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OZET

Dogu Anadolu Bolgesindeki Otizmli Cocuklarda Serum Amino Asit ve
Asimetrik Dimetilarjinin Diizeyleri

Amag: Otizm spektrum bozuklugu yasamin erken déneminde baslayan sosyal
iletisim, etkilesim ve kisith ve tekrarlayici davranislarla karakterize norogelisimsel bir
bozukluktur. Goriilme sikligi her gecen giin artmaktadir. OSB genetik, cevresel,
immiinolojik faktorlerin sebep oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir ve sebepleri tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu caligmanin amaci otizmli ¢ocuklarda amino asit ve
asimetrik dimetilarjinin otizmin patogenizindeki roliinii incelemektir.

Materyal ve Metot: Bu ¢aligmaya 25 OSB olan ¢ocuk ve 20 saglikli ¢ocuk dahil
edilmistir. Amino asit diizeyleri LC/MS-MS cihaz1 ile, ADMA diizeyleri ELISA
yontemi ile dlclilmiistiir.

Bulgular: OSB grubunda, kontrol grubuna oranla serum alanin, glutamik asit,
glisin, histidin, ornitin, prolin, serotonin, triptofan diizeyleri istatiksel olarak yiiksek
bulunurken; aspartik asit, beta-aminoizobiitirik asit ve GABA diizeyleri istatiksel olarak
diisiik bulunmustur (p<0.005). ADMA, arjinin, arjininosiiksinik asit, anserin, asparajin,
beta alanin, sitriilin, glutamin, histamin, hidroksiprolin, izolosin, 16sin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, sarkosin, serin, treonin, tirozin, valin serum diizeylerinde istatiksel olarak
fark bulunamamaistir (p>0.005).

Sonu¢: OSB grubunda, bazi amino asit diizeyleri, kontrol grubuna goére anlamli
yiiksek bulunurken, bazi amino asit diizeyleri de diisiik bulunmustur. ADMA diizeyleri
arasinda ise iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler: Amino asit, asimetrik dimetilarjinin, otizm spektrum

bozuklugu



ABSTRACT

Serum Amino Acid and Asymmetric Dimethylarginine Levels in Children
with Autism in Eastern Anatolia Region

Aim: Autism spectrum disorder is a neurodevelopmental disorder with an onset
early in life. It is characterized by varying deficits in social communication, interaction
and restricted and repetitive behaviors. There is recently an increase in the incidence of
the disorder. ASD was recently considered a multifactorial disorder caused by the
interaction with genetic, environmental, immunological and other factors. The aim of
the study is evaluate the serum amino acids and ADMA levels of the children with
ASD.

Material and method: This study was carried out in 25 children with ASD and
20 healthy children. Amino acid levels were measured by LC-MS/MS and ADMA
levels were measured by ELISA method.

Results: ASD group patients had a significantly higher concentration of:
Alanine, glutamic acid, glycine, histidine, ornithine, proline, serotonin, tryptophan
levels compared to the control group, whereas aspartic acid, BAIB and GABA levels
had statistically lower (p<0.005). ADMA, arginine, argininosuccinate, anserine,
asparagine, beta alanine, citrullin, glutamine, histamine, hydroxyproline, isoleucine,
leucine, lysine, methionine, phenylalanine, sarcosine, serine, threonine, tyrosine, valine
serum levels were not found statistically significant (p> 0.005).

Conclusion: Some amino acid levels were found significantly higher than the
control group, while some amino acid levels were found lower. In the group with ASD
compared to the control group, no statistically significant difference was found between

ADMA levels.

Key Words: Amino acid, asymetric dimethylarginine, autism spectrum disorder
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1. GIRIS

Otizm, kisith ve tekrarlayan davranis ve ilgi alanlari, sosyal iletisimde
zorluklarla karakterize heterojen nérogelisimsel bir durumdur.’ Otizmin ilk tanimi 1943
yilinda Leo Kanner tarafindan yapilmistir. Bir siire boyunca ebeveyn tutumlarinin ve
cevresel faktorlerin konusma geriligi, sosyal geri ¢ekilme gibi davranislardan sorumlu
olduguna inanilmistir. Daha sonra bozuklugun norolojik temelli oldugu ydniinde
kanitlar bulunmustur. 3 Son zamanlarda ise bazi gen mutasyonlar1 gibi farkli etiyolojik
faktorlere baglanan noérogelisimsel durumlar biitiinli olarak diisiiniilmektedir.> Otizm
tanim1 zaman i¢inde degisimlere ugramistir. Son olarak, psikiyatrik siniflama sistemi
olan DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) ile otizm, otizm
spektrum bozuklugu (OSB) ¢atis1 altinda kabul edilmistir. 4

Gilinlimiizde goriilme siklig1 artmakla beraber, mevcut yayginligin gelismis
iilkelerde %1.5 oldugu tahmin edilmektedir.” Artisin sebebi tani kriterlerinin degismesi,
hastaliga karst olan farkindaliginin artmas: ile iliskilendirilse bile hastaligin
insidansindaki artis g6z ardi edilemez.° Cesitli risk faktorleri tanimlanmistir ama
bunlarin hig biri tek basina otizmin artan prevelansini ag:1k1ayamamaktad1r.7

Hastaligin temelinde yatan sebepler hakkinda c¢ok az bilgiye sahip olmamiza
ragmen, ciddi bir sekilde konu ile ilgili calismalara son zamanlarda baslanmlstlr.8
Genetik ve gevresel faktorlerin OSB etiyolojisinde pay1 vardir.’ Spesifik otizm risk
genlerini tanimlamak igin iki temel yontemle gen c¢alismalart yapilmaktadir. Bunlardan
birincisi tiim gen bolgesinde polimorfizm ¢aligmalar1 digeri ise spesifik gen bolgeleri
calismalaridir.® ikiz bireyler iizerine g¢alismalar, birinci dereceden aile calismalari,
otizmin etiyolojisinde genetigin Onemini desteklemektedir. ™ Kalitsalligin oldugu
belirlenmis olmasina ragmen, kalittmin nasil gergeklestigi belirlenememistir.® Erkek

cocuklarda kiz ¢ocuklara oranla 4 kat daha fazla goriilmektedir ve bunun spesifik



sebepleri bilinmemektedir.*> ** Yeni verilere gore cevresel faktorler de hastaligin
etiyolojisine katkida bulunabilmektedir. Baz1 ¢alismalara gbre otizmin etiyolojisinde,
genetik faktorlere oldugundan fazla deger verilirken, ¢evresel faktorlere daha az 6nem
verilmektedir.'* 4

OSB’nin baglangic nedenlerini bulmak ve tanmimlamak, davranigsal taniyi
tyilestirmek ve onaylamak i¢in, biyobelirteclere biiyiik ihtiyac vardir.® Biyobelirtecler
igerisinde amino asitler de vardir. Serum, plazma, idrar gibi viicut sivilari, OSB
calismalarinda ¢ok kademeli ¢alismalarda arastirma malzemesi olarak kullanilmaktadir.
OSB icin potansiyel biyobelirtecler olarak kabul edilen organik bilesikler arasinda
bir¢ok amino asit vardir.*®

Amino asit tastyict bozukluklari, azalan detoksifikasyon, bozulmus metilasyon
ve siilfasyon OSB'de meydana gelen biyomedikal anormallikler arasindadir ve amino
asitlerle iliskilidir. Bununla birlikte, diyette ¢esitli esansiyel amino asitlerin yeterli olup
olmadig1 disinda, amino asit analizlerinden baska bilgiler elde edilebilir. Onemli olan
baska bir durum ise, merkezi sinir sistemi ndrotransmiterleri i¢in Onciil madde olarak
islev goren nétr amino asitlerin yeterli olup olmadiginin belirlenmesidir.'” Yapilan
mevcut calismalardaki kisitliliklardan dolayi, konu ile ilgili daha c¢ok calisma
yapilamasi 6nerilmektedir.'®

Cogu otizmli c¢ocuk yemek konusunda titiz ve segicidir. Cesitli, farkl
yiyeceklerden hoslanmazlar, yeme problemleri beslenme eksiklikleri ic¢in risk
faktorleridir.® Diyetle alman amino asitler cok énemlidir. Amino asitler, otizmin
tedavisi ve norobiyolojisinde Onemli yere sahiptir. Bir¢ok hastalikla ve Onemli
metabolik olaylarla olan 6nemli iliskisinden dolayr otizmli ¢ocuklarin amino asit
diizeylerini arastirmayi ve saglikli ¢ocuklarla karsilastirarak, durumlarini incelemeyi

amacladik.



Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), arjinin amino asitinin modifiye olmus bir
analogudur. Biitiin insan hiicrelerinin sitoplazmasinda gergeklesen stirekli protein
doniisiim siire¢lerinin metabolik bir yan iiriiniidiir. > ADMA endojen nitrik oksit sentazi
(NOS) inhibe eder. L-Argininin hiicre i¢ine alintmini ve L-Arjininden nitrik oksit (NO)
sentezini engeller”> ADMA'nin kardiyovaskiiler ve bdbrek hastaliklari basta olmak
tizere, bazi hastaliklarin komplikasyonlarindaki sebeblerine dair elde edilen bulgular
vardir.”> ADMA’nin kesfi ve nitrik oksit sentezi lizerindeki in vitro ve in vivo
indirgeyici etkilerinin gozlemlenmesi, hastaliklardaki roliinii kesfetmeye c¢alisan genis
bir arastirma yapisina yol agmlstlr.zo NO hiicre disina difiize oldugunda g¢esitli
norotransmitterlerin uyarimini saglar. Bu norotransmitterler ¢esitli psikiyatrik
hastaliklarin etyopatogenezinde rol oynar. Dolayisiyla NO’in en 6nemli diizenleyicisi
olan ADMA benzer sekilde psikiyatrik hastaliklarin etyopatogenezinde rol alabilir.®
Bizim bilgilerimiz dahilinde, OSB’li hastalarin serum 6rnekleri iizerine {izerine yapilan
ADMA c¢alismast bulunmamaktadir. Oksidatif stres ve otizm arasindaki iliski
bilinmektedir. Bizde bu ¢alismamizda oksidatif stresle iliskili olan ADMA?* ile OSB ve
amino asitler arasindaki iligkiyi arastirmayi amacladik.

Bu hastaligin sebeplerinin tam olarak bilinmemesi, yapilan ¢aligmalarin uzun bir
gecmise dayanmamasi ve goriilme sikliginin glin gectikge artmasi, toplumsal
farkindaligin artmasi, gibi sebeplerden dolay1 otizm ¢alismalarina giiniimiizde daha ¢ok
onem verilmeye baslamistir. Yaptigimiz ¢alismada otizme sebep olabilecek metabolik

olaylart aydinlatmak istedik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Otizmin Tanim ve Tarihcgesi

OSB, sosyal etkilesim, iletisim eksikligi, tekrarlayan davranislarla ve
norogelisimsel bozuklularla iliskili bir durumdur.®

Giliniimiizde otizm ya da otizm spektrumu denilen durumun ilk tanimlamasini
1943 yilinda Leo Kanner yapmustir, tanim giiniimiize kadar olduk¢a degisime
ugramlstlr.l Leo Kanner 11 c¢ocuk iizerinde yaptigi gozlemlerde, tekrarlayan
davraniglar, iletisimde yetersizlik, dil gelisiminde alisilmadik durumlar belirlemis‘tir.25
Kanner gozlemlerinde bu durumun, bebeklik déneminde mevcut oldugu belirtelerek, bu
durumu ¢ocukluk otizmi olarak tanimlamistir. 1970’lere kadar sizofreni ile aynm1 grupta
tanimlanmuis, sizofreninin ¢ocukluk formu olarak disiintilmiistiir. Daha sonra, Amerikan
Psikiyatri Birligi tarafindan yayinlanan, zihinsel hastaliklara tan1 koyma Kriterlerini
belirleyen DSM-3’¢ kadar bagimsiz bir tanimlamasi yapilmamistir.”® 1944'te Hans
Asperger, sosyal beceriler ve sozel olmayan iletisimde zorluk ¢eken ¢ocuklar1 “otistik
psikopati” tanimini yaparak agiklamugtir.”®

DSM’nin 3. versiyonu olan, DSM-3’te yaygin gelisimsel bozukluklar ¢atist
altinda incelenmistir ve hastaligin tanisi i¢in 30 aydan once baglamis olmasi1 gerektigine
yer verilmistir.? DSM-4 ve hastaliklarm uluslararasi siniflandirimasmm 10. revizyonu
diizenlemelerinde kisith, tekrarli davraniglar ve ilgi alanlar, iletisim ve sosyal
etkilesimde bozulmalar olarak yaygin gelisimsel bozukluklar altinda incelenmis,
Aspenger, Rett gibi bozukluklar1 da bu tamm altina almustir.?” 2013 yilinda yaymnlanan
DSM-5 ise bu bozukluklarin farkli kategorilere ayrilmasini reddeder ve bunun yerine
tiniter bir yaklasim olan otizm spektrum bozuklugunu onermektedir. Otistik bozukluk,

Asperger bozuklugu ve yaygin gelisimsel bozukluk OSB olarak yer almustir.* 1990’ larin



ortasindan bu yana otizm arastirmalarinda da hizli bir artis goriilmektedir. Sekil 2.1. de

grafik olarak gosterilmistir.*
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Sekil 2.1. Yillara gore otizm arastirmalarindaki artis grafigi

Otizmin karmagsik tamiminda DSM-3’teki tanimlardan DSM-5’¢ kadar olumlu
yonde siirekli iyilestirmeler olmustur. OSB tanimi, bu gilinlerde ise genel anlamda;
karmasik, ¢oklu heterojen etiyolojiye sahip, yaygin, alt tipleri olan bir bozukluk olarak
kabul edilmektedir.”

2.2. Otizmin Epidemiyolojisi

Otizmin goriilme siklig1 son yillarda diisiiniilenden oldukc¢a fazladir ve goériilme
sikl1g1 artmaktadir.® 1980’lerde otizmin az goriildiigii ve bu oranin 5/10.000°den az
oldugu dl’isﬁnﬁlﬁyordu.28 Yakin zamanlarda yapilan caligmlarda bu oranin ¢ok daha
fazla oldugu anlasilmustir. ® 2010 yilinda ise goriilme orammin 76/1000 oldugu
diistiniilmektedir. Bu artisa hastalifin kriterlerinin degisimi, daha kapsamli 6rnek
metodolojileri ve metodolojik farkliliklarin da sebep oldugu diisiilmektedir.?

Gilinlimiizde ise mevcut oranmnin gelismis {iilkelerde en az % 1,5 oldugu tahmin



edilmektedir. Ayrica neredeyse tiim tanimlayict epidemiyoloji caligmalar1 c¢ocuklar
lizerine odaklanmistir, yetiskinler iizerine cok az c¢alisma bulunmaktadir.’ Amerika
Birlesik Devletlerinde son yillarda OSB olan ¢ocuklarin gériilme sikliginda anlamli bir
artis bulunmaktadir ve 36 ¢ocuktan 1’inde olacak kadar arttig1 tahmin edilmektedir.>®
Goriilme sikligr tizerine yapilan ¢alismalarda bulunan farkli sonuglarin sebebi olarak
metodolojilerin her hangi bir standardizasyonunun olmamasi, c¢aligmalarin biiyilik
popiilasyonlar igermesi, gt')sterilebilir.32

2.3. Otizm Tam Kriterleri

OSB igin giincel DSM-5 tani kriterleri kisaca asagidaki gibi tanimlanmistir.?

