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ÖZET 

 

“OTİZM SPEKTRUM BOZUKLUĞU OLAN İKİZLERDE  

KOPYA SAYISI DEĞİŞİKLİKLERİNİN  

VİTAMİN D RESEPTÖRÜ İLE İLİŞKİSİNİN ARAŞTIRILMASI” 

 

Amaç: Otizm spektrum bozukluğu (OSB), tüm dünyada yaklaşık 1/59 sıklıkla görülen 

nörogelişimsel bir bozukluktur. Hastalık genellikle yaşamın ilk üç yılı olan bebeklik döneminde 

ortaya çıkmaktadır. D vitamini metabolizması, katabolizması ve transportu ile ilgili genlerdeki 

varyasyonların otizm spektrum bozukluklarının potansiyel bir risk faktörü olduğu 

düşünülmektedir. Otizm etiyolojisinin aydınlatılması için yapılan ikiz araştırmaları, kopya 

sayısı değişiklikleri (CNV) ve genom boyu ilişkilendirme çalışmaları (GWAS) otizm spektrum 

bozukluğunun etiyolojisinde genetik faktörlerin önemli bir rol oynadığına dair güçlü kanıtlar 

sunmaktadır. Ancak çoğu hastada hastalığın altında yatan genetik neden bilinmemektedir. Bu 

çalışmada, CNV değişikliklerine bağlı olarak VDR geninin OSB’li ikizlerdeki varyant 

analizlerini yaparak hastalık oluşum mekanizmalarının aydınlatılması amaçlandı.  

Gereç ve Yöntemler: Çalışmaya 64 otizm spektrum bozukluğuna sahip dizigotik ikiz 

hasta ve 100 sağlıklı birey dahil edilmiştir. Periferik kan örneklerinden, genomik DNA izole 

edildi. Spektrofotometrik ölçümleri yapılan DNA’ların ApaI, TaqI ve FokI bölgelerine özgü 

tasarlanmış primerler ile PCR işlemi gerçekleştirildi. Uygun enzimler ile RFLP işlemi 

gerçekleştirilerek genotipleme yapıldı. Sonuçların değerlendirilmesinde kategorik verilerin 

karşılaştırılması için Ki-Kare Testi ve ilgili bölgelerin lokalizasyonuna bağlı olarak da lojistik 

regresyon ve haplotip analizi yapıldı.   

Bulgular: Çalışmamıza göre FokI (rs2228570 T/C) genotipleri açısından hasta 

grubunda mutant CC genotipi taşıma frekansı, ApaI (rs7975253 G/T) genotipleri açısından 

hasta grubunda mutant TT genotipi taşıma frekansı ve TaqI (rs731236 T/C) genotipleri 

açısından hasta grubunda mutant CC genotipi taşıma frekansı kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık göstermiştir (p:0,019, p:0,039, p:0,037).  
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Sonuç: Bu çalışmada OSB görülen çocukluk çağı dizigotik ikiz olgulardan oluşan bir 

Türk popülasyonunda VDR geninin üç ayrı varyantındaki tek nükleotid değişimleri incelendi 

ve hastalık oluşumu ile ilişkileri belirlendi. Genotipik olarak her üç bölge içinde hastaların 

kontrollere oranla istatistiksel olarak anlamlılık gösterdiği ortaya kondu. SNP'lerin allel 

frekansları açısından bakıldığında ise ApaI ve TaqI allel frekanslarının OSB olan dizigotik 

hastalarla sağlıklı kontroller arasında istatistiksel açıdan anlamlılık gözlenirken FokI varyantı 

için hasta ve sağlıklı bireyler arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık olmadığı tespit edildi.  

 

Anahtar Kelimeler: Otizm spektrum bozukluğu, VDR polimorfizm, İkiz çalışmaları 
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 ABSTRACT 

 

“INVESTİGATİON OF THE RELATİONSHİP BETWEEN THE NUMBER OF 

COPY DİFFERENCES WİTH THE VİTAMİN D RECEPTOR İN TWİNS WİTH 

AUTİSM SPECTRUM DİSORDERS” 

 

Objective: Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder with a 

prevalence of approximately 1/59 in the world. The disease usually occurs in infancy during 

the first three years of life. Variations in genes related to vitamin D metabolism, catabolism and 

transport are thought to be a potential risk factor for autism spectrum disorders. Twin studies 

to clarify the etiology of autism, copy number variations (CNV) studies, and genome-wide 

association studies (GWAS) provide strong evidence that genetic factors play an important role 

in the etiology of autism spectrum disorder. However, the genetic cause of the disease is not 

known in most patients. In this study, we aimed to clarify the pathogenesis and pathophysiology 

of VDR gene in the twins with ASD, especially in the literature due to CNV changes. 

Material and Methods: The study included 64 patients with dizygotic twins with 

autism spectrum disorder and 100 healthy subjects. Genomic DNA was isolated from blood 

samples taken into hemogram tubes with EDTA. DNA spectrophotometric measurements were 

performed with PCR designed with region-specific primers. After PCR procedure, RFLP was 

performed with appropriate enzymes to determine genotypes. The results were statistically 

evaluated by Chi Square Test and Haplotype analysis. 

Results: When the results of our study were examined, the frequency of the variant CC 

genotype of FokI(rs2228570 T / C), the frequency of the variant TT genotype of 

ApaI(rs7975253 G / T) and the frequency of the variant TT genotype of TaqI(rs731236 T / C) 

was significantly higher than control group (p: 0,019, p: 0,039, p: 0,037). 
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Conclusion: In this study, single nucleotide changes in three different variants of VDR 

gene were investigated in a Turkish population of dizygotic twin cases with ASD. 

Genotypically, it was found that patients showed statistically significant difference in all three 

regions compared to controls. In terms of allele frequencies of SNPs, it was observed that ApaI 

and TaqI allele frequencies were statistically significant between dizygotic patients with ASD 

and healthy controls, whereas there was no statistically significant difference between patients 

and healthy individuals for FokI variant. 

 

Key Words: Autism spectrum disorder, VDR polymorphism, Twin studies 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Otizm spektrum bozukluğu (ASD, OSB), tüm dünyada yaklaşık 1/59 sıklıkla görülen 

nörogelişimsel bir bozukluktur. Hastalık genellikle yaşamın ilk üç yılı olan bebeklik döneminde 

ortaya çıkmaktadır (1). Azalmış sosyal ilişki, iletişim sorunları ve stereotipik davranışlar 

ASD’nin tipik klinik özellikleridir ve nörokimyasal ve genetik faktörlerin nörobiyolojisine 

dahil olduğu düşünülmektedir (2). Amerikalı çocuk psikiyatristi Dr. Leo Kanner 1943 yılında 

11 çocuğun davranışını tarif ettiği bir makale yayınlamış ve makalesinde ilk kez "otistik" 

tanımını kullanmıştır (3). Otizm (ya da otistik bozukluk) günümüzde Mental Bozuklukların 

Tanısal ve İstatistiksel Kılavuzu’na (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder V, 

DSM-V) göre yaygın gelişimsel bozukluklar (YGB) başlığı altında incelenen bir bozukluktur 

(4,5). Otistik bozukluların tanısında DSM-V, ICD (Uluslararası Hastalık Sınıflandırılması) ve 

WHO (Dünya Sağlık Örgütü) tarafından belirlenen ölçütler esas alınmakla birlikte DSM-V 

kriterleri yaygın olarak kabul görmektedir (6).  

OSB, etiyolojisinde genetik, epigenetik ve çevresel faktörlerin rol aldığı kompleks bir 

hastalıktır (7). OSB gibi kompleks hastalıklar Mendeliyen hastalıklar gibi düzenli kalıtım 

göstermemektedir (7,8). Günümüzde gerçekleştirilen çalışmalar ile olguların birçoğunda 

genetik etiyolojiyi aydınlatmaya yönelik deliller saptanmıştır. İkiz çalışmaları ile elde edilen 

bulgular monozigot ve dizigot ikizler arasında konkordans oranlarında büyük bir fark olduğunu 

göstermektedir ve sonuçlar hastalığın kardeşler arasında tekrarlanma riskinin toplum riskine 

göre yüksek olduğunu ortaya çıkarmıştır. Otizm erkek çocuklarda kız çocuklarına oranla 4 kat 

daha fazla gözlenmektedir. Yapılan aile ve ikiz çalışmaları otizmin %90 oranında kalıtsal 

komponentinin olduğunu göstermiştir (9). Otizm etiyolojisinde yer alan genetik nedenler; 

kromozom anomalileri (~%5),  kopya sayısı değişiklikleri (%10-20), Klinik belirtileri 

kapsamında otizm bulgularının yer aldığı ve tek gen mutasyonlarının neden olduğu genetik 

sendromlar (~%5) olarak sıralanabilir (10). Bu hastalıkların genetik etiyolojisinin 

aydınlatılmasında karyotip analizleri ile tanımlanan kromozomal düzensizlikler, mikro-array 

tabanlı kopya sayısı değişiklikleri (copy number variations=CNV) çalışmaları ve genom boyu 

ilişkilendirme çalışmaları (GWAS) önemli yaklaşımlar olmuştur (11,12). Bugüne kadar birçok 

gen bu yöntemlerle OSB ile ilişkilendirilmiştir ve ilişkilendirilmeye devam etmektedir (11). 

OSB ile ilişkilendirilmiş bazı genler ve lokuslar, zekâ geriliği, epilepsi, şizofreni, dikkat 

eksikliği ve hiperaktivite bozukluğu gibi pek çok hastalıkla da ilişkilendirilmiştir (13). Bu 
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çalışmalar OSB’nin genetik etiyolojisinin çok karmaşık olduğunu, bağlantı gösterilen 

bölgelerdeki genlerin mutasyonlarının kişinin genetik yapısı dolayısıyla farklı klinik tabloları 

ortaya çıkarabileceğini göstermektedir (5). 

D vitamini endokrin sistem, kemik ve kalsiyum homeostazı kontolünün merkezinde yer 

alan, hücre çoğalması, kalsiyum emilimi ve hücre farklılaşmasını düzenleyen bir hormondur. 

