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1. OZET
Otizm Spektrum Bozukluklarinin Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB); sosyal, iletisimsel ve biligsel gelisimde
geriliklerin gorildigi néropsikiyatrik bir bozukluktur. OSB sik goriilen genetik temelli
noropsikiyatrik bozukluklardan biri olup goriilme sikligr yaklasik %1°dir. OSB
etiyolojisinde kromozomal anomaliler, kopya sayist degisiklikleri (CNV) ve tek gen
mutasyonlart énemli bir yer tutmaktadir. Kromozamal anomalilerin OSB olgularinin
%3-12’sinde tabloya eslik ettigi gosterilmistir. Kromozomal diizensizlik ve CNV’lerin
etkiledigi genlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalardan yola ¢ikilarak bugiine kadar

10°dan fazla gen OSB ile iliskilendirilmistir.

Bu calismada otizmin genetik etiyolojisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda, DSM-IV tani kriterlerine gore OSB tanist konulan ve Childhood Autism
Rating Scale (CARS) odlgegine gore siddet degerlendirmesi yapilmis olan 185 hastada

periferik kandan konvansiyonel sitogenetik analiz yapilmistir.

Calismaya dahil edilen 185 hastadan 131’inin karyotipi belirlenirken 54’tinde
kromozom analizi i¢in yeterli metafaz edilemedi. Karyotip analizi sonucunda iki
hastada, “22q13.31-gter” delesyonu gozlenmis olup kromozomun bu bolgesi mutasyon
ve delesyonlarinin OSB’ye neden oldugu bilinen SHANK3 genini icermektedir. Iki
hastada dengeli translokasyon 46,XY,t(1;5)(p12;p15) ve 46,XY,1(1;9)(q22;934)
gozlenirken bir hastada 46,XY,4(p14+?) karyotipi, bir hastada 46,XYqh+,15p+,18p-
karyotipi ve bir hastada da sayisal anomali 47,XY,+21 goriildi. On dokuz hastada ise
saglikli populasyonda da siklikla gozlenen ve herhangi bir fenotip ile

iliskilendirilmemis olan ¢esitli kromozomal polimorfik degisiklikler gozlendi.

Sonug¢ olarak, yedi hastada (%5.3) OSB ile iliskili olabilecek kromozomal
anomali gozlendi. Literatiirle uyumlu olarak "22q13.31-gter" delesyonunun OSB’nin
etiyolojisinde 6nemli bir yere sahip oldugu goriildii. Gozlenen dengeli kromozomal
diizensizliklerin ise OSB ile iligkili yeni genlerin tanimlanmas: siirecinde kritik dneme
sahip oldugunu diisiinmekteyiz ve bu diizensizliklerdeki kirik bolgelerini tanimlamaya

yonelik ¢aligmalarimiz devam etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Otizm Spektrum Bozuklugu, Otizm, Kromozomal Anomali



2. SUMMARY

Investigation Of The Genetic Etiology Of Autism Spectrum Disorders

Autism spectrum disorders (ASD) is a neuropsychiatric disorder characterized by
social, communicative and cognitive developmental delays. ASD is one of the most
frequent inherited neuropsychiatric disorder with prevalence of about 1 %.
Chromosomal anomalies, copy number variations (CNV) and point mutations play
important role in the etiology of ASD. In about 3-12% of ASD patients chromosomal
rearrangements were shown and evaluation of these rearrangements revealed more than

10 genes associated with ASD.

In order to investigate the genetic etiology of ASD we applied conventional
cytogenetic analysis to 185 ASD patients who were diagnosed as ASD and further
ranked for the severity of disease according to DSM-IV diagnosis criteria and
Childhood Autism Rating Scale (CARS) respectively.

Here, we karyotyped 131 of 185 ASD patients. In 54 patients appropriate
metaphase plates for karyotyping could not be obtained. In two patients, deletion of
22913.31-qgter region including SHANK3 gene were found. While in two patients,
balanced translocation 46,XY,t(1;5)(p12;p15) and 46,XY,t(1;9)(q22;9034) were
observed, in one patient 46,XY ,4(p14+?) karyotype, in one patient 46,XYqh+,15p+,18p-
karyotype and in one patient numerical rearragement 47,XY,+21 were observed. In 19
patients various known polymorphic chromosomal changes which is frequently

observed in healthy population were seen.

Consequently, here we found seven (5.3%) different chromosomal anomalies that
might be related to ASD. Consistent with the literature, “22q13.31-qter” deletion has
important contribution to the etiology of ASD in our study. Both balanced
translocations were considered as critically important finding that might provide
remarkable opportunity to identify new genes associated with ASD. Therefore, our
studies that focus on determination of breakpoints of these rearrangements are still

going on.

Key words: Autism Spectrum Disorder, Autism, Chromosomal Anomaly



3. GIRIS ve AMAC

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), ii¢ yasindan dnce ortaya ¢ikan tekrarlayici ve
stereotipik davranislarin eslik ettigi, sosyal ve iletisimsel bozukluklarla karakterize,
heterojen bir grup nérogelisimsel hastaliktir (1). OSB, etiyolojisinde genetik, epigenetik
ve gevresel faktorlerin rol aldigi kompleks bir hastaliktir (2). OSB gibi kompleks
hastaliklar Mendeliyen hastaliklar gibi diizenli kaliim gdstermemektedir (2, 3).
Hastaligin kompleks kalitimi ve heterojenitesi genetik temelinin arastirilmasinin
oniindeki en oOnemli sorundur. Bu nedenle OSB’nin genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasinda ¢ok fazla mesafe kaydedilememistir. Kompleks hastaliklara yatkinlik
olusturan genlerin tanimlanmasinda, diizenli kalitim gosteren tek gen hastaliklarinda
oldugu gibi, baglanti analizi yonteminin kullanilmasi verimli olmamaktadir (4). Bu
hastaliklarin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasinda karyotip analizleri ile tanimlanan
kromozomal diizensizlikler, mikro-array tabanli kopya sayisi degisiklikleri (copy
number variations=CNV) c¢alismalar1 ve genom boyu iligkilendirme ¢alismalari
(GWAS) 6nemli yaklagimlar olmustur (4, 5). Bugiine kadar bir¢cok gen bu yontemlerle
OSB ile iliskilendirilmistir ve iliskilendirilmeye devam etmektedir (4). Kromozom
analizi bu ¢alismalar arasinda en kolay uygulanabilen ve etkin sonuca ulasilabilme sansi
olan yontemdir. OSB’nin gelisiminde rol aldigi gosterilen genlerin énemli bir kismi
kromozomal diizensizliklerden yola ¢ikilarak tanimlamistir (6). Giiniimiizde OSB’nin

etiyolojisinde aydinlatilmay1 bekleyen daha ¢ok sayida gen oldugu diisiinilmektedir.

Bu calisma, uzun siireli tedavi ve Ozel egitim gerektiren ve yasam kalitesini
siddetli bir sekilde diigiiren OSB’nin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasi siirecine katki
saglamay1 amaglamigtir. Bu amagla OSB tanis1 koyulmus hastalarda sorumlu genlerin
tanimlanmasma  katki  saglayacak kromozomal diizensizliklerin  belirlenmesi
hedeflenmistir. Calisma grubunda kromozomal diizensizlik bulunmasi durumunda bu
diizensizliklerin hangi genleri etkiledigini belirlemek iizere ileri molekiiler ¢aligmalar
planlanacaktir. Ayrica, konvansiyonel kromozom analizi yontemi ile kromozomal
diizensizlik goriilen ve goriilmeyen hastalardan ve bu hastalarin anne-babasindan,
ileride planlanacak olan mikro array teknolojisine dayali molekiiler yontemler ile kopya
sayist degisikligi ¢alismalarina alt yap1 saglamak iizere DNA 6rnegi arsivi olugturulmasi

planlanmistir.



4. GENEL BILGILER

Hastaliklarin biiyiik bir kisminin etiyolojisini genetik faktorler olusturmaktadir.
Genetik faktorlerin rol oynadig: hastaliklar, genetik materyalin etkilenme sekline bagl
olarak; i) kromozomal hastaliklar, ii) tek-gen hastaliklar1 ve iii) multifaktoriyel

hastaliklarlar olmak tizere ii¢ grup altinda degerlendirilmektedir (7).
4.1. Kromozomal Hastaliklar

Kromozom; genleri iizerinde tasiyan niikleik asit zincirlerinin proteinlerle
paketlenmesi ile olusan yapilardir. Normal bir insan somatik hiicresinde 2n=46 (diploid)
kromozom bulunur. Biitiin gebeliklerin yaklasik %7.5’inde, canli dogumlarin yaklasik
%0.6’sinda ve erken spondan disiiklerin %350-60’1nda kromozomal bozukluklar
goriilmektedir (8, 9). Kromozomal diizensizlikler, sayisal ve yapisal olmak iizere iki ana

baglik altinda incelenmektedir (8).
4.1.1. Sayisal Kromozom Anomalileri

Kromozomlarda sayisal diizensizlikler; bir hiicre i¢indeki kromozomlarin
sayisinin normalde olmasi gereken diploid sayidan (2n=46) farkli olmasi durumudur.
Sayisal kromozom degisiklikleri, haploid saymnin tam katlar1 olarak artmasi (poliploidi)
seklinde olabildigi gibi, bir veya birka¢ kromozomun artmasi ya da eksilmesi

(anoploidi) seklinde de olabilmektedir (9).

Poliploidilerin en sik gortilen tipleri triploidi (3n=69) ve tetraploidi (4n=96) olup

bu diizensizlikler genellikle erken donem diisiiklerle sonlanmaktadirlar (9).

Andploidiler, poliploidilere gore canli dogumlarda daha sik goriilmektedir.
Kromozomlarin 6nemli bir kisminin andploidik durumu yasamla bagdasmamaktadir.
Canli dogumlarda goriilen anoploidileri 47,XX,+21 (Down Sendromu), 45,X (Turner
sendromu), 47,XXY (Klinefelter sendromu), 47, XYY, 47,XXX (Trizomi X),
47,XY,+18 ve 47,XX,+13, olarak saymak miimkiindiir. Trizomi 18 ve trizomi 13 canl
dogumlarda goriilse bile ilk 1 yil i¢inde ¢oklu konjenital anomaliler (MKA) nedeniyle

kaybedilmektedirler. Trizomi 16 canli dogumlarda géziikkmemektedir (8).



4.1.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Yapisal kromozomal anomalileri, bir ya da daha fazla kromozomun yapisinda
meydana gelen diizensizlikleri ifade etmektedir. Yapisal anomaliler, genomik
materyalde artma ya da azalmaya neden olunmasi durumunda dengesiz yapisal
anomaliler olarak adlandirilirken, genetik materyalde artma ya da azalma olmamasi
durumunda dengeli yapisal anomaliler olarak aldlandirilmaktadir. Dengesiz yapisal
anomaliler; delesyon,  duplikasyon, halka kromozom, izokromozom, disentrik
kromozom bagliklari altinda incelenmektedir. Dengeli yapisal anomaliler ise inversiyon,

translokasyon basliklar1 altinda incelenmektedir (8).
4.1.2.1. Dengesiz Yapisal Anomaliler:

Genomik materyalde artma veya azalmaya neden olan diizensizlikler dengesiz
yapisal anomaliler olarak adlandirilir. Kromozomun bir kismimin kaybi dolayisiyla
kromozom dengesizligi olusuyorsa bu duruma delesyon denir. Eger kaybin olustugu
kirilma noktast kromozomun ug¢ kisminda ise terminal delesyondan, kromozomda
olusan kirik sonucunda kopan parga aradan ¢iktiktan sonra geriye kalan yapigkan
uclarin yeniden kaynasmasi ile bir delesyon olusmus ise interstisiyel delesyondan sz
edilmektedir (8, 10). Bir baska dengesiz yapisal anomali olan duplikasyonlarda ise
normalde tek kopya olan kromozomun belli bir bolgesinde kendini tekrar etme so6z
konusudur (8, 10). Kromozomun her iki kolunun uglarinda kopma meydana geldiginde
bu bolgelerin yapiskan hale gecgerek birlesmesiyle halka kromozomlar meydana
gelmektedirler (8, 10). Dengesiz yapisal anomalilerden olan diger bir kromozomal
diizensizlik, sentromerlerin boyuna boliinmek yerine enine béliinmesi sonucunda kalan
parcanin kendini duplike etmesiyle meydana gelen izokromozomlardir (8, 10).
Sentromeri bulunan iki kromozom pargasinin sentromeri bulunmayan pargalarini
kaybederek u¢ uca eklenmeleriyle olusan, nadir goriilen bir kromozom diizensizligi olan

disentrik kromozomlar da dengesiz yapisal anomalilerdendir (8, 10).
4.1.2.2. Dengeli Yapisal Anomaliler

Dengeli yapisal anomaliler, kromozom iizerinde herhangi bir parca kaybina neden
olmayan diizensizliklerdir. Dengeli yapisal anomalilerden olan translokasyonlar, bir
kromozomdan kopan parcanin baska bir kromozoma yerlesmesi olay1 olup bu siirecte

genetik materyal kaybi yok ise dengeli, aksine parga kaybi1 var ise dengesiz



translokasyon s6z konusudur (8, 10). Dengeli translokasyonlar, kopan pargalarin
karsilikli yer degistirmesi ile olusmaktayken; dengesiz translokasyonlar, akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarinin kaybolmasi, uzun kollarinin birlesmesi sonucu meydana
gelmektedirler (8, 10). Dengeli yapisal anomalilerin diger tiiri olan inversiyonlar, bir
kromozoma ait bir segmentin ters donerek tekrar ayni kromozoma eklenmesiyle olusan
kromozom anomalileridir. (8). Etkilenen kromozom pargasi sentromeri igeriyor ise

perisentrik, sentromer igermiyor ise parasentrik olarak tanimlanmaktadirlar (10).
4.2. Tek-Gen Hastaliklar:

Tek gen hastaliklari, mendeliyen kaliim kalib1 gosteren hastaliklar olup, bu tip
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi i¢in tek bir genin bozulmasi yeterlidir. Farkli lokuslardaki
genlerin aymi hastaliga neden oldugu durumlar da vardir. Bu durumda lokus
heterojenitesi s6z konusudur. Bununla birlikte ayni lokustaki farkli alleller aym
hastaliga da neden olabilmektedir ve bu durum da allelik heterojenite olarak

adlandirilmaktadir (8, 11).
4.2.1. Tek Gen Kalitim Sekilleri

Hiicrelerde bir ¢ift olarak bulunan genler bir sonraki kusaga, anne ve babadan
birer allel olacak sekilde aktarilir. Bir bireyin, birbirinin aynist bir ¢ift allele sahip
olmast durumu homozigotluk, bir normal bir mutant allele sahip olmast durumu
heterozigotluk, iki farkli mutant allel tasimasi durumu da kompound (bilesik)
heterozigotluk olarak adlandirilir. Bu terimler hem bireyler i¢cin hem de genotip igin

kullanilmaktadir (8, 11).