I. Toplumsal iletisim ve toplumsal etkilesimde stirekli yetersizligin olmasi.

(simdi veya gegmiste goriilmiis olmasi)

a) Ikili konusmada giicliik, duygularini paylasmada yetersizlik gibi toplumsal,
duygusal karsilik vermede yetersizlik.

b) Yiiz ifadesi ve beden dilinde bariz eksikler gibi toplumsal etkilesim i¢in
kullanilan, s6zel olmayan iletisimsel davranislarda eksiklik.

c) Arkadas edinememe, farkli toplumsal ortamlara uygun davranama gibi
iliskiler kurma, iligkilerini siirdiirme ve iligkileri anlama yetersizlikleri.

I1. Su an veya gegmiste olan, en az ikisinin varligi ile ortaya ¢ikan sinirli,

tekrarlayici davranislar.

a) Opyuncaklar1 dizme gibi tekrarlayict motor hareketler, obje kullanimu.

b) Her giin ayn1 yolu kullanma, ayn1 yemegi yeme gibi rutinlere tutucu sekilde
bagli olma.

c) Alisilamadik nesnelere anormal asir1 baglilik gibi kisith degisiklik

gbstermeyen sinirli ilgi alanlari.



d) Asir1 ya da az duyarlilik gosterme. Aciya tepkisiz kalma, 151k veya gorsel
hareketlere asir1 ilgilenme.

I1l. Gelisimin erken evrelerinde belirtilerin mevcut olmasi.

IV. Belirtilerin 6nemli derecede hayata, is hayatina, sosyal yasama klinik olarak

etki etmesi.

V. Zihinsel yetersizlik veya genel gelisimsel gerilik sebebi ile goziikmemesi.

Bahsedilen tani kriterleri batili iilkelerde yasayan katilimer kiiltiirlerine gore
belirlenmistir. Bu kriterlerin olusturulmasinda agirlikli olarak biyolojik faktorlerden
yararlanilmis olmasina ragmen, sosyal ve Kkiiltiirel faktorlerin bu kriterlerin kabul
edilebilirligini etkiledigi diisiiniilmektedir.*® Bat: kiiltiiriinde hastaligin kriteri olabilecek
bir durum, baska bir kiiltiirde normal bir davranis olarak kabul edilebilmektedir.?® Bu
durum da kriterlerin diinya ¢apinda kullanilabilirligini sorgulamaktadir.

2.4. Otizmin Etiyolojisi

Otizmin sebepleri heniiz tam aydinlatilamamistir. Kompleks ve multifaktoriyel
olmasi disinda heniiz c¢cok az sey bilinmektedir.* Otizm iizerine yapilan ciddi
calismalara son yillarda 6nem verilmeye baslamistir. Yapilan calismalarda hastalikla
ilgili bazi risk faktorleri, nérobiyolojik, genetik temelle ilgili iliskiler tanimlanmigtir.> ®
Otizm genetik ve genetik olmayan risk faktorlerinden kaynaklanan karmasik bir
bozukluktur. ikizler iizerine yapilan klinik ¢alismada, OSB gelisme riskinin % 35-40
genetik degiskenlere, geri kalaninin ise dogum 6ncesi, dogum sirast ve dogum sonrasi

gevresel faktdrlere bagl oldugu belirlenmistir.®> % Bilinen sebepler ve bilinmeyen

sebeplerin yiizdesel dagilimi Sekil 2.1.’de gosterilmistir.’



Metabolik
Bozukluklar; 5%

Tek Gen
Bozukluklan; 5%

Bilinmeyen
sebepler; %70

Sekil 2.2. Otizm sebeplerinin yiizdesel dagilim1

2.4.1. Genetik Risk Faktorleri

Otizmin etiyolojisinde genetigin énemli bir yeri vardir ve yapilan ¢aligmalar
hastaligin yiiksek derecede genetik heterojenite gosterdigini ileri siirmektedir.*® Ayni
zamanda otizmin basit bir genetik kalitim seklini takip etmedigi ve monogenik bir
mekanizma ile agiklanmasimn zor oldugu diisiiniilmektedir.®® Genetik yap1 bityiik
Olciide degiskenlik gostermektedir, tek bir penetrant mutasyonu da, binlerce diisiik riskli
alellerin birikimi de, OSB’ye sebep olabilir.*’

OSB vakalarinin en az %70’nin genetik etiyolojisi halen bilinmemektedir.>” Son
caligmalar, sadece beyin gelisiminin sinirlt biyolojik yollarini etkileyen ¢ok sayida
genetik degisiklikten kaynaklandigim diisiindiirmektedir.** OSB’nin, zihinsel engelli ve
noropsikiyatri bozukluklar ile ilgili genleri i¢cermesi, etiyolojisinde genetik varyantlarin
yer almasinin kaniti olarak diisiiniilmektedir.** OSB’de yer alan ¢ok sayida genin,
noronal ve sinaptik hemeostaziyi etkileyen yollarda yer aldigi ve temel gelisme

yollarinda 6nemli gérev aldig1 diisiiniilmektedir.*? Ornegin, sinaptik bir (iskele) protein



olan SHANK3'lin tek bir kopyasinin mutasyonu, OSB'li bireylerde dil ve iletisim
bozuklugu ile iligkilendirilmistir.> **

OSB’dan sorumlu olabilecek genlerin arastirilmasi igin, tam-genom (whole-
genome) tarama testlerinde OSB yatkinlik genleri arastirillmaktadir. Gen analizi
calismalarinda, 20 farkli kromozomda otizm lokusu i¢in kanit bulunmustur, birden ¢ok
calisma, 1p, 5q, 7q, 15q, 16p, 17q, 19p, ve Xq kromozom bdlgeleri dahil olmak iizere
birden fazla ilgili bolgeleri igerdigini gt')sterrnistir.38’ 45 Yapilan farkli ¢alismalarda, sik
ve gii¢lii bir baglant1 kanit1 bulunan en ilging bolgeler, 2q ve 7q kromozomlar iizerinde
bulunan boélgelerdir. Bu kromozomal bolgelerde, belirli aday genleri belirleme
girisimleri iizerine yapilan ¢alismalarda, 2024-q33’de bulunan, mitokondriyal
aspartat/glutamat tasiyict SLC25A12 ve CMYA3 genleri arasinda pozitif iligki
bulunmustur.*

Otizme yatkinliga sebep oldugu diisiinlilen gen sayisinin 400-1000 civarinda
oldugu tahmin edilmektedir.> *® OSB tanusi alan kisilerin yaklasik %10’unda genetik
hastalik vardir, yaygin olarak OSB vakalarinin %21-2’sinde Fragile-X sendromu,
%]1’inde tiiberoskleroz, %0,5’inde Rett Sendromu goriilmektedir."’ Az gbriilen
kromozomal anormallikler de mevcuttur (genel popiilasyonda <% 5 minor allel sikligi).
En ¢ok goriilen sitogenetik anormallik %1 ile %3 oraninda, Prader-Willi/Angelman
sendromu bdlgesinin 15q11-q13 duplikasyonunda belirlenmistir.*

2.4.2. Cevresel Faktorler

Otizmin risk faktorleri insan ve hayvan c¢alismalarn ile belirlenmeye
calisiimaktadir. Bazi hayvan modeli ¢alismalarinin, insanlardaki otizm ile
iliskilendirilmesinin dogru olup olmadig1 tartigmalari devam etmektedir. Ama c¢ogu
arastirmaci, cevresel risk faktorlerinin hayvan modelleri ile belirlenebilecegini kabul

etmektedir.’



Arsenik, civa, kadminyum gibi siilfhidril rekatif metaller otizm prevalansi ve
riski ile iliskilidir. Otizmli ve saglikli ¢ocuklardan alinan sa¢ orneklerinde, stilthidril
reaktif metal diizeylerinin otizmli ¢ocuklarda saglikli ¢ocuklara gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir.*°

Kizamik kabakulak, kizamik¢ik asilar1 ve otizm arasinda her hangi bir iligki
bulunamamlstlr.50

Yapilan caligmalarda gebelik sirasinda alkol ve sigara kullanimimin dogrudan
otizmle iliskili olmadig1 gosterilmistir.™

2.4.2.1. Prenatal, Perinatal, Postnatal Risk Faktorleri

Prenatal donem otizm risk faktorleri agisindan oldukg¢a énemlidir. Embriyogenez
sirasinda, otizmi arttirdigr bilinen risk faktorlerinin kritik etki donemleri vardir.*?
Yapilan c¢alismalarda; dogum Oncesi, maternal rubella enfeksiyonu; etanol,
thalidomide, valproic acid, misoprostol gibi etkenlere maruziyetlerin OSB riskini
arittirdigi belirlenmistir.>

D1s ¢evresel faktorlerin disinda, fetiisii ¢evreleyen cesitli biyolojik kosullar,
dogum oncesi uterustaki kosullar, OSB gelisimi i¢in risk faktorleridir. Hamilelik 6ncesi
viicut kitle indeksi 35’ten biiyiik asir1 obez kisilerin ¢ocuklarinda otizm riskinin arttigi
gésterilmistir.53 Obezite, hipertansiyon, dnceden var olan tip II diyabet veya gestasyonel
diabetes mellitus gibi annenin metabolik durumlarininin, OSB dahil, ¢ocuklarda
norogelisimsel bozukluklarin goériilme riskinin artmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir.
> OSB’si olan 3,388 cocugu igeren biiyiik retrospektif kohort caligmasi, 26 hafta veya
daha oOnce teshis edilen maternal gestasyonel diabetes mellitusun, ¢ocuklar i¢in OSB

i¢cin 6nemli bir risk faktorii oldugunu g('jstermektedir.55
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Dogum, OSB dahil, atipik ndrogelisimin ortaya ¢ikmasi ic¢in kritik bir donem
olabilir.*® Dogum travmasi, kordon bagi komplikasyonlari, diisik dogum agirhig (<1,5
kg) giiclii OSB riski ile iliskilendirilmistir.>’

Yasadigr iilkeden baska bir iilkeye dogum icin giden annelerin ¢ocuklarinda
potansiyel olarak OSB risk faktoriinde artma belirtilmistir.”® iskandinav iilkelerde
yapilan c¢alismalarda, dogum i¢in yurt disina giden, dogumu yurt disinda yapan
annelerin ¢ocuklarinda OSB riskinin arttig g(')sterilmistir.59

Uterus, postnatal ve erken ¢ocukluk doneminde vitamin D diisiikliigi, 6zellikle
OSB olmak {izere, norogelisimsel bozukluklar i¢in bir risk faktérii olarak
Valrsayllmak‘[adlr.60

2.4.3. Gen Cevre Etkilesimi

Gen ve cevre etkilesimlerinin ikisi de otizme sebep olabilirken, tek basina
otizme yeterli sebep degillerdir. Az seviyede kimyasala maruz kalma, genetik etkenler
tarafindan da etkilenen ayni molekiiler, hiicresel ve davranigsal sonuglara tesir edebilir.
Yapilan caligmalarda, dogustan gelen genetik zafiyetlerin varligi, OSB i¢in genetik risk
sebebi olan durumlarda, gevresel faktorlerin etkisinin esigini azaltabilir. Bu durum da
farklilasan ¢evrenin etkisine genetik zemin hazirlayabilecegi gé')sterilmistir.m’ 62

2.4.4. Otizm ve Cinsiyet

OSB’un sebebi tam agiklanamayan ama en iyi belgelenen ozelliklerinden biri
cinsiyet dagilimi arasindaki farktir. OSB erkeklerde kizlara gore 4 kat daha fazla
goriilmektedir, hastaligin en 1iyi kanitlanmis ama agiklanamayan sebebi cinsiyet
dag1hm1d1r.63 Cinsiyete dayali genetik ve hormonal faktorler bu dagilimin sebebi
olabilir.®* Cinsiyet dagilimim aciklamak icin gesitli teoriler dnerilmistir. Bunlardan
birisi de otizmi erkek profilinin u¢ noktasi olarak kabul eden ‘‘asir1 erkek beyni’’

teorisidir. Bu teorinin potansiyel mekanizmasinin 6zeti ise, sonradan OSB teshisi konan
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erkeklerde, amniyotik siv1 steroid hormonlarinin (seks steroidlerinin) yiikselmesidir.*> ®

Genetik c¢alismalardan elde edilen sonuglara dayanan bir ‘“kadin koruyucu model”
Onerilmistir. Yapilan genetik ¢alismada, aym belirtilerle basvuran erkeklere kiyasla
kizlari, kopya sayis1 varyantlari, tek niikleotid varyantlar1 da dahil olmak iizere, ayni
semptomlarla basvuran erkeklerden daha fazla nérogelisimsel olarak iliskili genetik
mutasyonlara sahip olma olasiliklarindan dolay1, genetik olarak dayaniklilik
gosterebilecekleri belirtilmistir.®’ 2

2.5. Otizmin Norobiyolojisi

Limbik sistem anormallikleri olduguna dair kanitlar, noropsikolojik kadar
noropatolojik bulgulara da dayatnmaktadlr.68 Biligsel beyin mekanizmalar1 iizerine
yapilan arastirmalar, bilissel bozukluklar da dahil olmak iizere, otizmin bir¢ok belirti ve
bulgusu i¢in merkezi bir agiklama olarak serebellar islev bozukluguna isaret etmektedir,
bu durum beyincigi (serebellum) anormal olarak gosteren ndropatolojik ve
norogoriintiilleme bulgular ile Vurgulanm'clktadlr.69 Beyin sap1, beyincik ve kortekste
gozlenen anormal ndronal gog, otizmde beyin lezyonlarmin fetal gelisimde ¢ok erken
oldugunu gostermektedir.®®

Frontal kortekste piramidal ndronlarin kaybi, limbik sistem anormallikleri ve
serebellumdaki 6nemli Purkinje hiicreleri kaybi otizmli bireylerde gosterilmistir ve
halen arastirilmaya devam edilmektedir.”

