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OZET

“OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU OLAN iKiZLERDE
KOPYA SAYISI DEGiSiKLIKLERININ
VITAMIN D RESEPTORU ILE ILISKiSININ ARASTIRILMASI”

Amag: Otizm spektrum bozuklugu (OSB), tiim diinyada yaklagik 1/59 siklikla goriilen
norogelisimsel bir bozukluktur. Hastalik genellikle yasamin ilk ii¢ y1l1 olan bebeklik doneminde
ortaya ¢ikmaktadir. D vitamini metabolizmasi, katabolizmasi ve transportu ile ilgili genlerdeki
varyasyonlarin otizm spektrum bozukluklarinin potansiyel bir risk faktérii oldugu
diisiniilmektedir. Otizm etiyolojisinin aydinlatilmasi i¢in yapilan ikiz arastirmalari, kopya
sayis1 degisiklikleri (CNV) ve genom boyu iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) otizm spektrum
bozuklugunun etiyolojisinde genetik faktorlerin 6nemli bir rol oynadigina dair giiclii kanitlar
sunmaktadir. Ancak ¢ogu hastada hastaligin altinda yatan genetik neden bilinmemektedir. Bu
calismada, CNV degisikliklerine bagli olarak VDR geninin OSB’li ikizlerdeki varyant
analizlerini yaparak hastalik olusum mekanizmalarinin aydinlatilmas1 amaglanda.

Gerec ve Yontemler: Calismaya 64 otizm spektrum bozukluguna sahip dizigotik ikiz
hasta ve 100 saglikli birey dahil edilmistir. Periferik kan 6rneklerinden, genomik DNA izole
edildi. Spektrofotometrik 6lgiimleri yapilan DNA’larin Apal, Taql ve Fokl bolgelerine 6zgii
tasarlanmis primerler ile PCR islemi gergeklestirildi. Uygun enzimler ile RFLP islemi
gerceklestirilerek genotipleme yapildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde kategorik verilerin
karsilastirilmasi i¢in Ki-Kare Testi ve ilgili bolgelerin lokalizasyonuna bagl olarak da lojistik
regresyon ve haplotip analizi yapildi.

Bulgular: Calismamiza gore Fokl (rs2228570 T/C) genotipleri agisindan hasta
grubunda mutant CC genotipi tagima frekansi, Apal (rs7975253 G/T) genotipleri agisindan
hasta grubunda mutant TT genotipi tasima frekans1 ve Taql (rs731236 T/C) genotipleri
acisindan hasta grubunda mutant CC genotipi tagima frekansi kontrol grubuna gore anlamli

farklilik gostermistir (p:0,019, p:0,039, p:0,037).



Sonuc: Bu calismada OSB goriilen ¢ocukluk ¢agi dizigotik ikiz olgulardan olusan bir
Tiirk popiilasyonunda VDR geninin ii¢ ayr1 varyantindaki tek niikleotid degisimleri incelendi
ve hastalik olusumu ile iligkileri belirlendi. Genotipik olarak her ii¢ bolge i¢cinde hastalarin
kontrollere oranla istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi ortaya kondu. SNP'lerin allel
frekanslar1 agisindan bakildiginda ise Apal ve Taqgl allel frekanslarinin OSB olan dizigotik
hastalarla saglikli kontroller arasinda istatistiksel agidan anlamlilik gézlenirken Fokl varyanti

icin hasta ve saglikli bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Otizm spektrum bozuklugu, VDR polimorfizm, ikiz ¢calismalar



ABSTRACT

“INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIiP BETWEEN THE NUMBER OF
COPY DIFFERENCES WITH THE VITAMIN D RECEPTOR iN TWINS WIiTH
AUTISM SPECTRUM DiSORDERS”

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 Fokl(rs2228570 T / C), the frequency of the variant TT genotype of
Apal(rs7975253 G / T) and the frequency of the variant TT genotype of Taql(rs731236 T / C)
was significantly higher than control group (p: 0,019, p: 0,039, p: 0,037).



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 Apal
and Taql 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 Fokl variant.

Key Words: Autism spectrum disorder, VDR polymorphism, Twin studies
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1. GIRIS VE AMAC

Otizm spektrum bozuklugu (ASD, OSB), tiim diinyada yaklasik 1/59 siklikla goriilen
norogelisimsel bir bozukluktur. Hastalik genellikle yagamin ilk ii¢ y1l1 olan bebeklik doneminde
ortaya ¢ikmaktadir (1). Azalmis sosyal iliski, iletisim sorunlari ve stereotipik davraniglar
ASD’nin tipik klinik 6zellikleridir ve norokimyasal ve genetik faktorlerin ndérobiyolojisine
dahil oldugu diistiniilmektedir (2). Amerikali cocuk psikiyatristi Dr. Leo Kanner 1943 yilinda
11 ¢ocugun davranisin tarif ettii bir makale yaymlamis ve makalesinde ilk kez "otistik"
tanimini kullanmustir (3). Otizm (ya da otistik bozukluk) giiniimiizde Mental Bozukluklarin
Tamisal ve Istatistiksel Kilavuzu’na (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder V,
DSM-V) gore yaygin gelisimsel bozukluklar (YGB) baslig altinda incelenen bir bozukluktur
(4,5). Otistik bozuklularin tanisinda DSM-V, ICD (Uluslararas1 Hastalik Siniflandirilmasi) ve
WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan belirlenen 6lgiitler esas alinmakla birlikte DSM-V
kriterleri yaygin olarak kabul gormektedir (6).

OSB, ctiyolojisinde genetik, epigenetik ve ¢evresel faktdrlerin rol aldigi kompleks bir
hastaliktir (7). OSB gibi kompleks hastaliklar Mendeliyen hastaliklar gibi diizenli kalitim
gostermemektedir (7,8). Glinimiizde gergeklestirilen calismalar ile olgularin birgogunda
genetik etiyolojiyi aydinlatmaya yonelik deliller saptanmistir. Ikiz calismalari ile elde edilen
bulgular monozigot ve dizigot ikizler arasinda konkordans oranlarinda biiytik bir fark oldugunu
gostermektedir ve sonuglar hastaligin kardesler arasinda tekrarlanma riskinin toplum riskine
gore yliksek oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Otizm erkek ¢ocuklarda kiz ¢ocuklarina oranla 4 kat
daha fazla gozlenmektedir. Yapilan aile ve ikiz ¢aligmalar1 otizmin %90 oraninda kalitsal
komponentinin oldugunu gostermistir (9). Otizm etiyolojisinde yer alan genetik nedenler;
kromozom anomalileri (~%5), kopya sayisit degisiklikleri (%10-20), Klinik Dbelirtileri
kapsaminda otizm bulgularinin yer aldig1 ve tek gen mutasyonlarinin neden oldugu genetik
sendromlar (~%35) olarak siralanabilir (10). Bu hastaliklarin genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasinda karyotip analizleri ile tanimlanan kromozomal diizensizlikler, mikro-array
tabanli kopya sayis1 degisiklikleri (copy number variations=CNV) calismalar1 ve genom boyu
iliskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS) 6nemli yaklagimlar olmustur (11,12). Bugiine kadar bir¢ok
gen bu yontemlerle OSB ile iligkilendirilmistir ve iliskilendirilmeye devam etmektedir (11).
OSB ile iliskilendirilmis baz1 genler ve lokuslar, zeka geriligi, epilepsi, sizofreni, dikkat

eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu gibi pek ¢ok hastalikla da iliskilendirilmistir (13). Bu



calismalar OSB’nin genetik etiyolojisinin ¢ok karmasik oldugunu, baglanti gdsterilen
bolgelerdeki genlerin mutasyonlarinin kisinin genetik yapisi dolayisiyla farkli klinik tablolar
ortaya ¢ikarabilecegini gostermektedir (5).

D vitamini endokrin sistem, kemik ve kalsiyum homeostazi kontoliiniin merkezinde yer
alan, hiicre ¢cogalmasi, kalsiyum emilimi ve hiicre farklilagmasini diizenleyen bir hormondur.
Aktif formu 25-dihidroksivitamin D3’tiir (kalsitriol) ve tiim genomik aktivitelerini VDR
vasitastyla gerceklestirir. (14). D vitamini diyetle aliabilen bir steroid hormondur. insanlarda
D vitamini i¢in ana kaynak deridir ve ciltte D vitamininin sentezi giines 151811 gerektirir. D
vitamini beyin, sinir gelisimi ve antioksidan mekanizmalar i¢in énemlidir. Beyin omurilik
stvist, beyinde D vitamini sentezinde yer alan D vitamini ve enzimleri igerir (15,16).

Vitamin D reseptor (VDR) geni dokuz ekson, sekiz intron igerir ve 12q13.1 kromozomal
lokalizasyonda yer alir. Cesitli VDR polimorfizmleri fonksiyoneldir ve gen ekspresyonunu
etkiler. Bunlar, baglangi¢ kodonunda bulunan Fokl ve Bsml, Apal ve 3'- kodlanmayan bolgede
(3'UTR) yer alan Taql polimorfizmleridir. Bu polimorfizmlerin hepsi, VDR mRNA'sinin
stabilitesinin diizenlenmesinde yer alir (16-18). Genin promoter bdlgesinde yer alan Cdx2
polimorfizmi, kalsiyum emilimini etkileyebilen transkripsiyon aktivitesi ile iliskilendirilmistir.
VDR polimorfizmleri bazi néropsikiyatrik hastaliklarla iliskilendirilmistir (18-21). Bununla
birlikte, OSB i¢in sadece sinirli veriler mevcuttur (22).

Psikiyatrik bozukluklar ve diisiik D vitamini diizeyleri arasinda gilines 1s18ina maruz
kalma, cilt pigmentasyonu, dogum mevsimi ve yer enlemi ile iliskili faktorler arasinda bir iliski
kurulmustur  (23). D vitamini diizeylerinin  belirlenmesinde, metabolizmasinda,
katabolizmasinda ve transportunda veya D vitamini baglanmasinda rol oynayan genlerdeki
herhangi bir varyasyon otizm i¢in potansiyel bir risk faktorii olabilecegi diistiniilmektedir (24).
Bu nedenle, vitamin D reseptorii (VDR) dahil olmak iizere D vitaminin aracilik ettigi sinyal
yollarinin stabilitesi de beyin gelisimi i¢in 6nemli olabilir (23). VDR, embriyonik gelisim
sirasinda beynin cesitli boliimlerinde eksprese edilir ve D vitamininin aktif formu, VDR
araciligiyla gesitli hedef genleri aktive eder (16). Bu calismada amacimiz OSB’li ikiz

cocuklarda VDR polimorfizmlerinin hastaligin olusumu ve prognozu ile iligkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. OTiZM SPEKTRUM BOZUKLUGU (OSB)

2.1.1 Tamm ve Tarihce

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) ¢ocuklarda yaygin olarak goriilen nérogelisimsel bir
bozukluktur. Bu bozukluk yas ile uyumlu olmayan davranislar, yetersiz sosyal iletisim ve
basmakalip motor hareketler ile tanimlanmaktadir (25).

