ul 12.5 ul 12.5 ul

miks

PZR primer | 1.0 pl 1.0 ul 1.0 ul 1.0 ul

miks

Mo digest Sul - - -

Ms digest - Sul - -

Md digest - - Sul -

Msd digest - - - Sul

RNase-/DNase- | 6.5 ul 6.5 ul 6.5 ul 6.5 ul

free water

Toplam hacim | 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
2. Miksler vorteks ve kisa santrifiij edildi.

3. 96’ lik plate kullanildi ve her bir reaksiyon icin 25 pl miks dagitildi

Kontaminasyonu engellemek icin birer aralikli yerlestirildi. Seal ile kapatildi.
4. Thermal cycler PZR protokolii agagidaki tablo 10’da belirtildigi sekilde kuruldu.

Tablo 10: PZR program.

Sicakhk Zaman Siklus sayisi
95°C 10 min 1

99°C 30 sn 3

72°C 1 dk

97°C 15 sn 40

72°C 1 dk+

+SYBR® Green flurosan boyasinin taninip kayit edildigi aralik.
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3.3.5.Kandan RNA izolasyonu

Qiamp RNA Blood Mini Kit (Kat. No0:52304) (QIAGEN, Dusseldorf, Germany)

kullanilarak periferik kandan asagidaki protokole gore RNA izolasyonu yapildi ve

nanospektrofotometre ile miktar tayini yapildi.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

15 ml’ lik falkon tiiplerine 1 ml periferik kan 5 ml Buffer EL eklenir (1’e 5

oraninda).

10-15 dakika buzda inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda 2 kez vorteks yapilr.
400g’ de 10 dakika +4°C santrifiij edilir. Siipernatant atilir.

2 volum Buffer EL (2 ml) eklenir. Kisaca vortekslenir.

400g’ de 10 dakika +4°C santrifiij edilir. Siipernatant tamamen alinir ve atilir.

Siipernatant iyi uzaklastirilmazsa RNA’ nin kolona tutunmasina engel olur.

1 ml Buffer RLT’ ye 10ul B-merkaptoetanol eklenir. Bu 6rnekten 600ul Buffer

RLT eklenir. Pipetajla homojenize edilir.

Mor renkli spin kolonlu tiipe lizat eklenir ve 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij

edilir. Spin kolon atilir. Homojenize lizat elimizdedir.
1 volum (600ul) % 70’ lik etanol eklenir. Pipetaj yapilir.

Materyal Qiamp spin kolona transfer edilir.15 saniye 10 000 rpm’ de santrifiij
edilir.
Toplama tiipii degistirilir.700 ul Buffer RW1 eklenir.15 saniye 10 000 rpm’ de

santrifiij edilir. Toplama tiipii bosaltilir.

Toplama tiipiinii degistirip tizerine 500 ul Buffer RPE eklenir. 10 000 rpm’ de

15 saniye santrifiij edilir.

Toplama tiipii degistirilir ve tizerine 500 ul Buffer RPE eklenir.14 000 rpm’ de 3
dakika santrifiij edilir.

Toplama tiipii degistirilir, 14 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir.

1,5 ml ependorf tiipe spin kolon aktarilir, tizerine 30 ul RNAaz free water

eklenir.

10 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir.
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16. RNA elde edildi. Nanodrop ile konsantrasyonu 6lciiliip -80°C dolaba kaldirilir.
RNA Orneklerinin Spektrofotometrede Olgiilmesi:

Elde edilen RNA’nin miktar1 ve kalitesi asagida verilen formiiller ile spektrofotometre
kullanilarak olgiilmiistiir. Olgiim; 10 ul RNA iizerine 490 pl distile su eklenir (diliisyon
orami 1/50). Elde edilen deger; diliisyon orant X 260nm’deki optik dansite degeri X 50
formiili uygulanarak pg/ml olarak konsantrasyon hesaplanir. Kalite icin
spektrofotometrenin iki dalga boyunda yaptig1 6l¢iimler birbirine oranlanir. 260 / 280 =
1.5 pg/ml - 1.9 pg/ml olmahidir.

3.3.6.VDR Geni mRNA Ekspresyonunun Arastirilmasi

Her bir hasta ve kontrol grubu icin periferik kandan RNA daha sonra cDNA elde edildi.
VDR ve housekeeping gen olarak ACTB mRNA ekspresyonu degerlendirildi. Primer
olarak RT qPCR human VDR primer: PPHO2123E (Kat.No:330001)-(SABiosciences,
Frederick, MD) ve RT qPCR human ACTB primer: PPHO0073G (Kat.No:330001)-
(SABiosciences, Frederick, MD) kullanildi.

Total RNA’ dan cDNA sentezi

Elde edilen RNA oOrneklerinden RT First Strand Kit: ¢cDNA sentez kiti (Kat.
No0:330401)-(SABiosciences, Frederick, MD) kullanilarak Thermal Cycler cihazinda
asagidaki protokole uygun sekilde cDNA sentezi yapild1.

1. RT? First Stand Kit icerikleri kisa (10-15 saniye) santrifiij edildi.

2. Steril PZR tiiplerine genomik Dna eleminasyonu icin asagidaki tablo 11°de
belirtildigi sekilde DNA eliminasyon miksi hazirlandi. Pipetaj yapildi ve kisa santrifiij
edildi.