2.6. Otizmin Tedavisi

Otizmin tam bir tedavisi giiniimiizde mevcut degildir. Hastaligin semptomlarini
tyilestirmek i¢in smirh tedavi yollar1 vardir. Cevresel, genetik, bilissel, sosyal etkiler,
tedavinin potansiyel etkinligini azaltabilmektedir ve en etkili tedavinin tanimlanmasini

zorla@tlrmakdlr.71
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Yogun erken davranigsal miidahale, OSB ile iliskili davranigsal semptomlar igin
meveut altin standart tedavi olarak kabul edilir.”” Bu yontem pahalidir ve tiim OSB’li
¢ocuklara ulasamamaktadir. Sinirlilik semptomlar1 i¢in risperidon, basmakalip davranis
ve hiperaktivite semptomlar1 i¢in aripiprazol OSB tedavisinde kullanilan bazi
ilac;lardlr.25’ 3

2.7. Diyet faktorleri ve Beslenme ile Otizm Iliskisi

Arastirmalar, OSB olan bireylerin besinsel olarak duyarli olduklarini
belirtmektedir. Ciinkii beslenmede, kisitli alimlara egilimli veya segici bir yeme modeli
ve duyusal duyarlilik sergiledikleri gozlemlenmistir.”* Otizmli gocuklarin beslenme ve
metabolik durumu ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmistir, ancak her biri sadece birkag
biyobelirte¢ iizerinde g¢alisilmistir. Baz1 calismalar, otizmli ¢ocuklarda metilasyonun
bozuldugunu, glutatyon ve oksidatif stresin azaldigini gés‘[ermistir.18

Tipik olarak gelismekte olan cocuklarla karsilastirildiginda, OSB olan 6nemli
sayida kisinin yetersiz kalsiyum, demir, ¢inko, A vitamini, D vitamini, E vitamini,
riboflavin, C vitamini, B-12 vitamini, folik asit ve kolin alimina sahip oldugu yapilan
caligmalarda gé')sterilrnistir.74

2.8. Otizmin Potansiyel Biyobelirteci Olarak Amino Asitler

Biyobelirte¢ arastirmalar1 ¢ok yonliidiir ve bir dizi analitik platforma dayanir.
OSB'nin erken donem durumun sebeplerini saptamak ve belirlemek, tani koyma
kriterlerini kolaylastirmak ve onaylamak icin biyobelirteclere biiyiik ihtiya¢ vardir. OSB
icin potansiyel biyobelirtecler olarak kabul edilen organik bilesikler arasinda bir¢ok
amino asit vardir.'®

OSB’li bireylerde amino asitler T{izerine c¢alismalar yapilmistir ancak
caligmalardaki kisitliliklar ve farkli gelen sonuclar, yeni caligmalara ihtiya¢ oldugunu

géstermektedir.18
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2.8.1. Otizm ve Amino Asitler

Amino asitler ve tiirevlerinin; enerji metabolizmasinda, detoksifikasyon ve
norotransmisyon siire¢lerinde 6nemli gorevleri vardir. Otizmde goriilen norolojik
bozukluklar bozulmus biyokimyasal homeostaziyi diisiindiirmektedir.”” Amino asit
analizleri bir¢ok biyokimyasal bilgi verir. Farkli ¢alismalar periferal amino asitlerle
merkezi beyin fonksiyonlar1 arasinda baglanti olabilecegini ve amino asit
degisikliklerinin veya metobolizmasimin psikiyatrik hastaliklarin patogenezinde rol
alabilecegini gdstermistir.’® Hiicre i¢ci ve plazma amino asit seviyeleri, protein
metabolizmasinin ve beslenme durumunun degerlendirilmesinin erken gdstergeleridir.

2.9. Amino Asitler

2.9.1. Amino Asitlerin Yap1 ve Ozellikleri

Amino asitler yalnizca proteinlerin temel yapisal birimleri degillerdir.
Norotransmiter, porfirin, nitrik oksit, poliaminler gibi ¢ok dnemli metabolitlerin 6nciil
kaynagi olarak gérev yaparlar. Ayni zamanda enerji kaynaklaridir.”” Bir amino asit
yapisinda alfa karbonuna bagli bir amino grubu, bir karboksil grubu, bir hidrojen ve bir
de R grubu igerir. Bunlardan 20 tanesi viicut proteinleri sentezi i¢in gerekli olan standart
amino asitlerdir. Bu 20 amino asitten viicutta sentezlenebilenlere esansiyel olmayan
amino asitler, viicutta sentezlenemeyen ve besinlerle alinmas1 gereken amino asitlere
esansiyel amino asitler denir. Tablo 2.1.’de esansiyel ve esansiyel olmayan amino
asitler gosterilmistir. Protein sentezi icin gerekli amino asitler besinlerle protein
formunda sindirim kanalina alinirlar. Proteolitik enzimlerle amino asitlere pargalanirlar,
bu amino asitler bagirsaktan emilerek portal dolasima verilir ve amino asit havuzuna

katilirlar. Bu amino asitler esansiyel amino asitlerdir.”
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Tablo 2.1. Esansiyel ve esansiyel olmayan aminoasitler

Esansiyel Amino Asitler

Esansiyel Olmayan Amino Asitler

Arjinin (yar1 esansiyel)
Histidin (yar1 esansiyel)
[zoldsin

Losin

Lizin

Metinyonin

Fenilalanin

Treonin

Triptofan

Valin

Alanin
Asparajin
Aspartat
Sistein
Glutamat
Glutamin
Glisin
Prolin
Serin

Tirozin

Viicutta protein yapisina girmeyen fakat metobolizma sirasinda olusan, DNA

tarafindan kodlanmayan ama proteinlerin yapisina katilan aminoasitlere de standart dis1

amino asitler denir.”
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Sekil 2.3. Amino asitlerin genel yapisi

Glisin hari¢ tiim amino asitler asimetrik karbon atomuna sahiptir, alfa karbonu 4
farkli grupla bag yapmis durumdadir. Glisin yan zincir olarak H atomuna sahip oldugu
igin asimetrik karbon atomuna sahip degildir, D ve L formlarindan bahsedilemez.”
Amino asitler; alfa karbon atomuna bagli olan amino grubu molekiiliin sol tarafinda ise
L, sag tarafinda ise D olarak isimlendirilir. Protein yapisindaki amino asitler L
konumunda iken bazi antibiyotik ve bakteri hiicre duvarinda ise D amino asitler
bulunur. Posttranslasyonel mekanizmalarla bazi amino asitler L formunda
sentezlendikten sonra D formuna dénﬁstiirﬁlﬁrler.so

Amino asitler ¢Oziliniirliik olarak farklilik gosterirler. Sistin, 16zin, tirozin
disindakiler suda kolay c¢oziiliirken, prolin, hidroksiprolin disindakiler alkolde belli
Olgiide ¢oziinmektedirler. Kat1 halde, renksiz ve kiristal haldedirler.®°

Amino asitler birgok reaksiyon ve yapiya katilirlar. Karbonhidrat yapiminda, iire
ve amonyak sentezinde, enerji elde edilmesinde, enzim ve hormonlarin yapisinda, diger
amino asitlerin sentezinde kullanilirlar.®

2.9.2. Amino Asitlerin Siniflandirilmasi

Standart amino asitlerin kimyasal ozellikleri, biyokimyanin anlasilmasinda

onemli yere sahiptir. R gruplarmin o6zelliklerine gore simniflandirilabilir. R gruplar

hidrofiliklik 6zellikten, hidrofobik 6zellige kadar genis araliga sahiptir.
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Polar olmayan alifatik R grubuna sahip amino asitler: Bu smiftaki amino
asitlerin R gruplart polar degildir ve hidrofobiktir, tablo 2.2.’de gosterilmistir.
Proteinlerde alanin, valin, 16sin ve izolosin hidrofobik etkilesimlerle biraraya gelip

kiimeleserek protein yapisini sabitlerler. 81728

Tablo 2.2. Polar olmayan amino asitler ve sembolleri

Polar Olmayan Amino Asitler Sembolleri
Glisin Gly, G
Alanin Ala, A
Prolin Pro, P
Valin Val, V
Lo6sin Leu, L
[zol6sin lle, |
Metiyonin Met, M

Aromatik R grubuna sahip amino asitler: Fenilalanin, tirozin, triptofan aromatik
yan zincirli amino asitlerdir. Tablo 2.3.’te gosterilmistir. Tirozin yapisindaki hidroksil
grubuyla enzimler i¢in 6nemli islevsel ozellikleri olan hidrojen bag: yapabilir. Tirozin
ve triptofan ve bir dereceye kadar fenilalanin ultraviole 15181 absorblar bu durum birgok

proteinin 280 nm dalga boyunda 15181 absorblamasini aglklamaktadlr.81(5'72'81)

Tablo 2.3. Aromatik R grubu igeren amino asitler ve sembolleri

Aromatik Amino Asitler Sembolleri
Fenilalanin Phe, F
Tirozin Tyr, Y
Triptofan Trp, W

Polar yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler: Treonin, serin, prolin sistein,

asparajin ve glutamini kapsamaktadir. Tablo 2.4.’te gosterilmistir. Hidrofilik
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Ozelliktedirler ve suyla hidrojen bagi yaptiklari i¢in polar olmayan amino asitlere gore
suda daha ¢ok ¢Oziinebilirler. Prolin yapisinda imino grubu bulundurur, proteinlerde
esnekligi azaltip kati formasyon olusumuna sebep olur. Treonin ve serin hidroksil
gruplariyla, sistein siilfidril grubuyla, glutamin ve asparajin amit gruplariyla polarite
saglarlar. Iki sistein kalintisinin disiilfiir baglariyla baglanmasiyla sistin olusur ve bu

yap1 proteinlerin kovalent bag yapmasini saglayarak yapisal 6zellik kazandirr.31¢-728

Tablo 2.4. Polar yiiksiiz R grubuna sahip amiono asitler ve sembolleri

Polar Yiiksiiz Amino Asitler Sembolleri
Serin Ser, S
Treonin Thr, T
Sistin Cys, C
Asparajin Asn, N
Glutamin GIn, Q

Pozitif yiiklii R grubuna sahip amino asitler: Lizin, arjinin, histidin pH 7’de

pozitif yiiklii R grubuna sahiptirlerdir. Tablo 2.5.’te gdsterilmistir.

Tablo 2.5. Pozitif yiiklii R grubuna sahip amino asitler ve sembolleri

Pozitif Yiiklii Amino Asitler Sembolleri
Lizin Lys, K
Histidin His, H
Arjinin Arg, R

Negatif yiiklii R grubuna sahip amino asitler: Ikinci karboksil grubuna sahip
aspartat ve glutamat, pH 7’de negatif yiikli R grubu igerirler, tablo 2.6.’da

gosterilmigtir, 21728
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Tablo 2.6. Negatif yiiklii R grubuna sahip amino asitler ve sembolleri

Negatif Yiikliit Amino Asitler Sembolleri
Aspartat Asp, D
Glutamat Glu, E

2.8.3. Baz1 Amino Asitlerin Biyosentezi

Onciillerine gdre amino asit biyosentezi alt1 gruba ayrilabilir. Amino asitler sitrik
asit ¢evrimi, pentoz fosfat yolu veya glikoliz yollarinin ara iriinlerinden tiiretilirler.
81(5.860-882)

2.9.3.1. a-Ketoglutarattan; Glutamat, Glutamin, Prolin ve Arjininin
olusumu

Glutamat: Glutamat ailesinin biyosentezinin birinci basamagini olusturur. Sekil
2.4.°de gosterildigi gibi glutamat dehidrogenez ile katalizlenen reaksiyonla a-

ketoglutaratin indirgenmesiyle olusur.®

NAD(P)* NAD(P)H + H*
NH,
L-Glutamat a-Ketoglutarat

Sekil 2.4. Glutamat olusumu

Glutamin: Glutamin sentetaz tarafindan glutamatin glutamine amidasyonu ile
sentezlenir. ATP (Adenozin trifosfat) ve glutamat baglanir, ADP ve y-glutamil fosfat
ara {irlinii olusur. NH," baglanir ve y-glutamil fosfata NH;3 olarak saldirir, tetrahedral
bir ara bilesik olusur. inorganik fosfat (Pi) ve proton salinarak glutamin olusumu

hizlanir. # Sekil 2.5.°de g(’jsterilmistir.82
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Mg-ADP H.O
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"

| I
0 0

L-Glutamin

Sekil 2.5. Glutamin olusumu

Prolin ve Arjinin: Hayvanlarda iire ve ornitin g¢evrimiyle glutamattan
sentezlenir. Arjinaz tarafindan, arjinin ornitin ve iireye doniistiiriilir. Ornitin, ornitin 6—
aminotransferaz  enzimi ile glutamat-y-semialdehite ~doniistiiriilir. Semialdehit
halkalasarak A'-prolin-5-karboksilata doniisiir, bu yapidan prolin olusur. Diyetten veya
protein doniisimiinden gelen arjinin yeterli olmadiginda, ornitin 6—aminotransferaz
reaksiyonu ornitin yoniinde yliriiyerek, ornitin sitriilin ve arjinine ¢evrilir. Sekil 2.6.’da

gosterilmistir, 31 ¢-860-882)
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H
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8

N

H
Prolin karboksilat —~(NADPH + H'
rediktaz

> NADP)'

g HaC—CH, ‘
C._._CH—COO
N

|} l/ H,
Prolin

Sekil 2.6. Prolin sentezi

2.9.3.2. 3-Fosfogliserattan; Serin, Glisin ve Sistein Sentezi

Serin: Serin sentezinin ana yolagi tiim organizmalarda aymdir. Insanlarda
karaciger ve bobrekte 3-fosfogliserattan sentezlenebilir. 3-fosfogliserat dehidrogenaz
araciligi ile a-hidroksil grubunun oksidasyonu ile 3-fosfohidroksipriivata doniisiir,
sonrasinda transaminasyon ve defosforilasyon ile serin olusur.81(s'860'882)

Glisin: Serinden bir karbon atomu uzaklastirilmasi ile glisin olusur. Serinin 3

karbonu (C-3), tetrahidrofolat ile alinir, alinan bu karbon ile N-5 ve N-10 arasinda
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metilen kopriisii olusturulur. N° N'°—metilentetrahidrofolat ve glisin meydana gelir.

Reaksiyon igin pridoksal fosfat da gereklidir. Sekil 2.7.’de gosterilmistir.5 360882

CcCOO
H— é'—()ll

H—C—0—(P)
i

3. Fosfogliserat

Fosfoghserat ~ NAD®

dehidrogenecaz ¢
“» NADH + H'

COO

|
C=0 3-Fosfohidroksipriivat

Ci i:—O0—(P)
fosfoserin _~ Glutamate
ammotransferaz
~» a-Ketoglutarate
COO
H;{q— C—H 3.Fosfoserin

(l'll_-*r()ﬁ(‘lf)

fosfosesin fosfotaz |~ H20

. >
» P,

Coo Serin
—_
HN- C—H

(I‘ll-_.()ll

senn hidroksi metil- ~ 'lll s folat

transferaz X 14 2110 .

