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OZET

Celayir, F.M. Otizm bulgusu gosteren bireylerdeki genetik degisikliklerin
MLPA yontemi ile ortaya konmasi. Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dal Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir,2012. Otizm; yasamin ilk
donemlerinde baglayan, sosyal iliskide ve etkilesimde bozulma, sozel ve sozel
olmayan iletisimde gerilik, tekrarlayict ve basmakalip davraniglarla karakterize,
etkileri yasam boyu devam eden “Yaygin Gelisimsel Bozukluklar” (YGB)
kapsaminda degerlendirilen norogelisimsel bir bozukluktur. Son yillarda tiim genom
baglant1 ve asosiasyon caligmalari, Y kromozomu haricinde tiim kromozomlarda
lokalize 175 kadar lokusun YGB etyolojisinde rol oynayabilecegini gostermistir.
Olgularin % 1-3 kadarinda kromozom 15q11-g13 duplikasyonu, % 1 kadarinda da
kromozom 16p11.2 ve 22q13 delesyonlar1 gézlenmektedir. Bu bolgelerde lokalize
UBE3A, GABRAS ve GABRB3 (kromozom 15q11-q13) ve SHANKS3 (kromozom
22q13) genleri YGB ile iliskisi ortaya konan genler arasindadir. Calismamizda
Eskisehir bolgesinde YGB tanist alan, kromozom ve FMR1 geni analizleri yapilan
toplam 80 olguda 15q1l’de lokalize UBE3A, 15ql2’de lokalize GABRB3 ve
CHRNAT7’yi igeren 15q13 mikrodelesyon bolgesi ile 16p11 mikrodelesyon bolgesi
ve 22q13°te bulunan SHANK3 geni mutasyonlarinin MLPA ydntemi ile incelenmesi
hedeflenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda SALSA MLPA P339-Al (lot1209) ve P343-
C1 AUTISM-1 (10t0310) prob kitleri kullanilmistir. Olgulardan sadece bir tanesinde
16p11.2 delesyonu saptanmis olup goriilme sikligi literatiir ile uyumlu olarak
(%1,25) degerlendirilmistir. Olgumuzda konusma geriligi, YGB ve belirgin kulak
loblar1 fenotipi mevcuttur. Calismamizda; MLPA yontemi ile YGB olgularmin ilgili
mutasyonlar agisindan taranabilecegi, YGB olgularinda etkin bir genetik danigma

icin taramalarm gerekli oldugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Yaygin Gelisimsel Bozukluklar, Otizm, Delesyon, Duplikasyon,
MLPA
Destekleyen Kurum: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu, Proje No 2011-11036
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ABSTRACT

Celayir, F.M. Investigating genetic variations in individuals showing autistic
features using MLPA method. Eskisehir Osmangazi University, Medicine
Faculty, Medical Genetics Department, Medical Specialty Thesis, Eskisehir,
2012. Autism; starting at the first stages of life, is charecterized by impared social
interactions and comunications, backwardness of verbal and non verbal
comunications, repetitive and stereotyped behaviors. Effects throughout life within
“pervasive developmental disorder” (PDD) assessed in the context of
neurodevelopmental disorder. In recent years, genome linkage and association
studies showed up to 175 locus that may play PDD ethiology localized to all
chromosomes except the y chromosome. Up to %1-3 chromosome 15g11-913
duplication, up to %1 chromosme 16p11.2 ve 22913 deletion of cases had been
observed. Regions in UBE3A, GABRAS and GABRB3 (chromosome 15q11-g13)
and SHANKS3 (chromosome 22q13) genes are among the genes related to PDD. The
diagnosis of PDD in Eskisehir area total of 80 cases microdeletion regions were
localised 15q11 in UBE3A, 15912 in GABRB3, 15013 in CHRNA7, microdelation
in region of 16p11, mutation in the SHANKS gene located in 22g13 was targeted to
investigate by the method of MLPA. For this purpose, SALSA MLPA P339-Al
(lot1209) and P343-C1 Autism-1 (lot0310) probe Kits were used. According to the
incidence of literature (1.25%) 16p11.2 deletion was detected only in one of the
cases. In our case there are delayed speech, PDD and prominent ear lobes phenotype.
Result of our study mutations of PDD cases can be scanned by MLPA method and its

importance in the effective genetic screening of PDD cases was concluded.

Key Words: Pervasive Developmental Disorders, Autism, Deletion, Duplication,
MLPA

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

Otizm, Leo Kanner tarafindan 1943 yilinda ‘“bebeklik otizmi” olarak
tanimlanmistir. Otizmi dogumsal olarak tanimlayan Kanner; ciddi derecede iletisim
sorunlari, konusmanin gecikmesi, si1§ duygulanim durumu, zayif goz temasi,
tekrarlayici ve basmakalip davraniglart kapsayan bir klinik goriiniimii ortaya
koymustur. Kanner ayrica olgu sayisi az olmasina ragmen goriilme sikliginin daha
fazla oldugunu belirtmistir. Gliniimiizde otizm; yasamin ilk donemlerinde baslayan,
sosyal iligkide ve etkilesimde bozulma, sozel ve sézel olmayan iletisimde gerilik,
tekrarlayici ve basmakalip davranislarla karakterize, etkileri yasam boyu devam eden
“Yaygin Gelisimsel Bozukluklar” (YGB) kapsaminda degerlendirilen norogelisimsel
bir bozukluktur (1, 2).

Otizmde mevcut bulgular bireyler arasinda farkli siddette etkilere neden
olabilmektedir. Bu farklilik bireyin sosyal durumuna, gelisim seviyesine bagl olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Sosyal etkilesimdeki yetersizlik daha sik goze g¢arpmaktadir.
Iletisimi baslatmada problem yasamadan, hig iletisim kurmak istememe ve ortamdan
kagmaya kadar genis yelpazede davranis kalibiyla karsilasilabilmektedir. Iletisim
bozuklugu bebeklik doneminde baslayip 5 yas civarinda belirgin hale gelmektedir.
Yapilan c¢alismalarda otizmli bireylerin %50’sinden fazlasinda zeka ile ilgili
problemlerden bahsedilmektedir. Zeka diizeyindeki disiikliik artttkga YGB
kapsamindaki davraniglarin da artisi beraberinde gelmektedir. Otizmde bazi
bireylerin daha erken okumasi gibi zeka diizeyinden bagimsiz olarak genel
entellektiiel durumda farkliliklar mevcuttur (3, 4).

Otizm tanist koyabilmek icin belirli semptomlar olsa da degisik tarama
araclar1 ve Amerikan Psikiyatri Birligi Psikiyatrik Hastaliklar El Kitab1 4. baski
diizeltilmis metni (DSM-IV-TR) veya Hastaliklarin ve Ilgili Saglik Sorunlarmin
Uluslararas: Istatistiksel Siniflamasi 10. versiyonu (ICD-10) &lgiitleri rehber olarak
kullanilmalidir. Otizmde tani nedene veya isleyis durumuna gore degil davraniga
gore konmaktadir. YGB’de dogru tanimin konmasi klinik seyir ve prognoz agisindan
cok onemlidir. Klinik tablo hastalar arasinda farklilik gosterse de ii¢ yasindan 6nce

belirtiler ortaya ¢ikar ve tani konur (4, 5).



Otizmin etyolojisi tam olarak aydmlatilamamigtir. Kanner otizmi
tanimladiktan sonra YGB’nin etyolojisine dair ¢esitli teoriler ortaya atilmistir.
Kanner otizmi baslangicta dogustan gelen bir bozukluk olarak ele almistir. Son
donemlerde ise etyolojide genetik faktorlerin yaninda biyolojik, psikolojik, sosyal
faktorler one ¢ikmaya baslamistir (6). Otizmde epileptik bozukluklara, zeka
geriligine ve diger tibbi durumlara sik rastlanmasi; genetik etyolojiye yonelik
caligmalarin umut verici sekilde ilerlemesi biyolojik faktorlerin etken oldugu bir
bozukluk olma ihtimalini daha da gii¢lendirmistir (7, 8, 9). Kalitsal degisikliklerdeki
karmagik ve heniiz belirlenememis kiigiik etkilesimler de muhtemel nedenler
arasindadir. ikiz ve aile calismalar1 otizm genetigini aydinlatmada yol gdsterici
olmus, otizmde kalitimin %90’dan fazla olabileceginden bahsedilmistir (10). Otizmli
bireylerin % 20’sinde genetik neden ortaya konabilmektedir. Cok az bir kisminda
teratojenik  etkenler  suglanirken  vakalarin  ¢ogunda  etyolojik  altyapi
aydinlatilamamaktadir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii kromozom analizi YGB'li ¢ocuklarin
yaklasik %5'inde kromozom andploidilerini ortaya koymaktadir. Kromozon
anomalilerinin %3-5'lik kismi ise Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknikleri
kullanilarak tayin edilebilmektedir. Otizmde hemen her kromozomda anomali
bulunmasina ragmen, bunlardan sadece bir kaginin otizm genleri igin muhtemel
lokuslart igerdigi distiniilmektedir (11, 12). Aday genleri belirlemek amaciyla
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) ve diger bazi
yontemlerle calismalar devam etmektedir.

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen
Ruh Saghg ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Poliklinigine basvuran, DSM-IV
kriterlerine gore degerlendirilerek YGB tanisi alan, Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
kromozom analizi ve FMR1 geni taramalar1 yapilan 80 olguda YGB’de aday genleri
iceren bdlgeler olarak tanimlanan 15ql1°de lokalize UBE3A, 15q12’de lokalize
GABRB3 ve CHRNA7’yi iceren 15q13 mikrodelesyon bdlgesi ile 16pll
mikrodelesyon bdlgesi ve 22ql3’te lokalize SHANKS3 geni mutasyonlarinin
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi ile analizi
hedeflenmistir. Calismamizda Eskisehir bolgesinde tani1 alan YGB olgu sikliginin
belirlenmesi, yontemin avantaj-dezavantajlari ile tanisal amagl kullanilabilirliginin

ortaya konmasi, elde edilen molekiiler veriler ile klinik 6zellikler arasindaki



baglantinin degerlendirilmesi ve molekiiler etyolojisi belirlenmis olan olgu ve

ailelere hastalik ve mutasyon ile ilgili genetik danigmanin verilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tamm

Otizm; yasamin ilk doénemlerinde baslayan, sosyal iliski ve etkilesimde
bozulma, sbézel ve sozel olmayan iletisimde gerilik, tekrarlayici ve basmakalip
davraniglarla karakterize, etkileri yasam boyu devam eden YGB kapsaminda
degerlendirilen norogelisimsel bir bozukluktur. YGB’de klinik siddet bireyler
arasinda degiskendir ve hafiften agira kadar otizm bulgular ile karsilasilabilir. YGB
baglig1 altindaki tiim bozukluklar karmasik bir ndrolojik gelisim yapisina sahiptir (1,
2,3 ,4).

2.2. Tarih¢e ve Simiflandirma

Kiigiik ¢ocuklarda goriilen gelisim basamaklarindaki bozulmayla ilgili olarak
19. yiizyila kadar ¢ok az sayida bilimsel yayin yapilmistir. O dénemden sonra
cocuklukta baslayan psikiyatrik bozukluklar1 ifade eden bazi kavramlar One
stiriilmiistiir. Otizm terimini ilk olarak Bleuler 1911°de kullanmus, otizmi; gergekle
bagin kopmasi ve iletisimde yasanan ciddi zorluklar olarak ifade etmistir (5, 6).
1933’te Potter tarafindan ¢cocuklukta ortaya ¢ikan sizofreni dl¢iitleri ortaya atilmistir.
Heller’in daha once tanimladigi “Dementia infantilis” daha sonra DSM-1V’te
“Dezintegratif bozukluk (DB)” olarak yerini almistir. 1943’te Leo Kanner tarafindan
ilk kez 11 olguluk bir seri tanimlanmis ve “bebeklik otizmi” olarak adlandirilmigtir
(7,8). Olgu sayisi az olmasina ragmen goriilme sikliginin daha fazla oldugunu
belirtmistir. Otizmi dogumsal olarak tanimlayan Kanner; ciddi derecede iletisim
sorunlari, konusmanin gecikmesi, s1§ duygulanim durumu, zayif goz temasi,
tekrarlayict ve basmakalip davranislar1 kapsayan bir klinik goriiniimii ortaya
koymustur (9,10). Kanner otizmin anne-babanin ¢ocuga iyi bir yasam
sunamamasindan kaynaklandigin1 diisiinmekteydi. Fakat zamanla otizmde birgok
faktoriin rol oynadigi anlagilmistir. Kanner ayrica otizmin sizofreni ve zeka geriligi
ile siklikla kanstirildigini ifade etmistir. Kanner’in tanimladigi bircok 0Ozellik
giinlimiizde gegerliligini korumaktadir (11,12).

1944’te  Asperger tarafindan Kanner’in tanimladigi sendroma benzer

davraniglara sahip bir gurupla ilgili olarak “otistik psikopati” ifadesi kullanilmistir.



Kanner’den farkli olarak bu makalede sosyal etkilesimi bozuk olan fakat normal zeka
diizeyine sahip bireyler tanmimlanmistir (13, 14). 1947’de Bender “gocukluk
sizofrenisi” kavramini kullanmis, Kanner’in tarif ettigi belirtilerin higbir hastaligi
tanimlamadigini, bunlarin erken sizofreni belirtisi ya da organik bir bilesenin pargasi
olabilecegini ifade etmistir (15,16). 1955’te Rank “atipik c¢ocuk  kavramini
kullanmis ve daha sonraki yillarda otizm ve nedenleri ile ilgili kavram karmagiklig
iyice belirginlesmistir. Ozellikle otistik bozukluk (OB) ve cocukluk sizofrenisi
arasinda tanisal ve terminolojik belirsizlik yeni bir siiflandirma ihtiyacin
dogurmustur (17, 18).

Rutter 1978’de otistik bozuklugu tanimlayan bir siniflamadan bahsetmistir.
Bu siniflamada 6zellikle hastalik baslangicinin 30 aydan 6nce olmasi sartindan
bahsedilmektedir. Yetiskin psikiyatrisinde siiflandirmada kullanilan DSM ve ICD
sistemi ¢ocuklar i¢in de kullanilmaktadir. Fakat ¢ocuklar icin DSM-I"de (APA 1952)
ve ICD-9°da (1978) ayr1 bir yer verilmemistir. Cocuk ve ergen psikiyatrik
bozukluklar ile ilgili ilk ayr1 kategorilendirme DSM II’de (APA 1968) yapilmistir.
Otizm ilk defa 1980 yilinda DSM-III’te, yeni tanimlanmis bozukluk kiimesi olan,
YGB baghgr altinda yer almistir. 1987 yilinda, DSM-III-R’de, YGB bagliginin
altindaki alt basliklar, OB ve “Bagka Tirli Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel
Bozukluk (BTA-YGB)” seklinde olmustur. 1994 (DSM-IV)’te bu alt basliklara,
“Rett Sendromu (RS)”, “Cocuklugun Dezintegratif Bozuklugu (CDB)” ve “Asperger
Sendromu (AS)” da dahil edilmistir. Otistik bozukluk DSM-IV ve ICD-10’da YGB
ana basliginda smiflandirilmis ve iki kilavuzda da benzer bicimde tanimlanmistir
(19). YGB, altinda temelde birbirine benzeyen otizm ile iliskili degisik bozukluklar
barindiran bir kavramdir. Uygulama alaninda YGB yerine “otistik spektrum
bozukluklar1 (OSB)” terimi de kullanilmaktadir (18).

Amerikan Psikiyatri Birliginin siniflandirmada son seklini verdigi DSM-IV
(APA 1994), ICD-10 ile olduk¢a benzerlik gostermektedir. Bu tan1 siniflandirmasina
gore YGB;

1. Otistik bozukluk
2. Rett sendromu

3. Cocuklugun dezintegratif bozuklugu



4. Asperger sendromu

5. Bagka tiirlii adlandirilamayan yaygin gelisimsel bozukluk

alt basliklarina ayrilmaktadir (20).

2.3. Epidemiyoloji

Otizm ile ilgili yapilan caligmalarda gittikge artan prevalans oranlarindan
bahsedilmektedir. Bu artisin nedenleri arasinda tani yontemlerindeki degisim ve
yeniliklerin yaninda toplumsal bilinglenmenin rolii yadsinamaz. Yapilan ilk
caligmalarda prevalans 4/10.000 olarak ifade edilmistir. Yapilmis olan ilk ¢alismalari
derleyerek sunan Fombonne, 1990’larin sonuna kadar olan prevalans ortalamasini
yaklasik 4-5/10.000 (0,7-21/10.000 arasinda degisen prevalans bildirimlerinin
ortalamasi) olarak bildirmistir. Farkli ¢alismalarda farkli degerlerin bildirilmesinin
olas1 en 6nemli nedeni otizmin tanimlanmasindaki farkliliklardir. Daha kapsamli
tanimlamalar prevalanstaki yiiksek oran degerlerini agiklayabilir (5,10).

OB ile ilgili ilk epidemiyolojik ¢alisma Ingiltere’de 1966°da yapilmis,
prevalans 4,5/10.000 olarak bildirilmistir (21). Ingiltere’de 2001°de yapilan bir
calismada 2,5-6,5 yas arasi1 ¢cocuklarda YGB prevalansi 62,6/10.000, OB prevalansi
16,8/10.000 olarak ifade edilmistir (22). Amerika’da yapilan baska bir ¢aligmada ise
YGB igin prevalans 34/10.000 olarak bildirilmistir (23). Fombonne 2009’daki
calismasinda OB prevalansini 20,6/10.000, YGB prevalansint 60-70/10.000 olarak
bildirmistir (24).