Tablo 11: Genomik DNA eliminasyon miksi

Bilesen Miktar
RNA 25 ng-5 ug
Buffer GE 2ul
RNase free water Degisken
Toplam hacim 10 pl
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3. Genomik DNA eliminasyon miksi 5 dakika 42°C inkiibe edildi, sonra buz

tizerine alindi.
4. Sonra asagidaki tablo 12’deki sekilde revers-transkripsiyon miksi hazirlandi.

Tablo 12: Revers-transkripsiyon miksi

Bilesen 1 reaksiyon icin gerekli miktar
5x Buffer BC3 4 ul
Control P2 1 ul
RE3 Reverse Transcriptase Miks 2ul
RNase-free water 3ul
Toplam hacim 10 pl
5. Daha 6nce DNA eliminasyonu yapilmis miske, 10 ul revers-transkripsiyon miksi

eklendi. Hafifce pipetaj yapildi.
6. 42°C’ de 15 dakika sonra 95°C ‘de 5 dakika inkiibe edildi.
7. Her bir reaksiyon tiiptine 91 ul RNAase free water eklendi. Pipetej yapildi.

8. Elde edilen cDNA’ lar Real-time PZR protoliine devam etmeden Once buz

tizerine alindi.
Real-Time PZR Metoduyla Protokolii

Her bir hasta ve kontrolden elde ettigimiz cDNA’ lardan VDR ve beta-ACTN mRNA
gen ekspresyonu analizi Real time PZR metodu ile asagida belirtilen protokole uygun

sekilde yapild1.

1. RT? SYBR Green Mastemix, RT* gPCR Primer Assay ve ¢cDNA larimiz kisa

santrifiij edildi.

2. PZR miskimizi her bir hasta i¢in asagidaki Tablo 13’de belirtildigi sekilde

hazirlandi.
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Tablo 13: Her bir reaksiyon i¢in PZR miksi

Bilesen Hacim
RT’SYBR Green Mastemix 12,5 ul
cDNA 1 ul
RT’ qPCR Primer Assay 1 ul
RNase free water 10,5 ul
Toplam hacim 25 ul
3. PZR icerigini Rotorgene Corbet real time cihazina yiiklendi.

4. PZR programi asagida Tablo 14°de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 14:PZR programu.

Sicakhk Zaman Siklus
sayisl
95°C 10 min 1 Bu basamakta DNA Taq
Polimeraz 1s1 ile aktive
olmaktadir.
95°C 10 sn 45 DNA zincirinin uzamasi
60°C 30 sn
Floresan ile veri toplama
islemi gerceklestirilir.
Ekspresyon diizeyini hesaplamak icin 2**“" metodundan yararlamldi. Her bir drnegin

PZR amplifikasyonu sirasinda eksponansiyal faza gectigi siklus tespit edilerek

metodundaki formiilde yerine konuldu.

-AACt
2
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4.BULGULAR

4.1.VDR Promoter Bolge rs11568820 Ve rs4516035 SNP Analizi Sonuclar

Bu calismada tiim hasta ve saglikli bireylerin genotipleri elde edilen florosans egrilerine
gore degerlendirilmistir (Sekil 11 ve Sekil 12). VDR geni promoter bolgesinde yer alan
rs11568820 nolu polimorfizmi GG, AG, AA genotiplerini i¢erebilmektedir. rs4516035
nolu polimorfizm ise TT, CT, CC genotiplerini igcerebilmektedir. rs11568820 ve
rs4516035 SNP’lerinin genotip yiizdeleri Tablo 15°te belirtilmistir. Hasta ve kontrol

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunanamamastir.
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Sekil 12: rs11568820 in florosans egrisi
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Marm. Fluoro.

Sekil 13: rs4516035’ in florosans egrisi

Tablo 15: Otistik bozukluklu bireylerin ve kontrollerde VDR varyantlarinin genotip

frekanslar1 ve genotiplere yonelik odds orani.

Relatif Referans Lokasyon' Genotip  dbSNP Vakalar N Kontroller Odds P
Pozisyon Sekans (%) deki (%) N (%) Orani degeri
SIkllgl2 (95% CI)
Promoter 1568820  1E-1739 GG 683  22(733%) 20 (66,7%) 1 0,61
AG 30 5(167%) 8 (26,7%) 0,568
AA 1,7 3 (10%) 2 (6,7%) 1,364
Promoter 4516035 1A-1012  TT (AA) 30 11(36,7%) 17 (56,7%) 1 0,11
CT (GA) 50 17 (56,7%) 9 (30%) 2,919
CC (GG) 20 267%)  4(133%) 0,773

'Nejentsev ve ark (120). ve Fang ve ark (121). gére pozisyonlar.

*HapMap-CEU, AFD_EUR_PANEL yada VDR-LD Caucasian dan elde edilen

genotip frekanslari.
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4.2.VDR promoter bolge Metilasyonu sonuclari

Bu calismada 30 OB’lu ve 30 saglikli kontrol 6rnegi VDR geni promoter bolge CpG
adas1 16492 analiz edilmistir. Hasta ve kontrol gruplari icerisinde CpG adas1 16492
unmetile allellere sahipti (Tablo 16).

Amplification Curves
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Sekil 14: incelenen hastalardan 7 nolu hastanin amplifikasyon egrisi.