~»N-, NV -metillentetrahidrofolat
~» H,O

COO

> | whs 2
H N--C—H -
|
H

Sekil 2.7. Serin, glisin sentezi

Sistein: Sistein metiyonin ve serin amino asitlerinden sentezlenir. Metiyonin
kiikiirt atomunu, serin ise karbon iskeletini verir. Metiyonin 6nce S-adenosilmetiyonine
cevrilir. S-adenosilmetiyonin metil grubunu kaybederek S-adenosilhomosisteine
doniistir.  S-adenosilhomosistein  hidroliz olarak serbest homosistein olusturur.
Homosistein serin ile sistatiyonini olusturur. Son basamakta sistatiyonin y-liyaz ile

amonyak uzaklastirilir ve sistatiyonin pargalanarak sistein olusur.81(s'860'882)
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2.9.3.3. Oksaloasetat ve Piriivattan Sentezlenen Amino Asitler

Alanin, Aspartat ve Asparajin: Esansiyel olmayan amino asitlerdir, sentez
reaksiyonlar1 tiim organizmalarda gergeklesir. Alanin piruvattan, aspartat ise
oksaloasetattan, glutamatin transaminasyonu ile sentezlenir. Aspartatin asparajin sentaz
enzimi ve amitlenmesiyle de asparajin sentezlenir.8¢:80-82)

Metiyonin, Treonin ve Lizin: Esansiyel amino asitlerdir. Aspartattan
sentezlenirler, 81(-860-882)

Fenilalanin ve Tirozin Sentezi: Esansiyel amino asit olan fenilalanin 6zellikle
karacigerde, fenilalanin hidroksilaz ile tirozine doniisiir.

Piirin Biyosentezi Onciilleri ile Histidin Sentezi: Glutamin, ATP ve PRPP
histidin sentezinin onciilleridir. Bes karbon PRPP’den, histidin halkasindaki azotlardan
biri ve bir karbonu ATP’ nin piirin halkasindan, halkadaki ikinci azot glutaminden
gelir, BL(860-882)

2.9.4. Amino Asitlerin Katabolizmasi

Glutamin, glutamat ve aspartat dahil olmak iizere birka¢ esansiyel olmayan
amino asit ve standart bir diyette bulunan amino asitlerin neredeyse hepsi portal vene
girmez, memelilerin ince bagirsaginin emici epitel hiicreleri (enterositleri) tarafindan
genis Ol¢iide okside edilir. Ince bagirsak, glutamini hem arteryel dolasim hem de
bagirsak liimeninden kullanirken, glutamat ve aspartati sadece bagirsak liimeninden
alir.® Diyetle alinan esansiyel amino asitlerin yaklasik olarak yarisi ince bagirsag: ilk
gecisi sirasinda katabolize edilir.2* % Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda diyetle
alinan bazi amino asitlerin yaklasik beste birinin ilk gegis sirasinda bagirsak mukozal
protein sentezi i¢in kullanildig: gés‘[erilmistir.84 Bagirsaklarda amino  asit

katabolizmasinda olusan amonyak ya portal vene girer ya da iire sentezi i¢in lokal

olarak kullanilir. Enterositlerdeki iire dongiisii, memelilerde amonyak toksisitesine kars1
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ilk savunma gorevi gorir.® Lizin, histidin, metiyonin, fenilalanin ve treoninin
geleneksel olarak bagirsak mukozasi tarafindan katabolize edilmedigi diisiiniilmekteydi,
fakat yapilan c¢alismalarda e¢lde edilen in vivo bulgular bagirsakta esansiyel
aminoasitlerin asir1 oksidasyonunu géstermektedir.85

2.10. Asimetrik Dimetilarjinin

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), protein turnoveri sirasinda tiim hiicrelerde
iiretilen, translasyon sonrast modifiye bir arjinin formudur, arjinin kalintilarinin
metilasyonu ile elde edilir.” Sekil 2.6.’da gdsterilmistir. Ik olarak 1970 yilinda insan
idrarinda tanimlanmistir. ADMA'nin endojen nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii olarak
biyolojik 6nemi vardir.® ADMA'nin olusumu ve metabolizmast i¢in biyokimyasal yol
ve ADMA'nin NOS aktivitesi ve endotelyal NO olusumu ile iligkisi, Sekil 2.7.'de

sematik olarak gosterilmistir.®®

H5C
CHs NH;

Sekil 2.6. Asimetrik dimetilarjinin yapisi

Ortaya c¢ikan klinik ve deneysel bulgular, ADMA'nin oksidatif stres,
inflamasyon, endotelyal disfonksiyon, ateroskleroz, apoptoz, otofaji ve bozulmus

immiinolojik fonksiyonun patofizyolojisinde yer aldigini géstermektedir.88
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Protein icindeki arginin kalinfilan Arginin

protein arginin metiltransferaz
Nitrik Oksitin Inhibisyonu
ADMA® = m m mm m == =» \NOS

dimetilarginin dimetilaminohidrolaz

Sitrullin Sitrullin + NO

Sekil 2.7. ADMA'nin NOS aktivitesi ve endotelyal NO olusumu

2.10.1. ADMA Sentezi ve Metabolizmasi

Serbest ADMA, proteinlerin arjinin kalintilarinin metilasyonu ile meydana gelir,
sonrasinda bu proteinlerin proteolizi ile olusur. Protein arjinin metil transferaz (PRMT)
enzimi ile proteindeki arjinin kalintilaria metil gruplar1 eklenir. PRMT enziminin iki
tiirii vardir, ikisi de metilleme yapabilir ama olusacak iiriin PRMT enziminin tiirline
baghdir. Tip-1 PRMT enzimi ayn1 guanidino azotunu (NG) dimetilleyerek NG,NG-
dimetil-L-arjininin sentezini Kkatalizlerken, tip-2 PRMT iki guanidino azotunu
monometilleyerek NG,NG’-dimetil-L-arjinin (simetrik dimetilarjinin = SDMA) sentez
reaksiyonunu katalizler.®® * S-adenozilmetiyonin (SAM) metil vericisidir. SAM, metil
grubununu verdikten sonra S-adenozilhomosisteine (SAH) doniisiir. Ortaya ¢ikan
homosistein metabolize edilir ya da metillenerek metiyonine doniisiir. ADMA sitriillin
ve dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi ile yikilr.®” Sekil 2.8.’de

sitriilin ve dimetil arjinin (DMA) olusumu gosterilmistir.”*
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Nukleus Proteinler Sitozol

l PRMT

Metilarjinin iceren proteinler
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JRenal atilim ee— SDMA ADMA wemmmmp Sitrullin + -DMA
1
Katyonik tagmyici sistem ( s ) :
3
NOS
Arjinin NO + sitrullin

Katyonik tagiyici sistem

Sekil 2.8. ADMA metabolizmast

Insanlarda yaklasik olarak giinde 300 umol ADMA olusur. Bunun %10’luk
kismu idrar ile atilir. SDMA ise dogrudan idrar ile atilir ve simdiye kadar tanimlanmig
metabolik atilim yolu yoktur. iki tip DDAH tanimlanmistir. DDAH-1 &ncelikli olarak
noronal nitrik oksit sentaz1 (nNOS) eksprese eden dokularda, ADMA metabolizmasina
en cok katkida bulunan karaciger, bobrek korteksi, akciger gibi dokularda bulunur.
DDAH-2 esas olarak kardiyovaskiiler sistemin endotel ve diiz kas hiicrelerinde
baskindir ve endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) izoformlarini
eksprese eden dokularda bulunur. DDAH-1 o6ncelikli olarak plazma ADMA
konsantrasyonunun  diizenlenmesinde rol oynarken DDAH-2 lokal ADMA
diizenlenmesinde rol almaktadir.%?

2.10.2. ADMA'nin Fizyopatolojisi

ADMA 1990’larin basinda biyolojik numunelerden tanimlanmis olmasina
ragmen, cesitli patofizyolojik durumlar1 gostermektedir. ilk olarak son dénem bobrek

yetmezligi olan hastalarda, artmis ADMA konsantrasyonunun, kronik bdbrek
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yetmezligi ile iligkili hipertansiyon ve immiin disfonksiyondan sorumlu olabilecegi
diisiiniilmiistiir.*®

2.10.3. ADMA ve Hastahklarla Iliskisi

Koroner arter hastaliklarinda ADMA diizeylerinin yiikseldigi en belirgin durum
olup risk faktorii olarak kabul edilmektedir. ADMA diizeyleri iizerine ¢alismalar devam
etmektedir. Diabetes mellitus, kronik bobrek yetmezligi, insiilin rezistansi ve metabolik
sendrom, multiple organ yetmezlikleri ylikseldigi durumlardan bazilaridir. % Tip 1, tip 2
diyabet ve diyabet olusturulmus hayvan modellerinde ADMA diizeyleri ¢alisilmistir.
Hayvan modellerindeki ADMA diizeylerinde 10 kata kadar artig bulunmustur.” Erken
inslilinopenik diyabetik sicanlarin artan ADMA plazma seviyeleri ile birlikte renal
anjiyotensin 11 konsantrasyonlarinda %>50'lik bir artis oldugu bildirilmistir. %

Tip 2 diyabetli hastalarda yapilan calismalarda hem artmis hem de azalmis
plazma ADMA diizeyleri bildirilmistir. Bu durum, insiilin ve glukozun ADMA
metabolizmasi lizerindeki farkli etkileriyle iligkili olabilir. Yiiksek glukoz seviyeleri,
oksidatif stresi indiikleyerek, DDAH aktivitesini bozabilir, hiicre ici ADMA
seviyelerinin artmasina yol agabilir.”" %

2.11. ADMA ve Amino Asit Tliskisi

ADMA risk altindaki kisilerde serumda birikir ve NOS ve katyonik amino asit
transportunu inhibe eder, bu yiizden kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarinin
patofizyolojik bir efektorii olarak konumlandirilir. Ayrica vaskiiler ve organ
hastaliklarinin kokeninde olan endotel disfonksiyonuna ve mikrovaskiiler oksidatif stres
olusumuna katilabilir.*® ' Katyonik amino asit tastyict (CAT) molekiilleri memeli
amino asit tagiyicilar1 arasindadir, birden fazla alt kiimeleri vardir. CAT-1, CAT-2A ve
CAT-2B, memelilerde arjinin ve ADMA'nin transmembran tasinmasi i¢in en uygun

olanlardir.”’
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CAT aktivitesi, amino asitlerin hiicreler ve plazma arasindaki dinamik dengesini
sirdiirir. Bu dengenin bozulmasi CAT tarafindan amino asitlerin salinmasina ve
dokularin yiiksek miktarda amino asit alimina sebep olur. Yiiksek bir arjinin veya lizin
dozunun 30 dakikalik bir infiizyonu sirasinda, bu amino asitlerin plazma seviyeleri
neredeyse 100 kat artar, ancak daha sonra seviyeleri ¢ok hizli bir sekilde diiser ve 30
dakika sonra % 50 azaltilir."™

Sekil 2.9. hiicre i¢i ve hiicre dist ADMA hakkinda bilgi vermektedir. Serbest
ADMA, protein arjinin metil transferazlar, protein metilasyonunun ardisik siirecleri ve
proteoliz ile olusturulur. DDAH enzimi ile yikilarak veya CAT tarafindan hiicreden
cikarilarak ADMA hiicreden uzaklastirilir. PRMT'lerin aliniminin artmasi veya artmis
proteolitik aktivite hiicre ici ADMA'y1 artiracaktir. CAT sisteminin doymamis oldugu
varsayildiginda, hiicre ici ADMA seviyelerinin artmasi, ADMA’nin disariya
cikarilmasini tesvik edecek ve boylece hiicre disi ADMA'y1 arttiracaktir. ADMA’ nin
disa atiliminin azalmasi hiicre ici ADMA seviyesini artiracaktir ancak hiicre disi
ADMA seviyesi, azalmis DDAH aktivitesinin veya azalmis CAT aktivitesinin s6z
konusu olup olmamasina da bagli olabilecektir.’’ CAT aktivitesi Sekil 2.9.°da
gosterilmistir.'® CAT trasportu sodyumdan bagimsizdir. Dibazik 6zelligi olan arjinin,
lizin ve ornitin gibi amino asitler notr pH'da net bir pozitif yiike sahiptir ve CAT-1 ve

CAT-2B ile taginr.*®?
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Sekil 2.9. ADMA ’nin metabolizmasi
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3. MATERYAL VE METOT

Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Ofisi tarafindan Proje
No:2016/67 ile desteklenen, Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurul Toplant1 Sayisi:7, Karar No:12 ile etik kurul onayi alan bu ¢alismanin analiz
islemleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarlarinda yapilmustir.

3.1. Materyal

Bu calismaya Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi Cocuk ve Ergen Ruh
Saglig1 Hastaliklar1 Boliimiinde DSM 5 tani kriterlerine gore siniflandirilan, OSB tanisi
konulmus Dogu Anadolu Boélgesinde yasayan; 25 otizmli ¢cocuk (23 erkek, 2 kiz) ve
hasta grubunun yas, kilo ve boy dagilimina benzer 20 saglikli ¢ocuk (14 erkek, 6 kiz)
dahil edildi.

OSB ve kontrol grubu igin olgu se¢iminde, ndrolojik (tuberoz skleroz v.b.),
metabolik (fenilketonuri v.b.) hastalii olmayan, otoimmiin hastalik tanisi olmayan
olgular calismaya dahil edilmistir.

3.1.1. Ornekler

Calismaya dahil edilen ¢ocuklardan antikoagulan icermeyen biyokimya tiiplerine
en az 5 mL olacak sekilde venoz kan 6rnekleri alindi. Yavascga alt iist edildi. 30 dakika
beklendikten sonra 20 dakika 2000 rpm’de santriifuj edildi. Dikkatlice ayrilan serum,
onceden hazirlanan ve numaralandirilan ependorf tiiplere alinarak alikotlandi. Caligma
gliniine kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi. Caligma giiniinden bir giin 6nce +4
°C derece buzdolabina kaldirildi. Calismaya baslamadan 6nce buzdolabindan

cikarilarak oda sicakligina gelmesi beklenildi.
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3.1.2. Kimyasallar, Cihazlar ve Ekipmanlar
Calismada kullanilan kimyasallar, kitler ve alindigi firmalar Tablo 3.1°de
gosterilmistir. Calismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar bilgisi Tablo 3.2’de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasallar ve ticari kitler

Kimyasallar ve Kitler Firma

Biyolojik Sivilarda Amino Asit Zivak Teknolojileri
LC-MS/MS Analiz Kiti

ADMA ELISA Kit Sunred Bio

Tablo 3.2. Cihazlar ve ekipmanlar

Cihaz/Alet Firma

LC-MS/MS Tandem Gold Zivak Teknolojileri
-80°C Derin dondurucu Sanyo
Santrifiyj Cihazi Beckman
Vortex VELP Scientifica
Mikroplate okuyucu spektrofotometre BioTek Powerwave XS
+4°C Buzdolabi Ariston
1,5 mL ependorf tiipler Ependorf
Pipetler (2-20 uL, 20-200 uL, 100-1000 pL) Ependorf
Distile su cihazi Mes mp Minipure

3.2. Metot

Amino asit analizleri LC-MS/MS Tandem Gold (Sivi kromatografisi kiitle
spektrometrisi) cihazinda galisilmisti, ADMA analizi ise ELISA (Enzyme-Linked

Immuno Sorbent Assay) yontemi ile yapilmistir.
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3.2.1. LC-MS/MS Analizi

Amino asitlerin biyolojik sivilarda Ol¢imiinde gelistiren floresans tespiti,
yiiksek performansli sivi kromatografisi gibi teknikler mevcuttur. Viicut sivilarinin
icerdigi ylksek matris etkisinden kaynakli Ol¢iim zorluklar1 mevcuttur. Klinik
arastirmalarda ayirma teknikleri 6nemlidir. Amino asitlerin kendi yapilarindan dolay1 da
Olctimler zorlasmaktadir. Bundan dolay1 basarili sonuglar elde etmek i¢in uygun teknik
ve yontemin secilmesi gerekmektedir.'® % Viicut sivilarinda amino asitleri analiz
etmek i¢in, genellikle ayirma yontemlerinin yani sira tiirevlendirme ve ekstraksiyon
yontemlerine ihtiyag vardir.***

Ozellikle kiitle spektrometrisi ile entegre edilmis kromatografik teknikler,
biyobelirteclerin belirlenmesinde, duyarlilik ve segiciliklerinden dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kromatografik teknikler icinde, gaz kromatografisi ve sivi
kromatografisi, 6zellikle yiiksek performansli sivi kromatografisi, klinik caligmalarda
kullanilmaktadir.’® Son yillarda fizyolojik sivilarda serbest amino asitlerin
analizlerinde kiitle spektrometresi yontemi kullanimiyla biiyikk ilerlemeler
goriilmektedir. Ciinkii kiitle spektrometrisi sadece duyarhiliktaki optik algilamay1
eslestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda iistiin segicilik sunar.’’