Otizm tanimi ilk olarak Leo Kanner tarafindan 1943 yilinda 11 ¢ocuk hasta lizerinde
yuriitiilen bir calisma sonucunda ortaya c¢ikmistir. Kanner c¢ocuk hastalarin bebeklik
donemlerinden baslayarak diger insanlar ile iletisim kurmada asir1 derecede yetersiz olduklarini
tespit etmistir. Ayrica ¢ocuklarda dil gelisiminde yetersizlik, duyusal hassasiyet ve tekrarlayan
davraniglarin gortildiigiinii de belirtmistir (3,26).

Kanner otizmli ¢ocuklarin tanisinda temel 6lgiit olarak kullanilabilecek bazi kriterler
One siirmiistiir. Bu kriterler gliniimiizde de gegerliligini korumaktadir (3);

1. Baska bireylerle sosyal iliski kuramama
Konusma ve dil gelisiminde aksakliklarin olmasi
Konusmayi iletisim kurmada kullanmama
Ekolali gésterme egilimi

Kisi zamirlerini kullanamama

o a ~ wD

Rutin davraniglarda 1srarci olma
7. Stereotipik hareketlerin varligi

Kanner’in ¢aligmalarindan bagimsiz olarak yaklasik bir yil sonra, modern anlamda
“otizm” kelimesi Avusturyali hekim Hans Asperger tarafindan da kullanilmistir. Asperger
Viyana {niversitesi hastanesinde c¢alisirken, iletisim kurmakta zorluk c¢eken, empati
gosteremeyen, beden dilini anlamayan ve sesler veya sozlii ifadeler bakimindan zayif bir dili
olan, normal ve bazen daha yiiksek zekaya sahip ¢ocuklar1 gbzlemlemistir. Bu gdzlemler
sonucunda Asperger sendromunu tanimlamistir (27). Asperger sendromu, bireylerin normal bir
dil gelisimi ve normal/iistiin zeka gelisimine sahip olmasi ile otizmden ayrilmaktadir (28).

1940’11 yillarda psikiyatristler ve psikanalistler otistik davraniglari cocukluk sizofrenisi
ile iligkilendirmistir. Fakat hem Kanner hem de Asperger tanimladiklar1 bozukluklarin ¢ocuk
sizofrenisi ve zihinsel engellilikten farkli bir durum oldugunu ayirt etmede dikkatli davranarak

caligmalarinda otizmi bu durumlardan ayirmayi basarmislardir. 60 ve 70 yillarinda yapilan



calismalarla otizm ¢ocukluk sizofrenisi kavramindan tamamen ayrilmistir. Bilimsel kanitlar
otizmin noérobiyolojik bir bozukluk oldugunu ortaya koymustur. Bu calismalar1 takiben
gergeklestirilen noropatolojik ve nororadyolojik calismalar otizmde beyin bozukluklariin
varligini desteklemektedir (27,28).

Otizm tanist ilk olarak 1980 yilinda Zihinsel Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El
Kitab1 [II’te (DSM-III) “Yaygin Gelisimsel Bozukluklar” bagligr altinda yer almistir. 1987
yilinda ¢esitli diizenlemeler gergeklestirilerek yayinlanan DSM III-R’de YGB baslig1 altinda
“Otistik Bozukluk” ve “Baska Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel bozukluk” (YGB-
BTA) tanilar1 yer almistir. 1994 yilinda DSM IV ve metin revizyonu gerceklestirilerek
yaymlanan DSM-IV-TR versiyonunda ise Otistik bozukluk, Yaygin Gelisimsel bozukluk,
Atipik Otizm, Asperger bozuklugu ve Rett sendromu dahil olmak iizere bes alt kategoriyle
yaygin gelisimsel bozukluklara “semsiye” yaklagimi getirilmistir (28).

Son olarak 2013 yilinda yaymlanan DSM-V’de, otizm spektrum bozuklugunun tani
kriterleri; sosyal iletisim ve etkilesimde bozukluk ve smirli, tekrarlayan davranis durumlari
basliklar1 altinda toplanmistir. Bu belirtilerin erken g¢ocukluk doneminde ortaya g¢ikmasi
gerekligine vurgu yapilarak Asperger sendromu, YGB-BTA ve Yaygin Gelisimsel Bozukluk
baslig1 altinda yer alan diger durumlar kitapg¢iktan cikartilmistir. Tanimlama igin gerekli
medikal testlerin yapilmasi, zihinsel yeterlilik diizeyinin ve dil gelisim durumunun belirtilmesi
gerekli kilinmistir (6,29).

OSB tiim etnik, 1rksal ve ekonomik gruplarda goriilebilmektedir. Omiir boyu siirecek
bir hastalik olmasina ragmen tedaviler ve alinan hizmetler ile hasta bireyin semptomlarinda ve
islevlerinde gelismeler olabildigi goriilmiistiir (30)

2.1.2 Otizm Spektrum Bozuklugu Tam Kriterleri ve Semptomlari

Otizm Spektrum Bozukluklarmin teshisi uygun bir biyobelirte¢ bulunamadigindan
davranigsa dayali olarak yapilmaktadir. Tani konulabilmesi i¢in yaygin olarak Amerikan
Psikiyatri Birligi tarafindan olusturulan zihinsel bozukluklarin tanisinda kullanilan bir rehber
olan DSM-V kriterleri kullanilmaktadir (31). Son yillarda yapilan galigmalar ile DSM-V’ te yer

alan tani1 kriterleri ile hastalarin klinikte %60‘inin tan1 alabildigini ortaya konmustur (32).



Cizelge 2.1: DSM-V, OSB Tam Olgiitleri

A. Simdi veya gecmiste farkhh sekillerde goriilen toplumsal iletisim ve toplumsal
etkilesimde siirekli yetersizligin olmasi.

=  Toplumsal-duygusal karsilik vermedeki yetersizlik

= Toplumsal etkilesim i¢in kullanilan sézel olmayan iletisimsel davraniglarda yetersizlik

» liskileri, gelistirmekte, devam ettirmekte ve anlamakta giicliik

B. Asagida yer alan Kriterlerin en az ikisinin varhg: ile kendini gosteren, su an veya
gecmiste simirly, tekrarlayici davramslar, ilgiler ya da etkinlikler.

= Basmakalip veya tekrarlayict motor hareketler, obje kullanimi veya konusma.

*  Aym olmakta 1srar, rutine siki sikiya bagli olma veya ritiiellesmis s6zel ve sdzel olmayan
davranislar.

= Konu veya yogunluk agisindan anormal olan sinirli, sabitlenmis ilgiler.

= Duyusal olarak asir1 ya da az duyarlilik veya ¢evrenin duyusal boyutuna asiri ilgi.

1. Belirtiler gelisimin erken evrelerinde mevcut olmali.

Belirtiler sosyal, mesleki ve baska 6nemli alanlarda klinik olarak anlamh diizeyde
bozukluga yol acmalhdir.

3. Bu bozukluk zihinsel yetersizlik veya genel gelisimsel gerilik sebebi ile olmamahdir.
Zihinsel yetersizlik ve OSB siklikla bir arada goriilmektedir ancak OSB ve zihinsel
engellilik tanis1 konulmasi icin sosyal iletisimsel diizeyin genel gelisimin altinda olmasi
gerekmektedir.

Not: DSM-IV’e gore otistik bozukluk, Asperger bozuklugu ve YGB-BTA tanisi almis olanlara OSB
tanist verilmelidir. Sosyal iletisimsel alanda problem olan ancak OSB tanisi almayanlar sosyal
(pragmatic) iletisimsel bozukluk agisindan degerlendirilmelidir.

- Zihinsel yetersizligin eslik edip etmedigini,

- Dil yetersizliginin eslik edip etmedigini

- Bilinen bir genetik, tibbi veya ¢evresel faktoriin eslik edip etmedigini,

- Bagka norogelisimsel, ruhsal veya davranigsal durumlarin olup olmadigini,

- Katatoni’nin eslik edip etmedigini belirtilmelidir.




DSM-V’ te otizm spektrum bozuklugundan etkilenmenin {i¢ diizeyi yer almaktadir

(25,33).

Cizelge 2.2: Otizm spektrum bozuklugundan etkilenme diizeyleri (26).

Sosyal etkilesime
goriinebilir.

ilgi azalmig gibi

Ciddiyet Diizeyi Sosyal iletisim Sinirly, tekrarlayan davranmslar
Sozel ve sozel olmayan sosyal | Davranislarda esnekligin olmamasi
iletisimdeki agir yetersizlikler Degisiklige uyum saglamada asir1 giicliik

) Islevsellikte 6nemli bozukluklara ya da iglevselligin tiim alanlarini olumuz
5 D‘{ZGY 3 Cok smurli diizeyde sosyal etkilesim | yonde etkileyen diger siirli/tekrarlayan
“Agir duz.ey d@stek baglatmaya davraniglar
gereksinimi Baskalarindan gelen sosyal uyaranlaraen | Odak noktasin1  ya da eylemini
az diizeyde cevap vermeye neden olur. degistirmede Onemli diizeyde stres ve
giicliik.

Sozel ve sOzel olmayan iletisim | Davranislarda esnekligin olmamasi
becerilerinde 6nemli yetersizlikler Degisiklige uyum saglamada giicliik ya
Destek saglandiginda dahi sosyal | da  baskalar1  tarafindan  agike¢a
; yetersizliklerin goriilmesi; sinirli sosyal | goriilebilecek ve farkli ortamlarda

Diizey 2 b ¢ : o N .

« N etkilesim baslatma islevselligi olumsuz yonde etkileyecek

Orta diizey destek o e ..

N Bagkalarindan gelen sosyal etkilesim | kadar sik goriilen diger sinirli/tekrarlayici
gereksinimi b, o . .
girisimlerine az ya da anormal tepkiler | davraniglar
verme. Odak noktasim1 ya da eylemini
degistirmede stres ve giicliik.
Destek sunulmadiginda sosyal | Davranislarda esnekligin olmamasi bir ya
iletisimdeki bozukluklar fark edilebilir | da daha fazla ortamda islevselligi dnemli
yetersizliklere neden olur. diizeyde olumsuz olarak etkiler.
Dii Sosyal etkilesim baslatmada giicliik ve | Etkinlikler aras1 gecislerde giicliik.
iizey 1 .. ; . . . :
bagkalarinin sosyal girisimlerine atipik | Organizasyon ve planlamadaki
“Hafif diizey destek | tepki verme ya da tepki vermede | problemler bagimsizligi olumsuz etkiler.
gereksinimi” basarisiz olma ile ilgili agik érnekler.

OSPB’li bireylerin sosyal iletisim/ etkilesim davraniglar1 asagida yer alan davranig

kaliplarini icerebilir;

e (0z temasinin az veya hi¢ olmamasi.

e Insanlara bakmamak ya da dinlememek.

e Keyif alinan nesnelerin ve etkinliklerin nadiren baskalarina isaret edilerek veya

gosterilerek paylasiimasi.

e Ismini sdyleyen kisiye ve dikkatini ¢ceken diger sozlii girisimlere cevap vermemek ya

da yavas cevap vermek.




Sohbet etmede ¢esitli zorluklar yasama.