Tablo 16: Metilasyon analizi sonuclar1

Unmetile Metile
Hasta 30 -
Kontrol 30 -

4.3.Real-Time PZR metoduyla VDR geni mRNA ekspresyon bulgulari

Bu caligmada OB hastaligimmin molekiiler patogenezini aydmnlatmaya katki yapmak
amactyla VDR gen ekspresyon diizeyi farkliliklarini bir house keeping gen olan ACTB
genini kullanarak saglikli goniilliilerle karsilagtirildi. OB hasta grubunda VDR gen
ekspresyonunun anlamli derecede arttig1 saptandi (Tablo 17). Farkl cinsiyetler arasinda

yapilan karsilagtirmada grup ici ve gruplar arasi ekspresyon farki saptanmadi.
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Sekil 15: VDR ve ACTB geni icin incelenen hasta ve kontrollerin amplifikasyon

egrilerinin goriiniimii.

Tablo 17: Hastalarin ve kontrollerin VDR mRNA ekspresyon analiz sonuglar1 ve p

degeri
Hasta Kontrol P
Median (min-max) Median (min-max)
VDR 1,2606690 0,0005143 0,001
(0,0051902-6,020987) (0,0003752-0,0005767)

Not: p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edilmis ve koyu renkle gosterilmistir.
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Tablo 18: Hasta ve kontrol gruplar1t VDR ve ACTB CT degerleri.

Olgu No VDR CT ACTB CT Olgu No VDR CT ACTB CT
H1 22,66 11,87 K1 24,86 13,81
H2 24,56 13,71 K2 21,69 11,6
H3 23,89 12,86 K3 23,87 12,71
H4 23,83 16,1 K4 23,45 12,07
H5 24,11 16,09 K5 23,33 12,57
H6 23,45 14,05 K6 24,57 13,65
H7 24,89 14,46 K7 23,69 12,9
H8 22,7 12,64 K8 24,71 12,59
H9 24,71 17,3 K9 24,15 13,67
H10 23,29 12,78 K10 24,32 13,67
HI11 22,46 12,7 K11 24,33 13,12
HI12 23,52 13,96 K12 22,9 12,24
HI13 22,77 15,67 K13 24,95 13,72
H14 22,5 11,64 K14 23,53 12,18
HI15 23,6 15,05 K15 23,08 12,17
H16 25,58 20,44 K16 23,77 12,91
H17 21,15 12,74 K17 23,6 12,77
H18 21,94 12,2 K18 23,99 13,07
H19 21,94 13,14 K19 22,18 11,65
H20 23,37 12,8 K20 23,37 12,65
H21 22,36 12,04 K21 21,75 10,82
H22 23,37 17,17 K22 22,42 10,64
H23 26,09 22,94 K23 23,69 11,66
H24 24,31 17,49 K24 23,46 12,71
H25 23,92 16,33 K25 24,57 13,7
H26 23,95 18,17 K26 24,05 12,97
H27 23,8 12,69 K27 24,49 13,11
H28 24,59 16,79 K28 22,59 11,02
H29 22,46 12,67 K29 25,73 13,73
H30 227 11,94 K30 23,31 10,98
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4.4.Hastalardan Yapilan Biyokimyasal Analiz Sonuclar

Yukarida belirtilen analizlerle es zamanli olarak OB hasta grubundan periferik kandan
kalsiyum, fosfor, alkalen fosfataz, 250H Vitamin D diizeyleri bakildi. Proje biitcesi
simirlt olmasmdan dolayr kontrol grubu degerlendirilememis ve karsilastirma olanagi

bulunamamaistir. Sonuglar1 tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19: Hasta grubu biyokimyasal analiz sonuglar1

Ca (mg/dl) P (mg/dl) ALP (u/L) 25-OH Vit D3

(ulg/L)

Ortalama 9,62 4,73 191,4 35,5

Standart 0,36 0,55 47,5 13,6

deviasyon

Minimum 8,8 3.8 177 14,8

Maksimum 10,4 6,02 255 80

Referans aralig1 | 8,4-10,6 2,3-4,7 0-500 Yaz:20-120
Kis:10-60

4.5.Calismanin Istatistiksel Bulgulan

Bu arastirmada verilerin analizi IBM SPSS Statistics 21.0 (Chicago, ILL, USA)
programi ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram ve g-q
grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi genotip karsilastirmalar
Pearson ki-kare analizi ile ekspresyon karsilastirmalart Mann-Whitney U testleri ile
degerlendirildi. Genotiplere gore ekspresyonlarin karsilastirilmas:1 Kruskal-Wallis
varyans analizi ile degerlendirildi. Veriler frekans ve yiizde, ortanca ve minimum

maksimum degerleri ile ifade edildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
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S.TARTISMA

Otizm; YGB igerisinde yer alan iletisim ve sosyal etkilesimde bozulma, kisith ilgi alan1
ve tekrarlayan stereotipik hareketler ile karakterize bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Mental gerilik, epileptik nobetler eslik edebilen bulgular arasindadir. Yasamin ilk {i¢

yilinda hastalar tan1 alir ve yasam boyunca etkileri devam eder.

