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Öz 

multifaktöriyel bir bozukluk olan Otizmin etiyolojisinin büyük bir kısmını genetik ve çevresel risk faktörleri oluşturur. 
Çalışmamızda glutensiz - kazeinsiz ve gAPS (Bağırsak ve Psikoloji Sendromu) diyetlerine tabi tutulan Otistik çocuklarda mTHFR 
(metilentetrahidrofolat Redüktaz geni) C677T polimorfizminin incelenmesi ve mTHFR geninin 677T allelinden kaynaklanan enzim 
aktivitesi azalmasının Otizmle ilişkili olup olmadığının belirlenmesi amaçlandı.

Çalışmaya 30 Otistik ve 90 sağlıklı çocuk katıldı. DNA eldesi özel ticari kit (geneAll, Kore) kullanılarak sağlandı. genotipleme ise 
PZR - RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi) protokolü ile gerçekleştirildi ve agaroz jel 
elektroforezinde yürütülerek görüntü elde edildi.

mTHFR 677T allel frekansı hasta grubunda %13,33 ve kontrol grubunda %19,4 bulunması sonucunda p=0,285 olarak hesaplandığı 
için istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı. Çalışmaya alınan hastaların sayısının istenilen sayıda ve homojen olmaması 
nedeniyle daha kapsamlı çalışmalar yapılmasının yanında mTHFR A1298C polimorfizmine ve COmT (katekol-O-metiltransferaz), 
BDNF (beyin-türevli nörotrofik faktör), PTEN (fosfat ve tensin homolog) genlerine bakılmasını öneririz. 

Anahtar Kelimeler: Otizm, Genetik Analiz, Polimorfizm, Diyet.
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et al., 2015, p.16). MTHFR’nin 11. ekzonunda 1793. 
nükleotidi olan G (Guanin)’ in A (Adenin)’e transisyonu 
sonucu 594. kodonundaki Glutamin Arjinine dönüşür. 
G1793A mutasyonunun homosistein düzeylerine etkisi 
bilinmemektedir (Shen et al., 2015, p.2). Ancak C677T ve 
A1298C polimorfizmleri homosistein metabolizmasına etki 
ederek hiperhomosisteinemiye yol açar (Inanir et al., 2015, 
p.2). MTHFR normal bir vücutta homosistein seviyelerini 
düzenlemeye yardımcı bir enzim üretir (Moll and Varga, 
2015, p.e8). MTHFR’den kodlanan MTHFR enzimi hücre 
metabolizması için DNA, RNA ve protein metilasyonunda 
gereklidir (Awwad et al., 2015, p.5007). MTHFR enzimi, 
homosisteinin metiyonine remetilasyonunu katalize 
eden 5-10-metilentetrahidrofolatı 5-metiltetrahidrofolata 
demetile eden regülatör bir enzimdir (Ulucan vd., 2014, 
s.380). Ayrıca, 5-metiltetrahidrofolatın ve metiyoninin 
döngüdeki düzeylerini koruyarak homosistein birikimini 
önler (Al-Motassem et al., 2015, p.3102). Bu çalışmada 
glutensiz- kazeinsiz ve GAPS (Bağırsak ve Psikoloji 
Sendromu) diyetlerine tabi tutulan Otistik çocuklarda 
MTHFR C677T polimorfizminin incelenmesi ve MTHFR 
geninin 677T allelinden kaynaklanan enzim aktivitesi 
azalmasının Otizmle ilişkili olup olmadığının belirlenmesi 
amaçlandı.

Şekil 1: 1. kromozomun önemli lokusları ile beraber 
şematize hali

2. Materyal ve Metot

2.1. Çalışma Planı

Bu çalışma, Üsküdar Üniversitesi Etik Kurulu tarafından 
02 Şubat 2016 tarih ve 2016-17 sayılı kararıyla 
onaylanmıştır.