Siklikla baskalarini ilgilendirmeyen konular hakkinda ve baskalarma cevap hakki
tanimadan merakl1 olduklar1 konular hakkinda uzun siire konusmak.

Soyledikleri ile uyumlu olmayan yiiz ifadeleri, hareketler ve el kol hareketlerinin
varligi.

Sarki sdyler gibi ya da diiz ve robot benzeri sira dis1 bir ses tonuna sahip olmak.

Baska insanlarin bakis agisini anlamada gii¢liik ¢ekme veya baskalarinin eylemlerini
Oonceden tahmin etme ve anlamada zorluk yasamak.

Kisitli / tekrarlayan davraniglar ise;

Bazi davranislar siirekli tekrarlamak veya sira dis1 davranislarda bulunmak. Ornegin;
ekolali olarak adlandirilan kelimeleri veya ciimleleri tekrarlama davranigi gortiliir.
Sayilar, detaylar veya gercekler gibi belirli konulara siirekli olarak yogun bir ilgi
gostermek.

Hareketli nesnelere veya nesnelerin hareketli parcalarina asir1 odaklanmak.

Bir rutinde gergeklestirilen kiigiik degisikliklere sinirlenmek.

Isik, giirtiltii veya sicaklik gibi duyusal girdilere kars1 diger insanlardan daha fazla veya
daha az duyarl olmak gibi davranis kaliplarini igerebilir.

OSB’li bireylerde uyku problemleri ve sinirlilik gortilebilir. OSB’li insanlar birgok

zorlukla karsilagmalarina ragmen asagida belirtilen 6zellikler dahil olmak {izere birgok giiclii

yone de sahip olabilirler;

Her seyi detayli olarak 6grenebilme ve bilgileri uzun siire hatirlayabilmek.
Giiglii gorsel ve isitsel 6grenen bireyler olmak.

Matematik, bilim, miizik veya sanatta uzman olmak (30).

2.1.3 Epidemiyoloji

Hastaliklar1 Kontrol ve Onleme Merkezinin (CDC-Centers for Disease Control and

Prevention) Otizm ve Gelisimsel Yetersizlikleri izleme Aginmn yaymladig1 verilere gore 59

cocuktan 1’in otizm spektrum bozukluguna sahip oldugu tespit edilmistir. OSB’nin tiim 1rk,

etnik ve sosyoekonomik gruplarda gerceklestigi bildirilmistir. OSB, erkekler arasinda kizlardan

4 kat daha yaygin olarak goriilmektedir. Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’daki caligmalar,

OSB’li bireyleri, ortalama %1 ila %2 arasinda prevalansla tanimlamaktadir (34).

Ulkemizde ise OSB goriilme oranlarina iliskin kesin bir veri bulunmamaktadir. (35).



2.1.4 Etiyoloji

OSB’nin etiyolojisi belirsiz olsa da yiiksek oranda kabul edilen nedensellik hipotezi
coklu faktorlerin etkilesimidir. Bozuklugun genetik, epigenetik ve c¢evresel faktorlerin
etkilesimi sonucu ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Bu faktorlerin nérotransmiter dengesizligi,
islevsiz noronal yolaklar, anormal sinaptogenez ve anormal néronal baglantiya yol actigi
diistiniilmektedir (25).

OSB'li bireylerin %?20'sinde tanimlanabilir genetik anormallikler mevcuttur. Bazi
genetik ve metabolik bozukluklarla (Angelman, Prader-Willi, Fragile X ve Smith-Lemli — Opitz
sendromlar1) ve g¢evresel nedenlerle (konjenital kizamikgik, antenatal valproat ve ensefalis
alimi) giicli iliskiler gosterilmistir (25).

Tek yumurta ikizleri i¢in tahmini uyumluluk oran1 %60 ila %90 arasinda degisirken,
dizotik ikizler ve ikiz olmayan kardesler arasinda bu oran %05 ila %31 arasindadir (36-38). ikiz
calismalar1 sonuglarina dayanarak, kalittm oraninin %60 ila %80 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir (38,39).

OSB’den etkilenme oranlar1 kiz ve erkek cocuklar1 arasinda onemli bir fark
gostermektedir. Erkek cocuklarinda bu bozukluk kiz ¢ocuklarina gére dort kat daha fazla
goriilmektedir. Bu durum ile ilgili bircok arastirma yapilmig ve g¢esitli teoriler ortaya
konulmustur. Yapilan caligsmalarda genetik, epigenetik ve hormanal faktorler bir arada
degerlendirilmistir. Arastirmalar sonucu iki teori 6n plana ¢ikmaktadir: “asir1 erkek beyni” ve
“kadin koruyucu model” teorileri (26,40).

Son zamanlarda yapilan calismalar ile kopya sayisi degisikliklerinin (CNV) OSB
etiyolojisinde 6nemli bir rolii oldugu ortaya konulmustur (26,40,41). Ayrica, Genom taramalari,
baglant1 analizleri ve aday gen yaklagimlari ile OSB ile iliskili kromozom bdélgeleri ve genler
tespit edilmistir. Major tek bir genin ortaya konulamamas1 OSB'nin multifaktoriyel bir genetik

hastalik oldugunu ve heterojenite gosterdigini isaret etmektedir (42).

2.1.5 OSB’ye Genetik Yaklasim

Otizmin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasi i¢in 6ncelikle “sendromik ve sendromik
olmayan (idiyopatik) otizm” ayriminin yapilmasi gerekmektedir. “Sendromik olmayan otizm”,
otizmin birincil tan1 oldugu ve bilinmeyen genetik veya cevresel etmenlerin, oligojenik,
poligenik ve ¢ok faktorlii mekanizmalarin neden oldugu durumlar1 tanimlamak i¢in kullanilan
bir terimdir (42). Ayrica, non-sendromik mental retardasyon ve epilepside yer alan birgok gen,

non-sendromik OSB etiyolojisinde rol oynamaktadir. Bu genlerin, genetik ve c¢evresel



faktorlere bagli olarak farkli sekillerde ortaya ¢ikan norogelisim bozukluklarmin siirekliligini
sagladigi diistiniilmektedir (43).

Sendromik veya ikincil otizm terimi, tuberoz skleroz, Rett sendromu, frajil X sendromu
veya diger tibbi genetik kosullar gibi iyi bilinen bir genetik varyantin neden oldugu bir durumu
belirtmek i¢in kullanilir. Tipik olarak malformasyonlar ve / veya dismorfik ozellikler ile
iliskilidir ve “idiyopatik” OSB'den farkli olarak, erkek ve kadin cinsiyetleri arasinda oransal
olarak farklilik gostermektedir (42).

Genetik analizler ve OSB’li bireylerin sendromik olarak tanimlanmasindaki gelismeler
vakalarm yaklasik %350’sinde hastaligin nedeninin tespit edilmesini saglamaktadir. Ornegin,
Schaefer ve arkadaglar1 2006 yilinda ve sonrasinda 2008 yilinda OSB tanisi alan ¢ocuklarda
nedenleri belirlemek i¢in 6n degerlendirme ve {i¢ asamali klinik genetik yaklagim kullanmis ve
vakalarin yaklagik %40'inda genetik bulgular tespit etmistir. Vakalarin %5'inin yiiksek
¢oztiniirliiklii kromozomal analiz sonucu belirlenen kromozomal anormalliklere, %5'inin Frajil
X sendromuna, %5'inin Rett sendromuna, %3'tiniin PTEN gen mutasyonlarina, %10'unun diger
genetik sendromlara (Ornegin, Tiiberdz Skleroz) ve % 10'unun ise kromozomal mikroarray
yontemleri kullanilarak tespit edilen yapisal genomik delesyonlar ya da duplikasyonlara sahip
oldugu belirlenmistir (31). Gelistirilen yeni yontemler ile OSB’li ¢ocuklarda 1q24.2, 2q37.3,
3p26.2, 4q34.2, 60924.3, 7935, 13q13.2-922, 15q11-q13, 15922, 16p11.2, 17p1l1.2, 22q11 ve
Xp22 kromozom bolgelerinde mikrodelesyonlar ve duplikasyonlar bildirilmistir (43,44).

Shen ve arkadaslar1 OSB'li 933 hastada standart karyotip analizi, X kromozomu analizi
ve kromozomal mikrodizileme yontemlerini kullanarak hastalarin %2,2'sinde anormal karyotip,
%0,5'de frajil X sendromu ve %18,2'sinde mikrodelesyonlar ve mikroduplikasyonlarin
bulundugunu bildirmistir. 16p11.2 ve 15913.29- 13.3 bolgelerinde belirlenen duplikasyon ve
delesyonlarin disinda tespit edilen kopya sayist degisikliklerinin OSB’ye 6zgii oldugu
belirtilmistir. Ayrica, Wang ve arkadaslart OSB'li 4300 ¢ocuk ile gerceklestirdikleri genom
boyu iliskilendirme arastirmasi sonucunda kromozom 5'te bulunan ve noronal hiicre yapisma
molekiillerini kodlayan cadherin 10 (CDH10) ve cadherin 9 (CDH9) genlerinin arasinda yer
alan alt1 niikleotid polimorfizmi ile bir iligki tespit etmistir.

OSB ile iligkili oldugu diisliniilen yaklagik 175 aday gen tanimlanmis. Bu genler,
noroligin, noreksin, GABA reseptorii, kadherin ve SHANK gen ailelerinin {iyelerini

icermektedir. Diger genler, norotransmiterlerin reseptorlerini ve tasiyicilarini, onkogenlerini,



beyin kaynakli hormonlari, sinyal ve ubikuitin yolu proteinlerini ve ndronal hiicre yapisma
molekiillerini kodlayan gen bolgelerini kapsamaktadir (26).

Tek gen mutasyonlar1 sebebi ile sporadik otizm goriilen multipleks ailelerde kopya
sayis1 degisikliklerini (CNV) ve vyapisal genomik degisiklikleri (DNA seviyesindeki
mikrodelesyonlar) belirlemek amaciyla mikrodizileme yontemleri kullanilarak g¢alismalar
gerceklestirilmigtir (45).

De novo CNV'ler, simpleks ailelerde vakalarin %7-10'unda, multipleks ailelerde %2-
3'linde ve normal kontrollerin yaklasik %]1'inde gézlenmistir. Nadir de novo CNV'ler simpleks
ailelerde tasiyicilarin %>5,8-7,9'unda ve etkilenmeyen kardeslerin %1,7-1,9'unda go6zlenirken
(46,47), kodlama bolgelerindeki de novo mutasyonlar OSB vakalarimin <%?20'sinde
goriilmektedir (48). Ayrica, OSB vakalariin yaklasik %10'unda de novo CNV’lerin iki veya
daha fazlasinin mevcut oldugu gézlemlenmistir (49-51).

Varyasyonlarin ¢gogu sinaptik genleri igeren gen bolgelerinde meydana gelmektedir ve
bazilarinin haploinsii yetersiz bolgeler i¢erdigi veya dominant kalitim paternine sahip oldugu
goriilmektedir. Diger varyasyonlarin, ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan bireylerle
gerceklestirilen ¢aligmalarda NHE926, PCDH10 ve DLA1 genlerinde oldugu gibi resesif
formda ifade edildikleri gosterilmistir (52,53).