Yapilan ikiz ¢aligmalar1 bu hastaligin genetik komponentinin 6nemine isaret etmektedir
(122). Konkordans orani monozigotik ikizlerde %40-90 iken dizigotik ikizlerde % O-
10’dur (123,124). Fakat hastalarin ¢cogunun tek gen hastaliklarinda oldugu gibi mendel
kalitimma uymamas1 bize kompleks genetik yatkinliktan soz edilebilecegini
diisiindiirmektedir. Fakat otizmin biyolojik temeli hastalarin biiyiik kisminda
aydinlatilamadigindan dolayr aday genlerin arastirilmasi biiyiik 6nem kazanmaktadir.
Olas1 aday genlerin kesfi bizim bu hastaligin fizyopatolojisini, nérogelisimsel siirecleri
anlamamiz1 saglayacak ve hastalara daha hizli tam1 koyma ve olasi tedavi imkanlar1

sunacaktir.

Bu c¢alismada saglikli kontroller ile OB tanis1 almis ¢ocuk hastalarda VDR geninin
periferik kandan mRNA ekspresyonu, VDR geni promotor bolgesindeki rs11568820 ve
rs4516035 SNP analizi ve VDR geni promoter bolge 16492 CpG adasi metilasyonu

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Vitamin Ds; etkisini reseptorii olan VDR araciligla gosterir. VDR geninde bulunabilen

polimorfizmler VDR’nin ekspresyonu ve proteinin stabilitesini etkileyebilmektedir. 5’

regiilator bolgede yer alan Cdx2 VDR’nin transkripsiyonel aktivitesini etkiledigi
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bilinmekte iken, 3’ UTR da yer alan Bsml, Apal ve Taql polimorfizmleri VDR mRNA’
smin stabilitesi ile iligkili olduklar1 gosterilmistir. Translasyon baslangic kodonunda
bulunan FokI polimorfizmi ise VDR’ de ii¢ aminoasit fazla bir protein olusturur ve
proteinin fonksiyonunu etkiler. VDR’nin promotor bolgesinde bulunan rs11568820
polimorfizmi transkripsiyon faktorii Cdx2’nin baglanma bdlgesini etkileyerek VDR’ nin

transkripsiyon diizeyine etki eder. rs4516035 de yine promoter aktivitesini etkiler.

Literatiirde OB hasta grubunda yapilan Yan ve ark.’nin yaptig1 VDR geninin kodlayan
bolgelerinin sekans analizi ile degerlendirdigi arastirma haricinde bir c¢alisma yer
almamaktadir. Yan ve ark. 100 sizofreni, 24 Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu,
24 bipolar bozukluk, 20 alkol bagimliligi ve 24 Otistik bozukluk hastasinda VDR
geninin kodlayan bolge varyantlarini arastirmistir. Fakat 24 OB’lu hastada VDR geninin
kodlayan bolgesinde herhangi bir mutasyon ve SNP tespit edilmemistir (125). Bizim
caligmamizda Yan ve ark. calismasindan farkli olarak OB’li hastalar ve saglikli
kontrollerde VDR geni promotor bolge rs11568820 ve rs4516035 polimorfizmlerinin
allel ve genotip dagilimlar1 karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile istatistiki olarak anlaml
bir fark bulunamamustir. Ayrica VDR geni promotor bolge 16492 CpG adasi metilasyon
analizinde hasta ve kontrol grubunda metilasyon tespit edilmemistir. Her iki SNP
genotipleri ile VDR gen ekspresyonlar arasinda yapilan karsilastirmada da istatistiki
olarak anlamli fark bulunmamistir. Dolayisiyla bu iki SNP ve VDR 16492 CpG adas1
metilasyonunun OB fizyopatolojisinde rol oynamadigi diisiiniilebilir. Hasta sayis1 smirlt
olmakla birlikte bu hasta grubunda VDR gen ekspresyonunu yukarida bahsi gecen

SNP’lerin ve promotor metilasyonunun etkilemedigi diisiiniilmiistiir.

Gebelikteki diisiik maternal Vitamin D seviyelerinin dogacak c¢ocuklarda intrauterin
biiylime geriligi, azalmis kemik mineral yogunlugu ve tekrarlayan hirilt1 gibi saghk
sorunlar1 ile iliski oldugu bilinmektedir (126,127). Bunlarin yaninda maternal Vitamin
D eksikliginin OSB i¢in artmus riskle iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu hipotezi
destekleyen bulgular epidemiyolojik c¢alismalar ve OSB’nun gebeligin 1. ve 2.
trimesterini kig ve ilkbahar aylarinda geg¢irmis ¢ocuklarda daha sik gozlenmesidir (128).
Gelisen fetiis tamamen annenin Vitamin D depolarma bagimlidir. Birinci ve ikinci
trimesterde diisilk Vitamin D diizeyleri gelisen beyin ve sinir sistemi i¢cin énemli olan

bu donemi etkileyebilecegi diigiiniilmektedir (129,130).
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Kemirgenlerde yapilan calismalarda; gebelikte diisiik maternal 25(OH)D; seviyeleri
yavrularda atipik davranislar ile iliskili bulunmustur (97). insanda yapilan ¢ahsmalarda
ise; Gale ve ark. 466 gebede iiciincii trimesterde 25(OH)D; diizeyleri incelenmistir.
Dogan cocuklar 9 yasma geldiginde bu cocuklar1 davranigsal ve verbal 1Q ag¢isindan
degerlendirmistir ve 25(OH)Dj; diizeyleri arasinda anlamli farklilik bulunmamistir

(130,131).

