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DIYETE DEVAM EDEN OTiZMLI COCUKLARDA
METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ (MTHFR) GENI

C677T POLIMORFIZMININ BELIRLENMESI
DETERMINATION OF METHYLTETRAHYDROFOLATE REDUCTASE (MTHFR)
GENE C677T POLYMORPHISM IN CHILDREN WITH DIETARY DIETS
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Multifaktdriyel bir bozukluk olan Otizmin etiyolojisinin biiyiik bir kismini genetik ve cevresel risk faktorleri olusturur.
Calismamizda glutensiz - kazeinsiz ve GAPS (Bagirsak ve Psikoloji Sendromu) diyetlerine tabi tutulan Otistik cocuklarda MTHFR
(Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Geni) C677T polimorfizminin incelenmesi ve MTHFR geninin 677T allelinden kaynaklanan enzim
aktivitesi azalmasinin Otizmle iliskili olup olmadiginin belirlenmesi amaclandi.

Calismaya 30 Otistik ve 90 saglikli cocuk katildi. DNA eldesi dzel ticari kit (GeneAll, Kore) kullanilarak sagjlandi. Genotipleme ise
PZR - RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi) protokolii ile gerceklestirildi ve agaroz jel
elektroforezinde vyiiriitiilerek goriintii elde edildi.

MTHFR 677T allel frekansi hasta grubunda %13,33 ve kontrol grubunda %19,4 bulunmasi sonucunda p=0,285 olarak hesaplandigi
icin istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Galismaya alinan hastalarin sayisinin istenilen sayida ve homojen olmamasi
nedeniyle daha kapsamli ¢caligmalar yapiimasinin yaninda MTHFR A1298C polimorfizmine ve COMT (katekol-0-metiltransferaz),
BDNF (beyin-tiirevli ndrotrofik faktdr), PTEN (fosfat ve tensin homolog) genlerine bakilmasini dneririz.
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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.

Thirly 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-0-methyltransferase), BONF (brain-
derived neurotrophic factor), PTEN (phosphate and tensin homolog) genes.

Keywords: Autism, Genetical Analysis, Polymorphism, Diet

1. Giris
Otizm, dil gelisiminde anormallikler, sinirli ilgi ve
kaliplasmis davraniglarla beraber karsilikh  sosyal

etkilesimde yetersizlikler ile tanimlanan nérogelisimsel bir
bozukluktur (Damiano et al., 2015, p.1). Dil gelisimi ve
oyun oynamada gecikme ya da anormallikler, tekrarlayici
davranislar, klgik nesneleri siraya koyma ve dodnen
seylerle ugrasma gibi olagandisi ilgi alanlari Otizm
belirtileridir (DiCicco-Bloom et al., 2006, p.6897). Bu
durum erkeklerde kizlara oranla 4 - 5 kat fazla gorilirken
genelde kizlarda daha adir seyreder ve semptomlarin
agir goruldagu cocuklarda zihinsel bozukluk daha
gok gorilir (Ornoy et al.,, 2015, p.2). Otizmin dinya

capindaki prevalansi nlfus dedisimi dikkate alinarak
yaklagsik %1 olarak tahmin edilir (Vlassakova and
Emmanouil, 2016, p.1). Prevalans hesaplamalarina