Aktif formu 25-dihidroksivitamin D3’tür (kalsitriol) ve tüm genomik aktivitelerini VDR 

vasıtasıyla gerçekleştirir. (14). D vitamini diyetle alınabilen bir steroid hormondur. İnsanlarda 

D vitamini için ana kaynak deridir ve ciltte D vitamininin sentezi güneş ışığını gerektirir. D 

vitamini beyin, sinir gelişimi ve antioksidan mekanizmalar için önemlidir. Beyin omurilik 

sıvısı, beyinde D vitamini sentezinde yer alan D vitamini ve enzimleri içerir (15,16).  

Vitamin D reseptör (VDR) geni dokuz ekson, sekiz intron içerir ve 12q13.1 kromozomal 

lokalizasyonda yer alır. Çeşitli VDR polimorfizmleri fonksiyoneldir ve gen ekspresyonunu 

etkiler. Bunlar, başlangıç kodonunda bulunan Fokl ve BsmI, ApaI ve 3'- kodlanmayan bölgede 

(3′UTR) yer alan TaqI polimorfizmleridir. Bu polimorfizmlerin hepsi, VDR mRNA'sının 

stabilitesinin düzenlenmesinde yer alır (16–18). Genin promoter bölgesinde yer alan Cdx2 

polimorfizmi, kalsiyum emilimini etkileyebilen transkripsiyon aktivitesi ile ilişkilendirilmiştir. 

VDR polimorfizmleri bazı nöropsikiyatrik hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (18–21). Bununla 

birlikte, OSB için sadece sınırlı veriler mevcuttur (22).  

Psikiyatrik bozukluklar ve düşük D vitamini düzeyleri arasında güneş ışığına maruz 

kalma, cilt pigmentasyonu, doğum mevsimi ve yer enlemi ile ilişkili faktörler arasında bir ilişki 

kurulmuştur (23). D vitamini düzeylerinin belirlenmesinde, metabolizmasında, 

katabolizmasında ve transportunda veya D vitamini bağlanmasında rol oynayan genlerdeki 

herhangi bir varyasyon otizm için potansiyel bir risk faktörü olabileceği düşünülmektedir (24). 

Bu nedenle, vitamin D reseptörü (VDR) dahil olmak üzere D vitaminin aracılık ettiği sinyal 

yollarının stabilitesi de beyin gelişimi için önemli olabilir (23). VDR, embriyonik gelişim 

sırasında beynin çeşitli bölümlerinde eksprese edilir ve D vitamininin aktif formu, VDR 

aracılığıyla çeşitli hedef genleri aktive eder (16). Bu çalışmada amacımız OSB’li ikiz 

çocuklarda VDR polimorfizmlerinin hastalığın oluşumu ve prognozu ile ilişkisini araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. OTİZM SPEKTRUM BOZUKLUĞU (OSB) 

 

 Tanım ve Tarihçe 

Otizm Spektrum Bozukluğu (OSB) çocuklarda yaygın olarak görülen nörogelişimsel bir 

bozukluktur. Bu bozukluk yaş ile uyumlu olmayan davranışlar, yetersiz sosyal iletişim ve 

basmakalıp motor hareketler ile tanımlanmaktadır (25). 

Otizm tanımı ilk olarak Leo Kanner tarafından 1943 yılında 11 çocuk hasta üzerinde 

yürütülen bir çalışma sonucunda ortaya çıkmıştır. Kanner çocuk hastaların bebeklik 

dönemlerinden başlayarak diğer insanlar ile iletişim kurmada aşırı derecede yetersiz olduklarını 

tespit etmiştir. Ayrıca çocuklarda dil gelişiminde yetersizlik, duyusal hassasiyet ve tekrarlayan 

davranışların görüldüğünü de belirtmiştir (3,26).  

Kanner otizmli çocukların tanısında temel ölçüt olarak kullanılabilecek bazı kriterler 

öne sürmüştür. Bu kriterler günümüzde de geçerliliğini korumaktadır (3); 

1. Başka bireylerle sosyal ilişki kuramama 

2. Konuşma ve dil gelişiminde aksaklıkların olması 

3. Konuşmayı iletişim kurmada kullanmama 

4. Ekolali gösterme eğilimi 

5. Kişi zamirlerini kullanamama 

6. Rutin davranışlarda ısrarcı olma 

7. Stereotipik hareketlerin varlığı 

Kanner’ın çalışmalarından bağımsız olarak yaklaşık bir yıl sonra, modern anlamda 

“otizm” kelimesi Avusturyalı hekim Hans Asperger tarafından da kullanılmıştır. Asperger 

Viyana üniversitesi hastanesinde çalışırken, iletişim kurmakta zorluk çeken, empati 

gösteremeyen, beden dilini anlamayan ve sesler veya sözlü ifadeler bakımından zayıf bir dili 

olan, normal ve bazen daha yüksek zekaya sahip çocukları gözlemlemiştir. Bu gözlemler 

sonucunda Asperger sendromunu tanımlamıştır (27). Asperger sendromu, bireylerin normal bir 

dil gelişimi ve normal/üstün zeka gelişimine sahip olması ile otizmden ayrılmaktadır (28). 

1940’lı yıllarda psikiyatristler ve psikanalistler otistik davranışları çocukluk şizofrenisi 

ile ilişkilendirmiştir. Fakat hem Kanner hem de Asperger tanımladıkları bozuklukların çocuk 

şizofrenisi ve zihinsel engellilikten farklı bir durum olduğunu ayırt etmede dikkatli davranarak 

çalışmalarında otizmi bu durumlardan ayırmayı başarmışlardır. 60 ve 70 yıllarında yapılan 
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çalışmalarla otizm çocukluk şizofrenisi kavramından tamamen ayrılmıştır. Bilimsel kanıtlar 

otizmin nörobiyolojik bir bozukluk olduğunu ortaya koymuştur. Bu çalışmaları takiben 

gerçekleştirilen nöropatolojik ve nöroradyolojik çalışmalar otizmde beyin bozukluklarının 

varlığını desteklemektedir (27,28). 

Otizm tanısı ilk olarak 1980 yılında Zihinsel Bozuklukların Tanısal ve Sayımsal El 

Kitabı III’te (DSM-III) “Yaygın Gelişimsel Bozukluklar” başlığı altında yer almıştır. 1987 

yılında çeşitli düzenlemeler gerçekleştirilerek yayınlanan DSM III-R’de YGB başlığı altında 

“Otistik Bozukluk” ve “Başka Türlü Adlandırılamayan Yaygın Gelişimsel bozukluk” (YGB-

BTA) tanıları yer almıştır. 1994 yılında DSM IV ve metin revizyonu gerçekleştirilerek 

yayınlanan DSM-IV-TR versiyonunda ise Otistik bozukluk, Yaygın Gelişimsel bozukluk, 

Atipik  Otizm, Asperger bozukluğu ve Rett sendromu dahil olmak üzere beş alt kategoriyle 

yaygın gelişimsel bozukluklara “şemsiye” yaklaşımı getirilmiştir (28). 

Son olarak 2013 yılında yayınlanan DSM-V’de, otizm spektrum bozukluğunun tanı 

kriterleri; sosyal iletişim ve etkileşimde bozukluk ve sınırlı, tekrarlayan davranış durumları 

başlıkları altında toplanmıştır. Bu belirtilerin erken çocukluk döneminde ortaya çıkması 

gerekliğine vurgu yapılarak Asperger sendromu, YGB-BTA ve Yaygın Gelişimsel Bozukluk 

başlığı altında yer alan diğer durumlar kitapçıktan çıkartılmıştır. Tanımlama için gerekli 

medikal testlerin yapılması, zihinsel yeterlilik düzeyinin ve dil gelişim durumunun belirtilmesi 

gerekli kılınmıştır (6,29). 

OSB tüm etnik, ırksal ve ekonomik gruplarda görülebilmektedir. Ömür boyu sürecek 

bir hastalık olmasına rağmen tedaviler ve alınan hizmetler ile hasta bireyin semptomlarında ve 

işlevlerinde gelişmeler olabildiği görülmüştür (30) 

 Otizm Spektrum Bozukluğu Tanı Kriterleri ve Semptomları 

Otizm Spektrum Bozukluklarının teşhisi uygun bir biyobelirteç bulunamadığından 

davranışa dayalı olarak yapılmaktadır. Tanı konulabilmesi için yaygın olarak Amerikan 

Psikiyatri Birliği tarafından oluşturulan zihinsel bozuklukların tanısında kullanılan bir rehber 

olan DSM-V kriterleri kullanılmaktadır (31). Son yıllarda yapılan çalışmalar ile DSM-V’ te yer 

alan tanı kriterleri ile hastaların klinikte %60‘ının tanı alabildiğini ortaya konmuştur (32).  
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Çizelge 2.1: DSM-V, OSB Tanı Ölçütleri 

A. Şimdi veya geçmişte farklı şekillerde görülen toplumsal iletişim ve toplumsal 

etkileşimde sürekli yetersizliğin olması. 

▪ Toplumsal-duygusal karşılık vermedeki yetersizlik  

▪ Toplumsal etkileşim için kullanılan sözel olmayan iletişimsel davranışlarda yetersizlik  

▪ İlişkileri, geliştirmekte, devam ettirmekte ve anlamakta güçlük 

B. Aşağıda yer alan kriterlerin en az ikisinin varlığı ile kendini gösteren, şu an veya 

geçmişte sınırlı, tekrarlayıcı davranışlar, ilgiler ya da etkinlikler. 

▪ Basmakalıp veya tekrarlayıcı motor hareketler, obje kullanımı veya konuşma. 

▪ Aynı olmakta ısrar, rutine sıkı sıkıya bağlı olma veya ritüelleşmiş sözel ve sözel olmayan 

davranışlar. 

▪ Konu veya yoğunluk açısından anormal olan sınırlı, sabitlenmiş ilgiler. 

▪ Duyusal olarak aşırı ya da az duyarlılık veya çevrenin duyusal boyutuna aşırı ilgi. 

1. Belirtiler gelişimin erken evrelerinde mevcut olmalı. 

2. Belirtiler sosyal, mesleki ve başka önemli alanlarda klinik olarak anlamlı düzeyde 

bozukluğa yol açmalıdır. 

3. Bu bozukluk zihinsel yetersizlik veya genel gelişimsel gerilik sebebi ile olmamalıdır. 

Zihinsel yetersizlik ve OSB sıklıkla bir arada görülmektedir ancak OSB ve zihinsel 

engellilik tanısı konulması için sosyal iletişimsel düzeyin genel gelişimin altında olması 

gerekmektedir. 