Whitehouse ve ark. prospektif olarak yaptigi calismada 18 haftalik gebelerden maternal
25(0OH)Ds diizeyleri bakilmis ve dogan cocuklar davranmigsal, duygusal ve dil gelisimi
acisindan incelenmistir. 25(OH)Ds diizeyleri ile davramigsal ve duygusal gelisme
arasinda bir iligki tespit edilememistir. Fakat ikinci trimesterde diisiik 25(OH)Ds
diizeylerine sahip annelerin cocuklarinda, normal 25(OH)D3 diizeylerine sahip annelere
oranla orta ¢ocukluk doneminde 2 kata yakin dil gelisiminde bozukluk saptanmustir. Dil
gelisimindeki bozukluk; OSB’nun 6nemli bulgularindan biridir. Whitehouse ve ark.
yaptig1 ¢alisma maternal 25(OH)D; dil gelisimi arasinda iligki olabilecegini gdstermistir
(132).

Bununla beraber 929 rastgele sec¢ilmis gebede 18.haftada alinan 25(OH)Dj seviyeleri ve
dogan c¢ocuklarin 21 yillik prospektif olarak degerlendirildigi ¢alismada dogan 406
cocuktan 3’nde OSB gelismistir. Bu 3 hastanin tanilar1 ve 25(OH)Ds seviyeleri; 78
nmol/l (Otistik Bozukluk), 63 nmol/l (BTAYGB), 65 nmol/l (Asperger sendromu)
seklindedir. Bu hastalarin annelerinden 18.haftada bakilan 25(OH)Ds seviyeleri diisiik
degildi ve bu popiilasyon ortalamasindan yiiksekti. Fakat diisiik 25(OH)D; seviyelerine
sahip annelerin ¢ocuklar1 Dikkat eksikligi subskalasinda artmus riskle iligskilendirilmistir
(130). Yani diisik 25(OH)D; seviyeleri ile OSB arasindaki olasi iliskinin oldukca
karmagik oldugu davranigsal, sosyal iliski bozuklugu ve tekrarlayici hareketler gibi

bulgulara yonelik daha detayli aragtirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Bizim c¢aligmamizda OB hasta grubundaki hastalarin Ocak-Subat 2013 aylarinda
250HD; diizeylerine bakildi. Ortalama 250HDs diizeyi 35,5 ulg/L; en yiiksek 80 ulg/L;
en diisiik 14,8 ulg/L olarak tespit edildi. Fakat calisma biit¢cesindeki sinirliliktan dolay1
saglikli kontrol grubunda 250HD; diizeylerine bakilamadi ve karsilastirma imkani

bulunamada.

Vitamin D’nin ndrogenez ve sinir iyilesmesinde rolii olduguna dair ¢cok sayida arastirma

bulunmaktadir. Chabas ve ark. calismada rat peroneal sinir travmali hayvan modelinde
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kolekalsiferoliin onemli Olciide lokomotor ve elektro fizyolojik iyilesme sagladigini
gostermistir (133). Yine bu calismada Schwann ve DRG hiicre hatlarina 1,25(OH),D;
eklenerek Vitamin D bagimh yolaklarla iliskili 40 genin ifadesi mikroarray yontemi ile
analiz edilmistir. Cdw92, Kras, Metrn, Myc, Igfl, Ulk2 genlerin ifadesinde degisiklikler
saptanmistir. Mesela bunlardan Igfl immatur noronlarin uzamasim saglar. IGF-1 KO
farelerde azalmis dendritik biiyiime, beyin boyutu ve akson capi ile iligkili bulunmustur
(134). Yine Metrn geni; glial hiicre farklilasmas1 ve aksonlarin uzamasini provoke eder
(135). ULK2 immatur noronlarin uzama ve dallanmasin1 saglar. Bu c¢alisma
1,25(0H),Ds ile iliskili genlerin aksonogenez ve myelinizasyonda rol oynayabilecegini

ortaya ¢ikarmuglardir (133,136).

Vitamin D’nin 6nemli etkilerinden biri de beyin ve diger dokular iizerindeki
diferansiyasyon etkisidir (137). Fakat bu etki kalsiyum ile iligkili yolaklarla kontrol
edilmemektedir. 1,25(0OH),D; bir sitokrom p450 enzimi olan CYP24 Al ile inhibe edilir
ve bu enzimin varlig1 da beyinde gosterilmistir. Ayrica VDR’ nin immiinohistokimyasal
olarak varhig1 gelisen kemirgen beyinlerinde gosterilmistir. Bu konudaki ilk
caligmalardan biri Johnson ve ark. yaptig1 ve gelisen beyinlerde fetal rat dorsal kok

gangliyon hiicrelerinde VDR’ yi tespit ettigi ¢alismadir (111,138).

VDR, ratlarda 12.embriyonik giinde farelerde ise 11,5 giinde tespit edilmistir. Iinsan
beyninde oldugu gibi kemirgenlerde de tiim beyin bolgelerinde VDR ekspresyonunun
dagilim gosterir. VDR’nin hiicresel farklilasmada rol oynadigina dair onemli bir kanit
da VDR’nin tercihen farklilasma alanlarinda ortaya ¢ikmasidir (139). Ayrica neonatal
ratlarda lateral ventrikiil ependimal yiizeylerinde immunohistokimyasal olarak yogun
VDR ekspresyonu tanimlanmistir. Bu bolge postnatal beyinde hiicre boliinmesinin en

yogun bolgesidir (111,140).

