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OZET

Otizm, karsilikls sosyal etkilesim, dil ve iletisim becerilerinde bozukluk ve sinrls
ilgi alanlari, tekrarlayict hareketler gibi davranig problemlerinin gizlemlendigi
nérogeligimsel bir bozukluktur. Son yillarda yapilan genetik ¢aligmalarda gen kopya
saytlar1 (CNVs), tek nitkleotid polimorfizmleri (TNPs) ve mutasyonlarin  Otizm
ctiyolojisinde  tnemli bir etkisi oldugu gosterilmigtit. Bu  ¢ahismada folat
metabolizmasinda yer alan metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninin C677T
polimorfizmi Otizmli gocuklarda incelendi ve MTHFR geninin C677T allelinden
kaynaklanan enzim aktivitesi azalmasinin Otizmle iligkili olup olmadigmm belirlenmesi

amaglandt.

Caligmamizda periferik kan srnekleri 30 Otizmli ve 90 sagliklt kigilerden
toplanmugtir. Bu Srnekierden DNA izolasyonu yapilmigtir. MTHFR 677. baz cifti
bolgesini polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile ¢ogaltip, MTHFR C677T
varyantinit restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi ile belirledik.
Sonuglarimiza gére CC, CT, TT frekanslan otizmli olgularda 24 (%80), 4 (%13,3), 2
(%6,6) TT ve kontrol grubunda 61 (%67,8), 23 (%25,6), 6 (%6,7) saptanmigtir. Yaptlan
bu ¢alismada hasta - kontrol gruplart arasinda genotip dagilimlars bakummdan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,384). Ayrica diyete yanit veren
ve diyete yamt vermeyen gocuklar arasinda T allel frekans farks iliskisinin bulunmadigi
gozlenmistir. Ancak calismaya alinan hastalarin sayisinin yetersiz olmass ve homaojen
olmamasi nedeniyle beslenmenin genlere olan etkisinin belitlenebilmesi i¢in daha

kapsamli ¢aligmalar yapilmas: gerektigi dnerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Otizm, genetik, analiz, polimorfizm, diyet




ABSTRACT

Autism is a neurodevelopmental disorder and characteristic with behavioral
problems such as reciprocal social interection, impairment in language and
communication skills and restricted interest and repetitive movements. Recent studies
showed that gene copy numbers (CNVs) have significant effect on single nucleotide
polymorphism (SNPs) and mutations in the ctiology of Autism. In this study, we
examined the C677T polymorphism of methylenetetrahydrofolate reductase in children
with Autism. The aim of the study was the determine any possible relation between
C677T allele and autism due to the enzymic activity reducing affect of T allele on
MTHFR.

In our study, peripheral blood samples were collected from the 30 children with
Autism and 90 healthy children. DNA was extracted from these samples. We determine
the MTHFR C677T variant by the rectriction fragment length polymorphism (RFLP)
method, while MTHFR 677. base pair region by the polymerase chain reaction (PCR)
method. According to our results the frequencies of MT, 'HFR CC, CT, TT genotypes
were 24 (%80), 23 (%25,6), 4 (%13,3) in the autistic children and 61 (%67), 23
(%25,6), 6 (%6,7) in the controls, respectively. The present study found no statistically
significant relationship between autistic case and controls’ genotypes (p=0,384). It was
alsd observed that there was no relation between T allel frequency and diet responses.
However, as we had inhomogeneus and insufficient number of patients, the further
studies having a large number of the samples arc suggested to determine the effect of

nutrition on the genes.

Keywords: Autism, genetics, analysis, polymorphism, diet.
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1. GIRIS

Norogelisimsel bozukluklar davranig ve biligsel yetileri etkileyen gocukluk
hastaliklars arasinda oldukea sakmcali ve yaygmn bir durumdur (Gaynor et al. 2015).
Otizm Spektrum Bozukluklari, dil gelisiminde anormallikler, sinurly ilgi ve kaliplagmis
davramslarla beraber kargilikll sosyal ctkilesimde bozukluklar ile tanimlanan
nérogelisimsel sendromlarla iligkili bir gruptur (Damiano et al. 2015). Bu durum
erkeklerde kizlara oranla 4 - 5 kat fazla goriilirken genelde kiziarda daha agir seyreder
(Ornoy et al. 2015). Belirtilerinde dil gelisimi ve oyun oynamada gecikme ya da
anormallikler, tekrarlayici davramslar, kiigik nesneleri siraya koyma ve donen seylerle
upragma gibi olagandigt ilgi alanlart bulunur (DiCicco-Bloom et al. 2006).
Semptomlarin agir goriildiigl gocuklarda zihinsel bozukluk daha sik goriiliir. Otizm
etiyolojisinde multifaktdriyel genetik cesitlilik ve gevresel faktorler rol oynar (Ornoy et
al. 2015). Geligimsel anormaliikier yagamin ilk ic yilinda belirginlesir, karakteristik
bozukluklar yetiskinlikte de devam eder (Lamb et al. 2000). Otizm prevalansinin son
yillarda arttifs goriiltir, Halkin bilinglenmesine ragmen Otizmin nedenlerinin belirsizligi
halen etkisini stirdiirir (Fischbach and Lord 2010). Otizm Spektrum Bozuklugunun
diinya capindaki prevalansi nitfus degisimi dikkate alinarak yaklagik %1 olarak tabmin
edilir (Vlassakova and Emmanouil 2016). Prevalans hesaplamalarina gore; Amerika’da
68 cocuktan 1’inde (%014.,7), Ingiltere’de 64 cocuktan 1’inde (%015,7), Cin - Hong
Kong — Tayvan’da 376 gocuktan ’inde (%02,7), Giiney Kore’de 53 gocuktan I’inde
(%018,9), Bat1 Avustralya’da 334 ¢ocuktan 1’inde (%03) ve Otizm Platformunun 2008
yili sonuglar dikkate alinarak Tiirkiye’de 150 gocuktan 1’inde (%o 6,7) Otizm goriiliir
(Bicer and Alsaffar 2013, Kondolot et al. 2016). Otizmin temelinde multifaktdriyel
etiyoloji oldugu i¢in patogenez ve patofizyolojisini anlamanin zor olmast sebebi ile

Otizm prevalans tahmini olarak bildirilir (Chen et al. 2015).

Otizmde biyolojik arastirmalarin geligmesi i¢in ndrobiyolojik mekanizmalarla

ilgili farkls alanfarda galismalar yapilir. Bu alanlar genetik, ndrokimya, nérofarmakoloji,




néroendokrinoloji, néroanatomi, beyin goriintiileme ve néroimmiinolojidir (Tordjman et

al. 2014).

Otizm Spektrum Bozukluguna sebep olabilecek bazi risk faktsrleri etkilegimi
monozigot ve dizigot arasindaki konkordans oraninda farkliliga yol agar. Bu etkilerle
néral dokunun degismesi; toksik gevresel faktorlerin veya epigenctik faktorlerin gen
fonksiyonlarini depistirmesi sonucu olabilir (Levy et al. 2009). Otizm genetik
calismalarinda ii¢ temel fenotip / genotip kombinasyonlari vardir. Bunlardan birincisi
tek gen mutasyonlaridir. Buna srnek %5-10 arasinda goriilen Frajil X sendromu verilir.
fkincisi, bir ya da bir¢ok gende olan genetik varyasyonlar sonucu olugan genig otizm
fenotipidir. Gen - gen ve gen - gevie etkilesimleriyle fenotip degisimi meydana getiren
bu varyasyonlar popiilasyonda yaygindir. Ugiinciisti ise hasta ya da mutasyon gibi
tastyicilarda de novo mutasyonunun ciddi ve spesifik bir fenotipe sebep olmasidir

(Misra 2014).

Karbon metabolizmasi enzimlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmler Otizm
Spektrum  Bozuklugu riskini  arttirdigs  bulunmugtur. Bu dongiide yer alan
Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninin Otizm hastalari ve / veya annelerinde
polimorfizm prevalansi yiiksektir (Kezurer et al. 2013). Insan MTHFR lokusu
kromozom 1p36.3 iizerinde yer alir (Awwad et al. 2015). MT. HFRnin 11 ekzona sahip
oldugu tespit edilmistir (Khan et al. 2015). MTHFR, folat metabolizmasi icin nemli
olan 656 aminoasitlik MTHEFR enzimini kodlar (Ulucan ve ark. 2013). MTHFR karbon
metabolizmasinda 5-metiltetrahidrofolatin 5,10-metilentetrahidrofolata demetile ederek
katalize edilmesinden sorumlu regiilator bir anabtar enzimdir (Guo et al. 2015). MTHFR
mutasyonlari homosistein metabolizmasina etki eder ve hiperhomosisteinemiye yol agar

(Inanir et al. 2015).

MTHFR*de C67TT, A1298C ve G1793A olmak lizere lg adet tek-nitkleotid
polimorfizmi bulunur (Shen et al. 2015). MTHFR 4. ekzonunda 677. niikleotid olan C
(Sitozin)’in T (Timin)’e transisyonu sonucu nokta mutasyon olugur ve bunun sopucunda
222. kodonunda Alanin yerine Valin geger (Awwad et al. 2015). En yaygin MTHFR
mutasyonu C677T olarak bilinir (Moll and Varga 2015). MT. 'HFR C677T mutasyonu
kadinlarda noral tiip defektleri ve tekrarlayan gebelik kayiplar: igin risk faktorti tagir
(Boas et al. 2014). MTHFRnin 7. ckzonunda 1298. niikleotid olan A (Adenin)’ in C
(Sitozin)’e transisyonuyla meydana gelen nokta mutasyonu sonucu MTHFR proteinin
429. kodonundaki Glutamin Alanine doniisiir (Vanilla et al. 2015). C677T ve A1298C




tek nitkleotid polimorfizmleri MTHFR enzimi aktivitesini etkiler (Shen et al. 2015).
G1793A polimorfizmi ise MTHFR’nin 11. ekzonunda yer alir ve 1793. niikleotidi olan
G (Guaniny in A (Adenin)’c degigimi sonucu 594. kodonundaki Glutaminin Arjinine
déntigmesiyle olugur. G1793A polimorfizminin homosistein diizeylerine etkisi
bilinmemektedir. G1793A tek nitkleotid polimorfizmi diger ikisine gére daha nadir

ortaya gikar ve bu polimorfizmin fonksiyonunun snemi belirsizdir (Shen et al. 2015).

Diigitk folat diizeyleri ve folat metabolizmasinin defekte ugramasi fonksiyonel
néropsikiyatrik  bozukluklardan  depresyon, sizofreni ve bipolar bozukluklarla
baglantilidir (Gilbody et al. 2006). Folat eksikligi sonucu bozulan S-adenozil
metiyonin-bagimh  (SAM-bagimlr) histon metilasyonu Ofrenme giicligi, bellek
bozuklugu, zihinsel engellilik, bagimlilik, otizm, sizofren, depresyon  gibi
nérodejeneratif hastaliklarla iligkilidir (Shea and Rogers 2014). Fetusta normal olmayan
folat metabolizmast ile Otizm Spektrum Bozuklugn artist arassndaki  iligki
epidemiyolojik calismalarda goriliir (Schaevitz et al. 2014). Otizm Spektrum
Bozuklugu olanlarda folatin, kan-beyin omurilik sivisy bariyerinde taginmasimn
engellenmesi ve serum folat reseptor antikorlar: tarafindan folatin bloklanmasi sonucu
beyinde folat cksikligi olugur (Schmidt et al. 2012). Folat eksikligi ve/veya
polimorfizmlerinin karbon metabolizmast  enzimlerinin fonksiyonlarmi bozabilme
ihtimali bu baglantinin sebebidir (Schaevitz et al. 2014). Otizm Spektrum
bozuklugundaki MTHFR mutasyon insidansini degerlendirmek igin metiyonin dongistl
fonksiyonu, metilasyon yollari ve folat tagmmasina ilave olarak gen - gen etkilesimleri

bulunmustur (Rogers 2008).




3. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

1943 yilinda Kanner’a gore saplantilt olma, stereotipi ve ckolali Otizm
kombinasyonu, bazi temel sizofrenik olaylart zihinde canlandirmistir. Kayda deger
benzerlikleri olmasina ragmen, bu durumun Cocukluk Sizofreninin diger bilinen
5meklering nazaran bircok agidan farkliliklan vardir (Kanner 1943). Ayrint odaklt
tekrarlaytcl rutinlerini devam ettirerek herhangi bir degisiklife karsi ¢ikma, gorsel-
mekansal veya ezber hafizasinda farkh bir yetenegin olmasina ragmen dgrenmede genel
bir gecikme goriilmiigtiir. Kanner, bu davranig meodeline Erken Cocukluk Otizmi
(infantil Otizm) adim vermistir (Wing 1997). Kanner’a gére bu gocuklarin saplantilt
olmalar1 ve aile iliskilerinde soguk davranmalar: dikkat ¢eken ozellikleridir. Kanner
1943 yilinda Otizmlilerin karakteristik szelliklerini raporunda 10 maddede

tanimlamustir:
1. Cocuklarim bagkalari ile olan iletigiminde yetersizlikleri var.
2. Annelerinin onlardan bekledikleri davranigt gosteremiyorlar.
3. Calistig1 11 gocuk (3 kiz, 8 erkek) 8 yas veya sonrasinda konugmaya baglad.
4. Bu gocuklarin hafizalar1 ok iyidir.
5. Kelime ve ozellikle ses tekrari yaparlar.
6. Kelimeleri tam olarak yorumlayabilirler.
7. Kigi zamirlerini dogru kullanamaziar.
8. Duyusal uyaricilara karg1 anormal tepki gisterirler.
9. Bu ortamlarda gocuklar kagmada 1srarcidirlar.

10. Bu ¢ocuklarnn aileleri zekidir.




Kanner gordiigii gocuklarin anne. - babalarini meslek sahibi {iniversite

mezunlarindan olustugu igin zeki aile olarak tanimlamigtir.

1944 yilinda Hans Asperger gocuklarda Otizm tanisini genigleterek Kanner

tarafindan yapilan Otizm tanimlamasindan daha hafif olan davrams bozukluklaring

Otistik Psikopati olarak tammlamustir. Hans Asperger’in raporuyla Otizmin bu hafif

formu giinlimiizde Asperger Sendromu olarak bilinir (Trachtman 2008). Hans Asperger

yaklagik 10.000 g¢ocuktan 4’linde dogumda ya da dogumdan sonra yasamin itk 30

ayinda gorilen davranisla ilgili bir sendrom oldugunu belirimigtir. 1961 yilinda

Cocukluk Otizminin belirtilerini netlestirmek  amactyla  Dr.  Mildred Creak

baskanliginda bir kurulun gézlemleri sonucunda belirttikleri teshis dlgiitleri syledir:

Sl S S

5.

Kendi kigisel kimfiginin farkinda olmamasi,

Belli nesnelere fazla baglilik gostermesi,

Nesneleri amacmin diginda kullanmast,

Bulundugu ortamdaki degisikliklere anormal tepki gdstermesi,

Meveut normal veya 6zel zihinsel yeteneklere sahip olmasinin yani sira

gozlenen genel bir gerilik olmast.

1967 yilinda Gerald O’Gorman tarafindan bu teshis Slgegindeki Szellikler

yeniden diizenlenmistir. 1970 yilinda Rendle-Short “‘Kontrol Listesi” yonteminde

Otistik cocuklari tanimianmustir. Bu listeye gore;

O

Diger gocuklar ile iletisim kurmada giicliik ceken,
Genellikle zararli durumlarin farkinda olmayan,
Cevresinde olan degigikliklere tepki gosteren,
Fiziksel temastan hoslanmayan,

isteklerini soz yerine isaret ile belirten gocuklardir.

1977 yilinda ise Micheal Rutter ve arkadaslar bu ozellikleri yeniden gozden

gecirip gelistirerek dort ana noktada toplamigtir:

1. Otizmin ortaya gikma sikligs 30 aydan dnce baslamaktadir.

2. Cocuklarin konugma ve dil geligiminde belirgin bir gecikme vardur.

3, Zihinsel gelisimle iligkisi olmayan, ancak sosyal geligimle ilgili yetersizlik

oldugu s6z konusudur.




4. Kaliplagmis oyun becerileri gozlenir ve aymulikta 1srar ederek degisiklife kars:

tepki gostermeleri belirgin davraniglaridir (Darica ve ark. 2005).
2.2. Otizm Spekirum Bozuklugu Suiflandirilmasi

1918 yilinda Amerika Birlesik Devletleri tarafindan Amerikan Mediko-
Psikolojik Birliginin hazitladsg psikopatolojik durumlarm  standardize edilmis
terminolojisinin olusturuimasi denenmigtir. 1952 yilinda Ruhsal Bozukluklarin Tanisal
ve lIstatistiksel Fl Kitabmmn (DSM) ilk baskisi yaymmlanmistir. DSM-T’de ruhsal
hastaliklarin  etiyolojisinin psikodinamik formiilasyonlar ile hazirlanmig bilingalti
caligmalar oldufu kabul edilmistir. DSM-I"de yer alan ‘‘Sizofrenik Reaksiyon,
Cocukluk Tip*’ igerisinde gocuklarda goriilen psikotik reaksiyonlardan olan Otizmden
bu grupta bahsedilmigtir. 1968 yilinda yayimlanan DSM-II"de ‘‘Sizofreni, Cocukluk
Tip™* listesinde *‘otistik, atipik ve igine kapanik davranis durumunda olabilir.” tanimi

i¢ine dahil edilmistir (Fung and Hardan 2014).

ilk olarak 1980 yilinda Otizm, Amerika Psikiyatri Birliginin yaymnladigs DSM-
Il ““Psikiyatride Hastaliklarin Tammlanmast ve Siniflandiriimast’ el kitabinda yer
almistir (Mukaddes 2013). DSM-II’de tanmmi infantil Otizm olarak ele alinmigtir ve
Yaygin Gelisimsel Bozukluk simifina dahil edilmistir (Volkmar and Reichow 2013).
DSM-TIT stiflama sisteminde belirtilen sosyal yetersizlik ve dil bozuklugu ile ilgili
ikiser tane, kriterlerin baglama yast ve diger ruhsal bozuklukiarla ortak bulgularin
olmamasi sartini igeren toplam 6 kriterin 30 ay dncesi baslamasinm  gerektigi

belirtilmistir (Mukaddes 2013).

infantil Otizm tanimunin etimolojisinin yetersiz olmasmdan dolay1 1987 yilinda
residiiel tip olarak giincellenen DSM-II-R’de Infantil Otizm ayri bir kategoride ele
alinmigtir. Burada sosyal, iletisim ve davranis bozuklugu alanlannin birden fazla
Kriterleri belirtilerek daha fazla kargilagtirma yapilmistic (Volkmar et al. 2012). DSM-
MI-R simflama sisteminde sosyal yetersizlik, iletisimsel bozukluk ve kisitlayicr -
tekrarlayic1 davranig ii¢ temel alaninda 16 kriterin 8’inin bulunmast durumunda tant
konulabilecegi belirtilmistir. DSM-III siniflama sisteminden farki, kriterlerin baglangi¢
yagmin belirtilmemesi ve dil bozuklugunun yerine iletigim bozuklugu terimi

kullaniimasidir (Mukaddes 2013).

1994 yilinda DSM-IV siniflama sisteminde Yaygin Geligimsel Bozukiuk
grubuna Otistik Bozukluk, Asperger Bozukluk, Rett Bozuklugu, Cocukluk Dezintegratif




Bozukluk ve Bagka Tiirli Adlandirilamayan Yaygn Gelisimse! Bozukluk (YGB-BTA}
tanilart altinda 12 belirti dahil edilmistic (Maenner et al. 2014).