 

Not: DSM-IV’e göre otistik bozukluk, Asperger bozukluğu ve YGB-BTA tanısı almış olanlara OSB 

tanısı verilmelidir. Sosyal iletişimsel alanda problem olan ancak OSB tanısı almayanlar sosyal 

(pragmatic) iletişimsel bozukluk açısından değerlendirilmelidir.  

- Zihinsel yetersizliğin eşlik edip etmediğini,  

- Dil yetersizliğinin eşlik edip etmediğini  

- Bilinen bir genetik, tıbbi veya çevresel faktörün eşlik edip etmediğini,  

- Başka nörogelişimsel, ruhsal veya davranışsal durumların olup olmadığını,  

- Katatoni’nin eşlik edip etmediğini belirtilmelidir.  
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DSM-V’ te otizm spektrum bozukluğundan etkilenmenin üç düzeyi yer almaktadır 

(25,33). 

Çizelge 2.2: Otizm spektrum bozukluğundan etkilenme düzeyleri (26). 

Ciddiyet Düzeyi Sosyal İletişim Sınırlı, tekrarlayan davranışlar 

Düzey 3 

“Ağır düzey destek 

gereksinimi” 

Sözel ve sözel olmayan sosyal 

iletişimdeki ağır yetersizlikler 

İşlevsellikte önemli bozukluklara 

Çok sınırlı düzeyde sosyal etkileşim 

başlatmaya 

Başkalarından gelen sosyal uyaranlara en 

az düzeyde cevap vermeye neden olur.  

Davranışlarda esnekliğin olmaması 

Değişikliğe uyum sağlamada aşırı güçlük 

ya da işlevselliğin tüm alanlarını olumuz 

yönde etkileyen diğer sınırlı/tekrarlayan 

davranışlar 

Odak noktasını ya da eylemini 

değiştirmede önemli düzeyde stres ve 

güçlük. 

Düzey 2 

“Orta düzey destek 

gereksinimi”  

Sözel ve sözel olmayan iletişim 

becerilerinde önemli yetersizlikler 

Destek sağlandığında dahi sosyal 

yetersizliklerin görülmesi; sınırlı sosyal 

etkileşim başlatma 

Başkalarından gelen sosyal etkileşim 

girişimlerine az ya da anormal tepkiler 

verme.  

Davranışlarda esnekliğin olmaması 

Değişikliğe uyum sağlamada güçlük ya 

da başkaları tarafından açıkça 

görülebilecek ve farklı ortamlarda 

işlevselliği olumsuz yönde etkileyecek 

kadar sık görülen diğer sınırlı/tekrarlayıcı 

davranışlar 

 Odak noktasını ya da eylemini 

değiştirmede stres ve güçlük. 

Düzey 1 

“Hafif düzey destek 

gereksinimi” 
 

Destek sunulmadığında sosyal 

iletişimdeki bozukluklar fark edilebilir 

yetersizliklere neden olur.  

Sosyal etkileşim başlatmada güçlük ve 

başkalarının sosyal girişimlerine atipik 

tepki verme ya da tepki vermede 

başarısız olma ile ilgili açık örnekler.  

Sosyal etkileşime ilgi azalmış gibi 

görünebilir.   

Davranışlarda esnekliğin olmaması bir ya 

da daha fazla ortamda işlevselliği önemli 

düzeyde olumsuz olarak etkiler.  

Etkinlikler arası geçişlerde güçlük.  

Organizasyon ve planlamadaki 

problemler bağımsızlığı olumsuz etkiler. 

 

OSB’li bireylerin sosyal iletişim/ etkileşim davranışları aşağıda yer alan davranış 

kalıplarını içerebilir; 

• Göz temasının az veya hiç olmaması. 

• İnsanlara bakmamak ya da dinlememek. 

• Keyif alınan nesnelerin ve etkinliklerin nadiren başkalarına işaret edilerek veya 

gösterilerek paylaşılması. 

• İsmini söyleyen kişiye ve dikkatini çeken diğer sözlü girişimlere cevap vermemek ya 

da yavaş cevap vermek. 
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• Sohbet etmede çeşitli zorluklar yaşama. 

• Sıklıkla başkalarını ilgilendirmeyen konular hakkında ve başkalarına cevap hakkı 

tanımadan meraklı oldukları konular hakkında uzun süre konuşmak. 

• Söyledikleri ile uyumlu olmayan yüz ifadeleri, hareketler ve el kol hareketlerinin 

varlığı. 

• Şarkı söyler gibi ya da düz ve robot benzeri sıra dışı bir ses tonuna sahip olmak. 

• Başka insanların bakış açısını anlamada güçlük çekme veya başkalarının eylemlerini 

önceden tahmin etme ve anlamada zorluk yaşamak. 

Kısıtlı / tekrarlayan davranışları ise; 

• Bazı davranışları sürekli tekrarlamak veya sıra dışı davranışlarda bulunmak. Örneğin; 

ekolali olarak adlandırılan kelimeleri veya cümleleri tekrarlama davranışı görülür. 

• Sayılar, detaylar veya gerçekler gibi belirli konulara sürekli olarak yoğun bir ilgi 

göstermek. 

• Hareketli nesnelere veya nesnelerin hareketli parçalarına aşırı odaklanmak. 

• Bir rutinde gerçekleştirilen küçük değişikliklere sinirlenmek. 

• Işık, gürültü veya sıcaklık gibi duyusal girdilere karşı diğer insanlardan daha fazla veya 

daha az duyarlı olmak gibi davranış kalıplarını içerebilir. 

OSB’li bireylerde uyku problemleri ve sinirlilik görülebilir. OSB’li insanlar birçok 

zorlukla karşılaşmalarına rağmen aşağıda belirtilen özellikler dahil olmak üzere birçok güçlü 

yöne de sahip olabilirler; 

• Her şeyi detaylı olarak öğrenebilme ve bilgileri uzun süre hatırlayabilmek. 

• Güçlü görsel ve işitsel öğrenen bireyler olmak. 

• Matematik, bilim, müzik veya sanatta uzman olmak (30). 

 Epidemiyoloji 

Hastalıkları Kontrol ve Önleme Merkezinin (CDC-Centers for Disease Control and 

Prevention) Otizm ve Gelişimsel Yetersizlikleri İzleme Ağının yayınladığı verilere göre 59 

çocuktan 1’in otizm spektrum bozukluğuna sahip olduğu tespit edilmiştir. OSB’nin tüm ırk, 

etnik ve sosyoekonomik gruplarda gerçekleştiği bildirilmiştir. OSB, erkekler arasında kızlardan 

4 kat daha yaygın olarak görülmektedir. Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’daki çalışmalar, 

OSB’li bireyleri, ortalama %1 ila %2 arasında prevalansla tanımlamaktadır (34).  

Ülkemizde ise OSB görülme oranlarına ilişkin kesin bir veri bulunmamaktadır. (35). 
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 Etiyoloji 

OSB’nin etiyolojisi belirsiz olsa da yüksek oranda kabul edilen nedensellik hipotezi 

çoklu faktörlerin etkileşimidir. Bozukluğun genetik, epigenetik ve çevresel faktörlerin 

etkileşimi sonucu ortaya çıktığı düşünülmektedir. Bu faktörlerin nörotransmiter dengesizliği, 

işlevsiz nöronal yolaklar, anormal sinaptogenez ve anormal nöronal bağlantıya yol açtığı 

düşünülmektedir (25). 

OSB'li bireylerin %20'sinde tanımlanabilir genetik anormallikler mevcuttur. Bazı 

genetik ve metabolik bozukluklarla (Angelman, Prader-Willi, Fragile X ve Smith-Lemli – Opitz 

sendromları) ve çevresel nedenlerle (konjenital kızamıkçık, antenatal valproat ve ensefalis 

alımı) güçlü ilişkiler gösterilmiştir (25). 

 Tek yumurta ikizleri için tahmini uyumluluk oranı %60 ila %90 arasında değişirken, 

dizotik ikizler ve ikiz olmayan kardeşler arasında bu oran %5 ila %31 arasındadır (36–38). İkiz 

çalışmaları sonuçlarına dayanarak, kalıtım oranının %60 ila %80 arasında olduğu tahmin 

edilmektedir (38,39). 

OSB’den etkilenme oranları kız ve erkek çocukları arasında önemli bir fark 

göstermektedir. Erkek çocuklarında bu bozukluk kız çocuklarına göre dört kat daha fazla 

görülmektedir. Bu durum ile ilgili birçok araştırma yapılmış ve çeşitli teoriler ortaya 

konulmuştur. Yapılan çalışmalarda genetik, epigenetik ve hormanal faktörler bir arada 

değerlendirilmiştir. Araştırmalar sonucu iki teori ön plana çıkmaktadır: “aşırı erkek beyni” ve 

“kadın koruyucu model” teorileri (26,40). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalar ile kopya sayısı değişikliklerinin (CNV) OSB 

etiyolojisinde önemli bir rolü olduğu ortaya konulmuştur (26,40,41). Ayrıca, Genom taramaları, 

bağlantı analizleri ve aday gen yaklaşımları ile OSB ile ilişkili kromozom bölgeleri ve genler 

tespit edilmiştir. Majör tek bir genin ortaya konulamaması OSB'nin multifaktöriyel bir genetik 

hastalık olduğunu ve heterojenite gösterdiğini işaret etmektedir (42). 

 OSB’ye Genetik Yaklaşım 

Otizmin genetik etiyolojisinin aydınlatılması için öncelikle “sendromik ve sendromik 

olmayan (idiyopatik) otizm” ayrımının yapılması gerekmektedir. “Sendromik olmayan otizm”, 

otizmin birincil tanı olduğu ve bilinmeyen genetik veya çevresel etmenlerin, oligojenik, 

poligenik ve çok faktörlü mekanizmaların neden olduğu durumları tanımlamak için kullanılan 

bir terimdir  (42). Ayrıca, non-sendromik mental retardasyon ve epilepside yer alan birçok gen, 

non-sendromik OSB etiyolojisinde rol oynamaktadır. Bu genlerin, genetik ve çevresel 
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faktörlere bağlı olarak farklı şekillerde ortaya çıkan nörogelişim bozukluklarının sürekliliğini 

sağladığı düşünülmektedir (43). 