Rat beyinlerinde embriyonik 15-22 giinde VDR mRNA ve protein ekspresyonunun
belirgin arttigi saptanmistir. Ve bu ekspresyondaki artig; hiicre proliferasyonunda
azalma ve programli hiicre 6liimiinde artigla ayn1 doneme denk gelir. Bu konuda yeterli
arastirma olmamakla beraber Vitamin D ve reseptorii VDR hiicre proliferasyonu ve
programli hiicre 6liimiinde direkt ya da indirekt olarak rol oynayabileceginden dolay1
Vitamin D ve sinyal yolagindaki hatalar norogelisimsel olarak beyin gelisimini etkileme

potansiyelindedir (111).
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Bu calismada OB olan cocuklarda periferik kanda VDR mRNA ekspresyonunun
kontrollere oranla belirgin arttig1 tespit edilmistir. Her ne kadar bu sonu¢ beyindeki
VDR mRNA gen ekspresyonunu yansitmasa da, bize OB’ da Vitamin D ve VDR sinyal
yolaginin direkt ya da indirekt olarak bozuklugu olabilecegini diistindiirmektedir.
Bundan dolay1 ileriki caliymalarda OB’lu beyinlerde VDR geni mRNA ve protein

ekspresyonlarmin degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

OSB ile ilgili 6nemli sorulardan biri de kullanilmaya baslanan array CGH, yeni nesil
sekans tekniklerine ragmen hastalarin biiyiik kisminin molekiiler temelinin
aydinlatilamamasidir. Otizmin etiyolojisindeki heterojenite, cok farkli genetik ve
cevresel risk faktorleri diisliniildiiglinde bu hastaliktaki molekiiler yolaklarin
aydinlatilmasi temel sorun olarak karsimiza ¢ikar. Bu amacla yakin zamanda otistik ve
normal beyinler arasinda genom boyu ekspresyon analizleri, network ve transkriptom

analizleri yapilmaya baslanmistir.

Garbett ve ark. yas ve cinsiyetleri uyumlu 6 OSB ve kontroliin postmortem beyinlerinde
superior temporal girus (BA41/42) transkriptom analizi ile degerlendirilmistir. Cogu
immiinite ile iligkili 130 transkriptin upregiile oldugunu, norogelisimle ile iligkili 22
genin downregiile oldugunu gostermistir. [IL2ZRB, TH1TH2 ve FAS yolaklarini iceren T
hiicre aracili kazanilmis immiin yanitin koaktivasyonu gosterilmesine ragmen, ozellikle
dogustan immiin yanitla ilgili genlerin upregiile oldugu bulunmustur. Yapilan yolak
analizinde ekspresyonu artan gen setlerinin antijen spesifik immiin yanit, inflamasyon,
hiicre 6liimii, otoimmiin hastaliklar, migrasyon yolagi ile iliskili oldugu saptanmistir.
FGF12, MYTIL ve GAS7 gibi downregiile olan genler noronal farklilasma yolaklar1 ile
iliskilidir (141,142).

Enstrom ve ark. 52 OSB ¢ocuk ve 27 kontrolden elde edilen 6liimsiiz lenfoblastoid
hiicre hatlarinda genom boyu ekspresyon paterni degerlendirmistir. 82 genin
upregiile,544 genin downregiile oldugu tespit edilmistir. Ekspresyonu artmis genler
arasinda KIRs (killer hiicre immiinoglobulin reseptor), inhibitér KIRs ve NK hiicre
fonksiyonu ile ilgili genler yer almakta iken; downregiile olan genlerin cogunlugu hiicre
biiylime ve farklilagsma, hiicresel biyosentez, ribozomal siire¢ler, hiicre metabolizma ve

hiicre ici organeller ile iligkili genlerdi (142,143).

Yine Vargas ve ark. noroinflamatuar siireclerin otizmin molekiiler biyolojisinde rol

oynadigmi ve otistik hastalarin beyinlerinde TGF-B1, IL-6, IL-10’un artmis oldugunu
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gostermistir. Bunun yaninda tiimor nekroz faktor oo (TNF-av), interferon y (IFN vy), 1L-1,
IL-8 ve IL-12’nin otistik bireylerin kan mono niikleer hiicrelerinde, serum, plazma ve

serebrospinal sivisinda arttigini gosteren ¢ok sayida yayin vardir (144-146).

Yukarida belirtilen OSB hastalarinda yapilan genom boyu ekspresyon ¢alismalarinda
dikkati ¢ceken NK ve CD8+ T hiicreleri gibi dogal immiin sistem ile iligkili genlerin

upregiile oldugu ve norogelisim ile ilgili genlerin downregiile olmasidir.