Tek gen hastaliklariin kalitim kalib1 iki 6nemli faktére baghdir. Bunlar; a) gen
lokusunun otozomal veya cinsiyet kromozomlarinda lokalize olmasi ve b) 6zelligin
dominant veya resesif olmasi. Buna bagl olarak tek gen hastaliklarinin kalitima;
otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli dominant ve X’e bagh resesif olmak

tizere dort farkli gruba ayrilmaktadir (8, 11).
4.2.2. Otozomal Dominant Kalitim

Hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in mutasyonun tek bir allelde tasinmasi yeterlidir.
Hastalik cinsiyet ayrimi yapmaz ve hasta bir bireyin ¢ocugunun hasta olma olasiligt

%50’dir. Hastalik kusak atlamadan kalitilir. Ancak mutant allelin taginmasina ragmen



hastaligin fenotipe yansitilmadigi halde hastaligin bir sonraki kusakta ortaya g¢iktigi

durumlar da vardir. Bu durum penetrans eksikligi olarak adlandirilir (8, 11).
4.2.3. Otozomal Resesif Kalitim

Bu tip kalitim kalib1 gdsteren genetik 6zellikler hem anneden hem de babadan
gelen mutant genin ¢ocukta bir araya gelmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Yani 6zelligin
fenotipe yansimasi i¢in her iki allelin de mutant olmas1 gerekmektedir. Akraba
evliliklerinin sik oldugu toplumlarda bu tip 6zelliklerin ortaya ¢ikma ihtimali daha
yiiksektir. Hastalik cinsiyet ayrimi yapmaz. Tasiyict bir anne ve tasiyict bir babanin
cocuklarinin hasta olma olasiligi %25’dir. Aile agacinda, akrabalik hikayesi ve tek bir
kusakta birden fazla hasta bireyin goriilmesi otozomal resesif kalitim1 desteklemektedir
(8, 11).

4.2.4. X’e Bagh Resesif Kalitim

Disilerde iki adet X kromozomu oldugu icin genetik Ozelligin tek bir X
kromozomunda taginmasi fenotipe yansimasi igin yeterli degildir. Ancak bu bireyler
tasiyict olurlar. Fakat ¢ok nadir de olsa disilerde aktif olan X kromozomundaki bir
gende mutasyon olmasi durumunda ortaya ¢ikan genetik Ozellikler de bulunmaktadir.
Erkekler ise bir X ve bir de Y kromozomu tasimaktadirlar. Erkeklerde X
kromozomunda mutant bir genin bulunmasi halinde, s6z konusu genin fonksiyonunu
dengeleyecek ikinci bir X kromozomu bulunmadigi i¢in 6zellik fenotipe yansir.
Boylelikle bu kalitim kalibinda genellikle erkeklerde hastalik fenotipe yansirken, disiler
ise normal fakat tagiyicidir (8, 11).

4.2.5. X’e Bagh Dominant Kalitim

Bu sekilde kalitilan 6zelliklerde X kromozomundaki allellerden sadece birinin
mutant olmasi 6zelligin ortaya ¢ikmasi icin yeterlidir. X’e bagl resesif kalittmdan farkli
olarak heterozigot disilerde o6zellik fenotipe yansir. Ozellik erkeklerde hemizigot
durumda ortaya ¢ikarken, disilerde heterozigot durumda ortaya ¢ikar. X inaktivasyonu
disilerde genetik 6zelligin siddetinin daha hafif olmasina neden olur. Ozelligin ailesel
gecisi tamamen otozomal dominant kalitima benzer, tek fark hasta erkeklerin erkek
cocuklarinda hastaligin goriilmeyisidir. Hasta annenin ¢ocuklarinda hastaligin goriilme

riski %50 olmakla birlikte hastalik disi ve erkek ¢ocuklarda esit dagilim gosterir (8, 11).



4.2.6. Tek Gen Hastaliklarina Neden Olan Mutasyonlar

DNA molekiiliindeki kalict degisiklikler mutasyon, bu degisiklikler sonucu olusan
tirlinler mutant olarak adlandirilmaktadir. Tek gen hastaliklarina neden olan
mutasyonlar oldukga genis bir ¢esitlilige sahiptir. Tek bir niikleotidin degismesi sonucu
olusan mutasyonlar “niikleotid degisimleri”, bir veya daha fazla niikleotidin kaybolmasi
“delesyon”, artmasi ise “insersiyon” olarak adlandirilmaktadir. Splicing mekanizmasini
bozan mutasyon “splicing bolge mutasyonlar1” ve tekrar dizilerindeki artig1 ifade eden

“dinamik mutasyonlar” da tek gen mutasyonlarina 6rnek olarak verilebilir (11).
4.3. Multifaktoriyel Hastahiklar

Multifaktoriyel hastaliklar, genetik bozukluklar ile c¢evresel olumsuzluklarin
etkilesimi, birden fazla genetik bozuklugun birlikteligi veya birden fazla genetik
bozukluk ile ¢evresel etkilerin bir araya gelmesi sonucu olusmaktadir. Bu grup
hastaliklarda diizenli bir kalitim goriilmezken, hasta bir bireyin bulundugu bir ailede

ikinci bir bireyin hasta olma riski genel populasyona gore artis gostermektedir (11).
4.4, Otizm Spektrum Bozuklugu

Otizm Spektrum Bozuklugu, etkilesim ve iletisim alaninda belirgin gecikme ve
sapmalar goriilen, kisith ilgi alani ile karakterize ve genetik faktorlerin 6nemli rol

oynadig1 kompleks bir etiyolojiye sahip bir grup norogelisimsel bozukluktur (1).

1980’lerin baslarinda yapilan ¢alismalarla OSB’nin yiiksek kalitsallig1 ve bagka
genetik sendromlarla birlikteligi farkedilmistir (12). Otizm, 1980’de “infantil otizm”,
1987°de “otistik bozukluk™ ve giliniimiizde ise genellikle “otizm” ya da semsiye terim

“Otizm Spektrum Bozuklugu” olarak yeniden adlandirilmistir (13).

OSB, psikiyatrik siniflandirma sistemleri i¢inde ilk kez DSM-III (third edition of
the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)’te yerini almistir (1). DSM-
IV’te “Yaygin Gelisimsel Bozukluklar (YGB)” grubunda yer alan 5 noropsikiyatrik
bozukluktan biridir. Yaygin Gelisimsel Bozukluk (YGB), ii¢ yasindan once ortaya ¢ikan
tekrarlayic1 ve stereotipik davranislarin eslik ettigi, sosyal ve iletisimsel bozukluklarla
karakterize, heterojen bir grup norogelisimsel hastaliktir (14, 15). YGB, ICD-10
(Hastaliklarin Uluslararast Siniflamasi 10. baskisina) ve DSM-IV (Ruhsal Hastaliklarin

Tanisal ve Istatistiksel Kilavuzu, 4. baskisina) tam kriterlerine gore; Otistik Bozukluk



(OMIM# 209850), Asperger Sendromu (OMIM# 608638), Rett Sendromu (OMIM#
312750) Cocukluk Cagi Dezintegratif bozuklugu ve Baska Tiirlii Adlandrilamayan
Yaygin Gelisimsel Bozukluk (YGB-BTA) olmak lizere bes alt gruba ayrilmistir (14, 16).
Otistik Bozukluk, Asperger Sendromu ve Bagka Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin
Gelisimsel Bozukluklar birgok arastirmaci tarafindan hastaligin siddetine, entelektiiel
islevsellige ve tibbi durumlara gore cesitlilik gosteren ayni hastalifin devami seklinde
kabul edilmekte ve OSB (Otizm Spektrum Bozukluklari) olarak adlandirilmaktadir (1,
17). 2013 Mayis ayinda giincellenerek yayinlanan DSM-V kriterlerinde yine YGB
grubunda yer alan OSB, biinyesinde “Otistik Bozukluk”, “Asperger Sendromu” ve
“Bagka Tiurlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluklar”i (YGB-BTA)
barindirmaktadir (18). Asperger sendromu, OSB’nin bir parcasidir ancak, 3 yasindan
once gelisimsel bozukluk belirgin degildir, erken dénem dil gelisiminde otizmde
goriilen gecikme ve sapmalara rastlanmaz ve biligsel islevlerde otizme goére daha az
bozulma oldugu bilinmektedir (1, 19). YGB-BTA da otizme benzer gelisimsel ve
davranigsal sorunlarla karakterize olmakla birlikte, biligsel ve iletisim becerileri, otizmi
olan ¢ocuklardan daha iyidir ve bilgi¢ konusma gibi Asperger sendromunu diisiindiiren

bulgular icermemektedir (1, 19). Otizme gore 1,5 kat daha sik goriillmektedir (1).
4.4.1. Otizm Spektrum Bozuklugunun Etiyolojisi

OSB, kompleks ve yaygin bir hastalik olup prevalansi yaklasik olarak %1 dir ve
erkek ¢ocuklari kiz ¢ocuklara oranla yaklasik olarak 4 kat daha fazla etkilemektedir (4).
Ikiz calismalar1 monozigotik ikizlerde %60-90 arasinda uyum oldugunu gdstermektedir
(20-22). Ayrica otistik bir ¢ocugun kardesinin de otistik olma riski %2-3 oraninda
olmaktadir (23). Bunun yaninda, OSB kliniginin ortaya ¢ikmasinda birbirleriyle
etkilesen birden fazla gen tizerindeki bozuklugun etkili olabilecegi ongoriilmiistiir (24).
Tek bir gendeki mutasyon veya mutasyonlarin eslik ettigi OSB vakalari, tiim vakalarin
ancak %1-2’sini olusturmaktadir (25). OSB ile iliskilendirilmis baz1 genler ve lokuslar,
zeka geriligi, epilepsi, sizofreni, dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu gibi pek
cok hastalikla da iliskilendirilmistir (26). Bu ¢alismalar OSB’nin genetik etiyolojisinin
cok karmasik oldugunu, baglanti gosterilen bolgelerdeki genlerin mutasyonlarinin
kisinin genetik yapist dolayisiyla farkli klinik tablolar1 ortaya c¢ikarabilecegini
gostermektedir (27).



4.4.1.1. Kromozomal Diizensizlikler

Konvansiyonel kromozom analizleri; translokasyon, inversiyon, delesyon ve
duplikasyon gibi yapisal kromozom anomalilerinin OSB’li hastalarin %3-12’sinde
etkili oldugunu ve boylece kromozomal diizensizliklerin OSB’nin genetik etiyolojisinde
onemli rol oynadigini gostermistir (28-32). OSB’li hastalarda giinlimiize kadar
gozlenmis 1600 civarinda yapisal kromozomal diizensizlik bulunmaktadir (ASD
Chromosome Rearrangement Database, “http://projects.tcag.ca/ASD/” ) (6). OSB’nin
etiyolojisinde en sik gozlenen kromozomal diizensizlikler ¢ogunlukla maternal kalitilan
15g11-g13 duplikasyonudur (33, 34). Bunu kromozom 2q37 ve 7q31’in delesyonlar1 ve
22q13’iin delesyon ve duplikasyonlari izlemektedir (35-38).

Kromozomal anomalilerden yola ¢ikilarak ikna edici bir bigimde en ¢ok sorumlu
bulunan genler kromozom 22q13’teki SHANK3, X kromozomun fizerinde yer alan
NLGN3 ve NLGN4 genleri ve kromozom 2p16°daki NRXN1 genidir (6, 39-41). Baglanti
analizi ve iliskilendirme c¢aligmalari, 3q25-q27 bolgesinde ASPGI1 ve 3p24-p2l
bolgesinde ASPG3 lokuslarin1 Asperger sendromu ile iliskilendirmistir (42). Hastalik
ile iligkilendirilen ASPG2 lokusu ise dengeli kromozomal diizensizliklerden yola
cikilarak 17p13 bolgesinde tanimlanmistir (43, 44). Aday gen yaklasimi caligmalart,
daha once otizm ile iliskilendirilmis olan NLGN3 ve NLGN4 genlerinin Asperger
sendromuna da neden oldugunu gostermistir (39). Atipik otizm ile ilgili olarak da bir
bireyde RAB11FIP5 geninin dengeli bir translokasyon sonucu kirildigi kromozom
analizi ile gosterilmistir (45). Ancak bulunan kromozomal diizensizliklerden ¢ogunun

etkilemis oldugu genler heniiz tanimlanamamugtir.
4.4.1.2. Submikroskobik Kopya Sayis1 Degisiklikleri

Konvansiyonel kromozom analizi ile 4Mb ¢ozinirligindeki kromozomal
diizensizlikler tespit edilebilmektedir ancak array-CGH (array-comparative genomic
hybridization) teknolojisinin gelismesiyle submikroskopik diizeydeki kopya sayisi
degisikliklerinin (copy number variations = CNV) tespiti miimkiin hale gelmistir. Bir
kopya sayis1 degisikligi, referans genomla kiyaslandiginda degisken bir kopya sayisi
gosteren 1kb’dan daha uzun DNA segmentidir (46). Bir CNV; delesyon, insersiyon,
duplikasyon ya da kompleks bir degisiklik olabilir. Kalitsal olabildigi gibi maternal ya

da paternal kalitilan bir kromozomda de novo olarak da olusabilir. De novo CNV’lerin
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%7°den %?28’¢ kadar degisen oranda OSB’de etkili oldugu farkli calismalarla
gosterilmistir (6, 47, 48)

Bir CNV’nin patolojik olabilmesi i¢in, gelisimin 6nemli bir molekiiler
yolagindaki bir geni veya genleri etkiliyor olmasi gerekmektedir. CNV’ler delesyon
olmast durumunda artmis ya da azalmis transkripsiyondan dolayr bir gen iriiniiniin
transkripsiyon oranini degistirebilir, resesif bir mutasyonun etkisini ortaya ¢ikarabilir ya
da bir genin kodlayan dizisini degistirebilir. Son yaymlar bazt CNV’lerin OSB’li
hastalarda daha siklikla gozlendigini gostermistir. Daha siklikla gézlenen bu CNV’ler,
1921, 2p16.3, 3p25-26, 7936.2, 150911-13, 16p11.2, 22911.2 kromozom bolgelerinde
lokalizedir ve bu bolgeler OSB’ye neden oldugu bilinen veya iliskilendirilen SHANKS,
NLGN1, NLGN3, NLGN4, DPP10, ASTN1, BZRAP1, PCDH10, CNTNAP2, CNTNS,
NRXN1, CNTN4, DPP6, UBE3A, OR4M2, OR4N4, MAPK3, MAZ, DOC2A, SEZ6L2,
HIRIP3 ve IL6 genlerini icermektedirler (37).