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alan yardimiyla, hareket
eden yiikli partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore analiz eden cihazlardir. Kiitle
spektrometresi 4 temel boliimden olusur. Bu bdlimler; giris sistemi, iyon kaynag, kiitle
analizorii ve veri islemcisidir. Analitler, ilgili molekiiliin karsilik gelen kiitlesinin
saptanmasi ile tanimlanir. Aslinda, bir kiitle yiik orami 6l¢iiliir. Sonuglar, x ekseninde
kiitle yiik oranin1 ve y ekseninde molekiiliin nispi miktarini gosteren kiitle spektrumu
olarak sunulur. Elde edilen sonuglar kimyasal maddelerin tanimlanmasina,

karakterizasyonuna ve miktarinin belirlenmesinde kullanilabilir. Kromatografik
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teknikler kiitle spektrometresinin giris sistemininden Once hassasiyeti artirmak ve
izomerik maddeleri ayirmak igin kullanilabilir. Biyolojik yapilarin yiiksek karmasik
yapilarindan dolay1 oncelikli olarak kromatografik olarak kolonla ayirma islemi yapilir.
Yiikli olmayan partikiiller iyonlagtirma islemi ile iyonize molekiiller haline
dontstiiriiliirler. Stabil olmayan yiiklii molekiiller carpistiklari zaman pargalanirlar,
fragmentlerine ayrilirlar. Farkli m/z oranina sahip iyonlar kiitle analizorii ile karakterize
edilerek oOzgiilliikk saglanir. Birden fazla MS sistemi ile segicilik ve ozgiilliikk artirilir.
Dedektore ulasan iyonlar oOlgiilebilir sinyallere ¢evrilir. Molekiile ait m/z oranlari

spektrum grafikleri seklinde verilir.!%
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Sekil 3.1. Laboratuvarimizdaki Tandem Gold LC-MS/MS cihazi

3.2.2. Amino Asit Testinin Calisma Prensibi

Bu calismada serum amino asit analizlerinde, serum i¢in uygun olan Zivak
serbest amino asit LC-MS/MS analiz kiti Zivak Tandem Gold LC-MS/MS sisteminde
kullanilmigtir. Kit igerigi ise Tablo 3.3.’de gosterilmistir. Kit igerigi diginda temin
edilen malzemeler Tablo 3.4.’de gosterilmistir. Testin ¢alisma prensibi Sekil 3.2.” de

Ozetlenmistir.

34



Serbest amino asitlerin deproteinizasyonu ve asidik esktraksiyonu ile numunelerden

ekstraksiyonu

J

Ekstrakte edilen analitlerin reaktifler ile tirevlendirilmesi

4

Tirevlendirilmis amino asitlerin kuruyana kadar ugurulmasi

4

Tekrar reaktif eklenerek ¢oziiliip LC-MS/MS sistemine yliklenmesi

Sekil 3.2. Amino asit testinin ¢alisma prensibi

Tablo 3.3. LC-MS/MS Kit igerigi

Siparis Kodu Hacim  Bilgiler

ZV-3002-02R1-10 1x20mL Reaktif 1, R1

ZV-3002-02R2-10 1x40mL Reaktif 2, R2

ZV-3002-02R3-10 1x40 mL  Reaktif 3, R3

ZV-3002-02R4-10 1x40mL Reaktif 4, R4

ZV-3002-02R5-10 2x30mL Reaktif 5, RS
4 x 30 mL

ZV-3002-02MA-10 1x1L Mobil Faz A, MA

ZV-3002-02MB-10 1x1L Mobil Faz B, MB

ZV-3002-02WB-10 1x1L Yikama wB

Soliisyonu
ZS-2ML-8-1001 2x100ad 2 mL cam vial

ZS-9004-0100-00 2x100 ad 2 mL cam vial




Tablo 3.4. Kit igerigi disinda temin edilen malzemeler

Siparis Kodu Hacim Bilgiler
ZV/-3002-02S1-10 1x3mL Kalibrator
ZV/-3002-02S3-10 1x3mL Kalibrator seviye 3
ZV/-3002-0254-10 1x2mL Kalibrator seviye 4
ZV/-3002-02K1-10 1x3mL Kalibrator seviye 1
ZV/-3002-02K2-10 1x3mL Kalibrator seviye 2

3.2.2.1. Calisma Prosediirii

LC-MS/MS amino asit analiz kiti ¢alisma prosediirleri belirtildigi gibi izlenerek

yapildi. Pipetleme hacimleri, inkiibasyon zamanlari, hazirlik asamalar1 tam olarak

belirtilen miktarlarda ve talimatlara uygun sekilde yapildi. Kalibre edilmis pipetler ve

cihazlar kullanildi. Teste baslanildigt zaman, herhangi bir kesintiye ugratilmadan

tamamlandi. Calismaya baglamadan 6nce biitlin reaktifler ve numuneler oda sicakligina

(18 - 25 °C) getirildi. Siv1 reaktifler ve 6rnekler kullanilmadan 6nce hafifge karistirildi.

Reaktifler, pipetler ve numune tiiplerinde kirlilik ve bulasma olamamasina dikkat edildi.

Her reaktif, standart ve numune i¢in farkli ve yeni pipet ucu kullanildi. Kullanilmadigi

zaman vial kapaklar1 kapali tutuldu ve kendi aralarinda degistirilmedi. Biitiin numune

hazirlik islemleri belirtilen sirada ve siirede yapildi.
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Numune hazirlamada uygulanan islem basamaklari

100 pL hasta numunesi (veya kalibrator ve kontroller) durhaim cam

hazirlik tiipiine alindi.

4

100 uL Reaktif 1 eklenir ve 10 saniye boyunca vortekslendi

4

200 pL Reaktif 2 eklenir ve 10 saniye boyunca vortekslendi

4

200 pL Reaktif 3 eklenir ve 10 saniye boyunca vortekslendi.2 dakika

siiresince beklenip tekrar 10 sn vortekslendi

4

200 puL Reaktif 4 eklenir ve 10 saniye boyunca vortekslendi.1 dakika

kadar beklendi

4

5000 x rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij edildi

4

100 pL st faz bir viale alind1

4

3 uL LC-MS/MS sistemine enjekte edildi

Sekil 3.3. Manuel Numune Hazirligi
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3.2.3. LC-MS/MS Parametreleri
Kiitle spektrometresi ile ilgili ayarlar, kit iceriginde bildirildigi gibi cihaza

uygulanmustir.

Tablo 3.5. Cihaz parametreleri

Tlgili kisim Aciklama

Cihaz Zivak Tandem Gold LC-MS/MS Sistemi
Kolon Zivak-AA Kolonu

Enjeksiyon Hacmi 3uL

Gradiyant 00.00 dk 38% B 12:00 dk 65% B

12:01 dk 95% B 14:00 dk 95% B 14:01
dk 38% B 20:00 dk 38% B

Akis 0,25 mL/dk
lyonizasyon Modu: ESI positif
CID Gaz 2,2mTorr
API Nebulizing Gaz 55 psi
Tarama Siiresi 0,900 sn
SIM Width 1,5amu
Drying Gaz 35 psi
Drying Gaz Sicaklig 350 °C
Igne Voltaji 5000V
Shield voltaji 600V
Kapiler voltaj 50V
Dedektor 1500 V
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Tablo 3.6. MS Scan Parametreleri

Analit MH+ MS/M  Capillary CE RT
(m/z) S (eV) (eV) (Min)
Alanin (ALA) (+)218 130 50V 10V 6,8
Anserin (+)369 309 50V 20V 8,6
Arjinin (+)303 156 50V 20V 3,6
Arginostiksinik asit (+443) 383 50V 20V 6,4
Asparajin (+)243 115 50V 15V 5,0
Aspartik Asit (ASP) (+)304 216 50V 15V 9,8
Beta alanin (BALA) (+)218 98 50V 15V 6,5
Beta-aminoizobiitirik Asit  (+)232 172 50V 10V 7,8
(BAIB)
Sitriilin (cit) (+)304 156 50V 15v 4,5
Gama-aminobiitirik Asit ~ (+)232 172 50V 10V 7,2
(GABA)
Glutamik Asit (GLU) (+)318 172 50V 15v 10,3
Glutamin (GLN) (£)275 172 50V 15v 10,4
Glisin (GLY) (+)204 76 50V 8V 5,6
Histamin (HISTA) (+)284 138 50V 15V 7,2
Histidin (HIS) (+)370 196 50V 15V 9,9
Hidroksiprolin (HYP) (+)260 172 50V 10V 54
Izolosin (ILEU) (+)260 130 50V 10V 12,4
Lésin (LEU) (+)260 172 50V 10V 11,9
Lizin (LYS) (+)361 170 50V 15V 9,9
Metiyonin (MET) (+)278 142 50V 15V 9,0
Ornitin (ORN) (+)347 156 50V 15v 8,6
Fenilalanin (PHE) (+)294 164 50V 15v 12,1
Prolin (PRO) (+)244 156 50V 15v 8,8
Sarkosin (SAR) (+)218 116 50V 8Vv 7,3
Serine (SER) (+)234 104 50V 15v 51
Serotonin (SRTN) (+)349 203 50V 10V 10,1
Treonin (THR) (+)248 74 50V 15v 58
Triptofan (TRP) (+)333 245 50V 15v 10,8
Tirozin (TYR) (+)396 222 50V 15v 14,8
Valin (VAL) (+)246 158 50V 15V 10,1
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3.2.4. Sonuclarin Hesaplanmasi

Cihazdan alinan sonuglarda standartin piklerine karsi standart konsantrasyonu
grafigi cizildi. Standart egrisi lineer regresyon veya agirlikli lineer regresyon
fonksiyonu ile hesaplandi.

Regresyon egrisini hesaplamak icin, her bir standarda karsilik gelen sinyal
degeri grafige alindi. Bilinmeyen konsantrasyonu regresyon egrisinin fonksiyonundan
direk olarak okundu.

3.3. ADMA Diizeylerinin Calisma Prensibi

Serum ADMA diizeyleri SunRed, katalog no: 201-12-1888, Human ADMA
ELISA Kiti ile ¢alisma prosediirleri kit igerigindeki talimatlar izlenerek ¢alisildi.

3.3.1. Testin Calisma Prensibi

Test kiti numunelerde ADMA seviyesini bulmak i¢in double-antibody sandivig
ELISA yontemini kullanmaktadir. Insan ADMA monoklonal antibody ile &nceden
kaplanmis olan monoklonal antikor enzim kuyusuna ADMA eklenir, inkiibe edilir,
sonra, biotin ile etiketlenmis ADMA antibodyleri eklenir ve komplekse dénmesi i¢in
Streptavidin-HRP ile kombine ediler. Inkiibe edilir, kombine olmamis enzimleri
uzaklagtirmak i¢in yikanir. Kromojen A, B ¢ozeltisi eklenir renk maviye doner, asit
ilavesi ile renk sartya doner. Renk siddeti ile ADMA konsantrasyonu pozitif orantilt

olarak degerlendirilir.
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Tablo 3.7. ADMA ELISA kit igerigi

Icerik Miktar
Standart (4.8 nmol/mL) 0.5mL
Standart diliient 3 mL
Mikroelisa Strip plate 12*8
Str-HRP-Konjugant 6 mL
30*Y1kama Cozeltisi 20 mL
Biotin-ADMA Ab 1mL
Kromojen Cozeltisi A 6 mL
Kromojen Cozeltisi B 6 mL
Durdurma Cozeltisi 6 mL
Plate kapatma membrani 2
Kapal1 zarf 1

3.3.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Alinan vendz kan 6rnekleri oda sicakliginda 10 - 20 dakika bekletildi. 20 dakika

2000 rpm’de santriifuj edildi. Elde edilen serumlar alikotlanarak ¢alisma giiniine kadar

-80 °C derin dondurucuda saklandi. Calisma giiniiniinden 24 saat 6nce +4 °C derece

buzdolabina alindi. Calismaya baslamadan oda sicakligina getirildi.

3.3.3. Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar Tablo 3.8.°de gosterildigi gibi kit iceriginde bulunan standart

kullanilarak, seri seyreltme islemleri ile hazirlanmigtir.
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Tablo 3.8. Standart seri seyreltme islemleri

Standartlar Islemler

2.4 nmol/mL  Standart No. 5 120 pL orijinal standart + 120 uLL
standart diliienti

1.2 nmol/mL  Standart No. 4 120 uL Standart5 + 120 pL
standart diliienti

0.6 nmol/mL  Standart No. 3 120 uL Standart 4 + 120 uL
standart diliienti

0.3 nmol/mL  Standart No. 2 120 uL Standart 3 + 120 uLL
standart diliienti

0.15nmol/mL  Standart No. 1 120 pL Standart 2 + 120 pL
standart diliienti

3.3.4. ADMA ELISA Testinin Calisilmasi

1.

Standart, numune ve kor i¢in ayrilmis kuyucuklar belirlendi. Kor igin
ayrilmis kuyucuklara sadece kromojen A, B ve stop ¢ozelti eklendi.

Tabloda belirtildigi gibi standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlardan 50
uL, ve Streptavidin-HRP’den 50 pL eklendi. Standartlar antikor ile
hazirlandiklari i¢in fazladan anti bodi eklenmedi.

Numune kuyucuklarina 40 pL numune, 10 uL. ADMA-antikor ve 50 pL
Streptevadin-HRP eklendi. Koruyucu zarf ile kaplandi, nazikge karigtirildi ve
1 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

Konsantre yikama soliisyonu 30 kat seyreltildi.