Garbet ark, Enstrom ve ark. ve Vargas ve ark. yaptig1 calismalar OSB’nun
fizyopatolojisini ac¢iklamak igin ileri siiriilen mekanizmalardan biri olan dogustan
immunitedeki bozukluk olabilecegi iddiasini desteklemektedir. T ve B hiicreleri aracili
kazanilmig immun yanitin aksine, dogustan immun yanit hizli ancak antijen spesifik
degildir. Toll like reseptorler (TLRs) i¢in ligand gorevi goren mikroorganizmalardaki
yaygm korunmus motifleri (PAMPs) tamyarak islev goriir (147). Dogal immiin
hiicrelerdeki TLRs tarafindan tanmman bu motifler IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinlerin iiretimine ve salinmasina neden olur. Bu sitokinlerin
salmiminin norogelisimsel siirecleri etkileyebilecegi bilinmektedir. Mesela neonatal
hipoksi durumunda IL-1 salimiminin anormal norolojik sonuclart bildirilmistir
(148,149). Yine bir fare ¢aligmasinda maternal IL-6 uygulamasi yavrularda anormal
davranig degisikliklerine neden olmustur. Daha 6ncede belirtildigi gibi Garbett ve ark.
yaptig1 otistik bireylerin post mortem beyinlerinde yaptigi1 calismada dogustan immiinite

ile ilgili genlerin ekspresyonunda artig tespit etmistir (141).

Enstrom ve ark. 17 OSB ve 16 saglikli kontrolde yaptig1 arastirmada; OSB’li
cocuklardan elde edilen monosit hiicre kiiltiirlerinde TLR stimiilasyonunu takiben
sitokin iiretiminde kontrollere oranla ciddi degisiklikler tespit etmistir. IL-1B 3,3 kat;
IL-6 3,1 kat; TNF-a0 2,9 kat attig1 goriilmiistiir. Bu ¢alisma OSB’nde dogustan

immiinitede artis oldugu bildiren diger arastirmalar1 desteklemektedir (149).

TLR2 mikroglial hiicre yiizeylerinde eksprese edilir ve neonatal fare modellerinde
TLR2 eksikliginde mikroglial proliferasyon, sitokinlerin ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir  (150,151). TLR2’nin situmulasyonunun proinflamatuvar sitokinlerin
salinmasiyla nordinflamasyonun baglamasma neden oldugu gosterilmistir (152). Yine

hayvan c¢alismalar1 TLR  situmulasyonunu takiben dogustan immiinitenin
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aktivasyonunun norogenezi etkileyerek noronal ve davramigsal degisikliklere neden

oldugunu belirten caligmalar vardir (149).

Yine Enstrom ve ark. OSB ve saglikli kontrollerde farli TLR’lerin indiiklenmesinin
monositlerde farkli etkilere neden oldugunu gostermistir. Ornegin Lipoteikoik asit ile
TLR2’nin indiiklenmesi ile IL-1B,IL-6 ve TNF-o artarken; Liposakkarit ile TLR4’iin
indiiklenmesi ile IL-1f artmistir. Poli I:C ile TLR3’iin indiiklenmesinde OSB ve
kontroller arasinda sitokin saliniminda bir fark bulunamamistir. Bu ¢alismada spesifik
bakteri ve viriisler tarafindan eksprese edilen PAMPs’lar farkli TLR’lerin indiiklenmesi

ile OSB’de dogal immiin cevapta farkli sonuglara neden oldugu gosterilmistir (149).

Vitamin D’nin klasik kalsiyum hemostazi, elektrolit regiilasyonu {izerindeki bilinen
etkilerinin yam sira; immiin yanit1 regiile eden ve anti-inflamatuar etkileri de vardir.
250HD; ‘den sentezlenen 1,25(OH),Ds’iin dogustan ve kazanilmig immun yanitta rolii
oldugu gosterilmistir. Von Essen ve ark. naiv T hiicrelerinin Fosfolipaz C-y1 (PLC- y1)
eksprese ettiklerini; bununda diisiik T hiicre antijen reseptor (TCR) yanit1 ile korele
oldugunu gostermistir. Fakat TCR uyarilmast PLC- y1 ekspresyonunda 75 katlik bir
artisa neden olur. PLC- y1’ in indiiksiyonunun Vitamin D ve VDR’ ye bagh oldugu
gosterilmistir. Naiv T hiicreleri VDR eksprese etmez fakat alternatif mitojen aktive edici
protein kinaz p38 yoluyla TCR sinyalinin baslamasi VDR nin ve klasik TCR sinyali ve
T hiicre aktivasyonu i¢in gerekli olan PLC- y1’in indiiklenmesine neden olur. Yani
1,25(0OH),D; ‘lin immiin sistem iizerine etkisi Th1/Th17 CD4+ hiicre ve sitokinleri
azaltici, regiilator T hiicreleri artirict; T hiicrelerine bagh Ig G iiretimini downregiile
edici, dendiritik hiicrelerin farklilasmasini inhibe edici yondedir (153). 1,25(OH)2D3;
IL-1,IL-6,IL-8 ve TNF-a gibi bir¢ok proinflamatuar sitokinin ekspresyonunu
downregiile eder. Makrofaj, dendiritik hiicreler ve aktive T hiicreleri gibi immiin sistem

hiicreleri VDRyi eksprese ederler ve 1,25(0OH),D5’e duyarhdirlar. .