2000 yilinda DSM-IV-TR olarak diizenlenen smiflama sisieminde sosyal
etkilesimde yetersizlik, iletisimde yetersizlik ve kisitlayicy, tekrarlayict davrans ve ilgi
alanlar1 basligi altinda Otistik Bozukluk belittileri tammlanmstir (Guthrie et al. 2013).
Yaygmm Gelisimsel Bozukluk grubunda sadece Asperger Bozuklugundaki eksikliklere
kars: yeniden tanimlama yapilmistir (Fung and Hardan 2014). DSM-IV’e gére baska
snemli degisiklik yapiimamustir, Hastaliklarm Uluslararasi Simiflamast ICD-10’da bu

kritetler yer alnustir (Maenner et al. 2014).

2013 yilnda hazirlanan DSM-V  simiflama sisteminde Otizm, Asperger
Sendromu, Yaygmn Gelisimsel Bozukluk ve Cocukluk Dezintegratif Bozukluk Otizm
Spektrum Bozuklufu semsiyesi altinda yeni tam kriterleri belirtilmistir. DSM-V'de
hastaliklarm hafif, orta ve siddetli dizeylerini kapsadigi icin spektrum terimi
kullanilmistir (Lee et al. 2015). DSM-TV siniflama sisteminden farkh olarak DSM-V’de
dil ediniminde gecikme ve sozel dili kullanmada bozukluk Otizm Spektrum Bozuklugu
tam1 kriterleri arasina dahil edilmistir. DSM-V’de kisitlayicr ve tekrarlayici davranis

alanlarinda dort ilke tammlanarak diizenleme yapilmgtir.

a) Nesne kullanimi veya konugmada basmakalip - tckrarlayici motor
hareketleri,

b) Rutinlere inatgt bir sekilde baghlik, aynidikta yogun israr veya
gelenekscllesmis sozel ve sézel olmayan davranislar

c) Oldukga smirli, yogunluk ve odak agisindan anormal olan sabitlenmis
ilgiler

d) Cevrenin duyusal agisina agirt ilgi ve duyusal girdi de hiperaktivite veya

hipoaktivite goriilmesi

Ayrica DSM-V tani kriterlerine duyusal hosnutsuzluk ve olumsuz reaksiyonlar
iceren davransglarla iligkili duyuvsal algt farkliliklarinin  goriilmesi dahil edilmigtir.
Otizm Spektrum Bozuklugu baglangi¢ yagmin DSM-TV*de kriter olmasi son yillarda
yapilan ¢aligmalarin katkistyla belirtilmistir. Birgok ¢aligmada bazi Otizm Spektrum
Bozuklufu olan gocuklarda yagamm ikinci yilmmn baglarmda motor gelisimi, sosyal
etkilesim veya dil gelisiminde gecikmeler goriildiigii tanisi belirtilmigtir. Patoloji ve

genetik agidan yapilan nérobiyolojik caligmalarda ise Otizmin altinda yatan biyolojik




mekanizmalardaki anormalliklerin fetal geligim doneminde etkili oldugu ve buna bagl
olarak Otizm Spekirum Bozuklugunun dogum dncesinde basladift One siirfitmiigtiir
(Lord and Bishop 2015). Otizmli kiiciik gocuklarin (2-16 yag) prefrontal korteksinde
hiicre dongiisii regiilasyonu, hticre bitiinli, hiicre farklilagmast ve kortikal
griintillemeyi kontrol eden genler veya gen yollarmin  anormal ekspresyonu
kesfedilmistir. Ayrica Otizmli cocuklarin prefrontal korteks ndronu sayisinda %67
oraninda artis ve bununla iliskili beyinlerinin anormal bit agirliga sahip oldugu da
gorillmiisgtiic (Stoner et al. 2014). Otizm olusabilecek g¢ocuklarda eksiklikler ve
gecikmeler kayda deger bir sekilde olsa da bu bireylere 15 - 18 ay oncesinde Otizm
Spektrum Bozuklugu tanisini koymak oldukga giigtiir (Lord and Bishop 2015).

Otizm Spektrum Bozuklugunu difer Yaygin Geligimsel Bozukluk tiplerinden
ayirt edici kriterlerden olan regresyon yagamn ilk 12 - 30 ay siiresinde olusur ve dil,
sosyal, motor yeteneklerinde beceri kaybr ile ogrenme giigligiine sebep olur. Bu
geligimsel gerilik olugumu, Otizm Spektrum Bozuklugunun genetik temelli sebebinden
degil de gevresel risk faktorlerinden meydana geldigi yapilan kohort cahgmalartyla
bildirilmistir (Brian et al. 2014). Regresyonun ortalama prevelansi meta-analiz

sonuglariyla %32 olarak belirlenmigtir (Lord and Bishop 2015).
2.3. Otizm Spektrum Bozuklugu Epidemiyolojisi

Otizm Spektrum Bozuklugunun etiyolojisini anlayabilmek icin genetik ve
cevresel faktSrlerin  ndrogelisimsel bozukluklar {izerine etkisinin arastirildif
incelemeler yapumustir. Bu arastirmalarin sonucu ile Otizm Spektrum Bozuklugunun
diinya gapinda epidemiyolojisinin hesaplanmasi amaglanmigtir (Kim and Leventhal
2014). Genler ve gevre kaynakli Cocukluk Otizm Risk Caligmast (CHARGE) ve
Gelisim Oncesi Aragtirma Calismast (SEED) olarak bilinen iki bityitk caligmada dogum
siirecinde ilaglara maruz kalma ve genetik tizerine genig gapta veriler toplanmigtir. Bu
vaka - kontrol caligmalart ile daha iyi ve kapsamlt arastirmalar yapilarak gen - ¢evre
etkilesimi arasindaki iligkiyi anlamada ilerleme kat edilmigtic. Bu galigmalarda iki
soruna odaklamifir. Bunlardan biri; genotipte farklt agiardan olugan hatalardir. Digeri
ise cevresel riske maruziyetin, dogrudan norotoksisite yoluyla ya da geligmekte olan
fetal hiicrelerin yapisin ve duyarliigmi degistirdigi epigenetik olaylarda ndrogelisimi

cesitli yollarda etkileyebilme durumudur (Engel and Daniels 2011).




Tiim toplumlarda goriilen bir nérogelisimsel bozukluk oldugu igin gelecekte
¢ocuklarn bir kisminin etkilenebilecegi kiiresel bir sorun haline gelmistir (Ouhtit et al.
2015). Insan niffusunda hastalik olusumunu etkileyen genleri ve gen - c¢evre
ctkilesimlerinin  rollerini  inceleyen genetik  epidemiyoloji caligmalarinda;
biyoinformatik, populasyon genetigi, epidemiyoloji ve molekiiler genetik alantarinda
yapilan aragtirmalar sonucu elde edilen veriler kullanilarak degerlendirme yapilir. Bu
cahigmalarda genler ile gevrenin ortak etkileri incelenir ve aragtirmalar sonucundaki
bulgular diinya ¢apinda degerlendircbilmek igin sistematik orneklemelere yogunlasarak

kavramsal modellere hastalik biyolojisi dahil edilir (Kim and Leventhal 2014).

1966 yilinda yaklagik olarak her 10.000 kigiden 4 veya 5’inde Otizm goriiliitken
ne yazik ki zamanla bu oran artmisgtir. Giiniimiizde yaklagik olarak her 10.000 kigiden
100’iinde Otizm Spektrum Bozuklugu goriildiiZi réporlar]a bildirilmigtir. Ancak bu
artigin risk faktrlerinden dolayr m1 yoksa kamu bilinci artmasi etkisi ve Otizm teshis
standartlarinin defismesi sonuca mu oldufu heniiz tam bilinmemektedir (Ornoy et al.
2015). Genellikle yagammmn 2. yilinda Otizm Spektrum Bozuklugu teshisini alan 68
gocuktan 1°i gegerli olan prevalans olarak kabul edilmistir (Kaur et al. 2015).

2.4. Otizm Spektrum Bozuklugu Etiyolojisi

Otizm Spektrum Bozuklugunun genetik temelini aragtirmak igin yapilan ikiz
caligmalarinda homozigot ikizler arasinda yiiksek konkordans goriilmesine karsin
diskordans ikizlerde ise bu durum ¢ok daha diisiiktiic (Ornoy et al. 2015). Kardesler
arasinda Otizm Spektrum Bozuklugu olma riskinin yaklagik 50 kat artmig oldugu ve
monozigot ikizlerde konkordans oranlarinin %90 gorillmesi sebebiyle Otizm Spekirum
Bozuklugu kalitsal néropsikiyatrik bozukluklarn arasinda yer alir ve ¢ok sayida gende
bulunan karmagik multifaktriyel bozukluk olarak kabul edilir (Codina-Sola et al.
2015).

Otizm Spektrum Bozuklugundan sorumlu spesifik genlerin arayisi igin goriilen
durumda birgok kromozomda gok sayida aday genler olabildigi ve bu spesifik genlerin
Otizm Spektrum Bozuklugu ile iligkisinin yalmzca nadir durumlarda oldugu
belirlenmistir. Bu sebepten dolay1 genetik soruna ek olarak dogum Oncesi ve sonrast
gevre ile genetik faktorlerin etkilesiminden kaynaklandig goriilmiigtiir. Otizm Spektrum
Bozuklugunun dofum oncesi sebepleri arasinda; astim gibi allerjik hastaliklar igeren

maternal hastaliklar, gebelik boyunca anne ve fetal iltihaplanmas1, annenin gebelik




boyunca agir metallere maruz kalmasi yer alabilmesinin yani sira ileri anne - baba
yagmin Otizm Spektrum Bozuklugu riskinin artmasina sebep oldugu tespit editmigtir

(Ornoy et al. 2015).

Tiim ekzom dizileme (WES) nadir goriilen veya yeni ortaya ¢ikan genetik
bozukluklan tespit etmek igin son zamanlarda kullanilmaya baglanan bir yontemdir.
Otizm Spektrum Bozuklugu oldukea diigiik fenotip — genotip korelasyonunda birden
fazla lokusla ilgili oldugu igin tiim ekzom dizileme (WES) yonteminde uygulanan bir
model hastaliktir (Persico and Napolioni 2013). Bu yontemle Otizm Spektrum
Bozuklugunun etiyolojisinde tek nitkleotid varyasyonlarin islev kaybinda de novo
mutasyonlarin énemi, kromozom anormallikleri ve nadir griilen genetik varyasyonlar
de novo germ hattinda Otizm Spektrum Bozuklugu riskinin Snemli bir bolimii genomik

caligmalarla agifa gikarilmgtur (Engchuan et al. 2015).

Aynt zamanda genetik heterojenitenin gbze carptigs rapor edilmistir. Frajil X
Sendromu (FXS), Rett Sendromu (RTT) ve Timoty Sendromu (TS) gibi bozukluklarda
norogelisimse! yetersizlik ve konugma gecikmelerinin olugmast ile otistik fenotiple
sonuglanmasi spesifik genlerin degisiminden kaynaklanmr. Olusan bu sendromik farklar
Otizm Spektrum Bozuklufu grubunun altinda yer alsa da Otizmin sporadik veya

idiyopatik formlarint anlamak igin yarar saglar (Muotri 2015).
2.5. Otizm Spektrum Bozuklugu Patofizyolojisi

Otizm Spektrum Bozuklugu patofizyolojisine beynin cesitli bolgelerindeki
néroinflamasyonun  ve  sinaptik  degisikliklerin etkisi bulunmugtur. Davrantg
bozukluklarinda dgrenme, bellek, duygu ve sosyal islevsellikteki eksikliklerin altinda
yatan scbepte goklu beyin alanlart degisiklikleri belirtilerek bu durumdan da limbik
alanlar sorumlu tutulmustur. Ayrica morfolojik anormalliklerin etiyolojisinde molekiiler
ve hiicresel degigiklikierle iliskili eksitasyon / inhibisyon dengesizligi ve atipik beyin
baglantis1 da kabul edilmistir (Codagnone et al. 2015). Beyinde cksitasyon / inhibisyon
dengesizligini Otizm Spektrum Bozuklugunda Epilepsi prevalansmin artigt ve

GABAerjik sistemin azaltihmus etkinlifi gistermistir (Peiker et al. 2015).

Fonksiyonel beyin goriintilleme teknikleri ile Otizm patofizyolojisi aglan
hakkinda bilgi saglanir. Bu galismalar beyin aglarmda bulunan belitli yapilari dlgerek,
gbreviere kargt verdikleri tepkilerin aktivasyonunu degerlendirir. Otizmli bireylerin

beyinlerinde sosyo-duygusal bdlgeler arasinda kortikal aglarin birbirleriyle olan
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baglantisinin azaldipy, yapilan ilgili caligmalar sonucu ortaya gikmistir. Sosyo-duygusal
islemin bellek, duygu, dil ve bagkalarmin ne ditstindizgiinti digiinmek gibi zihinsel
yeteneklere bagli olan beyin bslgelerinde etkin oldugu alanlar bulunur. Sosyo-duygusal
islem igin ag goriniimlii tanumfanan 3 ana bilesen; limbik sistem, yiiz tanima sistemi ve
ayna néron afidir, Otizm patofizyolojisinde sosyo-duygusal aglarla ilgili yapisal
caligmalar ile fonksiyonel beyin goriintiileme galigmalarmin bulgulari fonksiyonel MRI

yontemi ile birlegtirilerek sonuca vartlir (Sinha et al. 2015).
2.6. Otizm Spektrum Bozuklufuna Cevresel Faktorlerin Etkisi

Epigenetik teoriye gore gevresel faktdrler Otizm Spektrum Bozuklugu olan
gocuklarin semptomlarindan sorumlu genetik faktorleri etkiler (Kim 2015). Cevresel
riske maruziyet hiicre farklilagmasi, sinaptogenez ve akson miyelinasyonu gibi
nérolojik siregleri etkileyerek beyin gelisiminde derin degisikliklere sebep olabilir.
Esansivel besinler ve yag asitlerinde maternal eksiklik Otizm Spektrum Bozuklugu
riskini etkileyen norogelisimsel sonuglarla iligkilidir. Gebelik stiresince alkol -
uyusturucu titketimi, sigara kullanum ve antidepresan ilaglari gibi kronik kullanilan
ilaglara maruz kalan g¢ocuklarin fetal beyin gelisimi etkilenerek risk olusturabilir

{Fakhoury 2015).

Cevresel riskler besinsel faktorler, maternal diyabet, prenatal - perinatal stres,
ileri anne - baba yas, ginko eksiklikleri, takviyeler, pestisitler ve enfeksiyonlar igerdigi
bildirilmistir (Koufaris and Sismani 2015). Buna ek olarak, DNA hasart tamirine katkisi
bulunan D vitaminin cksikligi ile iliskili oldugu faktdrlerde mutasyonlara sebep
olmaktadir (Kim 2015). Ksenobiyotik metabolik enzimler de gevresel Otizm Spektrum
Bozuklugu risk faktdrleri ve ndrotoksinlerin biyokimyasal iglemi ile iligkili oldugu

gériilmiistiic (Koufaris and Sismani 2015).
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Tablo 1;: DSM-V Otizm Spektrum Bozukluklar Tam Oliitleri

A) O sirada ya da dykiiden alnan bilgilere gore, agagidakilerle kendini gdsteren, degigik

bigimleriyle toplumsal iletigim ve toplumsal etkilesimde siiregiden eksiklikler:

1. Soz gelimi, olagandigi toplumsal yaklagm ve karsilikli  konugamamadan, ilgilerini,
duygularini ya da duygulanumim paylasamamaya, toplumsal etkilegimi baglatamamaya ya da toplumsal

etkilesime girememeye dek degisen aralikta, toplumsal-duygusal kargiliklik eksikligi.

2. Soz gelimi, sézel ve sozel oimayan tiimlesik iletigim yetersizliginden, goz iletigimi ve
beden dilinde olagandisiliklara ya da el-kol devinimlerini anlama ve kullanma ¢ksikliklerine, yiiz
ifadesinin ve sozel olmayan iletisimin hi¢ olmamasina dek degisen aralikta, toplumsal etkilesim igin

kullanilan sézel olmayan iletisim davraniglarmda eksiklikler.

3. 86z gelimi, degigik toplumsal ortamlara gdre davramglarnm ayarlama giigliklerinden,
imgesel oyunu paylagma ya da arkadag edinme giigliiklerine, yasitiarina {lgi gbstermemeye dek degisen

aralikta, iligkileri kurma, iligkilerini siirdiirme ve iligkileri anlama eksiklikleri.
O siradaki aguhiging belirtiniz:

Agirlik diizeyi, toplumsal iletigim bozuklukiarma ve kisith, yineleyici davranis driintillerine

gore degigir.

B. O suada ya da Sykilden alnan bilgilere gore, asagidakilerden en az ikisi ile kendini

gosteren, sinirly, yineleyici davrang griintitleri, ilgiler ya da etkinlikler:

1. Basmakalip ya da yineleyici devinsel (motor) eylemler, nesne kullammlari ya da konugma
(6. yalin devinsel basmakalip davranig srnekleri, oyuncaklart ya da oynar nesneleri siraya dizme,

yankilama [ekolali], kendine 6zgli deyisler)

2. Aynilik konusunda direnme siradanlik dismma esneklik gdstermeme ya da tdrensel stzel ya
da stzel olmayan davranslar (8rn. kiiciik degigiklikier karssinda agin sikinti duyma, geciglerde
glighikler yagama, katt digiince Sriintiileri, torensel selamlama davramglari, her giin ayni yoldan

gitmek, ayn1 yemegi yemek isteme).

3. Yogunlugu ve odags olagandist olan, ileri derecede kisitly, degiskenlik gostermeyen ilgi
alanlart (8rn. ahigilmadik nesnelere agiri baglanma ya da bunlarla ufragip durma, ileri derecede kisith

ya da saplantili ilgi alanlar).

4, Duyusal girdilere kars1 ok yitksek ya da diigiik diizeyde tepki gisterme ya da gevrenin
duyusal yanlarma olagandis1 bir ilgi gosterme (6rn. agri/istya karsi aldirigsizhik, tzgil] bir takim seslere
ya da dokulara kargt ters tepki gosterme, nesneleri asiri koklama ya da nesnelere agiri dokunma,

1giklardan ya da devinimlerden gorsel bilyiilenme).
O siradaki agichfing belirtiniz:

Agirlik diizeyi, toplumsal iletigim bozukluklarina ve kisith, yineleyici davramg driintiilerine

gore degisir (bak. Tablo 2).
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C. Belirtiler erken gelisim evresinde baglanug olmalidir {toplumsal gerekler smurli yeterliin
tizerine ¢lkana dek tam ofarak kendini gostermeyebilit ya da daha sonra ki yillarda, &frenilen

yontemlerle maskelenebilir,

D. Belirtiler, toplumsal, iske iigili alanlarda ya da énemli diger islevsellik alanlarinda klinik

agidan belirgin bir bozulmaya neden olur.

E. Bu bozukluklar, anliksal yetiyitimi (anhksal geligimsel bozukluk) ya da genel geligimsel
gecikme ile daha iyi agiklanamaz. Anliksal yetiyitimi ve otizm agtluni kapsaminda hozukluk ve
anliksal yetiyitimi estant tamsi koymak igin, toplumsal iletigim, genel gelisim diizeyine gire

beklenenin altinda olmalidir.