Otizm erkeklerde kizlara oranla 3-4 kat daha fazla oranda goriilmektedir.
Fakat zeka diizeyi etkilenmesi oranlari birbirine yakindir (25). Hindistan, Afrika,
Cin, Latin Amerika, Ortadogu’da YGB’nin nisbeten daha az goriildigi iddia
edilmekle birlikte etnik koken, aile durumu, yasam sekli gibi degiskenlerin sikligi
etkilemedigi goriilmiis; tiim diinyada prevalansin birbirine yakin oldugu anlasilmistir.
[k galigmalarda otizmin yiiksek sosyoekonomik diizey ile yakindan iliskili oldugu, bu
ailelerde daha sik goriildiigli belirtilmesine karsin daha sonraki ¢alismalar bu farkin
olmadigin1 gostermistir. Bu fark diisiik sosyoekonomik diizeye sahip ¢cocuklarin daha

geg¢ tan1 almasina baglanmistir (26, 27, 28).



Yaygin Gelisimsel Bozukluklarin kapsaminin, dolayisiyla taniminin genis ve
heterojen olmasi arastirmalarin  Oniindeki sistematik engel olarak karsimiza
cikmaktadir. Otistik bozukluk, yaygin gelisimsel bozukluklar ve ¢ocukluk
psikozlariin klinik ayrimlar1 oldukc¢a giictiir. YGB nadir goriilen bir grup bozukluk
oldugundan dolay1 saglikli veriler elde edilebilmesi i¢in daha genis epidemiyolojik
calismalara ihtiyag duyulmaktadir (29, 30).

2.4. Klinik Ozellikler

Otizm; dil gelisimi, sosyal etkilesim, iletisim kurmada yetersizlikle
tanimlanan, ii¢ yasa kadar gelisen ve yasam boyu siiregen olarak degisen derecelerde
kisiyi etkileyen noropsikiyatrik bozukluk olarak tanimlanmaktadir. Otistik bireyler
dis uyaranlardan daha ¢ok i¢i uyaranlara gore tepki verirler ve bu durum baskalari
tarafindan anormal davranis olarak degerlendirilir. Daha ¢ok cansiz nesnelere
odaklanirlar. Belirtiler bireysel olarak degiskenlik gosterebildigi gibi yas ve gelisim
diizeyine gore de farkliliklar olabilir. Genellikle zihinsel geriligin de eslik ettigi
otizm, davramis ve gelisim Ozellikleri ile diger otistik spektrum bozukluklardan
ayrilmaktadir. YGB’nin daha iyi tanimlanabilmesi i¢in ortak goriis vardir, fakat
mevcut tan1 Ol¢iitleri i¢inde otistik bozukluk ayr1 bir tan1 grubunu olusturmaktadir (2,
5, 8).

Erken donemde rastlanan bulgulara ragmen YGB’li ¢ocuklar genellikle dil
gelisimindeki gecikme belirgin oluncaya kadar klinik degerlendirmeye deger
bulunmamaktadir. YGB’de semptomlarin baslangici ¢ogu olguda ayni anda
olmamakta, kademeli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Olgular konugmaya basladiktan
sonra dil yetisini kisa siirede kaybederler. Takip eden giinlerde de mevcut diizeyde
devam ettirdigi iletisim kurma (6r: tanidig1 kelimelere cevap verme) seviyesini de
kaybeder. Normal oldugu halde isitme kaybindan siiphelenilebilir. Basmakalip ve
tekrarlayict davraniglar hemen ortaya cikabilecegi gibi 3-4 yasa kadar herhangi bir
zamanda ortaya ¢ikabilir (5, 31).

2.4.1. Baslangi¢c Yasi ve Tam
Otizm 1ii¢ yasindan Once baslayan ve yasam boyu siiren, tekrarlayan-

basmakalip davraniglar, sosyal etkilesimde ve iletisimde gerilikle seyreden bir



hastaliktir. Belirtiler genellikle yasamin ilk iki yilinda aileler tarafindan fark edilir.
Ne kadar erken fark edilip tibbi miidahalede bulunulursa 6z bakim yetenekleri ve
sosyal etkilesimde ilerleme o kadar hizli ve nitelikli olur. Olgularin %50-75’inde 5
yasa kadar, 6zellikle konusma yetenegi gelismemistir (32, 33).

Otizmde tan1 nedene veya isleyis durumuna gore degil davranisa gore
konmaktadir. YGB’de dogru taninin konmasi klinik seyir ve prognoz agisindan ¢ok
onemlidir. Bireyin erken donem gelisim Oykiisii aileden alimmali ve psikiyatrik
muayene tam olarak yapilmalidir. Klinik tablo hastalar arasinda farklilik gosterse de
ic yasindan Once belirtiler ortaya ¢ikar ve tant konur. Ayirici tanida dncelikle YGB
grubundaki diger hastaliklar goz 6niinde bulundurulmalidir. Tani1 i¢in degisik araglar
kullanilarak psikiyatrik ve ailevi etkenler degerlendirilerek ilgili tibbi durumlar goz
oniinde bulundurulur. Ug yasindan 6nce tan1 konan atipik otistik bireylerde ilerleyen
donemlerde otizm belirtilerinin devam etmemesi olasilig1 az degildir (10, 34).

Otistik bozukluk ile ilgili DSM-IV tani kriterleri Tablo 2.1°dedir.

Tablo 2.1. Otistik Bozukluk DSM-IV Tani Kriterleri (APA 1994)

A. En az ikisi (1)’inci maddeden ve birer tanesi (2) ve (3)’lncii
maddelerden olmak tizere (1), (2) ve (3)’lincii maddelerden toplam alt1 (veya daha

fazla) maddenin bulunmasi:

1. Asagidakilerden en az ikisinin varligi ile kendini gdsteren sosyal

etkilesimde nitel bozulma:

Toplumsal etkilesim saglamak icin yapilan el-kol hareketleri,
a. | alman viicut konumu, takinilan yiiz ifadesi, goz goze gelme gibi

birgok s6zel olmayan davranista belirgin bir bozulmanin olmasi.

b. | Yasitlariyla gelisimsel diizeyine uygun iliskiler gelistirememe.

Diger insanlarla eglenme, ilgilerini ya da basarilarin1 kendiliginden
C. | paylasma arayist icinde olmama (6rn. ilgilendigi nesneleri

gostermeme, getirmeme ya da belirtmeme).

d. | Toplumsal ya da duygusal karsiliklar verememe.




Tablo 2.1.

Otistik Bozukluk DSM-1V Tani Kriterleri (APA 1994) (Devami)

2. Asagidakilerden en az birinin varligi ile kendini gdsteren iletisimde nitel
bozulma:
Konusulan dilin gelisiminde gecikme olmasi ya da hi¢ gelismemis
a. | olmasi (el, kol ya da yiiz hareketleri gibi diger iletisim yollariyla
bunun yerini tutma girisimi eslik etmemektedir.).
Konusmas yeterli olan kisilerde, bagkalariyla sdylesiyi baglatma
b ya da siirdiirmede belirgin bir bozuklugun olmasi.
c. | Basmakalip ya da yineleyici ya da 6zel bir dil kullanma.
Gelisim diizeyine uygun gesitli, imgesel ya da toplumsal taklitlere
d dayali oyunlar1 kendiliginden oynamama.
3. Asagidakilerden en az birinin varlig: ile kendini gosteren davranis, ilgi

ve etkinliklerde sinirli, basmakalip ve yineleyici oriintiilerin olmasi:

Ilgilenme diizeyi ya da iizerinde odaklanma agisindan olagandist,

a. |bir ya da birden fazla basmakalip ve smirli ilgi Oriintiisi
cercevesinde kapanip kalma.
Ozgiil, islevsel olmayan, alisilageldigi iizere yapilan giindelik
b. |islere ya da torensel davranis bicimlerine hi¢ esneklik
gostermeksizin siki sikiya uyma.
Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler (6rn. parmak
c. | siklatma, el ¢irpma ya da burma ya da karmagik tim viicut
hareketleri).
d. | Esyalarin pargalariyla stirekli ugrasip durma.

B. Asagidaki alanlardan en az birinde, 3 yasindan dnce gecikmelerin ya da

olagandis1 bir islevselligin olmast:

1. Toplumsal etkilesim,

2. Toplumsal iletisimde kullanilan dil veya

3. Sembolik ya da imgesel oyun.

C. Bu bozuklugun Rett Sendromu ya da ¢ocukluk ¢agi dezintegratif

bozukluguyla daha iyi agiklanamamasi.
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2.4.2. Sosyal Etkilesim

Otizm olan bireylerdeki en temel Ozellik iletisim ve etkilesimdeki beceri
giicliigiidiir. Etkilesimde dogallik ve esneklik becerilerinde yetersizlik vardir. ige
cekilmis, etrafa ilgisiz, olup bitenin farkinda degilmis goriiniimii verirler. Alisilmadik
duygusal tepkiler, sebepsiz giilme ve aglamalar, donuk yiiz ifadesi goriilebilir.
Normal gelisim gosteren infantlar ilk aylarda dahi sosyalken, OB’deki sosyal gerilik
altinc1 aydan sonra dikkat ¢ekici sekilde go6zlemlenebilir. Bebekken sosyal
giillimseme gostermezler (35, 36). Oyun ¢ocuklugu déneminde etraflarindaki kisileri
goérmiiyormus izlenimi verirler. Seslere tepkileri yoktur ve yalnizligi tercih ederler.
Akranlar1 ile iliski kuramazlar. Tek baslarina oynayabilecekleri oyunlari
paylasmazken, diger cocuklar1 sadece kendi amaclarina arag olarak kullanirlar. Iki
kisinin ayn1 anda belirli bir hedefe yonelik dikkat gostermeleri olarak ifade edilen
ortak dikkatteki farklilik daha kiiglik yastaki otistik ¢ocuklarda goriilen 6nemli bir
ozelliktir (22, 32). Okul oOncesi donemde otizm; kisith yiiz ifadesi, konusma
gecikmesi, diger ¢cocuklara karsi ilgi yoklugu, zeka geriligi ve alisilmisin disinda goz
temast ile taninabilir. Normal zeka gelisimi ve dil yetenegine sahip bireylerde dahi
sosyal farkindalik durumu bozulmustur. Ortalama iki yas civarinda otizm tanist olan
bireylerin ¢ogu normal bireylerden ayirt edilebilir. Ge¢ ¢ocukluk veya ergenlik
doneminde arkadaslik kurmak isteyebilirler, fakat ozellikle empati yetenekleri

gelismemis oldugu i¢in genellikle basarili olamazlar (37 ,38, 39).

2.4.3. Tletisim

Otizmde hem sozel hem de szel olmayan iletisim becerileri etkilenmistir. Dil
ve konugma gelisimi gecikmistir ya da hi¢ gelismemistir. Ebeveynlerin doktora
bagvuru nedeni genellikle konusmadaki yetersizliktir ve bu otizmin temel 6zelligidir
(10, 35). Otistik bireyler arasinda dil gelisimi normalden oldukga farklidir. Konusma
becerisi kazanabilmis bireylerde sozel iletisimi baslatma ve devam ettirmede; ses
tonunu, hizinm1 ve ritmini ayarlamada anormallikler gézlenir. Konugmalarinda sira ve
baglanti yoktur. Kendi kendilerine konugsma ve kelimeleri arka arkaya ekleme
tarzinda ifadeler kullanirlar. Dil kullaniminda zamirleri karistirirlar, sdyleneni tekrar

ederler, kelime uydururlar. S6ylenene genellikle ge¢ cevap verirler, bazen de yliksek



11

ses duyduklarinda kulaklarini elleri ile kapatirlar. Boyle farkli tepkiler isitme
sorununu akla getirebilmektedir (40, 41, 42). Anlama ve yorumlama kabiliyetleri
geridir.  Otistik ¢ocuklarin  yaris1  konusmayr ilk iletisim araci olarak
kullanmamaktadir fakat tedavi silirecinin hiz ve etkinligine bagli olarak bu oran
azaltilabilmektedir. Otizmi olan bireyler sadece dil gelisiminde degil s6zel olmayan
iletisimde de (yliz ifadesi, beden ve isaret dili, selamlagsma vb.) zorluklar
yasamaktadirlar (43, 44).

2.4.4. Davranmis Anormallikleri

Otizm kelimesi anlam olarak bireyin kendine 6zgili i¢ diinyasinda yasiyor
olmast halidir. Otistik bozuklugun sinirlari tam belli olmasa da tiim bireylerde
goriilen ortak ozellikler vardir. Genel olarak hepsi kati ve duygusal olarak donuktur.
Davranislart dis uyaranlardan daha ¢ok i¢ uyaranlara gore sekillendiginden verdikleri
tepkiler tuhaf olarak degerlendirilir. Birinci derece yakinlari ile higbir baglar
yokmus izlenimi verirler. Dis diinya ile iliskilerinde cansiz nesneleri tercih ederler.
Goz temast kurmak genellikle miimkiin degildir. Anormal duygusal yanitlar siktir.
Ebeveynler genellikle g¢ocuklarinin isitme kaybi oldugundan siiphe etmelerine
ragmen konugsma disindaki seslere (miizik sesi vb.) son derece duyarh
olabilmektedirler. Yasamin ilk yillarinda normal bireylerde goriilen merak edici
davranig bi¢imi yoktur veya ¢ok azdir. Oyuncak oynamama ya da oyuncaklari farkli
kullanma egilimi vardir. Oyuncaklarin belirli kisimlar1 ile oynamay1 severler.
Oyunlart genellikle tekrar edici ve siradandir. Ortam veya durum degisikliklerine
direng gostererek 6fke nobetleri yasayabilirler. Ozellikle zeka diizeyi diisiik olan
bireylerde kendilerine yonelik saldirgan, zarar verici davraniglar goriilebilir (10, 32).

Otistik bireylerde stereotipik (basmakalip) davranislar, takintilar, nesnelerle
yineleyici bigimde ugraslar, kendi etrafinda déonme, donen nesnelere ilgi, kollarini
kanat c¢irpar bigimde acgip kapama, esyalari yan yana dizme seklinde davranislar
gortliir. Reklam tabelalari, belirli tarihler, takim tutma gibi kisith ilgi alanlarina ilgili
olabilirler (35, 45). Baz1 giinliik aktiviteleri ayn1 sekilde yapma egilimi belirgindir:
Belirli kiyafetleri giymek, ayni yollar1 kullanmak gibi. Oyun oynayabilme becerisi
olanlarda ortak oynama genellikle gelismez ve oyun kurma becerileri yoktur. Dénen

nesneleri saatlerce seyredebilirler. Bazi nesneleri koklayip agizlarina alabilirler.
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Ortamdaki ayniligin korunmas:t konusunda taviz vermezler. Tim davranis
farkliliklarinin  ortaya ¢ikmasi yas ve gelisim diizeyine gore degiskenlik

gostermektedir (46, 47, 48).

2.5. Eslik Eden Diger Bozukluklar

Bir¢ok psikiyatrik hastalik YGB’de goriilebilir. Olgularin énemli kisminda
zeka diizeyi disiiktiir. Otistik bozuklugu olanlarin yaklasik %75°1 islevsel olarak
geridir. Yiiksek islevli olgularda birlikte goriilen bozukluklar puberte 6ncesi daha
cok dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB) iken, ergenlik doneminde
depresif bozukluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir (49). Zeka diizeyindeki disiikliik
arttitkga YGB kapsamindaki davranislarin da artis1 beraberinde gelmektedir. Otizmde
bazi ¢ocuklarin erken ¢ocukluk déneminde okuma 6grenmesi gibi zeka diizeyinden
bagimsiz olarak yetenekleri olabilir. Otizme zeka problemleri disinda en sik eslik
eden bozukluk depresyondur. Asperger bozuklugunda daha sik olmak iizere depresif
bozukluk goriilebilmektedir. Ergenlik déneminde oran biraz daha artmaktadir.
YGB’de depresyona 6nemli oranda kaygi bozukluklari eslik etmektedir. Yas arttik¢a
depresyon ve kaygi bozuklugu goriilme oran1 da artmaktadir. Gegmis donemlerde
otizm ve cocukluk psikozu ayni kavramlar olarak ifade edilmekte iken bugiin
YGB’nin gelisimsel bir bozukluk oldugu ifade edilmektedir (50). Otizmde epilepsi
gdriilme orani1 oldukga siktir. Ozellikle agir zeka problemi olanlarda daha yaygindir.

Yasla birlikte epilepsi tablosunun ortaya ¢ikma ihtimali de artmaktadir (51).

2.6. Tami ve Tarama Araclari

Otizm tanisinin konulabilmesi i¢in ebeveynden alinan &ykiiye, belirtilerin
degerlendirilmesine ve bireyin gdzleminin iyi yapilmasina ihtiya¢ vardir. Otistik
bireyleri tanimlayabilmek icin farkli davranig bic¢imleri ortaya konmustur. Bu
davraniglarin tamami hicbir bireyde ve ayni anda gozlemlenmez. Her bir bireyde
belirtilerin goriilme zamani degismektedir (15, 52). Boyle farkli otistik tablolarin
goriilmesindeki neden otizmin farkli klinik spektruma sahip olmasidir. Bu durum
ozellikle yasi kiiciik olan bireylerin tanisinin kesinlesmesini zorlastirmaktadir.
Taninin konabilmesi icin tekrarlayan degerlendirmelerin biitiinciil olarak ele alinmasi

gerekmektedir (53). Degerlendirmede gelisim basamaklar1 ve zeka diizeyi verileri
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ozellikle iglevselligin belirlenmesi agisindan erken donemde taniya giden yolda 6nem
arz etmektedir (54, 55, 56).