1,25(OH),D3’tin immiin hiicreler iizerine genel immiinsiipresif etkisi bilinmektedir.
Fakat 1,25(OH)2D3’tin kazanilmig immiin yanit lizerine etkisi enflamatuvar siirecleri
baskilamak olsa da ayni zamanda dogustan immiinite iizerinde énemli islevleri vardir.
1,25(OH),D3’tin immiinsiipresif etkisi TLR-L (toll like reseptor ligand) gibi molekiiller
varliginda degisiklik gosterir (81). TLR; antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese
edilir ve dogal immiin hiicreler i¢in algilama reseptorii olarak gorev icra eder. VDR ile

iliskili TLR aktivasyonu ile TNF-o, IL-6 ve dogal immiin efektor molekiiller gibi
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proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu ile neticelenecek sinyal yolagini aktive eder
(154,155). Daha onceki bir¢ok calisma TLR-L’mn VDR araciligla antimikrobiyal
peptidleri artirmak suretiyle antimikrobiyal etki gosterdigini gostermistir. 1,25(OH),D3
ve VDR’ nin dogal immiin yanitta kritik rol oynadigina dair onemli bir kanit da ciddi
1,25(OH),Ds; eksikliginin tiiberkiilloz gibi enfeksiyonlara duyarliligi artirmasidir
(155,156).

Daha once belirtildigi iizere OSB olan beyinlerde dogal immiiniteden sorumlu genlerin
ekspresyonunda ciddi artis tespit edilmisti. VDR’ ’nin dogal immiinite iizerine etkileri,
TLR aktivasyonu yoluyla proinflamatuvar siirecleri aktive etmesi diisiiniildiigiinde;
bizim ¢calismamizda bulunan OB’li bireylerde VDR gen ekspresyonundaki artisin OB’li
bireylerdeki molekiiler seviyedeki degisikliklerden biri oldugu anlasilmaktadir.
Literatiirde OB olan hastalarda VDR gen ekspresyonuna dair periferik kandan ya da
beyin dokusundan yapilmig bir ekspresyon ¢alismasi bulunmamaktadir. Fakat bu sonug
Garbet ve ark. Enstrom ve ark. buldugu dogal immiinite ile iliskili genlerin

ekspresyonundaki artis verisi ile uyumluluk gostermektedir (141,143).

Voineugu ve ark. OSB’ da goriilen immiin sistem transkriptlerindeki degisikliklerin
genetik  varyasyonlardan kaynaklanmayabilecegini  Onermistir  (157). Dahasi
epidemiyolojik calismalar cok sayida bakteriyel ve viral ajanin OSB riskinde artisa
neden oldugunu gostermistir ve daha sonra OSB gelistirmis gebe annelerin sitokin
seviyelerinde artis bildirilmistir (158,159). Maternal immiin aktivasyonun (MIA)
gelisen fetiis iizerine etkilerini inceleyen cok sayida arastirma mevcuttur. MIA takiben
maternal serum ve fetal beyinde sitokin seviyelerinin yiikseldigi ve yavrularda OSB’ye
benzeyen morfolojik beyin anormallikleri, davranigsal degisiklikler goriilmiistiir
(160,161). Yine benzer sekilde OSB patofizyolojisinde rol oynadig1 bilinen maternal
viral enfeksiyonlar1 takiben fetiis beyninde kompleks transkript degisiklikleri
saptanmistir  (159). Biitin bu veriler maternal immiin aktivasyonun OSB
patofizyolojisinde rol oynadigini gostermektedir ve bu konudaki yeni arastirmalar bu

hastaligin daha iyi anlasilmasina katkida bulunacaktir.
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6.SONUCLAR

Bu ¢alismada OB tanis1 almis 30 olgu ve saglikli 30 kontrolde; OB fizyopatolojisi ve
molekiiler biyolojisinde rol oynayabilecegi diisiiniilen VDR geninin periferik kan
mRNA ekspresyonu, promotor bolge 16492 CpG adasi metilasyonu, promotor bolge
rs11568820 ve rs4516035 SNP’leri analiz edilmistir.

Calismanin sonunda asagidaki sonuglara ulagilmistir:

1.0B’li bireylerde kontrollere oranla VDR geni periferik kan mRNA ekspresyonunun
anlamli derecede artmig oldugu tespit edilmistir. Literatiirde OB hasta grubunda VDR
gen ekspresyonu ile ilgili bir arastirma bulunmamaktadir. Mevcut haliyle bu ¢alisma

literatiirde ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

2.0B’li hasta grubu ve saglikli kontrollerde VDR geni promotor bolge rs11568820 ve
rs4516035 polimorfizmlerinin allel ve genotip dagilimlar1 karsilastirilmistir. Kontrol
grubu ile anlamli fark bulunmamistir. Bu hasta grubu ve polimorfizmlerle yapilan ilk

caligmadir.

3.Yine VDR geni promotor bolge 16492 CpG adasi metilasyon analizinde hasta ve

kontrol grubunda metilasyon tespit edilmemistir.

4. 1511568820 ve rs4516035 SNP’lerinin allelik varyantlarmin VDR ekspresyonu
tizerine etkisi arastirilmig ve farkli genotiplerin ekspresyon iizerinde degisiklik

yapmadigi tespit edilmistir.

Bu caligmada elde ettigimiz veriler OB ve VDR arasindaki iliskiyi aydinlatmada ilk

adim Ozelligini tagimaktadir. Biitlin bu sonuclar Vitamin D ve VDR sinyal yolaginin
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Otistik bozuklukta ve bulgularin olusumunda rol oynayabilecegini ve bu yolagin daha
fazla arastirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismanin devaminda VDR’nin
OB’ da beyin dokusunda RNA ve protein diizeyinde arastirilmasi ve arastirmalarin
vitamin D, VDR ile dogal immiinite arasindaki iligkiler ve degisiklikler iizerinde

yogunlasmasi gerektigini diislinmekteyiz.
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