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ÖZET 

Tek Karbon Reaksiyonlarına Katılan MTHFR, PHGDH ve PSPH Genleri 

Üzerindeki Varyasyonların Otizm Spektrum Bozukluğu Etiyolojisindeki Etkisinin 

Araştırılması 

Otizm Spektrum Bozukluğu (OSB) sosyal iletişim ve etkileşimdeki yetersizlikler, 

sınırlı ilgi alanları, stereotipik motor davranışlar ve konuşma yetersizliği görülen, genetik 

ve klinik olarak yüksek düzeyde heterojenite gösteren nörogelişimsel bir grup bozukluktur. 

OSB görülme sıklığı son yıllarda hızla artmış ve son verilere göre 1/59 düzeyine 

ulaşmıştır. OSB’li hastalar üzerinde son yıllarda yapılan yeni nesil dizileme çalışmalarıyla 

yüzlerce gen, DNA kopya sayısı değişikliği (CNV) ve kromozomal anomali OSB ile 

ilişkilendirilmiştir. Bazı çalışmalarda da MTHFR C677T varyantının OSB ile ilişkili 

olduğu belirtilmektedir. Bu çalışmanın amacı; OSB’nin genetik etiyolojisinde MTHFR, 

PHGDH ve PSPH geni varyantlarının etkilerinin araştırılmasıdır. Tek karbon 

metabolizmasında birlikte fonksiyon yapan bu genler üzerindeki varyantların kombine 

etkisinin OSB fenotipiyle ilişkisi daha önce araştırılmamıştır. Bu çalışmada MTHFR 

C677T varyantının hem allel frekansı hem de genotip dağılımı yönünden OSB ve kontrol 

grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamadı. MTHFR C677T varyantını 

taşıyan OSB’li hastalarda PSPH geni üzerinde OSB’ye yakalanma riski ile 

ilişkilendirilebilecek nadir ya da yaygın SNV’lere rastlanmamıştır. Bununla birlikte, 

MTHFR C677T/A1298C varyantlarını taşıyan OSB’li 4 hastada aynı zamanda PHGDH 

geni üzerinde oldukça nadir ve zararlı mutasyonların da heterozigot olarak birlikte 

bulunduğu tespit edildi. Bu durum, bu iki gendeki zararlı DNA varyasyonlarının kombine 

etkisinin OSB’nin genetik etiyolojisinde önemli olabileceğini düşündürmektedir. Bu 

ilişkinin varlığı ve anlamlılığı, MTHFR C677T/A1298C varyantlarını taşıyan daha fazla 

OSB’li ve kontrol grubunda PHGDH geni üzerindeki varyantların çalışılması ile 

desteklenmesi gerekmektedir. Bu konudaki çalışmalarımız devam etmektedir. 

Anahtar Sözcükler: Metilentetrahidrofolat redüktaz, otizm spektrum bozukluğu, serin 
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ABSTRACT 

Investigation of the Effect of Variations on the MTHFR, PHGDH and PSPH 

Genes, which are involved in one Carbon Reactions, on the Etiology of Autism 

Spectrum Disorder 

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a a group of neurodevelopmental disorders. It 

shows high level of heterogeneity genetically and clinically. There are inadequacies in 

social communication and interaction, limited interests, stereotypic motor behavior and 

speech failure in ASD. The frequency of ASD has increased rapidly in recent years and has 

reached 1/59 level according to the latest data. Hundreds of genes, DNA copy number 

changes (CNV) and chromosomal anomalies have been associated with ASD by next 

generation sequencing studies on ASD patients. In addition, MTHFR C677T variant is 

claimed to be associated with ASD in some studies. The aim of this study is to investigate 

the effects of MTHFR, PHGDH and PSPH gene variants in the genetic etiology of ASD. 

The relationship between the ASD phenotype and the combine effects of the variants on 

these genes that function together in one carbon metabolism has not been previously 

investigated. In this study, no statistically significant difference was found between ASD 

and control groups in terms of both allele frequency and genotype distribution of MTHFR 

C677T variant. There has not been come across rare or common SNVs associated with the 

risk of developing ASD on the PSPH gene in ASD patients with MTHFR C677T variant. 

However, in four ASD patients carrying MTHFR C677T/A1298C variants, very rare and 

deleterious mutations on the PHGDH gene were found as heterozygous. This suggests that 

the combined effect of deleterious DNA variations in these two genes may be important in 

the genetic etiology of ASD. The presence and significance of this relationship should be 

supported by the study of variants on the PHGDH gene which involves more ASD groups 

carrying MTHFR C677T/A1298C variants, and control groups. Our work is in progress on 

this subject. 

Key Words: Autism spectrum disorder, methylenetetrahydrofolate reductase, serine 

 

xv 
 



 

1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Otizm Spektrum Bozukluğu (OSB), sosyal iletişim ve etkileşimdeki yetersizlikler, 

kısıtlı ilgi alanları ve sterotipik davranışlarla karakterize kompleks bir grup nörogelişimsel 

bozukluktur (1). OSB’nin prevalansı, ABD Hastalık Kontrol Merkezi’nin 2018 yılı 

raporunda tahmini olarak 1/59 olarak belirtilmiştir (2). OSB’yi belirlemeye yönelik 

araştırmalar, OSB’nin büyük oranda genetik bir etiyolojiye sahip olduğunu (3) ve 

kalıtsallık oranının %50-%90 arasında değiştiğini göstermektedir (4). OSB’nin genetik 

nedenlerini belirlemeye yönelik çalışmalarda karşılaşılan en büyük zorluk, bu hastalığın 

genetik ve klinik olarak oldukça heterojen olması ve tek gen hastalıklarında görülen 

Mendeliyen kalıtım kalıplarına büyük oranda uymamasıdır (5, 6). OSB’nin kompleks bir 

hastalık olması, sorumlu genlerin belirlenmesi çalışmalarında Genom Boyu İlişkilendirme 

Çalışmaları (GWAS), Genomik Kopya Sayısı (CNV) değişikliği analizleri, Tüm Ekzom ve 

Genom DNA Dizileme çalışmaları ve epigenetik mekanizmaların çalışılması gibi yeni 

nesil genomik teknolojilerinin kullanımını beraberinde getirmiştir (7–9). Bu araştırma 

metodları kullanılarak yapılan araştırmalarda bugüne kadar yüzlerce gen, CNV ve tek 

nükleotid değişiklikleri (SNV) OSB ile ilişkilendirilmiş ve ilişkilendirilmeye devam 

etmektedir (10–13). 

Bu çalışmanın amacı; OSB’nin genetik etiyolojisinde MTHFR, PHGDH ve PSPH 

geni varyantlarının etkilerinin araştırılmasıdır. MTHFR C677T varyantını 

homozigot/heterozigot olarak taşıyan OSB'li hastalar ve kontrol grubunda L-serin de novo 

biyosentezinde fonksiyon yapan PHGDH ve PSPH geni varyantlarının kombine etkisinin, 

OSB’nin etiyolojisinde bir etkisinin olup olmadığı araştırılmıştır. Bizi böyle bir olasılığı 

sorgulamaya iten neden; tüm genom DNA dizi analizi yaptığımız bir OSB hastasında 

PHGDH geninin bir allelinin kırıldığını ve MTHFR C677T varyantının da homozigot 

mutant olduğunu tespit etmemizdir (TÜBİTAK 1001 projesi). Bu hastadaki OSB 

fenotipinden bu iki gendeki mutasyonların kombine etkisinin sorumlu olabileceğini 

düşünmekteyiz. Bu hipotezi test etmek amacıyla, elimizde DNA'sı bulunan 222 OSB 

hastasında MTHFR C677T varyantını homozigot taşıyan 20, heterozigot taşıyan 101 olmak 

üzere toplam 121 hastada PHGDH ve PSPH genlerindeki nadir ya da sık görülen 

varyantların bu hastalardaki OSB fenotipine etkisi araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Otizm Spektrum Bozukluğu 

Otizm Spektrum Bozukluğu (OSB) iletişim ve etkileşim yetersizliği, sınırlı ilgi 

alanları, stereotipik motor davranışlar ve konuşma yetersizliği görülen genetik ve klinik 

olarak yüksek düzeyde heterojenite gösteren, etkileri üç yaşından önce gözlenen 

nörogelişimsel bir grup bozukluktur (1). Otizm Spektrum Bozukluğu epileptik nöbetler 

(14), gastrointestinal rahatsızlıklar (15) ve otoimmün bozukluklar (16) ile de 

seyredebilmektedir. Klinikte hastalık tanısı Amerikan Psikiyatri Birliği'nin Mayıs 2013'te 

tanı kriterlerinde iyileştirme yaptığı DSM-5'e (Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Disorders, 5th edition) göre konulmaktadır (17). DSM-5 tanı kriterlerine göre Otizm, 

Asperger sendromu ve Başka Türlü Adlandırılamayan Yaygın Gelişimsel Bozukluklar 

(BTA-YBG) "Otizm Spektrum Bozukluğu" çatısı altına toplanmıştır (18). 1990'lı yıllarda 

OSB nadir hastalıklar grubunda değerlendirilmekteyken, ABD "Hastalıkları Kontrol 

Merkezi"nin (Center for Disease Control) 2018 yılı prevalans verilerine göre bu sayı 1/59' 

a kadar yükselmiştir (2). Cinsiyet açısından değerlendirildiğinde OSB, erkeklerde kızlara 

göre 3-4 kat daha fazla gözlenmektedir (19). OSB, genel dismorfik bulguların ya da 

mikrosefalinin bulunup bulunmamasına bağlı olarak sendromik OSB ve sendromik 

olmayan (esansiyel) OSB olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır (20). Dismorfik bulgular 

ve/veya mikrosefalinin varlığı erken morfogenezisteki sorunları yansıtmaktadır ve tanı 

konulmuş çocukların %20-30'unda sendromik OSB gözlenmektedir (6, 21). Bazı 

Mendeliyen kalıtımlı hastalıkları olan ve aynı zamanda OSB kriterine uyan hastalar da 

sendromik OSB içerisinde değerlendirilmektedir (22). 

2.2. Otizm Spektrum Bozukluğunun Etiyolojisi 

OSB’nin kalıtsallığı üzerine yapılan aile ve ikiz çalışmalarında; monozigotik 

ikizlerde %85-92, dizigotik ikizlerde de yaklaşık %31 konkordans oranları bulunmuştur 

(23–26). Ayrıca, etkilenmiş bireyin kardeşinde OSB görülme oranı yaklaşık %20'dir ve bu 

oran genel popülasyondan yaklaşık 14 kat daha fazladır (6, 23). OSB’nin etiyolojisi 

üzerine ileri sürülen fikirler genel olarak iki gruba ayrılmaktadır. Bunlar; çevresel nedenler 

(hamilelikte beslenme, ilaç kullanımı, hormonal bozukluklar, geçirilmiş enfeksiyonlar, vb.) 

ve epigenetik faktörler de dahil genetik nedenler olarak belirtilmektedir (6, 16, 27–29). 

Embriyonun anne rahminde gelişimi esnasında maruz kaldığı çevresel faktörlerin 

OSB'nin oluşumunda risk faktörleri olduğu genel olarak kabul edilmektedir (27). Ancak, 
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OSB'nin yüksek olan kalıtılabilirliği ve özellikle son yıllarda yapılan büyük orandaki yeni 

nesil dizileme çalışmalarıyla yüzlerce genin OSB ile ilişkilendirilmiş olması (30), genetik 

etiyolojilerin OSB fenotipine büyük orandaki etkisini göstermektedir. OSB, nörogelişimsel 

bir grup bozukluk olmakla birlikte kompleks hastalıklar grubunda yer almaktadır (24).  

2.2.1. OSB’de Çevresel Risk Faktörleri 

OSB’nin etiyolojisindeki çevresel risk faktörleri çok geniş bir şekilde araştırılmış ve 

geniş bir ölçeğe dağılmaktadır. Bunlar; pre, peri ve neonatal faktörler olarak sıralanabilir: 

Hamilelik öncesi ebeveyn yaşı, annenin hamilelik sürecinde beslenmesi, geçirdiği 

hastalıklar, kullandığı ilaçlar, maruz kaldığı toksik maddeler başta olmak üzere 

yenidoğanın maruz kaldığı benzer çevresel faktörler de yoğun bir şekilde araştırılmakta ve 

tartışılmaktadır (31–34). 