Otizm tanist koyabilmek igin belirli semptomlar olsa da degisik tarama
araclar1 ve DSM-IV veya ICD-10 olgiitleri rehber olarak kullanilmalidir. Tan1 ve
belirtileri degerlendirmede gelistirilmis goriisme araglart olan; Otizm Tanisal
Gozlem Cizelgesi (Autism Diagnostic Observation Scale-ADQOS), Otizm Tani
Gortigsmesi-Diizenlenmis (Autism Diagnostic Interview-Revised; ADI-R), Cocukluk
Otizmi Degerlendirme Olgegi (The Childhood Autism Rating Scale-CARS) ve The
Behavioral Summarized Evaluation (Davranis Degerlendirme Olgegi-BSE) sik¢a
kullanilan 6lgeklerdir. Ozellikle Cocukluk Otizmi Degerlendirme Olgegi (The
Childhood Autism Rating Scale-CARS) dogrulugu kabullenilmis, uygulamas: kolay
ve hizli olmasi yonleriyle 6ne ¢ikmistir. Otizm Davranis Kontrol Listesi (Abberrant
Behavior Checklist-ABC) ve Gilliam Otizm Skorlama Olgegi (Gilliam Autism
Rating Scale-GARS) de diger kullanilan 6lgeklerdendir (57, 58). Yiirime Cagindaki
Cocuklarda Otizm Kontrol Listesi (The Modified Checklist for Autism in Toddlers;
M-CHAT) 18 aylik ¢ocuklarda tarama amaciyla en sik kullanilan aractir (59, 60).

2.7. Etyoloji

Merkezi sinir sisteminin gelisimsel bir bozuklugu olarak ifade edilen otizmin
etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Kanner otizmi tanimladiktan sonra
YGB’nin etyolojisine dair ¢esitli teoriler ortaya atilmistir. Kanner otizmi baslangicta
dogustan gelen bir bozukluk olarak ele almistir. Daha sonra ise anormal anne-baba
davraniglarina karst ortaya cikan bir tepki olarak degerlendirmistir. 1960’larin
sonlarinda otistik bozuklugun biyolojik temeli daha c¢ok kabul gdrmii, tibbi bir
hastalik ya da dogum Oncesi-sonrasi ile ilgili problemlerin sebep oldugu beyin
hasarina bagl olarak gelisen bir durum oldugu disiinilmiistiir. Son dénemlerde ise
etyolojide genetik faktorlerin yaninda biyolojik, psikolojik, sosyal faktorler one
cikmaya baslamistir (61).

Otizmde epileptik bozukluklara, zeka geriligine ve diger tibbi durumlara sik
rastlanmasi; genetik etyolojiye yonelik ¢alismalarin umut verici sekilde ilerlemesi;
norokimyasal calismalarda, goriintileme yontemlerinde, otopsilerde farkli beyin

bolgelerinde organik anormalliklerin bulunmasi biyolojik faktérlerin etken oldugu
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bir bozukluk olma ihtimalini daha da gii¢clendirmistir (62, 63). Otizmin organik
bozukluklarla miinasebeti tan1 yaklasimlarini degistirmis ve heterojen bir hastalik
oldugunun kabullenilmesini giindeme getirmistir (64, 65).

Etyolojisi karmasik olan otizmde bir¢ok olgunun altinda yatan patoloji heniiz
bilinmemektedir. Son ¢alismalarda genetik etkenler ve beyin fonksiyonlarinin yaninda
bagisiklik faktorii, ndrokimyasal etkenler ve g¢evresel etkenler de arastirilmaktadir
(66).

Otizmin artan sayidaki farkli ve nadir kisisel genetik nedenleri zeka geriligi
ve beyin felcinde rolii olan bir¢ok sendromla benzerligi ortaya koyar. Fakat kalitsal
degisikliklerdeki karmasik ve heniiz belirlenememis kiigiik etkilesimler de muhtemel
nedenler arasindadir. Ikiz ve aile galigmalari otizm genetigini aydimlatmada yol
gosterici olmus, otizmde kalitimin %90’dan fazla olabileceginden bahsedilmistir
(22). Otizmli bireylerin % 20’sinde genetik neden ortaya konabilmektedir. Cok az bir
kisminda teratojenik etkenler suglanirken vakalarin g¢ogunda etyolojik altyapi
aydinlatilamamaktadir.

Otizm sebebi bilinmeyen, coklu faktorlerin etkisiyle meydana gelen bir
bozukluk olarak disiinilmis; yliksek kalitsallik, otizme sebep olan genleri
tanimlamada basarisizlik, erkek disi oraninin 4/1 olmasi, kardeslerde yaklasik %4

tekrarlama riski temeli tizerinde ¢alismalarin devam ettigi bir hastaliktir (67).

2.7.1. YGB’de Sitogenetik Olarak Gozlenebilen Kromozomal Anomaliler

Yiiksek ¢oziiniirlikklii kromozom analizi YGB'li ¢ocuklarin yaklagik %5'inde
kromozom andploidilerini ortaya koymaktadir. Kromozon anomalilerinin %3-5'lik
kismi ise FISH teknikleri kullanilarak tayin edilebilmektedir. Beklendigi gibi
dengesiz kromozom anomalileri genellikle otizm ve eslik eden dismorfolojisi olan
cocuklarda goriilmektedir (8, 23, 68). Otizmde hemen her kromozomda anomali
bulunmasina ragmen, bunlardan sadece bir kaginin otizm genleri igin muhtemel
lokuslart igerdigi diistintilmektedir (24, 25, 26).
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15g11-13 Bolgesi

Otizmde en sik saptanan kromozom anomalisi %1-3 ile anne kaynakli Prader
Willi/Angelman Sendromu kritik bolgesinin (15911-g13) duplikasyonudur. 15g11-13
bolgesi diger kromozomal bolgelere gore anomalilerin nisbeten daha sik goriildigi
bir bolgedir (69). Bu duplikasyon cogunlukla de novo ilave izodisentrik 15q
kromozomu ve daha az olarak da ebeveynlerdeki kromozom translokasyonunun
dagilimi1 veya anne kaynakli interstisyel 15q duplikasyonu sonucunda meydana gelir.
Rutin sitogenetik analizler ile izodisentrik 15q tespit edilebilir fakat interstisyel
duplikasyonlarin tanis1t FISH ve / veya Array Karsilastirmali Genom Hibridizasyonu
(aCGH) analizlerini gerektirmektedir. Anne kaynakli 15q11-q13 interstisyel
duplikasyonu otizmin oldukga yiiksek oranda kalitsal nedenidir, oysa baba kaynakl
duplikasyon bu bolgenin genomik damgalanmasinin 6énemini belirtircesine fenotipik
olarak ya cok az etkilidir ya da hi¢ etkili degildir (70). Bu bolgenin trizomisi ile
sonuclanan maternal 15q duplikasyonu fiziksel fenotipte belirgin degisikliklere
neden olmaz, ancak ilave izodisentrik 15'i olan (15q bdlgesinin dort kopyasina sahip
olan ¢ocuklar) tipik olarak daha fazla etkilenerek hipotoni, nobetler, mikrosefali ve
ciddi gelisme geriligi sergileyebilirler (69, 70, 71). Bu bolgenin delesyon veya
duplikasyonlarinda otistik bozukluk, epilepsi, kas hipotonisi ve motor koordinasyon
problemleri, hafiften-agira kadar degisebilen zeka problemleri ve konusma geriligi
veya konusamama gibi degisken bir Kklinikle karsilagilmaktadir (70, 72, 73). Bu
bolgede otizmle iliskilendirilen baz1 aday genler “Otizm ile Iliskilendirilen Genler ve
Tek Gen Hastaliklar1” bagliginda detayli olarak anlatilmistir.

16p11 Bolgesi

16p11 bolgesindeki genomik degisiklikler otizmde aday bolge olarak farkls
calismalarda bildirilmistir. Bu bélgedeki MAPK3 (Mitogen-activated protein kinase
3), MAZ (Myc-associated zinc finger protein) ve DOC2A (Double C2-like domain-
containing protein, alfa) genleri beyin gelisimi esnasinda ve sinir sisteminde eksprese
olmaktadir. MAPKS3 ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz ailesine dahil olan; hiicre
gelisimi, farklilasmas1 ve dongiisiinde rol alan 9 eksonlu bir gendir. Kinazlarin aktive
olmasiyla ¢ekirdekte bulunan hedef bolgeler fosforillenir ve hiicre i¢i diizenlenme

saglanir. Yapilan calismalarda MAPKS3 negatif farelerde anormal sakinma davranisi,
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hiperaktivite ve immiin sistem anormallikleri gézlemlenmistir. MAZ bir¢ok dokuda
ozellikle de orta-frontal kortekste eksprese olan 6 eksonlu bir gendir. GABA
sinyallerinin, noronal farklilasmanin ve serotonin yolaginin diizenlenmesinde direk
olarak etkilidir. Bu islevini hem baslatici hem de sonlandirict rolii olan bir
transkripsiyon faktorii araciligiyla gerceklestirir. DOC2A ise sinaptik keseciklerde
yerlesik olup baslica beyinde ekprese olan, kalsiyum bagimli nérotransmiter
salmmminda rol alan 11 eksonlu bir gendir. DOC2A negatif farelerde sinaptik
iletimde, Ogrenmede degisikliklerle birlikte anormal pasif sakinma davranisi

gozlemlenmistir (74, 75).

CEN

11.2 | MAPKS
MAZ
DA

Sekil 2.1. MAPK3, MAZ ve DOC2A genlerinin 16. kromozom tiizerindeki
lokalizasyonu (76).

16p11.2 delesyon sendromu gelisme geriligi, entellektiiel yetersizlik ve/veya
YGB ile karakterizedir. Gelisme geriligi motor yetersizlikten daha ¢ok dil gelisim
bozuklugu ve biligsel fonksiyon ile iligkilidir. Zeka bolimii (ZB) skorlar1 hafif-orta
entellektiiel yetersizlikten normale kadar degismesine ragmen, ortalama ZB skoruna
sahip olan bireyler konusma gecikmesi veya YGB gibi diger gelisimsel durumlara
sahiptir. Ifade dili algilama dilinden daha fazla etkilenmis olarak gézlemlenmektedir.
16p11.2 delesyonlar1 veya duplikasyonlar1 otizmli bireylerin yaklasik %1'inde,
gelisme veya konusma gecikmesi olan gocuklarin %1.5'inde rapor edilmistir (77).
16p11.2 delesyonu genellikle de novo olarak ortaya ¢ikar, fakat ebeveynden ¢ocuga
otozomal dominant olarak da gecebilir. Yine de dikkat ¢ekici olarak; 16p11.2 kopya
sayis1 degisiklikleri (KSD) sizofreni, bipolar hastalik, nobetler, DEHB, disleksi ve
dis goriiniis olarak etkilenmemis aile bireylerinde de go6zlenebilir; bu nedenle bu

KSD'lerin 6nemini yorumlayip izah etmek zor olabilir (75, 78, 79).
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Down sendromlu c¢ocuklar arasinda otizm goriilme sikligr tahmin edilenden
daha sik olup insidansi en az %7 olarak ifade edilmistir (80).

Turner sendromlu olup; anne kaynakli X kromozomuna sahip (45,X™)
kizlarin sosyal ve bilissel becerileri, baba kaynakli X kromozomuna sahip (45,X"*)
olan kizlardan daha zayiftir (69).

Kromozom 2q37, 18q, 22q13.3, Xp22.3 delesyonlar1 ve cinsiyet kromozomu
anoploidilerinden 47,XYY, 47,XXY, 45X in YGB olgularinda yiiksek siklikta
gozlendikleri farkli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (81, 82, 83, 84).
Kromozom 2937 ve 22q13.3 ile ilgili rapor edilen tim terminal delesyonlar
dismorfik fenotip ile iliskilendirilmistir (82, 85). Nedeni bilinmeyen otizmli
bireylerdeki 22q13.3 ve Xp22.3 delesyonlartyla ilgili minimal kritik kromozom
bolgelerin belirlenmesi sirasiyla SHANK3 (86) ve NLGNX4 (87) mutasyonlarinin

tanimlanmasi ile sonuglanmistir.

2.7.2. Kopya Sayis1 Degisiklikleri

Array CGH otizmli ¢ocuklarin degerlendirilmesinde yiiksek ¢oziiniirliikli
kromozom ve FISH analizi yontemlerinin yerini almaktadir. Array CGH'de
kullanilan ve klinik olarak hali hazirda elde bulunan platformlar ile bilinen
delesyon/duplikasyon sendromlarinda tiim genom degerlendirilirken bu platformlar
ilave olarak subtelomerik bolgelerin degerlendirilmesinde de kullanilmak {izere
tasarlanmistir.

Bugiin aCGH, sebebi bilinmeyen otizmli bireylerdeki klinik olarak iliskili de
novo genomik dengesizliklerin %7-10’unu tanimlayabilmektedir (74, 88). Ancak
yiiksek rezolusyonlu, tek niikleotid polimorfizm (SNP) tabanli array analizlerinde
normal kromozom kurulusuna sahip, dismorfolojisi olan otistik bireylerde KSD orani
%27,5 oraninda bildirilmistir (89) ve bu yontemle elde edilen veriler otoriteler
tarafindan “sendromik” otizm olarak tanimlanan bireylerde iyi bir kazan¢ olarak

ifade edilmistir.

2.7.3. Otizm ile iliskilendirilen Hastahklar ve Tek Gen Hastaliklar
Tiim genom baglanti ve asosiasyon caligmalar1 Otizm genetiginin

karmagikligin1 ortaya koymus olup giiniimiizde heniiz baz1 yatkinlik genleri disinda
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tanimlanabilmis herhangi bir spesifik marker belirlenememistir. Bunun yaninda bazi
tek gen hastaliklarinda otizm veya otistik 6zellikler tanimlanmistir. Cogu ciddi

entellektiiel yetersizlik ve degerlendirilmesi gereken dismorfolojik bulgular ile

iliskilidir.

SHANKS3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3) Geni

SHANKS3 geni Shank geni ailesinin 23 eksonlu bir iyesi olup 22913.3
kromozom bolgesinde yerlesiktir. Gen iriinii olan proteinler noérotransmiter
reseptorlerini, iyon kanallarin1 ve diger membran proteinlerini igeren postsinaptik
bolgede bulunurlar ve néronal sinyal iletiminde rol alirlar. Ayrica sinaps olusumu ve
dendritik ¢ikintilarin olgunlagsmasinda da oOnemli islev goriirler. Yapilan farkli
caligmalarda otizmli bireylerde SHANK3 mutasyonu goriilme orani ortalama % 1
olarak belirtilmistir. Klinik degisken olmakla birlikte YGB, konusma geriligi,
O0grenme zorlugu oOn plandadir. 22q13.3 bolgesinin delesyonlarinda norolojik

bulgulardan asil sorumlu olarak SHANKS3 geni gosterilmektedir (74, 86).

22p13

Sekil 2.2. SHANK3 geninin 22. kromozom iizerindeki lokalizasyonu (74).

UBE3A (ubiquitin protein ligase E3A)

15q11.2 bolgesinde lokalize, 13 eksonlu bir gendir. Genin {riinii olan
“ubiquitin protein ligaz” hiicrede bazi proteinlerin yikimini saglamakla gorevli olup
bunu “ubiquitin” olarak adlandirilan kii¢iik bir proteini ekleyerek yapar. Ubiquitin

isaretli proteinler proteozomlarca taninarak yikilirlar. Yapilan ¢alismalar UBE3A’nin
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sinir sistemi gelisim ve fonksiyonunda kritik dneme sahip oldugunu ancak heniiz
roliiniin tam olarak agiklanamadigini belirtmektedir. Her birey anne-babadan
kalitilan iki kopya UBE3A genine sahiptir. Her iki kopya da bir¢ok dokuda aktif iken
beynin baz1 bolgelerinde ise sadece anneden kalitilan kopya aktiftir. Bu ebeveyne
0zgi kalitim sekli “genomik imprinting” olarak adlandirilan durumdan dolay1 ortaya

¢ikmaktadir (74).

" 15q253
15q26.2

Sekil 2.3. UBE3A geninin 15. kromozom tizerindeki lokalizasyonu (74).

GABRB3 (gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 3)
15q12°de lokalize, 10 eksonlu, ligand-kapili iyon kanali ailesine mensup bir
gendir. Kodlanan protein en az 13 alt birimi olan klor kanallarindan birisini kodlar ve

sinir sisteminin ana inhibitorii olan GABA’nin reseptdrii olarak gorev yapar (74).

15p1 3

15p12

23
q
q
15q25.3
15q26.2

Sekil 2.4. GABRB3 geninin 15. kromozom iizerindeki lokalizasyonu (74).
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CHRNAY (cholinergic receptor, nicotinic, alpha 7)

CHRNA7 15q13.3’te lokalize, 10 eksonlu bir gendir. Nikotinik asetilkolin
reseptorleri (nAChRs) ligand-kapili iyon kanali ailesine mensup olup sinapslarda
hizli sinyal iletiminden sorumludur. 15013.3 delesyon sendromu entellektiiel
yetersizlik, epilepsi (72) ve YGB ile (73, 90, 91) iliskilendirilmistir ve klinik olarak
degisken goriinmektedir. Daha onceki c¢alismalarda 15013.3 mikrodelesyon
sendromunun norogelisimsel fenotipine CHRNAT7'nin haplo-yetersizliginin neden
oldugu bildirilmistir (92).

15q12

15q14

15q21.1

15q22.2

1592
4¢3 T5q24 2
15925.1

15925.3
15926.2

=
15Q22.32 -ju—

Sekil 2.5. CHRNAY geninin 15. kromozom tizerindeki lokalizasyonu (74).