2.2. D VITAMINI VE D VITAMINI METABOLIZMASI

Yaygin olarak “gilines 15181 vitamini” olarak bilinen D vitamini, kolesterol kaynakli bir
steroid hormondur. Dogal olarak az miktarda gida D vitamini icermektedir ve cogunlukla insan
cildinin giinese maruz kalmasi yoluyla sentezlenir. D vitamini ultraviyole B 1s18ina maruz
kaldiktan sonra cilt tarafindan absorbe edildiginden sentezi, enlem, mevsim, yasam tarzi ve cilt
pigmentasyonu gibi faktorlerden etkilenmektedir (54).

D vitamini oncelikle aktif olmayan bir prekiirsor olarak sentezlenir, yar1 dmrii 12-16
saattir. Karacigerde D vitamini 3 haftalik yar1 6mre sahip, dolagimdaki ana sekli olan 25-
hidroksi D vitamine (25(OH)D) doniisiir. Olusan bu molekiil bobrekte biyolojik olarak aktif
form olan kalsitriol olarak bilinen 1,25-dihidroksi D (1,25 (OH); D) formuna doniisiir (24,55).

1,25 (OH) 2D3 (D vitamini), ¢coklu beyin fonksiyonlarini diizenleyen bir norosteroid
olarak bilinmektedir. Yapilan bir¢cok calisma ile elde edilen kanitlar, D vitamininin beyin
gelisimi, norotransmisyon, noroproteksiyon ve immiinomodiilasyonda onemli bir rol
oynadigimi gostermektedir. Bununla birlikte, D vitamininin bu islevleri beyinde uyguladigi

kesin molekiiler mekanizmalar hala belirsizdir (56).
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1,25 (OH)2 hedef hiicrelere girebilmek i¢in D vitamini reseptoriine (VDR)
baglanmaktadir ve retinoik asit reseptorii (RXR) ile etkilesime yol agan bir konformasyonel
modifikasyona neden olmaktadir.

VDR, steroid-tiroid-retinoid asit reseptor tist ailesinin bir hiicre i¢i polipeptit pargasidir.
Hiicre DNA’sin1 hedeflemek icin VDR/VDR homodimerleri veya VDR/RXR heterodimerleri
olusturur ve 6zel protein sentezlerine yol agar. D vitaminin en iyi bilinen islevi, kalsiyum ve
fosfat serum seviyeleri arasinda dogru dengeyi saglayarak kemik saglhigini desteklemesidir.
1,25(0OH)2’nin hiire i¢i VDR’ye baglanmasi pek ¢ok fizyolojik siiregte yer alan 900’den fazla
geni diizenler. Bu nedenle, D vitamini son zamanlarda fizyolojik homeostazin korunmasinda
temel olarak kabul edilmeye baslanmistir ve eksikligi kanser, hipertansiyon, nérodejeneratif ve
otoimmiin hastaliklar dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli hastaliklar ve kardiyovaskiiler ve metabolik
bozukluklarla iliskilendirilmistir (24,56,57).

2.3. D VITAMINI RESEPTOR GENi VE POLIMORFIZMLERI

1988 yilinda VDR cDNA’simin klonlanmasindan sonra (58) insan VDR geninin
genomik yapisinin 6nemli boliimleri 1997 yilinda ortaya konulmustur (59).

VDR, kromozom 12q13.1 lokasyonunda yer alan, 75 kb uzunlugunda ve kolojen tip II
alfa 1 (COL2A1) geninin yaninda lokalize bir gendir.(60,61). VDR geni, genis bir promotor
bolgesine ve dokuz ekzona sahiptir. Bu promotor bolgesi bir¢ok dokuya 6zgiin transkrip
olusturma kapasitesindedir (62).

Gen lizerinde ¢esitli polimorfizmler saptanmistir. Bu polimorfizmlerden bazilari
birbiriyle baglanti esitsizligi (LD) gosteren intron 8, ekzon 9’ da ve ekzon 2’de yer almaktadir
(63-66).

11



VDR Gene
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Sekil 2.1: D vitamini reseptoriiniin kromozomal ve protein alanlari. VDR geni 12. kromozomu

tizerinde yer almaktadir. VDR'de Fokl, Bsml, Apal, Taql ve Tru9l (SNP'ler) tanimlanmustir (67).

VDR polimorfizmleri gen lokusunun degisik restriksiyon enzimleriyle Southern Blot
hibridizasyon yontemleri kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontemler ile VDR geninin 3’
ucunda Apal, EcoRV, Bsml, Taql (68) ve Tru9l (69) restriksiyon fragman uzunluk
polimorfizmleri (RFLP) kesfedilmistir.

FokI RFLP’si ise PCR yontemi sonrast enzim kesimi igslemi ile tespit edilmistir. Fokl
baslangic kodonu polimorfizmidir. Baslangic kodunu ATG’de T/C degisimi sonucu iKi
potansiyel translasyon bolgesi (ATG/ACG) olustugu tespit edilmistir. Bu polimorfizm tespit
edilebilen tek protein polimorfizmidir. Fokl polimorfizmi, VDR geninde saptanan tek protein
polimorfizmidir.(58,66,70).

Baz1 VDR polimorfizmleri fonksiyoneldir ve gen ifadesini etkiler. Bu polimorfizmler
baslama kodonunda yer alan Fokl, Bsml, Apal ve 3’ ucunda yer alan Taql’i icerir. Bu
polimorfizmlerin VDR mRNA'nin stabilitesinin diizenlenmesiyle iligkili oldugu tespit

edilmistir (71).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. GERECLER

3.1.1 Cahsmada Kullamlan Ornekler

Bu arastirma bir vaka-kontrol ¢alismasidir. Hasta grubu, 2017-2018 yillarinda istanbul
Saglik Bilimleri Universitesi Umraniye Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Psikiyatri
Kliniginde OSB tanisi1 konulan hastalar arasindan se¢ilmistir. Hastalarin 6zge¢misleri ve soy
gecmisleri incelenmis, rutin kan testleri yapilmistir. Hastalik degerlendirmeleri M-CHAT testi
ile gerceklestirilmistir. Calismaya 3-18 yas araligindaki, DSM-V kriterlerine gore klinik
goriisme ile OSB tespit edilen dizigotik ikiz ¢ocuklar dahil edilmistir. Psikotik bozukluklar ve
bipolar duygu durum bozukluklari tespit edilen hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir. Otizm
spektrum tanis1 almamis, nérogelisimsel bir hastaliga sahip olmayan 100 saglikl1 birey kontrol
grubuna alimmustir. Caligmaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundaki bireylerden EDTA
iceren tiliplere 2 ml periferik kan alinmis ve daha sonra DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

Tez galismas1 Umraniye Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan incelenmis ve “B.10.1.TKH.4.34.H.GP.0.01/141” say1l1 onay yazisi ile onanmuistir.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.1: Calismalar sirasinda kullanilan cihazlar.

S Eki tiirii. Modeli Cihazlarm
ira 1Ipman turu, oael Bulundusu Birim
No | (Arag, Makine-Techizat vb.) wundugu Bt Kullamim Amaci
PCR Cihazi (Thermal Cycler) Tibbi Biyoloji . :
L (Blue-Ray/ tcst-9620) AD. PCR Islemi
Derin Dondurucu (-80°C) Tibbi Biyoloji " .
2 (DAIHAN/Duo Freez U500) AD. Orneklerin Muhafazasi
Derin Dondurucu (-20°C) Tibbi Biyoloji " .
3. (BOSCH/GSN36AI31) AD. Orneklerin Muhafazasi
4. Mikrodalga firin (BEKO/MD2610) leka[;y()lojl Elektroforez Islemi
Hassas Terazi, 0.1 mg hassasiyeti Tibbi Biyoloji .
> (SHIMADZU/ATX224, SEG) AD. Soliisyon Hazirlanmast
- . T1bbi Biyoloji Molekiiler Calismalarda, tim
6. Otomatik pipet seti (Eppendorf) AD. deneylerde
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T1bbi Biyoloji

7. Isitic1 Blok Stuart (SBH130D) AD Molekiiler Calismalarda
8. Elektroforez (Hoefer) leblpl\ngy(ﬂojl Gen ekspresyon ¢alismasinda
Molekiiler genetik caligmalarinda,
9 Jel Goriintiileme Sistemi (CCD Tibbi Biyoloji agaroz jel sonrasi sonuglarin
' kameral1) (Syngene/G: BoxF3) AD. incelenmesi ve kayit altina alinmasi
amaciyla kullanilacaktir.
10 Spektrofotometre ve Florometre Tibbi Biyoloji DNA/RNA/miRNA/protein miktar
' (DENOVIX/DS-11FX) AD. tayini
11. Masaiistii sogutmali ultrasantrifiij leblABDlyOIOJI Genel Kullanim
12. | Horizontal Elektroforezler (Hoefer) lebf[;y()lojl Agaroz jel yiiriitme
13. Gii¢ Kaynag1 (Hoefer/PS300B) T1bb1A]\35y01011 Elektroforez isleminde
14. inkiibator (DATHAN/ 1G-50) Tibbi Biyoloji Inkiibasyon gerektiren tim
AD. calismalarda
15, Vorteks 4S (DAIHAN- Wisd/ VM- Tibbi Biyoloji Genel kullanim
10) AD.
16. Distile su cihaz1 lebIA]\BSyOlOJI Genel kullanim
17. Kar buz makinesi lebf[;y()lojl Genel kullanim
18. +4 buzdolab (Arcelik) lebf[;y"lo]l Genel kullamim
19. | Biyolojik Giivenlik Kabini (Biobase T1bbi Biyoloji DNA ve RNA izolasyon islemleri,
Class 2) AD. PCR islemleri
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3.1.3 Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kati/ sivi kimyasal ve sarf malzemeler belirlenen standartlara

uygun olarak firmalardan temin edilmistir. Cizelge 3.2’de ¢alisma sirasinda kullanilan

malzemeler listelenmistir.

Cizelge 3.2: Calismalar sirasinda kullanilan malzemeler.