Not: DSM-IV otistik bozukluk, Asperger bozuklugu ya da bagka tiirlii adlandirtiamayan
yaygmn geligimsel bozukluk kesin tanisi almug olan kigilere otizm agihmu kapsaminda bozukluk tanis:
konmalidir. Toplumsal iletigimde belirgin eksiklikleri olan, ancak belirtileri, otizm agilimi kapsaminda
bozukluk igin bagka tirlii tam Glglitlerini kargilamayan kigiler, toplumsal iletigim bozukluZu agisindan

degerlendirilmelidirler.
Varsa belirtiniz:
Eglik eden anliksal bozukluk olan ya da olmayan
Eslik eden dil bozuklugu olan ya da oimayan
Eslik eden, bilinen bir saghk durumu ya da kalitsal durum ya da gevre etkeni olan
Eslik eden diger bir nérogelisimsel, ruhsal ya da davranig bozuklugu olan

Katatoni ile giden

Tablo 1: Otizm tant lgiitleri (K&rogla 2013).
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Tablo 2: Otizm Aghm Kapsaminda Bozukhuk Agirhk Diizeyleri

Agrhik Toplumsal iletigim Kasith, yineleyici davranislar
diizeyi

Ugiineii Sézel ve sdzel olmayan toplumsal iletisim Davramslarinda esneklik
diizey “Cok | becerilerindeki agir eksiklikler, islevsellikte afnr | gdstermeme, degigiklik

Bnemli dlgiide

bozuklukiara neden olur, ¢ok smurh bir bigimde

kargisinda agim gligliik gekme ya

destegi toplumsal etkilesim baglatir ve baskalarimdan da diger kisith / yineleyici
gerektirir” gelen toplumsal iligki kurma yaklasimlarima ok | davramslar biifiin alanlarda
az tepki gosterir. Sozgelimi, anlasilabilir ancak islevselligi belirgin olarak bozar.
birkag stzciik kulfanabilen ve gok seyrek olarak | Odagm ve yaptigt eylemi
etkilegim baslatan ve baglattifinda da toplumsal degistirmekle biiyiik giiglitk
gerekleri kargilamak fizere olagandis yagar.
yaklagimlarda bulunan ve ancak, dogrudan
toplumsal yaklasimlara tepki veren bir kisgi.
ikinci diizey | Sozel ve sdzel olmayan toplumsal iletigim Davramgiarmda esneklik
“Onemli becerilerindeki agur eksiklikler; destek gordiigii gostermeme, degigiklik
tlciide bir arada bile toplumsal bozukluklar goriiliir ve kargisinda agirt giighik gekme ya
destegi bagkalarindan gelen toplumsal iliski kurma da diger kisith / yineleyici
gerektirir” yaklagimlarina gok az tepki ya da olagand:s: davramslar, siradan bir

tepkiler gosterir. S6zgelimi, yaln ciimlelerle
konusan, kisith 8zel ilgileriyle sinirls etkilegim
i¢inde olan ve stzel olmayan iletigiminde

yadirganacak yonler bulunan bir kisgi.

gozlemcinin gorebilecedt denli
sik ortaya gikar ve degisik
baglamlarda islevselligi bozar.
Odagmi ve yaptig1 eylemi
degistirmekte biiyiik giiglik
yagar.

Birinci diizey
“Destegi
gerektirir”

Destek gérmediginde toplumsal etkilegimindeki
eksiklikler goriiniir bozukluklara neden olur.
Toplumsal etkilesimleri baglatmakta gitgliik geker
ve bagkalarindan gelen toplumsal iligki kurma
yaklagimlarina kars: stra disi ya da bagarisiz
tepkiler verdigine iligkin agtk drnekler vardir,
Topiumsal etkilegimlere karg: ilgisi az gibi
goriinebilir. S5zgelimi, tam ciimlelerle konugan
ve iletigim kuran, ancak kargibiklt konugmay1 pek
beceremeyen, arkadas edinme girigimleri

yadirgatici ve bagarisiz olan bir kisi.

Davranislarda esneklik
gostermeme, bir ya da birden gok
baglamda iglevsellifin belirgin
olarak bozulmasina neden olur,
Etkinlikler arasinda gegis
yapmakta giigliik geker.
Diizenleme ve tasarlama sorulari,

bagimsiz olmasmna engel olur.

Tablo 2: Otizm Agirlik Diizeyleri (Koroglu 2013).
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3.7. Otizm Spekétrum Bozuklugn Atipik Bulgularmm Normal Gelisimde
Ortaya Cikimass

Otizm Spektrum Bozuklugu dil gelisiminde eksiklik veya tamamen yoksunluun
goriildiigi, iletisimsel harekette azalma, karsilikh sosyal etkilesim kaybs, el ¢urpma ve
objelerle ugrasma gibi sinrlt ve tekrar eden davranislar ile tanimlanan ndrogeligimsel
bozukluktur. Otizmin teshisi igin erken belirtileri olarak motor geligimindeki
diizensizlik ve nesncleri fazla odaklanarak incelemeleri retrospektif raporlarla
Snerilmesine ragmen bebeklerdeki tipik gelisim 6 - 18 ay siirecinde takip edilmelidir

(Kaur et al. 2015).

2 - 6 aylik bebeklerde yapilan gz kontagl galigmalarinda, normal geligenlerde
kisa siirede gbz kontagi kurma gergeklesirken, Otizm Spektrum Bozuklugu meydana
gelen bebeklerde bu siiregte reddetmeler goriilmiigtiir. Otizm Spektrum Bozuklugu
tantst almis bebeklerde 6 aylikken ylize bakma, sosyal giiliimseme ve ses ¢ikarma
sikliginda tipik gelisim goriilmekle birlikte zamanla dnemli 6lgiide gerilemelerin oldugu
durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Beyindeki ak madde lif sisteminin olusumunu
degerlendirmek igin kullamlan Difizyon Gériintilleme Teknigi ile 6 - 24 ay arasi
gelisim boyunca Otizm Spektrum Bozuklugu tanisi alan bebeklerde normal geligenlere
gore ak madde sistemi yolaginda snemli farkliliklar oldugu goriilmektedir. Bu farklilk
teme! alinarak yasamn ilk yihnda ak madde yolaklarmin diizensiz geligimi otistik
semptom olarak kabul edilmistir. 14 aylik bebeklerde Fonksiyonel Manyetik Rezonans
Goriintilleme teknigi (fMRT) ve Elektroensefalografi (EEG) tekniginde Otizm Spekirum
Bozuklugu meydana gelen beyinlerle yitksek baglantii oldugu goriilmektedir (Heffler
and Oestreicher 2015).

2.8. Otizm Spektrum Bozuklugu Alt Gruplar

Otizm Spektrum Bozukluk kapsamimda; Klasik Otizmin disinda Asperger
Sendromu, Atipik Otizm (Bagka Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Geligimsel Bozukluk,
PDD-NOS) ve Cocukluk Dezintegratif Bozukluk yer alir (Lee et al. 2015).

2.8.1. Asperger Sendromu

DSM-5 tani kriterleri yayimlanmadan &nce Asperger Sendromu (AS), sosyal
iletigimdeki yetersizlikleri, siirh ve tekrarlayict davraniglarin gdrillmesi durumu ile
Otizm Spektrum Bozuklugu altinda yer alan norogelisimsel sendrom alt grubudur.

DSM-V tani kriterlerine gére Otizm Spektrum Bozuklugu semptomlari siddetinin daha
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az hali ile Asperger Sendromu belirtileri olan bireyler uygunluk gdstermekiedir.
Asperger Sendromu olan bireylerde dil edinim bilgisinde zotluk goriilmesine ragmen
resmi dil becerileri ve sz dagarcifinda bozulma olmamugtir (Bottema-Beutel et al.
2015). Asperger Sendromunun diinya capinda prevalanst yaklasik %0,06 olarak
bildirilmistir (Roy et al. 2015).

2.8.2. Atipik Otizm

DSM-IV-TR siniflama sisteminde PDD-NOS tamsi igin gerekli davranig
kriterleri acikga tamimlanmamasina ragmen sosyal etkilesim becerilerinde azalma,
iletisim zorluklari, tekrarlayici ve kaliplagmig davranis semptomlar: kombinasyonlart
oldugunda Bagka Tiirlii Adlandiridamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluk (Atipik Otizm,
PDD-NOS) tamst verilmektedir. Otizmden diinya capinda 1.7 kat daha fazla oranda
tanisinin yaygin oldugu belirtilmistir (Brennan et al. 2014).

2.8.3. Cocukluk Dezintegratif Bozukluk

Heller Sendromu ve Dezintegratif Psikoz olarak da bilinen Cocukluk
Dezintegratif Bozukluk yasamin ilk 3 yilindan sonra goriilen dil, sosyal fonksiyon ve
motor becerilerinde geg baglangigh gelisimsel gecikme ile karakterize edilen nadir bir
durum olarak DSM-IV smuflama sisteminde yer almistir. Cocukluk Dezintegratif
Bozuklugu olan gocuklar dif anlama ve konugma bolgelerinde, kiigiik ve biiyiik kaslarin
kullanimi becerisinde en az 2 il normal gelisime sahiptirler. Normal bliytime
déneminden sonra bu gocuklar elde ettikleri becerileri kaybetmeye baglarlar. Genellikle
3 - 4 yas arast bu kayip goriilmekle birlikte 10 yasina kadar da baslama yast devam
etmektedir. Cocukluk Dezintegratif Bozuklugunun diinya capinda prevalansi 100.000
cocukta 1 goriildigti ve erkeklerin kizlara oraninn 1 / 81 oldugu tahmin edilmektedir

(Charan 2012).
2.9. Otizme Eslik Eden Durumlar

2.9.1. Dikkat Eksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu

Dikkat BEksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB) motor harcketlerinde
hiperaktivite ve diirtiisellikle beraber zarar verici dikkatsizlik sonucu ortaya gikan
gelisimsel uyumsuzluk ile yetigkinlik dénemde de zorluklari devam eden gocukluk gag1
baglangich nérogelisimsel bozukluk olarak DSM-V siniflama sisteminde yer almaktadir
(Thapar and Cooper 2015). DEHB’nin prevalanst %5-8 olup gocukluk ¢ag
nérogelisimsel bozukluklar arasinda en yaygin olarak goriilmektedir (Jaber et al. 2015).

Otizm Spektrum Bozuklugu ile Dikkat Eksiklifi ve Hiperaktivite Bozuklugunun birlikte
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gdriilme orami yitksektir ve bu durumlarda ortaya cikan yetersiz kognitif esneklik igeren
fonksiyon eksikliklerinin Otizm Spektrum Bozuklugunda tekrarlayan davranig

semptomlartyla baglantili oldugu bulunmugtur (Sasaki et al. 2015).

2.9.2. Epilepsi

Epilepsi, néronlarm ani ve olagan-dist bit sekilde elektro-kimyasal bogalma
yapmast sonucunda ikiden fazla nobetin meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir (Lee
et al. 2015). Epilepsinin diinya ¢apinda prevalansi 940,5-1 olarak tahmin edilmektedir
ve dogumdan 16 yasina kadar gocuklukta sikga pgriilen ciddi bir norolojik bozukluktur
(Reilly et al. 2014). Otizm Spekirum Bozuklugunda Epilepsi goriilme sikhgi tahmini
olarak %24 ila %46’ya kadar degigmekte oldugu goriilmektedir. Otizm Spektrum
Bozuklugu olan bireylerde Epilepsi baglangic yagunin erken ¢ocukluk donemde ve
ergenlik donemde olduguna dair ¢ift durumlu dagilim rapor edilmigtir (E1 Achkar and
Spence 2015).

2.9.3. Colyak Hastahg:

Colyak Hastalign (Gluten Enteropatisi), genetik yatkinligi olan bireylerde
bujday, arpa, cavdar ve yulafin icerdigi prolaminlerin tiiketilmesi ile tetiklenen ince
bagirsagin kronik otoimmiin enflamatuvar bir hastaligidir. C6lyak hastalifinin Batt
iilkelerinde gdriilme prevelanst %1-1,5 olarak kabul edilmesine kargin yiiksek risk
popiilasyonlarinda bu oran %5-10 olarak goriilebilmektedir (Lerner et al. 2015). Viloz
atrofi, kript hiperplazi ve intraepitelyal lenfositlerin degisen derecelerini agifa ¢ikaran
fist ince bafrsagm biyopsisi ve pozitif serolojik testlerle Colyak hastalifn tamsi
konulmaktadir (Batista et al. 2011). Gluten duyarlilii, gluten proteinlerinde artan
antikor seviyelerine karsi yikseltilmis immiinolojik reaksiyon durumu olarak
tamimlanabilir, Bugday alerjisi ve ince bagirsagt hedefleyen otoimmiin bozukiuk Colyak
hastaligs ile iligkili oldugu ve glutene karsi yiikseltilmig immiin reaktivitesi olarak
bilinmektedir. Colyak hastaliginda hiimoral immiin tepkisi, otoantijen transglutaminaz 2
(TG2) ve gliadinin gikarslan antikor dizilerini igermektedir. Colyak hastalifi insan
Jskosit antijenlerini (HLA) kodlayan HL.A-DQ2 ve HLA-DQ8 genleri ile baglantihidir
(Lau et al. 2013).

2.9.4. Bagirsak Sorunlan
Otizmde en ¢ok merak uyandiran iki durumdan birincisi Otizm Spektrum
Bozuklugunun giinbegiin artmakta olan oramidur, ikincisi ise gastrointestinal bozukluk

belirtilerinin bu bireylerde gbriilmesi durumudur. Otizmli bireylerin %90’ inda
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gastrointestinal rahatsizliklar goriilmektedir ve bunlar gastrodzofagal reflli, kabzlik,
ishal, karm agrist ve beslenme sorunlars olarak bilinmektedir. insan metabolizmasinin
diizenlenmesi ve immiin sisteminin gelismesinde bagirsak florasmin Snemli bir rolil
vardir. Bagisak - Beyin etkilesimindeki hiicresel ve biyokimyasal yollar; geligim,
nérokimya, gen ekspresyonu ve beyin igleyisinde normal bagirsak florast etkileri igin
temel olusturmaktadir. Bagirsak mikroplan bilesimindeki varyasyonlar, sinir sistemi ve
davramslarin normal isleyisindeki degisiklerle iliskili olup, Otizm Spektrum Bozuklufu
olan bireylerde bagirsak floras: degigiklikleri son yillardaki ¢alismalarda goriilmektedir.
Otistik bireyler ve Otizme yatkinhgt olanlarin baZsak florasinda Clostridia,
Desulfovibrio ve Bifidobacterium bakteri tiirlerinin Otizmle baglantii oldugu son
yillardaki Otizm patogenezi iizerinde yapilan arastirmalarda goriilmektedir (Tomova et

al. 2015).

2.9.5, Uykn Sorunlari

Uyku problemlerinin 6grenme ve bilissellik iizerine zararhl etkileri
bulunmaktadir. Otizm Spektrum Bozuklugu olan gocuklarda stereotipik ve siknt1 veren
davranglarin artan siddetleri ile uyku problemleri iligkili oldugu i¢in yasam kalitelerinin
azalmasma sebep olmaktadir. Otizm Spektrum Bozuklugu olan bireylerde uyku
sorunlarinin  goritlme  yaygmligi %50-80 oraninda degisiklik gdstermekiedir. Bu
sorunlarin etiyolojisinde uyku hijyeni zorluklari, melatonin regiilasyonu ve sirkadiyan
ritimde potansiyel bozulmalarin oldugu diigiiniilmektedir (Mazurek and Petroski 2015).
Uyku problemlerinin tedavi edilmesine yonelik uygulamalarda masaj tedavisi ve agir
battaniye Srtme miidahalelerini igeren alternatif tedavi seklindeki arastirmalar sonucu
istatistiksel olarak anlamli sonug¢ bulunmadift igin davranigsal ve farmakolojik

miidahaleler olmak {izere iki temel kategori seklinde ele alinmaktadir.

Birinci kategori; davranigsal miidahaleleri igeren davranigel terapi yontemidir,
Bu miidahalelerin Otizm Spektrum Bozuklugn olan gocuklarnn uyku problemlerinin
azaltimasinu ve tedavi edilmesini sagladig bilinmektedir. Davranisct terapi igin en cok
calhisilan Ggrenme ilkesi Soniimleme, ¢ocufu yataga yerlestirdikten sonra uyku zamani
boyunca meydana gelen aksakliklar ebeveynin dleiilil bir sekilde gérmezden gelmesi
durumudur. Bu aksakliklara uyku 8ncesi ruhsal bozukluk, anne - baba ile uyuma istedl,
yalmz uyumayi istememe ve gece uyanma dahildir. Bir bagka davramg stratejisi ise
planft gece vakti uyanigidir. Bu yontem gece uykusu rahatsizhklarmn azaltilmas: ve

genel uyku siiresinin artmasinda etkilidir.
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Tkinei kategori ise farmakolojik tedavilerinde melatonin  seviyelerinin
diizenlenmesine yonelik yapilan ¢ahgmalarin  Otizm $pektrum  Bozuklugu olan
bireylerin uyku sorunlarinda en gok etkili yontem oldufu tespit edilmistir. Otizm
Spektrum Bozuklugu olan gocuklarda melatoninin hizl sabindifi durumlarda giindiiz
uykularinda ve gece uyanmalarinda degisim gOrlilmemigtir. Melatoninin, Otizm
Spektrum Bozuklugu olan gocuklarmn tekrar eden ve basmakalip davranglari ile Dikkat
Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu gibi davraniglarin azaltilmasinda etkili oldugu
bilinmektedir. Otizm Spektrum Bozuklugunda yetersiz uykuya sebep olan tibbi
durumlar icerisinde gastrointestinal reflil, kabizlik, karin agrisi, ndbet gegirme, horlama,

gece Sksiirme, dig agtis1 ve egzama yer almaktadir (Herrmann 2015).
2.10. Otizm ve Diyet

Otizm Spektrum Bozuklugu olan bireylorde goriilen gastrointestinal semptomlar,
nérotoksin  tiretiminde  siiphelenilen  patojenik mikroorganizmalarin  bagirsak
mikroflorasinda agirs biiylimesini  saglayan endojen pargalanmasiyla ayit edilen
bagsak disbiyozuna neden olabilmektedir. Ayrica bu semptomlar nérolojik belirtileri
degistiren noropeptidlerin belirtecidir ve inflamasyona sebep olabilen gluten ve kazein
biiyiik proteinlerinin malabsorbsiyonuna (emilim bozuklugu) sebep olan bafirsak
mukozal zarin pargalanmastyla iligkili olabilir (Harris and Card 2012). Bu sorunlarm
altinda yatan sebepletin daha iyi anlasilip tedavi edilmesi igin diyet uygulanmaktadir.
Bu diyet uygulamalan ile gastrointestinal bozukluklarin patolojisine diyetin etkisi ve

beslenme sorunlatt prevalansina etkisi gozlemlenmektedir (Berry et al. 2015).