Sendromik otizme neden olan ve nisbeten daha sik gbzlemlenen tek gen
hastaliklarindan bazilarinin klinik ve genetik 6zellikleri asagida belirtilmistir:

Frajil X Sendromu: Otizm tanist alan ¢ocuklarin %1-3' frajil X sendromuna
sahiptir ve frajil X sendromlu c¢ocuklarin en az yarist gbz temasindan kaginma,
konusma gecikmesi, tekrarlayict davraniglar, uyku diizeninde bozulma, &fke
nobetleri, kendine zarar verici davranislar, hiperaktivite, diisiinmeden harekete
gegme, dikkatsizlik ve sese duyarlilik gibi bazi otistik davranislar gosterirler. Frajil
X sendromlu hastalarin oldugu bir ¢alismada OB ve BTA-YGB kriterlerinin orani
%30 olarak belirtilmistir (93). Frajil X sendromu FMR1 genindeki CGG triniikleotid
tekrarlarmin tam mutasyonu olarak ifade edilen 200 tekrar sayisi veya daha fazla

sayida genislemesi nedeniyle olusur. Otizmli gocuklarda dikkate deger oranda
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FMR1 premutasyonlari (55-200 CGG tekrar sayis1) bulunmustur (76, 94, 95, 96, 97).
Toplam 488 olguyu igeren galismada, on olguda tam mutasyon ya da premutasyon
saptanmistir. Tam mutasyonu olan bes olgudan birine OB tanisi konmustur.
Premutasyon tasiyicist bes olgudan dordiiniin tanis1 OB iken birinin tanist BTA-YGB
olarak konulmustur (68). Tim bu veriler YGB agisindan degerlendirilen tiim
cocuklara FMR1 geni taramalarinin yapilmasinin énemini vurgulamaktadir.

PTEN makrosefali sendromu: PTEN (Fosfataz ve Tensin Homologu) geni ilk
olarak PTEN hamartoma tiimor sendromu olarak bilinen genis bir hastalik grubu ile
(Cowden Sendromu, Bannayan-Riley-Ruvalcaba Sendromu, Proteus Sendromu ve
Lhermitte-Duclos hastaligi) iliskilendirilen, bir timor baskilayici gen olarak
tanimlanmistir. Yakin donem c¢alismalarda PTEN geni mutasyonlarinin otizm ve
makrosefali ile iligkili oldugu belirtilmistir (98-102). Buna bagli olarak PTEN
geninin néron yasam siiresi ve sinaptik baglanti degisim mekanizmasini da igeren
beyin gelisiminde dnemli bir rol oynadigi belirlenmistir. Her ne kadar YGB'ye sebep
olan PTEN mutasyonlarinin sikligi tam olarak bilinmemekle birlikte; klinikte otizm
ve makrosefali olarak takip edilen ¢ocuklarda yapilan calismalarda mutasyon
sikliginin %1-17 arasinda degiskenlik gosterdigi literatiirde bildirilmistir (101-103).
Bu popiilasyonda hem de novo hem de ailesel PTEN mutasyonlar1 tanimlanmustir.
Yapilan calismalarin basit ya da genis ailelerde olmasi 6nem arz edebilir. Tiim
bunlarin yaninda makrosefali ve entellektiiel yetersizligi olan ¢ocuklarda PTEN
mutasyonlart daha spesifik iken otizm i¢in bunu sdylemek miimkiin degildir (103).

Sotos Sendromu: Otozomal dominant kalitim gosteren Sotos Sendromu tipik
yiiz gOriiniimii, asir1 biiylime (boy ve bas g¢evresi 2 SD’nin {izerinde) ve hafiften
(temel egitime katilabilme ve bagimsiz eriskin olabilme) ciddiye (yasam boyu ilgi ve
destek gerektiren) degisebilen Ogrenme giicliigli gibi baslica ozellikler ile
karakterizedir. Sotos sendromu davranis problemleri, konjenital kalp anomalileri,
yenidogan sarilig1, bobrek anomalileri, skolyoz ve nébetler gibi ana problemler ile
iligkilidir. Sotos sendromu muhtemelen klasik otizmin 6nemli bir nedeni olmamasina
ragmen, Sotos sendromlu ¢ocuklar yasitlariyla iliskilerde zorluk ve sosyal yonelim
yetenegindeki eksiklik gibi davranis problemleri nedeniyle otizm kliniklerine
yonlendirilebilirler (104). Sotoslu bireylerin % 80-90''nda NSD1 mutasyonu veya

delesyonu gozlenmektedir.
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Rett Sendromu: DSM-IV'te tanimlanmis yaygin gelisimsel bozukluklardan
spesifik genetik etyolojisi tanimlanan tek hastaliktir (105). Klasik Rett Sendromlu
bireylerin %96'sinda X kromozomu iizerinde yer alan MECP2 geninde mutasyon
vardir (106). MECP2 mutasyonlu bireylerin ¢ogunlugu kiz olmasina ragmen; infantil
ensefalopati, motor gerilikle birlikte olan entellektiiel yetersizlik ve erken baslangicli
bipolar bozukluk ve sizofreni gibi gelisim bozukluklarina sahip erkek bireylerin de
%1-2’sinde bu mutasyon goriilebilmektedir.

MECP2 mutasyonu olan Rett Sendromu ile nedeni bilinmeyen otizm
fenotipleri birbirine oldukga yakindir; her ikisine de sahip olan ¢ocuklar genellikle
normal bir gelisim doneminden sonra tekrarlayan el hareketleri ile birlikte konugma
kayb1 sergilerler. Bununla beraber Rett sendromu; bas gevresi biiyiime hizinin
azalmasi, yiriiylis seklinde ilerleyici bozulma ve erken ¢ocuklukta ellerini burarak
stkma hareketi ile klinik olarak ayirt edilebilir. Ilk degerlendirmede Rett sendromu
tanist koymak zordur. Yapilan ¢alismalar MECP2 mutasyonu tespit edilen Rett
Sendromlu kizlarin sadece %]17.6’sina otizm tanisinin erken konuldugunu
gostermektedir. Bu kizlarda erken donemde anlamli bir sekilde hafif belirtiler
mevcutken, agir belirtiler ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu veriler de otizm tanisi
almis kizlarin basta bas cevresi izlemi olmak tizere Rett sendromu belirtileri
acisindan dikkatle takip edilmesi gerektigini gostermektedir (107). Otizm tanisi
konan g¢ocuklarda MECP2 mutasyonlar1 yaklasik olarak %21 olarak bildirilmistir
(106, 108). Klasik otizm tanist alan kizlarda bu testin giivenilirligi su anda net
olmayip, uzman bir klinikte diizenli olarak takip edilmeleri gerekmektedir. Rett
sendromlu ve otizmli bireylerin beyinlerindeki MECP2 proteininin degisken
ifadesinin kaniti, MECP2 eksikligi ya da yetersizliginde UBE3A ve GABRB3
genlerindeki ifadenin azalmasi olarak gosterilebilir. Bu durum iki bozukluk arasinda
nedensel bir iliski oldugunu gostermektedir (109, 110).

Tiiberoz Sklerozis Kompleksi (TSK): Entellektiiel yetersizligi olan TSK tanili
bireylerdeki bulgularin %25-50'si otizm tani kriterleri ile Ortiismesine ragmen, bu
bireylerin ilk tanisinda yalnizca %1.1-1.3'ine YGB tanisi konabilmektedir (111-
114). TSC2 mutasyonuna sahip olan ¢ocuklarda, erken baslangi¢li infantil spazmlar
ve Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)’de tespit edilen temporal urlar otizm

gelisme ihtimalini artirmaktadir (115). TSK’li ve otizmli gocuklar, yalnizca TSK’li
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olan ¢ocuklara gore bilissel olarak daha geridirler (116). Otizmli ¢ocuklarda deri
lezyonlar1 (hipopigmente lekeler, kopekbaligi benekleri, adenoma sebaseum) ve
TSK’yi diisiindiiren bulgularin (nobetler, deri lezyonlari, entellektiiel yetersizlik)
otozomal dominant kalittm kalibiyla uyumlu bir aile Oykiisii ile birlikte olmasi
halinde verilerin degerlendirilmesi genellikle TSK tanismmin konulmasi veya
diglanmasinda yeterlidir. TSK’ye neden olan TSC1 ve TSC2 genleri i¢in molekiiler
genetik testler klinik olarak mevcuttur. Tekrarlama riski; TSK ile iliskili otizmli
¢ocugu olan ailelerde, nedeni bilinmeyen otizmi olan ailelerdekine gére anlamli
diizeyde daha yiiksektir. TSK'de otizmin altta yatan mekanizmasi bilinmemektedir.

Norofibromatozis tip 1 (NFI1): Otizmli ¢ocuklarda NF1 tanilanmasina
ragmen, bu hastaliklar gergekten iliskili midir ya da ¢ocuklukta nisbeten sik rastlanan
iki hastalik bir arada midir sorulari belirsizligini korumaktadir (111, 117, 118).
Otizm ile NF1 mutasyonlari arasinda genetik paralellik gosterilememistir (119).

Timothy Sendromu: Timothy sendromu; ciddi QT uzamasi, sindaktili, kalp
defektleri, dismorfik yiiz, gelisme geriligi ve otistik semptomlar ile karakterize ve
CACNAILC genindeki mutasyondan kaynaklanan otozomal dominant kalitilan bir
kalsiyum kanal hastaligidir (120).

Joubert Sendromu: Joubert sendromu MRG'de “az1 disi belirtisi” veren
serebellar vermisin tam veya kismi yoklugu, anormal nefes alip-verme, anormal goz
hareketleri, biligsel fonksiyon bozuklugu ve davranis problemleri ile karakterize
otozomal resesif bir hastaliktir. Joubert sendromunun tamaminda olmasa da
“jouberin” proteinini kodlayan AH1 geni ile iliski saptanmistir (121). Bir ¢alismada
Joubert sendromlu 11 ¢ocuktan ii¢iiniin otizm ve birinin BTA-YGB tam1 Kriterlerini
karsiladig1 ifade edilmistir (122). Joubert sendromu ve otizmin davranis ve genetik
farkliliklar1 nedeniyle etyolojik olarak baska hastaliklar oldugu yoniinde ¢aligmalar
da mevcuttur (123). Joubert sendromlu tek yumurta ikizleri ile ilgili baska bir
calismada ise daha ciddi serebellar anomalisi olan ikizde otizm varligi, heniiz
tanimlanmamis otizm bdlgeleri veya beyin baglantilariin etkilenmesi ile otizm
fenotipinin ortaya ¢ikma potansiyeli fikrini ortaya atmistir (124).

Klinige otizm 6n tanis1 ile nadiren yonlendirilen tek gen hastaliklarindan

bazilar1 asagida belirtilmistir:
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Cohen Sendromu (125), Cole Hughes makrosefali sendromu (126) San
Filippo Sendromu, Cornelia De Lange Sendromu, Angelman Sendromu (127, 128),
Williams Sendromu (129) ve bunun genetik olarak aksi 7g11.23 mikroduplikasyon
sendromu (130-132) 17pl11.2p11.2 duplikasyon sendromu (133, 134), 22qgll
delesyon sendromu (135), WAGR (Wilms tiimérii, aniridi, genitoiiriner anomaliler
ve mental retardasyon) sendromu (136) Duchenne Miiskiiler Distrofisi (137).

2.7.4. Metabolik Durumlar

Mitokondriyal Hastaliklar: Otizmde mitokondriyal solunum  zinciri
bozukluklari ¢ok nadir bildirilmesine ragmen, artmis plazma laktat konsantrasyonlari
daha sik rapor edilmistir (138, 139). Toplam 69 otizmli ¢ocukta yapilan bir
calismada artmis plazma laktat konsantrasyonu %20 olarak ifade edilmistir; kas
biyopsisi yapilan 11 c¢ocuktan besinde bir veya daha fazla solunum zincir
kompleksinde enzimatik kompleks aktivitesini normalin %20'sinin altina disiiren
genellikle de kompleks I, IV ve V’in eksikliginden bahsedilmistir (140). Bu verinin
dogrulanmasi durumunda bu gurup, otizmin en genis alt grubu olabilir.
Mitokondriyal bir bozuklugu hipotoni, gelisme geriligi ve aralikli klinik gerileme
durumlar1 gibi atipik 6zellikleri olan otistik ¢ocuklarda tanimlamak, bu bulgularin
olmadigi ¢ocuklara gére daha muhtemeldir. Mitokondriyal bozuklugu olup 6n tanisi
da otizm olan 25 kisiyi igeren bir ¢alismada anormal nérolojik muayene ve/veya
artmig plazma laktat konsantrasyonlari temelinde nedeni bilinmeyen otizmlerin ayirt
edilebilecegi ifade edilmistir (141). Bunlarin yaninda, mitokondriyal disfonksiyonun
ilave norolojik ozellikleri olmayan YGB'li bireylerde de oldugu rapor edilmistir
(142, 143).

Fenilketoniiri (FKU): Tedavi edilmemis FKU ve YGB birlikteligi tarif
edilmistir fakat otizm tanisi, bu ¢ocuklarda bulunan ciddi entellektiiel yetersizlikten
dolay1 genellikle karmasik ve giictiir. Bir ¢alismada erken tedavi almis FKU tanili 62
bireyden hig birinin otizm tan1 Kriterini karsilamadig1 gosterilirken, FKU tanili 35
bireyden ikisinin (%5,7) YGB tan1 kriterlerini ilerleyen donemlerde karsiladigi ve
tanilandig1 belirtilmistir (144).

Adenilosiiksinat Liyaz Eksikligi: Bu nadir goriilen otozomal bozukluk de

novo piirin sentezi sonucu viicut sivilarinda siiksinilpirinlerin birikimi sonucunda
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meydana gelir. Etkilenmis bireylerin yarisina yakininda gelisme geriligi, nobetler ve
gbz temast kuramama, tekrarlayan davraniglar, huzursuzluk, o6fke nobetleri ve
saldirganlik gibi otizm bulgularini da igeren degisken Kklinik tablo ile karsilasilabilinir
(145). Yapilan bir ¢alismada YGB tanili 420 ¢ocuktan birinde adenilosiiksinat liyaz
eksikligi bildirilmistir (146).

Kreatin Eksikligi Sendromlar1 (KES): Kreatin metabolizmasi bozukluklar
dogustan itibaren meydana gelirler bunlar guanidinoasetatmetiltransferaz (GAMT)
eksikligi ve L-arjinin:glisin amidinotransferaz (AGAT) eksikligi (veya GATM
eksikligi) ve kreatin tasima yetersizligi olan SLC6A8 eksikligi olarak
simiflandirilabilir. Her tic KES’te entellektiiel yetersizlik ve nobetler ortak olarak
bulgulardir. GAMT eksikligi olan olgularin yaklasik %80'inde otistik davranis ve
kendine zarar verme seklinde davranis bozukluklari; yaklasik %45'inde ise
piramidal/ekstrapiramidal bulgular mevcuttur. AGAT eksikligi olan birey sayisi bes
olarak rapor edilmistir. Etkilenmis erkeklerde SLC6A8 eksikligi fenotipi hafif-orta
entellektiiel yetersizlik ve konusma gecikmesinden ciddi entellektiiel yetersizlik,
nobetler ve davranis bozukluklarina kadar degismektedir. Baslangi¢ yas1 degiskendir.
Heterozigot SLC6A8 eksikligi olan disi bireylerin yaklasik %50'sinde 6grenme ve
davranig problemleri mevcuttur. KES yaygmligi YGB’li bireylerde daha diisiik
olarak gozlemlenmistir. SLC6A8 geninin dizilendigi YGB'li 100 erkek bireyde,
hastaliga yol agan herhangi bir mutasyon tespit edilememistir (147).

Smith-Lemli-Opitz Sendromu (SLOS): Coklu dogumsal anomali ve
entellektiiel yetersizlik bulgularinin 6ne ¢iktigi SLOS, kolesterol sentezinde temel bir
enzim olan 7-dehidrokolesterol rediiktaz eksikligi nedeniyle meydana gelen
otozomal resesif bir hastaliktir. SLOS otizm, tekrarlayici-kendine zarar verici
davraniglar, algisal hiperaktivite, viicut sicakligindaki diizensizlikler ve uyku
bozukluklar gibi farkli davranig 6zellikleri ile iliskili olabilir (148, 149). SLOSli
bireylerde otistik davranmig sikligi %50'-%80'e olarak bildirilmistir (150). Bir
calismada SLOS tanili ¢ocuklarin dortte ticiinde %50'sinin OB, diger kisminin ise
BTA-YGB olarak YGB’ye dahil oldugu tespit edilmis; anormal metabolitler ile
otistik semptomlarin varlig1 veya ciddiyeti arasinda bir iligki ortaya konamamistir
(151).
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2.7.5. Cevresel, Ailesel ve Diger Etkenler

Otistik Dbireylerin ebeveynleri genellikle sosyoekonomik diizeyi yiiksek,
takintili, cocuga yeterli zaman ayirmayan, nisbeten duyarsiz kisiler olarak
tamimlanmalarina ragmen yeterli veri mevcut degildir. Bu durum saglik hizmetlerine
ulasabilme ve bu hizmetleri kullanabilme bilinci ile iliskili olabilir (152). Ileri baba
yasinin ¢ocuklarda otistik bozukluk ve diger bazi psikiyatrik bozukluklar ile iligkili
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Bu durumda germ hiicrelerinde artmis
genetik bozukluk ihtimalinin sonraki nesilde risk olusturdugu kanaatine varilmistir
(153). Otistik bireylerin ailelelerinde normal populasyona gore daha fazla sosyal
zorluklar, anksiyete bozukluklar1 ve duygusal degisiklikler oldugu belirtilmis (154)
olup bunun otistik bireyin aileye etkisine bagli olarak gelisebilecegi diisiiniilse de
ebeveynlerde goriilen depresyon kliniginin otizmin ortaya ¢ikmasindan 6nce var
oldugu ifade edilmektedir (155). Son ¢alismalarda ise otistik bireylerin
ebeveynlerinin diger gelisimsel bozukluklara sahip bireylerin ebeveynlerinden,
cocuk biiyiitme ve kisilik yapisi gibi yonleriyle farkli olmadigi anlagilmistir. Fakat
ebeveynler ¢ocuk kaynakli olarak daha sonradan farkli psikiyatrik bulgular
gosterebilmektedirler (156).