gbre; Otizm Platformunun 2008 yili sonuglari dikkate
alinarak Turkiye’de 150 gocuktan 1'inde (%o 6,7) Otizm
goralir (Bicer and Alsaffar, 2013, p.3978). Otizmin
temelinde multifaktoriyel etiyoloji oldugu igin patogenez
ve patofizyolojisini anlamanin zor olmasi sebebi ile Otizm
prevalansi tahmini olarak bildirilir (Chen et al., 2015, p.1).
Karbon metabolizmasi enzimlerini kodlayan genlerdeki
polimorfizmler Otizm Spektrum Bozuklugu riskini arttirdigi
bulunmustur. Bu dongtide yer alan MTHFR geninin Otizm
hastalari ve / veya annelerinde polimorfizm prevalansi
yiksektir (Kezurer et al., 2013, p.240). insan MTHFR geni
lokusu kromozom 1p36.3 Uzerinde yer alir (Awwad et al.,
2015, p.5007). MTHFR geninin sematize hali sekil 1'de
gosterildi. MTHFR geninin 2,2 kb uzunlugunda (Khan et
al., 2015, p.2) ve 11 ekzona sahip oldugu tespit edilmistir
(Keser vd., 2014, s.247). Bu gen folat metabolizmasi
icin dnemli olan 656 aminoasitlik MTHFR enzimini kodlar
(Ulucan vd., 2013, s.380). MTHFR'de C677T, A1298C ve
G1793A olmak uUzere g tane nokta mutasyon bulunur.
C677T ve A1298C tek nikleotid polimorfizmleri MTHFR
enzimi aktivitesini etkilemektedir. G1793A mutasyonu ise
diger ikisine gore daha nadir ortaya cikar ve bu nokta
mutasyonun fonksiyonunun énemi belirsizdir. MTHFR'nin
4. ekzonunda 677. nikleotid olan C (Sitozin)'in T (Timin)’e
transversiyonu sonucu nokta mutasyon olusur ve bunun
sonucunda 222. kodonunda Alanin yerine Valin geger
(Awwad et al., 2015, p.5008). MTHFR 7. ekzonunda 1298.
nikleotidi olan A (Adenin)’ in C (Sitozin)’e degisimiyle
meydana gelen nokta mutasyonu sonucu MTHFR proteinin
429. kodonundaki Glutamin Alanine doénisur (Vanilla

et al., 2015, p.16). MTHFR'nin 11. ekzonunda 1793.
nikleotidi olan G (Guanin)’ in A (Adenin)’e transisyonu
sonucu 594. kodonundaki Glutamin Arjinine doéndsur.
G1793A mutasyonunun homosistein dilzeylerine etkisi
bilinmemektedir (Shen et al., 2015, p.2). Ancak C677T ve
A1298C polimorfizmleri homosistein metabolizmasina etki
ederek hiperhomosisteinemiye yol agar (Inaniretal., 2015,
p.2). MTHFR normal bir vicutta homosistein seviyelerini
dizenlemeye yardimci bir enzim dretir (Moll and Varga,
2015, p.e8). MTHFR'den kodlanan MTHFR enzimi hiicre
metabolizmasi igin DNA, RNA ve protein metilasyonunda
gereklidir (Awwad et al., 2015, p.5007). MTHFR enzimi,
homosisteinin  metiyonine remetilasyonunu katalize
eden 5-10-metilentetrahidrofolati 5-metiltetrahidrofolata
demetile eden regullatér bir enzimdir (Ulucan vd., 2014,
s.380). Ayrica, 5-metiltetrahidrofolatin ve metiyoninin
déngldeki dizeylerini koruyarak homosistein birikimini
onler (Al-Motassem et al., 2015, p.3102). Bu galismada
glutensiz- kazeinsiz ve GAPS (Badirsak ve Psikoloji
Sendromu) diyetlerine tabi tutulan Otistik cocuklarda
MTHFR C677T polimorfizminin incelenmesi ve MTHFR
geninin 677T allelinden kaynaklanan enzim aktivitesi
azalmasinin Otizmle iliskili olup olmadiginin belirlenmesi
amaglandi.
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Sekil 1: 1. kromozomun dnemli lokuslari ile beraber
sematize hali

2. Materyal ve Metot
2.1. Calisma Plani

Bu calisma, Uskiidar Universitesi Etik Kurulu tarafindan
02 Subat 2016 tarih ve 2016-17 sayili karariyla
onaylanmistir.

Tirkiye'de Istanbul Kanuni Sultan Sileyman Egitim ve
Arastirma Hastanesi Cocuk Metabolizma ve Beslenme
Kliniginde glutensiz-kazeinsiz ve GAPS diyetlerine tabi
tutulan Otistik gocuklarda MTHFR C677T polimorfizmi
incelendi Bu galismaya 1-18 yas arasi 30 Otistik hasta ve
90 saglikli gocuk katildi. Bu polimorfizmi belirlemek igin
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sirasiyla DNA izolasyonu ve PZR-RFLP analiz yontemleri
Uskiidar Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
laboratuvarinda gergeklestirildi.