Çevresel risk faktörleri içerisinde en kayda değer olanlar anne adayının hamilelik 

sürecinde kullandığı/maruz kaldığı ilaçlar/toksik metabolitlerin etkisi ve beslenme olarak 

görülmektedir. Özellikle antiepileptik bir ilaç olan valproatın hamilelik döneminde 

kullanımının OSB riskini artırdığı bilinmektedir (35, 36). Hamilelikten kısa bir süre 

öncesinden başlayarak hamilelik süreci boyunca yetersiz/sağlıksız beslenme ve vitamin 

eksikliğinin (özellikle folik asit ve B12 vitamini) OSB gibi nörogelişimsel hastalıklarda ve 

nöral tüp defekti gibi konjenital malformasyonlarda önemli bir risk faktörü olduğu 

düşünülmektedir (37–39). ABD ve Norveç’te yapılan iki çalışmada hamilelik öncesi folik 

asit kullanımının OSB riskini yaklaşık %40 azalttığı belirtilmiştir (40, 41). Yine bir 

araştırmada MTHFR C677T varyantı gibi folik asit metabolizmasında yetersizliğe neden 

olan DNA varyantı taşıyan annelerde folik asit kullanımı ile OSB riski arasında yüksek bir 

korelasyon (ters korelasyon) olduğu vurgulanmaktadır (42). 

2.2.2. OSB’de Genetik Risk Faktörleri 

OSB’nin genetik etiyolojisinden sorumlu yüzlerce gen mutasyonu, DNA kopya 

sayısı değişiklikleri (CNV), kromozomal anomali tanımlanmıştır (43). Özellikle, kromatin 

yeniden düzenleme genleri (CHD8, BAF155), snaptik hücre yapışma (adhezyon) genleri 

(CNTN4 ve diğer nöroksin/nöroligin ailesi), sinapsın yapısındaki nörotransmiter ve iskelet 

(scaffolding) proteini genleri (SHANK2 ve SHANK3), iyon kanalı proteinleri genleri 

(CACNA1A, CACNA1H, SCN1A, SCN2A) en öne çıkan ve de novo mutasyonları 

OSB’lilerde sıkça rapor edilen genlerdir. Bunlardan başka, nöral ağ/sinyal yolağı ve 

sinaptik gen transkripsiyonu/translasyonunda (FMR1, TSC1, TSC2, PTEN, NF1, CYF1P1), 
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protein degredasyonunda (UBE3A, PARK2, TRIM33) ve embriyonik 

nörogelişim/nörofarklılaşmada fonksiyon yapan genler (FOXP1, KATNAL2, ANK3, PTEN) 

de sıkça de novo fonksiyon kaybı mutasyonları gözlenen genler arasındadır. Ancak, ilginç 

olan bir nokta da tüm bu yüksek düzeyde aday genlerin hiçbirisi esansiyel OSB’li 

hastaların %1’inden daha fazlasının genetik etiyolojisini açıklayamamaktadır (11, 44, 53, 

54, 45–52). Bugüne kadar yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlara topluca bakıldığında 

ilişkilendirilen genlerin ortak metabolik/nöronal yolaklarda, benzer embriyonik süreçlerde 

(nöronal gelişim) ve epigenetik mekanizmalarda rol oynadıkları gen zenginleştirme, ortak 

yolak ve gen ontoloji analizleriyle gösterilebilmektedir (55–61). Sonuç olarak, OSB’nin 

etiyolojisini en son genetik ve epidemiyolojik araştırma verilerine dayanarak özetleyecek 

olursak, OSB riskinin epigenetik faktörler de dâhil, büyük oranda (yaklaşık %60) genetik 

faktörlerden kaynaklandığı düşünülmektedir (62). 

2.2.2.1. OSB ve Genomik DNA Kopya Sayısı Varyasyonları (CNV) 

Genomda 1 kb ve daha büyük DNA bölgelerine CNV, bu bölgelerin toplumda 

normal bireyler arasında farklılık göstermesine de CNV polimorfizmi denmektedir. 

Normal insan popülasyonuna ait bu polimorfizmlerin sıklığı ve çeşitleri bu alanda yapılan 

araştırmalardan derlenerek çeşitli veri tabanlarında kayıt altına alınmış ve araştırmacıların 

kullanımına sunulmuştur (63). Ayrıca, OSB’nin de dahil olduğu birçok kompleks hastalığa 

yatkınlık sağladığı düşünülen CNV’ler de yine ilgili hastalıklara ait veri bankalarında 

bulunabilmektedir (64, 65). Bugüne kadar OSB ile ilişkilendirilmiş olan CNV’lere ve ilgili 

makalelere SFARI veri bankasından ulaşılabilmektedir (66). Buna göre, toplamda 2.290 

adet CNV OSB çalışmalarında rapor edilmiştir. Birçok çalışmada tekrarlanan ve 

dolayısıyla yüksek güvenle patolojiden sorumlu CNV kabul edilenlerin sayısı yaklaşık 

olarak 40 adettir (67). Özellikle, 15q11-q13 duplikasyonu, 16p11.2 delesyon/duplikasyonu 

(OSB’lilerin yaklaşık %1’inde) tanımlanmıştır (68) ve 22q11.2 delesyonu OSB’li 

hastalarda görece sık rapor edilmiş CNV’lerdir. Dolayısıyla OSB’nin genetik etiyolojisinin 

yaklaşık %5-10 kadarının CNV kaynaklı olduğu düşünülmektedir (69). 

2.3. OSB ve Gen-Çevre Etkileşimi 

Tek karbon metabolizması (TKM) ve OSB gibi hastalıklarla ilişkisi de uzun 

zamandır araştırılmaktadır (70–73). TKM birbiri içinde entegre olmuş üç adet yolağı (folat 

döngüsü, trans-metilasyon döngüsü ve trans-sülfürasyon yalağı) içeren ve özellikle kanser, 

kardiyovasküler hastalıklar ve nörogelişimsel/nörodejeneratif hastalıklarda sıkça araştırılan 
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önemli bir metabolik reaksiyonlar dizisidir (74). Birçok araştırmada TKM metabolitlerinin 

OSB’li hastaların serumunda ve beyin-omurilik sıvısında (BOS) kontrollere kıyasla 

anlamlı derecede farklı olduğu rapor edilmiştir (75–78). Aynı şekilde hücrenin redoks 

potansiyeli olarak da indirgenmiş glutatyon (GSH) miktarı önemli bir değerdir ve yine 

OSB’lilerde GSH/GSSG (okside glutatyon) oranının düşük olduğu belirtilmektedir (79). 

TKM’de fonksiyon yapan enzimleri kodlayan genlerdeki nadir mutasyonlar ve yaygın 

(MAF≥0.05) SNP’lerin OSB ile ilişkisi birçok araştırmada incelenmiş ve özellikle MTHFR 

genindeki C677T ve A1298C yaygın zararlı varyantları OSB de dahil birçok hastalıkla 

ilişkilendirilmiştir (40, 75, 80–82). 

OSB ile folat siklusunun ve folatın hücre içerisine alınmasının doğrudan ilişkili 

olduğunu gösteren en önemli kanıt, serebral folat defekti (SFD) denilen ve folat reseptör-

alfaya (FR-α) karşı otoantikorların geliştiği ve dolayısıyla beyne folat alımının bozulduğu 

bir otoimmun hastalıkta oldukça net biçimde gösterilmiştir. FR-α beyne folat alımının 

sağlandığı en önemli transport mekanizmasıdır. Bu hastalıktan müzdarip çocuklarda kan-

beyin bariyerinde folatın hücre içerisine veziküllerle alınmasına aracılık eden FR-α’ya 

karşı otoantikor oluşumu söz konusudur ve dolayısıyla BOS’a ve beyne folat alımı 

bozulmuştur (78). SFD’den müzdarip çocuklar doğumda ve erken çocuklukta normal bir 

nörogelişim göstermekteyken aniden ilerleyici tarzda nörogelişim bozukluğu, epilepsi, 

uykusuzluk, hırçınlık ve mikrosefalinin eşlik ettiği hastalık tablosu ortaya çıkmaktadır. Bu 

çocukların önemli bir kısmında da nörogelişim bozukluğuna OSB eşlik etmektedir (83–

85). 

2.4. Folat Döngüsü  

Çoğu bakteri, maya ve bitki folatı sentezleyebilse de hayvanlar diyetle folat almak 

zorundadırlar. Yetişkinlerde, yetersiz folat alımı kansızlığa neden olmaktadır. Yetersiz 

folat alımı gelişmekte olan fetüslerde, nöral tüp defektleri olarak bilinen ve gebelikte erken 

dönemlerde nöral tüpün kapanmamasını içeren doğum kusurlarında artışa neden olur. 

Sonuç olarak hamilelikte yetersiz folat alımına bağlı olarak fetüslerde anensefaliden kısmi 

bacak felci ve spina bifidaya kadar değişen spektrumda patalojiler gözlenmiştir (86). 
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Şekil 1. Folat yolağı ve homosistein metabolizmasına basitleştirilmiş genel bakış. AdoHcy, 

S-adenozilhomosistein; AdoMet, S-adenozilmetilionin; BHMT, betain-
homosistein metiltransferaz; CBS, sistatiyonin β-sentaz; CTH, γ-sistatiyonaz; 
DHF, dihidrofolat; FGCP, folil poli-γ-glutamat karboksipeptidaz; FR, folat 
reseptörü; MAT, metiyonin adenoziltransferaz; MTHFD, metilentetrahidrofolat 
dehidrojenaz; MTHFR, metilentetrahidrofolat redüktaz; MTR, metiyonin sentaz; 
MTRR, metiyonin sentaz redüktaz; PCFT1, proton-bağlı folat taşıyıcı; RFC, 
indirgenmiş folat taşıyıcı; SAHH, S-adenozilhomosistein hidrolaz; SHMT, serin 
hidroksimetiltransferaz; THF, tetrahidrofolat; B2, B2 vitamini; B6, B6 vitamini; 
B12, B12 vitamini (Hiraoka’dan 87). 

Diyet folatları ağırlıklı olarak poliglutamatlar olarak mevcuttur, taşınabilmesi için 

emilmeden önce monoglutamatlara dönüştürülmesi gerekir (87). Bağırsakta bu 

dekonjugasyondan sorumlu olan enzim, bağırsak apikal brush borderda bulunur ve 

glutamat karboksipeptidaz II (GCPII) geni tarafından kodlanan folil poli-γ-glutamat 

karboksipeptidazdır (FGCP). Bu gen folat hidrolaz 1 (FOLH1) olarak da bilinir (88). Buna 

karşılık, sentetik folik asit (pteroilmonoglutamik asit (PteGlu)), tek bir glutamat 

kalıntılarına bağlanmış, tamamen oksitlenmiş bir pteridin halkasına sahiptir. 

Pteroilmonoglutamik asit içeren Folat monoglutamatlar duodenumda ve jejunumun 

üst kısmında yüksek afiniteli proton-bağlı folat taşıyıcı PCFT1 (SLC46A1) tarafından 

emilir (89). Bununla birlikte, PteGlu, folat metabolizmasına girmek için ilave bir adım 
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olarak önce dihidrofolat (DHF) ve daha sonra aktif form olan 5-metiltetrahidrofolat’a (5-

metil-THF) indirgenir. Folat kan dolaşımına girdiğinde, 5-metil-THF folat reseptörü (FR)-

α üzerinden hücreye girebildiği için ana formu oluşturur. FR-α, monoglutamat 5-metil-

THF'ye yüksek afiniteye sahip (90) bir glikosilfosfatidilinositol-bağlı glikoproteinidir ve 

ağırlıklı olarak renal proksimal tübüller, uterus ve plasentada ayrıca sınırlı sayıda da epitel 

hücrede eksprese edilir (91). FR-β ve FR-γ’nın 5-metil-THF için FR-α’ya göre afiniteleri 

daha düşüktür. Ayrıca 5-Metil-THF, taşıyıcı aracılı taşıma yolunu kullanan ve her yerde 

eksprese edilen indirgenmiş folat taşıyıcısı (RFC) ile hücrelere girebilir. RFC, 5-metil-THF 

için FR-α'dan daha düşük bir afiniteye sahiptir. 5-metil-THF hücreye girdikten sonra, 

Homosistein (Hcy) remetilasyonu için bir metil donör olarak işlev görür (Şekil 1) (87). 