Ulkemizde uygulanan iki diyet Glutensiz-Kazeinsiz ve Bagirsak ve Psikoloji
Sendromu (GAPS) diyeti seklindedir:

2.10.1. Glutensiz-Kazeinsiz Diyeti

Gluten (bugdaydan) ve kazein (sit iirtinlerinden) besinsel proteinlerinin
molekiiler yapilann benzerdir, gluteomorfin (gliadorfin) ve kazomorfine metabolize
edilmislerdir. Bu opioid peptidler Otizm belirtileri ile baglantili endojen opioid aktivite
artig sebebiyle olustufu ileri stiriilmiigtar. Bu peptidler bagirsak zari gecirgenliginin
artmasi sebebiyle kan sirkiilasyonuna girdikleri igin yetersiz metabolize olabilirler
(sizmtili bagirsak) ve kan - beyin bariyerini gectikten sonra etki edebilirler. Bu nedenle
Otizmli gocuklarm davramgsal belirtilerinin tyilegtirilmesi igin diisiik kazein ve gluten
diyeti 6ne siirlilmiigtiir. Gastrointestinal semptomlar, genellikle Otizmli cocuklarda

gozlenmektedir, Otizm ve Colyak hastalifi arasindaki potansiyel baglant: dikkat
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cekmektedir. Ancak Colyak hastaligs ile Otizmin birlikte gériildigi bireylerde glutene

kargt immiin yanit ¢aligmalar tutarsiz olmugtur (Lange et al. 2015).

2.10.2. GAPS (Bagirsak ve Psikoloji Sendromu) Diyeti

Otizm, Dikkat Eksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu, Disleksi, Dispraksi,
Depresyon ve Sizofreni tedavileri igin snerilen Bagirsak ve Psikoloji Sendromu (GAPS)
diyetinde kemik suyu hazirlamasi ve titketimini Campbell McBride dogal tedavi olarak
dnermistir (Monro et al. 2013). Néroloji ve Beslenme Uzmani Doktoru olan Natasha
Campbell-McBride oglunun 3 yagindayken Otizm teshisi kondugu dénemde nérolojik
bozukluklar ile beslenme arasindaki iligki iizerinde teoriler gelistirerek cocugunun
bagirsak florasint ve Otizmini iyilestirmigtic ve hastalarinda da uygulamaya
baglamastyla bu tedavinin adint GAPS olarak belirtmistir. GAPS tedavisinde Uzm. Dr.
Natasha Campbell-McBride, bagirsak florasim tamamen iyilestirerek beyni toksik
etkilerden kurtarmak ve bunun sonucunda da psikolojik sendromlar iyilestirmeyi

amagclamistir (Campbell McBride, 2015).
2.11. Genis Otizm Fenotipi

Genis Otizm Fenotipi (BAP) sosyal ve iletisim becerilerini, kognitif (biligsel)
siiregleri ve Kisilige 6zel davraniglari kapsamaktadir. Uzak durma, smirlt - tekrarlaysct
hareket, katihk, huzursuziuk, diirtiisellik, gekingentik, asabiyet ve tuhaflik gibi davranig
szellikleri; Otizmli bireylerin bitinci dereceden Otizmli olmayan akrabalarinda diger
engelli ¢ocuklarin veya normal gelisen gocuklarin  akrabalarma gore daha sik
goriiimektedir. Otizm Spektrum Bozuklugu olan bireylerin anne - babalari ve kardesleri
diisiincesiz, agirt duyarli, igine kapanik, giivensiz, olumsuz dilginme, nevrotik ve

kendini elestiren olarak da tammlanmustir (Pisula et al., 2015).

Otizm vyatkmnlik lokuslar1 1000 kadar gen icerdiginden dolay1 bu lokuslarin
belirlenmesi kompleks ve heterojen bir durumdur. Otizmle baglantili birgok genetik
varyantlarda pleiotropi yiiksek derecede goriilmektedir. Bu sebeple BAP ile ilgili
yapilan galigmalarm amact Otizmin etiyolojisini anlayabilmek ve Otizme hassasiyeti
olan genleri tespit ederek fenotip heterojenitesinin kisitlanmasinda yaratlt olmasidut.
(Shi et al. 2015). BAP arastirmacilarina gore erkekler kizlara oranla 3 kat daha fazla
korelasyon riski altindadir. Bu duruma aileler dahi! edildiginde ise Otizm Spektrum
Bozuklugu olan bireylerin aile liyelerinin yaklagik %50’sinde BAP 6zelliklerinden cn az
birisi bulunmustur. Ortak genler ve cevrese! faktorler biyolojik kardeslerin geligimini

biiyiik oranda etkilemesinden dolayr BAP aragtirmacilarmin  dikkatini gekmektedir
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(Pisula and Ziegart-Sadowska 2015). BAP degerlendirme araglari; Genig Otizm Fenotip
Semptomlar1 Olgegi (BPASS), Sosyal Duyarlilik Qleegi (SRS), Otizm Spektrum Orant
(ASQ) ve Genis Otizm Fenotipi Anketi (BAPQ) seklindedir. BAPQ uygulamasmin
diger degerlendirme araclarina gore kullaniminin daha kolay, etkili ve giivenilir oldugu

belirtilmistir (Meera et al. 2015).
2.12. Otizm Spektrum Bozukluuna Genetik Balas

Genetik ve fenotipik olarak karmagik bir ndrogelisimsel bozukluk olan Otizm
Spektrum Bozuklugunun kendine &zgl fenotipini anlamak i¢in yapilan genis ¢apli
caligmalarla Otizm ile iliskili on binlerce gen ve gen kopya sayilari (CNVs)
bulunmugtur. Otizmin genetik sebebinin yaklagik %15’ini bu aday genlerde meydana
gelen mutasyon ya da kromozomal yeniden diizenlenme kaynakli oldugu, %10-20’sinin
de novo ya da kalitsal gen kopya sayilarindan (CNVs) olugturdugu ve %40-60 oraninda
da tek niikleotid polimorfizmlerinin (TNPs) etkisi oldugu bilinmektedir. Bu genetik
degisiklikler tizerinde Otizm Spektrum Bozuklugu patofizyolojisi mekanizmalarini daha

iyi anlamak i¢in ¢alismalar yapilmaktadir (Hua et al. 2015).
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Gen Adi Agilir Lokusu
MTHFR Metilentetrahidrofolat Redlktaz 1p36.3
COMT Katekolamin-O-Metiltransferaz 22q11.2
MAO Monoamin Oksidaz xp11.3
MTRRAMTR Metiyonin Sentaz Redlktaz/ Metiyonin Sentaz 5p15.31/1q43
BHMT Betain-homosistein S-Metiltransferaz 5g14.1
TCN2 Transkobalamin |l 22q12.2
GABRB3 GABA Reseptdri 15q12
ADA Adenozin Deaminaz 20g13.12
UBE3A Ubikitin Ligaz 15q11.2
CPOX Koproporfirinojen Oksidaz 3q11.2
PON1 Paraoksonaz 1 7q21.3
VDR D Vitamini Reseptorll 12g13.11

Tablo 3: Otizmli bireylerde ¢okga kargilagilan tek-gen polimorfizmleri ile iligkili olan enzimler (Aydin ve
Kinacy, 2015).

2.12.1. Katekolamin-O-Metiltransferaz (COMT) Geni ile Otizm Tiskisi:

Beyin fonksiyonlari ve davranislarmi etkileyen dopaminerjik sistemde yer alan
Katekolamin-O-Metiltransferaz  (COMT) geni Dikkat Eksikligi - Hiperaktivite
Bozuklugu, Sizofreni, Obsesif Kompulsif Bozukluk ve Fobik Anksiyete gibi psikiyatrik
bozukluklarla iliskilidir. Anksiyetenin yitksek seviyesi ve Sizofreninin genetik sebebi
temeli ile drtiigmesinden dolayr Otizm Spektrum Bozuklugu patogenezine etki eden

genlerden birisinin COMT oldugu varsaysminda bulunulmaktadir (Yoo et al. 2013).

2.12.2. Monoamin Oksidaz (MAO) Geni ile Otizm Tliskisi
Nérotransmitterlerin par¢alanmasinda rol oynayan monoamin oksidaz enzimleri

cesitli psikiyatrik ve ndrodejeneratif hozukluklarin patogenezi ile iligkilidir (Perkovica
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et al. 2016). Serotonin sistemde sinaptik siiregte etkili olan bu enzimde meydana gelen

anormalliklerin Otizmli cocuklarla iligkili oldugu bilinmektedir (Wassink et al. 2014).

2.12.3. D Vitamini Reseptorii (VDR) ile Otizm Arasindaki Tliski
D vitamini yetersizlifi sonucunda D vitamini antioksidan &zelliklerinin

yoksunlugunun Otizm igin risk faktord tagidigi bilinmektedir (Cannell 2014).

2.12.4. MTHFR, Metiyonin Sentaz Rediiktaz / Metiyonin Sentaz
(MTRR/MTR), Transkobalamin (TCN2) ve Betain-homosistein S-Metiltransferaz
(BHMT) ile Otizm Arasmdaki Higkisi

Otizmli gocuklarda B vitamini metabolizmasmda degisikliklerin meydana
geldigi ve metilasyon kapasitesinin azaldig bilinmektedir. Bu déngiide yer alan
MTHFR, MTRR, MTR ve BHMT ile TCN2 proteininde meydana gelen polimorfizmler
psikiyatrik ve kognitif bozukluklar ile iligkilidir (Schmidt et al. 2011).

2.12.5. GABA Reseptirii (GABRB3) ile Otizm Tiskisi

Gama-amino biitirik asitin néral gelisimde &nemli bir rol oynadift ve
GABAerjik sistemin Otizm ectiyolojisindeki genetik sebebi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Ozellikle Otizmle baglantis1 olup, eksitatdr sinyale araci olan ve néronal
bilyiime ve gelisimde dnemli olan GABRB3 geni varyasyonu etkilidir (Warrier et al.
2013).

2.12.6. Adenozin Deaminaz (ADA) Geni ile Otizm Iliskisi

ADA piirin metabolizmasinda gbrev almakitadr. Otizm patofizyolojisinde piirin
metabolik yolaginda meydana gelen defektlerle iligkili olduguna dair ¢aligmalar
yapilmas: sonucunda ADA ile Otizm scbebi arasinda bir baglantt oldugu bilinmektedir

(Hettinger et al. 2008).

2.12.7. Ubikitin E3 Ligaz (UBE3A) Geni ile Otizm TNiskisi

Ubikitin E3 ligaz enzimini kodlayan 15. kromozomun uzun kolunda yer alan
UBE3A4’da meydana gelen maternal duplikasyonu Otizmin genetik temelleri arasinda
yer almaktadir (Lee et al. 2014).

2.12.8. Koproporfirinojen Oksidaz (CPOX) Geni ile Otizm iliskisi

Agir metallere maruz kalan insanlann iirininde  fazla miktarda porfirin
bulunmustur ve agir metal inhibisyonunda duyarhi hem yolunda korpoporfirinojen
oksidaz yer almaktadir. Dogum 6ncesi ve sonrasinda civaya maruz kalmada artma,

bebek disinde ortalama civa seviyesinin yliksek olmasi, selasyon tedavisi sonrasinda
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idrar civa konsantrasyonunun yiiksek olmasi, bebegin ilk sag kesiminde atilan civa
oraninin az olmasi lzerine yapilan arastirmalarla Otizmlilerde civa artigi oldugu

bilinmektedir (Geier, D. and Geier, M. 2007).

2.12.9. Paraoksonaz 1 (PON1) Geni ile Otizm iliskisi

Anti-enflamatuar, anti-oksidatif, anti-aterojenik, anti-diyabetik ve anti-
mikrobiyal aktivite g@isteren paracksonaz enzimi vicutta gesitli olumsuz kosullara karg:
terapotik miidahale gelistirmektedir (Aggarwal et al. 2016). PONI’in Otizmli
¢ocuklarda biyoyararlanim ve katalitik etkisinin bozuldugu gézlemlenmigtir (Pasca et

al. 2010).
2.13. Literatiirde Genetik Cahsmalarin Incelenmesi

Cin’de Li ve arkadaglari norogelisim boyunca kromozom diizenlemesinde
snemli rol oynayarak histon metiltransferazi kodlayan EZH2 geninin tek niikleotid
polimorfizmlerini, Cin Han popiilasyonu {izerinde iglii (hasta, anne, baba) aile bazh
caligmalarinda incelemislerdir. Bu calismada yas ortalamast 7,5 olan 239 ii¢lii ailenin
(toplamda 717 birey) 239°u Otizmli ve bunlarin 226s1 erkek, 13’1 kizdan olugmakiadur.
Bu caligmada segtikleri EZH2 geninin rs740949 ve rs6464926 tek niikleotid
polimorfizlerinin Otizm ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Ancak sonucu daha iyi
dogrulamak i¢in bu galigma gruplarina 188 ticlii aile ekleyerek yag ortalamalars 6 olan
toplamda 427 {iglii aile {izerinde de TNP secimi ve genotipleme yaptlmigtir. Sonrasinda
haploit istatiksel analizler, kodlanmayan varyantlarin fonksiyonel etkilerini tahmin etme
caligmalart ve kantitatif karakter lokus (eQTL) analizlerini igeren birkag islem
basamaklarinim sonucunda Bonferroni diizeltmesi yapilarak istatiklerde global p=0,024
bulunarak rs740949 ve rs6464926 TNP’lerin Otizm genetik ctiyolojisi igin katki
saplayacagimi bildirmislerdir (Li et al. 2016).

Fransa’da Mosca-Boidron ve arkadaglart tarafindan, 3 farkli genetik merkezde
142 hasta (121 erkek, 21 kiz) grubunda SNP dizileri ve karyotipleme genetik
teknolojileri ile Sanger ve Yeni Nesil Dizileme yontemleri kullanilarak SEMASA geni
varyantlarinin Otizm {izerine etkilerini gézlemlemek igin kohort ¢aligmalars yaptlmigtir.
Bu grubun % 87’sini Klasik Otizmli, %10’ unu Atipik Otizmli ve %3’tinii Asperger
Sendromlu bireyler olugturmaktadir. 5. kromozomda Jokalize olan SEMAS5A geninin
kismi delesyonuna (861-kb mikrodelesyon) yol agan de novo translokasyon tagidig
Otizm Spektrum Bozuklugu olan 4 yagindaki erkek gocuklarda ilk kez rapor edilmigtir
(Mosca-Boidron et al. 2015).
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Fransa’'da Bennabi ve arkadaslari, Otizmli bireylerde CLECT7A geninde en
snemli mantar sensérinii kodlayan Dectin-1 DNA polimorfizmlerinin mikrobiyota
distiyozuna etkisini vaka - kontrol caligmalariyla incelemiglerdir. Bu inceleme igin 478
hasta grubu ve 351 kontrol grubu DNA’lart CLEC74 rs16910631 G/A ve rs2078178
A/G tek nitkleotid polimorfizmleri (SNPs) igin analiz yapilmustir. Allel, genotip ve
haploid dagilimmdaki farkliliklar ki-kare testiyle, parametrik olmayan analizler
Kruskal-Wallis/Mann—Whitney testi ile incelenmistir. Otizmlileri, saglikh grup ile
karsilastirdiklarinda CLEC74 rs2078178 G alleli ve GG genotipinin daha yaygin
oldugu goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamh fark bulunmamustir. Ancak
fenotip-temelli smiflama yapildiktan sonra haploid analizler sonucu Asperger grubunda
daha sik oldugu 6nemli derecede goriilmigtiir. Bu galismada CLEC7A geninin genetik
cesitliligi hastalik belirteci gibi davranarak Otizm Spektrum Bozuklugu fenotipini
etkiledigi diisiiniilmektedir ve dogal immiin yanitn genetik kontrolii Otizm Spektrum

Bozuklugu fenotipini belirleyebildigi ifade edilmistir (Bennabi et al. 2013).

Cin’de Li ve arkadaslari, voltaj-bagimls kalsiyum kanali alfa-1 alt birimlerini
kodlayan noral gelisimde rol oynayan CACNAI1A geninde aile - bazli calisma
gergeklestirmislerdir. fik olarak 239 iiglii (hasta, anne, baba) ailede (226 erkek, 13 kiz 2-
17 yas arast toplamda 717 birey) Otizm ve segtikleri 12 tane TNP (157249246,
rs12609735, rs10422148, rs7252635, rs10416717, rs10425460, rs1502017, rs2419244,
rs8182538, rs8104916, rs11085838 ve rs4926143) ile iligkilerini incelemiglerdir. Daha
sonrasmda bu iliskiyi daha iyi dogrulamak igin 314 tichi aile daha eklenir ve sonugta
(yas ortalamas1 6 olan 513 erkek ve 40 kizdan olusan filii aileler) toplam 1659 bircy
tizerinde  arastinlmigtir, 553 figliy aile bazli caligmalarinda tek niikleotid
polimorfizmlerini (TNFP) inceledikleri genotipleme islemi, haploit analizleri ve
Bonferroni diizeltmesi sonucu rs7249246 ve rs12609735 ile Otizm arasindaki iliskiyi
istatistiksel olarak p<0,05 belirleyip Otizm etiyoloj isinde rol oynadigim diigiindiiklerini
bildirmislerdir (Li et al. 2015).

Japonya’da Balan ve arkadaslari, 315 hasta (262 erkek 53 kiz, yas ortalamasi
12.09 +5.72) ve 1140 kontrol grubu (440 erkek, 700 kiz yas ortalamas: 44.10 £ 13.63)
fizerinde FHMT1, EHMT2 ve WIZ genlerinin ekzon/intron sinirlar ve tiim protein-
kodlama bolgelerini heteromerik metiltransferaz kompleks olan G9a-GLP-Wiz
formlarindan itibaren sekanslama islemi uygulanuslardir. Ayrica bu genlerin ekspresyon

diizeylerini de Otizmli ve kontrol grubu bireylerinin §liim sonrasi beyin drnekleri ve
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kan hiicrelerinde test etmiglerdir. EHMTI ve EHMT2 izoformlarinin ekspresyonlarini
tespit etmek i¢in dijital PZR kulianmuslardir. Sonuglarinda EHMTI geninde 3, EHMT2
geninde 2, WIZ geni iginde 1 tane farkh varyantlar bulmugtardir. EHMTI Lys968Arg
ve EHMT2 Thr9611le varyantlarmin Otizm ile istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi
oldugunu belirlemislerdir. EHMT2 transkript ekspresyonu kontrol grubuna gore
Otizmlilerin periferal kan hiicrelerinde &nemli derecede yitksek bulunmustur (p=0,02).
EHMT1, EHMT2 ve WIZ gen ekspresyonu diizeyleri BA9, BA21, BA40 Brodmann
bélgeleri ve dorsal raf nukleus bolgelerinde Otizmli ve kontrol grubu arasinda anlaml
fark bulunmamustir. Prefrontal kortekste EHMTI ve EHMT?2 izoformlarm ekspresyon
diizeyleri Otizmlilerde anlamli bir sekilde farkli bulunmamustir. EHMT1 ve EHMT2
genlerinde Sizofreni benzeri Otizm patogenizi ile iligkili yanlss anlamli varyasyonlar
belirlediklerini ancak bunlarin fenotipe etki etmelerinde yetersiz olabilecegini
diigtindiikleti i¢in galigmanin genigletilmesi gerektigini bildirmiglerdir {Balan et al.

2014).