2.2. DNA Eldesi ve Genotipleme

Calismamiz igin hasta ve kontrol gruplarindan 2 ml
periferik kan o6rnedi toplandi. Bu kan orneklerinden
DNA eldesi 6zel ticari kit (GeneAll, Kore) kullanilarak
saglandi. Genotiplemede ise MTHFR C677T polimorfizmini
belirlemek igin PZR-RFLP protokoll ile gergeklestirildi.
Elde edilen DNA 6rneklerinden MTHFR ekzon 4 bdlgesinin
amplifikasyonu igin 25 ul’lik hacimde reaksiyon karisimi
hazirlandi. Bu karisim 0,2 uyl Tag DNA polimeraz, 2 pl
MgCl2, 0,5 ul dNTP, 2,5 ul Taq buffer, 3,5 ul DNA, ileri-
geri primerler 0,4x2 ve 15,5 pl steril su igerir. leri ve geri
primerlerinin dizilimi tablo 1’de gosterildi. PZR dénguisi
icin 95 oC’de 3 dk 6n denatirasyon sonrasinda 35 déngu
95 oC’de 30 sn denatlirasyon, 61 oC’'de 45 sn eslesme,
72 oC’de 10 dk sentez asamasi ve final uzamasi olarak 72
oC’de 5 dk protokolli uygulandi. PZR ile gogaltilan Grtnlerin
tanimlanmasinda agaroz jel elektroforezinin uygulanmasi
icin %?2’lik agaroz jel hazirlandi. Bu gérintileme sonuglari
sekil 2’de gosterildi. Elde edilen 198 bg¢’lik PZR Urlnleri,
Hemofilus influenza bakterisinden elde edilen Hinfl enzimi
ile kesim islemi tablo 6'da belirtilen sekilde gergeklestirildi
ve 37 °C’de yarim saat kesime birakildi. Kesim sonuglari
%3'lik agaroz jel elektroforezinde yuritilerek Jel
Goruntlileme Fusion sisteminde dederlendirildi. Bu
goérintlileme sonuglar sekil 3’'de gosterildi.

Tablo 1. MTHRF PZR protokoli igin kullanilan primerler

Kullanilan Primerler

Genomik DNA Bolgesi  DNA disizi (5 = 3")

5’-primer: 5’-TGA AAG AGA AGG TGT CTG GGG GA-3’
MTHFR (Ekzon 4)
3'-primer: 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’

M I Il m v

400 bg
300 be

200 by
100 bg

+—— 198 be

Sekil 2: MTHFR gen bélgesinde hasta grubundaki PZR
Urdnlerinin %?2’lik agaroz jel gérintisu. M: Molektler
adirhik belirleyici, bg: Baz ifti, I-II-III-IV: PZR Urlnleri
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400 bg
300 bg
2 T e ) Igs'—"‘?
2005 — 175 be
100 beg

Sekil 3: MTHFR C677T polimorfizminin %3’ltk jel
gdruntasa.

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

M: Molekdiler agirlik belirleyici, bg: Baz cifti, I-II-III-IV:
PZR Urtnleri

2.3. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatiksel analizleri igcin SPSS 23
programi kullanildi.  Gruplar arasinda dediskenlerin
karsilastirimasi ki-kare testi ile gergeklestirildi. Bu
analizde istatistiksel olarak p<0,05 dederi anlaml kabul
edildi.

3. Bulgular

Calismamizda hasta grubunda 30 Otistik gocuktan
24'inde (%80) CC genotip, 4'Unde (%13,3) CT genotip ve
2'sinde (%6,66) TT genotip saptandi. Kontrol grubunda 90
kisiden 61’inde (%67,8) CC genotip, 23’lnde (%?25,6) CT
genotip ve 6'sinda (%6,7) TT genotip saptandi. Hasta ve
kontrol gruplari arasinda genotip dagihmlari bakimindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05).
Hasta-kontrol gruplari arasinda her bir genotip igin ayri
ayri dagilim farklar karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Ayrica hasta-kontrol
gruplar arasinda allel dagihm farklari karsilastirildiinda,
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05).
Ki-kare testi sonucu elde edilen bu veriler tablo 2, 3 ve
4'te gosterildi.