Tetrahidrofolat (THF), B6 vitamini bağımlı enzim serin hidroksimetiltransferaz 

(SHMT) ile 5,10-metilen-THF'ye dönüştürülebilir. THF 5,10-metilen-THF'ye 

dönüştürülmesi, üç fonksiyonlu enzim metilen-THF dehidrojenaz (MTHFD) ile katalize 

edilir (92). 10-Formil-THF, pürinlerin sentezi için bir karbon vericisi olarak görev 

yapabilir. Bir metilen grubu 5,10-Metilen-THF, deoksiüridin monofosfatın (dUMP) 

deoksitimidin monofosfata (dTMP) dönüştürülmesi için bağışlayabilir. Bu reaksiyon 

timidilat sentaz (TYMS) ile katalize edilir ve DHF redüktaz (DHFR) katalizörlüğünde 

THF'ye geri indirgenen dihidrofolat (DHF) üretir. Riboflavin (B2 vitamini) bağımlı enzim 

5,10-Metilen-THF, metilen-THF redüktaz (MTHFR) ile 5-metil-THF'ye dönüştürülebilir. 

Bu enzim, Hcy remetilasyonu için mevcut 5-metil-THF'nin düzenlenmesi için kritiktir. 

Homosistein remetilasyonu, metiyonin sentaz (MTR) katalizörlüğünde bir metil grubunun 

5-metil-THF'den Hcy'ye bağışını içerir, bu da metiyonin ve THF oluşumuna yol açar (Şekil 

1) (87). 

2.5. Metiyonin Döngüsü 

Metiyonin, metiyonin adenosiltransferaz (MAT) etkisiyle, başlıca biyolojik metil 

donörü olan S-adenozilmetiyonini (SAM) oluşturur. S-adenozilmetiyonin daha sonra 

çeşitli metiltransferazların (MTs) kataliziyle S-adenosilhomosistein'e (SAH) dönüştürülür. 

Metiltransferazlar, metilasyona uğrayacak moleküllere (DNA, RNA ve protein vb.) metil 

grubu transfer eder. S-adenosilhomosistein hidrolazın (SAHH) katalizörlüğünde SAH'ın 

hidrolizinden homosistein üretilir (93). 

Metiyonin döngüsünde, metiyonin, iki remetilasyon yolundan biri ile homosisteinden 

yeniden üretilebilir. Birinci yol, metiyonin sentaz (MS) enzimi kofaktör olarak B12 
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vitamini kullanarak bir metil grubunun 5-metiltetrahidrofolattan (MTHF) homosisteine 

transferini katalize ederek metiyonin ve tetrahidrofolat (THF) oluşur. İkinci yol, betainden 

metil grubunun çinko (Zn) bağımlı enzim, betain homosistein metil transferaz (BHMT) 

tarafından katalize edilerek homosisteine transferidir. 

Tek karbon metabolizmasının başka bir birimi karaciğerde gerçekleşen 

transmetilasyon döngüsünü (metiyonin döngüsü) glutatyon (GSH) biyosentezine bağlayan 

transsülfürasyon yoludur. Transsülfürasyon yolu, homosisteinin, sistatyonin-β-sentaz 

enzimi (CBS) tarafından geri dönüşümsüz olarak sistatyonine dönüştürülmesi ile başlar. 

Sistatyonin ayrıca sistatyonin-γ-liyaz (CL) ile sisteine dönüştürülür Sistein daha sonra 

GSH biyosentezini besler (Şekil 2) (93). 

 
Şekil 2. Hücresel transmetilasyon-transsülfürasyon yollarında majör enzimler ve ara 

ürünleri. Kısaltmalar: Glutatyon (GSH), S-adenozilmetiyonin (SAM), Metiyonin 
adenoziltransferaz (MAT), S-adenozilhomosistein (SAH), Metiltransferazlar 
(MT), SAH hidrolaz (SAHH), 5-metiltetrahidrofolat (MTHF), Tetrahidrofolat 
(THF), B12 vitamini (B12), çinko bağımlı enzim (Zn), Betain homosistein metil 
transferaz (BHMT), Sistatiyonin-β-sentaz (CBS), Sistatyonin-γ-liyaz (CL) 
(Chen’den, 93). 

Karaciğerde GSH sentezi için kullanılan sisteinin yaklaşık %50'si transsülfürasyon 

yolundaki metiyoninden türetilir (94). TKM’nin işlevsel önemi, hücresel metilasyon ve 

hücresel redoks homeostazının sürdürülmesidir. Ara ürün SAM, epigenetik gen 
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regülasyonu, protein stabilitesi, fosfolipid ve nörotransmitter üretimine katılan birincil 

metil donörü olarak görev yapar (93). Transsülfürasyon yolağının enzimlerindeki 

eksiklikler; proinflamatuar moleküllerin makrofaj sentezine, ROS (reactive oxygen 

species) oluşumuna ve homosistein birikimine yol açabilir. Bu da ateroskleroz ve tümör 

gelişimi gibi patolojilere sebep olabilir (95). TKM birçok kanserde, kardiyovasküler 

hastalıkta ve nörogelişimsel bozuklukta (özellikle nöral tüp defekti) oldukça sık 

çalışılmıştır (74, 96). 

 
Şekil 3. Metiyonin döngüsü ve trans sülfürasyon yolu. S-adenozil-metiyonin (SAM); S-

adenozilhomosisteine (SAH); tetrahidrofolat (THF); 5 metil-tetrahidrofolat (5-
MTHF); DNA veya protein (R); metillenmiş DNA veya protein (R-CH3); 
metiyonin adenozin transferaz (MAT); metiyonin sentaz (MS); betain 
homosistein metiltransferaz (BHMT); sistatyon B sentaz (CBS); dimetilglisin 
(DMG); B-6 vitamini (Vit. B6); B-12 vitamini (Vit. B12) (Main’den, 97). 

Otizm Spektrum Bozukluğu hastası birçok kişide yetersiz folat-metiyonin yolu 

tanımlanmıştır (97). Folat-metiyonin yolu DNA sentezi (98), DNA metilasyonu (99) ve 

hücresel redoks dengesi (100) için çok önemlidir. Şekil 3’te gösterildiği gibi, esansiyel bir 

amino asit olan metiyonin SAM’a dönüştürülür. Vücudun ana metil grup donörü olan 

SAM metilasyon reaksiyonları sırasında SAH’a dönüştürülür. Böylece plazmadaki 

SAM/SAH oranı, metilasyon seviyesini gösterir. SAH daha sonra geri dönüşümlü olarak 

homosisteine hidrolize olurken aynı zamanda adenozin açığa çıkar (97). 
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2.6. MTHFR Geni 

İnsan MTHFR geni (NM_005957) 1. kromozom üzerinde 1p36.3 bölgesinde 

lokalizedir ve MTHFR enzimini kodlamaktadır (101). MTHFR enzimi folat 

metabolizmasında fonksiyon yapan enzimlerden biridir ve 5,10-metilentetrahidrofolatın 

(5,10-methyleneTHF) 5-metiltetrahidrofolata (5-methylTHF) dönüşümünü katalizler (Şekil 

4) (102). 5-methylTHF, folik asitin dolaşımda kullanılan formudur ve reaksiyonlarda metil 

grubu vericisi olarak fonksiyon yapar. Bu reaksiyonlar arasında nükleotid sentezi, Hcy’nin 

metiyonine remetilasyonu, SAM sentezi ve DNA metilasyonu yer almaktadır (74). 

 
Şekil 4. İnsanlardaki folat metabolik yolağı. MTHFR ile katalizlenen enzimatik reaksiyon, 

∗ ile gösterilmiştir. S-adenozilmetiyonin (SAM), S-adenozilhomosisteine (SAH) 
(Bagley’den, 103). 

Otozomal resesif kalıtılan ve perinatal ölüm, gelişme geriliği, ağır mental 

retardasyon, nöral tüp defekti gibi fenotiplere neden olan ve nadir görülen (prevalansı 

bilinmemektedir) metilentetrahidrofolat redüktaz defektinde MTHFR geninin nadir zararlı 

mutasyonları rol oynamaktadır (OMIM:236250). Bu nadir varyantlar dışında oldukça sık 

görülen iki varyant C677T (rs1801133) ve A1298C (rs1801131) enzimin aktivitesini en 

fazla etkileyen değişimlerdir. C677T varyantının enzimin aktivitesinde homozigotlarda 

yaklaşık %70, heterozigotlarda yaklaşık %35 azalmaya neden olduğu belirtilmektedir 

(104). C677T varyantı MTHFR geni 4. ekzonu üzerinde 677. nükleotit C’nin T’ye 

değişmesi sonucunda ortaya çıkan tek nükleotitlik bir değişimdir. Bu missens mutasyon 
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genin ürünü olan proteinin 222. pozisyonundaki alanin aminoasitinin valin’e değişimine 

(A222V) sebep olur (105–107). 

C677T varyantının minör allel frekansı (MAF) = 0,24-0,30 aralığında verilmektedir 

(96). Aynı şekilde A1298C varyantının minör allel frekansı da 0,25-0,29 aralığındadır ve 

ilgili varyantın da enzim aktivitesini homozigotlarda yaklaşık %60 düşürdüğü rapor 

edilmektedir (108). 

Her iki yaygın varyantın da azalmış enzim aktivitesine neden olduğu belirtilmesine 

rağmen, özellikle C677T varyantı, serumda artmış Hcy düzeyleriyle ilişkilendirilmiştir 

(109). MTHFR genindeki ilgili varyant kaynaklı azalmış enzim aktivitesinden dolayı 5-

metil-THF'ın yetersiz sentezlenmesinin serumda Hcy konsantrasyonu artışına neden 

olduğu düşünülmektedir. 5-metil-THF'ın yetersiz sentezlenmesi Hcy’nin metiyonine 

remetilasyonunu ve dolayısıyla da SAM sentezini etkilemektedir (Şekil 5). SAM, 

metilasyon reaksiyonlarında kullanılan ana kofaktördür ve reaksiyon sonunda SAH’a 

dönüşür (29, 110). OSB’li hastalarda düşük SAM/SAH oranı ve DNA metilasyon 

bozuklukları sıklıkla rapor edilmektedir (111–113). 

MTHFR C677T varyantı ile OSB riski arasındaki ilişki hala tartışmalıdır. Bunun 

sebebi olarak birçok etnik grupta yapılan araştırma sonuçlarındaki tutarsızlıklar 

gösterilmektedir. Örneğin MTHFR C677T varyantının Çin Han popülasyonunda OSB için 

risk faktörü olduğu gösterilmiştir (114). Yine Kore popülasyonunda MTHFR C677T ve 

A1298C varyantları ile OSB arasında anlamlı bir ilişki gösterilmiştir (115). Aksine 

Romanya ve Brezilya popülasyonlarında yapılan çalışmalarda (75). Kontrol grubu ve OSB 

arasında MTHFR C677T varyantında allel ve genotip dağılımlarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık bulunamadığı gösterilmiştir (116). Yine ülkemizde yapılan bir 

araştırmada OSB ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülememiştir (117). 

Farklı ülkelerde yapılan toplam 13 farklı çalışmanın meta-analizinin sonuçları 

MTHFR C677T varyantının, Asya ve Kafkas popülasyonlarının yanı sıra tüm 

popülasyonlarda OSB için bir risk faktörü olduğu gösterilmiştir (118). 
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Şekil 5. Tek karbon metabolizmasında folat ve metiyonin döngüsü. Şekilde TKM’ye 

katılan önemli substratların, kofaktörlerin ve enzimlerin birçoğu gösterilmiştir. 
Şekilde bu yolakta bir şekilde OSB ile ilişkilendirilmiş ve metabolit 
konsantrasyonları sıklıkla düşük olanlar kırmızı renkte, sıklıkla yükselenler mavi 
renkte, metabolit konsantrasyonları bazı çalışmalarda düşük bazılarında yüksek 
olmak üzere değişkenlik gösterenler ise mor renkte gösterilmiştir (Schaevitz’den, 
70). 

2.7. L-Serin metabolizması 

Tek karbon metabolizmasının (TKM) önemli diğer bir metaboliti de L-serindir. 