Türkiye’de İstanbul Kanuni Sultan Süleyman Eğitim ve 
Araştırma Hastanesi Çocuk Metabolizma ve Beslenme 
Kliniğinde glutensiz-kazeinsiz ve GAPS diyetlerine tabi 
tutulan Otistik çocuklarda MTHFR C677T polimorfizmi 
incelendi Bu çalışmaya 1-18 yaş arası 30 Otistik hasta ve 
90 sağlıklı çocuk katıldı. Bu polimorfizmi belirlemek için 

1. Giriş

Otizm, dil gelişiminde anormallikler, sınırlı ilgi ve 
kalıplaşmış davranışlarla beraber karşılıklı sosyal 
etkileşimde yetersizlikler ile tanımlanan nörogelişimsel bir 
bozukluktur (Damiano et al., 2015, p.1). Dil gelişimi ve 
oyun oynamada gecikme ya da anormallikler, tekrarlayıcı 
davranışlar, küçük nesneleri sıraya koyma ve dönen 
şeylerle uğraşma gibi olağandışı ilgi alanları Otizm 
belirtileridir (DiCicco-Bloom et al., 2006, p.6897). Bu 
durum erkeklerde kızlara oranla 4 - 5 kat fazla görülürken 
genelde kızlarda daha ağır seyreder ve semptomların 
ağır görüldüğü çocuklarda zihinsel bozukluk daha 
çok görülür (Ornoy et al., 2015, p.2). Otizmin dünya 
çapındaki prevalansı nüfus değişimi dikkate alınarak 
yaklaşık %1 olarak tahmin edilir (Vlassakova and 
Emmanouil, 2016, p.1). Prevalans hesaplamalarına 
göre; Otizm Platformunun 2008 yılı sonuçları dikkate 
alınarak Türkiye’de 150 çocuktan 1’inde (‰ 6,7) Otizm 
görülür (Bicer and Alsaffar, 2013, p.3978). Otizmin 
temelinde multifaktöriyel etiyoloji olduğu için patogenez 
ve patofizyolojisini anlamanın zor olması sebebi ile Otizm 
prevalansı tahmini olarak bildirilir (Chen et al., 2015, p.1). 
Karbon metabolizması enzimlerini kodlayan genlerdeki 
polimorfizmler Otizm Spektrum Bozukluğu riskini arttırdığı 
bulunmuştur. Bu döngüde yer alan MTHFR geninin Otizm 
hastaları ve / veya annelerinde polimorfizm prevalansı 
yüksektir (Kezurer et al., 2013, p.240). İnsan MTHFR geni 
lokusu kromozom 1p36.3 üzerinde yer alır (Awwad et al., 
2015, p.5007). MTHFR geninin şematize hali şekil 1’de 
gösterildi. MTHFR geninin 2,2 kb uzunluğunda (Khan et 
al., 2015, p.2) ve 11 ekzona sahip olduğu tespit edilmiştir 
(Keser vd., 2014, s.247). Bu gen folat metabolizması 
için önemli olan 656 aminoasitlik MTHFR enzimini kodlar 
(Ulucan vd., 2013, s.380). MTHFR’de C677T, A1298C ve 
G1793A olmak üzere üç tane nokta mutasyon bulunur. 
C677T ve A1298C tek nükleotid polimorfizmleri MTHFR 
enzimi aktivitesini etkilemektedir. G1793A mutasyonu ise 
diğer ikisine göre daha nadir ortaya çıkar ve bu nokta 
mutasyonun fonksiyonunun önemi belirsizdir. MTHFR’nin 
4. ekzonunda 677. nükleotid olan C (Sitozin)’in T (Timin)’e 
transversiyonu sonucu nokta mutasyon oluşur ve bunun 
sonucunda 222. kodonunda Alanin yerine Valin geçer 
(Awwad et al., 2015, p.5008). MTHFR 7. ekzonunda 1298. 
nükleotidi olan A (Adenin)’ in C (Sitozin)’e değişimiyle 
meydana gelen nokta mutasyonu sonucu MTHFR proteinin 
429. kodonundaki Glutamin Alanine dönüşür (Vanilla 

Abstract

Genetic and environmental risk factors constitute the major part of the etiology of autism, a multifactorial disorder. In this study, 
we aimed to investigate the MTHFR (Methyltetrahydrofolate Reductase Gene) C677T polymorphism in autistic children who were 
subjected to glutamate - caseinous and GAPS (Bowel and Psychology Syndrome) diets and to determine whether autism was related 
to decrease of enzyme activity caused by 677T allele of MTHFR gene.

Thirty autistic and 90 healthy children were included in the study. DNA was obtained using a special commercial kit (GeneAll, 
Korea). Genotyping was performed by PCR - RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) 
protocol and images were obtained by agarose gel electrophoresis.