Tablo 2. MTHFR C677T Genotip’inin Hasta ve Kontrol
Gruplarinda Dagilimi

Hasta grubu Kontrol grubu P* degeri
Homozigot dogal
00t e 24 61
(CC)
Heterozigot (CT) 4 23 0,384
Homozigot mutant
2 6

m

* Khi-kare testi sonucu
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Tablo 3. MTHFR C677T Genotip’inin Hasta Ve Kontrol
Gruplarinda Allel Frekanslari

Hasta grubu Kontrol grubu P* degeri
Homozigot dogal
24 (%80) 61 (%67,8) 0.202
(cC)
Heterozigot (CT) 4 (%13,3) 23 (%25,6) 0,211
Homozigot mutant
2 (%6,7) 6 (%6,7) 1,000

(m
* Khi-kare testi sonucu

Tablo 4. MTHFR C677T Genotip ve Alellerin Ayri Ayri

Dagilimlari

Genotip Hasta grubu /%  Kontrol grubu / % P* degeri
CC+CT 28/93 84/85

1,00
1L 2/7 6/15
Allel Hastagrubu/%  Kontrol grubu / % P* degeri
C 52/86,7 145/80,6

0,285
T 8/13,3 35/19,4

* Khi-kare testi sonucu

4. Tartisma ve Sonug

Otizmin etiyolojik faktorleri kesin bilinmemesine ragmen
genetik, immunolojik ve cevresel faktorlerin nérogelisimsel
slirecte etkilesimi sonucu meydana geldigi disunaltr
(Vlassakova and Emmanouil, 2016, p.2). Epidemiyolojik
calismalarda gebelik boyunca maternal folat durumu ile
cocuklarda Otizm riski olabilecedi bulunmustur (DeVilbiss
et al.,, 2015, p.663). Bu calismada MTHFR'nin C677T
allelinden kaynaklanan enzim aktivitesi azalmasinin
Otizmle iliskili olmadidi belirlendi. Ancak multifakt6riyel
bir bozukluk olan Otizmde bagirsak-beyin iliskisini daha
iyi anlamak igin genis caph calismalar yapiimalidir.

Sener vd. (2014) Kayseri / Tirkiye’de PZR-RFLP
yontemlerini kullanarak Otistik gocuklarda %44,9 CC
genotip, %52 CT genotip, %3,1 TT genotip saptamislardir.
T allel frekanslarini kiyasladiklarinda hasta grubunda
%29 ve kontrol grubunda %24 olarak bulmuslardir
ve sonucta anlamli fark saptamamislardir. dos Santos
et al. (2010) Brezilya'da PZR yontemini kullanarak
Otistik gocuklarda 677T allel frekansini kiyasladiklarinda
hasta grubunda %13,33 ve kontrol grubunda %19,4
saptamiglardir. Ayrica allel ve genotipik dagilim farklarini
istatistik hesaplamalar sonucu p=0,72 olarak bularak
CT+TT kombinasyonunda istatistiksel olarak anlaml fark
bulamamislardir. Pasca et al. (2009) Romanya’da real
time PCR ve erime edrisi analiz yontemlerini kullanarak
Otistik gocuklarda T allel frekans farkini hasta grubunda
0,31 ve kontrol grubunda 0,25 olarak saptamislardir.
Ayrica genotip dagilm frekans farkini p=0,85 ve allel
dagilim frekans farkini p=0,60 saptayarak istatiksel