Sendromik veya ikincil otizm terimi, tuberoz skleroz, Rett sendromu, frajil X sendromu 

veya diğer tıbbi genetik koşullar gibi iyi bilinen bir genetik varyantın neden olduğu bir durumu 

belirtmek için kullanılır. Tipik olarak malformasyonlar ve / veya dismorfik özellikler ile 

ilişkilidir ve “idiyopatik” OSB'den farklı olarak, erkek ve kadın cinsiyetleri arasında oransal 

olarak farklılık göstermektedir (42). 

Genetik analizler ve OSB’li bireylerin sendromik olarak tanımlanmasındaki gelişmeler 

vakaların yaklaşık %50’sinde hastalığın nedeninin tespit edilmesini sağlamaktadır. Örneğin, 

Schaefer ve arkadaşları 2006 yılında ve sonrasında 2008 yılında OSB tanısı alan çocuklarda 

nedenleri belirlemek için ön değerlendirme ve üç aşamalı klinik genetik yaklaşım kullanmış ve 

vakaların yaklaşık %40'ında genetik bulgular tespit etmiştir. Vakaların %5'inin yüksek 

çözünürlüklü kromozomal analiz sonucu belirlenen kromozomal anormalliklere, %5'inin Frajil 

X sendromuna, %5'inin Rett sendromuna, %3'ünün PTEN gen mutasyonlarına, %10'unun diğer 

genetik sendromlara (Örneğin, Tüberöz Skleroz) ve % 10'unun ise kromozomal mikroarray 

yöntemleri kullanılarak tespit edilen yapısal genomik delesyonlar ya da duplikasyonlara sahip 

olduğu belirlenmiştir (31). Geliştirilen yeni yöntemler ile OSB’li çocuklarda 1q24.2, 2q37.3, 

3p26.2, 4q34.2, 6q24.3, 7q35, 13q13.2-q22, 15q11-q13, 15q22, 16p11.2, 17p11.2, 22q11 ve 

Xp22 kromozom bölgelerinde mikrodelesyonlar ve duplikasyonlar bildirilmiştir (43,44).  

Shen ve arkadaşları OSB'li 933 hastada standart karyotip analizi, X kromozomu analizi 

ve kromozomal mikrodizileme yöntemlerini kullanarak hastaların %2,2'sinde anormal karyotip, 

%0,5'de frajil X sendromu ve %18,2'sinde mikrodelesyonlar ve mikroduplikasyonların 

bulunduğunu bildirmiştir. 16p11.2 ve 15q13.2q- 13.3 bölgelerinde belirlenen duplikasyon ve 

delesyonların dışında tespit edilen kopya sayısı değişikliklerinin OSB’ye özgü olduğu 

belirtilmiştir. Ayrıca, Wang ve arkadaşları OSB'li 4300 çocuk ile gerçekleştirdikleri genom 

boyu ilişkilendirme araştırması sonucunda kromozom 5'te bulunan ve nöronal hücre yapışma 

moleküllerini kodlayan cadherin 10 (CDH10) ve cadherin 9 (CDH9) genlerinin arasında yer 

alan altı nükleotid polimorfizmi ile bir ilişki tespit etmiştir. 

OSB ile ilişkili olduğu düşünülen yaklaşık 175 aday gen tanımlanmış. Bu genler, 

nöroligin, nöreksin, GABA reseptörü, kadherin ve SHANK gen ailelerinin üyelerini 

içermektedir. Diğer genler, nörotransmiterlerin reseptörlerini ve taşıyıcılarını, onkogenlerini, 
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beyin kaynaklı hormonları, sinyal ve ubikuitin yolu proteinlerini ve nöronal hücre yapışma 

moleküllerini kodlayan gen bölgelerini kapsamaktadır (26). 

Tek gen mutasyonları sebebi ile sporadik otizm görülen multipleks ailelerde kopya 

sayısı değişikliklerini (CNV) ve yapısal genomik değişiklikleri (DNA seviyesindeki 

mikrodelesyonlar) belirlemek amacıyla mikrodizileme yöntemleri kullanılarak çalışmalar 

gerçekleştirilmiştir (45). 

De novo CNV'ler, simpleks ailelerde vakaların %7-10'unda, multipleks ailelerde %2-

3'ünde ve normal kontrollerin yaklaşık %1'inde gözlenmiştir. Nadir de novo CNV'ler simpleks 

ailelerde taşıyıcıların %5,8-7,9'unda ve etkilenmeyen kardeşlerin %1,7-1,9'unda gözlenirken 

(46,47), kodlama bölgelerindeki de novo mutasyonlar OSB vakalarının <%20'sinde 

görülmektedir (48). Ayrıca, OSB vakalarının yaklaşık %10'unda de novo CNV’lerin iki veya 

daha fazlasının mevcut olduğu gözlemlenmiştir (49–51). 

Varyasyonların çoğu sinaptik genleri içeren gen bölgelerinde meydana gelmektedir ve 

bazılarının haploinsü yetersiz bölgeler içerdiği veya dominant kalıtım paternine sahip olduğu 

görülmektedir. Diğer varyasyonların, ebeveynleri arasında akraba evliliği olan bireylerle 

gerçekleştirilen çalışmalarda NHE926, PCDH10 ve DLA1 genlerinde olduğu gibi resesif 

formda ifade edildikleri gösterilmiştir (52,53). 

2.2. D VİTAMİNİ VE D VİTAMİNİ METABOLİZMASI 

Yaygın olarak “güneş ışığı vitamini” olarak bilinen D vitamini, kolesterol kaynaklı bir 

steroid hormondur. Doğal olarak az miktarda gıda D vitamini içermektedir ve çoğunlukla insan 

cildinin güneşe maruz kalması yoluyla sentezlenir. D vitamini ultraviyole B ışığına maruz 

kaldıktan sonra cilt tarafından absorbe edildiğinden sentezi, enlem, mevsim, yaşam tarzı ve cilt 

pigmentasyonu gibi faktörlerden etkilenmektedir (54).  

D vitamini öncelikle aktif olmayan bir prekürsör olarak sentezlenir, yarı ömrü 12-16 

saattir. Karaciğerde D vitamini 3 haftalık yarı ömre sahip, dolaşımdaki ana şekli olan 25-

hidroksi D vitamine (25(OH)D) dönüşür. Oluşan bu molekül böbrekte biyolojik olarak aktif 

form olan kalsitriol olarak bilinen 1,25-dihidroksi D (1,25 (OH)2 D) formuna dönüşür (24,55). 

1,25 (OH) 2D3 (D vitamini), çoklu beyin fonksiyonlarını düzenleyen bir nörosteroid 

olarak bilinmektedir. Yapılan birçok çalışma ile elde edilen kanıtlar, D vitamininin beyin 

gelişimi, nörotransmisyon, nöroproteksiyon ve immünomodülasyonda önemli bir rol 

oynadığını göstermektedir. Bununla birlikte, D vitamininin bu işlevleri beyinde uyguladığı 

kesin moleküler mekanizmalar hala belirsizdir (56). 
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1,25 (OH)2 hedef hücrelere girebilmek için D vitamini reseptörüne (VDR) 

bağlanmaktadır ve retinoik asit reseptörü (RXR) ile etkileşime yol açan bir konformasyonel 

modifikasyona neden olmaktadır.  

VDR, steroid-tiroid-retinoid asit reseptör üst ailesinin bir hücre içi polipeptit parçasıdır. 

Hücre DNA’sını hedeflemek için VDR/VDR homodimerleri veya VDR/RXR heterodimerleri 

oluşturur ve özel protein sentezlerine yol açar. D vitaminin en iyi bilinen işlevi, kalsiyum ve 

fosfat serum seviyeleri arasında doğru dengeyi sağlayarak kemik sağlığını desteklemesidir. 

1,25(OH)2’nin hüre içi VDR’ye bağlanması pek çok fizyolojik süreçte yer alan 900’den fazla 

geni düzenler. Bu nedenle, D vitamini son zamanlarda fizyolojik homeostazın korunmasında 

temel olarak kabul edilmeye başlanmıştır ve eksikliği kanser, hipertansiyon, nörodejeneratif ve 

otoimmün hastalıklar dahil olmak üzere çok çeşitli hastalıklar ve kardiyovasküler ve metabolik 

bozukluklarla ilişkilendirilmiştir (24,56,57).  

2.3. D VİTAMİNİ RESEPTÖR GENİ VE POLİMORFİZMLERİ 

1988 yılında VDR cDNA’sının klonlanmasından sonra (58) insan VDR geninin 

genomik yapısının önemli bölümleri 1997 yılında ortaya konulmuştur (59).  

VDR, kromozom 12q13.1 lokasyonunda yer alan, 75 kb uzunluğunda ve kolojen tip II 

alfa 1 (COL2A1) geninin yanında lokalize bir gendir.(60,61). VDR geni, geniş bir promotor 

bölgesine ve dokuz ekzona sahiptir. Bu promotor bölgesi birçok dokuya özgün transkrip 

oluşturma kapasitesindedir (62).  

Gen üzerinde çeşitli polimorfizmler saptanmıştır. Bu polimorfizmlerden bazıları 

birbiriyle bağlantı eşitsizliği (LD) gösteren intron 8, ekzon 9’ da ve  ekzon 2’de yer almaktadır 

(63–66). 
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Şekil 2.1: D vitamini reseptörünün kromozomal ve protein alanları. VDR geni 12. kromozomu 

üzerinde yer almaktadır. VDR'de FokI, BsmI, ApaI, TaqI ve Tru9I (SNP'ler) tanımlanmıştır (67). 

 

VDR polimorfizmleri gen lokusunun değişik restriksiyon enzimleriyle Southern Blot 

hibridizasyon yöntemleri kullanılarak tespit edilmiştir. Bu yöntemler ile VDR geninin 3’ 

ucunda ApaI, EcoRV, BsmI, TaqI (68) ve Tru9I (69) restriksiyon fragman uzunluk 

polimorfizmleri (RFLP) keşfedilmiştir. 

FokI RFLP’si ise PCR yöntemi sonrası enzim kesimi işlemi ile tespit edilmiştir. FokI 

başlangıç kodonu polimorfizmidir. Başlangıç kodunu ATG’de T/C değişimi sonucu iki 

potansiyel translasyon bölgesi (ATG/ACG) oluştuğu tespit edilmiştir. Bu polimorfizm tespit 

edilebilen tek protein polimorfizmidir. FokI polimorfizmi, VDR geninde saptanan tek protein 

polimorfizmidir.(58,66,70).  