Giimiislii ve arkadaglart Kocaeli’nde 35 tane (ki1z ve erkek, 0-18 yas) Otizmli
bireyle yaptiklarnn kohort caligmasmda 16p13.11, 16p11.2, 1g21.1, 2q21.1q21.2 ve
8p23.1 iizerinde delesyonlart incelemiglerdir. Submikroskobik genomik delesyonlar igin
oligoniikleotid-bazli Karsilagtirmalt Genomik Hibridizasyon (CGH) dizi analizleri
kullanilarak degerlendirme yapilmustir, ayrica floresan in situ hibridizasyon yontemi ile
7 hasta iizerinde sonuglar dogrulanmustir. Elde ettikleri sonuglara gore 13 hastada
16p13.11 delesyonn, 12 hastada 16p11.2 delesyonu, 10 hastada 1g21.1 delesyonu, 8
hastada 2q21.1g21.2 delesyonu ve 7 hastada 8p23.1 delesyonu bulmuglardir. Bu
sonuclara ek olarak 6 hastada 2p21 delesyonu, 3 hastada 7q36.3 delesyonu ve 2 hastada
16p13.3 delesyonunu bulduklarinda bu bolgelerin Otizme yatkinlif belirttigi kararina
varmiglardir. Bu siipheli bdlgelerin nonsendromik Otizm patogenezi igin potansiyel
yatkinlik igerdigini gostermis oldukiarim belirterek ileriki ¢aligmalarda daha ayrintili

arastirtlmasmi Snermiglerdir (Guimiisli et al. 2015).

Guerini ve arkadaslar1 2011-2014 yillar1 arasinda ftalya’da toplam 248 bireyden
olusan 71 aile iizerinde ¢alisma yapmuglardir. Bu ¢aligmaya katilan aileler 74 Otizmli
gocuk (vas ortalamast 9.1 £ 4.5 olan 11 kiz ve 63 erkek), 135 ebeveyn (yas ortalamasi
39.7 + 7.5 olan 71 anne; yas ortalamasi 42.5 & 8.7 olan 64 baba) ve 39 saglikli kardesten
(yag ortalamalart 11.2 = 5.9 olan 26 kiz ve 13 erkek) olusmaktadir. HLA-G 14bg

insersiyon-delesyon polimorfizmi arastirmalarinda  genotipleme igin PZR yéntemi
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kullanilmig olup sonuglarinda gruplar arasindaki farklibklart degerlendirmek icin ki-
kare analizleri ve Hardy-Weinberg dengesi kullaniimugtir. Yapilan analizler sonucunda
homozigot 14bg+/14bgt genotip ve 14be+ allel frekanslarim kontrol grubu ile
kargilastirdiklarinda Otizmli gocuklar ve annelerinin anlamli derecede yiksek oldugu
bulunmustur (p<0,05). Ayrica Otizmli gocuklar ve saglikli kardeglerde ailelerden 14bg+
allel tasinma frekans: analizine gore Otizmli cocuklarda 14bgt allel frekanst saglikls
kardeslere gére daha sik oldugu ve HLA-G geni polimorfizmleri prenatal immiin
aktivasyonunun bir sonucu olarak Otizm geligimi ile iligkisi goriilmektedir (Guerini et.

al 2015).

Abdelrahman ve arkadaslari Misirhi gastrointestinal bozuklugu olan Otizmli
cocuklarda serotonin 2A reseptdr geni (5-HT24) polimorfizmlerini (1438A/G, 102T/C
ve His452Tyr) incelemek igin 80 hasta grubu ve 100 kontrol grubu (yas ve cinsiyetleri
ayni olan 3-17 yag) iizerinde calismuglardir. Bu arastirma igin PZR-RFLP (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Parga Uzunlugu  Polimorfizmi) yontemini
kullanmuslardir. Calismalarinin sonucunda 1438A/G polimorfizminin G alleli ve GG
genotipinin énemli artist kontol grubuna gdre Otizmlilerde daha fazla goriilmiigtiir.
102T/C genotipi ve His452Tyr genotip frekanslarinin her iki grupta da anlaml farki
gérlilmemistir.  Yapilan bu calisma ile S5-HT2A  reseptor geninin Otizmlilerde
gastrointestinal bozukluk olugumuna etki edebilecegi dogruladiklarmni bildirmislerdir

(Abdelrahman et al. 2014).

Ro ve arkadaglart Kore’de 195 hasta grubu (yas ortalamasi 15.44 + 4,67 olan) ve
305 kontro! grubu (yas ortalamasi 36.57 £ 6.78 olan) iizerinde FGA (Fibrinojen Alfa
Zincir) ve SLC6A4 genleri ile Otizm arasindaki iliskiyl incelemek icin galigmslardir,
Lojistik regresyon analizi ile TNP ve Otizm arasindaki iliski tanimlanmustir ve kantitatif
fenotip tizerine TNP’lerin etkisini belirlemek icin lincer regresyon analizi yapilmistr.
FGA genindeki 52070025 ve 752070011 TNP’nin Otizm ile anlamli iligkisi lojistik
regresyon analizi ile belirlenmistir. Ayrica SLC644 ve FGA gen - gen etkilegiminin
Otizm yatkinlig1 ile iligkisi olmadigin ve bunun yant sira iki genin polimorfizmlerinin
Otizm semptomlarint anlamli  bir sekilde etkiledigini bulmuglardir. Caligmamn
sonucunda da FGA ve SLC644 gen etkilesimlerinin Otizm fenotipinin aksine
insidansina katkisim buldukiarim bildirmiglerdir (Ro et al. 2013).
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2.14. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHER) Geni

insan Metilentetrahidrolat rediiktaz (MTHFR) geni lokusu kromozom ip36.3
fizerinde yer alwr (Awwad et al. 2015). MTHFR geninin 2,2 kb uzonlugunda ve 11
ekzona sahip oldugu tespit edilmistir (Khan et al. 2015, Keser et al, 2014). Bu gen folat
metabolizmast igin ¢nemli olan 656 aminoasitlik metilentetrahidrofolat rediiktaz

(MTHFR) enzimini kodlar (Ulucan ve ark. 2013).
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Sekil 1: 1. kromozomun Snemli [okuslari ile beraber sematize hali

7.14.1. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Aktivitesinin Folat
Metabolizmasmdaki Rolii

Folatlar yesil yaprakh sebzeler, maya, bakliyat, meyve ve hayvansal proteinlerde
bol miktarda bulunan B vitamini grubudur (Jennings and Willis 2015). Tek karbon
metabolizmasinda homosisteinin remetilasyonunu diizenleyen bir kofaktor olarak gérev
alirlar (Rai 2016). Bu metabolizmada gérev alan metiyonin esansiyal aminoasiti diyetle,
endojen proteinlerin bozulmasi sonucunda yada homosisteinin remetilasyonu ile olusur.
Homosistein ise metiyonin metabolizmasi sirastnda olugan siilfur igeren bir aminoasittir

(Dikmen 2004).

MTHFR'den kodlanan Metilentetrahidrofolat reditktaz ~ enzimi  hiicre
metabolizmast igin DNA, RNA ve protein metilasyonunda gereklidir (Awwad et al.
2015). Ayrica, 5-metiltetrahidrofolatin ve metiyoninin dénglideki diizeylerini koruyarak

homosistein birikimini onfer (Al-Motassem et al. 2015).

Homosisteinin  viicutta metabolize olmast igin transsiiiftirasyon veya

remetilasyon yollarini kullanmast gerekmektedir:

1. Transsiilfiirasyon yoluna giren homosistein, B6 vitamini bagimb sistatyonin 3
sentaz enzimi ile sistatyonine déniiglir, sistatyonin B6 vitamini bafimli sistatyonin y
sentaz enzimi ile sisteine hidrolize olur ve sistein de siilfata hidrolize olarak viicuttan

idrarla atilir.
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2. Remetilasyon yolu 2 farkls gekilde gergeklegmektedir.

a) Betain homosistein metil transferaz enzimi betainin metil grubunu

homosisteine aktararak metiyonin olugtururken dimetilglisine doniigtir (Dikmen 2004).

b) Metilentetrahidrofolat rediiktaz, homosisteinin metiyonine remetilasyonunu
katalize eden 5-10 metilentetrahidrofolat: 5-metil tetrahidrofolata demetile eder (Wei et
al. 2015). 5-metil tetrahidrofolat, B12 vitaminine bagimli metiyonin sentetaz enzimi ile
homosisteinin metiyonine remetilasyonunda metil verici olarak gdrev alir ve bunun
sonucunda metiyonin ve tetrahidrofolat olugur. Bu sirada B12 vitamini yetersizligi folat
ve metiyonin metabolizmasinmn bozulmasina sebep olur ve bu bozulma sonucunda folat,
5_metiltetrahidrofolat halinde kalarak folat yetersizlifine sebep olmaktadir (Aksoy
2014).

B12 vitaminine bagimli, metiyonin sentaz yardimiyla {iretilen metiyonin, ya yeni
sentezlenen proteinlerin yapisina katilir ya da metil verici molekiil olan S-adenozil
metiyonin (SAM)’e dontstiiriilir. S-adenozil metiyonin; DNA, RNA, protein ve
lipitlere metil grubunu verir ve bu stiregte B2 ile B12 vitaminleri gereklidir. S-adenozil
metiyoninin yapisindaki metil grubu DNA metiltransferaz enzimi ile ayrlarak S-
adenozil homosisteine (SAH) doniigmektedir. S-adenozil homosisteinin adenozil
kismunin hidrolitik pargalanmass sonucunda da homosistein olusmaktadir (Shorter et al.

2015; Dikmen 2004).

Folatlarin hiicre icinde niikleotid sentezine veya homosisteinin remetilasyonuna
dogru akigmi MTHFR enzimi aktivitesi etkiler. Fnzimin diisitk aktiviteli formu
metilasyonun kararlihigmi azaltarak hipometilasyona yol agabildigi gibi piirin ve
pirimidin  sentezine de yardmmer olabilir (Jennings and Willis 2015). Folat
metabolizmas: yolagit MTHFR enzimi ve B2 vitamini kofakt6riinii kullanarak piirin

sentezine ve 5-metiltetrahidrofolat sentezine yol agar (Shorter et al. 201 5).

29




Folik Asit Metabolizmas:

Remetilasyon Yolu
Protein Folat
SAM % Metiyonin o THE e 3-10 metilen .
j ;

. 10formil ,
THF

K 7 Pudn

| Betaiﬁ ig {Ji ‘.\“\._ A LorE e ya
! } [N DNA sentezi

I\ d . e
SAH & Homosistein # o S-metil THF

DNA Iletilasyonc

Transsiilfiirasyon Yelu

Sistein ;

4 /
Sulfat (30,) *

Sekil 2: Homosistein aminoasitinin transsiilfiirasyon ve remetilasyon metabolize yollart:

MTHFR: Metilentetrahidrofolat rediktaz, MS: Metiyonin sentetaz CS: Sistatyonin-f sentetaz, CL:
Sistatyonin-y liyaz, BHMT: Betain homosistein metil transferaz, MT: Metil transferaz SAM: S-
adenozilmetiyonin, SAH: S-adenozilhomosistein, THF: Tetrahidrofolat, DMG: Dimetilglisin (Ulucan et

al. 2013).
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3.14.2 Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Geni Mutasyonlari

Viicudumuzda biri aileden gelen olmak iizere toplamda 2 tane MT. HFR vardur.
Bazi insanlarda MTHEFR genlerinin birisi veya ikisinde genetik mutasyonlar vardir,
MTHFR nin birisinde mutasyon oldugu bilinen insantarda heterozigot; MTHFR geninin
ikisinde mutasyon oldugu bilinen insanlarda homozigot veya heterozigot mutasyon
oldugu sdylenmektedir (Moll and Varga 2015). MTHFRde C677T, A1298C ve
G1793A olmak iizere iig yaygin tek-niikleotid polimorfizmi bulunur. C677T ve A1298C
tek niikleotid polimorfizmleri MTHFR enzimi aktivitesini etkilemektedir. G1793A tek-
niikleotid polimorfizmi ise diger ikisine gore daha nadir ortaya g¢ikar ve bu
polimorfizmin fonksiyonunun snemi belirsizdir, MTHFR’nin 4. ckzonunda 677.
niikleotid olan C (Sitozin)'in T (Timin)’e de@igimi sonucu nokta mutasyon olusur ve
bunun sonucunda 222. kodonunda Alanin yerine Valin geger (Awwad et al. 2015).
C677T, amino-terminal katalitik alanda bulunan termolabil enzim aktivitesini %35-50
oraninda azaltan polimorfizmdir (Shen et al. 2015). MT. HFR’nin C677T polimorfizmi 5-
metilentetrahidrofolatin  dissitk  aktiviteli olmasina  scbep oldugu igin DNA
metilasyonunun bozulmasi ile iligkili oldugu bilinmektedir (Shea and Rogers 2014).
Ayrica Otizm etiyolojisinde nemli olan MTHFR C677T varyanti, ndral tiip defekti igin
risk faktSrii olarak bilindiginden yagamin erken evresinde kritik bir rol oynamaktadir

(Lucock and Leeming 2013).

MTHFR 7. ekzonunda 1298. niikleotidi olan A (Adenin)’ in C (Sitozin)’e
degisimiyle meydana gelen nokta mutasyonu sonucu MTHFR proteinin  429.
kodonundaki Glutamin Alanine déniisiir (Vanilla et al, 2015). A1298C varyants,
karboksi-terminal diizenleyici bolgede yer alir ve 1298CC genotipli lenfositleri igeren
bireylerde in vitroda dogal sugun yaklagtk %60 1 olugturur. Azaltilmis MTHFR enzim
aktivitesi plazmada toplam homosistein seviyesini yiikseltir. Ancak MTHFR’nin 6771
allelinin heterozigot bilesigi disinda, A1298C polimorfizminin homosistein diizeyini
yikseltmeyecegi ispat edilmistir. G1793A polimorfizmi MTHFR’nin 11. ekzonunda yer
alir ve 1793. niikleotidi olan G (Guanin)’ in A (Adenin)’e degisimi sonucu 594.
kodonundaki Glutaminin Arjinine déniismesiyle olugur. G1793A polimorfizminin

homosistein diizeylerine etkisi bilinmemektedir (Shen et al. 2015).

MTHFR’de meydana gelen mutasyonlar homosistein metabolizmasina etki

ederek hiperhomosisteinemiye yol agar (Inanir et al. 2015). MTHFR normal bir viicutta
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homosistein seviyelerini diizenlemeye yardimer bir enzim {iretir (Moll and Varga 2015).
Homosistein diizeylerinde goriilen artig, sitokin aktivitesinde sirastyla vaskiiler
endotelyal  hasarn  yanmda  lipid peroksidasyonu,  protrombotik  stireg,
aterotrombogenez, tromboembolizm ve sistemik vaskiiler tikayict hastaliklara sebep
olmakla beraber damar sertligi, hiperkoagulabilite ve trombotik komplikasyonlar igin
risk faktorii oldugu belirtilmistic. MTHFR polimorfizmleri Folik Asit - BI2 - B6
metabolizmasmni etkiler ve yaglanmaya bagli damar hastalifi sebepleri arasinda da yer
alir (Inanir et al. 2015). DNA metilasyonu defektleri ile iliskili olan Otizm Spektrum
Bozuklugunda, folat metabolizmasinda yer alan M7 HFR’nin rolii oldugu bildirilmigtir
(Sener et. al. 2014).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1, Geregler

3.1.1. Kullanilan Aletler
Buzdolabi, SEG (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -20 °C Argelik (Ttrkiye)

Agaroz Jel Elektroforez Giig Kaynagi, EC 300 XL Thermo Scientific (A.B.D.)
Agaroz Jel Tanki ve DiizeneBi Thermo Scientific, Owl Eastcast B1A (A.B.D.)
Hassas Terazi, Radwag AS 220/C/2 (Polonya)

Ist Déngii Cihaz, Bio-Rad T100 (A.B.D.)

Biyogiivenlik Kabini-01, Thermo Scientific Safe Class (A.B.D.)

Biyogfivenlik Kabini i¢in Ayak 750 MM Thermo Scientific Safe Class (A.B.D.)
Mikrosantrifiij, Beckman Coulter, Microfuge 16 (A.B.D.)

Otomatik Mikropipetler, eppendorf Research plus, Thermo Scientific (A.B.D.)
UV Jel Dékiimantasyon Sistemi, Fusion Fx, Vilbert Lourmat (Fransa)

- Cevrim Tablasi-FC 26 WL, Vilbert Lourmat (Fransa)
- Bilgisayar, VENTO (Tayvan)
- Yazict, HP Laser P1102

pH Metre, inoLab WTW (Almanya)
UV Kaynagi, Vilber Lourmat (Fransa)
Su Banyosu, Block Heater, SBH130 (ingiltere)

Vorteks, Stuart (Ingiltere)
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Distile Su Cihazi, Thermo Scientific Smart2Pure 3 (A.B.D.)
Mor kapaklhi EDTA’h titpler, Tip Kim San (Tiirkiye)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
Agaroz, Pronal Basica Le (Ispanya)

Borik asit, Merck (Almanya)

Brom fenol mavisi, Geneaid (Tayvan)

dNTP set, GeneAll (Kore)

EDTA, J. T. Baker (A.B.D.)

Ftanol, Merck (Fransa)

Etidyum bromiir, BioShop (Kanada)

Hidrojen Kloriir (HCI), Rokim (Tirkiye)
fzopropano!, Balmumcu Kimya (Tirkiye)
Ksilen siyanol, Merck (Almanya)

Magnezyum kloriir, Thermo Scientific (A.B.D.)
Proteinaz K, Roche (Isvicre)

Taq Buffer, GeneAll (Kore}

Taq DNA Polimeraz Enzim seti, GeneAll (Kore)
Tris, Merck (Almanya)

100 bp Step Ladder, DNA belirteg, Genesta (Isvec)
Primerler, NZY Sentegen (Tiirkiye)

Asetik Asit , Merck (Fransa)

3.1.3. Kullanilan Ticari Kitler
DNA izolasyon kiti: GeneAll (Kore)

3.1.4. Kullantlan Primerler

Primetler liyofilize formda alinip steril distile su ile sulandirilarak ana stok
olusturulmug ve -20°C’de saklanmistir. PZR reaksiyonlarinda primerler, bu stoklardan

hazirlanan 10 pmol/pl konsanirasyonlarda kullanimugtir.
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Kullamlan Primerler

Genomik DNA Bilgesi DNA dizisi (5'—3")

5-primer: 5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG GGG GA-3'
MTHFR (Ekzon 4)

3-primer: 5'-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3

Tablo 4: MTHFR PZR protokolii igin kultanlan primerler

3.1.5. Kimyasal Cozeltiler
Caligmada kullantlan kimyasal ¢ozeltiler agafida belirtildigi sekilde hazirlandi:

10mM dNTP

100 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP soltisyonlarindan 10°ar pl alinarak

karistirild ve fizerine 60 pl steril dH20 eklenerek hazirlandi
10X TAE (11§

54 gr Tris-HCl, 27,5 gr Asetik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) distile su
iginde ¢ozillerek 1000 ml’ye kadar dHz0 ile tamamland:.

Jel Yiikleme Tamponu

%0,25 brom fenol mavisi (a/h), %0,25 ksilen siyanol FF (a/h) ve %30 gliserol
(h/h) ile distile su iginde ¢oziildil.