olarak anlaml bir fark bulamamislardir. Liu et al. (2009)
Kuzey Amerika’da PZR ve Dizi Analizi (ABI Prism 7900HT)
yontemlerini kullanarak T allelini hasta grubunda %42,9
ve kontrol grubunda %32,3 saptamislardir (p=0,0004).
Ayrica CT allelini hasta grubunda %47,8 ve kontrol
grubunda %43,2 olarak bulmuslardir. Sonucgta T allel
frekansinda anlamlh fark bulmalarina ragmen CT genotip
frekansinda anlaml fark bulamamiglardir. Naushad et al.
(2009) Hindistan’da PZR-RFLP yodntemlerini kullanarak
677T allel frekans farkini hasta grubunda %16,3 ve
kontrol grubunda %6,5 saptamislardir (p<0,0001).
Ayrica MTHFR C677T polimorfizmine ek olarak A1298C
polimorfizmini de incelemislerdir. 1298C allel frekans
farki hasta grubunda %53,3 ve kontrol grubunda
%°53,6 bulduklar igin istatistiksel olarak anlamli fark
olmamasina ragmen 1298C/677T kombinasyonunda
anlamli fark saptamislardir. Shawky et al. (2009) PZR
ve reverse hibridizasyon yontemlerini kullanarak hasta
grubunun %50’sinde CT genotip ve %15‘inde TT genotip
bularak istatistiksel olarak anlamh fark saptamislardir.
James et al. (2009) New York ve Florida’da PZR ve Dizi
Analizi (ABI Prism 7700 ve 7900 sistem) yoOntemlerini
kullanarak MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini
incelemislerdir. Bu polimorfizmlerin ayri ayr gortldikleri
zaman fark olmamasina ragmen 677CT/1298AC bilesik
heterozigot gortldiginde istatistiksel olarak anlamli fark
saptamiglardir. Park et al. (2014) Kore’de MTHFR C677T
ve A1298C polimorfizmlerini inceleyerek 677CT/1298AC
bilesik heterozigotu, 677CC/1298AA bilesik homozigot
kombinasyonlari ile karsilastirildiginda 2,11 kat Otizmle
iliskili oldugunu bulmuslardir. Boris etal. (2004) Amerika’da
PZR ydntemini kullanarak TT genotipi hasta grubunda
%23 ve kontrol grubunda %11 (p<0,0001) olarak ve
CT genotipi hasta grubunda %56 ve kontrol grubunda
%41 bulmalari sonucunda (p=0,0001) istatistiksel olarak
anlamh fark saptamislardir.

Arastirmamizda calisilan kan 6rneklerinden 6ncelikle DNA
elde etmek igin izolasyon islemi gergeklestirildi. Elde edilen
DNA o6rneklerinde PZR-RFLP islemi uygulandi ve agaroz
jel elektroforezinde yurdtaldi. Sonuglarimiza gére CC, CT,
TT frekanslarn otizmli olgularda 24 (%80), 4 (%13,3), 2
(%6,6) TT ve kontrol grubunda 61 (%67,8), 23 (%25,6),
6 (%6,7) saptanmistir. Ki-kare testi kullanilarak yapilan
hesaplama sonucunda p=0,384 bulundudu igin hasta -
kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlari bakimindan
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi (p>0.05).
Hasta - kontrol gruplari arasinda her bir genotip igin
ayri ayri dagihm farklar karsilastirildiginda, CC genotip
icin p=0,202 CT genotip igin p=0,211 ve TT genotip igin
p=1,000 bulundugu igin istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p>0.05).

Otizmde diyetin 6neminin anlasilabilmesi icin yaptigimiz
bu calismadan vyola ¢lkarak sonraki c¢alismalarda
C677T polimorfizmine etkisini ve Otizm etiyolojisindeki
rolint anlamak igin MTHFR A1298C polimorfizmi de
incelenmelidir. Ayrica multifaktoriyel bir bozukluk olan
Otizmde, badirsak-beyin iliskisini daha iyi anlamak igin
diyete tabi tutulan ve diyet uygulanmayan cocuklarda
COMT, BDNF ve PTEN genlerinin de incelenmesi daha
anlaml ve ileri calismalara yol agabilecektir.
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Onam bilgisi: Onam formu sunulmugtur.

Etik kurul onayi: Etik kurul onayi sunulmustur.
Cikar gatismasi: Cikar ¢catismasi bulunmamaktadir.
Finansal destek: Finansal destek bulunmamaktadir.
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