Bazı VDR polimorfizmleri fonksiyoneldir ve gen ifadesini etkiler. Bu polimorfizmler 

başlama kodonunda yer alan FokI, BsmI, ApaI ve 3’ ucunda yer alan TaqI’i içerir.  Bu 

polimorfizmlerin VDR mRNA'nın stabilitesinin düzenlenmesiyle ilişkili olduğu tespit 

edilmiştir (71). 
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 GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. GEREÇLER 

 

 Çalışmada Kullanılan Örnekler  

Bu araştırma bir vaka-kontrol çalışmasıdır. Hasta grubu, 2017-2018 yıllarında İstanbul 

Sağlık Bilimleri Üniversitesi Ümraniye Eğitim ve Araştırma Hastanesi Çocuk Psikiyatri 

Kliniğinde OSB tanısı konulan hastalar arasından seçilmiştir. Hastaların özgeçmişleri ve soy 

geçmişleri incelenmiş, rutin kan testleri yapılmıştır. Hastalık değerlendirmeleri M-CHAT testi 

ile gerçekleştirilmiştir. Çalışmaya 3-18 yaş aralığındaki, DSM-V kriterlerine göre klinik 

görüşme ile OSB tespit edilen dizigotik ikiz çocuklar dahil edilmiştir. Psikotik bozukluklar ve 

bipolar duygu durum bozuklukları tespit edilen hastalar çalışmaya dahil edilmemiştir. Otizm 

spektrum tanısı almamış, nörogelişimsel bir hastalığa sahip olmayan 100 sağlıklı birey kontrol 

grubuna alınmıştır. Çalışmaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundaki bireylerden EDTA 

içeren tüplere 2 ml periferik kan alınmış ve daha sonra DNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Tez çalışması Ümraniye Eğitim ve Araştırma Hastanesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

tarafından incelenmiş ve “B.10.1.TKH.4.34.H.GP.0.01/141” sayılı onay yazısı ile onanmıştır. 

 Kullanılan Cihazlar 

Çizelge 3.1: Çalışmalar sırasında kullanılan cihazlar. 

Sıra 

No 

Ekipman türü, Modeli  

(Araç, Makine-Teçhizat vb.) 

Cihazların 

Bulunduğu Birim Kullanım Amacı 

1. 
PCR Cihazı (Thermal Cycler) 

(Blue-Ray/ tcst-9620) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 
PCR İşlemi 

2. 
Derin Dondurucu (-80oC) 

(DAIHAN/Duo Freez U500) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Örneklerin Muhafazası 

3. 
Derin Dondurucu (-20oC) 

(BOSCH/GSN36AI31) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Örneklerin Muhafazası 

4. Mikrodalga fırın (BEKO/MD2610) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Elektroforez İşlemi 

5. 
Hassas Terazi, 0.1 mg hassasiyeti 

(SHIMADZU/ATX224, SEG) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Solüsyon Hazırlanması 

6. Otomatik pipet seti (Eppendorf) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 

Moleküler Çalışmalarda, tüm 

deneylerde 
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7. Isıtıcı Blok Stuart (SBH130D) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Moleküler Çalışmalarda 

8. Elektroforez (Hoefer) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Gen ekspresyon çalışmasında 

9. 
Jel Görüntüleme Sistemi (CCD 

kameralı) (Syngene/G: BoxF3) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 

Moleküler genetik çalışmalarında, 

agaroz jel sonrası sonuçların 

incelenmesi ve kayıt altına alınması 

amacıyla kullanılacaktır. 

10. 
Spektrofotometre ve Florometre 

(DENOVIX/DS-11FX) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 

DNA/RNA/miRNA/protein miktar 

tayini 

11. Masaüstü soğutmalı ultrasantrifüj 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Genel Kullanım 

12. Horizontal Elektroforezler (Hoefer) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Agaroz jel yürütme 

13. Güç Kaynağı (Hoefer/PS300B) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Elektroforez işleminde 

14. İnkübator (DAIHAN/ IG-50) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 

İnkübasyon gerektiren tüm 

çalışmalarda 

15. 
Vorteks 4S (DAIHAN- Wisd/ VM-

10) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Genel kullanım 

16. Distile su cihazı 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Genel kullanım 

17. Kar buz makinesi 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Genel kullanım 

 18. +4 buzdolabı (Arçelik) 
Tıbbi Biyoloji 

AD. 
Genel kullanım 

19. Biyolojik Güvenlik Kabini (Biobase 

Class 2) 

Tıbbi Biyoloji 

AD. 

DNA ve RNA izolasyon işlemleri, 

PCR işlemleri 
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 Kimyasal Maddeler 

Çalışmada kullanılan katı/ sıvı kimyasal ve sarf malzemeler belirlenen standartlara 

uygun olarak firmalardan temin edilmiştir. Çizelge 3.2’de çalışma sırasında kullanılan 

malzemeler listelenmiştir. 

Çizelge 3.2: Çalışmalar sırasında kullanılan malzemeler. 

 

 

Sıra No Malzemeler Kullanım Amacı 

1.  
10X PCR Buffer (Mg2Cl free) (İntron Biotech, 

Kore) 
PCR işlemi 

2.  Amonyum Asetat (NH4Ac) (BioBasic, Kanada) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

3.  Amonyum Klorür (NH4Cl) (Tekkim, Türkiye) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

4.  Asetik Asit (Sigma, ABD) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

5.  Borik Asit (Tekkim, Türkiye) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

6.  Disodyum EDTA (Na2EDTA) (Tekkim, Türkiye) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

7.  dNTP mix (İntron Biotech, Kore) PCR işlemi 

8.  EDTA (Tekkim, Türkiye) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

9.  Etil Alkol (Merck, Almanya) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

10.  Etidyum Bromür Jel Elektroforezi 

11.  İzopropanol (Tekkim, Türkiye) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

12.  MgCl2 (İntron Biotech, Kore) PCR işlemi 

13.  
Potasyum Bikarbonat (KHCO3) (Merck, 

Almanya) 

Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

14.  Primerler (Sentegen ve Oligomer, Türkiye) PCR işlemi 

15.  Proteinaz K DNA izolasyonu 

16.  
Restriksiyon enzimleri ve Tamponları (Thermo 

Scientific, ABD) 
RFLP işlemi 

17.  SDS 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

18.  Sodyum Klorür (NaCl) (Tekkim, Türkiye) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 

19.  Taq Polimeraz (GeneDirex, ABD) PCR işlemi 

20.  Tris (Sigma, ABD) 
Moleküler çalışmalar için gerekli 

solüsyonların hazırlanmasında. 
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 Kullanılan Ticari Kitler 

DNA izolasyon kiti High Pure PCR Template Preparation Kit Roche, ALMANYA 

 Kullanılan Primerler 

Kullanılan primer setleri liyofilize şekilde teslim alındıktan sonra steril distile su ile 

sulandırıldıktan sonra -20 °C’de muhafaza edilmiştir. PCR reaksiyonlarında oluşturulan stok 

solüsyodan 10 pmol/µl konsantrasyonda hazırlanan primer solüsyonları kullanılmıştır. PCR 

reaksiyonu için Çizelge 3.3’de belirtilen bölgelere özgü primer dizileri kullanılmıştır. 

Çizelge 3.3: PCR reaksiyonu için kullanılan primer dizileri 

Polimorfizm Primer Dizisi 

ApaI 
Forward 

5’ CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA 3’ 

 

Reverse 5’ GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT CTC 3’ 

 

FokI  

Forward 5’ AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGC TCT 3’ 

Reverse 5’ ATG GAA ACA CCT GCT TCT TCT CCC TC 3’ 

 

TaqI 

Forward 5’ GGG ACG ATG AGG GAT GGA TGG ACA GAG C3’ 

Reverse 5’ GGA AAG GGG TTA GGT TGG ACA GGA 3’ 

 

 Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponları 

Çizelge 3.4: RFLP yöntemi için kullanılan restriksiyon enzimleri ve tamponları 

Enzim Tanıma Dizisi 

ApaI (10 U/µL) 

10x Buffer B (Thermo Scientific) 

5' G  G G C C ↓C 3' 

3' C↑C C G G  G 5' 

TaqI (10 U/µL) 

10x Buffer (Thermo Scientific) 

5’ T ↓ C G A 3' 

3’ A G C ↑ T 5' 

BseGI (BtsCI, FokI) (10 U/µL) 

10x Buffer Tango (Thermo Scientific) 

5’ G G A T G N N ↓  3' 

3'  C C T A C ↑  N N 5' 
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 Kullanılan Solüsyonlar 

Eritrosit Parçalama Çözeltisi:  

1 litre çözelti için: 

• 8,74 gr NH4Cl 

• 1 gr KHCO3 

• 0,0372 gr (200 µl) Na2EDTA 

  Lökosit Parçalama Çözeltisi: 

  400 ml çözelti için; 

• 2,34 gr NaCl (4 M) 

• 3,722 gr Na2EDTA (0,5 M)  ya da sıvı olarak hazırlamak için:  

• 8 ml NaCl (5 M) ya da 10 ml (4 M) 

• 20 ml Na2EDTA (0,5 M) 

• 400 ml distile su 

Amonyum Asetat Çözeltisi (NH4Ac): 

100 ml çözelti için 73,226 gr NH4Ac 

%10’luk SDS Çözeltisi: 

100 ml çözelti için 10 gr SDS 

TBE Çözeltisi (Tris-Borik Asit-EDTA): 

5X çözelti için; 

• 60,57 gr Tris baz 

• 30,90 gr Borik asit 

• 40 ml EDTA (0,5 M) 

• 1000 ml distile su 
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3.2. YÖNTEMLER 

 

 Periferik Kandan DNA izolasyonu 

Çalışmada kullanılan DNA örnekleri 2 farklı yöntem ile periferik kandan izole 

edilmiştir.  

Tuzla Çöktürme Yöntemi ile DNA İzolasyonu: 

1. 2 ml’lik EDTA’lı tüplerde bulunan kan örneklerinden 1 ml alınarak 50 ml’lik 

falkon tüplere aktarıl ve üzerine 3 katı kadar RBL (Eritrosit Parçalama Solüsyonu) eklenir. 

2. +4°C’de 15- 20 dk kanın hemoliz olması için bekletilir.  

3. +4°C’de 1500 rpm’de 10 dk santrifüj edilir. 

