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OZET

Yiiksel, Z. Otizm bulgusu gosteren bireylerdeki genetik degisikliklerin array
CGH yontemi ile ortaya konmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2012.
Otizm sosyal etkilesimde bozulma, iletisimde bozulma ve tekrar eden ve basmakalip
davraniglar ile karakterize bir hastaliktir. Son on yilda otizm spektrum
bozukluk/yaygin gelisimsel bozukluk (OSB/YGB) etiyolojisinden sorumlu oldugu
diisiiniilen genetik bilesenlere dair onemli verilere ulasilmistir. insan genomunun
yiiksek ¢oziiniirliikle taranmasindaki teknolojik ilerlemeler ve genomik varyasyonun
kaynagi olarak bilinen kopya sayist degisikliklerinin (KSD) tanimlanmasi, klinik
olarak anlamli lokuslarin tespit edilmesine yol a¢mistir. Array karsilastirmali
genomik hibridizasyon (aCGH) yontemi otizmli bireylerde geleneksel sitogenetik
yontemlere gore bes kat daha fazla tanimlama yapabilmektedir. Patojenik genomik
degisikliklerin YGB'li olgularin %10'undan fazlasinda tanimlanmas1 KSD'lerin YGB
genetik etiyolojisindeki onemini vurgulamaktadir. Calismamiza toplam 37 YGB'li
olgu dahil edildi. Tiim olgularin dismorfik degerlendirmeleri, karyotip ve Frajil X
analizleri ile Agilent® 8x60K platformu kullanilarak aCGH analizleri
gerceklestirildi. Olgularin % 5.4'tinde (2/37) kromozom anomalisi, yaklasik
%30'unda (11/37) da KSD'ler tespit edildi. Saptanan KSD'lerin %54'G (6/11)
delesyon, %@46's1 (5/11) ise duplikasyon idi. Olgularin klinik 6zellikleri ile
KSD'lerinin saptandig1 lokuslardaki aday genler arasindaki olasi iligkiler tartigildi.

Anahtar Kelimeler: Yaygin Gelisimsel Bozukluklar, Otistik Spektrum Bozukluklar,
Otizm, Kopya Sayis1 Degisiklikleri (KSD), aCGH

Destekleyen Kurumlar: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu, Proje No 2011-11036
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ABSTRACT

Yuksel, Z. Investigating copy number variations in individuals showing autistic
features using array comparative genomic hybridization method. Eskisehir
Osmangazi University, Medicine Faculty, Medical Genetics Department,
Medical Specialty Thesis, Eskisehir, 2012. Autism is a disorder characterized by
impaired social relationships, impaired language and communication, and repetitive
behaviors. In the last decade, important evidence has been published about the
genetic atiology of autism spectrum disorders (ASD). Technologic advancement in
screening human genome at high resolution and recognition of copy number
variations (CNVs) as a prevalent source of genomic variation has led to identify
clinically relevant loci. Array comparative genomic hybridization (aCGH) has up to
fivefold increase in diagnostic yield when compared with conventional cytogenetic
methods. Pathogenic genomic variations identified upwards of 10% of ASD cases
highlighting an important role for CNVs in the genetic aetiology of ASD. In our
study, we analyzed karyotypes and CNVs of 37 cases from Eskisehir region
diagnosed as autism spectrum disorder and assesed their clinical effects. All cases
were assessed in a clinical genetic setting and karyotype and Fragile-X analysis as
well as aCGH using Agilent® 8x60K platform were performed. Chromosomal
anomaly was found in 5.4% (2/37) while CNVs were found in approximately 30%
(11/37). detected CNVs were distributed as 54% deletion (6/11) and 46% duplication
(5/11). Clinical features and the possible responsible genes on the detected CNV loci

were discussed.

Key Words: Pervasive Developmental Disorders, Autism Spectrum Disorders,
Autism, Copy Number Variations (CNV), aCGH

Supporting Institutions: Scientific Research Project Commission, Eskisehir
Osmangazi University, Project No 2011-11036
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1. GIRIS

Otizm, "otizm spektrum bozukluklar/yaygin gelisimsel bozukluklar” (YGB)
olarak anilan; sosyal iliskide bozulma, dil ve iletisim bozuklugu ve tekrarlayici
davraniglar veya ilginin az olmasi gibi 6zellikleri paylasan klinik olarak heterojen
hastaliklar grubundan olusmaktadir. Yaklasik olarak %30'a 'gerileyen' baslangica
sahip olmasina ragmen ¢ogu ¢ocuk i¢in otizm blirtileri 18 - 24 ay arasinda fark edilir
(1). Otistik ¢ocuklarin yaklasik %50-70' sozel olmayan ZB (Zeka Bolimii) testleri
ile zeka yasitlartyla kiyaslandiginda yetersiz olarak tanimlanmaktadir (2) ve yaklagik
%25'inde epileptik nobetler goriilir (3). Otizm dismorfik bulgularin ve/veya
mikrosefalinin olmasi ile karmasik; fiziksel anomalilerin ve mikrosefalinin yoklugu
ile esansiyel olarak adlandirilmaktadir (4). YGB tani kriterine uyan 2-3 yasindaki
cocuklarin yaklagik %25'i sonradan konugmaya ve iletisim kurmaya baglamaktadir
ve 6-7 yas itibar1 ile normal saglikli ¢ocuklarla birlikte okula devam etmektedir.
Geriye kalan %75 ise omiir boyu ebeveyn bakimi, 6zel egitim ve sosyal destek
gerektiren engellere sahip olmaktadir (5).

Amerikan Psikiyatri Birligi Psikiyatrik Hastaliklar El Kitab1 4. baskinin
diizeltilmis metninde (DSM-IV-TR) yer alan davranig oOlgiitleri gerek ABD'de
gerekse de diinya ¢apinda otizm tanisi koymak igin standart olarak kullanilmaktadir
(6). Simdiye kadar ti¢ alt grup [Otistik bozukluk (OB), Asperger Sendromu (AS) ve
Yaygin  Gelisimsel Bozukluk-Bagka Tirlii Adlandirilamayan (YGB-BTA)]
tanimlanmistir (7). Bir ¢cocugun OB (6rn, klasik otizm) tanisina aday olmasi i¢in ii¢
yasindan Once sosyal etkilesim, sosyal iletisimde kullanilan dil veya
sembolik/imgesel oyunlarda ve basmakalip motor hareketlerde anormallikler veya
kisitli ilgiye sahip olmasi seklinde anormalliklerle ilgili 12 belirtiden en az 6 belirtiyi
gostermesi gerekmektedir. Eger OB i¢in tan1 kriterleri karsilanmiyor ise, YGB iginde
yer alan diger iki hastaliktan; AS veya YGB-BTA tanisina uyabilir. Otizm birden
fazla nedeni, sonucu ve tedavi yaniti ile giden yiizlerce ndrolojik temelli sendrom ile
birlikte bildirilmistir. 2006'da Rett Sendromunun molekiiler temelinin kesfiyle
birlikte bir¢ok etiyolojiye sahip oldugu kanitlanmistir. Giliniimiizde hala otizmli
bireylerin %15-20'sinde etiyoloji tanimlanabilmektedir (8).



Etiyolojisi bilinmeyen otizmli bireyler i¢in genetik danigsma ve risk
hesaplamasi1 6zel taninin genetigi temeline dayanmaktadir. Nedeni bilinmeyen
otizmde, kardeslerin ampirik riski otizm i¢in %5-10; dil, sosyal ve psikiyatrik
bozukluklar1 iceren daha hafif durumlar igin %10-15'tir (4, 9). ki veya daha fazla
etkilenmis ¢ocuklart bulunan aileler igin tekrarlama riski %35'e ulagsmaktadir (10).
Esansiyel otizmi olan probandin erkek kardeslerinde otizm igin risk %7, hafif YGB
icin ek olarak %7'lik bir risk daha mevcuttur. Esansiyel otizmi olan probandin kiz
kardeslerinde otizm igin %1 risk vardir; hafif YGB i¢in risk bilinmemektedir.
Kompleks otizmi olan probandin kardeslerinde tekrarlama riski otizm i¢in %1 ve
hafif YGB i¢in ek olarak %2'dir (4).

Ikiz ve aile calismalari otizmin genetik temelini ortaya koymus ve
kalitilabilirligin %90"'n iizerinde oldugunu belirtmistir (11). Yiiksek ¢oztnliirliklii
kromozom analizi YGB'li ¢ocuklarin yaklasik %S5'inde kromozom andploidilerini
ortaya koymaktadir. Diger bir %3-5'lik kisim ise FISH (Floresan in situ
Hibridizasyon)  teknikleri  kullanilarak  tanimlanabilmektedir. Eslik  eden
dismorfolojisi olan otizmli gocuklarda ¢ogunlukla dengesiz kromozom anomalileri
bulunmaktadir (4, 12). Otizmde hemen hemen her kromozomda kromozom
anomalisi tamimlanmasina ragmen, sadece bir ka¢i otizm genleri i¢in muhtemel
lokuslar igerir goziikmektedir (13-15). Array karsilastirmali genomik hibridizasyon
(aCGH) otizmli ¢ocuklarin degerlendirilmesinde giderek yiiksek ¢oziintirliklii
kromozom analizi ve FISH yonteminin yerini almaktadir. Gliniimiizde aCGH, nedeni
bilinmeyen otizmli bireylerin %7-10'unda de novo genomik dengesizlikleri
tanimlayabilmektedir; otorlerin yazinda “sendromik™ otizm olarak tanimlanan
bireylerde oranlar daha yiiksek bulunmustur (15-17).

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve
Ergen Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali'na bagvuran, DSM-IV-TR'ye gore
YGB tanisi alan, dismorfik agidan Tibbi Genetik Poliklinigi'nde degerlendirilen ve
karyotip analizi yapilan 37 olgunun periferik kan 6rneklerinden aCGH yontemi ile
analiz yapilmistir. Boylelikle bu ¢alisma ile Eskisehir bolgesinde YGB tanili olan
olgularmn kopya sayist degisikliginin (KSD) ortaya konmasi, tanisal amagh
kullanilabilirligi, elde edilen veriler ile molekiiler etiyolojisinin anlasilmasina katkida

bulunulmasi ve genetik danigmanligin yapilabilmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaygin Gelisimsel Bozukluklarin Tarihgesi

Otizm, YGB olarak anilan; sosyal iliskide bozulma, dil ve iletisim bozuklugu
ve tekrarlayict davraniglar veya ilginin az olmasi gibi 6zellikleri paylasan klinik
olarak heterojen hastaliklar grubundan olugmaktadir.

Otizm tanimlandiktan sonraki 60 yilda bu hastaligi anlamamiza yardimci
olabilecek bir ¢ok degisiklik meydana geldi. Otizm ve diger yaygin gelisimsel
bozukluklar ile ilgili 6zellikler asagida dzetlenmistir.

Dr. Leo Kanner 1943 yilinda 11 ¢ocugun davranmigini tarif ettigi bir makale
yayinlamis ve makalesinde ilk kez "otistik" tanimini kullanmistir (18). Aslinda
Kanner'dan ¢ok oOnce duygusal olarak farkli, garip veya zeka geriligi diye
nitelendirilen ¢ocuklarin aslinda otistik oldugu fark edildi; 6rnegin Uta Frith (19)
Bonnaterre'in yazimlarinda (20) gegen "Aveyron'lu vahsi ¢gocuk™ olan Victor'u otistik
olarak degerlendirmistir. Kanner, otizm terimini sizofreni terimini de yazina
kazandiran Bleuler'den almistir (21); Yunanca'da autos (kendi) ve ismos (durum veya
harekete ait bir ek) kelimelerinden olusan "otistik" sifati kullanilmistir ve sonradan
"otizm" ismine doniismiistiir. Kanner ve Eisenberg (22) sosyal iliskide bozulma ve
aynilikta 1srar etme durumunu tani Kriteri olarak kullanirken, Rutter (23) dil ve dil
gelisimi bozukluklarinin olmazsa olmaz tani kriteri olarak kullanilmas1 gerektigini
vurgulamustir. Bettelheim (24) otizmin nedeni olarak duygusuz anneler tarafindan
yetistirilmenin veya annesiz olma durumunun otizmin nedeni olabilecegini One
stirmistiir. 1970'lerde otizmin c¢ocukluk ¢ag1 sizofrenisi olabilecegi diisiiniilmiis ve
etiyolojideki biyolojik faktorleri arastiranlar biiyiikk kromozom anomalileri bulmus
(25); ikiz (26) ve aile ¢aligmalar1 (27) yapmuslardir. 21 ikizin dahil edilerek yapildigi
calisma o giine kadarki en iyi genetik kaniti ortaya koymustur (28). Otizmin
biyolojik yonii giin yiiziine ¢iktik¢a psikojenik teoriler gegerliligini ve popiilaritesini
yitirmistir (29). Bir ¢ok aragtirmaci ruhsal hastaliklarin ¢ogunda oldugu gibi ¢oklu ve
birbiri ile etkilesen nedensel faktorleri arastirmak tizere hem fikir olmustur (30).

Kanner otizm tanimini 1943'te yapmasina karsin 1952'de yaymlanan DSM-
I'de yer almamistir. 1968'te DMS-II'nin yaymnlanmasi ile otizm ayr1 bir antite olarak

yer bulmustur (31). 1980'de yayimlanan DSM-III bir ¢ok konuda radikal degisiklikler



yaparken infantil otizm de ayn bir kategori olarak yer almistir (32). Otizm DSM-
[IT'te gelisim ve kisilik bozukluklarinin altinda siniflandirilmis, infantil otizm YGB
bashg altindaki iki durumdan biri olarak yer almistir (33). Diger durum ise YGB-
BTA olarak belirlenmistir. DSM'de yapilan degisiklik (DSM-I11-R) 1988 yilinda
yayinlanmig ve OB (299.00) tami kriterleri genisletilerek yaygin gelisim geriligi
kategorisi, eksen Il'de yer almigtir. 1994'te bugiin de tani kriteri olarak kullanilan
DSM-1V yaymlandi. DSM IV'te OB eksen I'e alind1 ve YGB'ler giiniimiizde YGB
terimi ile anilan OB, AS, Rett Sendromu, ¢ocukluk ¢agi dezintegratif bozuklugu ve
YGB-BTA buraya dahil edildi. OSB terimi hi¢ bir DSM'de yer almamasina ragmen
bilimsel literatiirde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kanner ile es zamanl olarak
Asperger 1944'te benzer oOzellikler gosteren cocuklar tarif etti (34). Asperger'in
tanimindan sonra yayinlanan iki rapor (35, 36) tanimlanan bu ¢ocuklarin degisen
derecede benzer belirtileri olan ve otizmin devami niteligindeki durumlar oldugunu
bildirmistir. Bu tanimlamay1 takiben OSB terimi kullanilmaya baglanmistir (37).
MECP2 genindeki mutasyonlarin Rett Sendromlu olgularda tespit edilmesi (38) ve
OB kriterine siklikla uymamasi nedeniyle Rett Sendromu, DSM-IV-TR'ye (39) gore
ayri1 bir OB olarak smiflandiriimamast uygun goriilmiistiir. Cocukluk Cagi
Dezintegratif Bozuklugu, diger adiyla Heller Sendromu veya dezintegratif psikoz ise
ilk olarak Heller (40) tarafindan 1908'de tanimlanmustir.