Yapisal kromozomal diizensizliklerinin tarandigi bir c¢alismada 427 OSB
hastasinda, saglikli bireylerde goriilmeyen 227 (%44) kopya sayisit degisikligi
tanimlanmustir (6). Baska bir ¢aligmada ise 196 hastada 255 CNV tanimlamustir (49).
Bulunan biitiin bu CNV’lerin genom boyunca dagilimlari Sekil 1’de gosterilmistir (6).

Sonug olarak, pek ¢ok calisma ile CNV’lerin de OSB’nin genetik etiyolojisinde
belirgin rol oynadigi gosterilmistir. Standart koryotipleme ve array-CGH analiz verileri
birlestirildiginde genomik diizensizliklerin OSB’nin genetik etiyolojisinde biiylik
oranda etkiye sahip oldugu goriilmektedir (6, 32).

11



1 - @D kil ONV'ler (150 tanc)
f— —a C 0, Tekrarlayan/Ortisen CNV'ler (31 tane)
— " @D e novo CNV'ler (26 tane)
‘_ —i- <— - » ACRD ile ortdgen CNV'ler (77 tane)
— = - — —
— -
.' — — o h_ - @D /CRO'deki yapisal dizensizlikler (354 tane)
- p— — —-
— . — = T = P
=] — - — =1 - L |
= ) — | v— g —) — =2 |t o =
—§ — - [ e I
= . e — e - = = — [ = —
—_— | -—8 _— o — e — i — — ——
= = Bl g = = = == 5 &
— r = P — N = . —_
p— =z pm— = ! _l = —_— — — pe—
= o — i m—
- _— = - T .. f— 5 s =
-— . = = f—... 1] s =  v— — = l=
- - = L -

- —| — = = — = i. — — = j—
— — = = = F S — =5 = = m
— 8 = 1 —" p— — = 2
_- I = = p— p— pe— — — _— -
— — p— =1 —_— - ] —

s = — I R = = — - — |
-. —I - 1 it e _".- — f— — —y s -
1 2 3 « s . 7 . ° 10 " x
i
—=_
—
- = =, ]
—_— = - —
-=- 1 | 1 . = — =
— — =, — — -l =y __-_ .
. p— po— == = P — —
= — — == - —- — -
S — —_— = — —3 )
— — j— S — jo— o — —
— EE: 20 — - = __I A — mul v !
- — [ = —_ — - = — — |
—— |—| = = — EI - J— —
'ﬁ- = o | - — =" - S - . . o )
” 5] " 15 1 ” " " 2 2 2

Sekil 1. CNV’lerin kromozomlar iizerindeki dagilimlari: Otizm Kromozomal
Diizensizlikler Datasi (Autism Chromosome Rearrangement
Database=ACRD)’ndan elde edilen CNV’ler kromozomlarin sag tarafina
“siyah”, OSB’ye spesifik CNV datasindan elde edilen de novo CNV’ler her
kromozomun sol tarafinda “mavi”, tekrarlayan/ortiisen CNV’ler “yesil”,
ACRD ile ortiisen CNV’ler “sar1”, tekil goriilen CNV’ler “kirmiz1” renk
kullanilarak belirtilmistir (Marshall’dan, 6).

4.4.1.3. Tek Gen Bozukluklar:

OSB ile tek gen bozukluklarinin birlikteligi ¢ok uzun zamandir bilinmektedir.
OSB ile birlikte en sik goriilen tek gen bozukluklari Tuberoz Sklerozis (TSC1/TSC2,;
%1) ve Frajil X Sendromudur (%3-5) (37). Genom boyu iligkilendirme g¢aligmalari
(GWAS) ¢alismalarinda bir¢ok kromozomal lokustaki genler OSB ile iliskilendirilmistir
(4, 50). Bir ¢alismada OSB’li hastalarda SHANK3 geni iizerinde ¢ergeve kaymasiyla
sonuglanan bir tek niikleotid degisimi tespit edilmistir (40). Baska bir ¢alismada, OSB’li
hastalarda belirgin bir sekilde SHANKS varyasyonlar1 oldugu ve CNV’lerin yaninda
SHANKS3 tizerinde bir takim nokta mutasyonlarinin da oldugu bildirilmistir (41). Benzer
bir sekilde, bir diger ¢alismada OSB’ye belirgin yatkinlik gésteren SHANK2 geni
tizerinde nadir nokta mutasyonlar1 belirlenmistir (51). OSB’li bireylerde diger genlerin
de detayli sekanslanmasi yapildiginda X-linked genler olan NLGN3, NLGN4 ve
NLGN4Y fizerinde ¢erceve kaymasi mutasyonu sonucu stop kodon olugmast durumuna

ve farkli ailelerde NLGN4 geni tizerinde bir missense mutasyon olusumuna rastlanmistir
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(52). Bir bagka calismada, NRXN1 ve NRXN2 genlerinde tespit edilen mutasyonlarin
LRRTM2 ve NLGN2 genlerini de etkiledigi bulunmustur (53). FOXP1, PCDH109,
GRIP1 ve Glu2A genleri de nokta mutasyonlari agisindan OSB’nin etiyolojisine katkida
bulunan genlerdir (4). OSB ile iliskilendirilmis, aday gosterilmis ya da dogrudan
OSB’ye neden oldugu belirlenmis biitiin bu genlerin kromozomlar tizerindeki

yerlesimleri Sekil 2°de gosterilmistir (4).
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Sekil 2. Otizm spektrum bozuklugunun genetik etiyolojisine katkist olan genler:
Bilinen OSB genleri “siyah” renkle, aday OSB genleri “yesil” renkle,
iliskilendirilmis OSB genleri “mavi” renkle belirtilmistir (Holt’tan, 4).
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Bulunan biitlin bu genler

birbirleriyle

iliskili

olarak sinaptik yolakta

bulunmaktadir (Sekil 3). Bu genler sinirsel gelisim, gd¢, biiyiime ve olgunlagsma, hiicre

adezyonu, akson biiyiimesi ve farklilasmasinda fonksiyon gdsterirken beynin beyincik,

beyin sap1, korpus kallosum, bazal ganglia, hipokampiis, amigdala ve beyin korteksinde

eksprese olmaktadir (Sekil 4) (4, 54).
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Sekil 3. Otizmle iliskili genlerin yer aldigi sinapS yapist ve yer alan proteinler

(Urbano’dan, 54)

Beyln korteks!

Hippokampus

Bazal gangliya

Corpus callosum

Beylincik

Sekil 4.
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4.4.1.4. Epigenetik Faktorler

Gen regiilator bolgelerindeki hipermetilasyon veya hipometilasyon gibi epigenetik
modifikasyonlar gen regiilasyonunu etkileyebilmektedirler. Epigenetik, ¢evresel
faktorler ve genetik yatkinlik arasinda ara bir yiizey saglamaktadir. Pek ¢ok ¢evresel
faktor (antibiyotikler, kimyasallar gibi) CpG adalarinin metilasyonunu etkilemektedir
(55). Boylece epigenetik modifikasyonlarda ve gen ekspresyonunda degisiklikler
meydana gelmektedir (56). Ayrica, metil-CpG baglayici proteinler olan MeCP2 and
MBD2’nin mutasyonlarinin Rett Sendromu ve OSB’ye yol agtig tespit edilmistir (57,
58). Bunlara ek olarak, OSB’nin etiyolojisinde en sik gbzlenen kromozomal diizensizlik
olan 15q11-13 duplikasyonunda, etkilenmis gen GABA’nin farkli metilasyonlari
goriilmektedir. Epigenetik modifikasyonlar OSB’nin fenotipik modifikasyonlar1 ile
sonuglanabilmektedir (37, 59, 60). Biitiin bu sonuglar epigenetik regiilasyonlarin

Onemine isaret etmektedirler.
4.4.1.5. Cevresel Faktorler

OSB’nin baglangicinda ve yasam boyu modiilasyonundaki fizyolojik faktorlerin
katkis1 yakin gecmiste ¢ok ilgi gormiistiir. Ilerlemis ebeveyn yasi, oksidatif stres,
noroinflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyon bunlara érnek olarak verilebilir (61).
Bu kadar etkili olan diger faktorler de ¢evre kirliligi (hava kirliligi, organofosfatlar, agir
metaller) ve biyokimyasal bozukluklardir (bir antioksidan olan glutatyon yetersizligi
gibi) (62). Yakin bir c¢alisma, glutatyon peroksidazin (GPX1), GCG tekrar
polimorfizmlerinin ve ALAG6 alleli polialenin tekrarlarinin OSB i¢in koruyucu oldugunu
iddia etmektedir (62). Bu hipotezler, OSB’nin patogenezinde genetik ve gevresel
faktorlerin katkisi oldugunu one siirmektedirler. Ayrica, beta-2 adrenerjik agonistlere
prenatal maruz kalma gibi ¢evresel faktorlerin OSB’ye ve diger psikiyatrik durumlara

yol agabilecegi savunulmustur (63).

44.2. Otizm Spektrum Bozuklugunun Genetik Etiyolojisin Arastirilmasinda

Kullanmilan Yaklasimlar

Kompleks bir kalitimi olan OSB’den sorumlu genlerin arastirilmas siirecinde, tek
gen hastaliklarinda yiiksek basariya gotiiren baglanti analizi caligmalarindan fazla basari
elde edilememistir. Bunun yerine kromozom analizi, ¢ok sayida anne-baba g¢ocuk

tclilerinin - kullanildigr  iligskilendirme  (association) ¢alismalari, kopya sayisi

15



degisikliklerini belirlemeyi hedefleyen array-CGH caligmalar1 ve aday gen yaklagimi
yontemleri tercih edilmektedir (64-66).

4.4.2.1. Konvansiyonel Karyotip Analizi Calismalar:

Hastaliktan sorumlu genlerin arastirilmasinda en 6nemli basarilar kromozomal
diizensizliklerin etkilemis oldugu genlerin tanimlamasi ile ortaya konulmustur (50, 67) .
Bu siiregte biiyiik Olgekteki diizensizlikler i¢in konvansiyonel kromozom analizi
yontemi tercih edilmektedir (44). OSB’nin genetik etiyolojisinin arastirilmasi siirecinde
konvansiyonel kromozom analizi yontemi kullanilarak ¢ok sayida kromozomal
diizensizlik tespit edilmistir (68). Bu kromozomal diizensizliklerden yola ¢ikilarak
yapilan c¢aligmalarda NLGN3, NLGN4, SHANK3, CADM1, PTEN, CNTNAP2 ve
NRXN1 genleri otistik bozukluk ile iliskilendirilmistir (6, 39, 42, 69). Ancak bu genler
tizerindeki mutasyonlar otistik bozuklugun ¢ok kiiclik bir yiizdesinin sebebini izah

etmektedir.
4.4.2.2. Baglanti Analizi Calismalari

Baglanti ¢alismalari, bireyler arasinda fenotipik farkliliga neden olan genleri
barindiran kromozomlart saptamak i¢in tasarlanmistir. Smirli sayida genetik marker
kullanilarak birden fazla bireyin etkilendigi ailelelerde baglanti ¢caligmalar1 yapilmistir.
Bu ¢alismalar sonucunda, 2q, 3p, 3q, 7q, 11p, 16p, 17q, 19p ve Xq gibi pek ¢cok
koromozomal bélge tespit edilmis ve OSB ile iliskilendirilmistir (70-74) .

4.4.2.3. Aday Gen Yaklasinn Calismalari

Bu yaklagimda ilgili hastaliktan ya da malformasyondan sorumlu oldugu
diistiniilen aday genler saptanmaya calisilir. Daha Once hastalikla baglantili oldugu
gosterilen kromozom bdlgeleri, fonksiyon agisindan hastaligin olusumunda rol
alabilecegi distliniilen gen bolgeleri, kromozom anomalileri ile birlikte hastalik
fenotipinin gozlendigi bolgeler, farkli tiirlerde benzer fenotipin goriilmesi ve fare-insan
homoloji haritalariin kullanimi ile insanda ilgili geni barindiran bdlgeler aday gen
yaklasimi altinda segilen bolgeleri olusturmaktadir (75, 76). Otizm i¢in yapilan aday
gen calismalartyla son 15 yilda 200’in {izerinde gen test edilmistir (77-79). Bu
calismalar ile CNTNAP2, LRR, RELN ile bir protoonkogen olan ve sinirsel gelisimin
biyolojik yolaklarinda gérev yapan MET geni otizm ile iliskilendirilmistir (4).
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4.4.2.4. Genom Boyu fliskilendirme Calismalar

GWAS, polimorfik markir setleri kullanarak genomun tamamini arastirma
islemidir (80). Cesitli genom boyu iliskilendirme ¢alismalar ile, 3p25.3, 5p14.1, 5pl5,
20p12.1, 16q13-21 bolgeleri otizmle iliskili bulunmustur (50, 65, 67, 81, 82). Sonraki
yillarda, 5p14.1 bolgesindeki CDH9 ve CDH10 genlerinin otizmle giiclii baglantisi
bulunmustur (50). GWAS c¢alismalar1 ile ayrica SEMASA ve TAS2R1 genleri tespit
edilmistir (67).