Sira No Malzemeler Kullanim Amaci
1 10X PCR Buffer (Mg2Cl free) (Intron Biotech, PCR islemi
Kore)
2. Amonyum Asetat (NH4Ac) (BioBasic, Kanada) Molekiiler calismalar i¢in gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
3 Amonyum Kloriir (NH4CI) (Tekkim, Tiirkiye) Molekiiler ¢alismalar icin gerekli
' yu 1m, LUTKLy soliisyonlarin hazirlanmasinda.
4 Asetik Asit (Sigma, ABD) Molﬁkuler caligmalar i¢in gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
5 Borik Asit (Tekkim, Tiirkiye) Mol?kuler caligmalar i¢in gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
6. Disodyum EDTA (Na2EDTA) (Tekkim, Tiirkiye) | oickuiler calismalar icin gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
7. dNTP mix (Intron Biotech, Kore) PCR islemi
8 EDTA (Tekkim, Tiirkiye) Molﬁkuler caligmalar i¢in gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
9 Etil Alkol (Merck, Almanya) Mol?kuler caligmalar i¢in gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
10. Etidyum Bromiir Jel Elektroforezi
. . .1 Molekiiler ¢calismalar icin gerekli
1. Izopropanol (Tekkim, Tirkiye) soliisyonlarin hazirlanmasinda.
12. MgCI2 (intron Biotech, Kore) PCR islemi
13 Potasyum Bikarbonat (KHCO3) (Merck, Molekiiler ¢alismalar i¢in gerekli
' Almanya) soliisyonlarin hazirlanmasinda.
14. Primerler (Sentegen ve Oligomer, Tiirkiye) PCR iglemi
15. Proteinaz K DNA izolasyonu
Restriksiyon enzimleri ve Tamponlari (Thermo . .
16. Scientific, ABD) RFLP iglemi
17 SDS Mol?kﬁler caligmalar i¢in gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
18. Sodyum Kloriir (NaCl) (Tekkim, Tiirkiye) Molekitler caligmalar icin gerekli
soliisyonlarin hazirlanmasinda.
19. Taq Polimeraz (GeneDirex, ABD) PCR islemi
20. Tris (Sigma, ABD) Molekiiler ¢calismalar icin gerekli

soliisyonlarin hazirlanmasinda.
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3.1.4 Kullanilan Ticari Kitler
DNA izolasyon kiti High Pure PCR Template Preparation Kit Roche, ALMANYA

3.1.5 Kullanilan Primerler

Kullanilan primer setleri liyofilize sekilde teslim alindiktan sonra steril distile su ile
sulandirildiktan sonra -20 °C’de muhafaza edilmistir. PCR reaksiyonlarinda olusturulan stok
soliisyodan 10 pmol/ul konsantrasyonda hazirlanan primer soliisyonlar1 kullanilmistir. PCR
reaksiyonu i¢in Cizelge 3.3’de belirtilen bolgelere 6zgii primer dizileri kullanilmistir.

Cizelge 3.3: PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Polimorfizm Primer Dizisi
5’ CAG AGC ATG GAC AGG GAGCAA ¥

Forward
Apal

Reverse 5> GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT CTC 3°

Forward 5> AGC TGG CCC TGG CACTGA CTCTGC TCT 3°
Fokl Reverse 5> ATG GAA ACA CCT GCT TCT TCT CCCTC 3°

Forward 5’ GGG ACG ATG AGG GAT GGA TGG ACA GAG C3¥’
Taql Reverse 5’ GGA AAG GGG TTA GGT TGG ACA GGA 3°

3.1.6 Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Cizelge 3.4: RFLP yontemi igin kullanilan restriksiyon enzimleri ve tamponlari

Enzim Tamma Dizisi
Apal (10 U/uL) 55GGGCCclCy
10x Buffer B (Thermo Scientific) 3'C1CCGG G5
Taql (10 U/puL) 55T|CGA3
10x Buffer (Thermo Scientific) JAGCTTH
BseGl (BtsCl, Fokl) (10 U/uL) 5GGATGNN/| 3
10x Buffer Tango (Thermo Scientific) 3'CCTACT NN¥&
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3.1.7 Kullamlan Soliisyonlar
Eritrosit Parcalama Cozeltisi:
1 litre ¢Ozelti icin:
e 8,74 gr NH4CI
e 19gr KHCO3
e 0,0372 gr (200 ul) Na2EDTA
Lokosit Parcalama Cozeltisi:
400 ml ¢ozelti i¢in;
e 234grNaCl (4 M)

e 3,722 gr Na2EDTA (0,5 M) ya da s1v1 olarak hazirlamak i¢in:

e 8 ml NaCl (5 M) yada10ml (4 M)
e 20 ml Na2EDTA (0,5 M)
e 400 ml distile su
Amonyum Asetat Cozeltisi (NH4AC):
100 ml ¢ozelti igin 73,226 gr NH4AC
%10’luk SDS Cozeltisi:
100 ml ¢ozelti igin 10 gr SDS
TBE Cozeltisi (Tris-Borik Asit-EDTA):
5X ¢ozelti i¢in;

e 60,57 gr Tris baz

e 30,90 gr Borik asit

e 40ml EDTA (0,5 M)

e 1000 ml distile su
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3.2. YONTEMLER

3.2.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

Calismada kullanilan DNA oOrnekleri 2 farkli yontem ile periferik kandan izole
edilmistir.

Tuzla Coktiirme Yoéntemi ile DNA izolasyonu:

1. 2 ml’lik EDTA’ tiiplerde bulunan kan 6rneklerinden 1 ml alinarak 50 ml’lik
falkon tiiplere aktaril ve iizerine 3 kat1 kadar RBL (Eritrosit Pargalama Soliisyonu) eklenir.

2. +4°C’de 15- 20 dk kanin hemoliz olmasi i¢in bekletilir.

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

4. Ust kisim (siipernatanat) dokiiliir ve pellet elle vurmak suretiyle homojenize
edilir.

5. Pellet iizerine bastaki hacmin 2 kat1 kadar RBL (Eritrosit Par¢alama Soliisyonu)
eklenir ve +4°C’de 15-20 dk bekletildikten sonra, 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

6. Ust kistm dokiiliir ve pellet elle vurmak suretiyle homojenize edilir.

7. Uzerine 1 ml WBL (Lékosit Pargalama Soliisyonu), 7,5 pl Proteinaz K, 50 pl
%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 pul 9 M Amonyum Asetat (NH4Ac) ilave edilerek hafifce
karistirilir.

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

10. DNA igeren iist kisim temiz falkona alinir ve ¢okelti atilir.

11.  Uzerine 2 kati hacminde %99’luk etil alkol eklenir. Alkoliin eklenmesiyle
birlikte DNA yiizeye ¢ikmaya baslar. Ustte toplanan DNA bir pipet ucuyla yakalanir ve 1,5
ml’lik ependorf tiipe alinir.

12. 500 pl %70’lik alkol ile yikanir, ardindan 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilir.
Dealkolizasyon i¢in; alkol dikkatlice dokiiliir ve 56°C’de 20-30 dk kapaklar agik bekletilir.

13.  Alkolden uzaklastirilan DNA (uygun miktardaki) TE tamponda veya distile suda
¢cOzdiiriilir ve 56°C’de 20-30 dk bekletilir.

14.  DNA kalitesinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrede OD 6l¢limii yapilir.

15. DNA daha sonra -20°C’de saklanr.

. Eger %99’1uk etil alkol eklenmesiyle falkonda DNA toplanamazsa;
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Falkon tiip 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir

Falkon santrifiijjden sonra 1 ml kalana kadar yavasca dokiiliir. Kalan kisim

pipetle homojenize edildikten sonra ependorfa alinir.

Daha sonra 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Dealkolizayon igin; alkol

dikkatlice dokiiliir, 56°C’de 20-30 dk kapaklar agik sekilde bekletilir.

DNA, iizerine eklenen TE tamponda veya distile suda ¢ozdiiriiliir ve 56°C’de

20-30 dk bekletilir.

DNA kalitesinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrede OD 6l¢timii yapilir.

Kit ile DNA izolasyon (ROCHE):

I,
2.
3.

© 0o N o 0 &

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Hibridizasyon firin1 +70°C’ye ayarlanir.

Elution buffer +70°C’ye konur.

1,5 ml’lik ependorf igerisine:
e 200 pul Kan
e 200 pl Buffer (2-Yesil Kapak)
e 40 pl Proteinaz K

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

Uzerine 100 pl izopropanol eklenir ve iyice galkalanr.
Filtreli (spin column) tlipe aktarilir.

8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

Uzerine 500 pul 4a (Removel Buffer-Siyah Kapak) konur.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

Uzerine 500 ul 4 (Washing Buffer-Mavi Kapak) konur.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

Uzerine 500 pul 4 (Washing Buffer-Mavi Kapak) konur.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

14000 rpm’de 15 sn spin yapilir.

Toplama tiipleri atilir. Altlarina 1,5 ml’lik ependorf konur.

19



20. Spin column tiiplerde filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 100 pl Elution buffer

eklenir.

21. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.
22.  Filtreye takili DNA asagiya geger.

23.  DNA eclde edilmis olur.

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun temeli, iki oligoniikleotid primerinin DNA’nin

homolog zincirlerinin karsi uglarina baglanarak Taq polimeraz enzimi yardimiyla istenilen

bolgenin ¢ogalmasini saglamaktir. Tipik bir PCR reaksiyonu ¢ogaltilacak DNA’y1, istenilen

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

polimeraz enzimini icerir. Kalip denatlirasyonu, primer baglanmasi ve baglanan primerlerin

Taq polimeraz tarafindan uzatilmasini igeren bir 1s1 dongiisiin seri halinde tekrar1 belirlenen

6zel DNA fragmaninin iissel artisi ile sonuglanir. Sonug olarak 30 dongiiliik bir PCR, hedef

DNA dizisini milyonlarca kez ¢ogaltabilir. Bu tezde yapilan PCR igerikleri ve reaksiyon

kosullar1 Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.5: Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve reaksiyon kosullari.

Icerik Cogaltilan Bolgeler
Apal Fokl Taql
DNA (ng) 1 ul 1 ul 1 ul
dH.0 15,85 pul 15,85 pul 15,85 pl
MgClz (mM) 1 ul 1 ul 1 pl
dNTP (mM) 2 ul 2 ul 2 ul
Primer (pmol) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Tampon 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
Enzim (Tag pol.) 0,15 pl 0,15 pl 0,15 pl
Toplam Hacim 23 pul 23 pul 23 pul
Cizelge 3.6: PCR kondiisyonlari
Bolge Bas.!anglg: Déngii Denatiirasyon Baglanma Uzama Son Uzama
Denatiirasyonu Sayisi
Apal 94°C 1 dk 35 94°C 30 sn 66,4°C 45 sn 72°C 40 sn 72°C 5 dk
Fokl 94°C 1 dk 35 94°C 30 sn 57°C 45 sn 72°C 40 sn 72°C 5 dk
Taql 94°C 1 dk 35 94°C 30 sn 60°C 45 sn 72°C 40 sn 72°C 5 dk

PCR sonrasi elde edilen {iriinler %2’lik agaroz jelde 30 dakika yiiriitiilmiistiir.
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3.2.3 Restriksiyon Enzimi Analizi

Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli DNA’y1 seker fosfat bagini kopararak keser. Her
restriksiyon enzimi DNA {izerinde 4-6 baz ¢iftlik belirli diziyi tanir ve ancak bu tanima bolgesi
bulundugu zaman DNA’y1 bu bolgeden veya bu bolgeye belirli bir uzakliktan ve de her tanima
bolgesi icin bir kesim yapacak sekilde ayirir. Farkli tanima bolgelerine sahip pek ¢ok enzimin
var olusu bu enzimlerin ilgili gen iizerinde olusan bir mutasyonu veya polimorfizmi taramak
igin sik¢a kullanilmasina olanak saglamistir. Tipik bir restriksiyon reaksiyonu DNA, enzim
tamponu, restriksiyon enzimi ve su igerir. Reaksiyon sicakligi kullanilan restriksiyon enziminin
optimum ¢alisma sicakligi olmalidir. Bu tezde kullanilan restriksiyon enzimi kesim sartlar
Cizelge 3.7’te gosterilmistir.