2.2. Yaygin Gelisimsel Bozukluklarin Prevelansi

Otizm spektrum bozukluklarin tiimii ile ilgili prevelans artig bildirimleri
diinyanin c¢esitli yerlerinden yapilmaktadir. 1990'a kadar, cogu calisma otizm igin
genel toplum prevelansimin 4-5/10,000 (1/2000-1/2500) oldugunu tahmin etmekte idi
(41). 1990'lar boyunca, Japonya, Ingiltere ve Isveg'teki okul &ncesi gocuklarda
yapilan galigmalar otizm i¢in prevelansin 21-31/10,000 (1/476-1/323) oldugunu
bildirdi (42, 43).

Brick Township, New Jersey'de yapilan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(CDC) vaka bulma galismasi prevelansin otizm i¢in 40/10,000 (1/250) ve biitiin
YGB'ler igin 67/10,000 (1/149) oldugunu bildirdi (44).

Birlesik Krallik'ta ¢ocuk sagligi ve gelisiminin 7, 18, 24 ve 72 aylik iken
izlendigi bir epidemiyolojik ¢alisma, bes yasindan kii¢iikk ¢ocuklarda prevelansin
otizm i¢in 16.8/10,000 (1/595) ve YGB'ler i¢in 63/10,000 (1/159) oldugunu bildirdi



(45). Bu oranlar alt1 yasindan kiiciik ¢ocuklarda prevelansin otizm igin 22/10,000
(1/455) ve YGB'ler i¢in 59/10,000 (1/169) seklinde rapor edilmesi ile teyit edildi
(46).

ABD'de yakin zamanda yapilan iki ¢alisma ti¢-on yedi yas arasindakilerden
1/91 ve 1iig-sekiz yas arasindakilerden 1/110 oraninda ¢ocugun YGB tanist aldigin
bildirmistir (46, 47).

Yakin zamanli "otizm epidemisi” c¢alismalar1 YGB insidansindaki artigin
gercegi yansitmadigini kabul etmektedir, bu artis tan1 dlgiitlerinin genisletilmesiyle
daha fazla vaka bulunmasina baglanmaktadir (48).

YGB'deki en biiylik artisi bulan calismalar ayn1 zamanda bu c¢ocuklarda
diisiik oranda rastlanan entelektiiel yetersizligi de belirtmistir. Onceki caligmalardaki
%70 orani ile Karsilastirildiginda YGB'si olan ¢ocuklarin sadece %30'u entelektiiel
yetersiz olarak degerlendirilmistir (46). Bu durum daha az diizeyde dil bozulmasi ve
saldirgan davranigla giden (hafif otistik belirti) yiiksek fonksiyonlu g¢ocuklarin
cogunun gecmisteki epidemiyolojik izlemlerde sayilmadigini disiindiirmektedir.
Otizmle ilgili devam eden epidemiyolojik bir ¢alisma otizmdeki artisin ilerlemedigini
gostermektedir. S6z konusu c¢alisma, daha erken yasta tani alanlarin ve daha hafif
bulgular1 olanlarin dahil edilmesinin, artisin 2/3inden fazlasini olusturdugunu
dolayisi ile mevcut artigin gergek bir artis olabilme ihtimalini de belirtmistir (49).

2.3. Yaygin Gelisimsel Bozukluklarin Klinik Ozellikleri

YGB iki-li¢ yas civarinda fark edilmektedir. Siit ¢ocuklar1 tipik olarak
tutulmaya veya kucaklanmaya tepki vermezler ve kucaga alinmak igin herhangi bir
girisimde bulunmazlar. Siklikla "sancili" olurlar ve zor yatigtirilirlar, tipik olarak
yalniz birakildiklarinda daha g¢abuk Sakinlesirler. G6z temasi baglatmada yetersiz
olabilirler veya goz temasindan kaginabilirler ya da bosluga bakabilirler. Uyku
bozukluklar1 ve duyusal durumlar ilk yilda fark edilebilir. Erken bulgulara ragmen
YGB'li ¢ocuklara siklikla ikinci yildan sonra yani dil gelisim gecikmesi belirgin
oldugu zaman tibbi agidan fark edilip tan1 konabilmektedir.

YGB belirtilerinin baslangici ¢ogu olgu i¢in asama asamadir; bununla birlikte
yaklasik %30'u “gerileyici" baslangica sahiptir. Bu gocuklar konusmaya baslar ve
sonra ya asamal1 ya da hizli bir sekilde konusma kaybolur. Bir kag giin iginde, ¢ocuk

gdz kontagr kurmayr reddedebilir ve ismine bakmay1 birakabilir. Isitme testleri



normal olmasina ragmen siklikla isitmediginden stiphelenilmektedir. Tekrarlayici
davraniglar erken donemde veya cocuk ii¢/dort yasina gelene kadar gelisebilir. Bu
¢ocuklarin iyi oldugu ve sonradan bazi ekzojenik maruziyetler ile bu hale geldigi
tartisilmasina ragmen, birinci dogum giinii videolarinin goriintiileri geriye doniik
analizi ile birlikte noropatolojik ¢alismalar, gerileyen gidisatin genetik olarak
belirlendigini 6ne stirmiistiir (1).

YGB tani kriterlerine uyan cocuklarin yaklasik %25'i iki veya {i¢ yasinda
sonradan konusmaya ve iletisim kurmaya baslamaktadir ve alti yedi yaslarinda
degisen oranlarda normal okula baslamaktadir. Bu grup i¢in bile sosyal bozulmalar
genellikle devam etmektedir. Geriye kalan %75 ise yogun bir sekilde ebeveyn, okul
ve sosyal destek gerektiren engellere 6miir boyu sahip olmaktadir. Bazi ¢alismalar
otizmli ¢ocuklarin %5'ten daha azinin tamamen iyilestigini belirtmistir (50); bununla
birlikte daha az etkilenmis ¢ocuklari dahil etmek i¢in tani kriterinin genisletilmesi bu
saylyr artirmaktadir. 22 - 46 yas arasinda otizm tanisi alan ve ortalama veya
ortalamaya yakin biligsel yetenekleri olan erigkinlerin 1980'lerden 2000'li yillara
uzanan yaklasik 20 yillik takibi, bireylerin yarisinin oldukc¢a iyi oldugunu yarisinin
tam zamanli veya yar1 zamanli islerde ¢alistigini ortaya koymustur; bununla birlikte
%12'sinin bagimsiz, %56'smin ise ebeveynleri ile birlikte yasadigini tespit etmistir
(5).

YGB tam olarak sosyal etkilesimde bozulma, iletisimde bozulma ve tekrar

eden ve basmakalip davranislar seklinde ti¢ temel belirti gergevesinde tanimlanmustir.

2.3.1. Sosyal Etkilesimde Bozulma

Sosyal etkilesimde bozulma otizmli bireyleri etrafindakilerden ayirir. Klasik
otizmli cocuklar diger insanlar1 "okuyamaz", onlari reddeder ve siklikla g6z
temasindan Kaginir. Tipik olarak, digerlerine rahat vermez veya rahat durmaz ve
ebeveynlerine oyuncak veya resim getirmek gibi "digeri" ile ilgili olan ortak ilgileri
paylasmaz. Onun yerine ebeveynlerini obje olarak kullanir ve istedikleri bir seyi
almak icin onlarin iizerine ¢ikabilir, ellerini ¢ekebilirler veya bir alet kullantyormus
gibi ebeveynlerin ellerini nesnelerin iizerine yerlestirebilirler. Klinikte, derginin
sayfalarimi g¢evirmekten veya arabanin tekerlegini dondiirmekten hoslanan ¢ocuk,
basit bir muayene girisiminden tedirgin olabilir. Evde, kendi basina olmayi, kendi ile

ilgilenmeyi, siklikla tekrarlayan aktiviteler yapmay1 tercih eder. Fonksiyonel veya



kendiliginden olan "yap-inan" oyununun eksikligi karakteristiktir. Oyuncaklar
siralanir, siniflanir, dondiiriiliir veya firlatilir fakat hayal iiriinii oyunlarda veya
bebegi beslemek veya bulasiklart yikamak gibi giinliik aktivitelerin taklit
edilmesinde kullanilmaz. Oyun ortaya ¢iktiginda ise yapilandirilmistir ve rastgele
degildir. Otizmli ¢ocuk yasitlar1 ve kardesleri ile arkadaslik kurmada basarisiz olur.
Okulda, siklikla diger ¢cocuklari ayakta belli bir mesafeden izler. Bazi ¢ocuklar sosyal
yaklasimlara yanit verir. Digerleri etkilesim ararken ilk adimi atmakta zorlanir ama

normal arkadagliklari ilerletmenin nasil olduguna dair algilar1 azdir.

2.3.2. Tletisimde Bozulma

Otizmli ¢ocuklar konusma, viicut hareketleri veya yiiz ifadesi ile karsilikli
iletisim gelistirmede basarisiz olur. Cocuklar karakteristik olarak siirekli bakis
kullaniminda ve ebeveyninin dikkatini yonlendirmede basarisiz olur. Erken edimsel
beceriler sinirlidir. Edimsel becerilerdeki eksiklikler yasam boyu devam eder ve hem
dil hem de sosyal etkilesimi etkilemektedir. Erken ¢ocukluk doneminde konusmayi
nesneleri adlandirmak, oyuncak istemek veya digerleri ile kaynasmak i¢in biitiinliigi
kavranamamis bir sekilde kullandigi gozlenmektedir. Zeka geriligi olan veya ifade
dilinden daha iyi algisal dile sahip olan (birincil dil gelisim bozuklugu) ¢ocuklara
kiyasla otizmli ¢ocuklar bozulmus algisal dile sahiptir. Otizmli ¢ocuk konusmayi
ogrendiginde, ekolali, zamirleri tersine ¢evirme ve alisik olmayan cekimler ve
tonlamalar icerebilen tekrarlayici konugma sergiler. Tek kelimelik ifadeler kullanarak
konusmaya baglayan tipik gelisimin aksine, otizmli ¢ocuklar reklamlar, filmler veya
baskalarinin konusmalarindan olusan bir tarz ile konusmaya baslayabilirler. Bu
konusma tarzi siklikla 6zel bir anlama gelmektedir; otizmli gocuk kelimelerin bilinen
anlamimni anlamaz. Karsilikli konugsmayr devam ettirmek, sira almak ve konusulan
kigilerin konularini anlatmasina miisaade etmek gibi durumlari igeren edimsel

zorluklar, ifade edici konugma gelisimine ragmen genellikle devam etmektedir (1).

2.3.3. Tekrar Eden ve Basmakalip Davramslar

Siit gocuklugu doneminde olanlar dik dik bakabilirler veya tas gibi olabilirler.
Yirlimeye yeni baslamis ¢ocuklar tel ¢evirme, sayfa ¢evirme veya yalama gibi
basmakalip parmak hareketlerine sahip olabilir. Etrafinda donmek ve ileri geri

kosmak gibi biitiin viicudu ilgilendiren tekrar edici hareketler de olabilir. Tekrar edici



davraniglar siklikla yiliziin bir kismina dogru parmaklar1 tutma ve onlari yandan
bakarak izleme gibi gorsel bir bilesen igermektedir. Bazen hareketler
kisisellestirilmis oksama, silme veya dondirme dizileri gibi ¢ok karmasik
olabilmektedir. Bu basmakalip hareketler saatlerce devam edebilmektedir. Tekrar
edici hareketlerin nedeni agik olmamasina ragmen, yatistirict etkisi oldugu ve stres
zamanlarinda (0zellikle daha biiylik cocuklarda) yiizeye ¢iktigi goriilmektedir. Bu
tekrar durumu giinlik hayatta aynmiligin devami ihtiyacinin kati bir sekilde
belirtilmesini yansitmaktadir. Otizmli cocuklar olaylarin sirasi, Ozenle segilmis
kelimeler ve takip edilmesi gereken nesnelerin diizenlenmesi gibi 6zenle hazirlanmig
ritiieller gelistirebilir. Ebeveyn veya bakicilarin tarif edilen olaylar sirasina

uymamasi yatistirtlamaz tagkinliklara sebep olabilir.

2.3.4. Diger Bulgular

Elektrikli siipiirge gibi yiiksek ve tiz sesler son derecede biiyiik rahatsizliklara
neden olabilir. Belli bash kiyafetlerin hissi veya dokunusu dayanilmaz olabilir; tam
tersine, yanma, yirtilma gibi gerg¢ekten aci verici uyaranlar fark edilmeyebilir.

Belli yiyecekleri veya sadece belli restoranlardan olan yiyecekleri yemek
gibi, yemek ve onlarin sunumu ile ilgili tuhaf davranislar goriilebilir.

Gece hi¢ uyumama, uykuya dalmada problem veya giine saat sabah 02:00'de
baslama gibi anormal uyku diizeni olgularin %60'inda goriiliir.

Ofke ndbetleri ve/veya kendine zarar verme ve saldirgan davraniglar rutinde
bir degisiklik ile ortaya ¢ikabilmektedir; istenmedik bir dokunus, istemedikleri bir
seyin yapilmasinin istenmesi veya belli bir neden olmaksizin ortaya ¢ikabilir.

Erken donemde topuk yiiriiyiisii, hipotoni, sakarlik ve iki tekerlekli bisiklet
kullanamama gibi motor gelisim gecikmesi bulgular goriilebilir. Tehlikenin farkinda
olmamalar1 nedeniyle, bogulma gibi nedenlerden 6tiirii 6liim tehlikesi mevcuttur.

Otizmli ergenlerin veya geng erigkinlerin %15 kadarinin hareketlerinin orta
safhasinda donma ve yavaslik ile giden belirgin hareket bozuklugu, ses ¢ikarma ve
0z bakim yeteneklerinde gerileme seklinde katatoni sendromu gelistirdigine dair
kanitlar mevcuttur.

Obezite, nedeni belli olmayan bir sekilde ortak olarak goriilen bir

komplikasyondur. Ila¢ yan etkisi, aktif olmayan hayat tarzi ve saldirganlik ortaya



cikabilir endisesi ile yiyecekleri ¢ocuklardan uzak tutmadaki giicliik obezitenin

nedenleri arasinda yer alabilir.

2.4. Yaygin Gelisimsel Bozukluktaki Fenotipler

Otizm igerisindeki klinik ve genetik heterojenitenin siralanmasi girigsiminde,
arastirmacilar ~ fenotipik  Ozelliklerin ~ (endofenotip  veya  biyobelirtecler)
tanimlanmasina gidisat ve direk tedavi segeneklerini 6ngorebilmesi agisindan 6nem
vermektedir. "Endofenotip” ve "biyobelirte¢" terimleri nérofizyolojik, biyokimyasal,
endokrinolojik, néroanatomik ve biligsel 6zelliklerin daha g¢ok biyolojik kokenli
oldugunu ve boylelikle davranigsal belirtilerden ziyade etiyolojik siiregler ile daha
fazla iligkili oldugunu belirtmektedir (51).