4.4.3. Otizme Ait Giincel Kromozom, CNV, Gen Verileri Saglayan Faydal Siteler

Otizmle ilgili yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen verilerin kaydedildigi, otizmin
etiyolojisini anlasilir kilmasit ve arastirilmasina yardimci olmasi agisindan oldukca
faydali web siteleri bulunmaktadir. Bunlardan “Autism Chromosome Rearrangement

Database” (http://projects.tcag.ca/autism/), biitiin kromozomal diizensizlikleri ve yer

aldig1 makaleleri icermektedir. Diger bir web sitesi olan “Autism Genetic Database”

(http://wren.bcf.ku.edu/), otizme yatkinlik gosteren genlerin, CNV’lerin, frajil

bolgelerin ve bilinen kodlamayan RNA’larin kapsamli bir sekilde verilerinin
olusturuldugu bir sitedir. Otizmin etiyolojisine katki saglayan ¢ok faydali olan “A
Modular Database for Autism Research” web sitesi

(https://gene.sfari.org/autdb/Welcome.do), tanimlanmis gen ve CNV’leri, kullanmilan

hayvan modellerini ve yine referans makaleleri igceren bir veri bankasidir (6, 83, 84).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. Calisma Grubu

Bu c¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen Ruh
Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali arasindaki
isbirligi ile gerceklestirildi.

Calismada, 13 farkl1 ilden Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi Cocuk -
Ergen Ruh Sagligi ve Hastaliklari polikliniklerine basvurarak, DSM-1V tani Kriterlerine
(Ek 1) gore siniflandirilan, norolojik muayenesi yapilan ve iletisim bozukluklarinin
isitme bozukluguna bagli olup olmadigi yoniinden degerlendirilen ve tiim bu klinik
muayeneler sonucunda OSB tanist koyulan 185 hasta degerlendirildi (Tablo 2).
Hastalardan kromozom analizi i¢in Lityum-Heparinli tiiplere 2ml ve DNA izolasyonu
icin EDTA’I tiiplere 10ml periferik kan 6rnekleri alindi. Kromozom analiz sonuglari
dogrultusunda gerek duyulan hastalarin anne ve babalarindan da kromozom analizi i¢in

Lityum-Heparinli tiiplere 2ml kan 6rnekleri alindi.

Bu calisma, 2010.114.001.7 nolu proje kapsaminda KTU BAP tarafindan
desteklenmis ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan

(2010/08) onaylanmustir.
5.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler cesitli firmalardan
elde edildi.

PB Max Karyotyping Medium Gibco, 12557-039
L-Glutamine Bio Ind, 01-199-1B
Tripsin-EDTA solution A 0.25% Bio Ind, 03-050-1B
Colcemid solution Bio Ind, 12-004-1D
Giemsa Merck, 9204
Methanol (p.a) Merck, 1.0600
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Immersion oil

Sodium dihydrojen phosphate (NaH,PO4H20)

Potassium dihidrogen phospate (KH2PO4)

Potassium chlorid (KCI)

Ammonium chlorid (NH4CI)

Potasyum hidrojen karbonat (KHCO;)

EDTA disodyum dihidrat (Na,EDTA2H,0)

Tris-Baz (C4H11NO3)
Sodyum kloriir (NaCl)
Tris-HCI (C4H12CINO3)
Kalsiyum kloriir (CaCl,)
Proteinaz K

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit (NaOH)
Glacial asetik asit (C2H402)
Hidroklorik asit (HCI)

Etil alkol (C2H50H)

5.1.3. Cihazlar
Etiiv (37°C)
Buzdolab1 (+4°C)
Vorteks

Santrifiij
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Merck, 4699

Merck, 6345

Merck, 4873

Merck, 4936
AppliChem,

AppliChem, A2375.1000
AppliChem, A2937.0500
AppliChem, A2264.1000
Merck, 1.01540.0500
Merck, 1.01547.0.100
Merck, 910TA654681
Promega, V3021

Merck, 822050

Merck, 1.06462

Merck, 1.00056.2500
Merck, 1.00314.2500

Mey, Tiirkiye

Memmert
BOSH, Arcelik
Labinco L-46

Heraus



Sogutmali yiiksek devirli santrifiij (1 adet)

Yiiksek devirli santrifiij (2 adet)
pH metre

Lamin air flow

Mikroskop

Mikroskop Image analiz sistemi
Su banyosu

Otomatik pipet seti

Dijital otomatik pipet

Hassas terazi

Manyetik karistirici

Buz makinesi

Distile su cihazi

Derin dondurucu (-20)

Derin dondurucu (-85)
Buzdolabi

Otoklav

5.1.4. Sarf Malzemeleri

Cesitli boyutlarda pipet uclar
Mikrosantrifiij tiipler
K3EDTA’l tiipler (mor kapakli)

Falkon Tiipler (50 ml)

Eppendorf 5804
Eppendorf 5810
Hanna

Herause

Nikon E800
Olympus BX 50
Memmert
Rainin

Socorex
AHAUS

IKA

ICE TECH, CD90A

GFL 2004
BOSH, Argelik
Thermo

Arcelik

Tutnauer 3150 ELV

Muhtelif Firma
Axygene
Vacutainer

Greiner Bio-One



Grenier Bio-One
Steril disposable tiip

Pastor pipeti (cam-2ml’lik, ucu kisa)

5.1.5. Soliisyonlar

5.1.5.1. Kromozom Analizi Soliisyonlar:
Colcemid
10 pg/ml olarak hazirlanmis liyofilize Colcemid soliisyonu +4°C’de saklandi.
Hipotonik Soliisyon (0,075 M KCI)
1,4 g KCL
250 ml Distile su
Fiksatif (Carnoy) Soliisyon
3 hacim Methanol
1 hacim Glasial Asetik Asid
Hazirlanisi:

3 hacim Methanol (Merck) / 1 hacim Glasial Asetik Asid (Merck) ilave edilerek

kullanimdan &nce taze olarak hazirlandi.
Giemsa (GTG Bantlama) Boya Soliisyonu
4 ml Giemsa
96 ml Tampon ¢ozelti
Tampon Soliisyonu
- A soliisyonu
4.539 g KH,PO,

500 ml Distile su
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- B soliisyonu

4.686 g NayHPO4

500 ml Distile su

Tripsin Hazirlama

8 cc Tripsin

92 cc (% 0.9) Serum fizyolojik
5.1.5.2. DNA izolasyon Soliisyonlar1

Eritrosit Lizis Tamponu (ELB) (10X) (pH 7.4)

155 mM NH,CI

10 mM KHCO3;

0.5 M Na,EDTA

Hazirlanisi:

82.9 g NH4Cl

10 g KHCO3

20 ml 0,5 M Na2EDTA 800 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7.4’ ayarlandiktan
sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 1210C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi.
1X ¢alisma soliisyonu hazirlanisi:

10X stok soliisyonundan 50 ml alinip son hacim deiyonize su ile 500 ml’ye

tamamlandi. 121°C” de 1 atm basincta 20 dakika otoklavlandi.
Nuclei Lizis Tamponu (NLB) (pH 8.2)
10 mM Tris-Base
400 mM NacCl

2 mM Na,EDTA
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Hazirlamsi:
1.21 g Tris-Base
23.4 g NaCl

0.74 g Na;EDTA 800 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.2’ye ayarlandiktan sonra
son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH 8.0)
0.05 M Tris-HCI

1 mM CaCl,

Hazirlanisi:

0.788 g Tris-HCI

0.011 g CaCl; 80 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.0’a ayarlandiktan sonra son
hacim 100 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/ml)
Hazirlanisu:

Proteinaz K ¢6zeltisi buz lizerinde, 10 ml Proteinaz K seyreltme tamponunda 100
mg Proteinaz K ¢o6ziilerek hazirlandi. Proteinaz K ¢ozeltisi 600 pl olacak sekilde 1.5

ml’lik mikrosantrifiij tiiplere béliindiikten sonra -20°C’de saklandi.
%10’luk (w/v) Sodyum Dododesil Siilfat (SDS) Soliisyonu
Hazirlamsi:

10 g SDS tartildiktan sonra son hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak

68°C’de 1sitilarak ¢oziildii, 0.22 um’lik mikrofiltre ile steril edildi.
Sodyum Kloriir (6 M)
Hazirlanisi:

58.4 g NaCl 30 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ye

tamamlandi.
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0.1M Na2EDTA (pH 8.0)
Hazirlanisi:

37,22 g Na,EDTA 700 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii, 10M’lik NaOH ile pH
8.0’a ayarlanarak son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm

basingta 20 dakika otoklavlandi.
1M Tris-HCI (pH 7.4)
Hazirlanisi:

157. 6 g Tris-HCI 800 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7.4’e ayarlanarak son hacim
deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandu.
TE Tamponu (pH 7.5)
10 mM Tris HCI
1mM Na,EDTA
Hazirlanisu:
0.394 g Tris-HCI

0.093 g Na;EDTA 100 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7.5’ye ayarlandiktan sonra
son hacim deiyonize su ile 250 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi.
5.1.6. Hiicre Kiiltiirii icin Kullanilan Lamlarin Temizlenmesi

Kutudan c¢ikarilan lamlar 1s18a tutularak piiriizsiiz olanlar se¢ildi. Temizleme

asamasindan dnce numaralandirma yapilmasina dikkat edildi.

Numaralandirilan lamlar musluk suyu altinda iyice yikandi. 250 ml’lik beher

igine dizilerek iizeri bidistile su ile dolduruldu ve 10 dk bekletildi.
Methanol i¢inde 30 dk bekletildi.
Methanolden alinan lamlar gazli bezle iyice silinerek yayma asamasina hazir hale

getirildi.
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5.2. Yontem

5.2.1. Kromozomlarin Elde Edilmesi

5.2.1.1. Periferik Kandan Lenfosit Kiiltiirii ile Kromozomlarin Elde Edilmesi
1. Hastadan 2 cc periferik kan lityum heparinli tiiplere alindu.

2. Ekim yapildi. Ekim i¢in 6nce hazir besiyerinden bir tiipe steril kabin ortaminda,

5-6 ml kadar konuldu.

3. Uzerine yetiskin igin 12-13, bebek i¢in 9 damla kan 6rnegi damlatilds.
4. Kan ile besiyerinin karigsmasi i¢in tiip birkac defa alt {ist edildi.

5. 3 giin boyunca (72 saat) inkiibasyon i¢in 37 °C de etiive kaldirildi.

6. 70. saatte colsemid ig ipliklerini bloke etmek i¢in eklendi.

7. 2 saat sonra (72. saat) harveste baslandi.

8. 1100 rpm’de 8 dk santrifiij edildi.

9. Santrifiijiin ardindan siipernatant atildi.

10. 8 cc hipotonik soliisyon hiicrelerin sismesini saglamak icin pipetaj yapilarak
eklendi.

11. 1 saat siireyle 37°C etiive birakildi.

12. Daha sonra yarim pipet fiksatif ile pipetaj yapildi.

13. 1300 rpm’de 8 dk santrifiij edildi.

14. Siipernatant atildi.

15. Pellet tizerine 6 cc carnoy fiksatif eklenerek vortekslendi.
16. 1100 rpm’de 8 dk santrifiij edildi.

17. Fiksatif islemi 4 kez tekrarland.

18. Pellet hafifce pipetaj yapildiktan sonra pipete alindi.
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19. Daha 6nceden temizlenmis lamlara fiks materyal belli yiikseklikten ve 45°1ik
actyla damlatildi.

20. Lamlar oda 1sisinda kurutuldu.
5.2.1.2. GTG Bantlama Yontemi ile Preparatlarin Boyanmasi
1. Oda 1s1sinda yaslandirilmis preparatlar tripsin soliisyonunda 1 dk bekletildi.
2. Siire sonunda preparatlar musluk suyundan gecirilerek yikandi.
3. Giemsa boyasinda 7 dk bekletildi.

4. Siire sonunda preparatlar musluk suyundan gegirilerek yikandi ve oda isisinda

kurutuldu.
5. Hazir hale getirilen preparatlar mikroskopta incelendi.

6. Sitogenetik degerlendirme ISCN (2005) kriterlerine gore yapilmistir. Karyotip

analizinde her hastadan en az 20 metafaz degerlendirmeye alinmistir.
5.2.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen tiim bireylerin periferik kan 6rnegi 10 ml’lik KsEDTA’I1
tiiplere alindi. DNA izolasyonu “yiiksek tuz konsantrasyonu ile ¢oktiirme” (Salting Out)
standart protokolii ile asagidaki gibi yapildi (85);

I. Giin

1. 10 ml’lik KsEDTA’I1 steril tliplerdeki periferik kan, 50 ml’lik steril falkon
tiiplere aktarildi.

2. Steril falkon tiiplerdeki kan tizerine 40 ml ELB eklendikten sonra tiipler hafifce
calkalandi.

3. Falkon tiipler buz lizerinde 30 dakika bekletildi.
4. Santrifujiin sicakligr 4°C’ye ayarlandi.

5. Falkon tiiplerde bulunan, iizerine ELB eklenmis kanlar 4°C’de, 10 dakika, 2500
rpm’de santrifiyj edildi.
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6. Santrifijden alinan tiiplerdeki siipernatant %10’luk camasir suyu konulmus
behere dokiildii. Bu sekilde bir gece bekletilerek dezenfeksiyon islemi yapildiktan

sonra atik uzaklastirildi.

7. Tiipte kalan pellet {izerine 40 ml ELB eklendi ve kapaklar1 sikica kapatilan
falkon tiipler kuvvetli bir sekilde ¢alkalandi.