Koruyucu zarf dikkatli sekilde acildi, plate icerigi bosaltildi. 0.35 mL yikama
sollisyonu tiim kuyucuklara eklendi, 1-2 dakika beklenildi. Bu islem 5 kez

tekrarlandi.
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6. 50 uL kromojen A soliisyonu eklendi, daha sonra 50 pL kromojen B
sollisyonu tiim kuyucuklara eklendi. Nazik¢e karistirildi, 10 dakika 37 °C’de
karanlikta inkiibe edildi.

7. Tim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi.

8. 450 nm’de okutularak, absorbasnlar elde edildi.

9. Standart grafik ¢izildi. Stadart grafikten absorbansa kars1 konsantrasyonlar

hesaplandi. Calismamiza ait standart egri ekran goriintiisii sekil 3.4 te

verilmistir.
1
o
(4]
C
0
L
a * Standards
) + Suppreszed Stds
Standard Curve
1N

02 04 06 083 190 12 14 16 18 20 22

Concentration

Sekil 3.4. Standart ELISA grafik egrisi

3.4. Istatistiksel Analiz
Mevcut calismadaki verilerin istatistiksel analizleri Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) for Windows 20.0 programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal
dagilip dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilima
uyan veriler i¢in parametrik testlerden Student’s T testi, normal dagilima uymayan
veriler i¢in ise nonparametrik testlerden Mann Whitney U testi uygulandi. Sonuglar

ortalama + standart sapma (X £ SD) olarak verildi ve 0.05' in altindaki p degerleri
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istatistiksel a¢idan anlamli, 0.001’in altindaki p degerleri ise ¢ok anlamli olarak kabul

edildi. Baz1 parametrelere ait bilgiler box plot grafigi seklinde gosterildi.
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4.1. Grup Bilgileri

4. BULGULAR

0-18 yas araliginda yer alan, OSB olan ve saglikli kontrol grubunda yer alan

cocuklarin serumlarinda bazi amino asitler ve ADMA parametreleri dlgiildii. Gruplar

aras1 iligki istatiksel olarak degerlendirildi. Tablo 4.1.’de ¢alismada yer alan gocuklara

ait yas, boy, kilo bilgileri gosterilmistir. Tablo 4.2.’de amino asit ve ADMA sonuglari

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Gruplara ait yas kilo boy bilgileri

Gruplar N Mean Sig. (2-tailed)
Yas OSB 25 9,08 + 3,415 0,115
(Y1) Kontrol 20 7,50 £ 3,086 0,111
Boy OSB 25 131,00 + 15,365 0,135
(cm) Kontrol 20 123,250 + 18,741 0,144
Kilo OSB 25 31,160 + 10,624 0,293
(kg) Kontrol 20 27,750 + 10,764 0,295
4.2. Analiz Sonuclar
Tablo 4.2. Gruplara ait amino asit ve ADMA sonuglari
Testler OSB grubu Kontrol grubu P degeri
(X = SD nmol/mL) (X £ SD nmol/mL)
Ala 515,157 + 143,966 371,848 + 101,802 0,001
Arg 84,144 + 29,314 75,015 + 17,084 0,224
Argsuc 0,346 + 0,152 0,350 + 0,237 0,942
Ans 20,327 £ 7,827 17,082 + 5,491 0,124
Asn 98,646 + 15,835 95,419 + 25,264 0,603
Asp 22,220 + 7,400 38,475+ 9,793 0,000
Baib 2,535 +1,061 3,583 + 1,070 0,002
Bala 2,860 +1,070 2,458 + 0,649 0,148
Cit 23,397 + 6,198 19,653 + 5,892 0,046
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GABA 1,112 +1,126 7,291 + 5,468 0,000
GIn 304,004 + 64,873 322,799 + 89,190 0,418
Glu 171,999 + 76,410 90,678 + 27,867 0,000
Gly 377,188 +£110,551 278,080 + 54,646 0,001
His 98,257 + 21,953 61,084 + 11,612 0,000
Hista 0,016 + 0,014 0,017 + 0,013 0,722
Hyp 24,515 + 7,885 21,391 + 8,265 0,203
lleu 69,845 + 22,247 64,781 + 13,869 0,379
Leu 144,935 + 47,622 120,341 + 18,699 0,035
Lys 152,126 + 44,664 130,982 + 32,810 0,084
Met 33,172 + 9,208 30,3678 + 5,887 0,244
om 164,249 + 61,424 96,335 + 25,361 0,000
Phe 100,487 + 32,361 85,799 + 18,490 0,078
Pro 234,699 + 63,352 175,690 + 48,667 0,001
Sar 2,535 + 2,602 1,6076 + 1,237 0,150
Ser 169,108 + 39,398 154,552 + 38,685 0,221
Srtn 10,790 + 5,209 5,3013 + 3,914 0,000
Thr 158,378 + 42,689 150,484 + 42,281 0,539
Trp 46,898 + 8,490 30,5347 + 7,241 0,000
Tyr 66,904 + 16,782 59,446 + 13,659 0,116
Val 213,547 + 49,559 195,693 + 39,352 0,196
ADMA 1,1141 + 0,543 1,3080 + 0,906 0,379

Mevut ¢alismada yapilan analizler sonucunda elde edilen serum alanin diizeyleri,
OSB grubunda (515,157 + 143,966 nmol/mL), kontrol grubuna (371,848 + 101,802
nmol/mL) gore, istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<<0.005). Sekil
4.1.’de OSB ve kontrol gruplarinda alanin sonuglarina ait box plot grafigi gosterilmistir.
OSB grubunda glutamik asitte (171,999 =+ 76,410 nmol/mL), kontrol grubuna
gore (90,678 + 27,867 nmol/mL), istatistiksel olarak ¢ok anlamli yiiksek tespit

edilmistir (p<<0.001). Sekil 4.5.°de OSB ve kontrol gruplarinda glutamik asit

degerlerinin box plot grafigi gosterilmistir.

46



OSB grubunda glisin seviyelerinde (377,188 + 110,551 nmol/mL), kontrol
grubuna gore (278,080 + 54,64 nmol/mL), istatistiksel olarak ¢ok anlamli yiiksek
goriilmistir (p<0.001). Sekil 4.6.°de OSB ve kontrol gruplarinda glisine asit
degerlerinin box plot grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda histidin seviyeleri (98,257 + 21,953 nmol/mL), kontrol grubuna
gore (61,084 + 11,612 nmol/mL), istatistiksel olarak ¢ok anlamli yiiksek goriilmiistiir (p
<0.001). Sekil 4.7.°de OSB ve kontrol gruplarinda histidine ait degerlerinin box plot
grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda ornitin seviyeleri (164,249 + 61,424 nmol/mL), kontrol grubuna
gore (96,3356 + 25,361 nmol/mL), istatistiksel olarak ¢ok anlamli yiiksek goriilmiistiir
(p<0.001). Sekil 4.8.de OSB ve kontrol gruplarinda ornitin degerlerinin box plot
grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda, prolin seviyeleri (234,699 nmol/mL + 63,352 nmol/mL), kontrol
grubuna gore (175,690 = 48,667 nmol/mL), istatistiksel olarak ¢ok anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.9.’da OSB ve kontrol gruplarinda prolin degerlerinin
box plot grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda, triptofan seviyeleri (46,898 + 8,490 nmol/mL), kontrol grubuna
gore (30,534 + 7,241 nmol/mL) istatistiksel olarak ¢ok anlamli yiiksek bulunmustur (p
<0.001). Sekil 4.11.’de OSB ve kontrol gruplarinda triptofan degerlerinin box plot
grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda, GABA seviyeleri (1,112 nmol/mL +1,126 nmol/mL), kontrol
grubuna gore (7,291 £+ 5,468 nmol/mL) istatistiksel olarak ¢ok anlamli diisiik tespit

edilmistir (p<0.001). Sekil 4.4.’de OSB ve kontrol gruplarinda GABA degerlerinin box

plot grafigi gosterilmistir.
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OSB grubunda aspartik asit seviyeleri (22,220 + 7,400 nmol/mL), kontrol
grubuna gore (38,475 nmol/mL + 9,793 nmol/mL) istatistiksel olarak ¢ok anlamli diisiik
bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.2.°de OSB ve kontrol gruplarinda aspartik asit
degerlerinin box plot grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda, beta-aminoizobiitirik asit seviyelerinin (2,535 + 1,061
nmol/mL), kontrol grubuna gore (3,583 £ 1,070 nmol/mL) istatistiksel olarak ¢ok

anlamli dasik oldugu goralmistir (p<0.001). Sekil 4.3.’de OSB ve kontrol

gruplarinda beta-aminoizobiitirik asit degerlerinin box plot grafigi gosterilmistir.

OSB grubunda serum arjinin seviyelerinde (84,144 + 29,314 nmol/mL), kontrol
grubuna goére (75,015 =+ 17,084 nmol/mL) istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamustir. Ayni sekilde OSB grubunda arjininosiiksinat (0,346 + 0,152 nmol/mL),

anserin (20,327 + 7,827 nmol/mL), asparajin (98,646 * 15,835 nmol/mL), beta alanin

(2,860 + 1,070 nmol/mL), sitriilin (23,397 + 6,198 nmol/mL), glutamin (304,004 +
64,873 nmol/mL), histamin (98,257 + 21,953 nmol/mL), hidroksiprolin (24,515 + 7,885
nmol/mL), izolésin (69,845 + 22,247 nmol/mL), 16sin (144,935 + 47,622 nmol/mL),
lizin (152,126 + 44,664 nmol/mL), metiyonin (33,172 + 9,208 nmol/mL), fenilalanin
(100,487 + 32,361 nmol/mL), sarkosin (2,535 + 2,602 nmol/mL), serin (169,108 +
39,398 nmol/mL), treonin (0,728 =+ 0,769 nmol/mL), tirozin (66,904 + 16,782
nmol/mL), valin (213,547 + 49,559 nmol/mL) degerleri ile, kontrol grubunda bulunan
arjininosiiksinat (0,350 £ 0,237 nmol/mL), anserin (17,082 + 5,491 nmol/mL), asparajin
(95,419 + 25,264 nmol/mL), beta alanin (2,458 + 0,649 nmol/mL), sitriilin (19,653 +
5,892 nmol/mL), glutamin (322,799 + 89,190 nmol/mL), histamin (61,084 + 11,612
nmol/mL), hidroksiprolin (21,391 + 8,265 nmol/mL), izolosin (64,7811 + 13,869
nmol/mL), 18sin (120,341 + 18,699), lizin (130,982 + 32,810), metiyonin (30,367 +

5,887 nmol/mL), fenilalanin (85,799 + 18,490 nmol/mL), sarkosin (1,607 + 1,237
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nmol/mL), serin (154,552 + 38,685 nmol/mL), treonin (0,108 + 0,107 nmol/mL), tirozin
(59,446 + 13,659 nmol/mL), valin (195,693 + 39,352 nmol/mL) degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p >0,005).

0SB (1,1141 + 0,54 nmol/mL) ve kontrol (1,3080 + 0,906 nmol/mL) grubu
serum ADMA diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Sekil
4.12.°de OSB ve kontrol gruplarinda beta-aminoizobiitirik asit degerlerinin box plot

grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Alanin sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.3. Baib sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.4. GABA sonugclarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.5. Glu sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.6. Gly sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarmdaki box plot grafigi
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Sekil 4.7. His sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.8. Orn sonuclarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.9. Pro sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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Sekil 4.10. Ser sonuclarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi

70,000

60,000

50,000+

40,000 ‘

30,000

TRP

20,000

10,000

T T
QsB KONTROL

Gruplar
Sekil 4.11. Trp sonuglarina ait OSB ve Kontrol gruplarindaki box plot grafigi
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5. TARTISMA

Otizm ya da otizm spektrum bozuklugu iletisim ve sosyal etkilesimdeki
bozukluklar1 kapsayan genis spektrumlu bir noérogelisimsel bozukluktur, ayrica,
tekrarlayici, smirli ve kaliplasmis davranis, faaliyet ve ilgi alanlarim icerir.”* Zaman
icinde taniminda bircok degisiklige gidilmistir. Ilk baslarda gereken énem tam olarak
verilmemesine ragmen, son zamanlarda hastalik ile ilgili toplumsal biling, farkindalik
giderek artmaktadir. Goriilme sikligi, Ol¢ti kriterleri farkliliklari, tam1 koymanin
zorluklarindan dolay1 kesin olarak bilenememesine ragmen, artmaktadir. Otizm
prevalansi, Birlesik Krallikta her 10.000 kisiden 4.1'inin otizm oldugunu gosteren ilk
epidemiyolojik calismadan bu yana siirekli olarak artmaktadir.® Farkli ¢alismalarda
farkli rakamlar elde edilse de tahmini olarak diinya capinda %1 - %2,6 prevalansi
mevcuttur.*” Kim ve arkadaslarinin Giliney Kore’de yaptigi calismada otizm
yaygmligini %0,9 bulmustur.'® Norveg’te yapilan bir bagka calismada otizm yayginligi
%0,02 géstelrilmistir.107 Ulkemizde ise otizmli birey sayisi ile ilgili kesin bir rakam
mevcut degildir. Goriilme sikliginin artmasi, toplumun genis kesimini etkilemesi otizme
ve otizm ¢alismalarina olan ilgiyi artirmistir.