ZB skorlar1 uzun soluklu ¢alismalarda uzun dénem sonuglarini gii¢lii bir
sekilde ongormektedir ve kiiclik ¢ocuklarda bile otistik psikopatoloji derecesi ile
direk iligkilidir (10, 70-73). Geg¢miste otistik ¢ocuklarin %50-70'i sdzel olmayan ZB
testi ile entelektiiel acidan yetersiz olarak siniflandirilmistir (2). Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezinde (CDC) vyapilan epidemiyolojik bir c¢alisma YGB
popiilasyonunun %44.6'sinin entelektiiel agidan yetersiz oldugunu bildirmistir. Yakin
zamandaki calismalarda daha diistik oranlar bildirilmis ve bu durum AS ve daha hafif
belirtileri olan ¢ocuklar1 dahil etmek amaciyla YGB tani kriterinin genisletilmesinin
muhtemel sonucu olarak yorumlanmistir (44).

Nobetler otistik ¢ocuklarin yaklagik %25'inde gozlenmektedir. Ek olarak,
elektroensefalografik (EEG) anomali sikligi ndbet Oykiisii olmayan otistik
cocuklarda artmistir (3). Genel popiilasyonda, nobetler tek basina gidisata dair
duyarli bir gosterge degildir. Bununla birlikte, nébetlerin sikligi orta-ciddi
entelektiiel yetersizligi ve motor kusurlari olan bireyler arasinda daha ytiksektir (56).
Otizme ek olarak nobetleri olan bireyler nébetleri olmayan bireylere gore daha diisiik
ZB ortalamasina, daha kétii adaptasyon, davranigsal ve sosyal sonuglara sahiptir (57).

Yapisal beyin malformasyonlari, tipik olarak MRG (Manyetik Rezonans
Goriintiileme) ile tanimlanmaktadir, siklikla da daha kotii gidisata isaret etmektedir
(58). Nororadyologlar nedeni bilinmeyen OB ile birlikte komplike olmayan nébet,
ciddi entelektiiel yetersizlik, majoér anomaliler veya fokal norolojik bulgulari olan 77
cocugu degerlendirdiklerinde, %40'inda en sik beyaz cevher sinyal anomalileri, ciddi

dilate Virchow-Robin bosluklar1 ve yapisal temporal lob anomalileri gibi bazi
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problemlere sahip oldugunu rapor etmistir (59). Nonsendromik otizmli ¢ocuklardaki
bu denli agir patolojiler otizmde standart tani testi olarak beyin MRG kullanimini
desteklemektedir.

Belirgin dismorfoloji, erken gelismenin bozulmus oldugunu gosteren
giivenilir bir belirteg olarak otizmli olgularin %15-20'sinde bulunmustur (58). Genel
dismorfolojiyi tanimlayan smiflandirma sistemi kullanilarak bireylerin %81'inde
tespit edilen dismorfolojik bulgular ko6t prognozun  gostergesi  olarak
degerlendirilmistir (s6zel olmayan ZB<55). Belirgin dismorfoloji varligi erken
davranigsal tedaviye kotii yanitin en iyi gostergesidir (60). Klinisyenlere 12 baslik
altinda rehberlik eden Otizm Dismorfoloji Olgiimii (ODO), genetik¢i olmayanlara
genel dismorfoloji degerlendirmesi i¢in standart bir yontem saglamak igin
gelistirilmistir (61). Degerlendirilen 12 baslik: boy; sa¢ biiylime sekli; kulak yapist,
boyutu ve yerlesimi; burun biiytkligi; yiz boyutu ve yapisi; filtrum; agiz ve
dudaklar; disler; el boyutu; parmaklar ve bas parmak; tirnaklar ve ayaklardir.

Mikrosefali (bas ¢evresi <2. persantil) otizmli c¢ocuklarin %5-15'inde
goriilmektedir ve kot prognozun Kkuvvetli  belirteglerindendir (4, 62, 63).
Makrosefali (bas cevresi >97. persantil) otizmli ¢ocuklarin yaklasik olarak %30'unda
goriilmektedir ve gidisat veya ZB ile iliski bulunmamasina ragmen (63) Lainhart ve
ark. (64) ilk kelimelerin ortaya cikmasinda bir gecikme ile iliski oldugunu
belirtmistir. Dismorfoloji ve mikrosefali kullanilarak otizm karmasik veya esansiyel
olarak tanimlanabilir (4).

Karmagik otizm dismorfik bulgular ve/veya mikrosefalinin varligi ile
tanimlanmistir. Cocuklarin yaklasik 9%20-30'u karmasik otizm tanisi almaktadir.
Karmasik otizm koétii prognoz, daha diisiik erkek/disi oran1 ve esansiyel otizme gore
kardeslerde daha diisiik tekrarlama riski ile iligkilidir. Giinlimiizdeki mevcut tani
testleri kullanilarak karmasik otizmli ¢ocuklarin yaklasik %30'una otizm iliskili bir
sendrom veya kromozom bozuklugu tanis1 konmaktadir (61).

Esansiyel otizm dismorfik bulgular ve mikrosefalinin yoklugu ile
tanimlanmaktadir. Otizmli ¢ocuklarin yaklasik olarak %70-80'i esansiyel otizme
sahiptir. Esansiyel otizmli ¢ocuklar genellikle erkektir, kardeslerde tekrarlama riski
yiiksektir, aile hikayesinde otizm veya alkolizm, depresyon gibi otizm iliskili

hastaliklara karmasik otizmli ¢ocuklardan daha sik rastlanir. Esansiyel otizmi olan
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cogu c¢ocuk kotii gidisata sahip olsa da, esansiyel otizmde gidisat grup olarak
karmasik otizmden daha iyidir. Mevcut testler net bir etiyolojik tanmin ortaya

konmasinda esansiyel otizmde kompleks otizme gére daha fazla zorlanmaktadir.

2.5. Yaygin Gelisimsel Bozukluk Tanisi

DSM-IV diinyanin bir ¢ok iilkesinde ve lilkemizde de otizm i¢in kullanilan
birincil tan1 rehberidir. 2000 yilinda yapilan giincelleme ile bazi bdoliimleri
degistirildi fakat tan1 kriterleri degismedi (6). 1994'te yaymlanan DSM-IV; OB, AS,
Rett Sendromu, ¢ocukluk ¢agi dezintegratif bozuklugu ve YGB-BTA tanilarina YGB
semsiyesi altinda yer vermistir. MECP2 mutasyonlarinin Rett Sendromu'na neden
oldugu kesfedildikten sonra, cocukluk ¢agi dezintegratif bozuklugu nozolojisi ile
ilgili belirsizlik ve otizm tanisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in YGB terimi OB, AS
ve YGB-BTA i¢in semsiye terim olarak benimsenmistir. DSM - V'in tahminen
Mayis 2013'te yayimlanmasi ile nozolojinin biraz daha basitlesmesi beklenmektedir
(7).

OB ile ilgili DSM-IV Tani Kriterleri Tablo 2.5'te verilmistir.

Tablo 2.1. Otistik Bozukluk— DSM-IV Tani Kriteri (tan1t kodu 299.00)

I. A, B ve C grubundan A'dan en az iki, B ve C'nin her birinden bir tane olmak

iizere toplamda alt1 (veya daha fazla) madde:

A. | Asagida belirtilenlerden en az ikisinin oldugu sosyal etkilesimde

niteliksel bozulma:

B. | Asagida belirtilenlerden en az birisinin oldugu iletisimde niteliksel

bozulma:

Go0z-goze bakis, yiiz ifadesi ve sosyal etkilesimi diizenleme icin
1. | kullanilan viicut postiirii gibi coklu so6zsiiz davraniglarda

belirgin bozulma

2. | Gelisim seviyesine uygun akran iligkisi gelistirmede yetersizlik

Haz, ilgi paylasimi veya diger insanlar ile bir arada yapilan

3. | islerde (6rn, gostermede, getirmede veya ilgi duyulan nesneleri

gostermede eksiklik) spontan aramanin yoklugu
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Tablo 2.1. Otistik Bozukluk— DSM-IV Tan1 Kriteri (tan1 kodu 299.00) (Devam)

4. | Sosyal veya duygusal karsilik eksikligi

Konugma dilinin gelisim eksikligi veya tamamen yoklugu (durus
5. [ veya mimik gibi iletisimin alternatif kullanimlarinin eslik

etmedigi sekilde)

Uygun konusmasi olan bireylerde, digerleri ile karsilikl
6. [ konusmanin baglatilmasi veya devam ettirilmesi yeteneginde

bozulma

7. | Basmakalip ve tekrarlayici veya kendine ait dil kullanim1

Gelisim basamagina uygun degisken, spontan yap-inan oyunlari

veya sosyal taklit oyunlarinin eksikligi

Yogunluk veya odaklanma agisindan anormal olan bir veya daha
9. | fazla tekrarlayan ve smurl ilgi seklinde devam eden olaylar ile

kafasinin meggul olmast

10 Ozel fonksiyonu olmayan rutin veya ritiiellere belirgin inatg1 bir
' baglanma

1 Basma kalip ve tekrarlayan motor hareketler (6rn, el/ayak
' cirpmak veya dondiirmek veya karmagik viicut hareketleri)

12. [ Nesnelerin kisimlar ile devamli mesgul olma

C. | Asagida belirtilenlerden en az birisinin oldugu kisitl tekrarlayan ve

basma kalip davranis, ilgi ve aktivite modelleri:

II. ik ii¢ yasa kadar olan dénemde 1) sosyal etkilesim, 2) sosyal iletisimde
kullanilan dil veya 3) sembolik veya hayali oyun gibi durumlarin en az birisinde

gecikme veya anormal fonksiyon

III. Rett Sendromu veya ¢ocukluk c¢ag1 dezintergratif bozuklugundan daha 1yi bir

sekilde aciklanamamasi.

AS otizm i¢in olan diger DSM-IV tani kriterlerini karsilamas1 fakat géreceli
normal dil gelisimi (zaman, gramer ve kelime bilgisi dahil) ile karakterizedir (65).
AS'li bireyler genellikle yalniz, grup iginde olmaktan rahatsiz, digerleri ile empati

kuramayan, konusmayan, deyim veya esprileri anlamayacak sekilde edebi konugma



13

tislubu takinan, rutinde ayni kalan, siki kurallar takip eden ve bilgisayar veya hava
gibi kafasini kurcalayan bir ilgi alanina sahiptir. Konusma ukala veya garip
tonlamalari olan tekrarlayici bicimde olabilir. Tan1 i¢in ZB normal aralikta olmalidir.
Sakarlik yaygindir. AS'nin otizm spektrumunun bir ucunda mi yoksa ayr1 genetik bir
antite mi oldugu acik degildir.

AS tanisi gesitli tam1 araclari arasinda zayif uyumluluk olmasi nedeniyle
problemlidir (66). Otizm Spektrum Tarama Anketi (ASSQ) (67), AS Tan1 Gorlismesi
(ASDI) (68), AS i¢in Avustralya Olgegi (69) ve Cocukluk Cag1 AS Testi (CAST)
(70) mevcut tam1 araglaridir. Yakin zamanda yayinlanan, "Asperger Tam
Degerlendirmesi" olarak anilan bir video (71) klinisyenler i¢in uygulamali bilgiler
sunmaktadir.

YGB-BTA, otistik belirtiler gosterip {i¢ ana tani kriteri bashgma da tam
olarak uymayanlar i¢in kullanilan bir smiflamadir. Bazen YGB-BTA kiigiik
cocuklarda tan1 degerlendirmeleri tanimlanmadan Once baslangic veya
degistirilebilir tan1 olarak kullanilabilir.

"Genig otizm fenotipi" baz1 otizm belirtileri gosteren kardesleri veya diger aile
bireylerini tanimlayabilir (72). Bu terminoloji aday genlerde mutasyona sahip olan
kardesleri smiflandirmak ve otizm spektrum bozuklugunun genis fenotipi ile ilgili
artan farkindaligi yansitmak amaciyla arastirmacilar tarafindan kazandirilmistir.

Cocukluk Cagi dezintegratif bozuklugu normal gelisen ¢ocugun gelisiminin
en az iki yil bozuldugu ve oOnceden kazandigi dil, sosyal ve oyun becerilerini
kaybettigi, 10 yasindan once ortaya ¢ikan nadir bir durumdur. Bu durum klinik
olarak otizmi andirabilir ancak baslangig, gidisat ve sonug¢ olarak otizmden

ayrilmaktadir. Yaygin gelisimsel bozukluklardan biri olarak kabul edilmektedir.

2.5.1. Yaygin Gelisimsel Bozuklukta Tani ve Tarama Araclar

Otizm tanmist koymak i¢cin DSM-IV veya c¢esitli kontrol listeleri (73)
kullanilarak otizm belirtileri ve ortaya ¢ikis yasi tespit edilmelidir:

CODO (Cocukluk Cag1 Otizmi Degerlendirme Olcegi) (74) ebeveyn ve testi
uygulayan tarafindan skorlanan, 15 soru igeren, en ¢ok kullanilan tani kontrol
listesidir. Giivenilir, dogrulanmis, gorece hizli ve uygulamasi kolay bir ol¢iittiir. 30-

35 aras1 skor hafif otizm, 36 ve yukarisi orta-ciddi otizm demektir. Diger kullanilan
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testler arasinda ODKL (Otizm Davranis Kontrol Listesi) (75) ve GARS (Gilliam
Otizm Skorlama Olgegi) (76) yer almaktadir.

Uygulamada detayli ebeveyn goriismesi ve ADI-R (Otizm Tan1 Gorlismesi-
Diizenlenmis) (78) kullanilmaktadir. ADI-R, ADOS'tan (Otizm Tani1 Gozlem
Programi) (77) daha kisa olup, DSM-IV kriterlerini igerir ve otizmin homojen olarak
tanimlanmasina olanak vermektedir. ADOS arastirma haricinde de yaygin bigimde
kullanilmaya baslamasina ragmen, zaman ve uygulama masrafi agisindan klinik
pratikte yaygin bigimde kullanilmamaktadir.

M-CHAT (Degistirilmis-Erken Cocukluk Dénemi Otizm Kontrol Listesi) en
stk kullanilan tarama aracidir (79). 23 maddelik olan bu kontrol listesi 18 aylik
kontrollere gelen ¢ocuklardaki riski tanimlamak igin birincil saglik hizmeti verenlere
yonelik hazirlanmistir. Yakin zamanl bir ¢alisma (80) muhtemel YGB olgularini
yakalamadaki gecerliligini 16-30 ay vyaslarinda olan disiik ve yiiksek risk
gruplarinda teyit etmistir (73).

2.6. Otizmin Genetik Nedenleri

Ikiz ve aile caligmalari otizmin genetik temelini ortaya koymustur ve otizmin
kalitilabilirliginin %90"1n iizerinde oldugunu belirtmistir (11). Hali hazirda otizmli
cocuklarin %20-25'inde genetik neden belirlenebilmektedir. Otizm vakalarinin kiigiik
bir kisminda 6zel teratojenik maruziyet neden olarak suglanabilir. Geriye kalan %75-
80'lik kisminda ise neden bilinmemektedir.

Otizmin bilinen genetik nedenleri arasinda (1) Sitogenetik olarak
gozlenebilen kromozom anomalileri (~%5), (2) KSD'ler (6rn, submikroskobik
delesyonlar ve duplikasyonlar) (%210-20) ve (3) Norolojik bulgulart YGB ile iliskili
olan tek gen hastaliklar1 (~%35) yer almaktadir.