TKM’de, tek karbon (metilen grubu) vericisi olarak fonksiyon yapar. L-serinin metilen 

grubu metiyonin döngüsüne aktarılarak L-serin glisine dönüştürülür ve bu reaksiyonu 

SHMT1 (serin hidroksimetil transferaz-1) enzimi katalizler. Metiyonin, folat döngüsünden 

elde edilen tek karbon atomu (5-metiltetrahidrofolat) kullanılarak metiyonin sentaz (MS) 

enzimi katalizörlüğünde Hcy'den sentezlenir (119) (Şekil 2). Protein sentezindeki rolünün 

yanı sıra, L-serin; fosfatidilserin, sfingomiyelin, glisin ve D-serin olmak üzere birçok 

önemli bileşiğin öncüsüdür (Şekil 7). 

Ayrıca, L-serinin kültüre edilmiş nöronlarda sağ kalım, büyüme, farklılaşma, 

dendritik uzama ve sinaptogenezisi destekleyen güçlü bir nöronal besleyici faktör olarak 

işlev gördüğü belirtilmektedir (120). 
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Şekil 6. Nörogelişimde rol oynayan L-serinin merkezi sinir sisteminde astrositlerdeki 

üretimi ve dönüştüğü metabolitler (Tabatabaie’den, 121). 

L-serin çeşitli yollarla sentezlenmektedir. Bunlar; intrasellüler proteinlerin 

degredasyonu, besinlerle alınan proteinlerin hidrolizi, fosfolipit döngüsü, glisinden 

SHMT1/2 enzimi katalizi ve glikolizde 3-fosfogliserattan de novo şekilde üretilmesi olarak 

belirtilmektedir (122). L-serin, üç adımda glikolitik ara madde 3-fosfogliserattan de novo 

olarak sentezlenir (Şekil 7). Birinci adım, 3-fosfogliseratın 3-fosfohidroksipiruvata 

dönüşümüdür. Bu dönüşümü PHGDH geni tarafından kodlanan fosfogliserat dehidrojenaz 

(PGDH) enzimi katalizler. İkinci adım, 3-fosfohidroksipiruvatın 3-fosfoserine 

dönüşümüdür. Bu dönüşümü PSAT1 geni tarafından kodlanan fosfoserin aminotransferaz 

(PSAT) enzimi katalizler. Son adım olarak 3-fosfoserinin L-serine dönüşümüdür. Bu 

dönüşümü PSPH geni tarafından kodlanan fosfoserin fosfataz (PSPH) enzimi 

gerçekleştirir. Bu son adım reaksiyonu de novo L-serin sentezinin allosterik olarak kontrol 

edildiği geri dönüşümsüz bir reaksiyon basamağıdır (123, 124) (Şekil 7). 
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Şekil 7. L-serin sentez yolakları. 3-PGDH:3-fosfogliseratdehidrogenaz, PSAT: 

fosfoserinaminotransferaz, PSPH: fosfoserin fosfataz, SR: serin rasemaz, 
SHMT: serin hidroksimetiltransferaz (Crabben’den, 123). 

L-serin çeşitli alternatif yollardan elde edilebilmesine rağmen de novo biyosentez 

yolu, memelilerde beynin embriyonik gelişiminde L-serinin ana kaynağıdır. Çünkü, bu 

alternatif kaynaklar serin biyosentezi yolunda meydana gelen kusurları telafi etmek için 

yeterli değildirler. Serin biyosentezindeki kusurlar, L-serinin sinir sisteminin yapısı ve 

işlevinde hayati rolünü yansıtır şekilde nörolojik bir grup konjenital hastalığa neden olur. 

Bunlar; her ikisi de otozomal resesif kalıtılan Neu-Laxova sendromu (OMİM #256520) ve 

fosfogliserat dehidrojenaz defekti (PGDHD) (OMİM #601815) hastalıklarıdır. Serin 

biyosentez kusurları, serin biyosentezinde yer alan 3-PGDH, PSAT ve PSPH 

enzimlerinden herhangi birinin eksikliğinden kaynaklanır ve en ağır fenotip Neu-Laxova 

sendromu (multipl konjenital anomali) ile ağır fenotipik bulguların yanında zeka geriliği 

ile de seyredebilen PGDHD gelmektedir (125). 

PHGDH heterozigot mutant farelerin bariz gelişimsel anormallikler olmadan canlı ve 

verimli olmalarına karşın, knock-out edildiği homozigot mutant farelerin ağır 

nörogelişimsel fenotipler gösterdiği ve embriyonik olarak lethal olduğu gösterilmiştir 

(126). PHGDH geninin tam inaktive olduğu iki Neu-Laxova sendromlu fetüsün ağır 

konjenital malformasyonlar gösterdiği, sezeryan ile alındığı ve birinin 5 hafta diğerinin ise 

5 ay sonra öldüğü, yapılan otopsi raporlarıyla yayımlanmıştır (127). PHGDH’ın 

nörogelişimdeki fonksiyonlarını fareler ölmeden araştırmak için, ilgili genin beyinde 
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koşullu knock-out edildiği modeller üretilmiştir.  Farelerde yapılan koşullu inaktivasyonun 

yavru farelerde hafif mikrosefaliye neden olduğu, normal farelere oranla daha küçük 

hipokampüse sahip ve farelerin beyin-omurilik sıvısında yapılan metabolik ölçümlerde D-

serin ve L-glisin seviyesinin anlamlı şekilde azaldığını rapor edilmiştir (128). Bir diğer 

önemli husus da fetal dönemde kan-beyin bariyerinin L-serin ve L-glisin amino asitlerine 

geçirgen olmaması, nöron hücrelerinde fosforile L-serin yolağı genleri (enzimleri) ifade 

edilmediği için (129) astrositler tarafından nöronlara L-serinin sağlanması gerekliliğidir 

(Şekil 6). Dolayısıyla L-serin biyosentezinin fetal dönemde nörogelişimdeki önemini 

araştırmalar ortaya koymuştur. 

Yürütülmekte olan bir TÜBİTAK projesi (116S301) kapsamında dengeli 

kromozomal translokasyon taşıyıcısı olan OT_49 nolu aileye, tüm genom DNA dizi analizi 

(trio analizi) gerçekleştirildi. İlgili çalışmada OSB hastası çocukta MTHFR C677T varyantı 

homozigot ve PHGDH geninin bir kopyasında da translokasyondan dolayı kırık tespit 

edildi. Hasta çocuğun genetik etiyolojisini açıklayacak başka bir zararlı DNA varyantı ya 

da genomik kopya sayısı değişikliği (CNV) bulunamadı. Dolayısıyla çocuğun OSB 

fenotipinden sorumlu olabilecek genetik varyasyonun PHGDH geninde görülen 

heterozigot kayıp ve MTHFR C677T homozigot varyasyonunun kombine etkisi olabileceği 

şeklinde değerlendirildi. Diğer OSB hastalarında da aynı ya da benzer genetik etiyolojinin 

olup olmadığını da bu çalışma kapsamında araştırmaya karar verildi. Bu tez çalışmasının 

amacı MTHFR C677T varyantını homozigot veya heterozigot taşıyan OSB hastalarında 

PHGDH ve PSPH genleri üzerindeki yaygın ya da nadir DNA varyantlarının OSB’nin 

genetik etiyolojisinde bir rolünün olup olmadığını araştırmaktır. Bu genlerin ürünü olan 

enzimlerin katalizlediği reaksiyon ürünlerinin TKM’de birlikte fonksiyon yapmaları (L-

serin ve folat siklusu) (Şekil 5) böyle bir ilişkinin olabileceğini göstermektedir. 

Literatürlerde bu konu ile ilgili bir çalışmaya rastlanmamıştır. PHGDH ve PSPH genlerini 

seçme nedenimiz de bu iki genin ürünü olan enzimlerin de novo L-serin sentezi yolağında, 

sırasıyla ilk ve son basamakta yer almasıdır (Şekil 6 ve 7). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Çalışmaya Dahil Edilecek Aile Bireylerinin Belirlenmesi 

Bu çalışmada Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk-Ergen Ruh Sağlığı 

ve Hastalıkları Anabilim Dalı ve Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı arasındaki işbirliği ile 

hazırlanan 1061’nolu Otizm Spektrum Bozukluğunun Genetik Etiyolojisinin Araştırılması 

adlı proje kapsamında Otizm Spektrum Bozukluğu hastaları ve aile bireylerinden 

oluşturulan DNA bankası kullanıldı. İlgili çalışmada, 13 farklı ilden Karadeniz Teknik 

Üniversitesi, Tıp Fakültesi Çocuk-Ergen Ruh Sağlığı ve Hastalıkları polikliniklerine 

başvurarak, DSM-IV tanı kriterlerine göre OSB tanısı almış 222 birey yer almaktadır. 

Ayırıcı tanı için hastalara nörolojik muayene ve işitme testleri de yapılmıştır. Çalışmaya 

dahil edilen bütün bireylerden Onam Formu alınmıştır. Çalışma, Karadeniz Teknik 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Bilimsel Araştırmalar Etik Kurulu tarafından onaylanmıştır 

(Dosya No: 2016/24). Bu çalışmaya 222 OSB’li birey ile kendi ve ailesinde nörolojik 

hastalık öyküsü olmayan 323 kontrol grubu dahil edilmiştir. 

3.1.2. Hasta ve Kontrol Gruplarının Oluşturulması 

MTHFR C677T varyantının OSB hastaları ve kontrol grubundaki allel ve genotip 

dağılımlarının istatistiksel olarak araştırılmasında 222 OSB hastası ve ailesinde herhangi 

bir nörogelişimsel hastalık öyküsü bulunmayan 323 kontrol grubu kullanılmıştır. MTHFR 

C677T varyantını homozigot/heterozigot olarak taşıyan OSB ve kontrol grubunda PHGDH 

ve PSPH genleri üzerindeki nadir varyantların araştırılmasında da 121 OSB’li birey ve 

kontrol grubu olarak da 323 kontrol grubu içinden MTHFR C677T varyantını 

homozigot/heterozigot olarak taşıdığını PCR/RFLP ile tespit ettiğimiz 125 birey 

kullanılmıştır. Hasta ve kontrollerin aynı etnik yapıdan olmalarına dikkat edildi. Çalışmaya 

dahil edilen 121 OSB’li hastanın 20’si MTHFR C677T varyantını homozigot olarak, kalan 

101 hasta ise heterozigot olarak taşımaktadır. 

3.1.3. Kimyasallar 

Hidroklorik asit (HCl) Merck, 1.00314.2500 

SeaKem® LE agaroz Lonza, 50004L 

Etidyum bromür (C12H20N3Br) Sigma, E-7637 

Orange G Sigma, O-1625 
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Gliserol Amresco, 0854 

Etil alkol (C2H5OH) Mey, Türkiye 

Deoksinukleotid triphosphates (dNTPs) Promega, U1420 

GoTaq® Flexi DNA polimeraz Promega, M8305 

Oligonucleotid primer Macrogen, Güney Kore 

100 bp DNA ladder NEB, N3231L 

Sephdex®G-50 Sigma, S5897-25G 

Glasiyel asetik asit (C2H4O2) Merck, 1.00056.2500 

EDTA disodyum dihidrat (Na2 EDTA.2H2O) AppliChem, A2937.0500 

Tris-baz (C4H11NO3) AppliChem, A2264.1000 

GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder Thermo, SM0322 

3.1.4. Kitler 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Macharey-Nagel, 740609.50 

BrilliantDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit Nimagen, BRD3-100 

3130 POP-7™ Polymer Applied Biosystems, 4352759 

Taq I, recombinant NEB, R0149S 

LongAmp Taq DNA Polymerase NEB, M0323S 

3.1.5. Cihazlar 

Yatay elektroforez düzeneği HU13, İngiltere 

Doğru akım güç kaynağı (3000 volt) Consort E833, Belçika 

Yüksek devirli santrifüj (2 adet) Eppendorf 5810, Almanya 

Mikrosantrifüj Thermo IEC, ABD 

Vorteks Nüve NM110, Türkiye 

UV translüminatör Vilbert Lourmat, Fransa 

pH metre Hanna, Portekiz 

Gel Logic 2000 jel görüntüleme sistemi Kodak, ABD 

Termal yazıcı Sony UP-D897, Japonya 

Otomatik pipet seti Pipetman, Fransa 

Hassas terazi Ohaus, ABD 

Buz makinesi Scotmann, İngiltere 

Mikrodalga fırın Arçelik MD 554, Türkiye 
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Distile su cihazı GFL 2004, Almanya 

Derin dondurucu (-20) Arçelik, Türkiye 

Derin dondurucu (-86) Thermo, ABD 

Buzdolabı Arçelik, Türkiye 

Etüv Memmert, Almanya 

Termocycler GeneAmp 9700, ABI, ABD 

Termocycler Techne Genius, İngiltere 

3130 Genetik analiz cihazı ABI, Japonya 

Termomikser (ısıtıcı blok) Eppendorf, Almanya 

Otoklav Tutnauer 3150 ELV, İtalya 

Nanodrop® 2000 UV-Vis spektrofotometre Thermo, ABD 

3.1.6. Sarf Malzemeler 

200 μl sarı pipet uçları Axygen, T-200-Y 

1000 μl mavi pipet uçları Axygen, T-1000-B 

1,5 μl mikrosantrifüj tüpleri Nest, NST615001 

96 x 0.2 ml plate Bioplastics, B70501 

Optical Tear-off 8-Cap Strip Bioplastics, BPB57651 

Termal yazıcı kağıdı Sony, UPP 110 HG 

3.1.7. Solüsyonlar 

Agaroz Jel Elektroforezi Solüsyonları 

1 M Na2EDTA Solüsyonu Hazırlanışı 

37.2 g Na2EDTA.2H2O 80 ml deiyonize suda çözüldü. NaOH ile pH 8.5 olacak 

şekilde ayarlandı ve son hacim 100 ml olacak şekilde üzerine deiyonize su eklendi. 