Etidyum Bromiir Stok Soliisyonu
10 mg/ml etidyum bromiir

3.1.6. Kullanilan Bilgisayar Programlari
Tez yaziminda, tablo ve sekillerin hazirlanmasinda Microsoft Excel, Word 2013

programlari kuflamldt.
3.2. Yontemler

3.2.1. Hasta ve Kontrol Grubu

istanbul Kanuni Sultan Sileyman Egitim ve Aragtirma Hastanesi Beslenme ve
Metabolizma Klinigi Sefi Dog. Dr. Hasan Ona! tarafindan Glutensiz-Kazeinsiz diyet ile
Bagursak ve Psikoloji Sendromu (GAPS) diyetine tabi tutularak takip edilen 1-18 yas
aras1 30 Otizmli gocuk ve yas dagilimt dikkate alinarak 90 saghkli cocuk ¢aligmaya

alinmustir. Goniillilere  bilgilendirme yapilip, sorumlu ebeveynin imzas: alinarak,
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«Goniilli. Olur” formu  doldurulmugtur, Anamnez formu ile bireylerin beslenme
aligkanliklar1 ve aile oykiist durumlar belirlenmistir. Dog. Dr. Hasan Onal tarafindan
belirlenen hemsire, rutin biyokimyasal analiz i¢in alman kanlardan 2 ml bizim jgin ayri
bir tiipe aktarmustir ve eldeki DNA orneklerinden genotipleme yapiimugtir. Bu caligma
icin genetik parametreler, beslenme bigimleri ve anne - baba yaglar1 degiskenlier olarak
belirlenmistir. Yaptlan analiz sonunda bu verilerin istatistiksel olarak iligkileri
saptanmustir. [1gili gen bolgesi olan MTHFR C677T polimorfizminin belirlenmesi icin,
sirastyla; kandan DNA izolasyonu, PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve restriksiyon
enzimi ile kesim yéntemi kullanilarak hasta hikayesi saptanmasi iginde olusturulan

anamnez formu ile anket ve istatistiksel analiz yontemleri kullamlmustir.

Tedavisi takip edilen her hastanin yasal ebeveynine ¢ocuk sahibi olduklarindaki
annelik-babalik yass, aile / akrabalarda bagka Otizmlinin var olup olmadig,
cocuklarmin ilag kullanumu, diyet tedavisine verdikleri yamt ve siddete egilimlerinin
olup olmadigi gibi tibbi Szgeemisleri ile ilgili sorular sorulmus ve Dbilgiler

kaydedilmigtir.

3.2.2.Kandan DNA izolasyonu
Dokudan DNA izolasyonu GeneAll Kit (Kore) ile {iretici firmanmn protokolii
dogrultusunda yapildr (Sekil 5.1).
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1,5 ml’lik eppendorf tiipiine 20 pl Proteinaz K
eklendi.

200 pl periferal kan tipe aktarilds.

200 pl BL buffer (baglanma tamponu) tiipe

eklenip, vortekslendi.

56 °C’de 10 dk boyunca su banyosunda
bekletildi.

200 ul etanol eklenip, vortekslendi.
Siipernatan SV kolon tiipiine aktarildi.

6000 xg de 1 dk santrifiij edildi, stiztintii atilds

ve lolon tekrar alicr tiipe yerlestirildi.

600 gl BW buffer (ytkama tamponu) eklendi,
6000 xg de 1 dk santrifiij edildi, siiziintii atikdi

ve kolon tekrar alici tiipe yerlegtiriidi.

700 pl TW buffer (yikama tamponu) eklendi,
6000 xg de 1 dk santrifiij edildi. Siiziintii atildi,

kolon tekrar alict tiipe yerlegtirildi.

Kalan etanoliin atilmast icin 13000 xg’de 1 dk
santrifiij yapildL

Stiziintll atihip, spin kolonu eppendorf tiipiine
yerlegtirildi.

200 pl AE buffer eklendi, oda sicakhginda 1 dk
inkiibe edildikten sonra 13000 xg’de 1 dk
santrifitj edildi.

Santrifiijden sonra spin kolon gikarilip atilds.

Boylece eppendotf tiipiine DNA indirilmis oldu.

Sekil 3: Dokudan DNA izolasyonu Protokolii
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3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
PZR vyontemi ile sekilde gosterildiBi gibi MTHFR’nin Fkzon 4 bélgesinin

gogaltilmast igin gerekli ¢dzelti hazirlanmistir.

MTHFR Ekzon 4 bdlgesi igin, 25 pl'lik hacimde reaksiyon karigimi Tablo 5°de

verilmigtir:

Reaksiyon icerigi Miktar
Steril su 15,5 ul
MgCl; 2 pul
dNTP karigimi 0,5 ul
Buffer 2,5ul
ileri ve geri primerleri 04 pix2
Taq polimeraz enzimi 0,2 pl
Kalip DNA 3,5ul
Toplam 25 pul

Tablo 5: MTHFR PZR Protokolii

Bu islemler 0.5 ml'lik eppendorf tiiplerinde gergeklestirildi ve tiipler 1s1 dodngii cihazina

yerlestirilerek belirlenen program uygulandt.
MTHER bélgesi igin PZR dongli programu olarak:

95 °C’de 3 dakika on denatiirasyon

95 °C’de 30 saniye ... ... ... ... ... (denatiirasyon} | 35 dongii
61 °C’de 45 saniye ... ... ... ... ... (eslesme)
72 °C*de 10 dakika ... ... ... ... ... (sentez )

72 °C’ de 5 dakika final uzamasi ofarak uygulandt.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrast elde edilen, Ekzon 4 bolgesi igin 198 bg

wzunlugundaki amplikontar %2’lik agaroz. jel elektroforezi ile incelendi.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ile gogaltilan iirinlerin tanimlanmasi igin agaroz jel clektroforezi uygulandi
ve bu amagla % 2°lik agaroz jel hazirlandi. Bunun icin 0,7 gr agaroz, 35 ml 1X TAE
iginde cdzillmils ve mikrodalga firmda kaynatilmistir. Cozeltiye DNA’mn UV 151k
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alinda goriintillencbilmesi igin 2 pg/ml etidyum bromid (EtBr) ilave edildi. Jel
kalibinin iizerine yeterli sayida kuyucuk olugturacak uygun tarak yerlestirildi ve jel
kaliba dokiilerek iyice polimerize olana kadar oda sicakliginda bekletildi. 10 pi PZR
tiriinleri, 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. 198 bp’lik
belirteg DNA’lar kulfamldi. Elektroforez 100 V/40 mA olacak sekilde uygulandi.
Yaklagik 30 dakika sonra incelenen jelde UV altinda etidyum bromiir sayesinde 151ma

veren PZR bantlar gézlenerek standart belirtecle kargilagtirldi.

3.2.5. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi

Hemofilus Influenza bakterisinden elde edilen Hinfl enzimi ile kesim Tablo 6’da
belirtilen sekilde gergeklestirildi ve 37 °C’de yarim saat kesime burakild:. Kesim
sonuglart %3’lik agaroz jel elekiroforezinde yiiriitiilerek Jel Goriintiileme Fusion

sisteminde degerlendirildi.

Reaksiyon igerifi Miktar
H0 34 pl
Restriksiyon enzim buffer 5nl
Hinfl enzimi ful
PZR iiriinii 10 ¢l
Toplam 50pl

Tablo 6: MTHFR C677T Boigesinin RFLP Analiz Protokolii

3.2.6. Istatistiksel Analizler
Elde cdilen verilerin istatiksel analizleri igin SPSS 23 programi kullamldr.
Gruplar arasinda degiskenlerin kargilastirilmas1 ki-kare testi ile gergeklegtirildi. Bu

analizde istatistiksel olarak p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

fstanbul Kanuni Sultan Stileyman Egitim ve Aragtima Hastanesinde Goniillia
olarak katilan Otizmli gocuklar igin, Prof. Dr. Ahmet Aydin tarafindan hazirlanan diyet

listesi Dog. Dr. Hasan Onal tarafindan uyarlanmigtir.
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Sadhk Bolkanli

3.2.7. Otizmli Cocuklar i¢in Diyet Listesi

inek ve koyun siitii ve tirtinleri (yogurt, kefir, peynir vb.) tilketilmemelidir.
Tereyap, kaymak yenilebilit,

Kefir, yogurt suyu ve lor peynirinde kazein son derece diistiktiir. Yenilebilir.
inek ve koyun siitiine gore insan, deve ve kegi siitil daha iyidir.

Otizmliler ghiten igeren bugday, cavdar ve yulaf gibi tahillar ve bunlardan
yapilan mamuller (ekmek, kek, kurabiye, bulgur, makarna, eriste, sehriye, tarhana, un

corbalarn) titketmemelidir.

Mistr, karabugday ve piring ve glutensiz undan yapilan mamuller ise serbesttir.

Piring, glutensiz un ve misir agiri tiiketilmemelidir.
Fksi mayadan ve tam bufidaydan yapilan k&y ekmegi diigiik glutenlidir.

Diyetin baginda inek, manda ve koyun siiti kesilit. Bunlarin yerine dnce, kegi
stitiinden yaptimis yogurt, kefir ve peynir gibi fermente firlinleri verilir. (St siit olarak
higbir ¢ocuga dnermiyoruz). 3-4 hafta icinde kegi siitii tirtinleri yavag yavag azaltilarak
kesilir. Diyet genellikle fi¢-dort hafta iginde olumlu etkisini gosterir. Kazeinin viicuttan

tam olarak temizlenmesi ise 1-2 yilv alir.

Glutensiz diyete daba az gluten igeren eksi hamur ekmegi ile baglanir. Buarada
yemeklere un konulacaksa glutensiz un kullanlsr. 1-2 ay icinde eksi hamur ekmegini
yavag yavas azaltilarak kesilir ve tamamen glutensiz ekmege gecilir. Kandaki gluten

molekiillerinin temizlenmesi de yaklasik iki yil kadar siirer.
Glutensiz-kazeinsiz diyet ne zaman kesilir?

tdeali iki yrldir. Ama en az bir yil uygulanmalidir. Once kazeinsiz diyet bozulur.

Ama bu siwrada uykusuzluk, kuzgmbk, agii endige, yorgunluk, gece ve glindiz
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terlemeleri, asirt hareketlilik, kabizhk ya da ishal, mide sorunlari algilamada bozukiuk
gibi Otizme ait davraniglarda geri doniigler ortaya gikarsa diyete yeniden baglanir ve
birkag ay sonra tekrar bir deneme yapilir. Daha sonra ayni sekilde glutensiz diyet

bozulur.
Etler

Yagsiz olmamali, fazla pisirilmemelidir (kizartma degil, 1zgara). Kirmiz1 et
(tercihen yemlenen degil, otlayan hayvan eti), klasik sucuk, kavurma, pastirma vb.

serbesttir. Katki maddelerinden dolay1 salam-sosis tercih edilmemelidir.
Beyaz Et

Tercihen kéy tavugu ve difer Ozgiir dolagan kiimes hayvanlari (kumizi
renktedirler) yenilmelidir. Ciftlik tavugu giin yizd gormez; ¢esitli hormonlarla hizl1
biiyiitiilir ve yedigi yem dogal degildir (agik renktedirler), toksin igerir ve tadi kotiidiir.

Cifilik tavuklarinin avantajlart ucuz olmasi ve gabuk pismesidir.
Bahk

Agir metal zehirlenmesi riskini azaltmak icin kiigiik baliklar tercih edilmelidir.
Balik kilgiklar1 yenmemelidir. Bugulama yaptimadan 6nce kilgiklar ayiklanmalidir.
Balik ciftligindeki baliklarin ilagla ve suni yemlerle beslenmeleri, tatlarmnimn kotli olmasi
ve cevreyi kirletmeleri bakimlarindan sakincalidirlar, Midye, istakoz, karides gibi deniz
iiriinleri daha fazla toksin icermesi nedeniyle miimkiinse hi¢ yenilmemelidir. Yiiksek
Kklorofil igerdigi igin agir metalleri baglayan deniz boriilcesi ve deniz yosunlari

(kolerella veya spirullina) serbesttir.
Sakatatlar

Sakatatlar hayvani gidalarin en degerli boliimleridir. Fakat veteriner gdzetiminde

kesilmis hayvanlarin sakatat: yenmelidir.
Yumurta
En kaliteli protein kaynagidir. K6y yumurtast yenmelidir.
Sebzeler ve Yesil Yaprakhlar

Daha ¢ok ¢ig tiiketilmelidir (salata tarzinda). Koyu yesil yaprakhlar K vitamini,
kalsiyum ve magnezyumdan zengindir ve ayrnca omega-3 yag asidi icerir. Dogal

yetistikleri i¢in yabani otlar (ebegiimeci, kuzukulagl, 1sirgan otu, semizotu, labada vb}
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miikemmeldir. Semizotu sebzeler iginde en dnemli omega-3 kaynagidy. Havug ve
patlicanda seker icerigi yiiksek oldugu igin asw tiiketilmemelidir. {drar okzalat dilzeyl
yiiksek olanlar okzalattan zengin gidalari daha az tiiketmelidirler. Ispanak, kirmizi turp,
kirmizi lahana betain agisindan zengindir; konugmaya yardimci olabilir. Sebzeler ne
kadar vesilsc o kadar klorofil igerir ve o kadar gok afiir metal ve toksin temizler. Her
mevsimin sebzesi zamaninda yenmelidir. Brokoli, karnabahar, beyaz lahana, kirmizi
{ahana ve kara lahana gibi kitkiirtten zengin sebzeleri yiyerek agir metal ve diger
toksinlerin temizlenmesine yardimer  olabilirsiniz. Patates  kizartmasi kesinlikle
yenmemelidir. Sebze yemeklerinin jcine az miktarda patates konulabilir (vikksek seker
icerigi).
Sarmmsak — Sogan

Sartmsak; hiicreleri  paslanmaktan  koruyan (antioksidan) en onemli
yiyeceklerden biridir. Her giin en az iki dis yenilmelidir. Sarimsagt ezin (yutmayin) ve
en geg 1 saat iginde tiketin. Sarimsak haplarinin kokusu yoktur, fakat dogal sekli kadar
faydalt degildir. Kiikitrtli bilesikler icerdigi iin aynt zamanda agir metal bogaltimina
da yardimer oluyor. Kitkiirtlii amino asitler otistiklerde genellikle diisiik olmaktadir.
Sogian da yitksek kiikiirt igerigi ile en az sarimsak kadar degerlidir. Her ikisinden de bol
miktarda yenmelidir. Fakat kiikiit igerigi yilksek sebzeler, bagirsak mantari olan

otistiklerde mantar tiremesini artirdigt igin huzursuziuk ve saldirganliga neden olabilir.
Meyveler

Kaysi, tiziim, muz, gibi seker igerizi yiiksek meyveler sinrli yenmelidir. Az
sekerli meyveler (kivi, yaban mersini vb) daha ¢ok yenilebilir (tazesi tercih edilmeli).
Elma, fiziim ve gilek gibi fenol igeren meyveler fazia tilketilmemelidir. Meyve
kurularnm asir1 seker igerdiklerinden miimkiinse yenmemelidir. Ama yenilecekse kiifiti

olmamasina dikkat edilmelidir.
Zeytin
Son derece sagliklidur.
Baklagiller

Sindirimi bozucu etkilerinden dolay1 nohut, fasulye, mercimek, bezelye, bériilce

vb. gibi baklagiller haftada 2-3 kereden fazla yenmemelidir. Baklagiller 8 saatte bir
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suyu degistirilmek tizere 48 saat suda bekletilmeli ve agr ateste (milmkiinse glivegte) ya

da diidiklii tencerede pisirilmelidir.
Soya

Soylendigi gibi saghkls bir yiyecek degildir. Basta hamileler, ¢ocuklar ve
kanserliler olmak fizere herkes soya preparatlarindan uzak tutulmahdrlar. Soya ¢ok az

yenilmeli, yenilecekse az miktarda fermente soya iiriindi ya da soya filizi yeniimeli.
Kabuklu Kuruyemisler

Ceviz, findik, fistik, aygicegi, kabak cekirdegi, badem vb. kuruyemisler
yenilebilir. Lif ve minerallerden zengindir. Ceviz omega-3 de igerir. Giinde 1-2 avug
kuru yemis (50-100 gram kadar) oldukga yararhdir. Kuruyemigler agir yenilmedikge

sismanlatmaz. Cig ve fazla tuzlu olamayani tercih edilmelidir.
Yaglar

Yag kisitlamass viicut igin zararlidir. Miikemmel bir gida olan anne siititniin
kalorisinin %55%inden fazlast yaglardan gelir. Bu yaglarin biiylik bdlimiint doymus
yaglar ve kolesterol olusturur. Sanilanin aksine yagi az, dolayistyla sekeri fazla

yiyecekler insanlart daha ¢ok aciktirir ve daha gok sigmanlatir.
Margarin
Kesinlikle yasaktir.
Tohumlu Siv1 Yaglar

Aygigek yagl, pamuk yagl, musirdzii yagi, soya kuilamlmamali ya da ¢ok az
kullanilmali, Xanola ve findik yagi yapi olarak zeytinyagina benzerler fakat sicak
preslenmis yaglar (trans yaglar) oldugu i¢in zararldir.

Zeytinyag

Halis stzma olanlar tercih edilmeli (sogukta donar). Salatalarda ve zeytinyagl
yemeklerde kullanilmahdir. Biitin yemekleri zeytin yagla yapmak dogru degildir.
Riviera sicak preslenmis zeytinyagt oldugu i¢in tercih edilmemelidir.

Hayvani Yaglar (Doymus Yaglar)

Sicaga en dayanikli yaflardir. Trans yap asitleri oranlari diigiikttir. Sicak
yemeklerde tercih edilmelidir. Tereyag; mitkemmeldir. Miimkiinse dzgiir otlayan

hayvanlatin yagt (koy tereyags) yenilmelidir. Tereyaginin piyasada sahtesi goktur
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(margarin {izetine giydirilmig). Sahtesi disarida birakildifiinda geg erir, bigakta fazla
leke birakir. 7

Urfa Yagi

Tereyag gibi yararlidir.

Kuyruk ve I¢ Yag

Tereyag gibi yararhidir.

Hindistan Cevizi Yaf1

{Tlkemizde fazla bulunmaz ama faydali bir yagdir.
Balikyag:

Biiyiik slgiide omega-3 ya asidi iceriyor. Bebeginden, hamilesinden, gencine ve
yaghsina kadar herkes iullanmalidir. Aktif madde (EPA+DEHA) olarak giinde yaklagik
1000mg kadar kullaniimalidir. Balikyags sigmanlatmaz. Kolesterol ve trigliserit gibi
yaglan diigiirtir. Balikyagi yaz - kig kullanifabilir.

Kizartmalar

Viicut hiicrelerini paslandirdigi igin zarathdurlar. illa ki yenilecekse tereyagi
veya zeytinyag ile yapilmalidrr. Kizartmalarin zararli etkilerini azaltmak istiyorsaniz

yaninda sarimsakli yogurt ve yesillik yiyin.