2.6.1. Sitogenetik Olarak Goézlenebilen Kromozomal Anomaliler

Yiiksek ¢oziinliirlikli kromozom analizi kromozom andploidilerini YGB'li
cocuklarin yaklasik %5'inde ortaya ¢ikarmaktadir. Ek bir %3-5'lik kisim ise FISH
teknikleri kullanilarak tanimlanabilen kromozom anomalilerine sahiptir. Otizm ve
eslik eden dismorfolojisi olan ¢ocuklarda ¢ogunlukla dengesiz kromozom

anomalileri bulunmaktadir (4, 12). Otizmde hemen hemen her kromozomda



15

kromozom anomalisi bulunmasina ragmen, sadece bir kaginin otizm genleri i¢in
muhtemel lokuslara sahip oldugu diisiiniilmektedir (13, 14).

Anne kaynakli Prader Willi/Angelman Sendromu kritik bolgesinin (15q11-
g13) duplikasyonu otizmde %1-3 orani ile en sik rastlanan kromozom anomalisidir.
Bu durum g¢ogunlukla de novo fazladan izodisentrik 15q kromozomu ve daha az
siklikla da paternal kromozom translokasyonun ayrilmasi veya maternal interstisyel
15q duplikasyonu sonucudur. Rutin sitogenetik analizleri fazla olan izodisentrik 15q
'yu tespit edebilir fakat interstisyel duplikasyonlarin tanisi interfaz FISH veya aCGH
yontemi gerektirmektedir. Anne kaynakli 15q11-q13 interstisyel duplikasyonu
otizmin yiiksek oranda kalitilabilir bir nedeni iken, baba kaynakli duplikasyon bu
bolgenin genomik damgalanmasinin 6nemine isaret eder sekilde ¢ok az fenotipik
etkiye sahiptir. Bu bdlgenin trizomisi ile sonuglanan maternal 15q duplikasyonu
fiziksel fenotipte géze ¢arpmayan degisikliklere neden olurken, fazladan izodisentrik
15'i olan yani 15q bolgesinin dort kopyasina sahip olan ¢ocuklar tipik olarak daha
fazla etkilenmistir ve hipotoni, ndbetler, mikrosefali ve ciddi gelisim geriligi
gosterebilir (81).

Down sendromlu g¢ocuklar beklendiginden daha sik otizme sahiptir. Bir
caligmada insidans en az %7 bulunmustur (82).

Turner sendromlu maternal X kromozomuna sahip (45,X™) bireylerin
paternal X kromozomuna sahip (45,X"") olan bireylerden daha kétii sosyal bilissel
yeteneklere sahip oldugu bildirilmistir (83).

Bir defadan fazla bildirilmis kromozom anomalileri 2q37, 18q, 22q13.3,
Xp22.3 delesyonlart ve 47,XYY, 47,XXY, 45X gibi cinsiyet kromozomu
anoploidileridir (14, 16, 84-86). 2q37 ve 22g13.3 ile ilgili biitiin bildirilen terminal
delesyonlar dismorfik fenotip ile iliskilendirilmistir (87). Nedeni bilinmeyen otizmli
bireylerdeki 22q13.3 ve Xp22.3 delesyonlari igin minimal Kkritik kromozom
bolgelerin tanimlanmasi sirasiyla SHANK3 (88) ve NLGN4 (89) mutasyonlarinin

tanimlanmasina sebep oldu.

2.6.2. Kopya Sayis1 Degisiklikleri (KSD'ler)
aCGH otizmli ¢ocuklarin degerlendirilmesinde giderek yliksek ¢oziiniirliiklii
kromozom analizi ve FISH yonteminin yerini almaktadir. aCGH'de kullanilan ve

klinik olarak mevcut olan platformlar bilinen delesyon/duplikasyon sendromlarinin
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biitlin genomda ve ek olarak subtelomerik bolgelerin degerlendirilmesinde
kullanilmak tizere tasarlanmistir. aCGH'de kullanilan platformlar yogunluk ve
molekiiler belirteglerin ¢esidi [BAC (Bakteriyel Yapay Kromozom), SNP (Tek
Niikleotid Polimorfizmi) ve oligoniikleotid klonlar] ac¢isindan degiskenlik
gosterebilir ve yeni KSD bolgeleri tanimlandikga giincellenmektedir.

Jacquemont ve ark. (12) 1-Mb genom biitiinliigiinde array kullanarak, rutin
sitogenetik c¢alismalar ile normal karyotipe sahip olup dismorfolojisi olan otistik
olgularda %27.5 (8/29) oraninda klinik olarak anlamli KSD'ler tanimladi.

Sebat ve ark. (15) oligoniikleotid array kullanarak basit ailelerin (tek
etkilenmigli aile) cocuklarinin %10'unda ve multipleks ailelerin (birden fazla
etkilenmigli aile) %2'sinde, kontrollerin %1'inde bulunana kiyasla de novo kopya
sayist degisiklikleri buldu.

Marshall ve ark. (16) yogun genom biitiinliigiinde SNP arrayi kullanarak,
otizmi olan 427 iligkisiz ailede %44 oraninda kontrol ailelerinde bulunmayan
dengesiz KSD'ler buldu. Nedeni bilinmeyen otizmli kisilerdeki bu KSD'lerin ¢ogu
kalitilmis sadece %7'si de novo idi.

YGB'li 859 birey ve 1,409 saglikli Avrupa kokenli ¢ocuktan 550,000 SNP
kullanilarak yapilan g¢alisma noéronal adezyon molekiillerini kodlayan (NRXNI,
CNTN4, NLGN1 ve ASTN2) ve ubikutin yolaginda yer alan (UBE3A, PARK2,
RFWD?2 ve FBX040) genlerde cesitli patolojik degisiklikler ortaya ¢ikardi (90).

Otizm ile iliskisi siklikla saptanan bazi KSD'ler asagida sunulmustur.

16p11.2 delesyon sendromu gelisme geriligi, entelektiiel yetersizlik ve/veya
YGB ile karakterizedir. Gelisme geriligi motor yetersizlikten ziyade dil bozuklugu ve
biligsel fonksiyon ile iligkilidir. ZB skorlar1 hafif entelektiiel yetersizlikten normale
kadar degisebilmesine ragmen, ortalama ZB skoruna sahip olanlar konugma
gecikmesi veya YGB gibi diger gelisimsel problemlere sahiptir. Ifadesel dil, algisal
dilden daha fazla etkilenmis goziikmektedir. Marshall ve ark. (16) %1 ile benzer bir
oran gozlemlemistir. 16p11.2 delesyonu siklikla de novo olarak ortaya ¢ikmaktadir
fakat ebeveynlerden ¢ocuga otozomal dominant olarak da gegebilir. Bununla birlikte
16p11.2 ile ilgili KSD'ler etkilenmemis aile bireyleri de dahil sizofreni, bipolar
hastalik, nobetler, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB) ve disleksi gibi
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diger hastaliklarda da gozlenebilir; bu nedenle bu KSD'lerin énemini/anlamini
degerlendirmek zor olabilir (91).

15q13.3 delesyon sendromu entelektiiel yetersizlik ve epilepsi (92) ve YGB
ile (93) iliskilendirilmistir ve Kklinik olarak degisken oldugu goriilmektedir.
CHRNAT7nin  haployetersizliginin ~ 15913.3  mikrodelesyon  sendromunun

norogelisimsel fenotipinin nedeni oldugu diistiniilmektedir (94).

2.6.3. Tek Gen Hastaliklar

Asagida bahsedilen tek gen hastaliklarinin siklikla sendromik otizme neden
oldugu gozlenmistir.

Frajil X Sendromu. Otizm tanisi temelinde degerlendirilen olgularin %1-3"i
frajil X sendromuna sahiptir, en azindan frajil X sendromlu ¢ocuklarin yarisi goz
temasindan ka¢inma, konusma gecikmesi, tekrarlayici davraniglar, uyku
bozukluklari, 6tke ndbetleri, kendine zarar verme, hiperaktivite, diisiinmeden hareket
etme, dikkatsizlik ve sese duyarlilik gibi bazi otistik davranislara sahiptir. Frajil X
sendromu FMR1 genindeki CGG triniikleotid tekrarlarinin tam mutasyon boyutu
olan 200 veya daha fazla sayiya genislemesi nedeniyle olusmaktadir. Otizm igin
degerlendirilen c¢ocuklarin dikkate deger bir kisminda FMR1 premutasyonlar: (55-
200 CGG tekrar1) bulundu (95). Bu durum YGB i¢in degerlendirilen biitiin
cocuklarin FMR1 molekiiler genetik test yapilmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

PTEN makrosefali sendromu. PTEN (Fosfataz ve Tensin Homologu) geni ilk
olarak Cowden Sendromu, Bannayan-Riley-Ruvalcaba Sendromu, Proteus
Sendromu ve Lhermitte-Duclos hastaligini igeren, PTEN hamartoma timor
sendromu olarak bilinen genis hastalik grubu ile iligskilendirilmis bir timor
baskilayici gen olarak tanimlandi. Yakin zamanda PTEN geni mutasyonlar1 otizm ve
makrosefali ile iligkilendirildi (96, 97). Paralel olarak PTEN geninin n&ronal
sagkalim ve sinaptik plastisite dahil beyin gelisiminde énemli bir rol oynadig: fark
edildi. YGB'nin nedeni olan PTEN mutasyonlarinin siklig1 net degildir; otizm ve
makrosefali olarak degerlendirilen ¢ocuklarin dahil edildigi calismalarda siklik
%1'den (97) %8.3'e, (98) %17'ye (96) ulasmaktadir. Hem de novo hem de ailesel
PTEN mutasyonlar1 tanimlanmistir. YGB'li ¢ocuklardan PTEN mutasyonu olanlar
genellikle +3.7 SD'den +9.6 SD'ye degisen aralikta (ortalama: +5.4 SD) asiri
makrosefaliye sahipti (97).
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Sotos Sendromu. Sotos Sendromu tipik yiiz goriiniimii, agir1 biiyiime (boy ve
bas cevresi >2 SD ortalamanin istiinde) ve hafiften (¢ocuklar o6rgiin 6gretime
katilabilir ve bagimsiz eriskinler olabilir) ciddiye (yasam boyu bakim ve destek
gereken) degisebilen 6grenme giigliigli gibi ana Ozellikleri ile karakterizedir. Sotos
sendromu davranigsal problemler, konjenital kalp anomalileri, yenidogan sariligi,
renal anomaliler, skolyoz ve ndbetler gibi major ozellikler ile iliskilidir. Sotos
sendromu klasik otizmin Onemli bir nedeni olmamasma ragmen (99), Sotos
sendromlu ¢ocuklar akran grup iliskilerinde zorluk ve sosyal ipuglarini anlamada
eksiklik gibi davranigsal problemler nedeniyle otizm kliniklerine yonlendirilebilir.
Sotoslu olgularin %80-90'mda NSD1'in mutasyonu veya delesyonu gosterilebilir;
kalitim otozomal dominanttir.

Rett Sendromu. Orjinal DSM-IV'te tanimlanan yaygin gelisimsel
bozukluklardan ve spesifik genetik etyolojisi tanimlanan tek hastaliktir. Klasik Rett
Sendromu olan bireylerin %96's1 X kromozomunda lokalize MECP2 geninde
mutasyona sahiptir. MECP2 mutasyonu tespit edilmis Rett Sendromu fenotipi,
nedeni bilinmeyen otizm ile oldukca ortiismektedir; her ikisi de olan ¢ocuklar siklikla
normal gelisim gosterdikleri bir donemden sonra tekrar eden el hareketleri ile birlikte
konusma kayb1 yasarlar. Bununla birlikte Rett Sendromu bas ¢evresi biiyiime hizinin
azalmasi, ilerleyici durus bozuklugu ve erken ¢ocuklukta el ovusturma hareketi ile
klinik olarak ayirt edilebilir. Rett sendromu veritabanlar1 ile yapilan iki ¢alisma
MECP2 mutasyonlu Rett Sendromu olan kizlarin %17.6'sina (55/313) erken otizm
tanis1 konuldugunu gosterdi (100). Young ve ark. (100) otizm tanisi almis biitiin
kizlarin Rett Sendromu belirtileri (bas biiyiimesi hizindaki diisiis de dahil) agisindan
dikkatlice izlenmesini tavsiye etmektedir. MECP2 mutasyonlari otizmle tanimlanan
cocuklarin yaklagik %1'inde bildirilmistir (101).

Tiiberoz Sklerozis Kompleksi (TSK). Entelektiiel yetersizligi olan TSK'li
bireylerin  %25-50'si otizm tani kriterini tam olarak karsilamasina ragmen,
TSK'lilerin sadece %21.1-1.3"ine ilk tan1 olarak YGB denmektedir (102). Erken
baslangi¢h infantil spazmlar ve MRG'deki temporal tiiberler TSC2 mutasyonu olan
cocuklarda otizm gelisme olasiligini artirmaktadir  (103). Deri lezyonlar
(hipopigmente makiiller, kopekbaligi derisi lekeleri, adenoma sebaseum) ve

otozomal dominant kalitim ile uyumlu TSK'yi diisiindiiren bulgular1 (ndbetler, deri
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lezyonlari, entellektiiel yetersizlik) olan aile hikayesi gibi belirti ve durumlarin
degerlendirilmesi genellikle otizmli ¢ocuklarda TSK tanisinin konulmasinda veya
dislanmasinda yeterli olacaktir. TSC1 ve TSC2 genleri i¢in molekiiler genetik testler
mevcuttur. TSK ile iliskili otizmde ailelerdeki tekrarlama riski nedeni bilinmeyen
otizmi olan ailelerdekinden daha yiiksektir. TSK'deki otizm mekanizmasi
bilinmemektedir.

Norofibromatozis tip 1 (NF1). NF1 otizmli ¢ocuklarda tan1 almasina ragmen,
bunun gergek bir iliski mi yoksa gergekten cocukluk caginin iki sik hastalifinin ayni
anda bir arada olusu mu bilinmemektedir (102, 104).

Timothy  Sendromu.  Timothy  sendromu, @ CACNA1C  genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan kalsiyum kanal hastaligidir, ciddi QT uzamasi,
sindaktili, kardiyak defektler, dismorfik yiiz, gelisme geriligi ve otistik belirtiler ile
karakterize otozomal dominant kalitilan bir hastaliktir (105).

Joubert Sendromu. Otozomal resesif olan bu hastalik MRG'de "az1 disi
goriinimii" seklinde goriinen kismi/tam serebellar vermis yoklugu, anormal nefes
alip verme, anormal g6z hareketleri, bilissel bozulma ve davranig problemleri ile
karakterizedir. Joubert sendromunun bir kism1 ‘jouberin’ proteinini kodlayan AH1
geni ile iliskilidir (106). Bir calismada Joubert sendromlu 11 g¢ocuktan ii¢ tanesi
otizm ve bir tanesi YGB-BTA tani kriterine uydu (107).