4. Üst kısım (süpernatanat) dökülür ve pellet elle vurmak suretiyle homojenize 

edilir. 

5. Pellet üzerine baştaki hacmin 2 katı kadar RBL (Eritrosit Parçalama Solüsyonu) 

eklenir ve +4°C’de 15-20 dk bekletildikten sonra, 1500 rpm’de 10 dk santrifüj edilir. 

6. Üst kısım dökülür ve pellet elle vurmak suretiyle homojenize edilir. 

7. Üzerine 1 ml WBL (Lökosit Parçalama Solüsyonu), 7,5 µl Proteinaz K, 50 µl 

%10 SDS eklenerek 56°C’deki su banyosunda gece boyu bekletilir (ya da 65°C’deki su 

banyosunda 1 saat bekletilir.) 

8. Daha sonra 3700 µl 9 M Amonyum Asetat (NH4Ac) ilave edilerek hafifçe 

karıştırılır. 

9. +4°C’de 4500 rpm’de 20-30 dk santrifüj edilir. 

10. DNA içeren üst kısım temiz falkona alınır ve çökelti atılır. 

11. Üzerine 2 katı hacminde %99’luk etil alkol eklenir. Alkolün eklenmesiyle 

birlikte DNA yüzeye çıkmaya başlar. Üstte toplanan DNA bir pipet ucuyla yakalanır ve 1,5 

ml’lik ependorf tüpe alınır. 

12. 500 µl %70’lik alkol ile yıkanır, ardından 14000 rpm’de 1 dk santrifüj yapılır. 

Dealkolizasyon için; alkol dikkatlice dökülür ve 56°C’de 20-30 dk kapaklar açık bekletilir. 

13. Alkolden uzaklaştırılan DNA (uygun miktardaki) TE tamponda veya distile suda 

çözdürülür ve 56°C’de 20-30 dk bekletilir. 

14. DNA kalitesinin belirlenmesi için spektrofotometrede OD ölçümü yapılır.  

15. DNA daha sonra -20°C’de saklanır. 

• Eğer %99’luk etil alkol eklenmesiyle falkonda DNA toplanamazsa;  
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• Falkon tüp 4000 rpm’de 15 dk santrifüj edilir 

• Falkon santrifüjden sonra 1 ml kalana kadar yavaşça dökülür. Kalan kısım 

pipetle homojenize edildikten sonra ependorfa alınır. 

• Daha sonra 14000 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. Dealkolizayon için; alkol 

dikkatlice dökülür, 56°C’de 20-30 dk kapaklar açık şekilde bekletilir. 

• DNA, üzerine eklenen TE tamponda veya distile suda çözdürülür ve 56°C’de 

20-30 dk bekletilir. 

• DNA kalitesinin belirlenmesi için spektrofotometrede OD ölçümü yapılır. 

 

Kit ile DNA izolasyon (ROCHE): 

1. Hibridizasyon fırını +70°C’ye ayarlanır. 

2. Elution buffer +70°C’ye konur. 

3. 1,5 ml’lik ependorf içerisine:  

• 200 µl Kan  

• 200 µl Buffer (2-Yeşil Kapak)  

• 40 µl Proteinaz K 

4. Vortekslenerek, 10 dk +70°C’de bekletilir. 

5. Üzerine 100 µl izopropanol eklenir ve iyice çalkalanır. 

6. Filtreli (spin column) tüpe aktarılır. 

7. 8000 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. 

8. Alt kısım atılır. Yeni toplama tüpü konur. 

9. Üzerine 500 µl 4a (Removel Buffer-Siyah Kapak) konur. 

10. 8000 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. 

11. Alt kısım atılır. Yeni toplama tüpü konur. 

12. Üzerine 500 µl 4 (Washing Buffer-Mavi Kapak) konur. 

13. 8000 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. 

14. Alt kısım atılır. Yeni toplama tüpü konur. 

15. Üzerine 500 µl 4 (Washing Buffer-Mavi Kapak) konur. 

16. 8000 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. 

17. Alt kısım atılır. Yeni toplama tüpü konur. 

18. 14000 rpm’de 15 sn spin yapılır. 

19. Toplama tüpleri atılır. Altlarına 1,5 ml’lik ependorf konur. 
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20. Spin column tüplerde filtrenin tam ortasına gelecek şekilde 100 µl Elution buffer 

eklenir.  

21. 8000 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. 

22. Filtreye takılı DNA aşağıya geçer. 

23. DNA elde edilmiş olur. 

 Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun temeli, iki oligonükleotid primerinin DNA’nın 

homolog zincirlerinin karşı uçlarına bağlanarak Taq polimeraz enzimi yardımıyla istenilen 

bölgenin çoğalmasını sağlamaktır. Tipik bir PCR reaksiyonu çoğaltılacak DNA’yı, istenilen 

bölgeyi hedefleyen ileri ve geri primerleri, reaksiyon tamponu, MgCl2, dNTP’ler ve Taq 

polimeraz enzimini içerir. Kalıp denatürasyonu, primer bağlanması ve bağlanan primerlerin 

Taq polimeraz tarafından uzatılmasını içeren bir ısı döngüsün seri halinde tekrarı belirlenen 

özel DNA fragmanının üssel artışı ile sonuçlanır. Sonuç olarak 30 döngülük bir PCR, hedef 

DNA dizisini milyonlarca kez çoğaltabilir. Bu tezde yapılan PCR içerikleri ve reaksiyon 

koşulları Çizelge 3.5 ve Çizelge 3.6’da gösterilmiştir. 

Çizelge 3.5: Polimeraz Zincir Reaksiyonu için kullanılan malzemeler ve reaksiyon koşulları. 

İçerik Çoğaltılan Bölgeler 

 ApaI FokI TaqI 

DNA (ng) 1 µl 1 µl 1 µl 

dH2O 15,85 µl 15,85 µl 15,85 µl 

MgCl2 (mM) 1 µl 1 µl 1 µl 

dNTP (mM) 2 µl 2 µl 2 µl 

Primer (pmol) 0,5 µl 0,5 µl 0,5 µl 

Tampon  2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 

Enzim (Taq pol.) 0,15 µl 0,15 µl 0,15 µl 

Toplam Hacim 23 µl 23 µl 23 µl 

                        

Çizelge 3.6: PCR kondüsyonları 

Bölge 
Başlangıç 

Denatürasyonu 

Döngü 

Sayısı 
Denatürasyon Bağlanma Uzama Son Uzama 

ApaI 94°C 1 dk 35 94°C 30 sn 66,4°C 45 sn 72°C 40 sn 72°C 5 dk 

FokI 94°C 1 dk 35 94°C 30 sn 57°C 45 sn 72°C 40 sn 72°C 5 dk 

TaqI 94°C 1 dk 35 94°C 30 sn 60°C 45 sn 72°C 40 sn 72°C 5 dk 

 

PCR sonrası elde edilen ürünler %2’lik agaroz jelde 30 dakika yürütülmüştür. 
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 Restriksiyon Enzimi Analizi 

Restriksiyon enzimleri çift zincirli DNA’yı şeker fosfat bağını kopararak keser. Her 

restriksiyon enzimi DNA üzerinde 4-6 baz çiftlik belirli diziyi tanır ve ancak bu tanıma bölgesi 

bulunduğu zaman DNA’yı bu bölgeden veya bu bölgeye belirli bir uzaklıktan ve de her tanıma 

bölgesi için bir kesim yapacak şekilde ayırır. Farklı tanıma bölgelerine sahip pek çok enzimin 

var oluşu bu enzimlerin ilgili gen üzerinde oluşan bir mutasyonu veya polimorfizmi taramak 

için sıkça kullanılmasına olanak sağlamıştır. Tipik bir restriksiyon reaksiyonu DNA, enzim 

tamponu, restriksiyon enzimi ve su içerir. Reaksiyon sıcaklığı kullanılan restriksiyon enziminin 

optimum çalışma sıcaklığı olmalıdır. Bu tezde kullanılan restriksiyon enzimi kesim şartları 

Çizelge 3.7’te gösterilmiştir.  

Çizelge 3.7: Restriksiyon enzimleri ve kesim şartları 

Restriksiyon Enzimi Sıcaklık Kesim Süresi 

ApaI 37°C 4 Saat 

BseGI (BtsCI, FokI) 55°C 4 Saat 

TaqI 65°C 4 Saat 

 

Restriksiyon enzim kesimi işleminden sonra ürünler %2’lik agaroz jelde 30 dakika 

yürütülerek görüntülenmiştir. 

Çizelge 3.8: VDR geni polimorfik bölgelerinin PCR ürünleri ve restriksiyon fragment 

uzunlukları. 

Polimorfizm PCR uzunluğu (bp) 
Restriksiyon fragmentleri 

(bp) 

ApaI 740 530,210 

FokI 265 196,69 

TaqI 716 512,311,204 

 

 İstatistiksel Analizler 

Çalışmanın gücünü belirlemek için yaptığımız power analizine (G*Power V 3.1.9.4) 

göre dahil edilmesi gereken hasta ve sağlıklı kontrol sayısı 64 olarak belirlendi. Genotip ve 

allelerin görülme sıklığının gruplar arası farklılıklarının değerlendirilmesinde Ki Kare testi, 

haplotip analizi ve lojistik regresyon testleri uygulanmıştır.  
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 BULGULAR 

 

Çalışmaya İstanbul Sağlık Bilimleri Üniversitesi Ümraniye Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi Çocuk Psikiyatri polikliniğinde tanı almış 64 otizm spektrum bozukluğuna sahip 

dizigotik ikiz ve psikotik veya nörogelişimsel bir bozukluk saptanmayan 100 sağlıklı kontrol 

olgusu dahil edilmiştir.  

Hasta ve kontrol gruplarına ait genomik DNA örnekleri çizelge 3.4’de belirtilen 

şartlarda PCR metodu ile çoğaltılmıştır. PCR ürünleri agaroz jel elektroforezi işleminin 

ardından UV ışığı altında görüntülenmiştir. Amplifikasyonu başarılı olan ürünler çizelge 3.5’de 

belirtilen şartlar ile restriksiyon enzim kesimine tabi tutulmuştur. Restriksiyon örnekleri agaroz 

jel elektroforezi ile incelenmiştir.  