No statistically significant difference was found in the MTHFR 677T allele frequency as 13.33% in the patient group and 19.4% 
in the control group as p = 0.285. Due to the fact that the number of patients included in the study was not desired and not 
homogeneous, we recommend looking at MTHFR A1298C polymorphism and COMT (catechol-O-methyltransferase), BDNF (brain-
derived neurotrophic factor), PTEN (phosphate and tensin homolog) genes.

Keywords: Autism, Genetical Analysis, Polymorphism, Diet
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sırasıyla DNA izolasyonu ve PZR-RFLP analiz yöntemleri 
Üsküdar Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 
laboratuvarında gerçekleştirildi. 

2.2. DNA Eldesi ve Genotipleme

Çalışmamız için hasta ve kontrol gruplarından 2 ml 
periferik kan örneği toplandı. Bu kan örneklerinden 
DNA eldesi özel ticari kit (GeneAll, Kore) kullanılarak 
sağlandı. Genotiplemede ise MTHFR C677T polimorfizmini 
belirlemek için PZR-RFLP protokolü ile gerçekleştirildi. 
Elde edilen DNA örneklerinden MTHFR ekzon 4 bölgesinin 
amplifikasyonu için 25 µl’lik hacimde reaksiyon karışımı 
hazırlandı. Bu karışım 0,2 µl Taq DNA polimeraz, 2 µl 
MgCl2, 0,5 µl dNTP, 2,5 µl Taq buffer, 3,5 µl DNA, ileri-
geri primerler 0,4x2 ve 15,5 µl steril su içerir. İleri ve geri 
primerlerinin dizilimi tablo 1’de gösterildi. PZR döngüsü 
için  95 oC’de 3 dk ön denatürasyon sonrasında 35 döngü 
95 oC’de 30 sn denatürasyon, 61 oC’de 45 sn eşleşme, 
72 oC’de 10 dk sentez aşaması ve final uzaması olarak 72 
oC’de 5 dk protokolü uygulandı. PZR ile çoğaltılan ürünlerin 
tanımlanmasında agaroz jel elektroforezinin uygulanması 
için %2’lik agaroz jel hazırlandı. Bu görüntüleme sonuçları 
şekil 2’de gösterildi. Elde edilen 198 bç’lik PZR ürünleri, 
Hemofilus influenza bakterisinden elde edilen HinfI enzimi 
ile kesim işlemi tablo 6’da belirtilen şekilde gerçekleştirildi 
ve 37 °C’de yarım saat kesime bırakıldı. Kesim sonuçları 
%3’lük agaroz jel elektroforezinde yürütülerek Jel 
Görüntüleme Fusion sisteminde değerlendirildi. Bu 
görüntüleme sonuçları şekil 3’de gösterildi.

Şekil 2: MTHFR gen bölgesinde hasta grubundaki PZR 
ürünlerinin %2’lik agaroz jel görüntüsü. M: Moleküler 
ağırlık belirleyici, bç: Baz çifti, I-II-III-IV: PZR ürünleri

Tablo 1. MTHRF PZR protokolü için kullanılan primerler

Tablo 2. MTHFR C677T Genotip’inin Hasta ve Kontrol 
Gruplarında Dağılımı

* Khi-kare testi sonucu

Kullanılan Primerler

Genomik DNA Bölgesi DNA disizi (5’  3’)

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

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

Şekil 3: MTHFR C677T polimorfizminin %3’lük jel 
görüntüsü.

I-III: CC genotip (198 bç), II: CT genotip(198, 175 bç), 
IV: TT genotip (175 bç)

M: Moleküler ağırlık belirleyici, bç: Baz çifti, I-II-III-IV: 
PZR ürünleri

 2.3. İstatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatiksel analizleri için SPSS 23 
programı kullanıldı. Gruplar arasında değişkenlerin 
karşılaştırılması ki-kare testi ile gerçekleştirildi. Bu 
analizde istatistiksel olarak p<0,05 değeri anlamlı kabul 
edildi.