Cay
Biitiin cay gesitleri gok yararlidir. Sekersiz i¢ilmelidir. 5-10 dakika demlendikten

sonra hemen icilmelidir. Daha fazla beklerse antioksidan degeri azalir. Makine gaylart

icilmemeli. Sarkitma ¢ay tercih edilmemelidir.
Siyah Cay - Yesil ¢cay

Yegil gayda bol miktarda kateginler ad1 verilen flavonoidler bulunur. Siyah gay
yesil ¢aym harmanlanmasi ile elde edilir. Yesil cay (katesinler) ile siyah gaymn

(teaflavinler) antioksidan kapasitesi arasinda bir fark bulunamamuigtir.
Kahve

Tiirk kahvesi, giinde 1-3 fincan igilebilir.
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Tursu

En énemli probiyotik kaynaklarindan biri tursulardir, Betainden (DMG) zengin
oldugiu igin pancar tursusu azellikle Otizmli bireyler igin gok faydalidir. Tursunun agiri

tuzlu olmamasina dikkat edin.
Sirke

Sirke (6zellikle halis lizlim sitkesi ve biraz pahali olan balzamik sirke), nar
eksisi, salgam suyu ve meyan kokii suyu ¢ok yararhidir. Mantar enfeksiyonu olanlara

sirke verilmelidir.
Tuz

Rafine tuz yerine islenmemis dogal tuzlart kullanin (8rnegin tursu kurdufunuz
kaya tuzlari, deniz tuzu). Kaya tuzlar1 yiiz milyonlarca yil dneeki denizin tuzlari oldugu
icin ¢ok daha az agir metal ve toksin icerir. Himalaya tuzu ve dakaya tuzudur, pahalt

olmas1 disinda bizim kaya tuzumuzdan bariz bir fark: yoktur.
Baharatlar

Baharatlar igerdikleri vitamin, mineraller ve antioksidanlarla kronik hastaliklarin

Kkorunma ve tedavisinde oldukga yararhidirlar. Asagidaki karigimlar bunlara Ornekdir,

Yogurtlu Baharat Karigimi
Bir kése kadar ev yopurdu i¢ine agagidakileri koyarak tilketin:

+ 1 tath kagif1 zerdegal tozu

. 1 tatl kagg: gekilmis keten tohumu

« 1 ¢ay kagifi1 gekilmis kara fizlim cekirdegi

- 1 cay kagig1 ¢ekilmis 1sirgan otu tohumu

+ ] cay kagsig1 zencefil
1 gay kasigs targin

+ 1 cay kagsig1 ¢Orek otu

+ 1 gay kagif1 polen

- 2 dig ezilmis sarimsak (istege bagli)
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Zeytinyagh Baharat Karngsum
» 1 kase sizma zeytinyagl igine
o 1-2 ¢ay kagigs karmuzi pul biber
1-2 cay kasig1 kekik
1-2 ¢ay kagig feslegen kurusu
1-2 ¢ay kagit nane kurusu
Sekerler

Rafine sekerler (gay sekeri, fruktoz) ve bunlarla yapilan yiyecekler (recel, pasta,
biskiiviler, gofretler, baklava, revani, kadayif vb) yasaktir. Kendi sekeri ile yapilan koy

pekmezleri ve Marag usulii az sekerli dondurmalar az miktarda yenilebilir.
Bal, Pekmez

Bal halis ise sifa verir. Polen ve a1 siitli de son derece faydalidir. Giinde bir - iki
cay kagig1 yenilebilir. Alelade ballar, her gesit regel ve pekmez agiri seker igerdiginden
yenilmemelidir. Piyasadaki yarisindan fazlast dogal degildir. Pekmez kendi sekeri ile

yapilmis olsa da fazla tiiketilmemelidir.
Cikolata

Haftada bir iki kere orta boy, siitsiiz ve kakao orani yiiksek (bitter) ve kaliteli
¢ikolata yenilebilir. Sutlil gikolatalarin (kahverengi) seker icerigi gok yitksektir.
Cikolata kadinlarda adet Sncesi dénemde goriilen depresyonu azaltir (en iyi magnezyum

kaynag).
Mesrubat

Her titrliisii yasaktir. Evde yapilan taze meyve suyu (posast ile birlikte) igilebilir.
Ama yine de meyveyi biitlin olarak lifleri ile birlikte yemek gok daha iyidir. Megrubat

olarak ayran, kefir, boza, galgam suyu veya meyan kakii suyu igebilirsiniz.
Enerji I¢ecekleri

fgerdikleri temel maddeler seker ve kafeindir. Baslangigta reaksiyon hizmit biraz
artirirsa da daha sonra bu fark da ortadan kalkar. Seker iceriginin yiiksek olmasi uzun

vadede insitlin direnci ve buna bagl hastaliklar: artirir. Bu arada enetjinizi azalmasina
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yol acar. Enerjisini artwrmak isteyen cocuk uyungturucu da kullanabilir. Enerji

iceceklerini igmeden dnce enetjinizin ni¢in azaldifint aragtirin.
Tatlandircilar
Tatlandiricitar ve bunlarla yapilmig diyet diriinleri yenilmemelidir.
Pigirme Kaplari

Daha gok toprak (giivec), cam ya da bakir kaplari tercih edin. Emaye ve gelik
tencere daha sonraki tercihlerdir. Teflon ve aliiminyum kesinlikle kullanilmamalidir.
Plastik ve streg folyo igerisindeki iirfinleri asla mikrodalga ile isitmayiniz.

Dig Temizligi

Cocuklarda yutmayacaklarindan emin oluncaya kadar florlu dig macunu
kullanmayiniz. Sodyum floriir toksik oldugu igin gocuklara flor tableti takviye etmeyin.
Yiyecek ve igeceklerdeki flor (kalsiyum floriir) dogal olup, toksik degildir. Florun dig
giiritklerini ~ azaltmadifin1 ~ gosteren ¢cok sayida arastirma vardir. Misvak:
Salvadorapersika (Erak agact) kokusu giizel, meyvesi yenen bir bitkidir. Fski asirlardan
beri insanlar tarafindan kullanilan bu firga, macunu icinde olan bir firgadir. Aldigmiz
misvag1 u¢ kismindan itibaren 2 - 3 santim suda kalacak sekilde suyun iginde 2,5 - 3
saat bekleterek ucunu yumugatin. Dig kabufu soyunuz. Misvagin ucunu agmak igin
ucuna temiz bir poset takin ve kerpeten ile sikin agiimaya baglayacaktir. Fakat aynt

yerden fazla sikmayin telleri kopartabilirsiniz.
Giineslenme

Giinesli havalarda en az yarim saat (gdzliiksiiz olarak) giinese maruz kalinmali
(11.00 - 13.00 arasi). Giines 1sinlars daha rahat uyumanizi saglar, depresyonu azaltir ve

D vitamini sentezini artirir.
Apir Metaller — Otizm
Civa Kaynaklan

Egzoz gazlar ve kirli hava, bicek ilaglars, amalgam dis dolgulari, igme sulari,
kege, kulak ve burun damlialari, bazi asilar (grip), kan grubu uyusmazligim Snleyen
ilaglar, kontakt lens soliisyonlari, gamagir yumugaticilari, deniz tiriinleri, talk pudrast,

kozmetikler (maskara), ahgap koruyucular, yer cilalar1 ve parlaticilars, piller, civall
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idrar sokturiiciileri, elektrikli aletler, patlayscilar, fluoresan lambalar, boyalar, tarim

ilaglary, petrol Uriinteri, musluk suyu.
Aliiminyum Kaynaklar

Pigirme kaplari, folyolar, igme sular;, antiasitler (mide ilaglary), agifar
(Pndmokok, Hepatit A, HPV), deodorantlar, tamponluaspirin, gida katkilary, ryjlar,
konserve edilmis asidik yiyecekler, baz1 ishal ilaglary, baz1 hemoroit ilaglart, iglenmig

bazi peynirler.
Kursun Kaynaklan

Motorlu araglarin yaydiga egzoz gazlari, kursun borularla evimize ulagtirilan
sular, kalic1 rujlar, vinil okul cantalari, ders araglari, duvar boyalar, tekstil boyalar,
oyuncaklar, igme sulari, dékiim demir, kirli hava, porselen veya gelikten yapilmig banyo
kiivetleri, piller, konserve gtdalar, kimyasal giibreler, toz, endiistriyel hilgelerde

yetigmis gidalar, sac boyalari, kursunlu cam, bscek Sldiriiciiler, sigara dumant.
Arsenik Kaynaklar

Kirli hava, igme suyu, baliklar, bdcek sldiiritciiler, tarim ilaglari, endiistiriyel et

tirfinleri, iglenmis bazi metaller, deniz, iirlinleri, 6zel cam triinferi, tahta koruyuculars.
Kadmiyum Kaynaklar

Sigara dumans, kitli hava, kadmiyumlu topraklarda yetisen bazi meyve ve
sebzeler, bobrek-karaciger- tavuk gibi et triinleri, bocek dldiiriiciiler, karayollarmdaki

tozlar, nikel-kadmiyumlu piller, boyalar, fosfath giibreler.
Nikel Kaynaklarn

Elektrik diigmeleri, aydinlatma geregleri, seramik, kakao, sofuk sa¢ permast,
yemek pisirme kaplari, kozmetik iirinler, metal paralar, dis malzemeleri, bazi
¢ikolatalar, margarinler, endiistriyel alanlarmn yakininda iiretilmis gida Uriinleri, sag
spreyleri, endiistriyel atiklar, siis esyalar, metal rafinerileri, metal esyalar, nikel-
kadmiyum piller, ortodonti malzemeleri, sampuanlar, musluk suyu, fermuarlar, sigara

dumani.
Agir Metalin Viicuttan Uzaklagtirilmasi

Glutensiz-kazeinsiz-siitsiiz diyet, yararli bagsak mikroplart (kefir, eksiyen

yogurt, turgu vb)
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C vitamini, ¢inko, glutatyon diizeyinin yiikseltilmesi

Soganst yiyecekler (sarrmsak, sogan, pirasa vb) igerdigi kitkiiet ile agir metalleri

uzaklagtirir.
Magnezyum siilfat banyosu

Klorofilden zengin yiyecekler (Klorella, spirullina, mavi-yesil alg, bugday ¢imi,

arpa ¢imi, deniz boriileesi)
Cimlendirme

Isik gecirmeyen, kapakli, yayvan bir cam kap, yoksa plastik dondurma kutulars
kullanin. 1 avug mercimegi (nohut, fasulye ya da bugday da olabilir) kabin i¢ine koyun,
iizerini Srtecek kadar su koyun, karanlik bir yerde 1 giin tutun. 24 saat sonra suyu sUziip
taze su koyun ve onu da siiziin. Bu iglem mercimegi ¢iiriimeden 1slak bir gekilde
tutmaniz1 saglayacaktir. Her giin mercimegi yikayip suyunu siizitn. Kabin kapagint
kapatirsaniz mercimeklerin kurumasint dnlersiniz. Birkag giinde mercimek gimlenir.
Bitkisi 1-2 em bilyliyiince yenebilir. Sicak ve karanlik ortamda hizla bityiidiigiinden
buzdolabinda tutun. Cimlenmis bitkinin fizerine limon sikip veya salatalarinizda

kullanabilirsiniz.
Epsom Tuzu (Magnezyum Siilfat) Banyosu

Siiifatlar agr metal temiziigine yardimel olur, bagisikhik sistemini giiglendirir.
Otizmli ¢ocuklarn ¢ogunda hem magnezyum hem de siilfatlar diigitktiir. Magnezyum
siilfat suya koyuldugunda magnezyum ve stilfata ayngir. Her iki molekiilde deriden
emilir. Siilfatin ctkisi 7-8 saat kadar siirer. Magnezyum siilfat tozunu kaynar suda iyice
eritin. Kiivetin igine dayanilabilecek kadar sicak su koyun ve igine magnezyum siilfatli
suyu ilave edin. Baslangigta yarim cay bardag magnezyum siilfat tozu kullanin ve daha
sonra tolere ettikge 1-2 cay bardagina kadar ¢ikin. 6 yasin altinda 1 bardak, Gistiinde 1.5-
9 bardak kullanm. DMSA uyarmis idrarda agir metal analizi Gece son idrarmni
yaptirmiz. Kilogram bagina 30 mg miktarda DMSA'y1 tek seferde, degil ise en geg 5-10
dakika iginde agizdan veriniz (1 kapsiiliinde 100 mg bulunur). Kapsiil alamiyorsa,
kapsiilleri agip igerigini asitli olmayan herhangi bir gidaya karigtirarak verebilirsiniz.
Eger gocufunuz bez kullantyor ise ayni gekilde giindiiz idrar toplayabilirsiniz. Bunun
icin eczanelerde satilan idrar toplama torbalarint kullanabilirsiniz. DMSA verildikten
sonra idrar toplanmast igin gerekli siire 6 - 9 saattir. Ik 6 - 9 saat boyunca yapilan tlim

idrarlari bir arada toplaymiz ve bu karisimdan almani temiz bir kaba koyarak
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laboratuvara yollaymuz. Ornegi aldiginiz tarihi ve numune toplama siiresini belirtiniz.

Hasta bilgilerini (ad: - soyadi - dogum tarihi - adresi - boyu - kilosn) belirtiniz.
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4. BULGULAR

Tez ¢aligmasi kapsaminda MT HFR C677T polimorfizmi tayini igin 30 Otizmli
hasta ve 90 herhangi bir genetik hastalifi bulunmayan bireye ait periferik kan ornekleri

iizerinde ¢aligilmusgtir.

Calismamizda kan srneklerinden genomik DNA izolasyonu yapilmugtir ve
MTHFR ne ait 4. ckzon bolgesi PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda Hinfl enzimi ile kesim

islemine tabi tutularak polimotfizm durumlart belirlenmistir.

4.1. MTHFR Geninin 4. Ekzon Bélgesinin PZR Bulgulari

A 1 11 I 1A

400 be
300 bg

200 bg
100 bg

Sekil 4: MTHFR gen blgesinde hasta grubundaki PZR iirtinlerinin %2°lik agaroz jel goriintilsii.
M: Molekitler agirlik belirleyici, bg: Baz ¢ifii, 1-JI-I01-1V: PZR iiriinleri
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4.2. RFLP Analizi Bulgular

I I I ]

400 be
300 be

200 be

100 bg

Sekil 5: MTHFR C677T polimorfizminin %3 ’lik jel goriintiisii.
I, I1I : CC genotip (198 bg), L: CT genotip (198, 175 bg), IV : TT genctip (175 be)
M: Molekiiler agirlik belirleyici, bg: Baz ¢ifti, [-I-TI-TV: PZR iiriinleri
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4.3. Anket Sonuclarl
4.3.1. Genotip Dagihmlari ve Allel Frekanslar

Caligmamuza 30 Otistik cocuk ve 90 saghikls gocuk katiimugtir. 30 Otistik
¢ocuktan 24’tinde (%80) CC genotip, 4tinde (%13,3) CT genotip ve 2’sinde (%6,66)
TT genotip saptanmistir. 90 kontrol grubundan 61’inde (%67,8) CC genotip, 23’{inde
(%25,6) CT genotip ve 6’sinda (%6,7) TT genotip saptanmigtir.

Hasta - kontrol gruplarn arasinda genotip dagilimlar bakimindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

istatistiksel olarak sonuglari tablo 7°de verilmistir:

Tablo 7: Hasta ve Kontrol Gruplarmt Genotip Dagilunlan

‘ Hasta Grubu (0=30} I Kontrol Grubu (n=90)
C677T Genotip Frekanss®™* a {%) n (%) p* degert
Homozigot Dogal tip (CT) 24 (%680) 61 (2667.8)
Heterozigot (CT) 4(%13,33) 23 (%625.6) 0,384
@mozig_ot Mutant (TT) 2 (%66,66) 6 (%6,7)

p degeri: Istatistiksel anlamhlik
¥ ki-kare testi

Hasta - kontrol gruplart arasinda her bir genotip igin ayri ayti dagilim farklari
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamlt bir fark saptanmamiglit (p>0.05).

istatistiksel olarak sonuglar tablo 8’de verilmigtir:

Tablo 8: MTHFR C677T Genotip Dagilumi ve Allel Frekaastan

‘ Hasta Grubu (:=30) l Kontrol Grubu (2=90) p* degen
C677T Genotip Frekans**® n (%) n {96}
Homozigot Dogal tip (CC) 24 (%80) 61 (%67.8) 0,202
Heterozigot (CT) 4(%13,33) 23 (%25.6) 0,211
Homozigot Mutant (TT) 2 (%6603 6 (%6,7) 1,000

;:?ageri: istatistiksel anlamhhk
* Li-kare testi

53



Hasta - kontrol gruplart arasmda genotip dagilim farklar karsilastiriidiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir fack bulunamamigtir (p>0.05). Ayrica hasta - kontrol
gruplart arasinda allel dagilim farkiar kargilagtirildignda, istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamistir (p>0.05).

{statistiksel olarak sonuglari tablo 9’da verilmistir:

Tablo 0: Avr1 Ayn Genotip ve Allel Dagilimlars
| Hasta Grubu (=30) Kontrol Grubu (n=090) p* degeri
C677T Genotip Frekanst™* n (%) 1 (%)
(CC+CT) 28 (%080} 84 (%a67.8) £ 000
(IT) 2 {%0,66) 6{%6.7) ’
C677T Allel Frekanst™ p* defierd
C 52 (%86.,66) 145 (%80,6) 0385
T 8 {%13.33) 35 (%19.4) '
p degeri: Istatistiksel anlamitlic
* fei-kare testi

4.3.2. Diyete Yanit Verenler ve Vermeyenler ile Genotip Dagthm Tliskisi

Caligmamizda 30 Otistik cocuktan 24”iiniin (%80) diyete yaut verdigi ve 6’s1un
(%20) diyete yamii vermedigi anket sonuglarindan bilinmektedir. Diyete yamt verenlerin
18’inde (%75) CC genotip, 4linde (%16,66) CT genotip ve 2’sinde (%8,33) TT
genotip saptanmistir. Diyete yamt vermeyenlerin 6’smda  (%100) CC genotip

saptanmugtir.
4.3.3. Anne-Baba Akrabalik iliskisine Gore Genotip Dagihim

Caligmamiza katilan 30 Otistik cocuktan 2’sinin (%6,67) annc ve babasinin
akraba oldugu anket sonuglarindan bilinmektedir. Bu gocuklarmn 2’°sinde (%100) CC
genotip saptanmistir. Anne ve babasi akraba olmayan 28 (%93,33) gocugun, 22’sinde
(%78,57) CC genotip, 4tinde (%14,28) CT genotip ve 2’sinde (%7,14) TT genotip

saptanmuigtir.
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43.4. Ailede / Akrabalarda Otizm Olanlar ve Olmayanlar ile Genotip
Dagihm Tligkisi

30 Otistik gocuktan 6’smnin (%20) ailesinde veya akrabalarinda Oftistik birey
oldugu anket sonuglarma gore bilinmektedir. Bu 6 (%100) gocugun hepsinde CC
genotipindedir. Ailesinde ve akrabalarinda Otizmli olmayan 24 cocuktan 18’inde (%75)
CC genotip, 4’linde (%16,67) CT genotip ve 2’sinde (%8,33) TT genotip saptanmugtir.

4.3.5. Annelik / Babalik Yas1 ile Genotip Dagilim iligkisi

Annelik yas ortalamasi 29,87 ve babalik yas ortalamasi 34,20 olan grubun
ocuklarinda CC genotip, annelik yas ortalamasi 26 ve babalik yas ostalamasi 30,25
olan grubun ¢ocuklarinda CT genotipleri saptanmistir. Ayrica annelik yas ortalamasi

27,5 ve babalik yas ortalamast 26,5 olan grubun gocuklarinda TT genotip saptanmugtir.
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5. TARTISMA

Otizm Spektrum Bozuklugu sosyal etkilesim ve dil gelisiminde anormallikler,
sinirly ilgi ve tekrar eden kaliplagmig hareketler ile karakterize bir durumdur (Edmonson
et al. 2016). Otizmin etiyolojik fakiorleri kesin bilinmemesine ragmen genetik,
immiinolojik ve gevresel faktdrlerin norogelisimsel stiregte etkilesimi sonucu meydana
geldigi diigliniilmektedir. Otizmli gocuklarda bazi farmakolojik ajan, toksin, metabolik
ve beslenme faktorleri tespit edilmis ofup, hamilelik sirasinda maternal enfeksiyonlar,
fetal beyinde baz antikotlar ve ailesel otoimmiin bozukluklar ile Otizm arasindaki iligki

birgok galigmada saptanmugtir (Vlassakova and Emmanouil 2016).