Son yirmi yilda dikkat ¢ekici sekilde artan otizm yaygmlhigr ve tek yumurta
ikizlerinde otizm i¢in tam olmayan uyum nedeniyle otizmin ¢evresel nedenleri ile
ilgili arastirmalar devam etmektedir. Otizmli bireylerin diisiik tehdidi, mekonyum
aspirasyonu, annede kanamalar gibi perinatal etkenlere daha sik maruz kaldiklari
tespit edilmistir (157). Ayrica diisiik dogum agirhigi ve zor doguma bagli durumlara
da sik rastlanmaktadir (158). Yardime iireme tekniklerinin (YUT) yaygin kullanimi
ve terbutalin, mizoprostol gibi tokolitik ajanlar otizm nedenleri arasinda
degerlendirilirken; anne karninda valproik asit, talidomid gibi ilaglara maruziyetin de
otizme neden oldugu anlasilmistir (159, 160). Uzun siireli, 632 ¢ocukta yapilan bir
calismada gebelik esnasinda antiepileptik ilaglara (AEI) maruz kalanlar
degerlendirildiginde; valproata maruz kalanlarda otizm gelisme riskinin AEl'lere
maruz kalmayanlara gore yedi kat daha fazla oldugu saptanmistir Bu g¢alisma
valproat kullanan kadinlarin gebelikteki otizm riski nedeniyle bilgilendirilmesi
gerektigini gostermistir (161). Gegirilmis enfeksiyonlar, radyasyon maruziyeti,

gebelikte kanlanma degisiklikleri de muhtemel ¢evresel nedenler arasindadir.
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Otizmde immiinolojik faktorlerin de rol alabilecegi diisiincesiyle bu yonde
calismalar yapilmis ve halen devam etmektedir. Farkli antikor eksiklikleri nedeniyle
takip edilen bir gurup otistik ¢ocukta, intravendéz immiin globiilin (IVIG) tedavisi
sonras1 otistik bulgularda azalma go6zlenmistir (162). Otoimmiinitenin otizm
etyolojisinde rol oynayabilecegine dair ¢alismalarin sayisi gittikge artmaktadir (163).

Cocukluk c¢ag1 asilar1 yavas baslangicli otizmin anlasilmaya baslandig
donemlerde uygulanmasi itibartyla ilgi odagi olmustu. Koruyucu olarak %50
oraninda thimerosal igeren organik civali asilar, hi¢ civa igermeyen kizamik-
kabakulak-kizamik¢ik (KKK) gibi asilar tizerinde c¢alisilmistir. Yapilan ¢oklu
caligmalar ve bilimsel kanitlar asilama ve otizm arasinda herhangi bir iligkinin
varhigini desteklememistir (164, 165, 166, 167).

Otistik bireylerde plazma serotonin diizeylerinin diisiikliigiinden bahsedilmis
ancak bu durum zihinsel yetersizligi olan bireylerde de gézlemlendigi i¢in 6zgiin bir
bulgu olarak deger kazanmamustir. Otizmle iligkisi oldugu diistiniilen beyin bolgeleri
glutamat agisindan zengin olup antagonist uygulamasiyla otizm bulgularinin ortaya
ciktigr ifade edilmistir (168). Laktik asidoz ve karnitin disiikliigiiniin az olmayan
oranda goriilmesi otizmin mitokondriyal bir hastalik olabilecegini akla getirmistir
(169). Dopaminin baslica metaboliti olan homovanilik asitin beyin-omurilik sivisinda
(BOS) yiiksekligi basmakalip davramiglar ve klinik gerileme ile iliskili olarak
bildirilmistir (159).

Yapilan bir calismada bazi otistik bireylerde melatonin salgilanma
bozuklugundan bahsedilmis olup bu durumun serotonine bagli sorunlarla iliskili
olabilecegi one siiriilmiistiir (170). Tiroid saliverici hormon (TRH) uyari testi sonrast
tiroid uyarict hormon (TSH) tavan diizey diisiikliigiinii ve tersi olarak tiroid hormon

fonksiyonlariin normal oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (171).

2.8. Otizm ve Genetik Analizler

Otizm etyolojisinde rol oynayan genetik degisiklikler bugiine kadar yapilan
caligmalarda farkli yontemlerle incelenmistir. Bunlardan MLPA yontemi spesifik
DNA dizilerinin kopya sayist degisikliklerini belirlemeye yonelik bir yontemdir.
MLPA kiiciik DNA dizilerinin KSD’lerini incelemede kullanilan aCGH ve SNP

microarray yontemlerine gore daha ucuz, basit, hizli, uygulamasi ve yorumlamasi
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kolay bir teknik olarak one ¢ikmaktadir. Tek primer ¢iftiyle 50 kadar probun ayni
anda amplifiye  edilebilmesi  birden fazla gende farkli  bdlgelerin
degerlendirilebilmesini saglar. MLPA yontemi nokta mutasyonlar1 gosterebilen
ancak KSD’ler hakkinda bilgi vermeyen dizi analizine goére avantajlidir. FISH
teknigi daha biiyiilk delesyonlar1 gosterebilen bir yontemdir. MLPA’nin c¢oklu
bolgelerde daha kiiciik dizileri analiz edebilmesi FISH teknigine gore onemli bir
stlinliiktir. MLPA tiim genom arastirmalarinda uygun bir teknik olmasa da farkli
kiiciik dizileri ayn1 anda degerlendirmeye olanak tanimasi genis kullanim alani

bulmasini saglamistir.

100 Mbp Karyotyping
SKY
10Mbp |
P M—FISI},\ Amay-CGH
1 Mbp

FISH -V-
100 Kbp Ly

IIHTHM‘V'II:.N'

1kbp |

100bp | ﬁ

10bp DNA
{}anuanclng

1 bp

Sekil 2.6. MLPA yo6nteminin diger yontemlerle karsilastirmasi (172)

M

10 Kpb

2.9. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) Y 6ntemi
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi 2002’de
Schouten ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanarak relatif kantitatif Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi olarak tariflenmistir (173). MLPA; 50’ye kadar spesifik
dizinin, bir multiplex PCR’dan sonra es zamanli olarak anormal kopya sayisi
degisikliklerinin degerlendirilebildigi bir yontemdir. Elde edilen amplifikasyon
tirtinleri bir dizileme cihazi ile ayristirilir. Tek bir evrensel primer ¢ifti kullanilir.
Olusan fragment uzunluklar1 130-480 baz gifti (b¢) arasinda oldugundan jel paternine

uygundur. Sonuglar kontrol ornekleriyle karsilastirilarak hangi dizinin delesyon,
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insersiyon veya nokta mutasyonu tasidigi tespit edilir. MLPA reaksiyonunda
amplifikasyon igin sadece 20 ng insan DNA’s1 yeterli olmaktadir. Diger tekniklerle
karsilastirildiginda MLPA reaksiyonu hizli, ucuz ve uygulanmasi kolaydir. Gerekli
ekipmanlar ise ¢ogu molekiiler laboratuvarinda bulunabilmektedir (172). Her bir
MLPA probu hedef diziye hibridize olduklarinda birbirine eklenebilecek iki
oligoniikleotid igerir. Biitiin baglanmis problar 5 ve 3' uglarinda PCR ile sadece tek
primer ¢ifti kullanilarak aynm1 anda amplifiye olmalar1 i¢in tanimlayic1 dizilere
sahiptirler. Her prob uzunluklar1 130 ve 480 baz cifti arasinda degismek {izere
birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon iirtinii verir. Her MLPA probunun iki
oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal olarak sentezlenmistir ve 5' ucunda
PCR ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3' ucunda hedefe spesifik olan dizi
bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5' ucunda 25-43 niikleotid uzunlugunda ve ilk
oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan diziyi igerir, 3' ucunda ise
PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-370 niikleotid
uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. 3' oligoniikleotid parcasinin uzunlugu dolgu
dizisinden dolayr 440 niikleotid uzunluguna ulasabilmekte ve 100 niikleotidi asan
oligoniikleotidler =~ MLPA  kalitesini  karsilayacak  sekilde ticari  olarak
bulunmadiklarindan dolay1 kimyasal olarak sentezlenmistir. Bu oligoniikleoditlerinin
sentezi icin M13 klonlarinin tek zincirli DNA’s1 kullanilmistir. M13 DNA’s1
komplementer oligoniikleotidlerin baglanmas1 ile kismen ¢ift zincirli hale
getirilmistir ve iki restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir. Bu enzimlerden bir tanesi
DNA'y1 kendi tanima bolgesinden, hedef diziye miikemmel bir komplementer olacak
sekilde fosforile 5' ucundan kesmektedir. 35-42 prob igeren kitler genellikle problar
arasinda 6 yada 9 baz cifti uzunluk farki olacak sekilde dizayn edilmistir. Spesifik bir
MLPA prob kitinde kullanilan biitiin problar farkli M13 kaynakli vektorlerden elde
edilmislerdir ve farkli dolgu ve hibridizasyon dizileri icerirler. Farkli problarin
birbirleri ile heterodupleks formasyonunu dnlemek i¢in problarin sadece ug¢ kisimlari
ortak dizi igerir. Bunun i¢in 118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi iceren M13
kaynakli MLPA vektorii hazirlanmistir. Hedef diziye spesifik sentetik
oligontikleotitler, gerekli dizi uzunlugunu saglayacak esneklikte bu vektorlere
kolayca eklenebilirler. ki sentetik oligoniikleotid parcay:r iceren 94-124 baz gifti
uzunlugundaki problar amplifikasyonda basarili sekilde kullanilmistir. M13 kaynakl
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oligoniikleotid problariin hibridize olmayan dolgu dizilerinin farkli uzunluklar
sayesinde analizde avantaj saglanmistir. Hibridize olan hedefe spesifik kisa diziler
ise mutasyonlar1 saptamada ve tek niikleotid polimorfizm analizlerinde de hedef
diziye yarigsmali sekilde baglanmadiklarindan dolay: avantaj saglamistir (173).

Hibridizasyon ve ligasyon asamalarindan sonra PCR ile amplifikasyonda
biitiin problar i¢in bir ¢ift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir tanesi FAM [N-
(3- fluoranthyl) maleimide] ile isaretlenmistir (174). MLPA yontemi mMmRNA
arastirmalarinda, birgok hastalik gurubundaki genomik degisiklikleri saptamada da
kullanilabilmektedir (172).

Denatiirasyon ve Hibridizasyon

Primer dizisi X Primer dizisi ¥ e
\— - Dolgu dizisi

Hibridizasyon dizisi Hibndizasyon dizisi

¥ Hedefa 3 HedefB

Tek primer ile gogaltilarak elde edilimis Grinler
X Y

5 ¥

l

Fragman analizi

Sekil 2.7. MLPA yonteminin biitlinciil goriintimii (172)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan Aletler
Pipet takimi1 (Gilson)
Vorteks (Heidolph)
Derin Dondurucu (Argelik)
Buzdolabi (Argelik)
Spektrofotometre (Nano Drop 1000)
Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI 3130)
Mikrosantrifiij (Sigma)
Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
ABI 3130 36 cm Kapiller (ABI)
Ependorf Tiipii 1,5 ml (Eppendorf)
ABI 3130 yiikleme tiipleri (ABI)
0.2 ml PCR tiipii
PCR tiipleri (strip) (Perkin EImer)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen p/n 69504)

Salsa MLPA SHANKS3 ve Autism-1 Probe Mix ( Salsa P339 A1/P343 C1-
MRC Holland)

Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)
10X EDTA ©1 Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Proteinaz K (Qiagen)

Distile Su

Etanol (95%) (Tekel)
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3.1.3. SALSA MLPA P339-A1 (Iot1209) ve P343-C1 AUTISM-1 (l0t0310)

Prob Kitleri

P339-A1 kiti uzunluklart 130-490 niikleotid (nt) arasinda degisen 47 farkl
probu igerir. Ilave olarak icerdigi 120 nt’den kiigiik dokuz kontrol probunun dérdii
miktar fragmentleri (Q-fragments) iken tii¢ tanesi DNA denatiirasyon kontrol
fragmentidir. Mevcut kit 23 eksonlu SHANKS geninin her eksonu igin bir prob ve 5,
8, 10 ve 19.-23. eksonlar i¢in iki veya daha fazla sayida prob icermektedir (172).

P343-C1 kiti ise uzunluklar1 124-500 nt arasinda degisen 49 adet prob
icermektedir. ilave olarak icerdigi 110 nt’den kiiciik dokuz kontrol probunun dordii
miktar fragmentleri (Q-fragments) iken ii¢ tanesi DNA denatiirasyon kontrol
fragmentidir. P343-C1 kiti li¢ farkli kromozomal bolge igin prob igermektedir.
Bunlar; 15q11-13 (15ql1°de lokalize UBE3A, 15ql12’de lokalize GABRB3 ve
CHRNA7’yi igeren 15q13 mikrodelesyon bolgesi) bolgesi, 16p11l mikrodelesyon
bolgesi ve 22q13’te bulunan SHANKS3 genidir. 15q11 bdlgesi icin 18, 15q13 bdlgesi
icin 8, 16p11.2 bolgesi i¢in 11, 22q13 bolgesi i¢in 3 ve referans olarak da 9 prob
icermektedir (172).



Tablo 2.2. Salsa MLPA P339-A1 SHANKS3 Prob Kiti Bolgeleri (172)
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Length Chromosomal position
{nt) S L s refarence other SHAMNK3
£4-70-76-32 | Q-fragments: DMNA quanticy: only visizle with less than 100 ng sample DA
88-92-36 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosoms
105 ¥-fragment: Specific for the ¥ chromosoms
130 Reference probe 05745-L05183 1plz
139 + SHANKZ2 probe 1416Z-L15775 Exon 10
147 + SHANK3 probe 14166-L15776 Exon 17
154 + SHANKZ2 probe 14167-L15777 Exon 7
160 + X SHANK3 probe 14163-5P01453-L15773 Exon 11
166 £ SHANK3 probe 14719-L15734 Exon 13
173 + SHANKZ probe 14169-L1727% Exon 1
178 + SHANK2 probe 14170-L17280 Exon 4
134 + SHANKZ probe 14171-L17281 Exom 12
1590 + SHANKZ probe 14172-L15782 Exon 19
156 + SHANKZ probe 14173-L15783 Exon 3
202 Feferance probe 01482-L01090 16g24
208 + SHANK2 probe 14721-11573% Exon 22
214 + SHANKZ2 probe 1417Z-L15785 Exon 10
220 £ ¥ SHANK3 probe 14176-5P014E-L15756 Exon 20
226 + SHANK3 probe 14177-L15787 Exon 8
232 £ # SHANK3 probe 14173-5P0147-L15753 Exon 3
238 = TCFLES probe 10533-L11097 20g13 salt reference probe
246 + SHANKZ probe 14179-L17852 Exon 16
253 + ¥ SHANKZ probe 14180-5P0148-L17852 Exon 19
260 + SHANK3 probe 14151-L17851 Exon 3
266 + SHANKZ probe 14182-L15792 Exon 9
274 Reference probe 088583-L03939 18g21
281 + SHANKZ probe 14183-L15733 Exon 21
250 = MAPKEIFZ probe 05111-104495 22q913.33
297 = ARSA probe 02707-L14005 22q913.33
304 + SHANKZ2 probe 1418Z-L15735 Exon 23
312 Referance probe 05718-L05157 cpll
318 - ACR probe 06087-L05542 22g913.33
326 £ SHANK3 probe 14720-L15798 Exon 21
337 ACE probe 06735-LOSSET 223g13.33
346 + SHANKZ probe 14187-L15797 Exom 14
355 Reference probe 0S052-L07833 Cplt
354 Reference probe 08554-L03583 1723
373+ SHANKZ probe 14718-L157396 Exon 2
382 = RABLZE probe 06734-LO5558 22q913.33
391 + SHANKZ probe 14190-L15300 Exon 15
400 + X SHANKZ probe 14191-5P0145-L15801 Exon &
405 Feferance probe 0S555-LO5044 13gi4
418 + SHANKZ2 probe 14192-L15202 Exon 23
427 + SHANKZ2 probe 14193-L15803 Exon 18
436 Reference probe 13473-L11733 2p25
445 + SHANKZ2 probe 1419%-L1520% Exon 20
462 £ SHANK3 probe 14156-L15306 Exon 22
474 £ SHANKZ probe 14157-L15307 Exon 8
433 £ SHANK3 probe 14153-L15308 Exon 23
430 Reference probe 12453-L13454 9g31




Tablo 2.3. Salsa MLPA P343-C1 Prob Kiti Bolgeleri (172)
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Length (nt)

SALSA MLPA probe

Chromosomal position

reference 15q11-q13 [ exon 16pll SHANE3
54-70-76-82 Q-fragments: DA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
BE8-92-95 D-fragments: Low signal of 83 ar 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 ¥-fragment: Specific for the ¥ chromosome

105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome

124 Refarence probe 09176-L09350 17g11 - salt reference probe; reduced signal = salt present!
130 Reference probe 09727-L10077 12g24

136 ATP10A probe 12964-L1466% 15g12 Exom 1

142 UBE3A probe 10883-L11553 15g11 Exin 9

148 GABRB3 probe 10872-L11542 15q12 Exion 7

154 Reference probe 09431-L09630 11gi3

150 UBE3A probe 04620-L14568 15g11 Exon 7

156 KLF13 probe 08375-L08230 15g13 Exion 2

172 HIRIP3 probe 11657-L14670 Exion 3
178 NDNL2 probe 08377-L05231 15g13 Exom 1

154 GABRE3 probe 10858-L11538 15gi2 Exom 5

130 Reference probe 09975-1L10433 19pi3

197 UBE3A probe 10880-L11350 15g11 Exom &

202 APBAZ probe 01314-L00857 15g12 Exon 14

208 SEZ6L2 probe 11665-112439 Exon 1
214 SMRPN-HB2-85 probe 12718-L13906 15q11

220 GABRB3 probe 01315-1L03339 15gq12 Exon 10

226 DOC2A probe 13162-L12447 Exon 4
232 SHAMNK3 probe 06787-L07353 Exon 22
238 MAZ probe 11665-L12440 Exon 5
244 UBE3A probe 10886-L14677 15g11 Exon 12

250 Reference probe 02658-L02125 1ig23

256 UBE3A probs 01317-L00264 15g11 Exon 13

265 Reference probe 10243-L02149 1g44

270 ATP10A probe 11165-L12883 15qi2 Exon &

286 CHRMAT probe 12555-108237 15q13 Exom 4

292 GABRB3 probe 10875-L11545 15gi2 Exin 9

300 TIP1 probe 08339-L14671 15g13 Exon 1

309 SHAMNK3 probe 06784-LO6376 Excn 3
318 GABRB3 probe 10870-L11540 15gi2 Exon &

328 Fefarence probe 05297-L04635 3gil

337 CD2BP2 probe 11671-112442 Exon 4
346 MVP probe 00550-L00372 Exon 1
3E5 GABRB3 probe 10857-L11537 15gi2 Exom 4

354 SPN probe 11672-L12443 Exon 2
373 TRPM1 probe 08357-L14672 15g13 Exon 27

382 GABRE3 probe 10874-L11544 15g12 Exom 8
391 * SHAMNKZ probe 14150-L15800 Exon 15
408 Reference probe 07208-L06858 7pid

418 MAZ probe 11673-L12444 Exon &
427 SCGS probe 12951-L14742 15g13 Exon &

436 DCAZ probe 02040-L01553 15gi2 Exon 22

445 DCAZ probe 02041-L03725 15g12 Exon 1

454 HIRIP3 probe 11674-L12445 Exon 4
455 MAPK3S probe 11675-L12446 Exon 5
475 SNRPN-HBE2-85 probe 12720-L13795 15g11

451 LAT probe 11677-L12445 Exon 3
432 SCGES probe 12954-114464 15g13 Exon 3

500 Refarence probe 10218-L14675 7q22
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hasta Gurubu
Bu c¢alismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen Ruh
Saghigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na Aralik 2011-Nisan 2012 tarihlerinde
bagvuran, DSM-IV tani kriterlerine gore otistik bozukluk ya da diger YGB tanisi
alan, Tibbi Genetik Poliklinigi’nde dismorfik agidan degerlendirilerek kromozom ve
Frajil X analizleri yapilan 80 olgu dahil edilmistir. Olgulara ve ailelere ¢alisma
hakkinda bilgi verilmis ve her ebeveyne ve/veya olguya onam formu imzalatildiktan
sonra olgular ¢alismamiza dahil edilmistir.