Otizm igin gesitli risk faktorleri tantmlanmistir, fakat bunlarin higbiri tek basina
yeterli goriilmemistir. Etiyolojisi genellikle ¢evresel bir etki ile birlikte genetik yatkinlik
olarak tanimlanmaktadir. %

OSB'nin erken teshisi ve bunun nedenlerini belirlemek, davranigsal taniyi
iyilestirmek ve kesinlestirmek igin biyobelirteglere biiyiikk ihtiyag vardir. Bununla
birlikte, yapilan ¢alismalar; otizm arastirmalarindaki son gelismelere yonelik artan ilgi,
biiyiilk bilimsel zorluklar ve biyobelirteclerin gelistirilmesi ve bunlarin  klinik
uygulamalarindan kaynaklanan 6nemli sosyal ve etik kaygilar konusunda farkindalik ve

titizlikle ele alinmalidir.*®
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OSB iizerine yapilan arastirmalar ¢ok yonliidiir. Ex vivo NMR, in vivo MRS ve
GC, HPLC, MS bagimli UPLC gibi ¢ok yonlii bir dizi analitik platforma dayanir. Bu
nedenle biyobelirteg calismalar1 pahalidir, zahmetlidir ve arastirmacilarin son derece
ileri teknik bilgiye sahip olmasini g:{erektirir.16

OSB’nin genetik ve fenotipik heterojenligi; tani, arastirma, smiflandirma ve
tedavi i¢in Onemli zorluklar olusturmaktadir. Molekiiler etiyolojisine yonelik
arastirmalar karisik ve ¢ogu zaman farkli bulgular vermistir. Molekiiler ve biyokimyasal
olarak hastaligin temellerinin arastirilmasi patofizyolojisinin anlasilmasinda ve klinik
¢oziimlere yol gdstermede son derece onemlidir.'*

Otizmli gocuklarda en g¢ok goriilen sorunlarin basinda zor yeme davraniglari ve
gastrointestinal semptomlar gelmektedir.® Otizmli ¢ocuklarin beslenme problemleri
olduguna dair ¢ok sayida calisma vardir. Her ne kadar bu calismalarin ankete dayali
olmalar1 ve konu sec¢imi gibi eksiklikleri olsa da beslenme bozukluklarinin otizmli
cocuklarda yaygin olarak goriilebilecegini ortaya koymaktadlr.110

Ulusal Cocuk Sagligi Arastirmasi, OSB olan ¢ocuklarin, tipik olarak gelismekte
olan ¢ocuklarla kargilagtirildiginda obez olma olasiliginin %40 daha fazla oldugunu
gostermistir. ' Obezite ve sebep oldugu hastaliklar diisiiniildiigiinde bu veriler endise
vericidir. OSB’li ¢ocuklarda ki buna gelisimsel engelli ¢ocuklar da dahil, yeme
davranis1 ve diyet kalitesinin arastirilmasi, yeni bir arastirma alanini ortaya
(;1karmlst1r.19

Mevcut arastirma verilerine gore, baz1 amino asitlerin otizm patogenezinde yer
aldig1 varsayilabilir. Fakat yapilan ¢alismalar hangi amino asitlerin otizmin etiyolojisi
dahilinde oldugunu tam olarak gostermemektedir. Arastirma metodolojisindeki

farkliliklar, sonuglarin yorumlanmasindaki zorluklar ve sonuglarin farkliliklar1 kesin
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verilerin eksik olmasindan kaynaklanabilir. Bu durum, arastirmacilarin seffaf sonuglar
cikarmasini engellemektedir. 12

OSB’da ¢ok asamali klinik testlerde numune olarak viicut sivilari (serum,
plazma, tam kan, idrar) kullanilabilmektedir. Hastalik stiphesi diisiiniildiigiinde, belirli
bozukluklarla iliskili metabolik degisiklikler, viicut sivilarmin bazilarinda biyokimyasal
profilinde degisikliklere neden olacagindan, viicut sivilarinda bazi parametreler analiz
edilir. Kan viicudun tiim organlariyla temas halinde oldugundan bazi biyobelirte¢lerin
kaynagidir, bu nedenle teshis prosediirlerinde kullanim i¢in en uzun ge¢mise sahiptir.16’
103

Hastaligin arastirilmasinda kullanilan testler arasinda amino asit analizlerinin
6nemi artmaktadir ve oncelikli testler arasina girmesini beklenmektedir.’® Biyolojik
numunelerde amino asitlerin 6l¢iilmesinin zorluklar1 vardir. Ciinkii amino asitlerin
6l¢timiinde belirli bir UV spektrumu yoktur, bazilar1 suda yiiksek ¢oziintirliik gosterir ve
degisik iyonik ozellikleri vardir. Bu nedenle, caligsmalarda dogru sonucu elde etmek icin
uygun analitik teknikleri, numune hazirlama ve analiz igin uygun metodolojilerin son
derece nemlidir.*®

Yiiksek performansl sivi kromatografisi, otizm belirteglerinin ¢alismalarinda en
sik kullanilan kromatografi grafik teknigidir.lo3 Amino asit dl¢limiinde diger yontemlere
gore LC-MS/MS yontemi daha spesifik bir yaklasim saglar, fakat matriks etkilerinden
kaynaklanan iyonlasma farkliliklar1 da dogrulugu biiyiik ol¢iide etkileyebilir. Son
yillarda gelistirilen yontemle her bir amino asite internal standart kullanilmasina gerek
kalmamaktadir. Matriks etkileri, iyonlasma farkliliklari, analitlerle standartlarin ayni
anda cikarilmasiyla giderilir.113 Mevcut ¢alismamizda da amino asit analizinde ‘‘altin
(gold) standart’” olarak tanimlanan LC-MS/MS yontemi ile amino asit analizleri

gergeklestirildi.
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Esansiyel amino asitler iizerine yapilan ¢esitli caligmalarda farkli sonuclar elde
edilmistir. Artan seviyeler Aldred ve ark.™™ tarafindan, hem artmis hem azalmis
seviyeler Moreno ve ark. tarafindan g('jsterilmistir.115 Armold ve ark. tarafindan standart
bir diyette otizm grubunda sadece metioninin azaldigini géstermistir.” Diger
caligmalarda oldugu gibi bu calismalarin kisitlhiligi, 6rnek sayilarinin az olmasi ve diyet
durumlarinin net olmamasidir.®

Glutamik asit, santral sinir sistemindeki en énemli uyarici norotransmiterlerden
biridir. Kan beyin bariyerini kolaylikla ge(;ebilir.112 Glutamat hafizada hayati 6neme
sahiptir, 6grenmede, postsinaptik uyarimda ve bazi inhibisyonlarda islev goriir. Merkezi
sinir sistemi boyunca bulunur. Tat almada ve cilt agr algilamasinda rol oynar.*® Beyin
gelisiminde néronal gogii, ndéronal farklilagmayi, akson olusumunu ve néronal sagkalimi
etkileyen o6nemli rolleri vardir. Simdiye kadar elde edilen bilgilerle glutamaterjik
norotransmisyondaki anormalliklerin otizmin patofizyolojisinde rol oynayabilecegini
dijsiiniilmektedir.116 Artmis glutamat, davranigsal problemlerin bazilar1 ve otizmle
birlikte yaygin olarak goriilen 6zelliklerle iliskili olabilir.

Adams ve arkadaslar1 plazma amino asitleri lizerine yapmis oldugu calismada,
OSB’li grupta glutamat seviyesininde 6nemli bir artis oldugunu géistermislerdir.18 Her
ne kadar yapilan bazi ¢aligmalarda farkli sonuglar bulunsa da bunun sebebi calisma
gruplar arasindaki yas farkinin yiiksek olmasi olabilir. Japonya’da yapilan calismada,
otizmli erigkin hastalarda serum glutamat diizeyleri normal saglikli kontrollerden
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Glutamat seviyelerinin yiiksekliginin, otizmde
goriilen ndbetlerin oranlarinin yiiksekliginde rol oynadigi diisiiniilebilir.*°

Shinohe A. ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada eriskin glutamat diizeylerinin
yiiksekliginin, daha erken bir asamada ¢ocukluk caginda olusabilecegi ve bu durumun

kalic1 olabilecegi tartisilmistir. Bu yiizden glutamat seviyelerinin otizmli ¢ocuklarda
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calisilmasi Onerilmistir. Ayrica otizmli ve otizmli olmayan ¢ocuklarda serum glutamat
seviyelerini  Olgmenin, c¢ocuklarda serolojik belirteg olarak glutamatin roliini
belirlemede Onemli olabilecegini belir‘cmislerdir.116 Bizim c¢alismamizda otizmli
cocuklar ve otizmli olmayan ¢ocuklarda glutamik asit seviyeleri 6l¢lilmiistiir. Otizmli
cocuklarda, serum glutamik asit diizeyleri, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli yiiksek bulunmustur. Hastalarin ¢ocukluk ¢aginda glutamat seviyelerinin
yiikseldigi ve yetiskinlikte devam ettigi diisiincesini desteklemektedir.

Onemli nérotransmitterler olan GABA ve glutamat arasindaki denge, beyin
fonksiyonu icin ¢ok onemlidir ve bircok psikiyatrik ve norolojik hastalik GABA ve
glutamat arasindaki dengesizlik ile iliskili olabilir.*” Her ikisinin de sinir sistemi
gelisiminde 6nemli yeri vardir. Viicut sivisi beyin fizyolojisi ve patolojisini yansitir,
GABA ve glutamata bagli nodrotransmisyonun fonksiyonel durumunu anlamak
6nemlidir.**® OSB olan kisilerde, plazmadaki GABA seviyelerinin kontrol grubuna
oranla yiiksek geldigi bildirilmistir."*® **° Bizim mevcut ¢alismamizda ise GABA serum
seviyeleri OSB grubunda, kontol grubuna oranla istatiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur.

Glutamat astrositlerde, perisinaptik terminale aktarilip tekrar glutamata

120

doniistiiriilinceye kadar glutamin olarak depolanir. Glutamin; makrofajlar,

lenfositler, enterositler ve tlimorler dahil olmak {izere hizla béliinen hiicreler igin tercih

edilen bir ana yakit kaynagidir,"*" 1%

Dolasimdaki glutamin, iskelet kasi, yag dokusu,
kalp ve plasentada dalli zincirli asitler ve Oncelikli olarak glukoz kaynakli a-
ketoglutarattan sentezlenir. ince bagirsak, hem arteryel dolastm hem de bagirsak
limeninden glutamini kullanir.*** ' Mikroarray analizler glutaminli diyet takviyesinin;
anti-oksidatif genlerin ekspresyonunu arttirdigi ve ince bagirsakta ve yag dokusunda

124-126

proinflamatuar genlerin ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir. Yapilan bazi
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caligmalarda glutaminin OSB ile iliskisi ortaya konulmaya calisilmistir. Shimmura ve
arkadaslari, plazma glutamin diizeylerinin otizmin erken saptanmasi i¢in bir tani araci
olarak kullanilabilecegini onermektedir.?’ 2010 yilinda Ghanizadeh, glutamin sentetaz
inhibitériinin  OSB’de inflamasyonu artirabilecegini ileri siirmiistiir.’?®  Mevcut
calismada OSB ve kontrol grubu arasinda glutamin diizeyleri arasinda istatiksel olarak
anlaml bir fark bulanamamistir. Bugajska ve ark. yaptig1 ¢calismada da otizmli ¢ocuklar
ve saglikli cocuklarin serum glutamin diizeyleri arasinda fark bulunamamigtir.**?
Shinohe ve ark. da plazma glutamin diizeyleri arasinda fark bulamamustir.*®

Birlesik Krallikta yapilan bir ¢alismada; otizmli bir veya daha fazla ¢ocugu olan
ailelerde, ebeveynlerden otizmli ¢ocuklarindan kan plazma orneklerinde amino asit
konsantrasyonlar1 arastirilmis ve numunelerde bulunan alanin amino asidi kontrol
degerlerinden daha yiiksek bulunmustur.'* idrarda yapilan alanin arastirmalarinda ise
farkli sonuglar mevcuttur. Ming ve arkadaglarinin yaptigi calismada otizmli ¢ocuklarin
idrarlarinda alanin seviyeleri kontrol gurubuna goére daha diisiik bulunmustur. Otizmli
cocuklarin idrarlarindaki alanin diizeyi distikligiini oksidatif stres ile ilgili
olabilecegini belirtmislerdir.129 Bu caligmanin aksine Mavel ve ark. yaptig1 calismada
otizmli grubun idrar Orneklerinde yiliksek alanin diizeylerini  bulduklarimi
géstermislerdir.130 Bizim c¢aligmamizda ise serum alanin diizeyleri, OSB’li grupta
kontrol grubuna gbre, istatiksel olarak anlamli yiiksek gozlemlenmistir. Ming ve ark.'?®
OSB’li grupta beta alaninin seviyelerinin anlamli sekilde azaldigini bildiriken,
plazmada yapilan ¢caligmada Bala ve ark.® gruplar aras1 fark bulamamislardir. Mevcut
caligmada da serum beta alanin diizeyleri arasinda iki grup arasinda anlamli fark

bulunamamistir. Calisma gruplariin farkliliklari, etnik kokenleri, ¢alisma metotlari,

kullanilan karsilastrma yontemleri alanin seviyelerinin farkliliklarinin sebebi olabilir.*
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Glisin, hem inhibe edici hem de uyarict bir norotransmitter olarak gdérev yapar.
Serin ve sarkosinin olmak tizere birgok kaynaktan sentezlenir.® Glisin iizerine yapilan
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Glisin ve GABA merkezi sinir sistemindeki
major  inhibitor nérotransmiterlerdir.”®**  Erken gelisim  sirasinda  uyarici
nérotransmiterler olarak hareket ederek, membran potansiyellerini depolarize ederler.!*
Dogumda uyarici ndrotransmiterden, inhibitdr ndrotransmiter olarak hareket etmeye
gecer. Bu durum olgunlagsmada gergeklesmezse, OSB de dahil olmak iizere norolojik
bozukluklarla sonuclanabilir.**** Ming ve ark. yaptigi calismada glisin ve histidin
amino asitlerini otizmli ¢ocuklarin idrarlarinda kontrol gruba gdre anlamli derecede
diisiik bulmuslardir, bu durumun proksimimal renal tubullerden bu amino asitlerin
secici olarak azaltilmasinin olup olmadiginin agik olmadigini belir‘tmislerdir.129 Nadal-
Desbarats ve ark. otizmli hastalarda glisin seviyelerini yiiksek bulmuslardir.®’ Bizim
calisgmamizda OSB grubunda, kontrol grubuna gore glisin seviyeleri istatiksel olarak
anlamli yiiksek bulunmustur.

Bala ve ark.**!

plazmada yaptig1 ¢aligmada histidin seviyeleri kontrol gurubuna
kiyasla otizmli grupta daha yiiksek bulunmustur. Bu calismada da otizmli hastalarin
serumlarinda histidin seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. Bu verilere zit olarak Naushed ve ark. OSB grubunda kontrol gurubuna
gore histidin seviyelerinin diisiikk oldugunu gostermislerdir. Bu durumun gastrointestinal
rahatsizliklara yol agabilegini belirtmislerdir.™® Yiiksek serum histidin seviyeleri
saglikli kisilerde de bildirilmistir. Erken cocukluk doneminde histidinden yoksun
diyetin bariz bir yarari gorilmemistir. Artan histidin konsantrasyonunun patolojik

olmadig1 gosterilmistir.®* *° Bizim mevcut calismamizda OSB grubunda, kontrol

grubuna gore histidin seviyeleri istatiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur.
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D’Eufemia ve ark. yaptig1 ¢alismada otizmli ¢ocuklarin serum prolin diizeyleri
ile kontrol grubu arasinda bir fark gt')rmemisler.141 Yine ayni sekilde Tirouvanziam ve
ark.X* Chie Shimmura ve ark.*?’, Elbaz ve ark.**® otizmli cocuklarda saglikli ¢ocuklara
oranla plazma prolin diizeylerinde anlamli bir fark bulamamistir. Bizim ¢alismamizda
ise prolin seviyeleri, OSB grubunda kontrol grubuna gore, istatiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur. Bu c¢alismada farkli sonuglarin gelme sebebi 6lgiim yontemi
farkliliklar1 ve yontem hassasiyet farklar1 olabilir.

Serotonin énemli bir nrotransmitterdir ve onciisii triptofandir.*** *** Serotonin
disfonksiyonlar1 OSB’nin baz1 formlarinda, sosyal etkilesim bozukluklar1 gibi bazi
semptomlara katkida bulunabilir."*®> Saghkli grupla karsilastirildiginda, plazmada
triptofan seviyelerinin OSB’de azaldigi rapor edilmistir."® Ayrica yliksek tam kan
serotoninin, otizm spektrum bozuklugunda olan c¢ocuklarin %25'inden fazlasinda

® Mevcut calismamizda serum serotonin ve triptofan

bulundugu bildirilmistir.**
seviyeleri, otizmli grupta, kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur. Ayrica, Naushad ve ark.’® Tu ve ark!’ OSB’li cocuklarin aghik
plazmasinda diisiik triptofan seviyeleri bildirmistir.