Cizelge 3.7: Restriksiyon enzimleri ve kesim sartlari

Restriksiyon Enzimi Sicakhk Kesim Siiresi
Apal 37°C 4 Saat

BseGl (BtsCl, Fokl) 55°C 4 Saat
Taql 65°C 4 Saat

Restriksiyon enzim kesimi isleminden sonra iriinler %2’lik agaroz jelde 30 dakika
yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

Cizelge 3.8: VDR geni polimorfik boélgelerinin PCR {iriinleri ve restriksiyon fragment
uzunluklari.

Polimorfizm PCR uzunlugu (bp) Restrlk5|yo(rl1jrf)|)’agmentler|
Apal 740 530,210
Fokl 265 196,69
Taql 716 512,311,204

3.2.4 Istatistiksel Analizler

Calismanin giiclinii belirlemek i¢in yaptigimiz power analizine (G*Power V 3.1.9.4)
gore dahil edilmesi gereken hasta ve saglikli kontrol sayis1 64 olarak belirlendi. Genotip ve
allelerin goriilme sikliginin gruplar arasi farkliliklarmin degerlendirilmesinde Ki Kare testi,

haplotip analizi ve lojistik regresyon testleri uygulanmastir.
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4. BULGULAR

Calismaya istanbul Saglik Bilimleri Universitesi Umraniye Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cocuk Psikiyatri polikliniginde tan1 almis 64 otizm spektrum bozukluguna sahip
dizigotik ikiz ve psikotik veya norogelisimsel bir bozukluk saptanmayan 100 saglikli kontrol
olgusu dahil edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarina ait genomik DNA oOrnekleri ¢izelge 3.4’de belirtilen
sartlarda PCR metodu ile ¢ogaltilmistir. PCR iirlinleri agaroz jel elektroforezi isleminin
ardindan UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Amplifikasyonu basarili olan iirtinler ¢izelge 3.5’de
belirtilen sartlar ile restriksiyon enzim kesimine tabi tutulmustur. Restriksiyon 6rnekleri agaroz
jel elektroforezi ile incelenmistir.

4.1. FOKI POLIMORFIK BOLGESININ ANALIZI

FokI polimorfik bolgesi FokIF ve FokIR primerleri ile sinirlandirilarak PCR ile
cogaltilmig ve Sekil 4.1°de belirtilen 265 bg’lik amplifikasyon iriinii elde edilmistir. PCR
tirtinleri BseGI (BtsCI) restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim tirtinleri %2’lik jel iizerinde
goriintiilenmistir. Elde edilen goriintii Sekil 4.2°de yer almaktadir. Enzim kesimi gergeklesen

iriinler 196 ve 69 be¢’lik iki fragmente ayrilmaktadir.

5 265bg

Sekil 4.1: FokI PCR fiiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii.
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265 bg
196 bg
69 bg

Sekil 4.2: Fokl restriksiyon kesimi iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisi.

4.2.  APAI POLIMORFIK BOLGESININ ANALIZI

Apal polimorfik bolgesi ApalF ve ApalR primerleri ile smirlandirilarak PCR ile
cogaltilmig ve Sekil 4.3°de belirtilen 740 bg’lik amplifikasyon iriinii elde edilmistir. PCR
tirtinleri Apal restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim tirtinleri %2°lik jel lizerinde incelenmistir.
Elde edilen goriintii Sekil 4.4’de yer almaktadir. Enzim kesimi gergeklesen tiriinler 530 ve 210
be’lik iki fragmente ayrilmaktadir.

M K1 K21 K39 K40 K41 K42 K72 K80 K81 K82 K83 K89 K91 K100

Sekil 4.3: Apal PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii.
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Sekil 4.4: Apal restriksiyon kesimi iirlinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii.

43. TAQI POLIMORFIiK BOLGESININ ANALIZI

Taql polimorfik bolgesi TaglF ve TagIR primerleri ile smirlandirilarak PCR ile
cogaltilmis ve Sekil 4.5°de belirtilen 716 bg¢’lik amplifikasyon {iriinii elde edilmistir. PCR
tiriinleri Taql restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim iiriinleri %2°lik jel iizerinde incelenmistir.
Elde edilen goriintii Sekil 4.6”de yer almaktadir. Enzim kesimi gergeklesen tiriinler 512,311 ve
204 bg fragmentlere ayrilmaktadir.

M KO6 0708 0916 17 18 22 25 27 28 47 54 56 67 69 86 93 9%

L B B B - - LR LR 716 be

Sekil 4.5: Taql PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii.

Sekil 4.6: Taql restriksiyon kesimi iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii.
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4.4. GENOTIiPLEME BULGULARI

Hasta ve kontrol gruplarmma ait Fokl genotip ve allel dagilimlart Cizelge 4.1°de
goriilmektedir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda FoklI genotipleri ve allelleri agisindan anlaml
bir fark tespit edilmistir. Homozigot CC genotipine sahip hasta bireylerin (15,6%) frekansinda
kontrol grubuna (5%) gore anlamli bir fark oldugu (p: 0,019 x2: 7,83) tespit edilmistir. Allelik
degerlendirmede ise C alleline sahip bireylerin frekansinin hasta grubunda (32,03%) kontrole
(30%) gore anlaml1 bir farklilik olmadig: tespit edilmistir.

Cizelge 4.1: OSB ve Kontrol gruplarina ait FokI genotip ve allel dagilimlar

-~ O0SBGrubu  KontrolGrubu
] n % n % X2 P
~ Genotip

TT 33 51,56 45 45

. TC 21 32,81 50 50

~cc 10 15,62 5 5

I 7,83 0,019
O Allel

T 87 67,96 140 70

] 41 32,03 60 30

I 0,15 0,697

Hasta ve kontrol gruplarmma ait Apal genotip ve allel dagilimlari Cizelge 4.2°de
goriilmektedir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda Apal genotipleri ve allelleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Homozigot TT genotipine sahip hasta
bireylerin (7,8%) frekansinin kontrol grubuna (4%) gore anlamli oldugu bulunmustur (p: 0,039
x?%: 6,48). T alleline sahip bireylerin frekansinin hasta grubunda (38,28%) kontrole (26,5%) gére
anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p: 0,02 x2: 5,055).

Cizelge 4.2: OSB ve kontrol gruplarina ait Apal genotip ve allel dagilimlari

o % n % S P
GG 20 31,25 51 51

N c) 39 60,94 45 45

T s 781 4 4

] 6,48 0,039
Y I 79 61,72 147 73,5

[ 7 49 38,28 53 26,5

I 5,055 0,024
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Hasta ve kontrol gruplarina ait Tagl genotip ve allel dagilimlar1 Cizelge 4.3°de
goriilmektedir. Hasta ve kontrol gruplart arasinda Taql genotipleri ve allelleri acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Homozigot CC genotipine sahip hasta
bireylerin (12,5%) frekansi kontrol grubuna (9%) gore anlamli oldugu bulunmustur (p: 0,037
x%: 6,58). C alleline sahip bireylerin frekansinin hasta grubunda (37,5%) kontrole (25,5%) gére
anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p: 0,02 x2 5,33).

Cizelge 4.3: OSB ve kontrol gruplarina ait Taql genotip ve allel dagilimlar

o % n % X P
TT 24 375 58 58

ame = 50 33 33

cc 8 1255 9 9

[ 1] 6,58 0,037
| 80 62,5 149 745

e 48 375 51 255

I 5,33 0,02

OSB hastalar1 arasinda Apal, Taql ve Fokl genotiplerinin OSB diizeylerine gore
dagilimi1 Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6’ da gosterilmistir. Hastalarin OSB diizeylerine gore dagilimlar
incelendiginde Apal, Taql ve Fokl genotipleri ve diizeyler arasinda anlamli bir iligki tespit
edilememistir.

Cizelge 4.4: OSB hastalar1 arasinda Apal genotiplerinin diizeylere gore dagilimi

Hafif 3 4 0
Orta 3 3 0
ileri 2 8 0
Atipik 3 11 3

Cizelge 4.5: OSB hastalar1 arasinda Taql genotiplerinin diizeylere gore dagilimi

Hafif 5 1 1
Orta 5 2 0
ileri 4 6 0
Atipik 4 8 5

Cizelge 4.6: OSB hastalar1 arasinda FokI genotiplerinin diizeylere gore dagilimi

Hafif 3 1 3
Orta 1 4 1
ileri 4 4 2
Atipik 9 6 2
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4.5. BAGLANTI ANALIiZi SONUCLARI
Rs731236, rs7975232 ve

dengesizligi agisindan incelendiginde Cizelge 4.7°deki r? degerleri elde edilmistir. Bu sonuglara

rs2228570 polimorfizmleri arasindaki iliski baglanti
gore incelenen polimorfizmler baglanti dengesizligi icerisinde degillerdir ve birbirleri igin

belirte¢ varyant olarak kullanilmalar1 miimkiin degildir. Yapilacak ¢aligsmalarda her birinin ayr1

ayr1 genotiplenmesi gerekmektedir.

Cizelge 4.7: Varyantlarin baglant1 esitsizligi igin r* degerleri

SNP rs 731236 s 7975232 rs 2228570
rs 731236 1 0,121 0,001
rs 7975232 0,121 1 0
rs 2228570 0,001 0 1

rs731236

rSTI75232

Genes

48.24 48.245 48.25 48 255 48 26 48 265 48.27
Chromosome 12 Coordinate (MBb)(GRChHh37)

Sekil 4.7: Varyantlarin baglant esitsizligi igin r? degerleri grafigi.

Renkler beyazdan koyu kirmiziya dogru ilerlemekte ve beyazdan kirmiziya gidildikge
baglant1 esitsizligi artmaktadir. Grafigin ortasindaki kirmizi kutucuklar varyantlarin kendileri

ile karsilagtirmalarinin sonuglarini gésterdigi igin tam esitsizlik goriilmektedir.
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4.6.

LOJISTIK REGRESYON SONUCLARI

Cizelge 4.8: Allelik, Ressesif ve Dominant gruplarin karsilastiriimasi

SNP TiC TT/TC (TT+TC)/CC__ | TT/(TC+CC) | Sonuc
(Alelik) (resesif) (Dominant)
1.753 2343 2.148 2302 OR
[1.086- [1.187- [0.741-6.229] [1.210-4.379]
31036 2.829] 4.627]
(Taql) 533 6.13 2.04 6.56 X2
0.02092 0.01331 0.15348 0.01043 D
TIC TT/TC (TT+TC)/CC__ | TT/(TC+CC) | Sonug
(Alelik) (resesif) (Dominant)
1.100 0573 2.727 0.769 OR
rs (2%35)70 [0.681- [0.290- [0.852-8.732] [0.410-1.442]
1.775] 1.130]
0.15 261 3.00 0.67 X2
0.69748 0.10641 0.08311 041171 D
GIT GGI/GT (GG+GT)/ TT | GGI/(GT+TT) | Sonug
(Alelik) (resesif) (Dominant)
1.720 2.210 3.188 2.290 OR
rs (7A972|2)32 [1.070- [1.129- [0.776-13.093] [1.186-4.422]
P 2.766] 4.326]
5.06 5.44 279 6.20 X2
0.02454 0.01966 0.09495 0.01277 D
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5. TARTISMA

Otizm Spektrum Bozuklugu c¢ocuklarda yasamin ilk 3 yilinda tespit edilebilen,
tekrarlayan davraniglar ve sosyal iletisim sorunlariyla karakterize norogelisimsel bir hastaliktir.
Hastaligin etiyolojisinin aydinlatilamamasiyla birlikte vakalarin yalmzea %10 ila %35°de
bilinen major risk faktorleri tespit edilebilmistir. Kalan vakalarin daha ¢ok sporadik oldugu
distiniilmektedir (30).