3. Bulgular

Çalışmamızda hasta grubunda 30 Otistik çocuktan 
24’ünde (%80) CC genotip, 4’ünde (%13,3) CT genotip ve 
2’sinde (%6,66) TT genotip saptandı. Kontrol grubunda 90 
kişiden 61’inde (%67,8) CC genotip, 23’ünde (%25,6) CT 
genotip ve 6’sında (%6,7) TT genotip saptandı. Hasta ve 
kontrol grupları arasında genotip dağılımları bakımından 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05). 
Hasta-kontrol grupları arasında her bir genotip için ayrı 
ayrı dağılım farkları karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak 
anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05). Ayrıca hasta-kontrol 
grupları arasında allel dağılım farkları karşılaştırıldığında, 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05). 
Ki-kare testi sonucu elde edilen bu veriler tablo 2, 3 ve 
4’te gösterildi.

Hasta grubu Kontrol grubu P* değeri

Homozigot doğal 

(CC)
24 61

0,384Heterozigot (CT) 4 23

Homozigot mutant 

(TT)
2 6
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olarak anlamlı bir fark bulamamışlardır. Liu et al. (2009) 
Kuzey Amerika’da PZR ve Dizi Analizi (ABI Prism 7900HT) 
yöntemlerini kullanarak T allelini hasta grubunda %42,9 
ve kontrol grubunda %32,3 saptamışlardır (p=0,0004). 
Ayrıca CT allelini hasta grubunda %47,8 ve kontrol 
grubunda %43,2 olarak bulmuşlardır. Sonuçta T allel 
frekansında anlamlı fark bulmalarına rağmen CT genotip 
frekansında anlamlı fark bulamamışlardır. Naushad et al. 
(2009) Hindistan’da PZR-RFLP yöntemlerini kullanarak 
677T allel frekans farkını hasta grubunda  %16,3 ve 
kontrol grubunda %6,5 saptamışlardır (p<0,0001). 
Ayrıca MTHFR C677T polimorfizmine ek olarak A1298C 
polimorfizmini de incelemişlerdir. 1298C allel frekans 
farkı hasta grubunda %53,3 ve kontrol grubunda 
%53,6 buldukları için istatistiksel olarak anlamlı fark 
olmamasına rağmen 1298C/677T kombinasyonunda 
anlamlı fark saptamışlardır. Shawky et al. (2009) PZR 
ve reverse hibridizasyon yöntemlerini kullanarak hasta 
grubunun %50’sinde CT genotip ve %15’inde TT genotip 
bularak istatistiksel olarak anlamlı fark saptamışlardır. 
James et al. (2009) New York ve Florida’da PZR ve Dizi 
Analizi (ABI Prism 7700 ve 7900 sistem) yöntemlerini 
kullanarak MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini 
incelemişlerdir. Bu polimorfizmlerin ayrı ayrı görüldükleri 
zaman fark olmamasına rağmen 677CT/1298AC bileşik 
heterozigot görüldüğünde istatistiksel olarak anlamlı fark 
saptamışlardır. Park et al. (2014) Kore’de MTHFR C677T 
ve A1298C polimorfizmlerini inceleyerek 677CT/1298AC 
bileşik heterozigotu, 677CC/1298AA bileşik homozigot 
kombinasyonları ile karşılaştırıldığında 2,11 kat Otizmle 
ilişkili olduğunu bulmuşlardır. Boris et al. (2004) Amerika’da 
PZR yöntemini kullanarak TT genotipi hasta grubunda 
%23 ve kontrol grubunda %11 (p<0,0001) olarak ve 
CT genotipi hasta grubunda %56 ve kontrol  grubunda 
%41 bulmaları sonucunda (p=0,0001) istatistiksel olarak 
anlamlı fark saptamışlardır.

Araştırmamızda çalışılan kan örneklerinden öncelikle DNA 
elde etmek için izolasyon işlemi gerçekleştirildi. Elde edilen 
DNA örneklerinde PZR-RFLP işlemi uygulandı ve agaroz 
jel elektroforezinde yürütüldü. Sonuçlarımıza göre CC, CT, 
TT frekansları otizmli olgularda 24 (%80), 4 (%13,3), 2 
(%6,6) TT ve kontrol grubunda 61 (%67,8), 23 (%25,6), 
6 (%6,7) saptanmıştır. Ki-kare testi kullanılarak yapılan 
hesaplama sonucunda p=0,384 bulunduğu için hasta - 
kontrol grupları arasında genotip dağılımları bakımından 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05). 
Hasta - kontrol grupları arasında her bir genotip için 
ayrı ayrı dağılım farkları karşılaştırıldığında, CC genotip 
için p=0,202 CT genotip için p=0,211 ve TT genotip için 
p=1,000 bulunduğu için istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark saptanmadı (p>0.05).