8. lyice calkalanan falkon tiipler 4°C’de, 10 dakika, 2500 rpm’de santrifiij edildi.
9. Santrifiijden alinan tiiplerdeki stipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii.

10. Falkon tiipte kalan pellet lizerine 25 ml ELB eklendikten sonra tiipler kuvvetli
bir sekilde ¢alkaland1 ve 4°C’de, 10 dakika, 2500 rpm’de santrifiij edildi.

11. Santrifiijden alinan tiiplerdeki siipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii.

12. Eger pellet temizlenmemis ve tiiplin dibinde halen fazla miktarda eritrosit var

1se 10. ve 11. basamaklar tekrarlandi.

13. Siipernatant1 uzaklastirilmis pellet iizerine 4 ml NLB ve 120 ul proteinaz K
eklendi.

14. Tiiplerin kapaklar1 sikica kapatilarak pellet dagilana kadar tiipler ¢alkalandi.
15. Son olarak tiiplere 425 pl SDS eklendi.

16. Falkon tiiplerin kapaklar1 kapatilarak birka¢ kez kopiirtiilmeden alt-iist
edilerek 37°C de bir gece inkiibasyona birakildi.

II. Giin

17. Falkon tiipler etiivden ¢ikartildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

18. Genomik DNA’larin -80°C’de saklanabilmesi icin 2 ml’lik contali

kriyotiiplerin lizerlerine DNA banka numaralar1 yazildi.

19. Her bir falkon tiipe 1.4 ml 6M NaCl eklendi, kapaklar sikica kapatildiktan
sonra 15 saniye ¢ok hizli bir sekilde ¢alkalandi.

20. Ornekler 20°C’de 15 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi.
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21. Siipernatant yavasca yeni 50 ml’lik temiz falkon tiiplere aktarildi. Altta kalan

pelletin (tuz + protein) temiz tiipe alinan supernatant ile karismamasina dikkat
edildi.

22. Temiz tiipe alinan supernatant 20°C’de 15 dakika 6000 rpm’de tekrar santrifiij
edildi.

23. Siipernatant tekrar temiz falkon tiipe aktarildi.

24. Yeni falkon tiipe alinmis siipernatanlarin {lizerine 3 kati1 kadar % 96’lik etil
alkol eklendi.

25. Kapaklar sikica kapatilan falkon tiipler 1-2 dakika bekletildikten ve yavas bir
sekilde alt-iist edildikten sonra goriiniir hale gelen genomik DNA bir araya

getirildi.

26. Falkon tiip icinde bir araya gelmis olan genomik DNA pipet yardimiyla 1.5
ml’lik eppendorf tiipe alinarak iizerine 500 pl %70’lik etil alkol eklendi.

27. 1.5 ml’lik eppendorf tiipiin kapagi kapatildiktan sonra alt-list edildi ve
mikrosantrifiijde 45 saniye 10.000 rpm’de santrifiij edilerek DNA pelletinin

coktiirtilmesi saglandi.
28. Eppendorf tiiplerde kalan %70’lik etil alkol pipetle uzaklagtirildi.

29. Eppendorf tiipler, kapaklarindaki kalinti alkol ucana kadar agik tutularak
kurumaya birakildi. Alkol ugtuktan sonra genomik DNA’nin iizerine 500 pl TE

buffer ilave edildi.

30. TE buffer eklendikten sonra tiipler genomik DNA’nin homojen hale gelmesi
i¢in 2 giin +4°C’de bekletildi. Tiipler araliklarla alt-iist edildi.

31. Elde edilen genomik DNA’lar molekiiler analizlerde kullanilincaya kadar -

20°C’lik veya -80°C’lik derin dondurucularda saklandi.
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6. BULGULAR

Bu calisma, uzun siireli tedavi ve 6zel egitim gerektiren ve yasam kalitesini
siddetli bir sekilde diisliren Otizm Spektrum Bozuklugunun genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasi siirecine katki saglamayr amaglamistir. Bu kapsamda Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen Ruh Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali
polikliniklerine miiracaat eden ve DSM-IV tani kriterlerine gore degerlendirilerek
Otizm Spektrum Bozuklugu tanist koyulmus olan hastalarda genetik etiyolojinin
aydinlatilmasina katki saglayabilecek kromozomal diizensizlikler arastirildi. Calisma
kapsaminda Otizm Spektrum Bozuklugu tanis1 koyulmus 36’s1 kiz 149°u erkek toplam
185 hasta calisildi.

6.1. Otizm Spektrum Bozuklugu Tanis1 Koyulan Hastalarin Sitogenetik Analiz

Sonuglarn

Calismaya dahil edilen 185 hastadan kromozom analizi i¢in alinan heparinize
periferik kandan yapilan 72 saatlik lenfosit kiiltlirlerden elde edilen metafaz plaklar
GTG bantlama yontemi ile boyanarak i1sik mikroskopunda degerlendirildi. Calisma
grubundaki hastalardan 131’inin analiz edilebilecek metafaz plaklar1 elde edilebilirken
54 hastada kromozom analizi i¢in uygun metafaz plagi elde edilemedi. Kromozom
analizi sonucunda herhangi bir kromozomal diizensizlik gézlenen hastalarin ¢alismaya
katilmay1 kabul eden anne ve babalarinda da karyotip analizi yapilarak diizensizligin de

novo olup olmadig arastirildi.

Karyotipleri belirlenen OSB tanis1 koyulmus 131 hastanin 22’si kiz ve 83’1 erkek
olup 105 (%80.1) hastada normal karyotip goriiliirken, yedi hastada otizm i¢in patolojik
olarak degerlendirilebilecek kromozomal degisiklikler gozlendi (Tablo 1). Ayrica 19
hastada normal bireylerde de siklikla karsilasilan ve polimorfizm olarak tanimlanan
degisiklikler gézlendi (Tablo 1).

Gozlenen yapisal ve sayisal degisiklikler; iki hastada (OT_28 ve OT_88)
46,XY,del(22)(q13.31-gter) delesyonu (Sekil 5, 6), bir hastada (OT_49) 1. ve 5.
kromozomlar arasinda dengeli translokasyon [46,XY,t(1;5)(p12;p15)] (Sekil 7), bir
hastada (OT_102) 1. ve 9. kromozomlar arasinda dengeli translokasyon
[46,XY,t(1;9)(q22;q34)] (Sekil 9A), bir hastada (OT_97) 4. kromozomun kisa kolunda
[46,XY,4(pl4+?)] vyapisal diizensizligi (Sekil 10), bir hastada (OT_82) Y
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kromozomunun heterokromatin bdlgesinde ve 15. kromozomun kisa kolunda artis
olmakla birlikte 18. kromozomun kisa kolunda kisalma ile Kkarakterize
[46,XYqgh+,15p+,18p-] yapisal diizensizligi (Sekil 11), bir hastada (OT_15) da Down
sendromu ile uyumlu 21. kromozomun trizomisi [47,XY,+21] (Sekil 12) ve bir hastada
(OT_62) idi (Tablo 1).

Tablo 1. Elde edilen kromozom analizi sonuglari

. - . Say1
Karyotip Analizi Sonucu Kisi Sayis1 (Yiizde)
46,XY ,del(22)(q13.31-qter) 2 (0T_28,0T_88) 6
46,XY ,1(1;5)(p12;p15) 1 (OT_49) (4.5)
Patolojik Olabilecek ) )
Yapisal Degisiklikler 46,XY,t(1;9)(922;034) 1(0T_102)
46,XY ,4(p14+?) 1(0OT_97)
46,XYgh+,15p+,18p- 1(0OT_82)
Patolojik Olabilecek 1
Sayisal Degisiklikler ATXY,+21 1(01.15) (0.8)
46,XY,16gh+ 2 (OT_29, OT_153) 19
46,XY,1gh+ 1 (OT_126) (14.5)
46,XY,21ps+ 1(0T_31)
46,XY,22ps+ 3 (0T_20, OT_55, OT_115)
Polimorfik 46,XY,22p+ 1 (OT_46)
Degisiklikler 46,XX,22p- 1 (OT_58)
46,XY ,9gh+ 3(0T_12,0T_41, OT_116)
46,XYgh- 1 (OT_67)
5(0T_77,0T_80, OT_81,
46.XYqh+ OT 90, OT 95)
46,XY,inv(9)(p139g21) 1 (OT_62)
) 46,XY 83 105
Normal Karyotip
46,XX 22 (80.1)
TOPLAM 131 100%
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6.1.1. del(22)g13.31-qter Diizensizligi

Calisma kapsaminda degerlendirilen birbirinden bagimsiz OT_28 ve OT_88 nolu

iki erkek hastada 22. kromozomun uzun kolunda “ql3.31-qter” bdlgesini tutan

heterozigot delesyon gozlendi (Sekil 5, 6). 22. kromozomun g kolunun terminalinde

bulunan SHANK3 geninin tek allelinin eksikligi veya mutasyonunun otizme neden

oldugu bilindiginden hasta bireyin anne ve babasinin da kontrol edilmesine gerek

goriilmedi.
§ 48 o 4
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Sekil 5. OT_28 kodlu hastaya ait 46,XY,del(22)(q13.31-gter) karyotipi. Kirmiz1 ok

q13.31-gter bolgesi delesyona ugrayan 22. kromozomu gostermektedir.
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Sekil 6. OT_88 kodlu hastaya ait 46,XY,del(22)(q13.31-qter) karyotipi. Kirmiz1 ok
g13.31-gter bolgesi delesyona ugrayan 22. kromozomu gostermektedir.

6.1.2. t(1;5)(p12;p15) Diizensizligi

Calisgma kapsaminda degerlendirilen OT 49 kodlu erkek bir hastada 1.
kromozomun p kolunun 1. bolgesi ile 5. kromozomun p kolunun 1. bdlgesi arasinda
dengeli bir translokasyon “46,XY,t(1;5)(p12;p15)” gozlendi (Sekil 7).

Hastada gozlenen translokasyonun de novo mu yoksa ailesel kalittm mu
gosterdigini belirlemek i¢in, hasta bireyin biri kiz, biri erkek iki saglikl kardesinden,
babasindan, annesinden ve anneannesinden alinan periferik kan Orneklerinden
kromozom analizi gergeklestirildi. Bu calisma sonucunda; translokasyonun de novo
olmadig1, hastanin anneannesinde ve annesinde de varligi gdzlendi. Indeks vakanin kiz

kardesinde, erkek kardesinde ve babasinda normal karyotip gézlendi (Sekil 8).
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Sekil 7. OT_49 kodlu hastaya ait 46,XY,t(1;5)(p12;p15) karyotipi. Kromozomlar
iizerinde gozlenen parga degisimleri sar1 ve kirmizi bloklarla sematize

edilmistir.

Q

I:
46,XXt(1,5)(p12;p15)

:1
46, XY

11:2
46, XXt(1:5)(p12:pl5)

0

1:1
46,XX

n:2
46,XY

"

3
46, XYt(1:5)(p12:pl5)

Sekil 8.

t(1;5)(p12;p15) translokasyonunun ailede kalitimi
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6.1.3. t(1;9)(g22;934) Diizensizligi

Calismaya katilan OT 102 kodlu erkek bir hastada 1. kromozomun g kolunun 2.
bolgesi ile 9. kromozom q kolunun 3. bolgesi arasinda gerceklesen dengeli
translokasyon 46,XY,1(1;9)(q22;934) gozlendi (Sekil 9A). Diizensizligin de novo olup
olmadigin1 aragtirmak i¢in hastanin anne ve babasindan alinan periferik kan
orneklerinden kromozom analizi yapildi ve t(1;9)(q22;934) dengeli translokasyonunun
de novo olmadigi, ayni translokasyonu hastanin annesinin de tasidigi gozlenirken

babasinda ve saglikli kardesinde normal karyotip gozlendi (Sekil 9B).

AN INTRTRY

. °*

T 5§Jz::sc
£

I:1 2
46, XY 46.XY.1(1:9)(q22:934)
1 II:2

46. XY 46.XY.t(1:9)(q22:q34)

Sekil 9. OT_102 kodlu hastaya ait,t(1;9)(q22;9q34) karyotipi ve ailede kalitimi. A.
OT_102 kodlu hastaya ait 46,XY,t(1;9)(q22;934) karyotipi. Translokasyon
sonucu olusan derivatif kromozom 1 uzun ok ile, derivatif kromozom 9 kisa
ok ile gosterilmistir. B. Kromozom 1 ve 9 arasinda gergeklesen t(1;9)(q22;934)
translokasyonunun karyotip analizine gore ailede kalitimu.
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4.1.4. 46, XY 4(p14+?) Diizensizligi

OT_97 kodlu Asperger sendromlu bir erkek hastada 4. kromozomun kisa kolunda
artigla karakterize 46,XY,4(p14+?) yapisal diizensizligi gozlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. OT_97 kodlu hastaya ait 46,XY,4(p14+?) diizensizligi. Kirmiz1 ok 4.