4.1. FOKI POLİMORFİK BÖLGESİNİN ANALİZİ 

FokI polimorfik bölgesi FokIF ve FokIR primerleri ile sınırlandırılarak PCR ile 

çoğaltılmış ve Şekil 4.1’de belirtilen 265 bç’lik amplifikasyon ürünü elde edilmiştir. PCR 

ürünleri BseGI (BtsCI) restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim ürünleri %2’lik jel üzerinde 

görüntülenmiştir. Elde edilen görüntü Şekil 4.2’de yer almaktadır. Enzim kesimi gerçekleşen 

ürünler 196 ve 69 bç’lik iki fragmente ayrılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1: FokI PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü. 
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Şekil 4.2: FokI restriksiyon kesimi ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü. 

 

4.2. APAI POLİMORFİK BÖLGESİNİN ANALİZİ 

ApaI polimorfik bölgesi ApaIF ve ApaIR primerleri ile sınırlandırılarak PCR ile 

çoğaltılmış ve Şekil 4.3’de belirtilen 740 bç’lik amplifikasyon ürünü elde edilmiştir. PCR 

ürünleri ApaI restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim ürünleri %2’lik jel üzerinde incelenmiştir. 

Elde edilen görüntü Şekil 4.4’de yer almaktadır. Enzim kesimi gerçekleşen ürünler 530 ve 210 

bç’lik iki fragmente ayrılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3: ApaI PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü. 
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Şekil 4.4: ApaI restriksiyon kesimi ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü. 

 

4.3. TAQI POLİMORFİK BÖLGESİNİN ANALİZİ 

TaqI polimorfik bölgesi TaqIF ve TaqIR primerleri ile sınırlandırılarak PCR ile 

çoğaltılmış ve Şekil 4.5’de belirtilen 716 bç’lik amplifikasyon ürünü elde edilmiştir. PCR 

ürünleri TaqI restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim ürünleri %2’lik jel üzerinde incelenmiştir. 

Elde edilen görüntü Şekil 4.6’de yer almaktadır. Enzim kesimi gerçekleşen ürünler 512,311 ve 

204 bç fragmentlere ayrılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5: TaqI PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6: TaqI restriksiyon kesimi ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü. 
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4.4. GENOTİPLEME BULGULARI 

Hasta ve kontrol gruplarına ait FokI genotip ve allel dağılımları Çizelge 4.1’de 

görülmektedir. Hasta ve kontrol grupları arasında FokI genotipleri ve allelleri açısından anlamlı 

bir fark tespit edilmiştir. Homozigot CC genotipine sahip hasta bireylerin (15,6%) frekansında 

kontrol grubuna (5%) göre anlamlı bir fark olduğu (p: 0,019 x2: 7,83) tespit edilmiştir. Allelik 

değerlendirmede ise C alleline sahip bireylerin frekansının hasta grubunda (32,03%) kontrole 

(30%) göre anlamlı bir farklılık olmadığı tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.1: OSB ve Kontrol gruplarına ait FokI genotip ve allel dağılımlar 

 

Hasta ve kontrol gruplarına ait ApaI genotip ve allel dağılımları Çizelge 4.2’de 

görülmektedir. Hasta ve kontrol grupları arasında ApaI genotipleri ve allelleri açısından 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmiştir. Homozigot TT genotipine sahip hasta 

bireylerin (7,8%) frekansının kontrol grubuna (4%) göre anlamlı olduğu bulunmuştur (p: 0,039 

x2: 6,48). T alleline sahip bireylerin frekansının hasta grubunda (38,28%) kontrole (26,5%) göre 

anlamlı olarak yüksek olduğu bulunmuştur (p: 0,02 x2: 5,055). 

Çizelge 4.2: OSB ve kontrol gruplarına ait ApaI genotip ve allel dağılımları 

 

 

 OSB Grubu Kontrol Grubu   

 n % n % X2 P 

Genotip       

TT 33 51,56 45 45   

TC 21 32,81 50 50   

CC 10 15,62 5 5   

     7,83 0,019 

Allel       

T 87 67,96 140 70   

C 41 32,03 60 30   

     0,15 0,697 

 OSB Grubu Kontrol Grubu   

 n % n % X2 P 

Genotip       

GG 20 31,25 51 51   

GT 39 60,94 45 45   

TT 5 7,81 4 4   

     6,48 0,039 

Allel       

G 79 61,72 147 73,5   

T 49 38,28 53 26,5   

     5,055 0,024 
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Hasta ve kontrol gruplarına ait TaqI genotip ve allel dağılımları Çizelge 4.3’de 

görülmektedir. Hasta ve kontrol grupları arasında TaqI genotipleri ve allelleri açısından 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmiştir. Homozigot CC genotipine sahip hasta 

bireylerin (12,5%) frekansı kontrol grubuna (9%) göre anlamlı olduğu bulunmuştur (p: 0,037 

x2: 6,58). C alleline sahip bireylerin frekansının hasta grubunda (37,5%) kontrole (25,5%) göre 

anlamlı olarak yüksek olduğu bulunmuştur (p: 0,02 x2: 5,33). 

Çizelge 4.3: OSB ve kontrol gruplarına ait TaqI genotip ve allel dağılımları 

 

OSB hastaları arasında ApaI, TaqI ve FokI genotiplerinin OSB düzeylerine göre 

dağılımı Çizelge 4.4, 4.5 ve 4.6’ da gösterilmiştir. Hastaların OSB düzeylerine göre dağılımları 

incelendiğinde ApaI, TaqI ve FokI genotipleri ve düzeyler arasında anlamlı bir ilişki tespit 

edilememiştir.  

Çizelge 4.4: OSB hastaları arasında ApaI genotiplerinin düzeylere göre dağılımı 

Düzey GG GT TT 

Hafif 3 4 0 

Orta 3 3 0 

İleri 2 8 0 

Atipik 3 11 3 

 

Çizelge 4.5: OSB hastaları arasında TaqI genotiplerinin düzeylere göre dağılımı 

Düzey TT TC CC 

Hafif 5 1 1 

Orta 5 2 0 

İleri 4 6 0 

Atipik  4 8 5 

 

Çizelge 4.6: OSB hastaları arasında FokI genotiplerinin düzeylere göre dağılımı 

Düzey  TT TC CC 

Hafif 3 1 3 

Orta  1 4 1 

İleri 4 4 2 

Atipik 9 6 2 

 OSB Grubu Kontrol Grubu   

 n % n % X2 P 

Genotip       

TT 24 37,5 58 58   

TC 32 50 33 33   

CC 8 12,5 9 9   

     6,58 0,037 

Allel       

T 80 62,5 149 74,5   

C 48 37,5 51 25,5   

     5,33 0,02 



28 

 

 

4.5. BAĞLANTI ANALİZİ SONUÇLARI 

Rs731236, rs7975232 ve rs2228570 polimorfizmleri arasındaki ilişki bağlantı 

dengesizliği açısından incelendiğinde Çizelge 4.7’deki r2 değerleri elde edilmiştir. Bu sonuçlara 

göre incelenen polimorfizmler bağlantı dengesizliği içerisinde değillerdir ve birbirleri için 

belirteç varyant olarak kullanılmaları mümkün değildir. Yapılacak çalışmalarda her birinin ayrı 

ayrı genotiplenmesi gerekmektedir.  

 Çizelge 4.7: Varyantların bağlantı eşitsizliği için r2 değerleri 

 

Şekil 4.7: Varyantların bağlantı eşitsizliği için r2 değerleri grafiği.  

 

Renkler beyazdan koyu kırmızıya doğru ilerlemekte ve beyazdan kırmızıya gidildikçe 

bağlantı eşitsizliği artmaktadır. Grafiğin ortasındaki kırmızı kutucuklar varyantların kendileri 

ile karşılaştırmalarının sonuçlarını gösterdiği için tam eşitsizlik görülmektedir. 

 

SNP rs 731236 rs 7975232 rs 2228570 

rs 731236 1 0,121 0,001 

rs 7975232 0,121 1 0 

rs 2228570 0,001 0 1 
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4.6. LOJİSTİK REGRESYON SONUÇLARI 

Çizelge 4.8: Allelik, Ressesif ve Dominant grupların karşılaştırılması 

 

  

   

SNP T / C 

(Alelik) 

TT/ TC (TT+TC)/ CC 

(resesif) 

TT/ (TC + CC) 

(Dominant) 

Sonuç 

 

rs 731236 

(TaqI) 

1.753 

[1.086-

2.829] 

 

2.343 

[1.187-

4.627] 

 

2.148 

[0.741-6.229] 

 

2.302 

[1.210-4.379] 

 

OR 

5.33 6.13 2.04 6.56 X2 

0.02092  0.01331 0.15348 0.01043 p 

 

rs 2228570 

(FokI) 

T/ C 

(Alelik) 

TT/ TC (TT+TC)/ CC 

(resesif) 

TT/ (TC + CC) 

(Dominant) 

Sonuç 

1.100 

[0.681-

1.775] 

0.573 

[0.290-

1.130] 

2.727 

[0.852-8.732] 

0.769 

[0.410-1.442] 

OR 

0.15 2.61 3.00 0.67 X2 

0.69748  0.10641 0.08311 0.41171 p 

 

rs 7975232 

(ApaI) 

G/ T 

(Alelik) 

GG/ GT (GG+GT)/ TT 

(resesif) 

GG/ (GT + TT) 

(Dominant) 

Sonuç 

1.720 

[1.070-

2.766] 

2.210 

[1.129-

4.326] 

3.188 

[0.776-13.093] 

2.290 

 [1.186-4.422] 

OR 

5.06 5.44 2.79 6.20 X2 

0.02454  0.01966 0.09495 0.01277 p 
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 TARTIŞMA 

 

Otizm Spektrum Bozukluğu çocuklarda yaşamın ilk 3 yılında tespit edilebilen, 

tekrarlayan davranışlar ve sosyal iletişim sorunlarıyla karakterize nörogelişimsel bir hastalıktır. 

Hastalığın etiyolojisinin aydınlatılamamasıyla birlikte vakaların yalnızca %10 ila %35’de 

bilinen majör risk faktörleri tespit edilebilmiştir. Kalan vakaların daha çok sporadik olduğu 

düşünülmektedir (30). 