Otizm veya otistik Ozellikler diger tek gen hastaliklar1 olan g¢ocuklarda
tanimlanmistir. Cogu ciddi entelektiiel yetersizlik ve anlamli dismorfolojik bulgular
ile iligkilidir: Cohen Sendromu (108), Cole Hughes makrosefali sendromu (109) San
Filippo Sendromu, Cornelia De Lange Sendromu, Angelman Sendromu (110),
Williams Sendromu (111) ve tersi 7q11.23 mikroduplikasyon sendromu (112)
17p11.2p11.2 duplikasyon sendromu (113, 114) 22911 delesyon sendromu (115),
WAGR (Wilms timori, aniridi, genitotiriner anomaliler ve mental retardasyon)
sendromu (116) Duchenne Miiskiiler Distrofisi (117).

2.6.4. Metabolik Durumlar

Mitokondriyal Hastaliklar. Mitokondriyal solunum zincir bozukluklari
otizmli olgularda ¢ok nadir bildirilmesine ragmen, artmig plazma laktat
konsantrasyonlari siklikla rapor edilmistir (118). 69 otizmli gocugun dahil oldugu bir

calisma artmig plazma laktat konsantrasyonlarini %20 (14/69) oraninda bildirmistir;
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onbir cocuktan besine kas biyopsisi yapilmis enzimatik kompleks aktivitesinin
normalin %20'sinin altina diisecek bicimde bir veya daha fazla solunum zincir
kompleksi siklikla da kompleks I, IV ve V eksikligi tespit edilmistir (119). Eger teyit
edilirse bu grup otizmin en genis alt grubu olmaya adaydir. Hipotoni, gelisim geriligi
ve aralikli regresyon epizotlar1 gibi atipik o6zellikleri olan otistik g¢ocuklarda
mitokondriyal bir bozuklugu tanimlamak olmayanlara gére daha muhtemeldir.

Fenilketoniiri (FKU). Tedavi edilmemis FKU ve YGB komorbiditesi
tamimlanmustir fakat bu ¢ocuklarda bulunan ciddi entellektiicl yetersizlik nedeniyle
otizm tanis1 genellikle komplikedir. Sistematik bir ¢alisma tan1 ve erken tedavi almis
FKU'li 62 kisinin hig birinin otizm tan1 Kriterine uymadigin1 gosterirken, FKU'lii 35
tanesinden ikisinin (%5.7) daha sonradan YGB tani kriterine tam olarak uydugu
bildirilmistir (120).

Adenilosiiksinat Liyaz Eksikligi. Bu antite de novo piirin sentizinin nadir
otozomal bozuklugudur ve viicut sivilarinda siiksinilpiirinlerin  birikimi ile
sonuglanir. Etkilenmis bireylerin yaklasik yarisi gelisim geriligi, nébetler ve goz
temas1 kurmakta basarisizlik, tekrarlayan davranis, tahrik, ofke nobetleri ve
saldirganlik dahil otizm bulgularimi igermektedir (121). Bir ¢alismada YGB'li 420
cocuktan birinde adenilosiiksinat liyaz eksikligi bulunmustur (122).

Kreatin Eksikligi Sendromlart (KES). Dogustan kreatin metabolizma
bozukluklar1  olan KES'ler ki kreatin ~ biyosentez ~ bozuklugunu,
guanidinoasetatmetiltransferaz (GAMT) eksikligi ve L-arjinin:glisin
amidinotransferaz (AGAT) eksikligi (veya GTAM eksikligi) ve kreatin tasima
defekti, SLC6A8 cksikligini icerir. Entelektiiel yetersizlik ve ndobetler biitliin g
KES'de de ortaktir. GAMT eksikligi olan bireylerin yaklagik %80'i otistik davranig
ve kendine zarar verme dahil davranis bozukluguna sahiptir; yaklasik %45'i
piramidal/ekstrapiramidal bulgulara sahiptir. AGAT eksikligi olan sadece bes birey
tanimlanmistir. SLC6A8 eksikligi fenotipi etkilenmis erkeklerde hafif entelektiiel
yetersizlik ve konusma gecikmesinden ciddi entelektiiel yetersizlik, nobetler ve
davranig bozukluklarma kadar degismektedir. SLC6A8 eksikligi agisindan
heterozigot olan disilerin yaklasik %50'si 6grenme ve davranis problemlerine

sahiptir. YGB'li olgularda kreatin eksikligi sendromlarinin prevelansinin diisiik
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oldugu gozlenmektedir. YGB'li 100 erkekte SLC6A8 geni dizilenmesi, hastalik
olusturucu herhangi bir mutasyon tespit edememistir (123).

Smith-Lemli-Opitz Sendromu (SLOS). Coklu dogumsal anomali ve entelektiiel
yetersizlik sendromu olan bu otozomal resesif hastalik kolesterol biyosentezinde
esansiyel bir enzim olan 7-dehidrokolesterol rediiktaz eksikligi nedeniyle
olusmaktadir. SLOS tekrarlayict ve kendine zarar verici davraniglar gibi otistik
bulgular, duyusal hiperaktivite, sicaklik disregiilasyonu ve uyku bozuklugu gibi diger
davranigsal ozellikler ile iligkilidir. SLOS'lu bireylerdeki otistik davranis sikligi
%50'den %80'e kadar degismektedir (124).

2.7. Otizmin Diger Nedenleri

Moebius sendromu veya sekansi. Altinct ve yedinci kafa sinirlerinin tek
tarafli veya cift tarafli felci ile tarif edilen Moebius sendromu giilimsemeyi ve
gozleri tamamen kapatmay1 onleyen yiiz felci ile karakterizedir. Siklikla g6z yast ile
ilgili anormal durumlar, nébetler, isitme kaybi ve ekstremite anomalileri ile
iliskilidir. Moebius sendromlu ¢ocuklarin yaklasik %30'unda YGB gelismektedir
(125). Johansson ve ark. (125), entelektiiel yetersizligi olan Moebius sendromu
olgularinda YGB'nin daha sik gozlendigi bulgusunu teyit etmistir.

Landau-Kleffner sendromu (LKS). YGB'li ve ge¢ regresyonlu olan ¢ocuklarin
kiigiik bir grubunda LKS vardir. Bu ¢ocuklar ndbetler (epileptik afazi) ve/veya derin
uykuda ciddi EEG anomalileri ile iliskili ani veya kademeli olarak izole dil
regresyonlari gosterirler (126). Genel olarak hem nébetler hem de dil bozulmasi EEG
anomalilerinin diizelmesi ile iyilesmektedir (3).

Cevresel Nedenler. Son 20 yilda 6nemli derecede artan otizm prevelansi ve
monozigotik ikizlerde otizm i¢in tam olmayan konkordans nedeniyle otizmin
cevresel nedenleri ile ilgili arastirmalar devam etmektedir:

In utero maruziyetlerden, valproik asit, talidomid ve misoprostol gibi ilaglarin
otizmin nedeni oldugu anlasildi. Gebelik siiresince antiepileptik ilaglara (AEI) maruz
kalan 632 ¢ocugun katildigi uzun dénemli bir ¢alismada, in utero valproata maruz
kalan gocuklarin AEI'lere maruz kalmayanlardan yedi kat daha fazla otizm gelistirme

riski oldugu bulundu (127).
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Diger faktorler. Yardimei iireme tekniklerinin (YUT) yaygin kullanimi (128)
ve terbutalin gibi tokolitik ajanlar (129) otizm nedenleri arasinda
degerlendirilmektedir.

Cocukluk ¢agr asiart regresif-baslangigli  otizmin farkina varildigi
donemlerde uygulanmasindan dolay1 ilgi odagi olmustu. Yaklasik %50 koruyucu
thimerosal igeren organik civanin kullanildigi bazi asilar ve hi¢ civa igermeyen
kizamik-kabakulak-kizamik¢ik (MMR) gibi asilar calisildi. Ebeveyn goriisleri
onemli olmasma ragmen ¢oklu caligmalar ve bilimsel kanitlar asilama ve otizm

arasinda herhangi bir iliskiyi desteklemedi (130).

2.8. Array Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (aCGH)

Molekiiler karyotipleme olarak da adlandirilan aCGH, segmental genomik
KSD'lerin yiiksek c¢ozliniirlikte tim genomda taranabilmesi igin gelistirilmistir
(131). Yiizlerce farkli genomik lokusun DNA kopya sayist kazanimlari ve kayiplari
icin karsilastirmali sorgulanmasina imkan taniyan bir yontemdir. aCGH ile ilgili son
bir kac yildaki gelisim ve klinik uygulamalar hastalara tanit konulmasinda devrim
yaratmis ve bir ¢ok genetik hastaligin molekiiler temelinin tanimlanmasini
kolaylastirmistir. Kanserdeki genomik dengesizlikler i¢in arastirma amagh
gelistirildigi glinden bu yana aCGH gerekli ve rutin bir tan1 araci haline doniismiis ve
giderek sitogenetik metodlarin yerini almaktadir (132).

Kromozomal andploidiler (fazla veya eksik kromozomlar) ve yapisal
aberasyonlar (delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve marker
kromozomlar) konjenital anomaliler, dismorfizm, global gelisim geriligi, otizm,
diisiikler ve cesitli diger genetik sendromlarin altta yatan nedenlerindendir. Giemsa
boyali metafaz kromozomlarinin sitogenetik analizi bu anomalileri ortaya ¢ikarmak
icin rutin olarak uygulanmaktadir. Bu teknik dengeli ve dengesiz yapisal ve sayisal
kromozom anomalilerini tanimlamaktadir. Bununla birlikte, rutin karyotip analizi
kiigiik (< 5Mb) kromozom yeniden diizenlenmelerini tespit edebilmek i¢in yeterince
hassas degildir. FISH yonteminin gelistirilmesi tanisal ¢oziintirliigl artirmigtir. FISH
analizinde, floresan ile isaretli DNA problar1 interfaz hiicrelerine veya metafaz
kromozomlarina hibridize olarak spesifik genomik segmentlerin varligini, konumunu

ve sayisini tespit etmektedir. Bununla birlikte FISH yontemi beklenmedik genomik
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dengesizlikler i¢in genom biitiiniinde bir tarama yapamamaktadir ve fenotipin
klinisyen tarafindan degerlendirilmesi temelinde bir sonug verebilmektedir.

Metafaz CGH ilk olarak tiimor sitogenetiginde molekiiler ara¢ olarak
gelistirildi (133). Bu teknikte, hastaya ve referansa ait biitiin genomik DNA farkli
sekilde etiketlenir ve cam lamlara yayilmis normal metafaz iizerinde bir arada
hibridizasyona birakilir. Dengesiz kromozom yeniden diizenlenmeleri farkli
hibridizasyon sinyalleri ile 3-10 Mb ¢oziiniirliikte tespit edilebilmektedir (134).
Metafaz CGH kullaniglh bir tan1 aract olmasina ragmen 6nceden tani almamis gelisim
geriligi ve konjenital anomalileri olan vakalarin yaklasik %10'una bir agiklama
getirebilmektedir. Metafaz kromozomlarinin diisiik ¢ozlintirliigii ve teknik giigliikler
bu uygulamanin  yaygin  kullanimini  smirlandirmistir  (135).  Metafaz
kromozomlarmin ayrik metal uclar veya cam kapilerler kullanarak robot yardimi ile
hareket etmeyecek sekilde cam lam {izerine yerlestirilmis hedef DNA'lar ile
degistirilmesi, ¢Ozilinlirliigli Onemli derecede artirmis ve analiz siirecini
kolaylastirmistir.

aCGH metodunda, esit miktarda etiketli genomik DNA ve referans Ornegi
DNA hedeflerini igeren array iizerine bir araya getirilerek hibridize edilir. Bazi
laboratuarlar toplanmis erkek ve disi DNA'lari, bazilar1 da bireysel erkek ve disi
DNA!'lar1 kontrol olarak kullanmaktadir. Hastalara ve kontrole ait genomik DNA'lar
Cyanine 3 (Cy3) ve Cyanine 5 (Cy5) ile farkli farkli etiketlenmektedir. Tekrarlayan
dizilerin hibridizasyonu cot-1 DNA eklenerek engellenebilir. Lamlar mikroarray
tarayicisi kullanilarak imaj dosyalarina gevrilir. Spot yogunluklar1 6lgiiliir ve imaj
dosyalar1 6zellik ¢ikartma yazilimlari kullanilarak logaritmik oranlar1 metin dosyalari
(.txt) seklinde elde edilir ve kopya sayisi analizi igin yazilimin igine aktarilir (136).

Islemlerin genel 6zeti Sekil 2.1'de verilmistir.
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Sekil 2.1. aCGH islemlerinin genel 6zeti - Shinawi ve Cheung'tan (137) alinmistur.

Floresan yogunluk orani, test ve referans genomlarinda DNA dizilerinin
kopya sayisi ile orantilidir. Floresan boyalarin yogunluklar1 bir propta esit ise, hasta
genomunun s0z konusu o bdlgesi test ve referans drneklerinde esit miktarda oldugu
seklinde yorumlanmaktadir; eger degismis Cy3:Cy5 orant var ise bu hasta
DNA'sinda bir kayip veya kazanca isaret etmektedir.

Hedef problar BAC veya P1 (PAC) klonlar1 (75-200 kb), daha kii¢iik araya
eklenen kosmidler (30-40 kb) ve fozmidler (40-50 kb) veya oligoniikleotidler (25-85
mer) formundaki insan genomik DNA pargalaridir.

Farkli aCGH platformlarinin genomik ¢oziiniirligii DNA problarinin
yerlesimi ve uzunlugu ile belirlenmektedir. Hali hazirda mevcut aCGH
platformlarmin  ¢ogu andploidileri, 1iyi tanimlanmis mikrodelesyon veya
mikroduplikasyon sendromlarini ve subtelomerik veya diger dengesiz kromozomal
yeniden diizenlenmeleri tespit edebilecek sekilde tasarlanmistir.