Calismamiz igin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu'ndan 09.12.2011 tarih ve 2011/58 sayili onay alinmistir.

Olgularin  kan oOrnekleri EDTA'm™ tlip igerisinde laboratuvarimiza
ulastirilmistir. Otizm agisindan saglikli bes bireyin periferik kan 6rnekleri kontrol
olarak kullanilmistir.

Otistik bozukluk ya da diger YGB tanis1 alan olgularin ve kontrol bireylerinin
periferik kanlarindan elde edilen DNA 6rnekleri 22q13°te bulunan SHANK3 geni,
15011-13 bolgesi ve 16p1l mikrodelesyon bolgesi i¢in delesyon ve duplikasyonlar

acisindan MLPA yontemiyle incelenmistir.

3.2.2. Qiagen® Ekstraksiyon Kiti ile Periferik Kan Orneklerinden DNA
Elde Edilmesi
Periferik kan 6rneklerinden 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 sicakliina getirilmistir.
- 1,5 ml ependorf tiip strafora konulup {izerine protokol numarasi yazilmistir.

- 20 pl proteinaz K ependorf tiipiiniin dibine konmustur.
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- 100 pl hasta kan 6rnegi ependorf tiipline eklenmistir.

- PBS tamponu calkalanip karistirildiktan 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.

- Filtreli tiip yeni toplama tiipiine konulup, filtrath tiip atilmistir (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 filtratl: tiip atilmistir.

- Filtreli tiipe 500 pl Buffer AW2 konulmustur.

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

- Filtreli tiip yeni ependorf tiiplerine aktarilip tam devirde 1 dk

santrifiijlenmis, ependorf tiipii atilmistir.

- Filtreli tlip yeni ependorf tiipiine aktarilip {lizerine 200 pl Buffer AE

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

- Filtreli tiip atihp DNA iceren sivi ependorf tiipii i¢inde -20 °C'ye
kaldirilmastir.

3.2.3. izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi

DNA Denatiirasyonu ve SALSA MLPA P339-Al ve P343-C1 Probe

Karisimlar ile Hibridizasyonu

- Elde edilen DNA o6rneklerinden 5 pl (20-250 ng DNA) alinarak 200 pl lik
PCR strip tiiplerine aktarilmistir.

- 98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu

saglanmistir.
- Sonrasinda érnekler 25 °C’ye sogutulmustur.

- 25 °C’deki DNA 6rneginin iizerine 1,5 pl SALSA Probe Miks (P339-Al/
P343-C1) ve 1,5 ul MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edilmistir.

- Sonraki asamada buharlagmay1 6nlemek i¢in PCR strip tiiplerinin {izerine 5 pl

mineral yag eklenmistir.

- Daha sonra ornekler 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip 60 °C de 16-18 saat
hibridizasyona birakildi (Sekil 3.1).

v

Hibridizasyon

p

Hedef 1 Hedef 2

Sekil 3.1. MLPA probunun hedef diziye hibridizasyonu (173)
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Ligasyon Reaksiyonu

- Hibridizasyon siiresinin sonunda termal cycler cihazinin sicakligi 54 °C ye

diistirtildi.

- Hibridizasyon iiriiniine 32 pl Ligaz-65 karisimi (25 ul steril su, 3 pl Ligaz-65
Buffer A, 3 ul Ligaz-65 Buffer B, 1 ul Ligaz-65 ) ilave edildi.

- 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.
- Daha sonra ligaz inaktivasyonu icin 98 °C de 5 dk. bekletildi.

- Sicaklik 4 °C’ye diisiiriilerek sabitlendi (Sekil 3.2)

Ligasyon

3’ Hedef dizi <3

Sekil 3.2. Probun iki pargasi ligaz tarafindan birlestirilmesi (173)

PCR

- Ligasyon reaksiyonu iriinleri bulunan strip tiliplerine, hazirlanmis olan
polimeraz karisimindan (7,5 ul steril su, 2 ul SALSA PCR primer, 0,5 pl SALSA
polimeraz) oda sicakliginda 10 pul eklenerek pipetaj yapildi ve PCR baslatildi (Sekil
3.3).
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-PCR sartlart:

Denatiirasyon 30 sn 95 °C

Annealing 30 sn 60 °C 35 dongii
Ekstansiyon 60 sn 72 °C

Son Ekstansiyon 20 dk 72 °C

X Amplifikasyon Y

1

Sekil 3.3. Prob amplifikasyon tiriinleri (173)

ABI 3130 Cihazina Yiikleme

- PCR bitiminde elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 0,7 pl alinarak ABI

3130 cihaz1 yiikleme tiiplerine aktarildi.

- Daha sonra tizerlerine:
0.3 ul internal size standart (Rox 500)
9 ul formamid eklenerek pipetajla homojenize edildi.

- Ornekler 80 °C de 2 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek

denatiirasyonlar1 saglandi.

- Devaminda ornekler buz tizerine alindi.
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- ABI 3130 cihazinda; 36 cm Kkapillerlere 1,6 kV de 15 saniye enjeksiyon
zamani, 60 °C ve 10 KV de 30 dakika yiiriitme zamani sartlar1 sagland.

- Daha sonra ABI 3130 cihazina yiiklenerck, Gene Mapper programinda

okutulmaya baglanda.
- Her 6rnege ait pik goriintiileri ve pik alanlar1 elde edildi.
Degerlendirme

Farkli uzunluktaki MLPA ampilifikasyon triinleri Kkapiller elektroforez ile
ayristirildi. Orneklerin pik alanlar1 ve prob uzunluklart GeneMapper v4.0 programi
ile degerlendirildikten sonra excel dosyasi formatinda kaydedildi. Elde edilen
amplifikasyon tiriinlerine ait pik alanlar1 Ezersoftware programina aktarildi. Normal
ornekler eksternal kontroller olarak kaydedildi. Ezersoftware programi tarafindan test
Orneginin biitlin pik alanlari, her bir pik alaninin (internal kontrol pikleri) o ¢izgideki
biitiin piklerin toplam pik alanina boliinmesiyle birbirlerine gore oranlar tayin edildi.
Bu oranlar, saglikli olan ve kontrol olarak alinmis, orneklerle ayni testte galisilmis
bes ornekten elde edilen pik alanlarinin (eksternal kontrol pikleri) ortalama sonuglari
ile kiyasland1 ve doz tayinine gidildi.

Kontrol olarak otizm agisindan normal oldugu bilinen vakalarin pikleri
eksternal kontrol olarak kullanildi. Her testte 5 eksternal kontrol test ornekleri ile
birlikte calisildi. Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme
yapilirken Ezersoftware programi otomatik olarak internal kontrol ve ekstrenal
kontrol pik degerleri ile asagidaki formiilii kullanarak her bir prob spesifik bolge i¢in

doz tayini yapmaktadir:
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Hasta T. P. A. D.

Hasta P. A. T.D. (I.P.A)
Doz Oran1 =

1. Kontrol T.P. A.D.  2/3/4. Kontrol T.P. A.D. 5. Kontrol T. P. A. D.
+ +
1. Kontrol P. A. T.D.  2/3/4. Kontrol P. A. T.D. 5. Kontrol P. A. T. D.
(E.P.A)

T.P. AD. :Test Piki Alan Degeri

P. A. T.D. :Pik Alanlar1 Toplam Degeri

I. P. A. :Internal Pik Alanlari

E. P. A. :Eksternal Pik Alanlar1

Yontem geregi olarak, program tarafindan test edilen prob boélgesi i¢in, doz
orant 0,7 ve 1,3 degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgenin normal
dozda oldugu, 0,5’den kii¢lik degerlerde delesyon yani doz eksigi oldugu, 1,8’den
biiyiik degerlerde amplifikasyon yani doz fazlas1 oldugu belirtilmektedir. 0,5 ile 0,7
ve 1,3 ile 1,8 aras1 degerlerde ise gri alan olarak degerlendirilmektedir.

Gri alan olarak belirlenmis deger araliklarindaki bolgeler, Ezersoftware
programinda yer alan dogrulama béliimiinde gercek bir delesyon veya amplifikasyon
olup olmadig1 yoniinde tekrar incelenmislerdir. Burada elde edilen pik degerlerinin
gercek bir delesyon veya amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerinin elde edildigi
hastanin sentetik prob biiylikliigi ile kontrollerin sentetik prob biiyiikliikleri

karsilastirilarak dogrulanmaktadir. Gri alan formiilii su sekilde tanimlanabilir:
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Hasta Spesifik Prob Alani

Hasta Mutasyonlu Prob Alani

Gri Alan Formili:

Kontrollerin Ortalama Spesifik Prob Alani

Kontrollerin Ortalama Hasta Mutasyonlu Alana
Karsilik Gelen Bolge Alani

Gri alan formiili uygulanmig bolgenin sonuglari, doz orami 0,7 ve 1,3
degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bdlgenin normal dozda oldugu, <
0,7 degerlerinde bolgede kesin delesyon yani doz eksigi oldugu, > 1,3 degerlerinde

ise kesin amplifikasyon yani doz fazlasi oldugu seklinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk-Ergen Ruh Saglhig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda DSM-IV tani kriterlerine gore otistik bozukluk ya da
diger YGB tanis1 alan 80 olgu g¢alismaya dahil edilmistir. Olgularin detayli fizik
muayenesi Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali Polikliniginde, kromozom analizi ve MLPA analizi Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali molekiiler laboratuvarinda
gerceklestirilmigtir. Olgularin demografik ve tani bilgileri hasta dosyalarindan temin

edilmistir.
4.1. Arastirma Grubu Olgularinin Demografik Ozellikleri

Calisma gurubumuza dahil edilen hastalarin 64’1 erkek, 16°s1 kizdi (Tablo
4.1). Bireylerin yas ortalamasi 8,89 £ 3,94 yil olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.1. Olgularin cinsiyet dagilimi

Cinsiyet N %

Kiz 16 20

Erkek 64 80
Toplam 80 100,0

4.2. Arastirma Grubu Olgularimin Klinik ve Sitogenetik Ozellikleri
Calismamizda DSM-IV’e gore YGB ana tanisi altinda olgularin 56’sina OB,
13’tine atipik otistik bozukluk (AOB), 5’ine AS, 3’iine Rett sendromu ve 3’iine DB
tanis1 konuldu. 7 olguda ise YGB’ye DEHB eslik ettigi tespit edilmistir. Bizim
caligmamizda olgularin 3’iinde konvansiyonel yontemlerle yapilan analizlerde
sitogenetik anomali saptanmis olup diger olgularda yapisal ve sayisal kromozomal
anomali tespit edilmemistir. Olgularin cinsiyetleri, yaslar1 gibi demografik bilgileri
yaninda kromozom ve MLPA analizi sonuglar1 ve olgularin DSM-IV-TR'ye gore

konulan tanilar1 Tablo 4.2'de verilmistir.
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Tablo 4.2. Olgularin Cinsiyetleri, Yaslari, Kromozom ve MLPA analizi sonuglar1 ve

DSM-IV-TR'ye gore konulan tanilar

Protokol | Cinsiyet | Yas | Kromozom Analiz MLPA Tam
No Sonucu Analiz
Sonuclari
1 E 18 | 45,XY,rob(13;14) N 0B
2 E 13 46,XY N OB
3 E 4 46,XY N OB
4 E 9 46,XY N OB
5 E 8 46,XY N OB
6 E 10 46,XY N OB
7 E 12 46,XY N OB
8 E 11 46,XY N OB
9 E 10 46,XY N OB
10 E 4 46,XY N OB
11 E 13 46,XY N OB
12 E 9 46,XY N OB
13 E 5 46,XY N OB
14 E 7 46,XY N OB
15 E 4 46,XY N OB
16 E 5 46,XY N OB
17 E 12 46,XY N OB +
DEHB
18 E 12 46,XY N OB
19 E 9 46,XY N AOB
20 E 7 46,XY N OB
21 E 9 46,XY N AS +
DEHB
22 E 9 46,XY N OB
23 E 8 46,XY N OB +
DEHB
24 K 14 46,XX N OB
25 E 7 46,XY N AOB
26 E 10 46,XY Del OB
16p11.2
27 E 6 46,XY N AOB +
DEHB
28 E 6 46,XY N AOB
29 E 11 46,XY N OB +
DEHB
30 K 11 46,XX N OB
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Tablo 4.2. Olgularin Cinsiyetleri, Yaslari, Kromozom ve MLPA analizi sonuglari ve

DSM-IV-TR'ye gore konulan tanilar1 (Devami)

31 E 6 46, XY N OB
32 E 16 46, XY N AOB
33 E 9 46, XY N OB
34 E 8 46, XY N AS
35 K 16 | 46,XX,invdupdel(8) N OB
36 E 6 46, XY N OB
37 K 13 46,XX N AS
38 K 7 46,XX N OB
39 K 10 46,XX N OB
40 K 4 46,XX N OB
41 E 7 46, XY N OB
42 E 10 46, XY N AOB
43 E 4 46, XY N OB
44 E 5 46, XY N OB
45 E 11 46, XY N OB
46 K 4 46,XX N Rett
Sendromu
47 K 12 46,XX N OB
48 E 5 46,XY ,inv(X) N OB
49 E 7 46, XY N AOB
50 K 9 46,XX N AS
51 E 9 46,XY N OB
52 E 11 46,XY N OB
53 E 13 46,XY N OB
54 E 16 46, XY N 0oB
55 E 4 46, XY N AOB
56 E 11 46,XY N OB
57 K 17 46,XX N Rett
Sendromu
58 K 6 46,XX N Rett
Sendromu
59 E 10 46, XY N OB
60 E 4 46, XY N AOB
61 E 12 46, XY N OB
62 E 7 46, XY N AOB
63 K 7 46,XX N OB
64 E 6 46, XY N OB
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Tablo 4.2. Olgularin Cinsiyetleri, Yaslari, Kromozom ve MLPA analizi sonuglari ve

DSM-IV-TR'ye gore konulan tanilar1 (Devami)

65 E 7 46,XY N AOB
66 E 7 46,XY N AOB
67 K 23 46,XX N AS
68 E 12 46,XY N OB
69 E 15 46,XY N DB
70 E 4 46,XY N OB
71 E 6 46,XY N OB
72 E 7 46,XY N DB
73 E 13 46,XY N OB
74 E 10 46,XY N OB
75 K 10 46,XX N OB
76 E 4 46,XY N DB
77 E 3 46,XY N OB
78 K 6 46,XX N AOB
79 E 3 46,XY N OB
80 E 6 46,XY N OB

4.3. Arastirma Grubu Olgular1 MLPA Bulgular:

Calisma gurubundaki olgularin periferik kan 6rneklerinden elde edilen DNA

orneklerinde MLPA P339-Al (lot1209) ve P343-C1 AUTISM-1 (Iot0310) Kitleri
kullanilarak MLPA yontemi ¢alisildi. Ornekler ABI 3130 kapiller elektroforez

cihazina yiiklenerek GeneMapper v4.0 programui ile incelendi. PCR islemi sonucunda

elde edilen ve fragment uzunluklar1 farkli olan {irinler program tarafindan kolayca

ayirt edilerek fragment miktart ve biiyiikliigiine gore pik olarak goriintiilenir (Sekil

4.1).
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Sekil 4.1. Ornek analiz pik goriintiisii