Otizmde diyetin öneminin anlaşılabilmesi için yaptığımız 
bu çalışmadan yola çıkarak sonraki çalışmalarda 
C677T polimorfizmine etkisini ve Otizm etiyolojisindeki 
rolünü anlamak için MTHFR A1298C polimorfizmi de 
incelenmelidir. Ayrıca multifaktöriyel bir bozukluk olan 
Otizmde, bağırsak-beyin ilişkisini daha iyi anlamak için 
diyete tabi tutulan ve diyet uygulanmayan çocuklarda 
COMT, BDNF ve PTEN genlerinin de incelenmesi daha 
anlamlı ve ileri çalışmalara yol açabilecektir.

4. Tartışma ve Sonuç

Otizmin etiyolojik faktörleri kesin bilinmemesine rağmen 
genetik, immünolojik ve çevresel faktörlerin nörogelişimsel 
süreçte etkileşimi sonucu meydana geldiği düşünülür 
(Vlassakova and Emmanouil, 2016, p.2). Epidemiyolojik 
çalışmalarda gebelik boyunca maternal folat durumu ile 
çocuklarda Otizm riski olabileceği bulunmuştur (DeVilbiss 
et al., 2015, p.663). Bu çalışmada MTHFR’nin C677T 
allelinden kaynaklanan enzim aktivitesi azalmasının 
Otizmle ilişkili olmadığı belirlendi. Ancak multifaktöriyel 
bir bozukluk olan Otizmde bağırsak-beyin ilişkisini daha 
iyi anlamak için geniş çaplı çalışmalar yapılmalıdır.

Sener vd. (2014) Kayseri / Türkiye’de PZR-RFLP 
yöntemlerini kullanarak Otistik çocuklarda %44,9 CC 
genotip, %52 CT genotip, %3,1 TT genotip saptamışlardır.  
T allel frekanslarını kıyasladıklarında hasta grubunda 
%29 ve kontrol grubunda %24 olarak bulmuşlardır 
ve sonuçta anlamlı fark saptamamışlardır. dos Santos 
et al. (2010) Brezilya’da PZR yöntemini kullanarak 
Otistik çocuklarda 677T allel frekansını kıyasladıklarında 
hasta grubunda %13,33 ve kontrol grubunda %19,4 
saptamışlardır. Ayrıca allel ve genotipik dağılım farklarını 
istatistik hesaplamalar sonucu p=0,72 olarak bularak 
CT+TT kombinasyonunda istatistiksel olarak anlamlı fark 
bulamamışlardır. Pasca et al. (2009) Romanya’da real 
time PCR ve erime eğrisi analiz yöntemlerini kullanarak 
Otistik çocuklarda T allel frekans farkını hasta grubunda 
0,31 ve kontrol grubunda 0,25 olarak saptamışlardır. 
Ayrıca genotip dağılım frekans farkını p=0,85 ve allel 
dağılım frekans farkını p=0,60 saptayarak istatiksel 

Tablo 3. MTHFR C677T Genotip’inin Hasta Ve Kontrol 
Gruplarında Allel Frekansları

Tablo 4. MTHFR C677T Genotip ve Alellerin Ayrı Ayrı 
Dağılımları

* Khi-kare testi sonucu

* Khi-kare testi sonucu

Hasta grubu Kontrol grubu P* değeri

Homozigot doğal 

(CC)
24 (%80) 61 (%67,8) 0.202

Heterozigot (CT) 4 (%13,3) 23 (%25,6) 0,211

Homozigot mutant 

(TT)
2 (%6,7) 6 (%6,7) 1,000

Genotip Hasta grubu / % Kontrol grubu / % P* değeri

CC + CT 28 / 93 84 / 85

1,00

TT 2 / 7 6 / 15

Allel Hasta grubu / % Kontrol grubu / % P* değeri

C 52 / 86,7 145 / 80,6

0,285

T 8 / 13,3 35 / 19,4 
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