D’eufemia ve ark.'* otizmli ¢ocuklarda yaptigi ¢alismada serum ornitin
seviyeleri arasinda otizmli ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulamamaiglardir.
Otizmli ¢ocuklarda yapilan diger calismlarda plazmada Elbaz ve ark.’? Adam’s ve
ark.'®, Shimmura ve ark.'®’ ornitin seviyeleri arasinda fark bulamamislardir. Mevcut
calismamizda ise OSB grubunda, serum ornitin seviyeleri, kontrol grubuna gére anlaml
yiiksek bulunmustur.

Rolf ve ark. otizmli cocuklarin trombositlerinde yaptig1 ¢alismada, otizmli

grupta aspartik asit seviyelerini kontrol grubuna gore daha az bulmuslardir.**®

Tirouvanziam ve ark. ise plazmada aspartik asit seviyeleri arasinda otizmli ve saglikli
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grup arasinda fark bulamamlslardlr.142 Bizim ¢alismamizda ise otizmli ¢ocuklarin serum
aspartik asit seviyelerin, kontrol gurubuna gore istatiksel olarak diisiik bulunmustur.

Adam’s ve ark.’® plazmada beta-aminoizobutirik asit seviyelerini, OSB
grubunda, kontrol grubuna gore fazla bulmuslardir. Mevut ¢alismamizda ise bu verilere
zit olarak serum beta-aminoizobutirik seviyeleri OSB grubunda, kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli disiik bulunmustur. Otizmde beta-aminoizobutirik asit
calismasi az oldugu i¢in baska ¢aligmalarla karsilagtirma imkanimiz bulunmamaktadir.

Yaptigimiz bu g¢alismada incelen; arjinine, arjininosiiksinat, anserin, asparajin,
beta alanin, sitriilin, glutamin, histamin, hidroksiprolin, izolosin, 16sin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, sarkosin, serine, treonin, tirozin ve valin serum diizeylerinde; OSB ve
kontol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

D’Eufemia'*’ ve ark. yaptigi calismada serum arjinin, asparajin ve lizin
diizeyleri arasinda saglikli grupla otizmli grup arasinda fark bulamamigtir. Otizmli
¢ocuklarin plazmalarinda yapilan farkli ¢alismalarda, M. EIBaz ve ark.X*3, Shimmura ve
ark.*?’, Bala ve ark.*! ve Adam ve ark.'® arjinin, asparajin, lizin seviyelerinde gruplar
aras1 fark bulamadiklarini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismalarda oldugu
gibi arjinin, asparajin ve lizin seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Ayrica mevcut ¢alismamizda, arjininosiiksinat diizeylerinde, OSB ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilememistir. Otizmde arjininosiiksinat
lizerine yapilan fazla ¢alisma bulunmamaktadir.

Hidroksiprolin i¢in D’Eufemia ve ark.'*!, Shimmura ve ark.'?’, Bala ve ark."*' ve
Adam ve ark.'® otizmli ve kontrol grubu arasinda bizim calismamizda oldugu gibi
istatiksel olarak fark bulamazken, M. ElBaz ve ark.'*® hidroksiprolin diizeylerinin

otizmli grupta daha diisiik bulduklarini bildirmistir.
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Esansiyel bir amino asit olan metiyonin, bir metil donérii olan ve niikleik asitler,
proteinler, fosfolipitler ve nérotransmiterlerin metilasyonunda 6énemli bir rol oynayan S-
adenozilmetiyonin icin onciildiir.**® Metiyonin diizeyleri ile ilgili ¢alismalarda,

k! Shimmura ve ark.*?’, Adam ve ark.® bizim elde ettigimiz

D’Eufemia ve ar
sonuglara paralel olarak anlamli fark bulamazken, M. EIBaz ve ark.** ve Bala ve ark.'*
otizmli grupta metiyonin diizeylerinin diisiik oldugunu gostermislerdir.

Son yillarda 6zellikle beyinde serin iizerine yapilan ¢alismalarda artis vardir.
Muhtemelen sizofreni, bipolar, Alzheimer gibi ¢esitli psikolojik bozukluklarin
patogenezinde rol oynamaktadir.*® Shinohe ve ark.!® yaptiklari calismada, bizim
calismamiza benzer sekilde, yetiskin OSB grubu ile kontrol grubu arasinda serum serin
seviyeleri arasindan istatiksel olarak anlamli fark bulamamiglardir. EIBaz ve ark.143,
Tirouvanziam ve ark.'* OSB’li gocuklarm plazmalarinda serin diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulduklarini bildirmislerdir. Plazmada yapilan bir

k.'2” anlamli fark bulamamislardir.

baska calismada ise Shimmura ve ar

Esansiyel bir amino asit olan izolosin, protein sentezi ve degrasyonu iizerinde
diizenleyici bir etkiye sahip dalli zincirli amino asittir. Dallanmis zincirli amino asitler
ayrica kaslarda glutamin ve alanin sentezi igin azot kaynagidir.®® Lésin, pankreas B
hiicrelerinden glikoz kaynakli insiilin salimin1 destekleyen dalli zincirli amino asitler
arasindaki en giiclii insiilin salgilatici ajanlardan biridir.™®! izoldsin ve 18sin iizerine

yapilan farkl viicut stvilari arastirmalarinda Tirouvanziam ve ark.**

plazmada, Perry ve
ark.’ beyin omirlik sivisinda, Evans ve ark.” idarda, OSB grubunda kontrol grubuna
oranla izolosin ve 16sin seviyelerinin disiik tespit edildigini bildirmislerdir. Bu verilere

141
K.

zit olarak D’Eufemia ve ar serum numunelerinde OSB grubunda yiiksek

bulmuglardir. Bizim ¢alismamizda ise anlamli fark bulunamamistir. Bu farkli bulgularin
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sebebi, farkli orneklem biyiikliikleri, yas araliklar1 ve deneklerin etnik durumlar
olabilir.*°

Otizmde sarkozin, anserin tlizerine ¢ok fazla literatiir bilgisi bulunmamakla
birlikte, Adam’s ve ark.'® plazmada anserin, sarkosin seviyeleri arasinda otizmli ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark bulamamiglardir. Mevcut ¢calismamizda da serum
anserin, sarkosin seviyeleri arasinda gruplar aras1 anlamli fark bulunamamustir.

Ure dongiisiinde, ornitin ve karbamoil fosfattan sentezlenen ve ayni zamanda
arjininden de sentezlenebilen bir amino asit olan sitriilin, enflemasyon ve oksidatif stres
yollarinda rol alir.*® Sitriilin iizerine yapilan ¢alismalarda, EIBaz ve ark.***, Shimmura

k!?’  Adams ve ark.!®* OSB olan cocuklarin plazma sitriilin diizeylerinde,

ve ar
D’Eufemia ve ark.*' serum diizeylerinde, kontrol gruba gére istatiksel olarak anlamli
fark bulamamistir. Mevcut ¢alismamizda da serum sitriilin diizeyleri agisindan iki grup
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamustir. Bu verileri zit olarak
Tirouvanziam ve ark.}*> OSB’li grupta sitriilin seviyelerinin anlamli diisiik oldugunu
bildirmistir.

Histaminerjik sistemin uyku ve bazi davranislarda kritik bir rolii vardir. Her ne
kadar otizm spektrum bozuklugunda iyi arastirilmamis olsa da, histaminerjik sistem
birgok norolojik hastalikla iliskilendirilmistir.**® Yapilan literatlir taramasinda giincel
otizmli hastalarda histamin {lizerine yapilan ¢alismaya rastlanamamistir. 1988 yilinda

Launay ve ark.'**

tam kan ve idrar numunelerinde yapmis oldugu ¢alismada OSB grubu
ve kontrol grubu arasinda fark bulamadiklarini bildirmislerdir. Mevcut ¢alismamizda da
serum histamin diizeylerinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir.

Esansiyel bir amino asit olan fenilalanin, tirozin, DOPA ve katekolaminlerin

(dopamin, adrenalin, noradrenalin) énciiliidiir.™® OSB’li ¢ocuklarda plazma fenilalanin
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calismalarinda; Aldred ve ark.™* OSB’li grupta kontrol grubuna oranla anlamli yiiksek
sonuc bildirirken, Arnold'’ ve ark.lari, Naushad ve ark.**®, EIBaz ve ark.'** OSB’li
grupta kontrol grubuna goére diisiik sonug bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise serum
fenilalanin seviyeleri arasinda OSB ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli
fark bulunamamistir. Bizim elde ettigimiz verilere paralel olarak, D’Eufemia ve ark .1
serumda, Shimmura ve ark.*?’, Tirouvanziam ve ark.}*? plazmada iki gup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulamamuislardir.

Calismamizda serum tirozin seviyeleri arasinda OSB ve kontrol grubu arasinda

istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Elde ettigimiz verilere paralel olarak.

k.141 k.127

Serumda P. D’Eufemia ve ar plazmada, Shimmura ve ar iki grup arasinda
anlamli fark bulamamiglardir. Plazmada yapilan baska ¢alismalarda tirozin diizeylerini,
Aldred ve ark."™* OSB’li grupta yiiksek bulurken, Tu ve ark.'*’, Tirouvanziam ve
ark.'*?, EIBaz ve ark.'**, Adams ve ark.'® OSB’li grupta diisiik bulmuslardir.

Tirouvanziam ve ark.#

yaptiklar1 ¢calismada plazma treonin diizeylerini OSB’li
grupta kontrol grubuna gore diisiik bulmuslardir. Shimmura ve ark.?”, Adams ve ark.®,
Aldred ve ark.''* ise iki grup arasindan anlamli fark bildirmemislerdir. Bu calismada da
iki grup arasinda serum treonin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamastir.

D’Eufemia ve ark.**' serum valin diizeylerini OSB’li grupta kontrol grubuna
gore yiiksek bulmuslardir. Tu ve ark.**” ise plazmada OSB’li grupta kontol grubuna
gore diisiik bulmuslardir. Adams ve ark.’®, EIBaz ve ark.*’, Shimmura ve ark.'?,

Naushad ve ark.'®

ise iki grup arasinda anlamli fark bulamamislardir. Bu ¢alisma
verilerine uyumlu olarak, bizim ¢alismamizda da serum valin diizeyleri arasinda anlamli

fark bulunamamustir.
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Arjinin amino asitinin translasyon sonrast modifiye olmus formu olan ADMA,
NO sentaz enzimini yarigmali olarak inhibe eder. Sinyal iletiminde 6nemli yeri olan NO
bircok hastalikla iligkilidir. Yapilan ¢alismalar bazi psikiyatrik bozukluklarda ADMA
diizeylerinin yiikseldigini ve bu durumun hastaliklarin fizyopatolojisinde yeri oldugunu
ileri siirmektedir.”® **® Otizmli cocuklar iizerine yaptigimiz bu ¢alismada; otizmli ve
kontrol grubu serum ADMA diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark
gozlenememistir. Bizim bilgilerimiz dahilinde, daha 6nce otizmli ¢ocuklarda serum
ADMA diizeyleri ile ilgili veri olmamasi nedeniyle her hangi bir literatiir bilgisiyle

karsilastirma imkanimiz bulunmamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Otizmin diinyada ve iilkemizde goriilme siklig1 her gegen giin artmaktadir. Ayni
oranda otizm tlizerine yapilacak genis kapsamli ¢alismalara olan ihtiya¢ da artmaktadir.
Otizmin tam bir tedavisinin, kesin bir biyokimyasal veya genetik teshis testinin
olamamasi ve tan1 kriterlerinin zorluklar1 géz 6niine alininca, hastaligin teshisi, tedavisi
ve takibi i¢in biyokimyasal ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda, otizmli grup ve kontrol grubu arasindaki amino asit serum
diizeyleri 6zetlendiginde;

1) Alanin, glutamik asit, glisin, histidin, ornitin, prolin, serotonin, triptofan
diizeyleri, OSB grubunda istatiksel olarak anlaml1 yiiksek bulunurken,

2) Aspartik asit, beta-aminoizobiitirik asit ve GABA diizeyleri, OSB grubunda
istatiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur.

3) Arginin, argininosiiksinat, anserine, asparajin, beta alanin, sitriilin, glutamin,
histamin, hidroksiprolin, izolosin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, serine,
sarkosin, treonin, tirozin ve valin serum diizeylerinde istatiksel olarak fark
bulunamamustir.

4) Serum ADMA diizeyleri arasinda istatiksel olarak iki grup arasinda fark

bulunamamastir.

Serum amino asit diizeylerininden elde edilen bu verilerin kullanimi, otizmde
tanisal bir ara¢ olarak gelisme potansiyeline ve tedavi stratejilerinin etkinligini
belirlemeye yonelik potansiyele sahiptir. Amino asitler viicut fizyolojisinin 6énemli bir
gostergesidir. Metabolik yollarin gdstergesi olarak énemli bilgiler verebilir. Ozellikle
hastaligin semptomlarin ve bazi sosyal iletisim bozuklularinin sebebi ile iligkisi
diistintildiigiinde otizmde amino asitlerin 6nemli yeri vardir. Otizmli ¢ocuklarda amino
asitler tizerine yapilacak ileri calismalarda, hastaligin semptomlarinin azaltilmasi
acisindan, diyet ve beslenme aliskanliklarinin diizenlenmesine yonelik yeni Oneriler

getirilebilir.
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Otizmde serum ADMA seviyeleri ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Otizmin
patofizyolojisi ile ilgili olabilecek oksidatif stresin ve antioksidanlarin olasi rolii
simdiye kadar ki caligmalarda gosterilmistir.

Farkli etnik gruplarda, farkli cografyalarda, farkli 6l¢iim yontemleriyle yapilan
caligmalarada, amino asit seviyeleri farklilik gosterebilir. Bundan dolay1, daha ¢ok hasta
sayis1 ve beslenme aliskanlikliklar bilgileriyle yapilacak olan amino asit arastirmalarina
ihtiya¢ vardir. Elde edilen verilerin biyokimyasal yollarinin aydinlatilmasi, sebep ve
sonuglariyla agiklanmasi hastalikla ilgili cogu semptomun temelini aydinlatabilir. Fazla
orneklem sayisinda, farkli biyolojik materyallerde yapilacak dl¢timlerde, genis kapsamli
antioksidan parametrelerle iligkilendirilerek ADMA seviyelerinin c¢alisilmasi hastaligin

patofizyolojisine katki saglayabilecektir.
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yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve galismanin biitgesinin BAP tarafindan karsilanmasi kosulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/calismalar icin Aiirkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmas: gerekmektedir.
Arastirmaciya ¢alismalarinda basarilar dileriz.
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EK 3. ETIK BILDIRIiM VE INTiHAL BEYAN FORMU

etik ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin

Maksimum Oran (%)
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. bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki
: ederiz. 26/08/2019

Adi-Soyadi
Prof. Dr. F. Zuhal UMUDUM

93