Son zamanlarda gerçekleştirilen hayvan çalışmaları ve klinik çalışmalar D vitamini ve 

VDR ile ilgili sorunların nörogelişimsel hastaların ortaya çıkmasına sebep olduğunu 

göstermiştir (24,56). OSB’nin nörogelişimsel bir hastalık olarak kabul edilmesi ile VDR ve 

OSB arasındaki ilişki araştırılmaya başlanmıştır. Yakın zamanlarda yapılan kısıtlı sayıdaki 

çalışmalar VDR polimorfizmleri ve OSB arasında bir ilişki olabileceğini göstermektedir 

(9,71,72). Fakat çalışma sayısının az olması sebebiyle bu ilişki tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Farklı nörogelişimsel bozukluklarda yüzlerce penetran risk lokusu tanımlanmıştır ve 

bunlar genellikle bir veya daha fazla gen içerebilen nadir (<%1 frekans) kopya sayısı 

varyasyonlarını (CNV'ler) içerir. Monozigotik (MZ) ikiz çiftlerin, genomik bilgilerinin 

%100'ünü paylaştığı düşünülmektedir. Bununla birlikte, son zamanlarda hem tipik gelişmekte 

olan hem de klinik olarak uyumsuz MZ çiftlerinde postzigotik somatik varyantlar şeklindeki 

genetik farklılıklar bildirilmiştir (73). Ancak, literatürde dizigotik ikizlerle ilgili genomik 

bilginin ne kadarının paylaşıldığı açık değildir.   

Steroid bir hormon olan D vitamin ve D vitamin metabolizmasının düzenlenmesinde 

büyük bir rolü olan vitamin D reseptör genin beyin gelişimde önemli bir rolü olduğu yapılan 

çalışmalar ile ortaya konulmuştur. D vitaminin işlevleri yerine getirebilmesi için VDR’ lere 

bağlanması gerekmektedir. D vitamin reseptörünün bütün memelilerin beyin hücrelerinde 

bulunduğu hayvan çalışmaları ile keşfedilmiştir. Beyinde VDR varlığı ilk kez sıçanlar ile 

gerçekleştirilen bir çalışma ile ortaya çıkarılmış ve VDR ekspresyonun erken embriyonik 

dönemde beynin gelişimi sırasında gerçekleştiği gösterilmiştir (57). Araştırmalar sonucunda, 

VDR proteininin, hipotalamus, serebellum, bazal ganglionlar, amigdala hipokampus, koku 

sistemi ve serebral korteks (zamansal, parietal, siyonik) bölgeler gibi sıçan ve insan beyninin 

birçok alanında mevcut olduğu bulunmuştur (16,24,74). Bu sebeple VDR geninde meydana 

gelen değişikliklerin nörogelişimsel hastalıklar ile ilişkisi olabileceği düşünülmektedir. 
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OSB’li bireylerde kopya sayısı değişikliklerinin ve genomik değişikliklerin tespiti 

amacıyla mikrodizileme yöntemi ile çeşitli çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Çalışmalara tek gen 

mutasyonları sebebiyle otizm tespit edilen aileler ve otizmin sporadik olarak ortaya çıktığı 

aileler dahil edilmiştir. Sebat ve arkadaşları otizmli 165 hasta ile gerçekleştirdikleri çalışmaya 

simpleks ailelerden 118 bireyi ve multipleks ailelerden 47 bireyi kontrol grubu ile 

karşılaştırarak incelemiştir. Çalışma yöntemi olarak DNA problu kromozomal mikrodizileme 

ve karşılaştırmalı genomik hibridizasyon yöntemlerini kullanmışlardır. Simpleks ailelerde 

otizmli bireylerin %10’un da CNV’lerin varlığı tespit edilmiştir. Multipleks ailelerde ise 

bireylerin %3’ünde tespit edilmiştir (75).  

Schmidt ve arkadaşları anne, baba ve çocukları dahil ettikleri popülasyon temelli 

CHARGE (Genetik ve Çevre Kaynaklı Çocukluk Çağı Otizm Riskleri) vaka kontrol 

çalışmasında VDR geni üzerindeki SNP'leri incelemişlerdir. Elde ettikleri sonuçlarda 

rs731236'daki paternal CC genotipinin ve rs1544410'un AA genotipinin, tek tek veya 

kombinasyon halinde, OSB için artan bir risk ile anlamlı şekilde ilişkili olduğunu göstermiştir. 

Bizim bulgularımızda bu çalışmayı destekler niteliktedir (22).  

2017 yılında Coşkun ve arkadaşları tarafından VDR genindeki SNP'leri tespit amacı ile 

Türk popülasyonundan OSB'li 237 çocuk ve 243 sağlıklı kontrolün dahil edildiği çalışma 

gerçekleştirilmiştir. Çalışma sonucunda elde edilen veriler TaqI'nın CC genotipinin, FokI'nın 

TT genotipinin, çocukluk dönemi OSB riskinin artmasıyla önemli ölçüde ilişkili olduğunu 

göstermiştir. ApaI genotipinin, çocukluk çağı OSB'si için önemli bir risk faktörü olmadığı ifade 

edilmiştir  (71). Bizim çalışmamızda Coşkun ve arkadaşlarının bulguları ile benzer sonuçlar 

elde edildi. Biz de elde elde ettiğimiz bulgulara göre FokI ve TaqI genotiplerinin ve TaqI allel 

frekasının OSB ile ilişki bir risk faktörü olduğunu düşünmekteyiz. Ancak Coşkun ve 

arkadaşlarının yaptıkları çalışmada ApaI genotipi ve allel frekansı ile OSB arasında bir ilişki 

tespit edilememesine karşın çalışmamızda hasta grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında 

anlamlı bir fark elde edilmiştir (p değeri: 0,037). Literatürde postzigotik de novo CNV’lerin 

tipik olarak tükürük veya kandan türetilen genomik DNA'da nadir olduğu ve ikizlerde bulunan 

örneklerde nörogelişimsel bozuklukların uyumsuzluğunun uyumsuz CNV'ler tarafından 

açıklanamadığı ifade edilmektedir (73).İkizlerle yapmış olduğumuz bu çalışmada CNV’lerin 

ikiz olmayan hastalara göre uyumsuzluğu düşünülerek, sonuçlarımızın çalışma başlığımız ile 

ilgili farklılığını bu bölge itibarıyla ortaya koyduğumuz kanaatindeyiz. Rs1544410-rs731236-

rs2228570-rs7975232'nin haplotip GTTT sıklığı, OSB'li çocuklarda kontrollere göre anlamlı 
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derecede yüksek bulunmuştur. ATCG ve GTCT haplotiplerinin sıklığının, OSB'li çocuklarda 

sağlıklı kontrollere göre istatistiksel olarak daha düşük olduğu tespit edilmiştir. 

Zang ve arkadaşları 2017 yılında yaptıkları çalışma ile Çin Han popülasyonunda VDR 

geninde rs731236’nın CT genotipinin ve C allelinin artan çocukluk çağı OSB riski ile ilişkili 

olduğunu bildirmiştir. OSB’li çocuklar ve kontrol grupları arasında rs1568820, rs1544410 ve 

rs2228570 SNP’lerinin genotipleri ve allel frekansları arasında ise anlamlı bir fark tespit 

edilememiştir (9). Bizim çalışmamızın sonuçları bu çalışma sonuçları ile örtüşmemektedir. 

Yapısal farklılıklar veya kopya sayısı farklılıkları, incelenen genomun referans genomdan uzun 

diziler (>50bp) olarak farklı olduğu bölgelerde meydana gelir. Bu sonuçlar ile SNP’lerin 

popülasyonlara göre farklılık gösterdiği tespit edilmiştir.  
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 SONUÇLAR 

 

Bu çalışmada otizm spektrum bozukluğu görülen çocukluk çağı dizigotik ikiz 

olgulardan oluşan bir Türk popülasyonunda VDR geninin üç ayrı varyantındaki tek nükleotid 

değişimleri incelendi ve hastalık oluşumu ile ilişkileri belirlendi. Genotipik değerlendirme 

sonuçlarımız FokI (rs2228570 T/C) genotipleri açısından hasta grubunda mutant CC genotipi 

taşıma frekansının, ApaI (rs7975253 G/T) genotipleri açısından hasta grubunda mutant TT 

genotipi taşıma frekansının ve TaqI (rs731236 T/C) genotipleri açısından hasta grubunda 

mutant CC genotipi taşıma frekansının kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde yüksek olduğunu 

göstermiştir (p: 0,019, p: 0,039, p: 0,037). SNP'lerin allel frekansları açısından bakıldığında ise 

ApaI (rs7975253 G/T) ve TaqI (rs731236 T/C) allel frekanslarının OSB olan dizigotik 

hastalarla sağlıklı kontroller arasında istatistiksel açıdan anlamlılık gözlenirken FokI 

(rs2228570 T/C) varyantı için hasta ve sağlıklı bireyler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark olmadığı tespit edildi.  

Literatürde yer alan ikiz çalışmaları bazı niceliksel anlaşmazlıklara rağmen OSB’larının 

önemli ölçüde kalıtsallığını göstermiş, böylece geniş çaplı genetik çalışmaları motive etmiştir. 

Biz de buradan yola çıkarak yaptığımız çalışmada OSB’li dizigotik ikizlerde VDR geninde bazı 

varyantların hastalığa yatkınlık oluşturduğunu ortaya koyduk. Özellikle ApaI bölgesindeki tek 

nükleotid değişimlerinin dizigotik OSB’li hastalarda hastalığa yatkınlık oluşturduğunun ortaya 

konması literatüre önemli bir katkıdır. Öte yandan bir Türk popülasyonunda yapılan bu çalışma 

dizigotik bireylerde VDR genine ait TaqI, FokI ve ApaI gen bölgelerini içeren ve bu üç bölgenin 

birlikte araştırıldığı ilk çalışma olması bakımından önemlidir. Çalışma grubu bir polimorfizm 

çalışması için az sayıda gibi görünmekle birlikte çalışma dizigotik OSB’li çocuklar üzerinde 

yapılmış olup, çalışma öncesinde yapılan güç analizine göre kontrol grubu için gerekli olan 

sayıdan daha fazla gönüllü çalışmaya dahil edilmiştir. Bununla birlikte CNV’lerin monozigotik 

ikizlerde %100 aktarıldığı bilgisine dayanılarak çalışmanın monozigotik OSB’li hastalarda 

yapılmasının patofizyolojisinin net olarak ortaya konması açısından yararlı olacağını 

düşünmekteyiz.       
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