Hedef problarin megabaz basma yaklasik bir klon biiyiikliigiinden 100 kb
basina bir klon biiyiikliigiine olan, esit araliklarla yerlestirilen tiim genom aCGH
platformlar1 da vardir (138). Ticari olarak mevcut olan tiim genom oligoniikleotid
array kapasitesi 6 kb basina bir probdan 70 kb basina bir proba kadar degismektedir
(139). Baz1 aCGH platformlari, BAC veya hedeflenmis rasgele genomik dizileri
taklit etmek icin tasarlanan oligoniikleotidleri kapsamaktadir (140). Odaklanmis veya
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tim genom oligoniikleotid array kullaniminin avantaji ortalama BAC boyutundan
daha kiigiik degisiklikleri degerlendirmesi, yiiksek ¢oziiniirlik ve artmig dinamik
araliga (sinyal-giiriiltii oran1) sahip olmasidir (139-141).

aCGH'nin sitogenetik metodlara en belirgin Ustiinliigli yiiksek ¢ozlniirligi,
otomasyona imkan veren verimliligi, dayanikliligi, basitligi, tekrarlanabilirligi ve
aberasyonlar1 etkin bi¢cimde haritalamasidir. Ek olarak hiicre kiiltiiriine ihtiyag
duymamasi, sitogenetik metodlardan daha kisa siirede sonuca ulastirmaktadir. Cogu
aCGH platformu sadece bir ka¢ mikrogram genomik DNA'ya ihtiya¢ duymaktadir ve
tiim genom amplifikasyon prosediirleri de analiz i¢in gerekli miktarin artirilmasini
mimkiin kilmaktadir. Baz1 durumlarda, aCGH ek ve klinik olarak beklenmedik
genomik dengesizlikleri ortaya koymaktadir. Bu da tiim genom yaklagiminin sadece
ilgili lokusa dair bilgi saglayabilen, lokusa 6zel yontemlere gore avantajini ortaya
koymaktadir. Ek olarak, aCGH metafaz hatta interfaz FISH analizinde tespit
edilemeyen genomik duplikasyonlar1 yakalayabilir. aCGH'nin sitogenetik analiz ile
gozden kagirilabilecek mozaisizmi de tespit edebildigi kanitlanmigtir (142).

aCGH translokasyon ve inversiyon gibi dengeli yeniden diizenlenmeleri
tanimlayamaz. Bu teknoloji sadece ayni o6rnek i¢inde diger DNA'lara gorece kopya
sayist dengesizliklerini tespit edebilmektedir bu yiizden aCGH poliploidiyi tespit
edememektedir. Onemi bilinmeyen genomik dengesizlikler ¢ok yiiksek ¢oziiniirliikte

olan ve biitiin genomu kapsayan platformlar ile tespit edilebilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve Ergen
Ruh Saghigi ve Hastaliklar1 Anadilim Dali Poliklinigine Aralik 2011-Nisan 2012
tarihlerinde bagvuran, DSM-IV-TR'ye gore YGB tanisi alan, dismorfik agidan Tibbi
Genetik Poliklinigi'nde degerlendirilen ve karyotip analizi yapilan 37 olgu dahil
edilmistir. Hastalardan alinan periferik kan 6rnekleri EDTA'l tiip igerisine alinarak
laboratuarimiza ulastirilmistir.

Calismamiz Mayis 2012 - Temmuz 2012 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda
gerceklestirilmistir. Otizm bulgusu gosteren, YGB tanisi alan olgular, periferik kan
hiicrelerinden elde edilen gDNA'larindan, tim genomdaki KSD'lerin incelenmesine
imkan veren aCGH yontemi kullanilarak incelenmistir.

Calismamiz icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu'ndan 09.12.2011 tarih ve 2011/57 sayili onay alinmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullanilan Aletler

Insan CGH Mikroarray Kiti 8x60K (Agilent G4450A SurePrint G3)
Mikroarray Tarayicist (Agilent p/n G2565CA)

Hibridizasyon Haznesi (leke tutmayan 6zellikte, Agilent p/n G2534A)
Hibridizasyon Haznesi Contali Lam1 (Agilent p/n G2534-60014)
Hibridizasyon Firin1 (Agilent p/n G2545A)

Hybridization Firin1 Rotatoru (Agilent p/n G2530-60029)

Ozon bariyer lam kapagi (Agilent p/n G2505-60550)

Manyetik Karistirict Cubuk (Corning p/n 401435)

Isitma Ozellikli Manyetik Karistiric1 Plaka (Corning p/n 6795-410)
Cam Tabak (1.5 L) (Borcam)

Lam Yikama Plakalar1 (250 ml) (Wheaton p/n 900200)

Lam Tutucusu (Agilent G2505-60525)

Pipet Takimi (Gilson)



27

Jel Goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)

Mikrosantrifiij (Sigma)

Is1 dongiileyicisi (PE GenAmp PCR System 9700)

Ceker Ocak (LaminAir)

Su Banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Beher (500'lik)

Derin dondurucu (Argelik)

Mikrodalga Firin (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

1.5 ml'lik mikrofiij tiipleri (Ambion p/n AM1240)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)

Toplama tiipii (Qiagen)

Spin kolonu (Qiagen)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran, 30 kDa Filtresi (Milipore p/n
UFC503096)

3.2.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen p/n 69504)

RNase A (100 mg/mL) (Qiagen p/n 19101)

Proteinaz K soliisyonu (>600 mAU/mL) (Qiagen p/n 19131)
Insan gDNA's1 [Promega p/n G1521 (disi) ve p/n G1471 (erkek)]
AluT (10 U/uL) (Promega p/n R6281)

Rsa | (10 U/uL) (Promega p/n R6371)

Agaroz (Scjarlou)

Borik Asit (Sigma)

Etidyum Bromid (Sigma)

Molekiiler Agirlik Belirteci (Fermantas)

6X Jel yiikleme tamponu (Sigma)

Genomik DNA Enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent p/n 5190-0449)

[Niikleazdan arindirilmis su, Exo (-) Klenow, 5X Reaksiyon tamponu,
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Cyanine 5-dUTP, Cyanine 3-dUTP, 10X dNTP, Rasgele Primer
icermektedir.]

1 x TE (Tris Edta) (pH 8.0) (Promega p/n V6231)

Asetonitril (%100, 1L) (Sigma p/n 271004)

Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent p/n 5188-5226)

Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent p/n 5188-5220)

Human Cot-1 DNA (Agilent p/n 5190-3393)

PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu)

Distile Su

Etanol (%95-100) (Tekel)

3.3. Yontemler

3.3.1. Qiagen® Ekstraksiyon Kiti ile Periferik Kan Orneklerinden DNA
Elde Edilmesi

Periferik kan Srneklerinden DNA elde edilmesinde Qiagen®™ Ekstraksiyon
Kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu i¢in {iretici firmanin 6nerdigi protokol aynen
uygulanmaistir:

- Su banyosunun sicaklig1 56 °C'ye getirilmistir.

- Kan 6rnekleri ve diger malzemeler oda sicakligina getirilmistir.

- 1,5 ml ependorf tiip strafora konulup iizerine protokol numarasi yazilmistir.

- 20 ul proteinaz K ependorf tiipiiniin dibine konmustur.

- 100 pl hasta kan 6rnegi ependorf tiipiine eklenmistir.

- PBS tamponu c¢alkalanip karigtirildiktan sonra ependorf tiipiine 120 pl
eklenmistir.

- Bu karisim 15 sn. vortekslenmistir.

- 56 °C'de 10 dk. inkiibe edilmistir.

- Cok kisa siireli santrifiij edilmistir.

- %96-100’liik etanolden 200 pl 6rnege eklenip 15 sn. vortekslenmistir.

- Filtreli tiipiin kapagina protokol numarasi yazilmistir.

- Ependorf tiipiindeki karisim dikkatlice filtreli tiipe aktarilmistir.

- 8000 devir/dk’da 1 dk santrifiijlenmistir.
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- Filtreli tiip yeni toplama tiipiine konulup, filtrath tiip atilmigtir (Filtreli tiip
tamamen bosalamadig1 zaman tam devirde tekrar santrifiijlenmistir) .

- 500 pl Buffer AW1 dikkatlice filtreli tiipe konulmustur. 8000 devir/dk’da 1
dk siireyle santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip ikinci yeni toplama tiipiine konulup filtreli tiip atilmistir.

- Filtreli tiipe 500 pl Buffer AW2 konulmustur.

- 14.000 devir/dk’da 3 dk santrifiij edilip filtrath tiip atilmistir.

- Filtreli tip yeni Ependorf tiiplerine aktarilip tam devirde 1 dk
santrifiijlenmis, ependorf tiipti atilmigtir.

- Filtreli tiip yeni ependorf tiipiine aktarilip ilizerine 200 pl Buffer AE
eklenmistir.

- Oda sicakliginda 5 dk bekletilip 8000 devir/dk’da 1 dk santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip atilip DNA igeren sivi ependorf tiipli igcinde -20 °C'ye
kaldirtlmistir.

3.3.2. Genomik DNA'nin Niceliksel ve Niteliksel Analizi

Oligo aCGH deneyimizin basarisi i¢in gDNA'nin (genomik DNA) niceliksel
ve niteliksel degerlendirmesinin dogru bigimde yapilmasi son derece Onemlidir.
Yiiksek kalitede gDNA karbohidratlar, proteinler ve organik ¢oziciiler gibi
atiklardan armmmis olmali ve minimal degredasyona ugramis olmalidir. gDNA
konsantrasyonunun ve safliginin degerlendirilmesi i¢in NanoDrop ND-1000 UV-VIS
Spektrofotometresi kullanilmigtir:

- NanoDrop Program meniisiinden Niikleik Asit Ol¢iimii segildikten sonra
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

- Cihazin 6l¢iim ayarini sifirlamak icin eliisyon tamponundan 1.5 pL
kullanilmistir.

- Her gDNA oOrneginden 1.5 pL kullanilarak her 0Ornegin DNA
konsantrasyonu Olciilmiistiir. Uriin miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmaistir:

DNA konsantrasvonu (ng/uL) x Omek Hacmi (ul)
1000 ng/ ng

Uriin (ug) =
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- Yiksek kalitedeki gDNA'nin A260/A280 orani 1.8-2.0 arasinda olmasi

kontamine proteinlerin yokluguna isaret etmektedir. Dolayisi ile A260/280 orani

kaydedilmistir.

3.3.3. Genomik DNA Enzimatik Etiketleme Kiti ile Restriksiyon Kesimi
Buffer C ve Asetillenmis BSA (10 mg/uL) [Rsa I(10 U/ pL) enzimi ile
birlikte -20 °C'de bulunmaktadir] oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra vorteks

karistiricidda hizlica sonra mikrosantrifiijde dondiiriildii. Biitiin malzemelerle buz

tizerinde iken ¢alisild1 ve isi bitince tekrardan -20 °C'ye kaldirildi.

Her reaksiyon i¢in PCR tiipiine Tablo 3.1'de belirtilen uygun miktarda gDNA

eklendi ve distile su ile Tablo 3.1'de belirtilen hacme tamamlandi.

Tablo 3.1. Mikroarray basina gerekli baglangic gDNA miktari

Mikroarray Baslangic gDNA miktar1 (png) Restriksiyon Kesimli
Formati gDNA Hacmi (nL)
8x mikroarray 0.2-05 10.1

Ana Kesim Karisimi (AKK) Tablo 3.2'te verildigi sira ve miktarlarda buzun

uzerinde hazirlandi.

Tablo 3.2. Ana Kesim Karisiminin Hazirlanist

Bilesen Reaksiyon basina 16 reaksiyonluk
(uL) (fazlas1 dahil) (uL)

Distile Su 1 18

10X Buffer C 1.3 23.4
Asetillenmis BSA (10 0.1 1.8
mg/uL)

Alu 1 (10 U/pL) 0.25 4.5

Rsa I (10 U/pL) 0.25 4.5

Son Hacim 2.9 52.2
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Sekiz olgu gDNA'sinin ve sekiz referans gDNA'sinin oldugu her bir PCR
tiipiine (toplamda 16 PCR tiipti) 2.9 pL AKK eklendi. 10.1 pL. hacme tamamlanan
PCR tiiplerine 2.9 uL AKK eklenmesi ile toplam hacmi 13 uL'ye ulasan karisima
pipetaj yapildi. Tiplere Tablo 3.3'te yer alan 1s1 dongiileyicisi programi uygulandi.

Tablo 3.3. Is1 Dongiileyicisi Programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 37 °C 2 saat
2 65 °C 20 dakika
3 4°C Beklet

Is1 dongiileyicisi programi sonrasinda kesilmis gDNA'dan 2 pL alindi.
Kesimin etkinligi %1 rutin agaroz jelde etidyum bromid ile boyanarak jel
goriintlileme ve dokiimantasyon sistemi kullanilarak degerlendirildi. Kesilen

iriinlerin biiyiik ¢ogunlugu 200-500 bg arasinda yer ald1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Enzimatik Kesim Isleminin Degerlendirilmesi (M: Molekiiler Belirteg, 2
ve 5: Ornek protokolleri)

3.3.4. Genomik DNA'nin Floresan Isaretlemesi

Is1 dongiileyicisindeki program bittikten sonra 13 pL. gDNA igeren her bir
PCR tiipiine (toplam 16 adet) 2.5 pL rasgele primerlerden eklendi ve toplam hacim
15.5 uL'ye ulasti. DNA denatiirasyonu ve fragmantasyonu igin Tablo 3.4'te verilen

151 dongiileyicisi programi uygulandi.
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Tablo 3.4. DNA denatiirasyonu ve fragmentasyonu i¢in 1s1 dongiileyicisi programi

Basamak Sicakhik Zaman
1 95 °C 3dk
2 4 °C Beklet

Cy3 ve Cy5 etiketleme ana karisimi (EAK) Tablo 3.5'daki sira ile ve buzun

uzerinde hazirlandi.

Tablo 3.5. Etiketleme Ana Karigimi Hazirlanigi

Bilesen Reaksiyon basina (nL) 8 reaksiyonluk
(fazlas1 dahil) (uL)

5X Reaksiyon 5.0 42.5
Tamponu

10X dNTP 2.5 21.25
Cyanine 3-dUTP veya 1.5 12.75
Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 0.5 4.25

Son Hacim 9.5 80.75

Referans gDNA'larinin bulundugu PCR tiiplerinin her birine Cyanine 3-dUTP

(boya) eklenen etiketleme ana karisimindan 9.5 pL eklendi. Ornek gDNA'larmin

bulundugu PCR tiiplerinin her birine ise Cyanine 5-dUTP (boya) eklenen etiketleme

ana karisimindan 9.5 pL eklendi. 25 pLL hacime ulasan PCR tiiplerine pipeta; yapildi.

DNA etiketlenmesi Tablo 3.6'deki 1s1 dongiileyici programi kullanilarak yapildi.

Tablo 3.6. DNA Etiketlemesi i¢in 1s1 dongiileyicisi programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 10 dakika
3 4°C Beklet
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3.3.5. Etiketlenmis gDNA'nin Temizlenmesi

Etiketlenmis gDNA Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran, 30 kDa Filtresi
kullanilarak asagidaki basamaklar takip edilerek temizlenmistir:

- Her bir reaksiyon tiiptine 430 uL 1xTE (pH 8.0) eklendi.

- 1.5 pL'lik mikrofiij tiiplerinin i¢ine Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30
Membran, 30 kDa Filtreler yerlestirildi ve etiketlenmis olan her bir gDNA (6rnek ve
referanslar dahil toplam 16 adet) filtreden gecirildi. Oda sicakliginda 10 dk. boyunca
14,000 x g 'de santrifiij edildi. Altta kalan kisim atildi.

- Her bir reaksiyon tiipiine 480 pL 1xTE (pH 8.0) eklendi. Oda sicakliginda
10 dk. boyunca 14,000 x g 'de santrifiij edildi. Altta kalan kisim atild1.

- Filtreler yeni 1.5 pL'lik mikrofiij tiiplerinin igine ters c¢evirilerek
yerlestirildi. Oda sicakliginda 1 dk. boyunca 1,000 x g 'de santrifiij edilerek
temizlenmis 6rnek elde edildi. Temizlenme islemi sonunda her bir tiipte yaklasik

olarak 20-32 puL hacim kaldu.

3.3.6. Uriin Miktar ve Spesifik Aktivite Hesaplanmasi

Uriin miktar1 ve spesifik aktivite hesaplanmasi i¢in NanoDrop ND-1000 UV-
VIS Spektrofotometresi kullanilmastir:

- NanoDrop Program meniisiinden MikroArray Olciimii segildikten sonra
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

- Cihazin o6l¢iim ayarini sifirlamak icin TE tamponundan 1.5 pL
kullanilmistir.