Son zamanlarda gerceklestirilen hayvan ¢aligmalar1 ve klinik ¢caligmalar D vitamini ve
VDR ile ilgili sorunlarin ndérogelisimsel hastalarin ortaya c¢ikmasina sebep oldugunu
gostermistir (24,56). OSB’nin ndrogelisimsel bir hastalik olarak kabul edilmesi ile VDR ve
OSB arasindaki iligki arastirilmaya baglanmistir. Yakin zamanlarda yapilan kisith sayidaki
caligmalar VDR polimorfizmleri ve OSB arasinda bir iligki olabilecegini gostermektedir
(9,71,72). Fakat ¢alisma sayisinin az olmasi sebebiyle bu iligski tam olarak aydinlatilamamustir.

Farkli norogelisimsel bozukluklarda yiizlerce penetran risk lokusu tanimlanmistir ve
bunlar genellikle bir veya daha fazla gen igerebilen nadir (<%!1 frekans) kopya sayisi
varyasyonlarint (CNV'ler) icerir. Monozigotik (MZ) ikiz ¢iftlerin, genomik bilgilerinin
%100'ini paylastigr diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, son zamanlarda hem tipik gelismekte
olan hem de klinik olarak uyumsuz MZ ciftlerinde postzigotik somatik varyantlar seklindeki
genetik farkliliklar bildirilmistir (73). Ancak, literatirde dizigotik ikizlerle ilgili genomik
bilginin ne kadarinin paylasildig: agik degildir.

Steroid bir hormon olan D vitamin ve D vitamin metabolizmasinin diizenlenmesinde
biiyiik bir rolii olan vitamin D reseptdr genin beyin gelisimde énemli bir rolii oldugu yapilan
caligmalar ile ortaya konulmustur. D vitaminin islevleri yerine getirebilmesi i¢cin VDR’ lere
baglanmasi gerekmektedir. D vitamin reseptoriiniin biitiin memelilerin beyin hiicrelerinde
bulundugu hayvan calismalar1 ile kesfedilmistir. Beyinde VDR varlig1 ilk kez siganlar ile
gerceklestirilen bir ¢alisma ile ortaya ¢ikarilmig ve VDR ekspresyonun erken embriyonik
donemde beynin gelisimi sirasinda gergeklestigi gosterilmistir (57). Arastirmalar sonucunda,
VDR proteininin, hipotalamus, serebellum, bazal ganglionlar, amigdala hipokampus, koku
sistemi ve serebral korteks (zamansal, parietal, siyonik) bolgeler gibi sican ve insan beyninin
birgok alaninda mevcut oldugu bulunmustur (16,24,74). Bu sebeple VDR geninde meydana

gelen degisikliklerin nérogelisimsel hastaliklar ile iligkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

31



OSB’li bireylerde kopya sayisi degisikliklerinin ve genomik degisikliklerin tespiti
amaciyla mikrodizileme yontemi ile gesitli ¢alismalar gerceklestirilmistir. Calismalara tek gen
mutasyonlar1 sebebiyle otizm tespit edilen aileler ve otizmin sporadik olarak ortaya ¢iktigi
aileler dahil edilmistir. Sebat ve arkadaslari otizmli 165 hasta ile gergeklestirdikleri ¢alismaya
simpleks ailelerden 118 bireyi ve multipleks ailelerden 47 bireyi kontrol grubu ile
karsilagtirarak incelemistir. Calisma yontemi olarak DNA problu kromozomal mikrodizileme
ve karsilagtirmali genomik hibridizasyon yontemlerini kullanmislardir. Simpleks ailelerde
otizmli bireylerin %10’un da CNV’lerin varligi tespit edilmistir. Multipleks ailelerde ise
bireylerin %3 iinde tespit edilmistir (75).

Schmidt ve arkadaslari anne, baba ve cocuklari dahil ettikleri popiilasyon temelli
CHARGE (Genetik ve Cevre Kaynakli Cocukluk Cagi Otizm Riskleri) vaka kontrol
caligmasinda VDR geni tizerindeki SNP'leri incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglarda
rs731236'daki paternal CC genotipinin ve rs1544410'un AA genotipinin, tek tek veya
kombinasyon halinde, OSB i¢in artan bir risk ile anlamli sekilde iliskili oldugunu gostermistir.
Bizim bulgularimizda bu ¢alismayi destekler niteliktedir (22).

2017 yilinda Coskun ve arkadaglari tarafindan VDR genindeki SNP'leri tespit amaci ile
Tiirk popiilasyonundan OSB'li 237 ¢ocuk ve 243 saglikli kontroliin dahil edildigi ¢alisma
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler Tagl'nin CC genotipinin, FokI'nin
TT genotipinin, ¢ocukluk dénemi OSB riskinin artmasiyla 6nemli Slgiide iligkili oldugunu
gostermistir. Apal genotipinin, ¢ocukluk ¢agi OSB'si i¢in 6nemli bir risk faktorii olmadig ifade
edilmistir (71). Bizim ¢alismamizda Coskun ve arkadaslarinin bulgulari ile benzer sonuglar
elde edildi. Biz de elde elde ettigimiz bulgulara gore Fokl ve Taql genotiplerinin ve Tagl allel
frekasinin OSB ile iliski bir risk faktorii oldugunu diistinmekteyiz. Ancak Coskun ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada Apal genotipi ve allel frekansi ile OSB arasinda bir iligki
tespit edilememesine kargin ¢aligmamizda hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
anlaml bir fark elde edilmistir (p degeri: 0,037). Literatiirde postzigotik de novo CNV’lerin
tipik olarak tiikiiriik veya kandan tiiretilen genomik DNA'da nadir oldugu ve ikizlerde bulunan
orneklerde norogelisimsel bozukluklarin uyumsuzlugunun uyumsuz CNV'ler tarafindan
aciklanamadi1 ifade edilmektedir (73).1kizlerle yapmis oldugumuz bu ¢alismada CNV’lerin
ikiz olmayan hastalara gére uyumsuzlugu diisliniilerek, sonuc¢larimizin ¢alisma bashigimiz ile
ilgili farkliligin1 bu bolge itibartyla ortaya koydugumuz kanaatindeyiz. Rs1544410-rs731236-
rs2228570-rs7975232'nin haplotip GTTT sikligi, OSB'li ¢cocuklarda kontrollere gore anlaml
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derecede yiiksek bulunmustur. ATCG ve GTCT haplotiplerinin sikliginin, OSB'li ¢ocuklarda
saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Zang ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢calisma ile Cin Han popiilasyonunda VDR
geninde rs731236’nin CT genotipinin ve C allelinin artan ¢ocukluk ¢agr OSB riski ile iliskili
oldugunu bildirmistir. OSB’li ¢ocuklar ve kontrol gruplar1 arasinda rs1568820, rs1544410 ve
rs2228570 SNP’lerinin genotipleri ve allel frekanslar1 arasinda ise anlamli bir fark tespit
edilememistir (9). Bizim ¢alismamizin sonuglar1 bu ¢alisma sonuglar ile rtiismemektedir.
Yapisal farkliliklar veya kopya sayisi farkliliklari, incelenen genomun referans genomdan uzun
diziler (>50bp) olarak farkli oldugu bolgelerde meydana gelir. Bu sonuglar ile SNP’lerin
popiilasyonlara gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada otizm spektrum bozuklugu goriilen cocukluk ¢agi dizigotik ikiz
olgulardan olusan bir Tiirk popiilasyonunda VDR geninin ii¢ ayr1 varyantindaki tek niikleotid
degisimleri incelendi ve hastalik olusumu ile iliskileri belirlendi. Genotipik degerlendirme
sonuglarimiz Fokl (rs2228570 T/C) genotipleri agisindan hasta grubunda mutant CC genotipi
tasima frekansinin, Apal (rs7975253 G/T) genotipleri agisindan hasta grubunda mutant TT
genotipi tasima frekansinin ve Taql (rs731236 T/C) genotipleri agisindan hasta grubunda
mutant CC genotipi tasima frekansinin kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide yiiksek oldugunu
gostermistir (p: 0,019, p: 0,039, p: 0,037). SNP'lerin allel frekanslari ag¢isindan bakildiginda ise
Apal (rs7975253 G/T) ve Taql (rs731236 T/C) allel frekanslarinin OSB olan dizigotik
hastalarla saglikli kontroller arasinda istatistiksel agidan anlamlilik go6zlenirken Fokl
(rs2228570 T/C) varyantt i¢in hasta ve saglikli bireyler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark olmadig: tespit edildi.

Literatiirde yer alan iKiz ¢alismalar1 bazi niceliksel anlagsmazliklara ragmen OSB’larinin
onemli ol¢iide kalitsalligin1 gostermis, boylece genis ¢apli genetik ¢aligmalart motive etmistir.
Biz de buradan yola ¢ikarak yaptigimiz ¢aligmada OSB’li dizigotik ikizlerde VDR geninde bazi
varyantlarmn hastaliga yatkinlik olusturdugunu ortaya koyduk. Ozellikle Apal bolgesindeki tek
niikleotid degisimlerinin dizigotik OSB’li hastalarda hastaliga yatkinlik olusturdugunun ortaya
konmast literatiire dSnemli bir katkidir. Ote yandan bir Tiirk popiilasyonunda yapilan bu ¢alisma
dizigotik bireylerde VDR genine ait Taql, Fokl ve Apal gen bolgelerini igeren ve bu ii¢ bolgenin
birlikte arastirildig ilk calisma olmasi bakimindan énemlidir. Calisma grubu bir polimorfizm
calismasi i¢in az sayida gibi goriinmekle birlikte ¢alisma dizigotik OSB’li ¢ocuklar {izerinde
yapilmis olup, ¢alisma Oncesinde yapilan gii¢ analizine gére kontrol grubu i¢in gerekli olan
sayidan daha fazla goniilli ¢aligmaya dahil edilmistir. Bununla birlikte CN'V’lerin monozigotik
ikizlerde %100 aktarildig1 bilgisine dayanilarak ¢alismanin monozigotik OSB’li hastalarda
yapilmasmin patofizyolojisinin net olarak ortaya konmasi agisindan yararli olacagini

diistinmekteyiz.
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BIiLGILENDIRILMi$S GONULLU ONAM FORMU

01) Davet edildiginiz ¢aliyma “Otizm Spektrum Bozuklugu Olan Ikizlerde Kopya Sayisi
Degisikliklerinin Vitamin D Reseptorii ile iligkisinin Aragtirilmas1.” baglikli akademik amagh projedir.
Bu aragtirmada ASD (Otizm spektrum bozuklugu) hastaligi bulunan bireylerde genetik degisiklikler
aragtirilacaktir. Alinan sonuglarin ileride yapilacak olan koruyucu tedavi yontemlerine yol gosterici
olmasi hedeflenmektedir. Bu ¢aligma bir genetik arastirmadir ve bu nedenle sizden alinacak 6rnek ile
genetik yapiniz incelenecektir.