Mevcut pik alanlar1 nonspesifik pikler silindikten sonra Excel programina
aktarilarak kaydedildi. Daha sonra Excel formatina alinan pik alanlari, yine Excel
tabanli ¢alisan Ezersoftware programinda degerlendirmeye alindi. Bu programda
kontrol pikleri ile hasta pikleri karsilastirilarak ortalama bir deger elde edilir. Bu deger
0,7’nin altinda ise delesyon yoniinde, 1,3’lin iistiinde ise amplifikasyon yoniinde
degerlendirilir. Genemapper programinda elde edilen piklerin boyutu oncelikli olarak
DNA miktartyla orantilidir. Kaliteli ve yeterli miktarda (50- 500 ng) DNA elde
edilemeyen orneklerde pikler diisiik ve nonspesifik olabilmektedir. DNA miktarinin
diizeyini belirleme iglemi, baslangi¢ prob pikleri olan DQ ( DNA Quantity)
fragmentlerine gore yapildi. Bu pikler 64, 70, 76, 82 b¢ uzunlugunda, ligasyon olmasa
da goriillen piklerdir. Elde edilen prob piklerine gore bu kontrol piklerini
karsilagtirarak DNA miktar1 belirlenebilmektedir. Boylece bu kontrol pikleri elde
edilen prob piklerine gore biiyiikse DNA miktarinin yeterli olmadigini gostermekte,
eger bu kontrol pikleri prob piklerinden kii¢iik veya gériinmiiyor ise DNA miktarinin
yeterli oldugunu gostermektedir. Her calismada saglikli oldugu bilinen 5 bireyin
periferik kanindan elde edilen DNA oOrnekleri internal kontrol olarak ¢alismaya dahil
edildi. Calismada kullanilan kontrollere ait pik goriintiileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Kontrollere ait MLPA Salsa P339-A1 pik goriintiileri
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Sekil 4.3. Kontrollere ait MLPA Salsa P343-C1 pik goriintiileri

Olgularin ve kontrol bireylerinin periferik kanlarindan elde edilen DNA
ornekleri 22913’te bulunan SHANKS3 geni, 15q11-13 bolgesi ve 16p11 mikrodelesyon
bolgesi icin delesyon ve duplikasyonlar agisindan incelenerek pik goriintiileri elde
edilmistir. Elde edilen piklerin alanlar1 kontrollerin alanlari ile karsilastirilmak tizere
Ezersoftware programina aktarilmis ve degerlendirilmistir. Pikler hem gorsel olarak
hem de program araciligiyla analiz edilmelidir. Sekil 4.4 ve 4.5’te normal bireylere ait
pikler goriilmektedir. Yazilim degerlendirmesi sonrasi elde edilen normal bireylere ait

ornek sonuglar ise Tablo 4.3 ve 4.4°te verilmistir.
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Sekil 4.4. Normal bir bireye ait MLPA Salsa P339-Al pik goriintiileri

L MUY \JJMUUUUL_W U
Sekil 4.5. Normal bir bireye ait MLPA Salsa P343-C1 pik goriintiileri

Tablo 4.3 ve 4.4’te son silitunda yer alan degerler, hasta ile kontrollerin
karsilagtirilmasi sonucu elde edilen oranlar1 gostermektedir. Bu oranlar 0,5’in altinda
ise kesin delesyon, 1,8’in iistiinde ise kesin amplifikasyon olarak degerlendirilir.
Ezersoftware programinda yer alan bir 6zellige gore de 0,5-0,7 ve 1,3-1,8 arasindaki
degerler gri zon olarak tanimlanmakta ve Ornekler dogrulama islemi igin yeniden

degerlendirmeye alinmaktadir.
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Tablo 4.3. Normal bir olguya ait P343-C1 Prob piklerinin analiz goriintiisii

Length | SALSA MLPA probe P343-C1 Chr# Pos# Ref#| exon SONUGC

92 D-fragments | [
124 Reference probe 09176-L09350 I 0487
130 Reference probe 09727-L10077 12q24 I 10815
136 ATP10A probe 12964-L.14669 15q12 Exon 1 I
142 UBE3A probe 10883-L11553 15g11 Exon9 | SN 05
148 GABRB3 probe 10872-L11542 15q12 Exon7 | [ 0550
154 Reference probe 09431-L09680 11q13 I 10511
160 UBE3A probe 04620-L14668? 15q11 Exon 7 I 11023
166 KLF13 probe 08376-L08230 15913 Exon2 | SEEOS60Y
172 HIRIP3 probe 11667-L14670 Exon 3 0227
178 NDNL2 probe 08377-L08231 15q13 Exon 1 B===n .1
184 GABRB3 probe 10868-L11538 15g12 Exon 5 I 1, 1004
190 Reference probe 09979-L10438 19p13 B 1,002
197 UBE3A probe 10880-L11550 15911 Exon6 | JENNNCO%S
202 APBA2 probe 01314-L00867 15q12 Exon 14 | M 1C785
208 SEZ6L2 probe 11668-L12439 Exon 1 I 1055
214 SNRPN-HB2-85 probe 12718-L.13906 15g11 R 1,068
220 GABRB3 probe 01315-L09339 15912 Exon 10 | JE -0%L
226 DOC2A probe 13162-L12447 Exon 4 I 123
232 SHANKS probe 06787-L07383 I 0927
238 MAZ probe 11669-L12440 Exon 5 I 10777
244 UBE3A probe 10886-L14677 15q11 Exon 12 | [ 10329
250 Reference probe 02658-L02125 1123 I 05
256 UBE3A probe 01317-L00864 15q11 Exon 13 | NS 05703
265 10243-L02149 1g44 I 0,507
270 ATP10A probe 11165-L12883 15g12 Exon 6 I 0,925
286 CHRNATY probe 12956-L08237 15913 Exon 4 052
292 GABRB3 probe 10875-L11545 15q12 Exon 9 S 0568
300 TJP1 probe 08389-L14671 15913 Exon 1 I 10834
309 SHANKS probe 06784-L06376 I 0.957%
319 GABRB3 probe 10870-L11540 15912 Exon 6 | JENOH
328 Reference probe 05297-L04685 3ql1 030
337 CD2BP2 probe 11671-L12442 Exon 4 | N 09297
346 MVP probe 00550-L00372 Exon 1 I 0.9562
355 GABRB3 probe 10867-L11537 15q12 Exon 4 I 05662
364 SPN probe 11672-L12443 Exon2 | JNENN'.S700
373 TRPM1 probe 08397-L14672 15q13 Exon27 | LS
382 GABRB3 probe 10874-L11544 15g12 Exon 8 05075
301 SHANKS probe 14190-L15800 I 08556
409 Reference probe 07208-L06858 7pl4 I 09566
418 MAZ probe 11673-L12444 Exon6 | JEEECS62
427 SCG5 probe 12951-L.14742 15913 Exon 6 I 0,573
436 OCA2 probe 02040-L01553 15g12 Exon 22 | 05063
445 OCA2 probe 02041-L03725 15g12 Exon 1 I 09222
454 HIRIP3 probe 11674-112445 A 0,955
465 MAPK3 probe 11675-L12446 20
475 SNRPN-HB2-85 probe 12720-L13795 15g11 I 0.9120
481 LAT probe 11677-L12448 Exon 3 I 10224
492 SCGS5 probe 12954-1.14464 15913 Exon 3 I 05722
500 Reference probe 10218-.14675 I 05216

Bu tabloda 22913’te bulunan SHANK3 geni, 15q11-13 bolgesi ve 16pll
mikrodelesyon bolgesi kromozomal boélgelerine karsilik gelen problarin analiz

sonuglar1 gosterilmistir. Tabloda gdsterilen bu hastada herhangi bir delesyon ya da
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amplifikasyon goriilmemistir. Yesil renk ile gosterilen bolgeler normal olarak

degerlendirilmis bolgelerdir.

Tablo 4.4. Normal bir olguya ait P339-A1 Prob piklerinin analiz goriintiisii

Length | SALSA MLPA P339-Al probe Chr# Pos# Ref# | exon SONUC

92 D-fragments ==
130 05745-L05183 01pl2 L
139 14165115775 22q13.33 Exon 10 ﬁ
147 14166-L15776 22q13.33 Exon 17 —
154 14167-L15777 22q13.33 Exon7 | -
160 14168-SP0145-L15778 22913.33 Exon 11 =%
166 14719-L15794 22q13.33 Exon 13 | ———
173 14169-L17279 2213.33 Exon 1 -Eﬁ—"“
178 14170-L17280 22913.33 Exon 4 =
184 14171117281 22q13.33 Exon 12 s
190 14172-L15782 22q13.33 Exon 10 | AT
196 14173115783 22q13.33 Exon5 | SR
202 01482-L01090 16924.3 Exon 10 | JEN 258
208 14721-115799 22q13.33 Exon 22 | JEEEECTE
214 14175-L15785 22q13.33 Exon 10 Awa
220 14176-SP0146-L15786 22q13.33 Exon 20 | N :ii¥
226 14177-L15787 22q13.33 Exong | NENN:fin
232 14178-SP0147-.15788 22q13.33 Exon5 | JECES
238 10533-L11097 20q13.33 Lo
246 14179-L17853 22013.33 Exon 16 | JEEEE
253 14180-SP0148-L17852 22q13.33 Exon 10 | N 15
260 14181-117851 22q13.3322q13.33 | Exon 3 | 1t
266 14182-L15792 22q13.33 Exon 9 ]
274 08883-L08939 18q21.32 Exon 1 Zhlat
281 14183-L15793 22013.33 Exon 21 | JECES
290 05111-L04495 22q13.33 EE——Ea
297 02707-L14005 22q13.33 Exon 1 | JENOWET
304 14185-L15795 22q13.33 Exon 23 | JECEEE
312 05718-L05157 06pll.2 Pl
319 06087-L05542 22q/3.33 Exon3 | LN
326 14720-L15798 22q13.33 Exon 21 | N1
337 06735-L05557 22q13.33 Exon 1 | oW1
346 14187-L15797 22q13.33 Exon 14 | JEEL:==
355 08052-L07833 05pl5.2 Exon 62 | JEEE-ETE
364 08584-L08585 17923.2 Exon 18 LA
373 14718-L15796 22q13.33 Exon 2 | NN
382 06734-L05558 22q13.33 Exon9 | [N :Ac:
391 14190-L15800 22q13.33 Exon 15 | JENN 1
400 14191-SP0149-.15801 22q13.33 Exon 6 | I
409 05555-L05044 13g14.3 Exon 21 | .0
418 14192-115802 22q13.33 Exon 23 | N i S
427 14193-L15803 22913.33 Exon 18 | JENLESE
436 13473-111733 02p25.3 Exon 17 | 1
445 14195-L15805 22q13.33 Exon 20 | JEC#1
462 14196-L15806 22913.33 Exon 22 | [ 1.2
474 14197-L15807 22913.33 Exon8 | DT
483 14198-L15808 22q13.33 Exon 23 | [
490 12463-113464 09931.2 Exon2 | i

Bu tabloda 22q13’te bulunan SHANK3 genine karsilik gelen problarin analiz

sonuglar1 gosterilmistir. Tabloda gdsterilen bu hastada herhangi bir delesyon ya da
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amplifikasyon goriilmemistir. Yesil renk ile gosterilen bolgeler normal olarak

degerlendirilmis bolgelerdir.

800

mm u\h \ﬂ IR

i

16p11.2

Sekil 4.6. 16p11.2 mikrodelesyon bolgesinde delesyon saptanan hastaya ait MLPA

pik gorintiileri ve delesyon goriilen prob bolgesi

Arastirma gurubundaki olgulardan birinde (26 no’lu olgu) saptanmis olan
16p11.2 mikrodelesyon bdlgesindeki delesyonun pik gorlintileri Sekil 4.6’da
verilmistir. Delesyonlu pikin diger piklere gore daha diisiikk oldugu goriilmektedir. Bu
olgudan elde edilen piklerin alanlar1 kontrollerin alanlar1 ile karsilastirilmak tizere
Ezersoftware programina aktarilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler Tablo

4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.5. 16p11.2 mikrodelesyon bolgesine ait saptanan delesyonun Ezersoftware

programinda degerlendirme sonuglari

Length | SALSA MLPA probe P343-C1 Chr# Pos# Ref# exon SONUC

92 D-fragments I 054935
124 Reference probe 09176-L09350 I 04
130 Reference probe 09727-L10077 12924 I O 262
136 ATP10A probe 12964-L14669 15q12 Exon 1 I 11113
142 UBES3A probe 10883-L11553 15q11 Exon 9 I 1. 1378
148 GABRB3 probe 10872-L11542 15q12 Exon 7 I 2 e
154 Reference probe 09431-L09680 1113 I 1542
160 UBES3A probe 04620-L146687? 15q11 Exon 7 | R
166 KLF13 probe 08376-L08230 15913 Exon2 | [N 055
172 HIRIP3 probe 11667-L14670 Exon 3 I 11565
178 NDNL2 probe 08377-L08231 15913 Exon 1 I ! 2=
184 GABRB3 probe 10868-L.11538 15q12 Exon 5 | L
190 Reference probe 09979-L10438 19p13 I 0,551
197 UBE3A probe 10880-L11550 15qg11 Exon 6 I 0 5790
202 APBA2 probe 01314-L00867 15q12 Exon 14 | [ 11052
208 SEZ6L2 probe 11668-L12439 Exon 1 I 11778
214 SNRPN-HB2-85 probe 12718-L13906 | 15911 I 1,050
220 GABRB3 probe 01315-L09339 15q12 Exon 10 | [ 05202
226 DOC2A probe 13162-L12447 Exon 4 I 1529
232 SHANKS probe 06787-L07383 07200
238 MAZ probe 11669-L12440 Exon 5 0.5334
244 UBES3A probe 10886-L14677 15q11 Exon 12 | [ 11335
250 Reference probe 02658-L02125 11923 i i
256 UBE3A probe 01317-L00864 15g11 Exon 13 | N 10405
265 10243-L02149 1944 I 0 2360
270 ATP10A probe 11165-L12883 15912 Exon 6 I 0550
286 CHRNAY probe 12956-L08237 15q13 Exon 4 I 002
292 GABRBS3 probe 10875-L11545 15912 Exon 9 I 0,597
300 TJP1 probe 08389-L14671 15913 Exon 1 I TG
309 SHANKS probe 06784-L06376 I .21
319 GABRB3 probe 10870-L11540 15912 Exon 6 I 2535
328 Reference probe 05297-L04685 3q11 I 101ET
337 CD2BP2 probe 11671-L12442 Exon 4 I, 050
346 MVP probe 00550-L00372 Exon 1 . 5
355 GABRB3 probe 10867-L11537 15q12 Exon 4 I 05773
364 SPN probe 11672-L12443 Exon 2 I .} 155
373 TRPM1 probe 08397-L14672 15913 Exon 27 | M 0=
382 GABRBS3 probe 10874-L11544 15q12 Exon 8 I 0.5
391 SHANKS3 probe 14190-L15800 . 07T
409 Reference probe 07208-L06858 7pl4 I 0 5836
418 MAZ probe 11673-L12444 Exon 6 I 0.7 147
427 SCG5 probe 12951-L14742 15913 Exon 6 I 004
436 OCAZ2 probe 02040-L01553 15912 Exon 22 | 05
445 OCA2 probe 02041-L03725 15912 Exon 1 |
454 HIRIP3 probe 11674-L12445 [ el
465 MAPKS3 probe 11675-L12446 I 05874
475 SNRPN-HB2-85 probe 12720-L13795 | 15q11 | s
481 LAT probe 11677-L12448 Exon 3 [ ]
492 SCGS5 probe 12954-.14464 15913 Exon 3 [ IWE
500 Reference probe 10218-L14675 | [EEE]

Bu tabloda 22q13’te bulunan SHANK3 geni, 15q11-13 bolgesi ve 16pll
mikrodelesyon bolgesi kromozomal boélgelerine karsilik gelen problarin analiz

sonuglar1 gosterilmistir. Tabloda gosterilen bu hastada 16p11.2 mikrodelesyon
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bolgesinde delesyon saptanmustir. Yesil renk ile gosterilen bolgeler normal olarak
degerlendirilmis bolgelerdir. Gri zon ile uyumlu degerlerde dogrulama formiilii
kullanilarak saptanan delesyonun gercek bir delesyon olup olmadigi kontrol

edilmistir. Tiim olgular ayn1 kriterlerle degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Otizm; yasamin ilk donemlerinde baglayan, sosyal iliski ve etkilesimde
bozulma, sozel ve sozel olmayan iletisimde gerilik, tekrarlayic1 ve basmakalip
davraniglarla karakterize, etkileri yasam boyu devam eden YGB kapsaminda
degerlendirilen cevresel ve genetik faktorlerin ortak rol oynadigi norogelisimsel bir
bozukluktur. Otizmde zeka geriligine ve diger bazi farkli tibbi durumlara sik
rastlanmasi, genetik etyolojiye yonelik ¢alismalarin umut verici sekilde ilerlemesi
biyolojik faktorlerin etken oldugu bir bozukluk olma ihtimalini daha da
giiclendirmistir (7, 8). Kalitsal degisikliklerdeki karmasik ve heniiz belirlenememis
kiiciik etkilesimler de muhtemel nedenler arasindadir. Ikiz ve aile caligmalari otizm
genetigini aydilatmada yol gosterici olmus, otizmde kalitimin %90’dan fazla
olabileceginden bahsedilmistir (10). Otizmli bireylerin % 20’sinde genetik neden
ortaya konabilmektedir. Cok az bir kisminda teratojenik etkenler suglanirken
vakalarin ¢ogunda etyolojik altyapr aydinlatilamamaktadir. Yiiksek ¢oziintirliiklii
kromozom analizi YGB'li ¢ocuklarin yaklasik %5'inde kromozom andploidilerini
ortaya koymaktadir. Kromozon anomalilerinin %3-5'lik kism1 ise FISH teknikleri
kullanilarak tayin edilebilmektedir. Otizmde hemen her kromozomda anomali
bulunmasina ragmen, bunlardan sadece bir kaginin otizm genleri i¢cin muhtemel
lokuslar1 igerdigi diisliniilmektedir. Otizm tanis1 farkli kriter ve Olgeklerin
kullanildigr yontemlerle klinik olarak konulmaktadir ve henliz kesin tani
konulabilecek bir molekiiler yontem mevcut degildir (11, 12). Otizmin genetik
etyolojisinin aydinlatilmasina yonelik bugiline kadar bir¢ok c¢alisma yapilmstir.
Farkli teknikler kullanilan bu caligmalarda otizmle iliskilendirilmis farkli genler
tanimlanmis ve tanimlanmaya devam etmektedir.