- Temizlenmis etiketli her gDNA 6rneginden 1.5 pL kullanilarak her 6rnegin
Aggorm (DNA), Assonm (cyanine 3), Aessonm (cyanine 5) absorbansi, gDNA
konsantrasyonu ve hacmi 6l¢iilmiistiir.

- Spesifik Aktivite asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Spesifik Aktivite _ _ ulL boya bagma pmol
{ug gDNA basma pmol bova) ul gDNA basma pg

- Uriin miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir:



34

DNA konsantrasvonu (ng/uL) x Omek Hacmi (uL)

Uriin miktari (uL) =
1000 ng/ug

- Spesifik aktivite ve iiriin miktar ile ilgili beklenen degerler Tablo 3.7'de

verilmistir.

Tablo 3.7. Beklenen spesifik aktivite ve tiriin miktar degerleri

Giris gDNA (ng) | Uriin Miktar (pg) | Cyanine-3 isaretli Cyanine-5
Referanslarin isaretli
spesifik aktivitesi Orneklerin
(pmol/pg) spesifik aktivitesi
(pmol/pg)
0.2-0.5 2.5-3 15-25 15-20

- Etiketleme sonrasi Cy3 ve Cy5 {irlin miktarlart birbirinin ayni olmasi
gerekmektedir. Cy3 ile etiketlenmis referanslarin oldugu PCR tiipleri (8 adet) ile Cy5
ile etiketlenmis 6rneklerin oldugu PCR tiipleri (8 adet) tek bir PCR tiitiipiinde bu

prensip dogrultusunda birlestirildi.

3.3.7. Etiketlenmis gDNA'nin Hibridizasyona Hazirlanmasi

Hibridizasyon ana karistminda kullanmak iizere Oligo aCGH Hibridizasyon
Kiti igerisinde liyofilize halde olan 10X bloke edici ajana 1.350 pL distile su eklendi
ve oda sicakliginda 60 dk. bekletildi, vorteks karistiricida dondiiriildiikten sonra -20
°C'de kullanima hazir sekilde kaldirildi.

Hibridizasyon ana karistmi Tablo 3.8'daki sira ile ve buzun iizerinde

hazirlandi.



Tablo 3.8. Hibridizasyon Ana Karigimi1 Hazirlanmasi
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Bilesen Hibridizasyon basina 8 reaksiyonluk
hacim (uL) (fazlasi dahil) (pL)

Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 2 20

10X aCGH Bloke Edici 4.5 45

Ajan

2X HI-RPM Hibridizasyon 22.5 225
Tamponu

Son Hacim 29 290

Her bir PCR tiipiinden (toplan 8 adet) 16 pL, hibridizasyon ana karisimindan
29 uL alinarak toplam 45 pL yeni PCR tiipiinde birlestirildi. Tablo 3.9'da yer alan 1s1

dongiileyicisi programi uygulandi.

Tablo 3.9. Is1 dongiileyicisi programi

Basamak Sicakhik Zaman
1 95 °C 3 dakika
2 37°C 30 dakika

3.3.8. Mikroarray Hibridizasyonu

Hibridizasyon haznesine agikliklari {iste bakacak sekilde temiz bir contali lam
yerlestirildi. Contali lamin haznenin tabani ile tam olarak oturdugundan emin olundu.

Conta ile g¢evrelenen ve sekiz adet olan Ornek koyma kisminin igine
hibridizasyon 6rnek karisimindan 40 pL "stirlikle ve dagit" usuliine uygun olarak
eklendi.

Problar, cam lamin "Agilent" etiketli yiliziine basilmistir. Bu yiiz "aktif
kisim"; numerik barkodun oldugu kisim ise "inaktif kisim" olarak adlandirilmaktadir.
Aktif kismi1 contali lamin iist yilizeyine; numerik barkod kismi1 yukari, Agilent etiketli
barkod kismi asagi bakacak sekilde yerlestirildi. Cam lamlar mikroarraye zarar
vermemek icin kenarlarindan dikkatlice tutuldu ve lamlarin yiizeyine hig¢ bir suretle

dokunulmadi. Hibridizasyon haznesi kapagi kapatildi, mandal kaydirildi ve
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dondiiriilerek sikildi. Hazne dik olarak dondiiriilerek lamlar tamamen karisim ile
temas ettirildi, baloncuklar kontrol edildi. Kapatilmig lam haznesi 65 °C'ye
ayarlanmis hibridizasyon firmindaki rotator yuvaya yerlestirildi. Denge i¢in yuvanin
simetrigine ayri bos bir hibridizasyon haznesi yerlestirildi. Rotator hizi 20

devir/dakika'ya ayarlandi. 65 °C'de 16-24 saat hibridizasyona birakildi.

3.3.9. Hibridizasyon Sonras1 Yikama

Yikama tamponu 1'i igeren iki adet cam tabak, yikama tamponu 2'yi i¢eren
bir adet cam tabak, lam yikama plakalar1 ve manyetik karistirict ¢ubuk yikama
oncesinde %100 asetonitril ile 5 dk boyunca oda sicakliginda ve ¢eker ocak iginde
manyetik karigtirict yardimi ile yikandi. Daha sonra g¢eker ocakta bekletilerek
kurutuldu. Yikamada kullanilacak olan asetonitril ile yikanmis olan malzemeler
distile su ile en az bes defa duruland.

16-24 saatlik hibridizasyon siiresinin bitimi sonrasinda hibridizasyon haznesi
yikama tamponu 1'in bulundugu cam tabak icinde birbirlerinden ayrildi. Mikroarray
lam1 hemen sonrasinda yikama tamponu 1'in bulundugu ve manyetik karistiric
tizerinde bulunan cam tabaktaki lam yikama plagina yerlestirildi ve 5 dk boyunca
bekletildi. Sonrasinda lam yikama plagi, yikama tamponu 2'nin bulundugu ve 37
°C'ye ayarlt manyetik karistiric1 iizerinde bulunan cam tabaga aktarildi burada da 1
dk. bekletildikten sonra emdirme kagidinin {izerine alind1 (Optimum performans igin
bir gece boyunca 37 °C'ye ayarlanmig su banyosuna beher i¢inde birakilan yikama
tamponu 2, yikama isleminin hemen 6ncesinde 37 °C'ye ayarli manyetik karistirict
plakaya yerlestirildi).

Mikroarray lami, lam tutucusuna "Agilent" etiketi dis ve iist tarafa bakacak
sekilde yerlestirildi, ozon bariyer lam kapag: da Sekil 3.3'te gosterildigi gibi lamin

tizerine yerlestirilerek lam tutucusunun tirnagi yardimi ile kapatildu.
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Sekil 3.3. Mikroarray laminin lam tutucuya yerlestirilmesi ve ozon-bariyer

lam kapaginin kapatilmasi islemi

3.3.10. Mikroarray Taratilmasi

Lam tutucu taratic1 cihaz karuseline yiiklendi. Bilgisayardan "Scan Control™
programi a¢ild1 ve asagida belirtilen ayarlar yapildi:

- 8x60K mikroarrayi i¢in Profile AgilentG3_CGH segildi.

- Slide ID <Auto Detect> olarak segildi.

- Channels R+G olarak ayarlandi.

- Scan Region Agilent HD (61x21.6 mm) olarak ayarlandi.

- Resolution (um) 3 um'ye ayarlandi.

- Tiff 16 bit'e ayarland.

- R PMT ve G PMT %100'e ayarlandi.

- XDR ayar1 <No XDR>'ye ayarlandi.

- Imaj dosyasinin ¢ikartilacag: klasér dizini segildi.

- Tarayict durum meniisiinden "tarayici hazir" ifadesi goriildiikten sonra
mikroarrayin karuselde yerlestirildigi yuva "Slot m-n" (m ilk yuva n son yuva) olarak

belirtilip tarama baglatild1.

3.3.11. imaj Dosyalarinin Analizi

Tarama islemi bittikten sonra aberasyonlar1 analiz etmek icin imaj
dosyasindan (.tiff) veri ¢ikartma ve log oranlarina doniistiirme islemini yapmak
amaciyla Feature Extraction 10.5.1.1 ve Agilent CytoGenomics 2.0.6.0 yazilimlar
kullanildi. Feature Extraction yazilimmin ayarlart Sekil 3.4'te gosterildigi gibi

yapildi.
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Feature Extraction 10.5.1.1 yazilimi deneyin kalitesi ile ilgili Sekil 3.5'te ve

Sekil 3.6'da 6rnek verildigi iizere kalite kontrol raporu vermektedir. Ayrica enzimatik

etiketleme i¢in kalite kontrol metrik esik degerleri Tablo 3.11'de verilmistir.

Tablo 3.11. Enzimatik etiketleme i¢in kalite kontrol metrik esik degerleri

Metrik Deger Miikemmel Iyi Degerlendir
Arka Plan
Giiriiltiisii <10 10-20 >20
(BGNoise)
Sinyal Yogunlugu

vl Tosunug >150 50-150 <50
(Signal intensity)
Sinyal/Giiriiltii

_ _ >100 30-100 <30
(Signal to Noise)
Tekrarlanabilirlik

o <0.05 0.05.-0.2 >0.2

(Reproducibility)
DLRSpread <0.2 0.2-0.3 >0.3
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4. BULGULAR

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve Ergen
Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali'na bagvuran, DSM-IV-TR'ye gore YGB
tanisi alan 37 olgu ¢aligmaya dahil edilmistir. Dismorfik degerlendirmeleri standart
bir yontem saglamak igin gelistirilen ODO rehberi esliginde Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Poliklinigi'nde yapilmistir.
Karyotip ve aCGH analizi Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali Laboratuarlarinda gerceklestirilmistir. Olgularin yaslari,

cinsiyetleri ve tanilari ile ilgili bilgiler hasta dosyalarindan temin edilmistir.

4.1. Olgularin Demografik Ozellikleri
Calismamiza dahil edilen olgularin 32'si erkek, 51 kizdir (Tablo 4.1).

Olgularin yas ortalamasi ~ 9 olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.1. Calismamiza dahil olan olgularin cinsiyet dagilimlari

Olgu No. N %
Kiz 5 13,6
Erkek 32 86,4
Toplam 37 100,0

4.2. Olgularmm Klinik Ozellikleri

Calismamizda DSM-IV-TR'ye gore YGB semsiyesi altindaki alt tanilarindan
27'sinde OB, 7'sinde atipik OB ve 3'iinde AS tanmimlandi. Calismamiza dahil edilen
37 olgunun 20 tanesinde dismorfik ozellik tespit edildi. Olgularimizin tani1 ve

dismorfik degerlendirme bulgular1 Tablo 4.2'de verilmistir.

Tablo 4.2. Olgularin DSM-IV-TR'ye Gore Tan1 ve Dismorfik Ozellikleri

Olgu No. Tam Dismorfik Ozellikler

1 Otistik Bozukluk Sinofti, elde bilateral protiiberan polidaktili
(opere)
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Tablo 4.2. Olgularm DSM-1V-TR'ye Gére Tan1 ve Dismorfik Ozellikleri (Devam)

2 Otistik Bozukluk -

3 Otistik Bozukluk Tiibiiler burun gorinimii

4 Otistik Bozukluk Tiibiiler burun goriinimi

5 Otistik Bozukluk Obezite, genis burun kopriisii, 6n sag
digimii

6 Otistik Bozukluk Pitozis, kemer goriiniimde kaslar,
hipoplazik alae nazi, ince list dudak, goz
altinda morluklar, displastik kulaklar

7 Otistik Bozukluk -

8 Otistik Bozukluk -

9 Otistik Bozukluk -

10 Otistik Bozukluk -

11 Otistik Bozukluk -

12 Otistik Bozukluk Belirgin kulak loblar1

13 Otistik Bozukluk Belirgin biiyiik kulaklar, konjenital katarakt

14 Otistik Bozukluk Sivri ¢ene, hafif belirgin alin ¢ikikligi ve
alin genisligi, derin yerlesimli gdzler, ticgen
yluz

15 Otistik Bozukluk -

16 Otistik Bozukluk Kemerli kas yapist, ince list dudak

17 Otistik Bozukluk Kalin kaslar, diizensiz yerlesimli 6n disler

18 Otistik Bozukluk -

19 Atipik Otistik Bozukluk | -

20 Otistik Bozukluk -

21 Asperger Sendromu -

22 Otistik Bozukluk -

23 Otistik Bozukluk On sag diigiimii, dolgun yanaklar,
hipertelorizm, strabismus

24 Atipik Otistik Bozukluk | Hafif prognatizm, obezite

25 Atipik Otistik Bozukluk | -
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Tablo 4.2. Olgularm DSM-1V-TR'ye Gére Tan1 ve Dismorfik Ozellikleri (Devam)

27 Atipik Otistik Bozukluk | -

28 Atipik Otistik Bozukluk | Cene gamzesi

29 Otistik Bozukluk On kesici dis belirginligi, hafif retrognati

31 Otistik Bozukluk Hipermetropi

32 Atipik Otistik Bozukluk | Genis burun ucu

34 Asperger Sendromu -

37 Asperger Sendromu -

39 Otistik Bozukluk -

40 Otistik Bozukluk Hafif dolgun yanaklar, strabismus

47 Otistik Bozukluk Makrosefali, obezite, strabismus

48 Otistik Bozukluk Strabismus, hipertelorizm, kulaklar
displastik, filtrum kisa, 6n sa¢ diigimii

55 Atipik Otistik Bozukluk | Basik burun kokii

4.3. Olgularda Saptanan Sitogenetik Olarak Gozlenebilen Kromozomal

Anomaliler

Calismamiza dahil edilen 37 olgunun iki tanesinde (%5.4) kromozom

anomalisine rastlanmis digerleri normal olarak degerlendirilmistir. Bu anomaliler
Tablo 4.3'de belirtilmistir.

Tablo 4.3. Olgularda Saptanan Sitogenetik Olarak Gozlenebilen Kromozom

Anomalileri
Olgu No. Kromozom Anomalisi
1 45,XY rob(13;14)mat
48 46,Y,inv(X)(p22922)

4.4. Olgularda Saptanan Kopya Sayis1 Degisiklikleri (KSD'ler)

Calismamiza dahil edilen 37 olgunun 11'inde (~%30) KSD tespit edilmistir.

Olgularda saptanan KSD'ler ve boyutlar1 Tablo 4.4'te 6zetlenmistir. Cytogenomics
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2.0.6.0 analiz programindaki aberasyon goriintiilerine ait 6rnekler Sekil 4.1, Sekil 4.2

ve Sekil 4.3'te verilmistir.
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Sekil 4.3. 48 nolu olguya ait Xg22.1'de yer alan duplikasyon bolgesi goriintiisii



Tablo 4.4. Olgularimizin aCGH Analiz Sonuglari
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Olgu No. | Saptanan KSD Boyutu (b¢) | Kirik noktalari (baslangic-
bitis) (b¢)

1 del 16p11.2 2,097,143 31,864,091-33,961,233

4 dup 17q12 915,571 32,007,395-32,922,965

7 del 2p16.3 528,849 50,982,113-51,510,961

9 dup 16p13.11 - p12.3 | 2,166,391 15,131,723-17,298,113

10 del 3p26.3 994,316 93,949-1,088,264

11 del 144 906,917 247,879,926-248,786,842

13 dup 7g36.3 259,659 155,257,241-155,516,899

16 del 2937.2 - 937.3 6,577,375 236,429,985-243,007,359

20 del 20p13 868,191 1,580,899-2,449,089

25 dup 2p25.3 - p25.1 9,630,684 386,460-10,017,143

48 dup Xq22.1 116,014 100,531,472-100,647,485

Olgularda saptanan KSD'lerin kromozomlara gore dagilimi, siklig1 ve tespit edildigi

olgu numarasi Tablo 4.5'te verilmistir.