Epidemiyolojik caligmalarda gebelik boyunca maternal folat durumu ile
cocuklarda Otizm riski olabilecegi bulunmugtur. Folat viicudumuzda tretilemez ancak
yesil yaprakl sebzeler, folik asit takviyeleri ve folat yoniinden zengin besinlerin
disaridan almimu ile vilcuttaki diizeyi belirlenmektedir. Gebelik siirecinde maternal
plazmada kofaktdr B12 vitamini ve metil vericisi folatin yoksunlugu sonucunda
embriyonik DNA’da hipometilasyon meydana gelmektedir (DeVilbiss et al. 2015).
Folat donglisiinde yer alan MTHFR’de yaygin goriilen C677T polimorfizminin CC ve
CT genotipindeki bireyler normal aktiviteye sahip enzim kodlarken, TT genotipindeki
bireyler in vitro kosullarda %435 daha yavag ¢aligan varyantin kodlamaktadir (Ulucan
ve ark. 2013). TT genotipindeki yavas caligma S-metiltetrahidrofolat diizeyinin
azalmasma 5,10-metilentetrahidrofolat miktari ile plazma homosistein diizeyinin

artmasina (hiperhomosisteinemi) sebep olmaktadir (Ulucan ve ark. 2013).

Cahsmamizda, glutensiz — kazeinsiz ve GAPS diyetlerine devam eden Otizmli
gocuklarda MTHFR C677T polimorfizmi incelendi. Gluten ve kazein proteinlerinin
opioid peptidleri gliadorfin ve kazomorfin, sinir sisteminde nérotransmisyonu ve
endojen opioid sistemini etkiler. Bu peptidler bagirsak zarmn gecirgenliginin artmasi
nedeniyle kan dolagimina girerler ve kan - beyin bariyerine etki ederek yetersiz
metabolize olurlar. Bu opioid fazlaligi, Otizm belirtilerindeki davramslara sebep oldugu

icin uygulanan diyet sayesinde bu maddeler cikarildigmda davranislarda iyilesme
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gozlenmekiedir (Marcason 2009). Diyete yanit verme - vermeme teshisi bu duruma

gore belirlenmektedir.

Otizm ile iligkili bircok MTHFR calismasinin bulunmasina ragmen itk defa diyet
siirecinde incelenmis olmast beslenmenin genlere olan etkisinin anlagilmas igin oldukga
tnem tasimaktadir. Ayrica bu caligmamiz literatlire genetik yatkinlik galigmasi olarak
katk1 saglayacaktir ve saptadifimiz sonuglar bundan sonra yapilacak olan yatkinhk

testlerine yon verecektir.

Calismamizda galigtlan kan Srneklerinden oncelikle DNA eide etmek igin
izolasyon iglemi gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA &rneklerinde PZR-RFLP islemi
uygulanmistir ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir. En sonunda, goriintiileme
islemi sonuglarina gore 30 Otistik gocuktan 24’{inde (%80) CC genotip, 4’tinde (%13,3)
CT genotip ve 2’sinde (%6,6) TT genotip saptanmigtir. 90 kontrol grubundan 61’inde
(%67,8) CC genotip, 23%tinde (%25,6) CT genotip ve 6’sinda (%6,7) TT genotip
saptannstir.  Ki-kare testi kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda p=0,384
bulundugu i¢in hasta - kontrol gruplarn arasinda genotip dagilumlart bakunindan
‘statistikse! olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.05). Hasta - kontrol gruplari
arasinda her bir genotip igin ayrt ayri dagihim farklart kargilagtirildiginda, CC genotip
igin p=0,202 CT genotip icin p=0,211 ve TT genotip igin p=1,000 oldugu igin
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamigtir (p>0.05).

Sener ve arkadaglart Kayseri’de 2009-2014 yillarinda 98 Otistik hasta grubu (yag
ortalamasi 6 olan 71 erkek - 27 kiz) ve 70 kontrol grubu (yas ortalamasi 5 olan 46 erkek
- 24 kiz) lizerinde MTHFR C677T polimorfizm galigmasini PZR - RFLP yontemi
tullanarak incelemislerdir. Genotipleme sonucunda 44 cocukta (%44,9) CC genotip, 51
gocukta (%52) CT genotip ve 3 gocukta (%3,1) TT genotip saptanuglardir. T allel
frekansint hasta grubunda %29 ve kontrol grubunda %24 bulmalarina ragmen,
heterozigot ve homozigot genotiplerde istatistiksel olarak anlamli fark bulamadiklarins
bildirmislerdir. MTHFR A1298C ve folat/homosistein yolunda rol alan diger genlerle de
caligmalarin yapilmasint snermiglerdir. Bizim ¢aligmamizda CT genotip frekansi, CC
genotip frekansindan daha az saptanmigtir ancak sonug olarak bizde de ayni gekilde

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Brezilya’da dos Santos ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar caligmada 151
hasta grubu (57 Otizmli, 15 Asperger Sendromlu, 79 Atipik Otizmli toplamda 116 erkek
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ve 35 kiz) ve 100 kontrol grubu (57 erkek ve 43 kiz) tizerinde MTHER Ce77T
polimorfizm caligmasinda iki grupta da aliellik ve genotipik dagilmda farklilik
saptanmamigtir (p=0,72). T allel frekansini hasta grubunda 0,38 ve kontrol grubunda
0,35 olarak bulunmustur. CT genotip ve TT genotip kombinasyonuna bakildiginda da
iligki bulunmamustir. Sonu¢ olarak, Kisith calismalarinda MTHFR C677T
polimorfizminin Otizm ic¢in risk faktorii olmadigint  bulduklarini bildirmislerdir.
Caligmamizda T allel frekanst hasta grubunda %13,33 kontro! grubunda %194 olarak
bulunmustur. Bu  ¢alismadan farkli olarak biz CC genotip ve CT genotip

kombinasyonunu hesapladigimizda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmads.

Pagca ve arkadaglar1 2009 yilinda Romen kokenli Kafkaslarda Dikkat Eksikligi
(yas ortalamasi 5,1040,45 olan 13 erkek ve 2 kiz,) Asperger Sendrom (yas ortalamast
9.23+1.82 olan 5 erkek) ve Atipik Otizmli (yas ortalamasi 8.83+0.84 olan 13 erkek ve 6
kiz) gocuklarm MTHFR C677T polimorfizmi incelemiglerdir. T allel frekans: OSB
gruplarinda 0,31 (0,40 Dikkat Bozuklugu, 0,21 PDD-NOS ve 0,20 Asperger Sendrom)
ve kontrol grubunda 0,25 olarak bulmuslardir. Genotip dagilimlarin p=0.85 ve allel
frekanslarim p=0.60 bularak OSB gruplar ile kontrol grubu arastnda anlamlt bir fark
saptamamiglardir. Bizim caligmamizda da genotip dagilim frekanslar p=1,000 ve allel
frekanslart p=0,285 bulunarak istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

Naushad ve arkadaglart 2009 yilinda Hindistan’da 138 Otistik hasta grubu (yas
ortalamalars 4.4+1.7 olan 120 erkek, 18 kiz) ve 138 kontrol grubu (yas ortalamalar
4.4+1.6 olan 120 erkek ve 18 kiz) tizerinde MTHFR C677T polimorfizmini PZR-RFLP
yontemleri ile incelemiglerdir. MTHFR 677T-varyant allel frekans: hasta grubunda
9416,3 ve kontrol grubunda 96,5 bulunmugtur. Bu varyant alleli Otizm igin 2,79 kat
risk ile iliskilidir (p<0,0001). MT. HFR 1298C-varyant allel frekanst basta grubunda
%53,3 ve kontrol grubunda 9453,6 olarak bulunmustur. MTHFR 677T ve 1298C varyant
alielleri, MTHFR 677CC/1298AA genotipi ile kargilastinldiginda Otizm icin 8,11 kat
risk artsgiyla iligkili oldugu bulunmugtur. MTHFR 6777 varyant allelinin Otizm i¢in risk
oldugunu 1298C varyant alleli ise 677T allel varyantiyla kombinasyon halde bulundugu
saman riski arttirdiint belirtmiglerdir. Sonuglarimzda 677T varyant allel frekanslarimnin
hasta ve kontrol gruplarinda istatistikse! olarak anlamb bir fark saptanmadiint belirtip,
buna ek olarak MTHFR 1298C varyant allel frekansina bakmay1 Gneririz.

Boris ve arkadaslari 2004 yilinda Kafkaslarda 168 Otizm ve Atipik Otizmli
cocuk (142 erkek, 26 kiz) ile 5389 kontrol grubu tizetinde MTHFR Co677T
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polimorfizmini PZR yontemi kullanarak incelemiglerdir. Hasta grubunda %23 ve konrol
grubunda %11 TT alleli saptamiglardir (p<0.0001). Hasta grubunun %56’sinda ve
kontrol grubunun %41’inde CT alleli saptandigt igin bu durum istatiksel olarak anlamlt
bir farklilik olarak gdriimektedis (p=0,0001). Bizim sonuglarimizdan farkh bulmalarini

homojen galisma gruplanain yeterli saysdan olustugunu diisiinmekteyiz.

Kuzey Ametika’da Liu ve arkadaglar1 2011 yilinda MT. HFR C6777 polimorfizm
caligmalarini 205 Katkas simpleks aile ve 307 multipleks aile (bir ya da birden fazla
Otizmli gocuga sahip) iizerinde gergeklwtirmi@lerdir. Simpleks ailelerde C677T
polimorfizmi allel ve genotip dagilimlar karsilagtirma grubundan snemli derccede
farklidir. T allel frekans: hasta grubunda %42,9 ve kontrol grubunda %32,3 saptayarak
p=0,0004 olarak anlaml fark bulunmustur. CT genotip frekanst OSB grubunda %47.8
ve kontrol grubunda %43,2 olarak saptanarak anlamh fark bulamamuglardir. Multipleks
ailelerde ise allel ve genotip dagilimlart kontrol grubuna gore farklt bulunmadigmi ve
diigik MTHFR aktivitesinin sadece simpleks ailelerde risk faktdrii eldugunu ileri
stirmiiglerdir, Biz de Otizm etiyolojisinde genetigin Snemini anlayabilmek igin genis
caplt aile galigmasinin yaptlmasinin dogru oldugunu diiginmekieyiz ve sonuglarmi
bizden farkli bulmalarm: galigma gruplarmnun yeterli sayida ve homojen olmasina

baglamaktayiz.

Misir’da Shawky ve arkadaslart (2014) 20 Ofistik hasta grubu (yas ortalamasi 3-
7 yas olan 13 erkek ve 7 kiz) ve 20 kontrol grubunda (yas ortalamasi 3-8 yas olan 13
erkek ve 7 kiz) MTHFR fenotip-genotip korelasyonunu incelemislerdir. MTHFR C677T
polimorfizm analizleri i¢cin PZR ve fters hibridizasyon yontemi kullanilmistir.
incelemeler sonucunda diigiik dogum agirhginm Otizm olusumuna sebep olmast ve
motor gelisimsel kilometre taglarmm gecikmesi de Otizm vakalarinda istatistiksel olarak
anlamli bulduklarin (p<0,01) ve Otizmli hastalarm %50 sinde CT ve %15%inde TT
genotip saptadiklarint bildirmiglerdir. Otizmli gocuklarda 677CT varyant allelinin
anlamli derecede fazla olmasina ragmen tek bagma Otizm ile iligkili semptomlara sebep
olmastna yetetli olmayaca3ini diigiindiikleri i¢in metabolik, epigenetik ve gevrescl risk
fakttrleri Gzerinde de aragtirmalar yapilmasi gerektifini tnermiglerdir. Bizim
calismamizdan farklt olarak RFLP analiz yerine ters hibridizasyon ydntemini kullanmig

olmalarina ragmen sonuglarimiz aynt sekilde anlamls fark saptanmadigt yoniindedir.

Park ve arkadaslari (2014) Kore popiilasyonunda MTHFR C671T ve A1298C
polimorﬁzmlerini 25} hasta grubu (227 erkek ve 24 kiz) ve 425 kontrol grubu ile

59




incelemislerdir.  Erkeklerde 677CT/1298AC  TNP/TNP kombinasyonlart,
677CC/1298AA kombinasyonlars ile kargilagtirildigmda 2,11 kat Otizm Spektrum
Bozuklugu ile iligkili oldufu bulunmustur. Erkeklerde Otizm Spektrum Bozuklugu
riskinin yiksek prevalansi ile iligkili olmasiu, kiz grubundan fazla oldugu igin
gergeklesebilme ihtimalinden dolay1 bundan sonraki caligmalarda kiz grubu sayisimn
arttiethp ¢aligma yapilmasini tnermislerdir. Sonuglarimizdan farkls olmasim homojen
ve yeterli sayidan olugan ¢ahigma | gruplarinin olmasindan kaynakli oldufunu

diisiinmekteyiz.

James ve arkadaslari (2006) New York ve Florida kliniklerinden olugturduklari
(yag ortalamasi 7.3 + 3.2) Otistik cocuklarin %97’si Kafkas, %89’u erkek ve %111
kizdan olusmaktadir. Kontrol grubu ise (yas aralign 10.8 = 4.1 olan) saghkli
Kafkaslardir. Metabolik analizler igin 80 Otizmli hasta grubu ve 73 saglikh kontrol
grubu {izerinde HPLC cihazt ile incelemeler yapimustir. Genetik analizler igin 360
Otistik hasta grubu ve 205 kontrol grubu iizerinde oksidatif stres ve folat/homosistein
yolu igin iligki olan MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini incelemede PZR
islemleri uygulamiglardir. Bu islemler sonucu bu iki polimorfizmin ayri gortildiigi
durumlarda Otizm igin anlamli bir risk teskil etmedigini ancak 677CT/1298AC bilesik
heterozigotun goriildigi durumlarin Otizm Spekirum Bozuklugu riskinde artig meydana
getirdigini tespit etmiglerdir. Bizde calismamizda MTHFR C677T poliorfizminin Otizm
icin risk teskil etmedigi sonucuna vardik ve MTHFR A1298C polimorfizminin de

incelenmesi gerektigini Snermekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamiza fstanbul Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Aragtirma
Hastanesinden 1-18 yag arast 30 Otistik ¢ocuk ve yas dafilimi esit olan 90 saglikh
cocuk dahil edilmistir. Caligmamizda ilgili gen bélgesi olan MTHFR Co677T
polimorfizmini belirlemek icin swastyla DNA  izolasyonu ve PZR-RFLP analiz
yéntemleri Uskiidar Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. Aynt samanda hasta hikayesi saptanmasi igin olu:éturulan anamnez

formu ile anket yontemi ve istatistiksel yontem kullanilmistir.

Sonug olarak, folat metabolizmasinda gorev alan MTHFR geninde meydana
gelen C677T polimorfizminin  diyete tabi tutulan Otstik gocuklarda, Otizm

semptomlarmnin olugumuna sebep olabilecek bir risk faktorit olmadigh sSylenebilir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore hasta ve kontrol gruplari arasinda
genotip dagilimlari kiyasladigimizda ‘statistikse!l olarak anlamh bir fark saptanmarmugtic
(p=0,384). Ayrica diyete yanit veren ve diyete yanit vermeyen Otistik gocuklarda T allel

frekansina baktigimszda da fark olmadigt gdzlenmistir.

Ancak caligmaya alinan hastalarin sayisinin az olmast ve homojen olmamasi
nedeniyle calisma grubumuzdaki smiflandirmamiz yetersiz olmugtur. Bu sebepler giz
éniinde bulundurularak beslenmenin genlere olan etkisinin belirlenebilmesi igin genis

capli galigmalar yapilmalidir.

Otizmde diyetin Sneminin anlastlabilmesi igin yaptifimiz bu cahigmadan yola
¢rkarak sonraki galigmalarda C677T polimorfizmine etkisini ve Otizm etiyolojisindeki
roliinti anlamak igin MTHFR A1298C polimorfizmi de incelenmelidir. Ayrica
multifaktoriyel bir bozukluk olan Otizmde, bagirsak-beyin iligkisini daha iyi anlamak
icin diyete tabi tutulan ve diyet uygulanmayan gocuklarda COMT, BDNF (beyin-tiirevli
nérotrofik faktor) ve PTEN (fosfat ve tensin homolog) genlerinin de incelenmesi daha

anlamli ve ileti cahgmalara yol acabilecekir.
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EK 3. ANKET

OTiZM AILE OYKUSU DEGERLENDIRME ANKET FORMU

Cocugun:

Adi Soyad:
N BARKOD
Cinsiyeti:
Okul/yuva:
Sinifi:

TDogum tarihi:
Formu Dolduran: Adres:
Tel No:

E-mail;

Annenin: Babanin:

Adi Soyad: Adi Soyadu:
Dogum Tarthi: Dogum Tarihi:
Egitim Duramu: Egitim Durumu:
Meslegi/isi: Meslegi/lsi:
Memleketi: Memleketi:

Akrababk:  Var D Yok [:]
Aile Durumu: Birlikte D Ayri D Boganmig D Vefat D

Cocuk sahibi oldugnnuzda sizin ve esinizin yas1? Anne ... Baba ...

Kardesler (isim, yas ve cinsiyetleri)
1)
2)
3)
4)
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Evetse:

Hastalifin Ads

Ailede / akrabalarda baska otizmli birey var mi?

Haywr D Evet D

Eveise:
Akrabalik Derecesi:

o

Ailenizde son birkac vil icerisinde snemli buldugunuz, olumluy veya olumsuz depisiklikler oldu mu?

Hayr D Olim D Kaza [:l Boganma D Taginma D

Agir Hastalik L__| Maddi Kayip D Diger:

Dodum ve hamilelik dénemi

Dopumda morarma / Oksij ensiz kalma D

Dogum sonrasi yogun bakim } kuvdz gercksinimi L-.]

Sarilik D

Diger:

36 haftadan kiigitk dogum D
Dogum Agirhgn

Hamilelikte alkol / sigara kullanimi:

Hamileyken kizamikeik gecirdiniz mi? Hayir D Evet D
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Cocufunuz:

Kag aylikken bagin tuttu:

Kag aylikken destekli oturdu:

Kag ayliklen yiirlidii:

{lk kelimelerini kag aylikken soyledi:

Kag yagindayken tam climle kurdu:

Kabakulak asistoldu mu? Hayrr [ Bvet (]

Kizanuk-Kizamikok-
Evetse:

Ne zaman:

Cocufunuzun varsa gecirilmis veya tedavisi devam eden inemli rahatsizhklary
Dikkat Fksiklifi ve Hiperaktivite Bozuklugu D Duygu Durum Bozuklugu D
Epilepsi D Seker Hastalig1 Ij Kalp Hastaliklari D

Diger:

flag tedavisi knllansyor mu? Hayir D Evet D

Evetse:

Prozac (Fluoksetin) D Cipralex (Essitalopram) D Abilify (Aripiprozal) D
Risperdal (Risperidon) D Diger:

Gegirilmis ameliyat: Yok D Var ]:] Varsa agtklayimiz:

Gegirilmis kaza: Yok D Var l:l Varsa agiklayimiz:

Cocufunuza herhangi_bir divet uvgnladimz mi?

Hayir D Evet D

Evetse:

Gluten-Kazein Diyeti D GAPS Diyeti D
Diger:
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Cocufunuz divete cevap verdi mi?

Hayir r_—l Evet |j

Cocufunuzun siddete egilimi var mi?

Haywr D Evet D

Sizee sebebi genetik olabilir mi?

Hay1r D Evet D

Aragtirmact tarafindan hazrlanmigtir.
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