Kromozomun p kolunda artis olan bolgeyi isaret etmektedir.
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4.1.5. 46,XYqgh+,15p+,18p- Diizensizligi

OT_82 kodlu bir erkek hastada, Y kromozomunun heterokromatin boélgesinde ve
15. kromozomun kisa kolunda artis olmakla birlikte 18. kromozomun kisa kolunda

kisalma ile karakterize 46,XY qh+,15p+,18p- karyotipi gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. OT_82 kodlu hastaya ait 46,XYqgh+,15p+,18p- diizensizligi. Kirmiz1 oklar, 15.
kromozomun p kolundaki artist ve 18. kromozomun p kolundaki kisalmay1

isaret etmektedir.
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4.1.6. 47 XY ,+21 Trizomisi

Calismaya katilan Down sendromlu olup ve OSB tanist koyulmus OT_15 kodlu
erkek hastada 47,XY,+21 trizomisi gozlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. OT_15 kodlu hastaya ait 47,XY,+21 karyotipi. Kirmiz1 ok, fazla 21.

kromozomu gostermektedir.
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4.1.7. Polimorfik Kromozomal Degisiklikler

Calisma kapsaminda degerlendirilen 131 hastadan 19’unda, saglikli bireylerde
siklikla g6zlenebilen, polimorfik diizensizlikler gozlendi. Bunlar; OT 29 ve OT 153
kodlu hastalarda gozlenen 46,XY,16gh+, OT_126 kodlu hastada gozlenen 46,XY,1gh+,
OT_31kodlu hastada 46,XY,21ps+, OT_20, OT_ 55, OT_115 kodlu hastalarda
gozlenen 46,XY,22ps+, OT 46 kodlu hastada gozlenen 46,XY,22p+, OT_58 kodlu
hastada gozlenen 46,XX,22p-, OT 12, OT 41, OT 116 kodlu hastalarda gozlenen
46,XY,9gh+, OT 67 kodlu hastada gozlenen 46,XYqgh-, OT_77, OT_80, OT_81,
OT 90 ve OT 95 kodlu bes hastada gozlenen 46,XYqgh+ ve OT_62 kodlu hastada
gozlenen 46,XY,inv(9)(p13g21)] (Sekil 13) polimorfik degisiklikleri idi (86-89).
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Sekil 13. OT_62 kodlu hastaya ait 46,XY,inv(9)(p13;921) karyotipi. Kirmiz1 halka ve
ok 9. kromozoma ait inversiyonu gostermektedir.

Calismaya katilan OT 77, OT_80, OT 81, OT 90 ve OT 95 kodlu 5 hastada,
saglikl1 bireylerde de siklikla goriilebilen, Y kromozomunun heterokromatin bdlgesinde

artisla karakterize 46,XYgh+ diizensizligi gézlendi .

38



Kromozomlar iizerinde olugsan ve 4 Mb’dan daha kii¢iik boyutlarda olan delesyon
ve insersiyonlart 151k mikroskobu ile yapilacak olan karyotip analizinde belirlemek
miimkiin olamamaktadir. 4Mb’dan daha kiigilk boyutlardaki delesyonlar1 ve
insersiyonlar1 belirlemek i¢in tercih edilen yaklasim mikroarray tabanli kopya sayisi
degisikli (CNV) calismalaridir. Arastirmanin ileri asamasinda planlanan mikroarray
tabanli kopya sayisi degisikliklerini belirlemeye yonelik arastirmalarda kullanilmak
lizere, ¢alismalara katilmay1 kabul eden 185 aileden genomik DNA 6rnegi igin 7-8 ml
EDTA’ll periferik kan ornegi alindi. Ailelerden alinan kan 06rneklerinden DNA
izolasyonu yapilarak her bir DNA 6rnegi DB-XXXX seklinde kodlanip -80°C’de DNA
bankasinda muhafaza altina alind1 (Tablo 2).

Tablo 2: Calismaya dahil edilen hasta bilgileri (MPG: Metafaz Plagi Goriilemedi)

Hasta o Hasta |Baba Anne Dog. _ N

Kodu Cinsiyet | DNA DNA DNA vili Tam Karyotip Analizi Sonucu
No No No

OoT_1 K 2000 | OSB MPG

OT 2 E 1995 | OSB MPG

OT_3 E DB-522 | DB-523 | DB-524 0SB 46,XY

oT 4 |E 2000 | OSB + Epilepsi | 46,XY

OT_5 E DB-525 | DB-526 | DB-527 | 1997 | OSB 46,XY

OT_6 E 2004 | OSB MPG

oT_7 E DB-574 | DB-644 |DB-573 | 2003 | OSB + DEHB |46,XY

OT. 8 E DB-623 DB-622 | 1997 | OSB 46,XY

OT_9 K 2004 | OSB 46,XX

OT_10 |K DB-672 | DB-670 | DB-671 | 1994 | OSB 46,XX

OT_ 11 |E 2003 | Asperger Send. |46,XY

OoT_ 12 |E DB-515 | DB-516 |DB-517 | 2000 | OSB 46,XY,9qgh+

OT 13 |E 1999 | OSB 46,XY

OT 14 |E DB-880 | DB-878 | DB-879 | 2003 | OSB 46,XY

oT 15 |E DB-482 | DB-497 | DB-481 | 1997 §;§.+ Down 1 47 xy +21

OT_16 |E DB-643 DB-642 | 1998 | OSB 46,XY

OoT 17 |E DB-519 | DB-520 | DB-521 |2005 | OSB 46,XY

OT_18 |E DB-529 | DB-530 | DB-531 | 1998 | OSB 46,XY

OT 19 |K DB-495 DB-496 | 2004 | OSB 46,XX

OT_20 |E DB-542 | DB-538 | DB-539 | 2000 | OSB 46,XY,22ps+

OoT 21 |E DB-637 | DB-635 | DB-636 |2002 | OSB 46,XY
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0T 22 |K 1997 | OSB 46,XX

OT 23 |E DB-534 | DB-532 |DB-533 |2004 | OSB 46,XY

OT 24 |E 1991 | OSB MPG

OT 25 |E DB-615 DB-614 | 1997 | OSB 46, XY

OT 26 |E DB-551 | DB-549 |DB-550 |2001 | Atipik Otizm 46, XY

OoT 27 |E DB-547 | DB-647 | DB-548 | 1997 | OSB MPG

OT 28 |E DB-545 | DB-543 | DB-544 | 2000 | OSB 46,XY,del(22)(q13.31-gter)
0T 29 |E DB-578 | DB-596 |DB-579 |2003 | OSB 46,XY,16gh+
OT_30 |E DB-461 | DB-480 | DB-462 |2000 | OSB + DEHB |46,XY

OT 31 |E DB-555 | DB-557 | DB-556 |1995 | OSB 46,XY,21ps+
OT 32 |K DB-572 | DB-570 | DB-571 |1999 | OSB + Epilepsi | 46,XX
OT_33 |E 2002 | Asperger Send. | MPG

OT 34 |E DB-577 | DB-575 |DB-576 | 1997 | OSB 46,XY
OT 3 |E DB-685 | DB-683 | DB-684 |2005 | OSB 46, XY
OT_36 |E DB-737 | DB-738 2000 | OSB 46,XY

OoT 37 |E DB-613 | DB-612 2004 | OSB 46,XY

OT_ 38 |E DB-528 OSB 46, XY

OT 39 |E s |oms | s | 2005| 0SB+ Epilepsi | 46.XY

OT 40 |K DB-605 DB-604 | 2002 | OSB 46,XX

OT 41 |E DB-640 | DB-638 | DB-639 | 1997 | OSB 46,XY,9gh+
OT 42 |E DB-625 | DB-629 | DB-626 |2002 | OSB 46,XY

OT 43 |E DB-711 | DB-821 |DB-710 | 2003 | OSB 46,XY

OT 44 |E DB-653 DB-652 | 2001 | OSB 46,XY

OT 45 |E DB-668 DB-669 | 2005 | OSB 46,XY

OT 46 |E DB-688 | DB-712 | DB-687 |2004 | OSB 46,XY,22p+
OT 47 |E DB-704 | DB-702 | DB-703 | 2003 | OSB 46,XY

OT 48 |E DB-707 | DB-705 |DB-706 |1999 | OSB 46, XY

OT 49 |E DB-709 | DB-717 |DB-708 |1996 | Atipik Otizm | 46,XY,t(1;5)(p12;p15)
OT 50 |E DB-754 | DB-787 | DB-753 | 2000 | OSB 46, XY

OT 51 |K DB-759 | DB-757 |DB-758 |1992 |Rett Send. MPG

OoT 52 |E DB-775 | DB-839 |DB-774 | 2004 | OSB 46, XY

OT 53 |K 2001 | OSB + Epilepsi | MPG

OT 54 |E DB-828 | DB-826 | DB-827 |2003 | OSB 46, XY

OT 55 |E DB-831 | DB-829 | DB-830 |2001 | OSB 46,XY,22ps+
OT 56 |E DB-859 | DB-857 | DB-858 |2000 | OSB MPG

OT 57 |E DB-864 | DB-862 |DB-863 |1996 | OSB + Epilepsi | 46,XY

OT 58 |K DB-867 | DB-865 | DB-866 |2003 | OSB 46,XX,22p-
OT 59 |E DB-917 | DB-915 |DB-916 |1997 | OSB 46, XY

OT_ 60 |E DB-921 | DB-955 | DB-920 | 1999 | OSB MPG

OoT 61 |E DB-938 | DB-936 | DB-937 | 1996 | OSB 46,XY

oT 62 |E DB-940 | DB-939 2002 | OSB + DEHB | 46,XY,inv(9)(p13921)
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oT 63 |E DB-947 | DB-945 | DB-946 | 2001 | 0SB MPG
OT 64 |E DB-952 | DB-953 | DB-954 | 2002 | OSB MPG
OT 65 |E DB-958 | DB-956 | DB-957 | 2003 | OSB MPG
OT 66 |E DB-973 | o> |DB-974 |2003 | OSB 46, XY
OT 67 |E DB-979 | DB-980 | DB-981 | 2005 | OSB + Epilepsi | 46,XYqh-
OT 68 |K DB-987 | DB-985 | DB-986 | 2003 | OSB MPG
OT 69 |E DB-989 ?183'0 DB-988 | 2006 | OSB 46,XY
oT 70 |E 1DOBl-9 ?O'?Lé 2005 | 0SB MPG
OT 71 |E ?OE;'G ?02'5 2004 | OSB MPG
oT.72 |K ?0211 ?083}3 ?0%'5 2003 | 0SB MPG
oT 73 |E ?o%-e 1D053'7 5’02'8 2003 | Atipik Otizm | 46,XY
oT 74 |E ?088'5 ?0%'3 ?0%;1 1993 | OSB 46,XY
oT 75 |K e e |2003 | 0SB 46,XX
OT 76 |K ?0%'3 Eo%ﬁ ?0%;3 2004 | 0SB 46,XX
OT 77 |E 1D2EZ'7 52% ?23'6 2006 | OSB 46,XYqh+
oT 78 |E ?2'35'2 ?588'8 ?285'1 2002 | 0SB 46,XY
OT_79 |E ?3%3 1D3E;'1 1D3'37'2 2006 | OSB 46,XY
OT 80 |E o oo P2 |1999 | OsB 46 XYqh+
OT 81 |E ?3%5 ?3%'7 ?3%;3 2004 | OSB 46,XYqgh+
oT 82 |E 1D4%'0 1D4%'1 1D4%'2 2004 | OSB 46,XYqh+,15p+,18p-
OT 83 |E ?4%'3 ?4%;1 ?4%'5 2003 | Atipik Otizm | 46,XY
OT 84 |E O Pl 2003 | OSB 46, XY
OT 85 |E ?581;3 552'0 ?551;) 2007 | 0SB 46,XY
OT 86 |E 1D582'4 1D552'5 1D582'6 2006 | 0SB 46,XY
OT 87 |K ?5%'3 ?583'1 ?5%'2 2006 | 0SB 46 XX
OT 88 |E ?5%'7 2000 | OSB 46, XY del(22)(qL3-qter)
OT 89 |K ?5'3'2 ?5%1-0 ?53'1 1994 | OSB 46 XX
OT 90 |E oy loe |1, |2004| 0SB 46, XYqh+
oT o1 |E - o>, | 2006 |osB MPG
oT 92 |E ?585;1 ?5%_5 ?5%'6 2006 | OSB + Epilepsi | 46,XY
OT 93 |E DB- |DB- |DB-  |2007 |OSB MPG
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1557 1558 | 1559
or_o4 1580 1561|2003 | Coiiepst | MPG
OT 95 ?6'31'7 ?683'0 ?681-8 2007 | 0SB 46,XYqh+
OT_96 ?6%'1 1D6E;'9 1D682_0 2002 | OSB 46,XY
OoT 97 ?6854 ?633 ?6866 2005 | Asperger Send. | 46,XY,4(p14+?)
OT_98 2006 | OSB + Epilepsi | 46,XY
OT 99 1D65;-5 ?GE;'G 2008 | 0SB MPG
OT_100 ?6%'3 ?6%;1 1997 | Asperger Send. | MPG
OT 101 o D% | 2003 |osB 46.XY
OT_102 ?731'3 ?7'31'5 ?781;1 2007 | Asperger Send. | 46,XY t(1;9)(q22;934)
oT_103 |1 |t |00 DEnp 46XV
OT 104 ?755'7 ?%5 ?785'6 1999 | OSB + Epilepsi | 46,XX
OT_105 ?785'8 ?7855 2001 | OSB 46,XX
OT_106 ?7%'2 1D7BG'0 ?786'1 2004 | OSB 46,XY
OT_107 ?7%'1 ?788'2 ?738'3 2008 | OSB 46,XY
OT 108 o |2, |2001 | 0SB+ DEHB | 46XY
OT_109 | Te oo |2007| 0SB 46,XY
OT_110 1D7%'7 1D7%'5 1D7%'6 2005 | Atipik Otizm | 46,XY
OT 111 s o | 2000 [OSB 46,XY
OT_112 1D8%'5 ?82; 2005 | OSB 46,XY
OT 113 ?825 ?83'0 2003 f‘%’ggg send. | 46 xy
OT 114 ?8%'6 1D853'8 ?8%'7 2006 | Atipik Otizm | 46,XY
OT 115 oo | |2006 | 0SB 46, XY 22ps+
OT_116 ?8%'1 DB1867 ?8%'2 2004 | 0SB 46,XY,9qh+
OT 117 e D, |2008 | 0SB MPG
OT 118 ?SE% ESE;'S ?SE;; 1995 | 0SB MPG
OT_119 lDBEé'g 1DBE;'7 1D887'8 2007 | YGB-BTA 46,XX
OT 120 ?8%'1 ?888'9 ?8%;1 2008 | 0SB MPG
OT 121 ?8%'3 1D8%'2 2005 | OSB MPG
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OT_ 122 |K ?8%}) 1D8%;1 1999 | OSB MPG
OT 123 |K o |2y | 2006 | 0SB MPG
OT 124 |K ?92'7 2001 | 0SB MPG
OT_ 125 |E 1D9Ez31-0 1D953'8 ?9%5 2007 | OSB MPG
OT 126 |E ?QE;'B ?;;1 ?95% 2005 | 0SB 46, XY, 1gh+
OT 127 |E ?QE% ?93'7 1994 ggﬂ‘éom”” 46,XY
OT 128 |E 1D9%'8 ?9%'0 ?988;9 2008 | Atipik Otizm | 46,XY
OT_ 129 |E ?9%'1 5059'6 ?9%'2 2006 | OSB 46,XY
OT 130 |E o oo |oovs  |2002 | Asperger send. | 46,XY
OT_ 131 |K 5036'4 2[,)0%'5 ?0%'6 2007 | Rett Send. 46,XX
OT 132 |K 2DoBs_5 2DO%_6 5088'4 2007 | OSB 46,XX
OT 133 |E 51%}) 5183'7 ?1%'(3 2004 | 0SB MPG
OT 134 |E 55'4 2DlB4-5 ?5’6 2006 | OSB 46,XY
OT_135 |E 0SB MPG
OT_136 |E 0SB MPG
OT_137 |K ?2%'5 2008 | OSB 46,XX
OT_ 138 |E 52885 ?288'7 ?238;3 2006 | OSB 46,XY
OT 139 |E s | |opes  |2009| 0SB 46,XY
OT_140 |E 52%'8 ?2%5 ?2%'7 0SB 46,XY
orale |55 %% %5 | los |we
OT 142 |E ?3%;_) DB- ?3%'6 2006 | Atipik Otizm | 46 XY
OT 143 |E 2D3Bl'7 ZDSI?L_ES 0SB MPG
OT_ 144 |K ?3%'3 ?388;1 0SB 46,XX
OT_ 145 |E 53%'7 2DS%_8 DB- 0SB MPG
OT_146 |K ?4%'6 ?4%;1 ?4%;_) 2001 | OSB MPG
OT 147 |E ors s |ome  |2010| 0SB 46,XY
OT 148 |E 2D4'38'3 2D4%;1 2D4'38'5 2006 | OSB 46,XY
OT 149 |E Dol loeen 2005 | 0SB 46,XY
OT_150 |E ZDSEZ)L-S 2D5Bl'4 2002 | OSB MPG
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OT_151 5582'1 ?582'2 0SB MPG
S O = = - R T
OT 153 2D5%,_3 2[.)553;1 DB2535 0SB 46, XY, 16gh+
OT_154 ZDSE;-G 2Ds%,_7 0SB 46,XY
OT 155 5582;3 2005 | Atipik Otizm | MPG
ot |e |0 0B 0B e AR e
ok be (om 1% o |exx
OT_158 55%'3 55%;1 1999 | OSB 46,XY
OT 159 ?5%'1 ?5%-2 ?5% 2008 | 0SB 46 XY
orwole %% %8 %5 | jow |we
OT_161 ZDG%'S 56%'7 ZDG%-ES 2012 | OSB MPG
OT 162 s oees o, |1999 | 0SB MPG
OT _163 ZDBE:;L-7 ZDGI?L_S 2009 | OSB MPG
OT_164 2De%-1 ZDGE;Q 2DGB3-0 0SB MPG
ous|e |25, 5% %% | Jowm |we
OT_166 2D6%-5 2D6BB-6 ZDGBB-7 0SB MPG
OT_167 56% ?63'6 2009 | OSB 46,XY
OT 168 o oy o |2009 | 0SB 46,XX
OT_169 5685'3 ?6%'5 ?6%;1 2012 | OSB MPG
OT_170 56'37;1 2DGB7'5 2D6B7'6 2008 | OSB 46,XY
oT 171 56%;3 ?688'0 ?6% 2010 | 0SB 46,XX
OT_172 2D688-1 56%'9 ?688'2 2010 | OSB 46,XX
OT 173 ?6'32'0 ?6%'2 ?682'1 2005 | 0SB 46,XY
orle |55 [ %8 | Jos  laxy
OT 175 ?6%'6 ?686'7 2006 | 0SB MPG
OT 176 s s oo |2008 | 0SB MPG
OoT_177 ngE;-g 2DGBsb 2DeB7-9 2010 | OSB 46,XX
o178 o |ora | o1 ose XY
OT 179 s o | o |2008 | OSB MPG
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DB-