Tablo 4.5. Kopya Sayis1 Degisikliklerinin Kromozomlara Gére Dagilimi
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Kromozom Anomali Sikhigi (%) Gozlenen
olgu no.

1. del q44 1/37 (%2.7) 11

2. del 437.2 - ¢37.3 1/37 (%2.7) 16

2. dup p25.3 - p25.1 1/37 (%2.7) 25

2. del p16.3 1/37 (%2.7) 7

3. del p26.3 1/37 (%2.7) 10

7. dup 7936.3 1/37 (%2.7) 13

16. del p11.2 1/37 (%2.7) 1

16. dup 13.11 - p12.3 1/37 (%2.7) 9

17. dup g12 1/37 (%2.7) 4

20. del p13 1/37 (%2.7) 20

X, dup q22.1 1/37 (%2.7) 48
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5. TARTISMA

Sosyal iligskide bozulma, dil ve iletisim bozuklugu ve tekrarlayici davraniglar
veya ilginin az olmasi gibi oOzelliklerle tanimlanan otizm, "YGB" olarak
adlandirilmaktadir. Ikiz ve aile caligsmalar1 otizmin genetik temelini ortaya koymus
ve kalitilabilirliginin %90'n tizerinde oldugunu belirtmistir (11). Giliniimiizde otizmli
vakalarin yaklasik %25'inde genetik neden belirlenebilmektedir. Bu nedenler (1)
Sitogenetik olarak gozlenebilen biitiin kromozom anomalileri (~%5), (2) Kopya
Sayis1 Degisiklikleri (KSD'ler) (6rn, submikroskobik delesyonlar ve duplikasyonlar)
(%10-20) ve (3) Norolojik bulgulart YGB ile iligkili olan tek gen hastaliklart (~%5)
yer almaktadir. YGB tanisina yonelik klinik tani kriterleri bulunmasina ragmen tan
koymay1 kesinlestiren sitogenetik veya molekiiler bir tanit yontemi yoktur. YGB
tanisi alan olgularin klinik farkliliklar gostermesi, tedavi metodu olarak izlenen 6zel
egitim yontemlerine cevabin farkli olmasi, farkli molekiiler yolaklarin patogenezde
etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Caligmamizda Eskisehir bolgesinde YGB tanisi
alan olgulardaki karyotip ve KSD'lerin ortaya konmasi, bunlarin tanisal amagh
kullanilabilirliginin ortaya konmasi, elde edilen veriler ile molekiiler etiyolojisinin
anlasilmasmna katkida bulunulmast ve genetik danigmanin verilebilmesi
amaclanmustir.

Calismamiza dahil olan 37 olgunun 27'si OB, 7'si atipik OB ve 3'ii AS olarak
tanimlanmustir. Bu olgular ODO rehberi esliginde dismorfik acidan degerlendirildi
ve olgularin oksipitofrontal ¢ap (OFC) ol¢iimleri yapildi. Genel dismorfoloji ve
mikrosefalinin olmamasina gore otizm esansiyel ve kompleks olarak ayrilmaktadir.
(4). Buna gore galismamiza dahil edilen 37 olgunun tiimii esansiyel otizm olarak
kabul edildi ancak mevcut dismorfik bulgular: tespit edilenler ek olarak belirtildi.
Calismamiza dahil edilen 37 olgunun aileleri tek bir etkilenmis bireye sahip "basit
aile" tamimlamasina uymaktadir. Dahil edilen 37 olgunun tiimiine Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda GTG
bantlama yontemi ile karyotip analizi ve yaklasik 60,000 oligoniikleotid probun
(8x60K) yer aldig1 platform kullanilarak aCGH analizi yapild.

Sitogenetik olarak gozlenebilen kromozom anomalileri GTG bantlama

yontemi ile YGB'li c¢ocuklarin yaklasik %5'inde ortaya konabilmektedir.
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Calismamiza dahil edilen 37 olgunun iki tanesinde GTG bantlama yontemi ile
kromozom anomalisi tespit edildi. Kromozom anomalisi tespit edilen iki olgu
¢ozunirligli daha yiisek olan aCGH teknigi ile de incelendi. Calismamizda
sitogenetik olarak gozlenebilen kromozom anomalisi oran1 %5.4 olup literatiir ile
benzer bir oran goéstermistir. 1 nolu olguda bulunan kromozom anomalisi,
45,XY,rob(13;14)(q10;q10)mat daha once bildirilmis, klinik onemi bilinmeyen
ancak kalitilan anomalilerdendir (143, 144). 48 nolu olguda saptanan kromozom
anomalisine benzer bir olgu literatiirde perisentromerik X inversiyonuna sahip
mental retarde ve otistik bir ¢ocukta bildirilmistir (145).

aCGH analizi ¢alismamiza dahil olan 37 olgunun 11l'inde (~%30) ¢esitli
KSD'leri tespit etti. Patojenik olmasi muhtemel KSD'ler Tablo 4.4'te 6zetlenmis ve
asagida tartigilmistir.

1 nolu olgumuzda del 16p11.2 tespit edildi. 16p11.2 delesyon
sendromu gelisme geriligi, entelektiiel yetersizlik ve/veya otizm
spektrum bozukluk (YGB) ile karakterizedir. Weiss ve ark. (17)

16p11.2 delesyonlarini veya duplikasyonlarini otizmli bireylerin

yaklasik %1'inde ve gelisme veya konusma gecikmesi olan ¢ocuklarin %1.5'inde
bildirmistir. Marshall ve ark. (16) %1 ile benzer bir oran gozlemlemistir.
Calismamizda bir olguda (%2.7) del 16pl11.2 saptanmis olup arastirma grubu
sayisinin sinirlt olmasi nedeniyle sikligin literatiir verilerine gore yiiksek oldugu
diisiincesindeyiz.

4 nolu olgumuzda 17912 mikroduplikasyonu tespit edildi. Bu
bolgenin delesyonlarmin ve duplikasyonlarinin YGB ile iliskili

oldugunu 6ne siiren vakalar bildirilmistir (163, 164).

7 nolu olgumuzda 2p16.3 bandinda 2:50,982,113-51,510,961
baz giftleri arasinda 528,849 b¢'lik bir delesyon tespit edildi. Bu
delesyon bolgesinde otizm ile iligskili oldugu bilinen NRXN1

(neuroxin 1) geni delesyona ugramistir (158-160).
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9 nolu olgumuzda 16p13.11 - pl2.3 bant bolgesinde
15,039,224-17,205,614 baz ¢iftleri arasinda 2,166,391 bg
bliyiikliiglinde bir duplikasyon tespit edildi. Bu bolgedeki genlerden

NDEL1 noérolojik ve davranissal fenotiplerden sorumlu olabilir. Bu gen [T
mikrotiibiil organizasyonu, mitoz ve néron goc¢iinde temel rolii olan niikleer dagilim
E (NudE) ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir. 16p13.11 bolgesinin duplikasyonu
otizmin de dahil oldugu cesitli noropsikiyatrik hastaliklarda risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (162). NDE1 geninin homozigot mutasyonlar1 mikrosefali ile birlikte
olan lizensefali 4; LIS4 (OMIM #614019) fenotipi ile iligskilendirilmistir. Ancak
olgumuzda mikrosefali ile birlikte lizensefali bulgusuna rastlanmadi. Bu durum
olgumuzda s6z konusu geni i¢eren bolgenin duplike olmasi ile ilgili olabilir.

10 nolu olgumuzda 3p26.3 bolgesinde 3:939,49-1,088,264 baz
ciftleri arasinda 994,316 bg'lik delesyon ile birlikte CHL1 [Hiicre
adezyon molekiili LICAM (L1'in yakin homologu) homologu] geni

ortadan kaybolmustur. CHL1'in dahil oldugu gen ailesinin iiyesi olan
CNTN4 geninin biitiinliigiiniin bozulmas1 otizm ile iliskilendirilmistir. CNTN4
geninin 3p26.3-p26.2 bandindaki mRNA transkripti merkezi sinir sisteminde akson
bliylimesinde, rehberliginde ve fasikiilasyonunda yer almaktadir ve immiinoglobulin
stiperfamilyasinin néronal adezyon molekiilleri grubunun bir tiyesidir. CHL1 geninin
delesyonu benzer bir etki ile 10 nolu olgumuzdaki fenotipe neden olmus olabilir
(161).

11 nolu olgumuzda del 1g44 tespit edildi. Bu bolgede
olfaktor reseptdrlerini kodlayan 32 farkli gen bulunmaktadir. Otistik

cocuklarda olfaktor fonksiyonun bozulmasi tarif edilen bir durumdur

(153, 154). Otizmin neden - sonug iliskisi gbz Oniine alindiginda
olfaktor yapilar ile ilgili arastirmalarin ilerletilmesine ihtiyag vardir (155).

13 nolu olgumuzda 7q36.3 bant bolgesinde 259,659 bg'lik bir
duplikasyon tespit edildi. Bu bolgede yer alan EN2 geninin otizm
etyolojisindeki norogelisimsel defekt hipotezini destekleyen bir

yatkinlik geni oldugu bildirilmistir (166, 167).
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16 nolu olgumuzda del 2q37 tespit edilmistir. Bugiine kadar
bildirilmis 2q37 mikrodelesyonuna sahip olgularin {igte birinde

otizm veya otistik Ozellikler bildirilmistir. 2q37 mikrodelesyonlari

sendromik otizmli bireylerde daha sik gozlenmektedir (12). Ancak 237
mikrodelesyonuna 6zel bir davranis fenotipi tespit edilmemistir. 2937 ile ilgili biitiin
bildirilen terminal delesyonlar dismorfik fenotip ile iliskilendirilmistir. 16 nolu
olgumuzda 2q37 delesyonu olan olgularda da tanimlanmis olan dismorfik
ozelliklerden kemerli kas yapis1 ve ince tist dudak tespit edildi. Tip E Brakidaktili,
Albright Herediter Osteodistrofisi-benzeri kritik bolgesi olarak adlandirilan ve
HDAC genini iceren kismin delesyonu olan olgularin yarisinda gozlenmektedir
(146). 2937 delesyonu olan 16 nolu olgumuzda HDAC geni delesyona ugramis ancak
direk grafiler ile yapilan degerlendirmeler sonucu Tip E brakidaktili ile uyumlu
bulunmamuistir. 2q37 mikrodelesyonu olan olgulardaki otistik 6zelliklerden sorumlu
tutulan aday genlerden KIF1A, FARP2, HDLBP, PASK ve AGAP1 genlerinin 16 nolu
olguda delesyona ugradig: tespit edildi (147-151). 2q37 delesyonlu olgularda renal
Kist gelisme riski bulunmasi nedeniyle pubertede izlenmeleri tavsiye edildi (152).

20 nolu olgumuzda del 20p13 tespit edildi. Aday lokuslarin (1)
Sik varyasyon gozlendigi bilinen genler, (2) Otizme neden olan nadir

varyant genler, (3) Otizm ile iligskili Mendeliyen hastaliklara neden

olan genler ve (4) Mikrodelesyon veya mikroduplikasyon _ 4
sendromlarinin oldugu bdlgeler seklinde dort kategoride degerlendirildigi bir
caligmada 20p13 bolgesine anlamli baglanti gosterilmistir (165).

25 nolu olgumuzda dup 2p25.3 - p25.1 tespit edilmistir. Genis
otizm serilerinde yapilan c¢aligmalarda bu bdolgeye baglanti

gosterilmistir (156). 2p25.3'te yer alan ve agirlikli olarak beyinde ifade

bulan PXDN ve MYTLL genleri otizme neden olan potansiyel genler
olarak degerlendirilmektedir (157).

46,Y,inv(X)(p22g22) karyotipi saptanan 48 nolu olgmuzuda
dup Xq22.1 tespit edildi. Fenotipik olarak strabismus, hipertelorizm,

displastik kulaklar, kisa filtrum, 6n sa¢ diigimi gibi 6zellikleri;
inv(X)'in anneden kalitilmas1 ve annede entellektiiel yetersizlik durumunun olmasi

literatiirde benzer bir sekilde bildirilmistir. Bu durumdan X'e bagli mental
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retardasyon 21 (OMIM #300143) fenotipine yol agan IL1RAPL1 geninin

biitiinliigliniin bozulmasi sorumlu tutulmaktadir (145).
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6. SONUC VE ONERILER

Patojenik KSD'lerin 6zelliklerini ayirmada (1) de novo olayin her iKi
ebeveynden gelmemesi veya ectkilenmis ebeveynden gelmesi (2) beyinde ifade
buldugu bilinen genleri igeren delesyonlar veya duplikasyonlar olmasi (3) genis
KSD'ler olmas1 ve (4) duplikasyonlara nazaran delesyonlar olmasi gibi hususlara
dikkat edilmelidir. Calismamizda tespit ettigimiz KSD'lerden 1 ve 48 nolu olgularin
parental analizleri yapildi. Bu olgulardaki KSD'lerin de novo oldugu tespit edilmistir.
Diger olgularin paternal analizleri ve dogrulama ¢aligmalar1 Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda yapilacaktir.

Calismamiza dahil ettigimiz otizmli ¢ocuklarin esansiyel otizme uygunluk
gostermesi, nedeni bilinen sendromik olgularin ekarte edilerek aCGH analizine
baslanmasina ve bdylelikle nedeni bilinmeyen genetik alt yapinin anlasilmasina daha
fazla katki saglamistir. Her ne kadar klinik degerlendirmede olgular esansiyel olarak
degerlendirilse de fenotipik 6zelliklerin ¢ok farkli olabilecegi, ancak bu olgularda
aCGH gibi yiiksek c¢oziniirliikli yontemler kullanildiginda tespit edilebilecek
anomaliler oldugu unutulmamalidir. Calismamizda fenotipik degerlendirmede
karakteristik 6zellikleri ile tanimlanamayan 16 nolu olgumuz (del 2g37) bu durumu
tekrardan hatirlatmistir.

Calismamizda tespit edilen KSD'leri tespit edebilecek test metodlarindan
multipleks ligasyon-bagimli prob amplifikasyonu (MLPA), metafaz FISH ve
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gPCR) kullanilarak dogrulama g¢aligmalari
yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Ulkemizde otizm genetigi konusunda arastirmalarin yayginlastirilmas: ve
artirtlmasi, genetik etyolojinin aydinlatilmasina katki saglamanin Otesinde ayni
zamanda kromozom anomalilerinin, KSD'lerin ve tek gen hastaliklarinin tespit
edilmesini; boylelikle otistik c¢ocuklara ve ailelerine genetik danigsmanlik
verilebilmesini miimkiin kilacaktir. Genetik danigmanlik ile birlikte otistik bireylerin

ve ailelerinin daha iyi bilgilendirilmesi saglanabilecektir.
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