Böylece 1 M 100 ml Na2EDTA solüsyon elde edildi. 

50X TAE Elektroforez Tamponu (pH 8.5) 

800 ml deiyonize su behere koyuldu. Üzerine 242 g Tris base ve 57.1 ml glasiyel 

asetik asit eklendi ve çözülene kadar karıştırıldı. Üzerine 1 M 100 ml Na2EDTA solüsyonu 

eklendi. Son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 1X çalışma solüsyonu için 

50X stok solüsyondan 20 ml alınarak deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 
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Etidyum Bromür Solüsyonu 

10 mg/ml olacak şekilde deiyonize su kullanılarak hazırlandı. Karanlıkta muhafaza 

edildi. 

Yükleme Tamponu 

10X Orange G DNA Yükleme Tamponu 

100 mg Orange G 15 ml gliserol içerisinde çözülerek son hacim dH2O ile 50 ml’ye 

tamamlandı. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Genomik DNA Konsantrasyonlarının Ölçümü ve Çalışma Solüsyonlarının 

Ayarlanması 

Tıbbi Biyoloji Anabilim dalı DNA Bankasından alınan örneklerden çalışma 

solüsyonu hazırlamak için stok genomik DNA’lar 2 gün oda sıcaklığında bekletildi. Stok 

genomik DNA’lardan 20 µl alınarak 80 µl enjeksiyonluk su ile seyreltildi ve karışım oda 

sıcaklığında 1 gün bekletildi. Seyreltilen genomik DNA örneklerinden 1 µl alınarak 

Nanodrop® 2000 UV-Vis spektrofotometre’de DNA konstantrasyonları ve absorbans 

değerleri ölçüldü. Konsantrasyonları belirlenen sulandırılmış stok genomik DNA’lardan 25 

ng konsantrasyonda çalışma solüsyonları hazırlandı. 

3.2.2. DNA Varyasyon Analizi 

3.2.3. PHGDH ve PSPH Genleri Üzerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

MTHFR C677T varyantını homozigot/heterozigot olarak taşıyan OSB’li bireylerde 

PHGDH (NM_006623.3) ve PSPH (NM_004577.4) genleri üzerinde nadir veya yaygın 

DNA varyantları taraması için PCR reaksiyonları gerçekleştirildi. PHGDH üzerindeki olası 

patolojik varyantlar hizmet alımı yöntemiyle hedefli yeni nesil DNA dizileme yöntemiyle 

İntergen firmasında gerçekleştirildi. Patolojik olduğu düşünülen DNA varyantlarının 

Sanger dizilemeyle doğrulanması ve anne-babanın ilgili varyantları taşıyıp taşımadığının 

tespiti Anabilim dalımızda yapıldı. PSPH geni nadir ve yaygın DNA varyantlarının analizi 

ise tamamı bölümümüzde Sanger dizilemeyle gerçekleştirilmiştir. MTHFR C677T 

varyantını homozigot olarak taşıyan 20 OSB hastasında PSPH geninin tüm kodlayan 

ekzonları dizilendi. MTHFR C677T varyantını heterozigot olarak taşıyan 101 OSB 

hastasında PSPH geninde en sık gözlenen 7 yaygın missens varyantın üzerinde bulunduğu 
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4. ve 5. ekzonları dizilendi. Her bir PCR ve dizileme reaksiyonu için gerekli primerler 

Primer3 programı kullanılarak hazırlandı (Tablo 1) (130). 

PSPH geninin her bir ekzonunun amplifikasyonu için PCR işlemi 25 µl son hacimde 

gerçekleştirildi ve bir reaksiyonluk karışım aşağıdaki gibi hazırlandı; 

PCR Karışımı 1X 

5X PCR Tamponu  5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl 

dNTP Karışımı (10 mM) 0.7 µl 

Pr F (10 pmol/µl) 1 µl 

Pr R (10 pmol/µl)  1 µl 

Taq Polimeraz (5U/µl)  0.1 µl 

Kalıp DNA (25 ng/µl) 2 µl 

dH2O  

Toplam 

13.7 µl 

25 µl 

PCR işlemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazı kullanılarak aşağıdaki 

koşullarda gerçekleştirilmiştir; 

 

 

 

 

 

 

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Ürünlerinin Temizlenmesi 

Elde edilen PCR ürünlerinin 2 μl’si, 3 μl yükleme tamponu ve 5 μl dH2O ile 

karıştırılarak %2’lik agaroz jelde 100 voltta 40 dakika yürütüldü. Jel görüntüleme 

sisteminde PCR ürünlerinin kantitasyonu sağlandı. Kaliteli PCR ürünleri NucleoSpin Gel 

and PCR Clean-up kiti ile üretici firmanın önerdiği protokole göre temizlendi. 

PCR Koşulları 

 94oC 5’   Başlangıç denatürasyonu  

 94oC 30”   Denatürasyon  

37 döngü  58oC 30”   Bağlanma 

 72oC 30”   Uzama 

 72oC 7’   Son uzama  

 10oC ∞   Bekleme  
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1. 23 μl PCR ürünlerinin üzerine 75 µl Binding Buffer NTI (DNA bağlayıcı tampon) 

ilave edildi. 

2. PCR ürünü + Buffer NTI karışımı 2 ml’lik toplama tüpü üzerindeki NucleoSpin 

Gel and PCR Clean-up Column tüplerine aktarılarak, 11.000 g’de 30 saniye 

santrifüj edildi. 

3. Toplama tüplerindeki sıvı uzaklaştırıldı. 

4. NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Column tüplerindeki membran üzerine 700 µl 

Wash Buffer NT3 (yıkama tamponu) eklenerek 11.000 g’de 30 saniye santrifüj 

edildi. 

5. Toplama tüplerindeki sıvı uzaklaştırılıp aynı işlem tekrarlandı. 

6. İkinci kez toplama tüplerindeki sıvı uzaklaştırıldıktan sonra tüpler bu kez bir şey 

eklenmeden 180 derece ters çevirilip santrifüje yerleştirilerek 11.000 g’de 30 saniye 

santrifüj edilerek Wash Buffer NT3’ün membrandan tamamen uzaklaşması 

sağlandı. 

7. NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Column tüpleri 1.5 ml’lik mikro hacimli 

kapaklı tüplerin üzerine alınarak 10 dakika alkolün uzaklaştırılması için 65°C deki 

etüve Elution Buffer NE eklenerek koyuldu. 

8. Etüvden çıkartıldıktan sonra membranların tam ortasına emdirilecek şekilde üzerine 

PCR ürünlerinin konsantrasyonlarına göre 15-30 µl Elution Buffer NE eklendi ve 3 

dakika bekletildikten sonra 11.000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

9. Mikro hacimli kapaklı tüplere toplanan temizlenmiş ürünümüzdür. Elde edilen bu 

ürünlerinin 2 μl’si, 3 μl yükleme tamponu ve 5 μl dH2O ile karıştırılarak %2’lik 

agaroz jelde 100 voltta 50 dakika yürütüldü. Jel görüntüleme sisteminde dizileme 

reaksiyonu için kaç μl kalıp kullanacağının kantitasyonu sağlandı. 

3.2.5. Döngüsel Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing) 

Temizlenen PCR ürünleri, her bir bandındaki DNA miktarı bilinen markır 

(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) referans olarak kullanılarak %2’lik agaroz jelde 

yürütüldü. Böylece her bir dizileme reaksiyonunda kullanılacak kalıp PCR ürününün 

miktarı belirlendi. Döngüsel dizileme reaksiyonunda her bir ekzonun iki yönlü okuma 

sağlanması için, ekzonun amplifikasyonunda kullanılan primer çiftleri kullanıldı (Tablo 1). 

 
 

21 
 



 

Tablo 1. PSPH geninin amplifikasyonu ve döngüzel dizileme reaksiyonunda kullanılan 
primerler 

Tablo 2. PHGDH geninin amplifikasyonu ve döngüzel dizileme reaksiyonunda kullanılan 
primerler 

Döngüsel dizileme reaksiyonu BrilliantDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kiti kullanılarak yapıldı. Bir reaksiyonluk karışım aşağıdaki gibi hazırlandı; 

Reaksiyon Karışımı 1X 

BrilliantDye       

5X Buffer       

Primer (10 pmol/µl)      

Temizlenmiş PCR ürünü     

dH2O        

Toplam        

0.75 µl 

1,625 µl 

0.5 µl 

2 µl 

2.25 µl 

10 µl 

Döngüsel dizileme reaksiyonu Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazı 

kullanılarak aşağıdaki koşullarda gerçekleştirildi; 

 

 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) PCR Ürünü (bp) 
PSPH_Ex4_F TTAGATTGGCTTAGTAGGCAAG 319 PSPH_Ex4_R GGTCTAGCACTTCATCCAAAAC 
PSPH_Ex5_F TCTCCTAGTAGCAAAGCCTGTC 362 PSPH_Ex5_R GGAATAGTTAGATGCTCTTGGG 
PSPH_Ex 6F1 TGTATTACTCAGTGTTGGGTATTTTG 381 PSPH_Ex 6R1_2 GTGACTGTTCAAGTTGCATTCCAAAGA 
PSPH_Ex7_F TATCATCTATGCAGAAAGCTGG 375 PSPH_Ex7_R GCGGATATTGCAGTAAGCTG 
PSPH_Ex8_F GTGAGTGGAGATTGTGTCACTG 316 PSPH_Ex8_R AGCAAGTTGTAATAGGCAACTG 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) PCR Ürünü (bp) 
PHGDH_EX2F TTGGTGTGTTAGAGGCACAGTC 486 PHGDH_EX2R CCAATGGACTCAGCTTTCTCTC 
PHGDH_EX12F AGACCATCATCCGCTCATTG 490 PHGDH_EX12R CGCTTTAGGATAATGACCACAC 
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Reaksiyon Koşulları 

96oC 45”    Başlangıç denatürasyonu 

94oC 10”    Denatürasyon 

50oC 5”     Bağlanma  28 döngü 

60oC 2’     Uzama 

10oC ∞     Bekleme 

Döngüsel dizileme reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR ürünleri Sephadex®G-50 

ile aşağıdaki temizleme protokolü kullanılarak saflaştırıldı; 

1. 1 g Sephadex®G-50 tartılarak 13 ml dH2O içerisinde çözüldü ve çalışmaya 

başlamadan önce en az 30 dakika +4°C’de bekletildi. 

2. Kolon tüpler 2 ml’lik toplama tüpleri üzerine alındı. 

3. Kolon tüplere 600 μl Sephadex®G-50 eklendi ve 800 g’de 2 dakika santrifüj edildi. 

4. Toplama tüpleri temizlenmek üzere 0,1 N HCI solüsyonuna atıldı ve kolon tüpler 1.5 

ml’lik mikro hacimli kapaklı tüplerin üzerine alındı. 