DB-

DB-

OT_180 2601|2603 |2692 | 2011|OSB 46,XY
OT 181 s |oeer  |oes |2009 | 0SB MPG
OT 182 2D7%b 2[.)7%'1 2[,)7%'2 2010 | 0SB MPG
OT _183 2D7%'6 2D7%'7 2002 | OSB 46,XY
OT 184 57%;3 2[,)7%;) 1997 | 0SB 46,XY
OT_185 2D7Bl'1 2D7Bl'2 2D7'?L'3 2009 | OSB 46,XY
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7. TARTISMA VE SONUC

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), 3 yasindan dnce ortaya ¢ikan tekrarlayict ve
stereotipik davranislarin eslik ettigi, sosyal ve iletisimsel bozukluklarla karakterize bir
grup norogelisimsel hastaliktir (1). Klinik tanimlamasinda siirekli gelismeler yasanan
OSB, Mayis 2013°te giincellenen tani kriterleri ile 1) Otistik Bozukluk, 2) Asperger
Sendromu ve 3) Baska Tiirlii Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluk basliklari
altinda incelenmektedir (1, 17).

OSB’nin prevalansi yaklasik %1 olup erkek ¢ocuklarda, kiz ¢ocuklara oranla
yaklasik 4 kat daha fazla goriilmektedir (4). Mutasyonlar1 otizm ile iliskilendirilmis
genlerin yaninda bugiine kadar yaklasik 225 gen ve 743 CNV’nin OSB’ye yatkinlik
olusturdugu gosterilmistir (83). Ayrica OSB’nin etiyolojisinde epigenetik faktorlerin de
onemli rol oynadigi gosterilmistir (27, 90). Diger taraftan konvansiyonel karyotip
analizi ¢aligmalari ile OSB’li hastalarin yaklagik %3-12’sinde translokasyon, inversiyon
ve duplikasyon gibi kromozomal diizensizliklerin belirleyici oldugu gosterilmistir (28-
31). Tanmimlanan kromozomal diizensizlikler OSB ile iliskilendirilmis genlerin
(SHANK3, CNTNAP2, NLGN1, NRXN1) tanimlanmasi siirecinde baslangi¢ noktasi
olarak degerlendirilmistir (4).

Bu ¢alisma kapsaminda OSB’nin genetik etiyolojisini aydinlatma siirecine katki
saglamaya yonelik olarak 36’s1 kiz 149’u erkek toplam 185 hastada konvansiyonel
karyotip analizi gergeklestirilmistir (Tablo 2). Calismaya dahil edilen hastalardan
131’inden analiz edilebilecek kalitede metafaz plagi elde edilmis ve bu hastalarin
105’inde normal karyotip (46,XX/46,XY) goézlenirken 7’sinde (%5.3) otizme neden
olabilecek kromozomal diizensizlikler [46,XY,t(1;5)(p12;p15)],
[46,XY,1(1;9)(922;934)], [46,XY,4p+?], [46,XYqh+,15p+,18p-], [47,XY,+21] gbzlendi
(Tablo 1). Patolojik olabilecek diizensizliklere ek olarak 19 hastada, saglikli bireylerde
siklikla gozlenen, polimorfik diizensizlikler [iki hastada 46,XY,16gh+, bir hastada
46,XY,lgh+, bir hastada 46,XY,21pst , 1i¢ hastada 46,XY,22ps+, bir hastada
46,XY,22p+, bir hastada 46,XX,22p-, ii¢ hastada 46,XY,9qh+, bir hastada 46,XYqh-,
bes hastada 46,XY gh+, bir hastada 46,XY,inv(9)(p13g21)] gozlendi (Tablo 1).

Delesyonlar genomik kayba neden olan dengesiz kromozomal diizensizliklerdir.

Genellikle biiyiik boyutlu delesyonlar, kiigiik boyutlu delesyonlara kiyasla fenotip ve
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yagsam kalitesi tizerinde daha belirgin olumsuz etki olustururlar (10, 91). Delesyonlar
cok sayida geni etkilediklerinde ortaya ¢ikan agir fenotip, gen-hastalik iliskisi kurulmasi
stirecine katki saglamazken, tekrarlayan tipik fenotipik bulgular gen-hastalik iliskisi

kurulmasi siirecine 6nemli katkilar saglayabilmektedir.

Calisma kapsaminda iki hastada delesyon [46,XY,del22(q13.31-q13.33)]
gozlenmistir (Sekil 5, 6). 22q13-gter delesyonu otizmle iliskilendirilmis bir kromozomal
diizensizlik olup bdlge i¢inde yer alan SHANKS3 geninin heterozigot nokta mutasyonlari
da tek baslarina otizme neden olmaktadir (40). Bir c¢alismada SHANK3 mikro
delesyonlarinin otizmin %?2’sini aciklayabildigi gosterilirken, farkli bir calismada
SHANKS3 nokta mutasyonu ve SHANKS3’i tutan delesyonlarin otizmin %0.75’inin
sebebini agikladigi gosterilmistir (41, 92). Bizim c¢alismamizda ise konvansiyonel
karyotip ile 131 hastadan 2’sinde (%1.5) SHANK3’ii etkileyen delesyon gosterilmistir.
Calismada kullandigimiz konvansiyonel karyotip analizi ile 4 Mb iizerindeki
delesyonlar1 gozlemleyebilmek miimkiin olmaktadir. SHANK3 ise 22. kromozomun
terminaline yalnizca 128.4 kb uzakliktadir ve bu boyuttan daha biiyiik biitiin delesyonlar
SHANK3’ii etkilemektedir (64). Bu durum kullandigimz yontemin sahip oldugu
¢oziiniirliglin SHANK3’# etkileyebilecek birgok delesyonu belirleme giiciine sahip
olmadigint gostermektedir. Bu veriler, yiiksek c¢ozinirlikli bir yaklasimin (CNV,
dizileme) SHANK3’iin bizim ¢alisma grubumuzdaki katkisini yiikseltebilecegini

gostermektedir.

Kromozomlar arasinda ger¢eklesen dengeli translokasyonlar her zaman fenotipik
bir patolojiye neden olmamaktadir. Ancak, ebeveynlerde fenotipik patolojiye neden
olmayan bu diizensizlikler mayoz boliinme sonucu olusan gametlere gecis olasiliklarina
gore fetusta dengesiz olabilmekte ve siklikla disiiklere neden olmaktadir (86, 87).
Kritik bir geni etkilemesi durumunda dengeli translokasyonlar, etkilenen gene bagh
olarak ¢ok genis bir spektrumda dismorfolojiye neden olabilmektedir (86, 93, 94). Bu
durum, dengeli traslokasyonlar1 hastaliklardan sorumlu genlerin tanimlanmasinda etkin
bir baslangi¢ noktas1 haline getirmektedir (93). OSB ile iliskilendirilmis olan CNTNAP2
geni de dengeli bir diizensizlikten yola ¢ikilarak tanimlanmistir (69). Bu noktadan
bakildiginda OT 49 ve OT 102 kodlu hastalarda goriilen dengeli traslokasyonlar
[t(1;5)(p12;p15) ve 1(1;9)(g22;934)] OSB’nin patolojisinde rol oynayan genlerin

tanimlanmasit igin kritik diizensizlikler olarak goriilmektedir (Sekil 7, 9). Fakat
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t(1;5)(p12;pl5) diizensizliginin, etkilenmis hastanin hem annesinde hem de
anneannesinde gorilmesi, t(1;9)(g22;934)] diizensizliginin ise etkilenmis hastanin
annesinde goriilmesi, bu diizensizliklerin hastalarda goriilen otistik fenotipten sorumlu
olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, her iki translokasyonda da etkilenmis
hastalarin erkek olmasi ve diizensizligin fenotipi olumsuz etkilemedigi bireylerin kadin
olmasi dikkat ¢ekmektedir ve bu durum OSB’nin erkeklerde kadinlara oranla dort kat
daha sik goriilmesini hatirlatmaktadir (4). Erkeklerde, kadinlara gére OSB’nin daha sik
goriiliiyor olmasi, siirecte epigenetik  faktorlerin  de rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Tanimlamis oldugumuz diizensizliklerin ailelerdeki saglikli
erkeklerde goriilmemesi, sadece kadinlarda goriilmesi epigenetik etkilerin  var
olabilecegini destekleyen bir bulgu olarak goziikmektedir. Ayrica, ayni kromozomal
diizensizligi tasiyan bir ailenin farkli bireylerinde otistik fenotipin farklilik gosterdigi,
ozellikle kadinlarin erkeklere oranla daha hafif bulgular gosterdigi, hatta kadinlarin
diizensizligi tasimasina ragmen otistik bulgular goéstermemesi c¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir (95-98). Bununla birlikte bir genin anneden veya babadan kalitilmasina
gore farkli seviyelerde eksprese olmasi (genomik imprinting) her ne kadar mekanizmasi
bilinmiyor olsa da epigenetik ¢aligmalarin ilgi odag: olarak gilinlimiizde popiilerligini
korumaktadir ve kompleks hastaliklarin etiyopatogenezinde 6nemli roliiniin oldugu
distintilmektedir (99, 100). Daha net bir sonuca varabilmek i¢in gozlemledigimiz
dengeli diizensizliklerin kirilma bolgelerinin belirlenmesi, kirilma sonucunda etkilenmis
olan genlerin veya kontrol bolgelerinin gosterilmesi gerekmektedir. Bu yonii ile ¢alisma
kapsaminda tanimlamis oldugumuz bu diizensizliklerin otizmin etiyolojisinde rol
oynayan genetik ve epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmasi siirecine katki

saglayabilecek potansiyele sahip oldugunu diisiinmekteyiz.