02) Eger arastirmayi kabul ederseniz gorevli hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgulariniz
kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun gériirse bu galigmaya aliacaksiniz. {zniniz
dogrultusunda bu galismay1 yapabilmek i¢in sizden kan 6rnegi alinacak ve atardamar tikanikligi olan
hastalar i¢in rutin olarak yapilan kan testi sonuglar1 kullanilacaktir.

03) ASD olan 100 tane ikiz goniilliiniin ¢alismaya dahil edilmesi planlanmaktadir. Bu arastirma Saghk
Bilimleri Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarin da yiiriitiilecektir.

04) Arastirmaya katilmimz sizin isteginize baghdir. Istediginiz zaman herhangi bir cezaya ve
yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢bir hakkinizi kaybetmeksizin arastirmaya katilmay: reddedebilir veya
arastirmadan gekilebilirsiniz. Aymi sekilde, arastirmaci tarafindan gerek goriildiigiinde arastirma dist
birakilabileceksiniz.

05) Bu arastirmanin size veya ailenize bir yarar getirip getirmeyecegini simdiden sdylemek miimkiin
degildir, size bu konuda s6z verilemez.

06) Size bu ¢alismada herhangi bir madde verilmeyecektir.

07) Bu ¢aligmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir iicret talep edilmemektedir. Bunun yani sira size
de bir 6deme yapilmayacaktir. Bagli bulundugunuz Sosyal Giivenlik Kurumundan (SGK) herhangi bir
ticret alinmayacaktir.

08) Sizinli ilgili tiim klinik bilgiler, klinik bulgular ve elde edilecek genetik bulgular gizli kalacak ve
kimseyle paylasilmayacaktir. Arastirma sonuglarinin yaymlanmasinda dahi kimlik bilgileriniz
kimseyle paylasilmayacaktir.

09) Arastirma konusuyla ilgili ve arastirmaya katilmaya devam etme isteginizi etkileyebilecek yeni
bilgiler edinildiginde goniillii veya yasal temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir. Arastirma hakkinda
ve aragtirmayla ilgili herhangi bir olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi igin temasa
gegebilecegi telefon numarasi: 0 5071206190

10) Sizden bir defaya mahsus olmak iizere kolunuzdan 2 ml kan alinacaktir.
11) Toplanan 6rnekler yurt disina analiz amaci ile gonderilmeyecektir.

12) Calismaya katilmaya karar verirseniz kimliginizin gizli kalmasi kosuluyla bu arastirmadan elde
edilecek bilgi ve bulgularin istendiginde ilgili resmi makamlara verilebilecegini ve bilimsel amagla
yayinlanabilecegini kabul etmis olursunuz.

13) Bu aragtirma Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarin da
yiriitilecektir.



14) Bu formu imzalamadan 6nce, kendi haklariniz ile ilgili sorularimz varsa liitfen sorun. Daha sonra
bu konularla ilgili sorunuz olursa, ya da herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi almak
isterseniz proje aragtirmacilarindan Yrd. Dog.Dr. Ceyda Hayretdag Ors ile: 05071206190 ve Uzm. Dr.
Pmar Algedik ile 0507 120 61 90 numaralarindan 24 saat irtibata gegebilirsiniz. (Bu yazinin bir
kopyas da size verilecektir)

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigim,
istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum. S6z konusu
aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay: kabul ediyorum.

“Otizm Spektrum Bozuklugu Olan Ikizlerde Kopya Sayis1 Degisikliklerinin Vitamin D Reseptorii ile
iliskisinin Arastirilmas1.” isimli caligma kapsaminda alian biyolojik 6rneklerimin (kan)

o Sadece bahsi gegen galigmada kullanilmasina izin veriyorum

o Tleride yapilmasi planlanan tiim ¢aligmalarda kullanilmasina izin veriyorum

o Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Goniilliiniin Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik olan
Adi ve Soyadt: kiginin
Imzast: Adi ve Soyadi:
Tarih: Imzast:
Tel: Tarih:
Tel:
Aragtirmact
Adi ve Soyadi: Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin
Imzast: Ad1 ve Soyadt:
Tarih: Imzast:
Tel: Tarih:
Tel:
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M-CHAT*
DEGISTIiRILMIiS ERKEN COCUKLUK DONEMIi OTiZM TARAMA OLCEGI

Degistirilmis Erken Cocukluk Dénemi Otizm Tarama Olgegi (M-CHAT), 18-30/36 aylik gocuklarda
otizmin belirtilerini tespit etmek amaciyla gelistirilmis bir tarama 6lgegidir. M-CHAT toplam 23
maddeden olusmaktadir ve uygulamasi yaklasik 10-15 dakika siirmektedir. M-CHAT sadece
gocugunuzda otizm siiphesi olup olmadigin1 gosterir.

UYARI: M-CHAT genelde ailelerin doldurdugu bir testtir. Ancak, Tiirkiye de yapilan arastirmada bu
olcegin egitilmis saghk calisanlar: (psikolog, hemsire, vb.) yardimi ile uygulanmasinin daha dogru
olabilecegi gosterilmistir (Kara 2014).

Degistirilmis Erken Cocukluk Dénemi Otizm Tarama Olgegi (M-CHAT)

Liutfen asagidaki sorulart gocugunuzun genelde nasil oldugunu goz 6niinde bulundurarak cevaplamaya
calisin. Eger belirli bir davranigi nadiren yapiyorsa (bir veya bir iki kere), g¢ocugunuz o davranist
yapmiyormus gibi yanitlayin.

1. Cocugunuz sallanilmaktan ya da dizinizde hoplatilmaktan veya benzeri oyunlardan hoslanir mi1?
Evet /Hayir

2. Cocugunuz baska ¢ocuklarla ilgilenir mi?
Evet /Hayir

3. Cocugunuz esyalara (6rnegin koltuk, kiitiiphane vb.) ve benzeri seylere tirmanmay1 sever mi?
Evet /Haywr

4. Cocugunuz ce-e (yiiziiniizii ellerinizle kapatip agarken ce-e demek) ve saklambag oyunlarindan hoslanir
m1?
Evet /Hayir

5. Cocugunuz hi¢ hayali oyun oynar mi? (6rnegin, telefonu alip karsisinda biri varmis gibi konusur mu
veya oyuncak bebeginin altini temizliyormus gibi yapar mi?)
Evet /Hayir

6. Cocugunuz ne oldugunu merak ettigi bir seyi (sormak amactyla) isaret parmagiyla gosterir mi?
Evet /Hayir

7. Cocugunuz bir seyin ilgisini ¢ektigini belirtmek i¢in isaret parmagiyla gosterir mi?

Evet /Hayir

8. Cocugunuz kiiciik oyuncaklari (araba, lego gibi) agzina almadan, firlatip atmadan veya elinde
sallamadan (amacina uygun) oynar m1?
Evet /Hayir

Evet /Hayir

10. Cocugunuzla bir-iki saniyeden daha uzun siireli g6z temasi (gdziiniiziin icine bakmasi) kurabiliyor
musunuz?
Evet /Haywr

11. Cocugunuzun baz: seslerden asir1 derecede rahatsiz oldugunu gozlemlediniz mi?
Evet /Hayir



12. Cocugunuza baktiginizda ya da giildiigiiniizde o da size giiler mi?
Evet /Haywr

13. Cocugunuz sizi taklit eder mi?
Evet /Hayir

14. Cocugunuza ismiyle ¢agirdiginizda size yanit verir mi?
Evet /Hayir

ocugunuza ayni odada bulunan bir esyay: (6rnegin, oyuncagi) isaret ettiginizde, gosterdiginiz esyaya
bakar mi?
Evet /Haywr

16. Cocugunuz yiiriiyor mu?
Evet /Hayir

17. Sizin baktiginiz seylere cocugunuz da bakar mi?
Evet /Haywr

18. Cocugunuz yiiziiniin 6niinde parmaklartyla anlasilmaz hareketler yaparak ellerini seyreder mi?
Evet /Hayir

19. Cocugunuz bir seyler yapmaya calisirken sizin dikkatinizi ¢gekmek i¢in ¢caba gdsterir mi?
Evet /Haywr

20. Hig¢ gocugunuzun iyi isitmediginden endise duydunuz mu?
Evet /Hayir

21. Cocugunuz cevresindeki insanlarin neler soyledigini/konustugunu anlar mi?

Evet /Haywr

22. Cocugunuz bazen bosluga bakiyormus gibi dalip gider mi?
Evet /Hayir

23. Cocugunuz bilmedigi bir durumla karsilastigi zaman sizin davranisinizi anlamak amaciyla yiiziiniize
bakar m1?
Evet /Hayir

*Modified Checklist for Autism in Toddlers
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M-CHAT’in Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Testte yer alan 11, 18, 20 ve 22 numarali sorularda evet olumsuz, diger sorularda hayir olumsuz yanittir.
Olumsuz yanitlarin belirlenmesini kolaylastirmak amaciyla bu yanitlar soru formunda kalin karakterle
yazilmistir.

Orijinal Ingilizce M-CHAT te 2, 7, 9, 13, 14, 15. sorulardan en az ikisinde ya da 23 sorudan en az ii¢iinde
kalin yazilmis segenek isaretlenmisse cocugun otistik spektrum bozuklugu agisindan riskinin yiiksek
oldugu kabul edilir ve bir gocuk ve ergen psikiyatrisi uzmanina yonlendirilmesi onerilir (Robins 2001).

Tiirkge kiiltiirel adaptasyon yapilan ¢aligmada Ingilizce orijinal ¢aligmadan farkl olarak 5, 10, 17, 19 ve 21
numarali sorularin da otistik spektrum bozuklugu riskini belirleme agisindan yiiksek tani degeri tasidigi
saptanmig, 13 numarali sorunun tani giiciiniin ise orijinal ¢aliymadan farkl olarak diisiik oldugu
goriilmiistiir (Kara 2014). Bu verilere gore, M-CHAT testinin Tiirkge kiiltiirel adaptasyonunda 2, 5, 7, 9,
10, 14, 15, 17, 19 ve 21 numaral sorularin en az ikisinde ya da 23 sorudan en az iiciinde kalin yazilmis
secenek isaretlenmigse cocugun otistik spektrum bozuklugu agisindan riskinin yiiksek oldugu kabul
edilmekte ve cocugun bir gocuk ve ergen psikiyatrisi uzmanina yonlendirilmesi dnerilmektedir.
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