5. Döngüsel dizileme reaksiyonu ile çoğaltılan PCR ürünleri kolon tüpteki 

Sephadex®G-50 üzerine dikkatlice eklenerek 750 g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

6. Saflaştırılan PCR ürünleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130 genetik 

analiz cihazına yüklendi ve dizileme işlemi gerçekleştirildi. 

Dizileme sonuçları Chromas 2.32 ve SeqScape® software v2.5 programları ile analiz 

edildi. Elde edilen veriler gen bankasından (131) alınan referans PSPH dizisi (RefSeq: 

NM_004577) ile karşılaştırıldı. 

3.2.6. MTHFR C677T Polimorfizmini Saptamak için Polimeraz Zincir Reaksiyonu-

Restriksiyon Fragment Parça Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) 

Kontrol grubunu oluşturmak için Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı DNA bankasından 

kendisinde veya ailesinde herhangi bir nörogelişimsel hastalığı (OSB, Şizofreni, Bipolar 

bozukluk, vb) bulunmayan 323 örnek seçildi ve aralarından MTHFR C677T varyantını 

homozigot/heterozigot taşıyan bireylerin belirlenmesi için PCR-RFLP reaksiyonu 

kullanıldı. Buna göre; MTHFR geni referans DNA dizisi (NM_005957) UCSC veri 

bankasından indirilerek ilgili C677T varyasyonunun yeri belirlendi. Bu varyasyonun olup 
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olmamasına göre farklı kesim paterni yapan enzimler tarandı ve TaqI enziminin 

kullanılabileceği görüldü. Bu varyantın tespiti için dizayn edilen primer çiftinden (Tablo 3) 

elde edilen 388 bp’lik PCR ürünü eğer varyantı taşıyorsa (C>T) 155.pozisyonda enzimin 

kesim bölgesi oluşmaktaydı (T’CGA). İlgili varyantın belirlenmesi için kurulan PCR 

koşulları; 

PCR Karışımı 1X 

5X PCR Tamponu (Promega) 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl 

dNTP Karışımı (10 mM) 0.7 µl 

Pr F (10 pmol/µl) 1 µl 

Pr R (10 pmol/µl) 1 µl 

Taq Polimeraz (5U/µl) (Promega) 0.1 µl 

Kalıp DNA (25 ng/µl) 2 µl 

dH2O  

Toplam 

13.7 µl 

25 µl 

PCR işlemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazı kullanılarak aşağıdaki 

koşullarda gerçekleştirildi; 

PCR Koşulları 

94oC 5’      Başlangıç denatürasyonu 

94oC 30”     Denatürasyon 

59oC 30”     Bağlanma  35 döngü 

72oC 1’      Uzama 

72oC 7’      Son uzama 

10oC ∞      Bekleme 

Elde dilen PCR ürünlerinin 2 μl’si, 3 μl yükleme tamponu ve 5 μl dH2O ile 

karıştırılarak %2’lik agaroz jelde 100 voltta 40 dakika yürütüldü. Jel görüntüleme 

sisteminde beklenen PCR ürünleri gözlendikten sonra aşağıdaki koşullarda RFLP 

reaksiyonu kuruldu. 
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RFLP Reaksiyon Karışımı 1X 

PCR product 10 µl 

TaqI (NEB®) 0.4 µl 

Buffer-3 (NEB®) 1.5 µl 

dH2O 2.60 µl 

BSA (NEB®) 0.5 µl 

Toplam 15 µl 

Hazırlanan karışım 65°C’de 1 saat kesim için inkübe edildi. 1 saatin sonunda 

reaksiyon karışımının üzerine 3 μl yükleme tamponu ilave edilip %2’lik agaroz jelde 100 

voltta 40 dakika yürütüldü. Homozigot, heterozigot ve normal genotipler belirlendi. PCR-

RFLP için kullanılan primerlerin dizileri aşağıdaki Tablo 3’te verilmiştir. 

Tablo 3. RFLP reaksiyonunda kullanılan primerlerin isimleri ve dizileri 

3.2.7. Biyoistatistiksel ve Biyoinformatik Analizler 

3.2.7.1. Biyoistatistiksel Analizler 

Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C677T varyantı allel ve genotip frekanslarının 

anlamlı düzeyde farklı olup olmadığı GraphPad Prism 7® programında Ki-kare (χ² -

Contingency table) testiyle değerlendirildi. 

3.2.7.2. Biyoinformatik Analizler 

PSPH ve PHGDH genleri üzerinde bulunan DNA varyantlarının etkileri, 

polimorfizm olup olmadıkları, minör allel frekansları gibi özellikleri farklı veri 

bankalarında analiz edildi. Bu veri bankaları UCSC Genom Browser (131), NCBI (132) ve 

EMBL-EBI (133) dır. Ayrıca, bulunan varyantların etkileri MutationTaster2 (134), 

PolyPhen-2 (135) ve SIFT (136) programları kullanılarak analiz edildi. İlaveten, DNA 

varyasyonlarının genin ekzon-intron sınırına yakın olması durumunda pre-mRNA 

kırpılmasına etkisi Human Splicing Finder (137) programı ile analiz edildi. 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) PCR Ürünü (bp) 
MTHFR_rs1801133_F AGTCCCTGTGGTCTCTTCATC 388 MTHFR_rs1801133_R AGGAGATCTGGGAAGAACTCAG 
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Kontrol ve OSB grubunda tespit edilen MTHFR C677T varyantının allel 

frekanslarının Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadığı web tabanlı software (138) 

kullanılarak gerçekleştirildi (139, 140). 
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4. BULGULAR 

4.1. Kontrol Grubunda MTHFR C677T’nin RFLP ile Taranması 

MTHFR C677T varyantını homozigot/heterozigot olarak taşıyan kontrol grubunu 

belirlemek için 323 kontrol PCR-RFLP ile tarandı. PCR reaksiyonu ile istenilen ürünler 

elde edildi (Şekil 8A). PCR ürünleri RFLP yöntemiyle MTHFR C677T varyantını 

homozigot/heterozigot taşıyan bireyler seçildi (Şekil 8B). 139 heterozigot mutant (CT), 23 

homozigot mutant (TT) ve 161 normal (CC) genotip saptandı. MTHFR C677T 

homozigot/heterozigot 121 OSB’li hasta grubuna karşın 125 kişilik kontrol grubu seçildi. 

 
Şekil 8. Kontrol grubu bulguları A) RFLP reaksiyonu için kullanılan PCR ürünleri B) 

RFLP sonuçları. K olarak adlandırılan TaqI enziminin eklenmediği örnek. 1 ve 5 
nolu örnekler homozigot normal (CC), 3 ve 4 nolu örnekler heterozigot mutant 
(CT) ve 2 nolu birey homozigot mutant (TT) genotipi göstermektedir. M: Markır, 
K: Kesilmemiş örnek 

4.2. MTHFR C677T Varyantı Biyoistatistiksel Analizleri 

MTHFR C677T varyantı için OSB ve kontrol grubunda normal (C) ve mutant (T) 

allel dağılımları incelendiğinde; OSB’li hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark gözlenmedi (p=0.2691) (Tablo 4). 

MTHFR C677T varyantı için genotip dağılımları incelendiğinde; OSB’li hasta ve 

kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamadı (p=0.5238) (Tablo 

5). 
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MTHFR C677T varyantı homozigot/heterozigot toplam genotip dağılımları 

incelendiğinde; OSB’li hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

gözlenmedi (p=0.1444) (Tablo 6). 

Tablo 4. Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C ve T allelleri dağılımları 

P değeri ve istatistiksel önemi 
  Test Ki-kare 

   Ki-kare; df (serbestlik derecesi) 1.221; 1   
  Z 1.105  

   P değeri 0.2691  
   P değeri özeti Ns (non-significant)  
   Bir ya da iki-yönlü İki-yönlü (Two-sided) 
   İstatistiksel olarak anlamlı mı (P < 0.05)? Anlamsız 

  Analiz edilen veri MTHFR T Allel MTHFR C Allel Total 
  OSB’li 141 303 444 
  Kontrol 185 461 646 
  Total 326 764 1090 
Satır toplamın yüzdesi MTHFR T Allel MTHFR C Allel 
  OSB’li 31.76% 68.24% 

   Kontrol 28.64% 71.36% 
 Sütun toplamın yüzdesi MTHFR T Allel MTHFR C Allel 

  OSB’li 43.25% 39.66% 
   Kontrol 56.75% 60.34% 
 Genel toplamın yüzdesi MTHFR T Allel MTHFR C Allel 

  OSB’li 12.94% 27.80% 
   Kontrol 16.97% 42.29% 
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Tablo 5. Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C677T genotip dağılımları 

P değeri ve istatistiksel önemi 
     Test Ki-kare 

  Ki-kare değeri; df (serbestlik derecesi) 1.293; 2 
  P değeri 0.5238 
  P değeri özeti Ns (non-significant) 
  İstatistiksel olarak anlamlı mı? (P < 0.05) Anlamsız 
Analiz Edilen Veriler   

   Satırların Sayısı 2 
    Sütunların Sayısı 3 
  MTHFR C677T Genotip Dağılımı TT CT CC 

  Otizm 20 101 101 
  Kontrol 23 139 161 

Tablo 6. Kontrol ve OSB grubunda MTHFR C677T varyantı homozigot/heterozigot 
toplam genotip dağılımları 

P değeri ve istatistiksel önemi 
     Test Türü Ki-kare 

  Ki-kare değeri; df (serbestlik derecesi) 2.13; 1 
  z  1.459 
  P değeri 0.1444 
  P değeri özeti Ns (non-significant) 
  Bir ya da iki-yönlü İki Yönlü 
  İstatistiksel olarak anlamlı mı? (P < 0.05) Anlamsız 
Analiz Edilen Veriler TT+CT Hom+Het CC Normal Toplam 
  Otizm 141 81 222 
  Kontrol 185 138 323 
  Toplam 326 219 545 
Toplam Satır Yüzdesi TT+CT Hom+Het CC Normal 

   Otizm 63.51% 36.49% 
   Kontrol 57.28% 42.72% 
 Toplam Sütun Yüzdesi TT+CT Hom+Het CC Normal 
   Otizm 43.25% 36.99% 
   Kontrol 56.75% 63.01% 
 Genel Toplam Yüzdesi TT+CT Hom+Het CC Normal 
   Otizm 25.87% 14.86% 
   Kontrol 33.94% 25.32% 
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4.3. PSPH Geninde Nadir Varyant Taraması 

TÜBİTAK 116S301 no’lu proje kapsamında hizmet alımı yoluyla elde edilen veriler 

doğrultusunda MTHFR C677T varyantını homozigot olarak taşıyan 20, heterozigot olarak 

taşıyan 101 OSB’li birey tespit edildi. Bu homozigot 20 bireyde PSPH geninin tüm 

kodlayan ekzonları Sanger dizilemeyle tarandı. PSPH geni üzerinde herhangi bir değişim 

gözlemlenmedi. MTHFR C677T varyantını heterozigot olarak taşıdığı tespit edilen 101 

OSB hastasında PSPH geninin yalnız 4. ve 5. ekzonları dizilendi. Çünkü bu ekzonlar 

PSPH genindeki en sık gözlenen (MAF ≥ 0,01) 7 yaygın missens varyantın (rs78067484, 

rs200442078, rs79321413, rs79451216, rs78599516, rs74445297, rs77329757) bulunduğu 

ekzonlardı. Bu varyantların 121 OSB ve 125 kontrol grubundaki durumunu belirlemek 

istedik. Dizileme sonucunda 101 OSB hastamızın bu varyantlar yönünden referans 

(normal) dizilere sahip oldukları görüldü. Bu nedenle kontrol grubunda dizileme 

yapılmadı. 