Calisma grubumuzda bir hastada trizomi 21 (47,XY,+21) gozlenmistir (Sekil 12).
Down senromu olarak da adlandirilan trizomi 21, orta derecede mental retartasyonda en
stk goriilen kromozomal bozukluktur. Down sendromu yaklagik 800 dogumda bir
goriiliir ve ileri anne yasina bagli olarak goriilme sikligr artar (8). Down sendromlu
hastalarin yaklagik %10’unda otistik bulgular da goriilmektedir (101). OSB’nin
prevalansinin genel toplumda %1 olmasina karsin Down sendromlu hastalarin
%10’unda goriilmesi, trizomi 21 Kkaryotipinin otizme yatkinlik olusturdugunu
gostermektedir (4, 101). Bu durumun, 47,XY,+21 karyotipi goriilen OT 15 kodlu
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hastadaki otistik bulgularin nedenini agikladigini diisiinmekteyiz. Ancak, biitiin Down
sendromlu hastalarda otizmin goriilmeyisi bu hastalarda ilave genetik, epigenetik veya
cevresel faktorlerin de 6nemli roliiniin olabilecegini disiindiirmektedir. Bu nedenle,
47,XY,+21 karyotipi goriilen hasta bireyde de ileri diizeyde ¢alismalarin yapilmasinin
gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

Calisma grubumuzda Asperger sendromu tanist koyulmus bir hastada
46,XY,(4pl4+?) karyotipi gozlenmistir (Sekil 10). DSM-IV tani kriterlerine gore
OSB’nin iginde yer alan Asperger sendromu yiiksek biligsel yetenek ve iletisimde nitel
bir bozuklugun olmamasi ile otizmden ayrilmaktadir (102). Bugiine kadar Asperger
sendromunun etiyolojisini aydinlatmaya yonelik baglant1 analizi ¢alismalar1 ile ASPG1
(kromozom 3q25-927) (42), ASPG2 (kromozom 17p13) (44), ASPG3 (kromozom
1g21-922) (103) ve ASPG4 (kromozom 3p24-p21) (104, 105) lokuslari hastalikla
iliskilendirilmistir. Ancak, bu lokuslardaki iliskili genler heniiz tanimlanamamustir.
Diger taraftan, X kromozomu iizerinde bulunan NLGN3 ve NLGN4 genleri tizerindeki
mutasyonlarin otizmin yaninda Asperger sendromuna da neden oldugu gosterilmistir
(39). Bu calisma kapsaminda tanimlamis oldugumuz diizensizlik ise, daha Once
Asperger sendromu ile iliskilendirilen lokuslardan farkli olarak 4. kromozomun pl4
lokusunda yer almaktadir ve 1s1tk mikroskopu ile ayirt edilir boyutlarda bir artistir.
Gozlenen bu artisin hangi kromozomdan koken aldigimi ayirt etmek miimkiin
olmamistir (Sekil 10). Buradaki artisin nereden kaynaklandiginin CNV gibi daha ileri
seviyedeki analiz yontemleri ile arastirllmasi gerekmektedir. Otistik hastalarda
gerceklestirilen kopya sayisi degisikligini belirlemeye yonelik c¢alismalarda 4.
kromozomun pl4 ve pl4-pl3 lokuslarini etkileyen ¢ok sayida duplikasyon ve
duplikasyon-delesyon diizensizlikleri rapor edilmistir (106). Bu durum, ilgili hastada

gozlenen etkilenmis bolge iginde OSB ile iligkili bir genin oldugunu isaret etmektedir.

Calisma grubumuzdaki diger bir hasta bireyde 46,XYqh+,15p+,18p- yapisal
degisikligi gozlenmistir (Sekil 11). Bu diizensizlik Y kromozomunun heterokromatin
bolgesinde artis, 18. kromozomun kisa kolunun terminalinde kayip ve 15. kromozomun
kisa kolunun terminalinde artis ile karakterizedir. Bu karyotipte gozlenen 15.
kromozomdaki artisin 18. kromozomdan translokasyon sonucu gelmis olma olasiligi
bulunmakla birlikte, teorik olarak bu degisikliklerin birbirinden bagimsiz duplikasyon

ve delesyon olmast da miimkiin gozikmektedir. Gozlenen kayip ve kazanimlarin
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oldukga kiigiik olmasi nedeniyle konvansiyonel karyotipleme ile diizensizligin temeli
aciklanamamustir. Ancak, her iki kromozomda da kirilma ger¢eklestigini ve bu durumun
ilgili bolgelerde genleri etkileme potansiyeline sahip oldugunu ifade etmek miimkiindiir.
Bu yondeki sorulara cevap bulmak i¢in C bantlama (CBG-Sentromer Bantlama), NOR
(Nuclear Organizer Regions) bantlama, FISH (Fluoresan In Situ Hybridization) ya da
CNV gibi daha ileri seviyedeki analiz yontemleri kullanilarak arastirilmasi, sonuca

gitme yOniinde katki saglayabilecek yaklasimlardir.

Biitiin bunlarin yaninda, 18. kromozomun p11.22 lokusunda bulunan Ankyrin
repeat domain 12 (ANKRD12) geni OSB’ye yatkinlik ile iliskilendirilmis olmakla
birlikte bu genin kolerektal kanserlerde ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (4, 107) .
Diger taraftan, 18. kromozomun pl11.31-p11.22 lokuslarmmini tutan c¢ok sayida
duplikasyon, delesyon ve delesyon-duplikasyon tarzi kopya sayis1 degisiklikleri otistik
hastalarda gosterilmistir (106). Aymi sekilde 15. kromozomun pl13-pl11.2 bolgelerini
tutan c¢ok sayida duplikasyon, delesyon ve delesyon-duplikasyon tarzi kopya sayisi
degisiklikleri otistik hastalarda rapor edilmistir (106). Bu veriler ilgili bolgelerde otizm
ile iliskili genlerin olabilecegini gostermektedir. Buna paralel olarak, gozlenen

karyotipin ilgili hastadaki otistik fenotipinin sebebi oldugu fikrini desteklemektedir.

Caligsma kapsaminda gozlenen heterokromatin bolge artis1 ve azalmalar1 (16gh+,
1gh+, 9gh+, Yqgh-, Ygh+) siklikla saglikli toplumda da gozlenen polimorfik yapilardir
(86, 87). Bu orneklerde hetorokromatin bolgeleri  belirlemeye yonelik olarak
gelistirilmis olan C-bandlama tekniginin uygulanmasi gerekmektedir (108-110). Benzer
sekilde, 6 hastanin akrosentrik kromozomlarinin kisa kolunda artis ve azalmalar (21ps+,
22ps+, 22p+, 22p-) gozlenmistir. Akrosentrik kromozomlarin kisa kolunda, NOR
(nucleolar organizing regions) olarak adlandirilan ve rRNA’larin  Onciiliiniin
sentezlendigi bolgede saglikli bireylerde siklikla boyut degisikligi goriilmektedir ve bu
degisim polimorfizm olarak degerlendirilmektedir (10, 86, 87). Bu polimorfik
degisikliklerin otizmle iliskili oldugu diisliniilmese de OSB gibi genetik heterojenitesi
yiiksek olan kompleks hastaliklar, genom {iizerinde yaygin olarak goriilen
polimorfizmler ile karakterizedir (111). Bu polimorfizmler tek baslarina hastalik
olusturmak icin yeterli degildir, ancak hastalik riskini arttirarak, kiimiilatif etki ile
hastalik olusturmaktadirlar (111). Polimorfizmler gen dozajimin anlatimini olumsuz

etkileyebilmektedirler (111). Bu etkilesim sonucunda, tek baslarina ya da bagka genetik
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ve gevresel faktorlerle birlikte hastalik nedeni olabilmektedirler (2, 111). Bu agidan
bakildiginda, ¢alismamizda gozlenen polimorfik degisikliklerin OSB’nin etiyolojisine
katkisinin olma olasiligi distiniilmektedir. Ancak bu yapilarin ger¢ekten polimorfizm
olup olmadigmin belirlenmesi NOR bandlama veya CNV c¢alismasi ile miimkiindiir.
Aksi halde bu bolgelerdeki artigin faklt bir kromozoma ait bir bolge olmadigini

sOylemek miimkiin degildir.

Calisma kapsaminda bir hastada da 9. kromozomda olusan perisentrik inversiyon
karyotipi  46,XY,inv(9)(p13g21) gozlenmistir (Sekil 13). 46,XY,inv(9)(p13g21)
karyotipi saglikli bireylerde de siklikla gézlenen ve polimorfik yeniden yapilanma
olarak degerlendirilen dengeli bir diizensizliktir (86, 87, 112, 113). Bu nedenle
inv(9)(p13g21) bizim c¢alisma grubumuz i¢inde otizmle iliskili bir diizensizlik olarak

degerlendirilmemistir.

Sonu¢ olarak, OSB’nin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasi siirecine katki
saglayabilecek kromozomal diizensizlikleri tanimlamayr amacglayan tez calismamiz
kapsaminda 131 hastada konvansiyonel karyotip analizi gereklestirildi ve iki hastada
daha once otizm ile iligkilendirilmis olmak {izere toplam 7 (% 5.3) hastada OSB ile
iliskili olabilecek kromozomal diizensizlik gozlenmistir. {1k kez bu ¢alisma kapsaminda
tanimlanan 4 kromozomal diizensizlik [46,XY,t(1;5)(p12;p15), 46,XY,t(1;9)(q22;q34),
46,XY,4p14+?, 46,XYqgh+,15p+,18p-] OSB ile iliskili yeni genlerin tanimlanmasi
stirecine katki saglayabilecek potansiyele sahiptir. Diger taraftan, calisma kapsaminda
OSB’li 185 hastaya ait genomik DNA 6rnegi toplanmistir. Bu arsiv konvansiyonel
karyotip analizi ile herhangi bir anomali gdzlenmeyen hastalarda OSB’nin
etiyolojisinde Onemli bulgular saglayabilecek potansiyele sahiptir. Konvansiyonel
kromozom analizi, 4 Mb ve bunun iizerindeki biiyiikliiklerdeki yapisal diizensizlikleri
tespit etmemize izin vermektedir (9). Bu nedenle 4 Mb’dan daha kii¢iik yapisal
diizensizlikler bu yontem ile belirlenememektedir. Ancak yapilan CNV analizi
caligmalar1 kromozomlardaki 4Mb’dan daha kiigiik yapisal degisikliklerde pek ¢ok gen
bolgesinin etkilendigini ve bu genlerden bazilarinin OSB ile iliskili olabildigini
gostermistir (6). Bu nedenle ¢alismamizda normal karyotip gozlenen hastalarin daha
ileri molekiiler yaklagimlarla analizlerinin yapilmasinin OSB’nin etiyolojisini arastirma
yoniinden gerekli oldugu goriilmektedir. Calismamiz Tiirkiye genelinde yiiriitiilmiis en

genis ¢alisma olup, ilave hastalarin ¢aligmaya dahil edilmesine devam edilmektedir.
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Ayrica, tanimlanan kromozomal yeniden yapilanmalarda etkilenen genlerin

belirlenmesine yonelik projeler gelistirilme asamasindadir.
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Ek 1. Otistik Bozukluk DSM-IV Tam Kriterleri

En az ikisi (1)’inci maddeden ve birer tanesi (2) ve (3)’lincii maddelerden olmak
tizere (1), (2) ve (3)’lincii madelerden toplam alt1 (ya da daha fazla) maddenin

bulunmasi:

(1) Asagidakilerden en az ikisinin varligi ile kendini gosteren toplumsal etkilesimde
Nitel bozulma:
(a) Toplumsal etkilesim saglamak i¢in yapilan el kol hareketleri, alinan viicut
konumu, takinilan yiliz ifadesi, goz goze gelme gibi sozel olmayan bir ¢ok
davranista belirgin bir bozulmanin olmasi.
(b)Yasitlaryla gelisimsel diizeyine uygun iliskiler gelistirememe,
(c)Diger insanlarla eglenme, ilgilerini ya da basarilarin1 kendiliginden paylasma
arayist icinde olmama ( &rn. Ilgilendigi nesneleri gdstermeme, getirmeme ya da
belirtmeme)
(d)Toplumsal ya da duygusal karsiliklar vermeme
(2) Asagidakilerden en az birinin varligi ile kendini gdsteren iletisimde nitel
bozulma:
(a)Konusulan dilin gelisiminde gecikme olmasi ya da hi¢ gelismemis olmasi (el,
Kol ya da yiiz hareketleri gibi diger iletisim yollariyla bunun yerini tutma
girisimi eslik etmemektedir.)
(b)Konusmasi yeterli olan kisilerde, baskalariyla sdylesiyi baglatma ya da
siirdiirmede belirgin bir bozuklugun olmasi.
(c)Basmakalip ya da yineleyici ya da 6zel bir dil kullanma,
(d)Gelisim diizeyine uygun ¢esitli, imgesel ya da toplumsal taklitlere dayali
oyunlar1 kendiliginden oynamama.
(3) Asagidakilerden en az birinin varlig ile kendini gosteren davranis, ilgi ve
etkinliklerde sinirli, basmakalip ve yineleyici driintiilerin olmast:
(a)ilgilenme diizeyi ya da iizerinde odaklanma agisindan olagandis1, bir ya da
birden fazla basmakalip ve siirli bir Oriintiisii ¢ergevesinde kapanip kalma.
(b)Ozgiil, islevsel olmayan, alisageldigi iizere yapilan giindelik islere ya da
Torensel davranig bicimlerine hi¢ esneklik gostermeksizin siki sikiya uyma,
(c)Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler (6rn. Parmak siklatma, el

cirpma ya da burma ya da karmasik tiim viicut hareketleri)
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Ek 1. Otistik Bozukluk DSM-IV Tam Kriterleri (Devam)

(d)Esyalarin pargalartyla siirekli ugrasip durma.
B. Asagidaki alanlardan en az birinde, 3 yasindan Once gecikmelerin ya da
olagandis1 bir islevselligin olmasi:
(1) Toplumsal etkilesim,
(2) Toplumsal iletisimde kullanilan dil ya da
(3) Sembolik ya da imgesel oyun.
C. Bu bozukluk Rett Bozuklugu ya da Cocukluk Dizintegratif Bozuklugu ile daha

1yl aciklanamaz.
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