4.4. PHGDH Geninde Nadir Varyant Taraması 

TÜBİTAK projesi kapsamında PHGDH geni üzerindeki bütün varyantlar yeni nesil 

hedefli dizileme yöntemi ile araştırıldı. Üç farklı OSB’li bireyde biri yeni olmak üzere iki 

farklı SNV tespit edildi. Tespit edilen varyantlar Sanger dizileme metodu ile bu çalışma 

kapsamında doğrulandı (Şekil 9-11).  Bu varyantların ilki (yeni) c.141C>G; p.D47E 

varyantıdır ve bu değişimin de novo olarak ortaya çıktığı anlaşılmaktadır (Şekil 9). Diğer 

iki bireyde ise aynı varyant olan c.1559C>A; p.A520E değişimi (rs151275800) gözlendi 

(Şekil 10,11). 
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Şekil 9. OT_56’nolu ailede PHGDH geninde gözlenen c.141C>G; p.D47E de novo 

değişimin kromatogramı. Üst panel; heterozigot mutant çocuk, orta panel; 
homozigot normal anne, alt panel; homozigot normal baba 
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Şekil 10. OT_79’nolu ailede PHGDH geninde gözlenen c.1559C>A; p.A520E değişimi 

kromatogramı. Üst panel; heterozigot çocuk, orta panel; homozigot normal anne, 
alt panel; heterozigot baba 
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Şekil 11. OT_143’nolu ailede PHGDH geninde gözlenen c.1559C>A; p.A520E değişimi 

kromatogramı. Üst panel; heterozigot çocuk, orta panel; homozigot normal anne, 
alt panel; heterozigot baba 
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PHGDH geninde gözlenen bu üç varyantı taşıyan bireylerdeki MTHFR C677T ve 

A1298C varyantlarının durumu Tablo 7’de gösterilmiştir. 

Tablo 7. PHGDH geninde değişim gözlenen hastalarda MTHFR varyantları genotip 
dağılımları 

Değişim Gözlenen 
Aileler 

PHGDH’da 
Gözlenen Değişim MTHFR C677T MTHFR A1298C 

OT_56/Proband c.141C>G; p.D47E Heterozigot  
Mutant Normal 

OT_143/Proband c.1559C>A; p.A520E Homozigot  
Mutant Normal 

OT_79/Proband c.1559C>A; p.A520E Heterozigot  
Mutant 

Homozigot  
Mutant 

4.5. Görülen Değişimlerin In Silico Mutasyon Analizleri 

Tanımlanan missens mutasyonların, olası fonksiyonel sonuçlarını tahmin etmek 

için Mutation Taster, Polyphen-2 ve SIFT programları kullanıldı. Ayrıca, c.141C>G 

değişimi spilice bölgeye çok yakın olduğu için ilgili değişimin pre-mRNA kırpılmasına 

olası potansiyel etkisini tahmin etmek için Human Splicing Finder programı kullanıldı. 

4.5.1. c.141C>G; p.D47E Değişiminin Mutation Taster, PolyPhen-2 ve Human 

Splicing Finder Tahminleri Analizi 

c.141C>G; p.D47E değişiminin analizi için 3 farklı tahmin programı kullanıldı. 

Mutation Taster programı ilgili değişimi zararlı olarak vermiştir (Şekil 12). PolyPhen-2 

programı öncelikle değişen amino asitlerin evrimsel korunmuşluğunu, protein üzerindeki 

konumunu ve kimyasal özelliklerini dikkate alarak tahminde bulunmaktadır. Buna göre 

ilgili değişimin zararsız olduğunu tahmin etmiştir (Şekil 13). Human Splicing Finder 

programı özellikle değişen nükleotidin kriptik (gizli) splicing alıcı veya verici bölge 

oluşturup oluşturmadığı ve ESS (Exonic Splicing Silencers), ESE (Exonic Splicing 

Enhancers) şeklindeki korunmuş bölgeleri değiştirip değiştirmediği gibi parametreleri 

dikkate alan ve buna göre tahmin yapan bir programdır (141). Bu bilgiler ışığında ilgili 

değişimin büyük ihtimalle gizli kırpılma alıcı bölge yaratarak pre-mRNA’nın kırpılmasının 

bozulduğunu tahmin etmiştir (Şekil 14). 
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Şekil 12. PHGDH geni üzerinde tespit edilen c.141C>G; p.D47E varyasyonunun olası 

fonksiyonel etkisinin Mutation Taster programı ile analizi 

 
Şekil 13. PHGDH geni üzerinde tespit edilen c.141C>G varyasyonunun olası fonksiyonel 

etkisinin PolyPhen-2 programı ile analizi 
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Şekil 14. PHGDH geni üzerinde tespit edilen c.141C>G varyasyonunun splicing üzerine 
olası etkisinin Human Splicing Finder programı ile analizi 

4.5.2. c.1559C>A; p.A520E Değişiminin Mutation Taster, PolyPhen-2 ve Human 

Splicing Finder Tahminleri Analizi 

PHGDH üzerinde bulduğumuz c.1559C>A; p.A520E (rs151275800) değişiminin 

analizi için 3 farklı tahmin programı kullanıldı. Analiz tahmini yapmadan önce ilgili 

değişimin All-SNP150 (142) veri bankasında olması dolayısıyla görülme sıklığı ve 

popülasyonlardaki allel frekansları incelenmiştir. Bu amaçla gnomAD (143) veri 

bankasındaki nörolojik hastalığı olmayan 114.704 bireye ait veriler incelenmiştir (Tablo 8). 

Tablodan da görüleceği üzere, ilgili varyantın (A alleli) görülme sıklığı toplamda 0.0009 

olarak son derece nadir olduğu anlaşılmaktadır. Üstelik Doğu Asyalılar ve Finliler arasında 
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hiç görülmediği de anlaşılmaktadır. Ülkemize ait veri tabanı bulunmadığı için ülkemizde 

ne kadar sık görüldüğü hakkında fikrimiz bulunmamaktadır. 

Tablo 8. c.1559C>A değişiminin popülasyon frekansları (A allelinin görülme sıklığı) 
(143) 

Popülasyon Allel Sayısı Toplam Allel 
Sayısı 

Homozigot 
Sayısı Allel Frekansı 

Ashkenazi Jewish 49 6456 0 0.007590 

Other 8 5596 0 0.001430 

Latino 41 31078 1 0.001319 

African 24 19602 0 0.001224 

South Asian 30 30608 1 0.0009801 

European (non-Finnish) 69 103132 0 0.0006690 

East Asian 0 14976 0 0.000 

European (Finnish) 0 17898 0 0.000 

Toplam 221 229346 2 0.0009636 

Yapılan analizlerde Mutation Taster ve PolyPhen-2 ilgili değişimi zararsız verirken, 

Human Splicing Finder programı pre-mRNA kırpılmasının bozulabileceğine yönelik 

tahminlerde bulunmuşlardır (Şekil 15-17). 
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Şekil 15. PHGDH geni üzerinde tespit edilen c.1559C>A; p.A520E varyasyonunun olası 

fonksiyonel etkisinin Mutation Taster programı ile analizi 

 
Şekil 16. PHGDH geni üzerinde tespit edilen c.1559C>A; p.A520E varyasyonunun olası 

fonksiyonel etkisinin PolyPhen-2 programı ile analizi 
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Şekil 17. PHGDH geni üzerinde tespit edilen c.1559C>A; p.A520E varyasyonunun 

splicing üzerine olası etkisinin Human Splicing Finder programı ile analizi 

4.5.3. D-3-fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH) proteini üzerindeki post translasyonel 

modifikasyonlar 

PHGDH geni c.1559C>A; p.A520E varyasyonunun proteinin PTM’ye uğrayan 

amino asit rezidülerinden biri üzerinde olup olmadığını tespit etmek için ilgili proteinin 

protein data bank (PDP) veri bankasındaki (144) PTM verileri incelenmiştir (Şekil 18, 19). 

Buna göre, 522. pozisyondaki lizin (K) rezidüsünün ubiqutinasyona uğradığı 

görülmektedir (Şekil 19). İlgili rezidüden 2 amino asit önce bulunan ve değişime uğramış 

olan alanin (A) rezidüsü ubiqutinasyon motifi üzerinde yer aldığı için önemli olabilir. 
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Şekil 18. D-3-fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH) proteini üzerindeki post translasyonel 

modifikasyonlar (PTM). Mavi renk fosforilasyon, yeşil asetilasyon, kahverengi 
ubiqutinasyon ve gri renk diğer PTM’leri göstermektedir (145) 

 
Şekil 19. D-3-fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH) protein sekansında 522. pozisyondaki 

Lizin amino asitinin ubiqutinasyonu (145) 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Otizm Spektrum Bozukluğu çocukluk çağının başlarında ortaya çıkan, bir grup 

nörogelişimsel bozukluktur. OSB her ne kadar geniş bir semptom dizisiyle 

ilişkilendirilebilse de OSB tanısı için iki ana kriter esas alınmıştır. Bu kriterlerden ilki 

sosyal iletişim ve etkileşimde yetersizlik, diğeri ise sınırlı ve tekrarlayan davranışların 

gözlemlenmesidir (1). ABD Hastalık Kontrol Merkezi’nin 2014 yılı raporunda 1/68 olarak 

verdiği tahmini OSB prevalansını (146) 2018 yılı raporuna göre %15 artışla 1/59’a 

çıkardığı görülmektedir (2). OSB prevalansındaki bu dramatik artışın nedenleri 

araştırmacılar tarafından yoğun şekilde tartışılmaktadır. Bu tartışmalar çocuk sahibi olma 

yaşının gittikçe artmasından (özellikle baba yaşı) çevresel kirleticilere maruz kalmaya ve 

OSB tanı kriterlerinin geniş bir skalaya çekilmesinden toplumsal farkındalığın artışına 

kadar geniş bir nedenler zincirini kapsamaktadır (147–149).  

OSB’nin etiyolojisi ile ilgili bilimsel görüşler başlıca iki konu üzerine 

yoğunlaşmaktadır. Bunlardan biri çevresel faktörler (hamilelikte beslenme, geçirilmiş 

enfeksiyonlar, kimyasallara maruziyet, kullanılan ilaçlar, vb.) diğeri ise genetik nedenler 

olarak göze çarpmaktadır (150, 151). Bununla birlikte OSB’nin etiyolojisinin 

anlaşılmasındaki en büyük engellerden biri, hastalığın yüksek oranda klinik ve genetik 

heterojenite göstermesi ve buna bağlı olarak güvenilir biyolojik (radyolojik, biyokimyasal, 

genetik, vb.) belirteçlerin olmamasıdır (152, 153). OSB’nin tanısında ve takibinde 

kullanılabilecek biyolojik belirteçlerin araştırılmasında özellikle hastaların serum, beyin-

omurilik sıvısı (BOS) ve idrar gibi vücut sıvılarına yönelik biyokimyasal analizler başta 

gelmektedir. Hastalar ve eşlenmiş kontrollerde yapılan biyokimyasal analizlerde birtakım 

metabolitlerin OSB’lilerde kontrollere göre serum düzeylerinin anlamlı derecede farklı 

olduğunu belirten araştırmalar bulunmaktadır (111, 154, 155). Bu araştırmalarda özellikle 

TKM’nin ara ürünlerinin (Hcy, folat, SAM, sistatyonin, redükte glutatyon, vb.) farklılığı 

dikkat çekmektedir. Bu nedenle özellikle tek karbon reaksiyonları dizisinde görevli 

enzimler/genler üzerindeki varyasyonların OSB etiyolojisindeki rolü yoğun bir şekilde 

araştırılmaktadır (75, 111, 153–157). MTHFR enzimi, TKM’deki üç reaksiyon dizisinin 

(folat-metiyonin döngüsü, transsülfürasyon ve transmetilasyon) odağında yer alan kritik bir 

enzimdir (118). Folat, aminoasit metabolizması, DNA metilasyonu, pürin ve pirimidin 

sentezi ve trans-sülfürilasyon yolağı gibi birçok biyokimyasal işlemde önemli bir 

moleküldür (158, 159). MTHFR C677T varyantının, başta nöral tüp defekti olmak üzere 
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(160), kardiyovasküler hastalıklar (161), kanser (162) ve OSB’nin de içinde olduğu birçok 

nöro-gelişimsel/nöro-dejeneratif hastalıkta (163, 164) bir risk faktörü olduğu çok sayıda 

araştırmada belirtilmektedir (165). Ancak, OSB için bir risk faktörü olup olmadığı 

konusunda birbirinden farklı sonuçlar göze çarpmaktadır. Bazı çalışmalarda risk faktörü 

olduğu belirtilirken (80, 114, 115), bizim ülkemizin de aralarında olduğu (117) diğer 

çalışmalarda ise kontrol grubuyla anlamlı bir fark olmadığı belirtilmektedir (75, 116, 166). 

 MTHFR C677T varyantına bağlı olarak enziminin azalmış aktivitesi, düşük 5-metil 

THF seviyesine ve böylece Hcy’nin daha az 5-metil THF ile reaksiyona girmesine, 

dolayısıyla da plazma Hcy düzeyinin artışına neden olduğu düşünülmektedir (Şekil 2, 3 ve 

5) (75, 167). Yüksek plazma Hcy seviyeleri diğer hastalıkların yanında, OSB de dahil 

birçok nörogelişimsel/nörodejeneratif hastalığın patofizyolojisi ile ilişkilendirilmiştir (168, 

169). Bu çalışmada, MTHFR C677T varyantının tek başına ve L-serin biyosentezinde 

görev alan iki kritik genle (PHGDH ve PSPH) birlikte OSB için bir risk faktörü olup 

olmadığı sorusuna cevap aranmıştır. Buna göre, OSB ve kontrol grubu arasında MTHFR 

C677T allel dağılımı ve genotip dağılımları bakımından anlamlı bir fark bulunamadı 

(Tablo 4, 5 ve 6). MTHFR C677T alleli bakımından bizim bulduğumuz sonuçlar Romanya, 

Güney Brezilya, İran ve ülkemizde yapılan çalışmaların (75, 116, 117, 166) sonuçları ile 

uyumludur. MTHFR C677T varyantını homozigot olarak taşıyan 20 OSB’li bireyde PSPH 

geninin tüm kodlayan ekzonları, heterozigot olarak taşıyan 121 OSB’lide yaygın 

(MAF>0,01) missense 7 varyantın bulunduğu 4. ve 5. ekzonları Sanger dizilemeyle 

araştırıldı. Veri bankalarında bu varyantların MAF değerleri 0,04-0,20 aralığında 

verilmektedir. İlginç bir şekilde taranan OSB’lilerin tamamında varyantların olduğu 

pozisyonlarda referans alleller bulunmaktaydı. Buradaki amacımız OSB’li bireylerde tespit 

edeceğimiz ilgili varyantların frekansının kontrol grubu ile karşılaştırıldığında farklı olup 

olmadığını tespit etmekti. Böylece bu allellerin OSB’ye bir etkisinin olup olmadığını test 

etmeyi düşünmekte idik. Bütün taranan OSB’lilerde referans alleller olduğu için kontrol 

grubu çalışılmamıştır. 

De novo L-serin biyosentezinde ilk basamakta yer alan PHGDH geninin tüm 

kodlayan ekzonları hizmet alımı yöntemiyle yeni nesil hedefli dizileme ile çalışıldı. Üç 

OSB hastasında bu gen üzerinde patolojik olabilecek iki adet nadir SNV tespit edilmiştir. 

Bu varyantlardan ilki hasta bireyde heterozigot olarak bulunan c.141C>G; p.D47E 

değişimi idi (Şekil 9). Diğer iki bireyde aynı c.1559C>A; p.A520E değişimi (Şekil 10-11) 
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heterozigot olarak görülmüştür. PHGDH geni üzerinde bulduğumuz yeni ve nadir DNA 

varyantlarının olası fonksiyonel etkileri Mutation Taster, PolyPhen-2 ve Human Splicing 

Finder gibi tahmin programları kullanılarak analiz edilmiştir. Buna göre de novo olarak 

oluşan ve literatürlerde olmayan p.D47E varyantı büyük ihtimalle zararlı (fonksiyon 

kaybettirici) bir değişim olarak değerlendirilmiştir. Çünkü ilgili varyant intron/ekzon 

sınırındaki ilk kodonun üçüncü nükleoitidini değiştirmekteydi. Human Splicing Finder 

programı bu değişimin splicingi büyük ihtimalle bozduğu tahmininde bulunmaktadır (Şekil 

14). Ayrıca, Mutation Taster programı da patolojik olarak skorlamıştır (Şekil 12). Ancak, 

ilgili değişimin net bir şekilde değerlendirilebilmesi için hastaya ait mRNA üzerinde 

çalışılması gerekmektedir. Diğer bir alternatif de mini-gen yöntemiyle ilgili değişimin 

analiz edilmesidir (170–172). Ancak bu çalışmaları, kontrol grubunda PHGDH geni tüm 

ekzon dizilemelerinin sonucunda patolojik olabilecek DNA varyantları görmediğimizde 

yapmayı düşünmekteyiz. Çünkü, ancak o zaman ilgili varyantın OSB patolojisinde bir 

etkisinin olma ihtimali ortaya çıkacaktır. Diğer değişim (c.1559C>A; p.A520E) için de 

mutasyon tahmin araçlarının verdiği skorlar analiz edilmiştir (Şekil 15-17). Buna göre, 

Mutation Taster ve PolyPhen-2 ilgili değişimi nötral olarak skorlarken, Human Splicing 

Finder splicingi bozabileceği yönünde tahminde bulunmuştur (Şekil 17). Veri 

bankalarından (173) ilgili değişimin proteininin (PGDH) hangi bölgesine geldiğini 

araştırdığımızda, değişimin karboksi (COO-) ucunda yer aldığını görmekteyiz (Şekil 18). 

Bu bölge proteinin katalitik domeininin dışında yer almakta ve proteinin katalitik 

aktivitesinde bir değişime neden olması beklenmemektedir.  Ancak, ilgili değişimin 

proteinin stabilitesine ve protein-protein etkileşimine olası etkisini araştırdığımızda değişen 

aminoasidin (A) ubiqutinasyona uğrayan K rezidüsüne çok yakın olması, ubiqutinasyon 

yapan protein makinesinin (E2 ve E3 ubiqutin ligaz sistemi) tanıma motifinin bozulmasına 

ve proteinin stabilitesi ve turn-overına etkisi olabilileceğini düşündürmektedir (Şekil 19). 

Nitekim, Fosfogliserat Dehidrojenaz defektine neden olduğu gösterilmiş olan V490M 

(rs121907987) missens değişimi de katalitik bölge dışında ve proteinin karboksi COO-) 

ucuna yakın bir yerde yerleşiktir (174–176). Biz p.A520E değişiminin tek başına 

homozigot ya da heterozigot olarak patolojik olduğunu düşünmemekteyiz. Nitekim Tablo 

8’den de görüleceği üzere nörolojik hastalığı bulunmayan iki bireyde ilgili değişimin 

homozigot olarak bulunduğu anlaşılmaktadır. Ancak, bu bireylerde MTHFR geni C677T 

ve A1298C değişimlerinin ne durumda olduğuyla ilgili bir veri bulunmamaktadır. Bu 

değişimi taşıyan OSB hastalarında aynı zamanda MTHFR C677T ve A1298C 
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varyantlarının homozigot mutant olmalarının (Tablo 7) kombine etkiyle OSB’ye yatkınlık 

meydana gelmiş olabilir. Bizim sağlıklı popülasyonumuza ait DNA referans verilerimiz 

olmadığı için bu değişimin epidemiyolojik olarak sıklığını bilmemekteyiz. Veri 

bankalarında verildiği üzere çok nadir bir değişim olması (Tablo 7) görece yeni oluşan bir 

varyant olduğunu göstermektedir. Bu şekildeki çok nadir varyantların görülme sıklığı 

toplumlar arasında çok farklı olabilmekte ve bu da veri bankalarındaki değişimlerin olası 

etkilerini tahmin etmede zorluklara neden olmaktadır (177–180). Biz de bu nedenle 

hipotezimizi test etmek için MTHFR C677T varyantını homozigot/heterozigot taşıdığını 

tespit ettiğimiz 125 kontrol grubunda PHGDH geni varyantlarını yeni nesil hedefli 

dizileme ile taramaya karar verdik. Otizm Spektrum Bozukluğu hastaları için dizi hizmeti 

aldığımız firmaya 125 kontrole ait DNA örnekleri gönderilmiştir. Ancak, bu tez yazım 

aşamasında olduğundan ve henüz sonuçlar tamamlanmadığı için değerlendirme 

yapılamamıştır. 

OSB tek bir hastalık değil semptomlar ve sendromlar yelpazesinin bir arada olduğu 

oldukça heterojen bir grup bozukluğa verilen ortak tanımlama/sınıflandırmadır (181). 

Dolayısıyla genetik ve klinik olarak çok farklı alt grupları olması doğal ve beklenen bir 

durumdur. OSB ile ilgili genetik/biyokimyasal çalışmalar ilerledikçe ve daha fazla genetik 

etiyoloji tanımlandıkça, daha önce aynı şemsiye altında değerlendirilen Rett sendromunun 

(MECP2) bu gruptan ayrılmasında olduğu gibi diğer alt tiplerin tanımlanması ve ayrı bir 

grup olarak değerlendirilmesi büyük bir ihtimal olarak görülmektedir (17, 182–184). 

Dolayısıyla, OSB’ye yatkınlık sağlayan (yakalanma riskini önemli oranda artıran) nadir ya 

da yaygın genetik varyantların veyahut bunların kombinasyonlarının, ortaya koyulması 

kanımızca oldukça yararlı bilgilerin bu alana kazandırılmasına vesile olacaktır. Bu 

çalışmada, bildiğimiz kadarıyla literatürde ilk kez, L-serin biyosentezinde fonksiyon yapan 

PSPH ve PHGDH genlerindeki nadir/yaygın DNA varyantlarının MTHFR C677T varyantı 

ile kombine etkisinin OSB’nin genetik etiyolojisi üzerindeki olası rolü epidemiyolojik 

olarak araştırılmıştır. Referans veri bankalarında (UCSC gibi) PHGDH geni üzerinde 

frekansı 0.01’den fazla olan yaygın missens değişimlere rastlanmamıştır. PSPH geni 

üzerinde bu veri bankalarında verilmiş olan yaygın değişimler de bizim OSB grubumuzda 

(MTHFR C677T alleli ile) bulunamamıştır ve dolayısıyla etkileri kontrol grubuyla 

karşılaştırılarak değerlendirilememiştir. Yalnız, PHGDH geni üzerinde hedefli yeni nesil 

dizilemeyle bulunan ve bizim çalışmamızda Sanger dizilemeyle doğrulanan, 

ebeveynlerdeki durumu analiz edilen yeni ve nadir DNA varyantları oldukça dikkat çekici 
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bulunmuştur. Bu çalışmanın başlamasına vesile olan OT_49 ailesindeki PHGDH geninde 

kırık tespit ettiğimiz OSB’li bireyi de dahil edersek (bu bireyde MTHFR C677T varyantı 

homozigot idi) toplam 4 OSB hastasında MTHFR C677T ve A1298C varyantlarının 

kombinasyonu (Tablo 7) oldukça ilginç görülmektedir. Bu durumun tamamen şans 

faktörleriyle de olabileceği göz önüne alınırsa, biyoistatistiksel olarak anlamlı olup 

olmadığını test etmek için kontrol grubumuzdaki bu değişimlerin niteliği önem arz 

etmektedir. Kontrol grubundan alacağımız veriler çalışmamızın bundan sonraki sürecini 

etkileyecektir. Anlamlı sonuçlara ulaşmamız durumunda daha fazla OSB ve kontrol 

gruplarıyla, öncelikle epidemiyolojik olarak çalışmayı ilerletmeyi düşünmekteyiz. 

Bağımsız gruplarda anlamlı sonuçların alınması ilgili genlerle fonksiyonel çalışmalar 

yapmamızın da kapısını aralayacaktır. 

Sonuç olarak MTHFR, PHGDH ve PSPH genleri üzerindeki nadir /yaygın DNA 

varyantlarının OSB’nin etiyolojisinde bir risk faktörü olup olmadığını araştırdığımız bu 

çalışmada, MTHFR C677T varyantının OSB ve kontrol grubu arasında hem allel frekansı 

hem de genotip dağılımları yönünden istatistiksel olarak anlamlı derecede farklı olmadığını 

tespit ettik. Bu sonuç MTHFR C677T varyantının tek başına OSB riskini arttırmadığını 

belirten çalışmalarla uyumludur. Bununla birlikte, toplam 4 OSB hastasında PHGDH geni 

varyasyonları ve MTHFR C677T/A1298C varyantlarının kombinasyonu oldukça ilginç ve 

önemli olabilecek veriler sunmaktadır. Bu kombinasyonun istatistiksel olarak anlamlı olup 

olmadığını test etmek için kontrol grubunda yapacağımız dizileme çalışmasının sonuçları 

önem arz etmektedir. 
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