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk-Ergen
Ruh Saghigi ve Hastaliklari Anabilim Dali Poliklinigine basvuran, DSM-IV
kriterlerine gore degerlendirilerek YGB tanisi alan, Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
kromozom analizi FMR1 geni taramalar1 yapilan 80 olgu dahil edilmistir. 80 olgunun
56’s1 OB, 13’1 AOB, 5’1 AS, 3’ii Rett sendromu ve 3'ii DB olarak tanimlanmuistir.
Olgularin DNA 6rnekleri MLPA yontemiyle, otizme yonelik hazirlanmig olan P339-
Al ve P343-Cl1 prob Kkitleriyle calisilmig, incelenen prob bdlgelerindeki
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amplifikasyon ve/veya delesyonlar aragtirilmigtir. Calismamizda YGB’de aday
genleri igeren bolgeler olarak tanimlanan 150911-13 (15ql1°de lokalize UBE3A,
15q12’de lokalize GABRB3 ve CHRNAT7’yi igeren 15q13 mikrodelesyon bolgesi)
bolgesi, 16pl1 mikrodelesyon bolgesi ve 22ql3’te bulunan SHANK3 geni
mutasyonlarinin Eskisehir bolgesinde tani alan olgulardaki sikliginin belirlenmesi,
yontemin  avantaj-dezavantajlarinin  ortaya konmast ve tanisal amagh
kullanilabilirligi, elde edilen veriler ile molekiiler etyolojisi belirlenmis olan olgulara
hastaligt ve mutasyonu ile ilgili genetik danismanin verilmesi amaclanmstir.
Boylece otizmin molekiiler etyolojisinin anlasilmasi, tanimlanan mutasyonlar
disinda bagka bir mutasyonun olup olmadiginin belirlenmesi, Tiirk popiilasyonuna ait
veri tabanina da katkida bulunulmasi saglanacaktir.

Yiiksek ¢Oziniirlikli kromozom analizi ile YGB'li olgularda kromozom
anomalilerinin  goriilme olasiligi yaklasik %5 olarak Dbildirilmistir. Bizim
calismamizda olgularin 3’iinde  konvansiyonel yontemlerle yapilan analizlerde
sitogenetik anomali saptanmis olup diger olgularda yapisal ve sayisal kromozomal
anomali tespit edilmemistir. Kromozom anomalisi oran1 % 3,75 olarak tespit
edilmistir ve bu oran literatiir ile benzerlik gostermektedir. 1 nolu olguda saptanan
45,XY,rob(13;14)(q10;q10)mat anomalisi daha once bildirilmistir (175). Ancak bu
anomali toplumda sik goriilmekte olup otizmle ilgisinin olmadigi diistiniilmektedir.
35 nolu olguda 46,XX,invdupdel(8)(qter>p23.1::p23.1>p11.2:) anomalisi
saptanmistir. Literatlirde konusma geriligi, otizm ve O6grenme zorlugu klinigiyle
distal 8p duplikasyonu olan bir vaka bildirilmistir. Ayrica bizim olgumuza benzer
sekilde mental retarde, yapisal beyin anomalileri olan 7 vaka bildirilmistir. Bunlarin
hepsinde inversiyon-duplikasyon(8) ve 3’iinde 8p telomer delesyonu saptanmigtir. 48
nolu olguda saptanan 46,XY ,inv(X)(p22922) anomalisi ile ilgili olarak otizm ve
mental retardasyonu olup perisentromerik X kromozom inversiyonuna sahip olan bir
vaka bildirilmistir (176).

16p11.2 delesyon sendromunu ilk defa Ghebranious ve ark. multipl konjenital
anomalisi (MKA) ve hafif-orta zeka geriligi olan tek yumurta ikizi kardeslerde array
CGH yontemini kullanarak 2007’de tanimlamislardir (177).

Otizmli hastalarda ilk tamimlayanlar ise Weiss ve ark. (77) ve Kumar ve

ark.’dir (178). Weiss ve ark. (77) 16p11.2 delesyonlarin1 veya duplikasyonlarini
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toplam 512 otizmli olguda SNP array yontemi ile degerlendirmisler, 5 olguda
delesyon saptamiglardir. Olgularin kliniginde gelisme ve zeka geriligi ile birlikte
YGB tanimlanmustir. 1 olgudaki delesyon hafif mental retardasyonlu anne kaynakli
iken 4’ de novo olarak belirtilmistir. Sonugta bu bélgenin nérogelisimsel olarak
onemli oldugunu ve buradaki degisikliklerin otizme yatkinlikta 6nemli oldugu
yorumunda bulunmuslardir.

Kumar ve ark. (178) array CGH yontemi ile inceledikleri 712 olguda 2’si
anne ve 2’si baba kaynakli oldugu bildirilen toplam 4 tane 16pl11.2 delesyonu
saptamiglardir. Bir olguda asag1 doniik palpebral fisstirler, 6ne dogru doniik kulaklar
ve genis burun kopriisii gibi mindr dismorfik bulgulardan bahsedilirken digerlerinde
dismorfik o6zelliklerden bahsedilmemistir. Pedigri analizlerine bakildiginda
ebeveynlerin etkilenmemis olduklar1 goriillmektedir. 16p11.2 delesyonu otizme tek
basina m1 neden olmaktadir, yoksa diger faktorlerin de katkisiyla ¢oklu bir etkenin
parcasi olarak mi etyolojide rol oynamaktadir sorusuna verilecek cevabin net
olmadigimi ifade etmislerdir. Yine de mevcut bulgularin otizm i¢in énemli bir veri
oldugunu ve bu bolgenin farkli mutasyonlarinin ilerleyen zamanlarda incelenmesi
gerektigini belirtmislerdir.

Rosenfeld ve ark. (79) toplam 820 YGB’li olguyu array CGH yontemi ile
incelemisler 6 olguda mikrodelesyon ve 3 olguda mikroduplikasyon saptamislardir.
Olgulara ait Klinik veriler ayri ayri verilmemis olup dismorfik bulgularin da dahil
oldugu genis bir spektrumdan bahsedilmistir. Olgularin 3’iiniin ebeveyn analizi
yapilabilmis ve hepsinin de novo oldugu bildirilmistir. 16p11.2 bolgesindeki
degisikliklerin konugma geriligi ve davranig problemleri iizerinde daha belirgin
etkiye sahip oldugunu vurgulamislardir. Delesyon saptanan olgumuzda konusamama,
hirgin davraniglar gosterme, algilamasinin ifade etme yeteneginden ¢ok daha iyi
seviyede olmast bu c¢alisma ile paralellik gostermektedir. Bu bolge ile ilgili
degisikliklerin klinige farkli yansimasi sadece genetik faktorlerin degil diger
faktorlerin de etkili oldugunu diistindiirmekte olup; aragtirmalarda farkli molekiiler
yontemlerle birlikte diger etkenlerin de incelenmesinin faydali olacagi

diisiincesindeyiz.
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Calismamizda 26 no’lu olguda 16pl11.2 delesyonu
saptanmistir. Delesyon oran1 %1,25 olup literatiir ile uyumlu  olarak

degerlendirilmistir.  Olgumuzda konusamama, YGB, hir¢in

davraniglar ve belirgin kulak loblar1 fenotipi mevcuttur. Bu yoniiyle
16p11.2 delesyonu saptanan olgularin tanimlanmis klinik verileriyle uyusmaktadir.
Olgumuzun ebeveyn analizi yapilmis olup, olgumuzda saptanan delesyonun de novo
oldugu tespit edilmistir. Calismamizin sonucunda 16p11.2 bolgesinin nispeten sik ve
oncelikli olarak bakilmasi gerekli olan bolgelerden oldugu kanaatine varilmstir.

Bremer ve ark. 2009°da MLPA yontemiyle 148 hastayr farkli genomik
bolgeler tizerindeki degisik aday genlerin KSD’leri agisindan incelemigler ve 2
olguda (%1,3) UBE3A ve GABRB3 genlerinin bulundugu 15q11.2-15q12
bolgesinde duplikasyon saptamislardir (179). Duplikasyon saptanan olgularin birinde
mindr dismorfik bulgular mevcutken diger olgunun muayenesi normal olarak
bildirilmistir. Ayn1 duplikasyona sahip olgularda farkli klinik bulgularin varligini bu
bolgedeki duplikasyonlarin fenotipe degisken olarak yansimasiyla agiklamislardir.
Bizim c¢alismamiz olgu sayisinin sinirli olmasi ve problarin farkli eksonlara 6zgii
dizayn1 nedeniyle bu degisiklikler acisindan bilgi verici olmamistir. 15¢911-13
bolgesindeki penetrans yoklugu ve ekspressivite farklilii gibi epigenetik faktorlerin
incelenebilmesi acisindan metilasyon spesifik calismalarin yapilmasinin 6nemli
oldugu diislincesindeyiz.

Cai ve ark. 2008’de toplam 279 otizmli olguyu MLPA yontemi ile
incelemisler; 2 olguda TUBGCP5, MKRN3, NDN ve GABRB3 genlerinde, 1 olguda
GABRB3 ve ATP10A genlerinde, 1 olguda da MKRN3 ve NDN genlerinde
duplikasyon saptamiglardir. 2 olguda konusma geriligi disinda herhangi bir klinik
bulgudan bahsedilmemisken; 1 olguda dolikosefali, asag1 doniik palpebral fissiirler,
one dogru ¢ikik gozler, geriye dogru agilanmis belirgin kulaklar, genis burun kokii
ile birlikte belirgin burun képriisii, uzun-dar yiiz goriiniimii, yliksek damak ve eklem
gevsekligi gibi bulgularin varligi tespit edilmistir. Daha Onceki ¢aligmalarda
belirtildigi gibi GABRB3’lin otizme yatkinlikta oynadigi roliin 6nemine tekrar
deginildigini bildirmislerdir (180). GABRB3, ATP10A, OCA2 ve APBA2 bizim de

bu ¢aligma ile ortak olarak degerlendirdigimiz genlerdir. Calismamizda bu genlere ait
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herhangi bir degisikligin saptanamamasinda prob bolgelerinin farkliligi ve sinirli
olgu sayis1 faktorlerinin etken oldugu kanaatindeyiz.

Ben-Shachar ve ark. 2009°da yaptiklar1 bir ¢alismada 8200 olguyu aCGH
yontemi ile degerlendirmisler 20 olguda 15913.3 bolgesinde delesyon saptadiklarini
bildirmislerdir. Olgularin kliniginde gelisme geriligi, zeka geriligi ve/veya sinirda
zeka boliimi, YGB, konusma geriligi, agresif davraniglar, DEHB ve diger davranis
anomalilerinden bahsedilmis ve 8’inin ebeveyn analizini yapilabildigi bildirilmistir.
Saptanan delesyonlardan sadece 1 tanesi de novo, 3’li anne ve 3’ii de baba kaynakli
olarak belirtilmis olup; her 3 anne de fenotip olarak normalken babalardan 2’sinde
o0grenme zorlugu ve bipolar bozukluk saptanmistir. Ebeveyn analizi yapilamayan 1
olgunun kardesinde de fenotipik bulgularin varligiyla birlikte delesyon saptanmasini
delesyonun kalitsal oldugu yoniinde degerlendirmislerdir (73). Delesyon saptanan
annelerin normal fenotipe, babalardan 2’sinin ise 6grenme zorlugu ve bipolar
bozukluga sahip olmasi kalitimda anne-baba farkinin 6nemini disiindiirmektedir.
Cook ve ark. 15g11-13 bolgesinin maternal duplikasyonunun otizme yatkinlik
olusturan bir durum oldugunu, paternal duplikasyonunun etkisinin ise ¢ok az
oldugunu belirtmiglerdir (181). Maternal 15q kalitminin ndrogelisimsel
bozukluklarla yakindan iligkili oldugunu Repetto ve ark. (182) ve Roberts ve ark.
(183) da yaptiklar1 ¢alismalar ile desteklemislerdir. Ayni sekilde Christian ve ark.
2008°de yaptiklart bir calismada baba kaynakli duplikasyonlarin fenotipe etkisinin
kesin olmadigini belirtmektedir (184).

Christofolini ve ark. (185) 2012°de yaptiklart ¢alismada bir olguda SNP array
ile UBE3A ve GABRB3 genlerini igeren 15011.2-q13.2 bolgesinde triplikasyon,
CHRNA7 genini igeren 15013.2-15q13.3 bolgesinde duplikasyon saptamislardir.
Ebeveyn array analizlerinin normal olarak sonuglandigi ve boylece olgudaki genetik
degisikligin de novo oldugu bildirilmistir. Tanisinin DSM-IV kriterlerine gore
otizmle uyumlu oldugu belirtilen olgunun klinik 6zellikleri yukar1 doniik palpebral
fissiirle birlikte mindr dismorfik 6zellikler, yliksek damak, hafif sasilik ve 6ne doniik
burun delikleri, tekrarlayici el ve bas hareketleri, g6z temasindan kaginma ve
entellektiiel yetersizlik olarak ifade edilmisti. GABA(A) reseptor geni alt
birimlerindeki KSD’lerin farkli ¢alismalarda (186, 187) epilepsi, otizm ve diger
noropsikiyatrik ~ bozukluklarla  iligskilendirildigini  ancak  henliz =~ GABA
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reseptorlerindeki artmis ekspresyonun higbir c¢alismada direk olarak otizmle
iliskilendirilemedigini bildirmislerdir. Scoles ve ark.’nin (188) yaptigi ¢alismada
maternal ekprese olan UBE3A geninde saptanan asir1  ekspresyonun 15q
duplikasyonundaki otistik bulgularin birincil sorumlusu olduguna atifta bulunarak bu
calismada saptanan ayni genin triplikasyonunun otizm gelisiminde 6nemli oldugu
yorumunu bulunmuslardir. Rutin  kromozom analizi ¢alismalarinda kolayca
saptanamayan, otistik olgularda sik gézlenen 15q proksimal bolge duplikasyonlarinin
tespiti i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasinin gerekliligini vurgulamiglardir. 15.
kromozom ile ilgili yapilacak yeni c¢aligmalarin otizm konusunda daha aydinlatici
veriler saglayabileceginden bahsetmislerdir.

Pagnamenta ve ark. (91) 3 olgu ile 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada SNP
array yontemiyle otizmdeki genomik degisimleri arastirmiglar ve 15q13.3 bolgesinde
delesyon saptamiglardir. Olgularda konusma geriligi, otistik bulgular, dismorfik
bulgularin olmamasi1 ortak olarak mevcutken; hiperaktivite, disdiadokokinezi,
hipotoni, obsesif davranislar, denge bozuklugu, farkli zeka boliimii degerlerinin (72,
77, 96) olmasi gibi degisken Klinik bulgulardan bahsedilmistir. Bu Klinik
yansimalarin degiskenligine g¢evresel faktorlerin ve diizenleyici genlerin neden
olabilecegi diisiincesini 6ne siirmiiglerdir. Sharp ve ark.’nin (72) farelerde yaptiklari
calismada bu bolgede lokalize, bir sinaptik iyon kanali proteinini kodlayan CHRNA7
genindeki delesyonun epilepsi ve anormal elekroensefalografi (EEG) bulgularina
neden olduguna dikkat ¢ekerek bu delesyonun yakin genlerde asirt ekspresyona yol
actigimi, 15q11-13 duplikasyonuda altta yatan molekiiler sebebin de bu durum
olabilecegini belirtmislerdir. Nadir bir mikrodelesyon olmasina ragmen daha ileri
caligmalarin gerekliligini ifade etmislerdir.

Caligmamiza dahil olan 80 olguda 15. kromozoma ait genomik degisiklik
saptanamamustir. Uniparental dizomi (UPD)’nin ve genomik imprinting gibi
epigenetik degisikliklerin 6nemi bir kez daha bu calisma ile vurgulanmistir. Baz
dizisinde degisiklik olmayan olgularda MLPA analizi ile genetik degisiklik
saptanamamig olabilir ancak epigenetik (Or: metilasyon spesifik) ¢aligmalarin bu
olgularin tespitinde yararl olacagi diisiincesindeyiz. Diizenleyici genler ve ¢evrenin

de otizme katkis1 unutulmamalidir.
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Moessner ve ark. (189) 2007°de yaptiklari ¢alismada 400 YGB’li olgudan
sOzel olmayan iletisim ve sosyal etkilesimde gerilikle birlikte tekrarlayan davranislari
olan 3’iinde dizileme ve mikroarray CGH yontemini kullanarak SHANK3 geninde
degisik biiylkliiklerde mutasyonlar saptamiglardir. Diisiik bas cevresi degeri ve
hipertelorizm bulgulart olan olgunun mutasyonu de novo olarak belirtilmistir.
Obezite, diisiik frontal sa¢ ¢izgisiyle birlikte hafif dismorfizm, yar1 damak ve bifid
uvula ile klinigi tanimlanan olgunun delesyonu, normal fenotipe sahip ve dengeli
der(14) t(14;22)(q32.33;q13.31) translokasyonu tasiyicisi olan baba kaynakli olarak
belirtilmistir. YGB disinda herhangi bir bulgudan bahsedilmeyen ve erkek olan 3.
olgunun annesinde ve kiz kardesinde de ayni delesyon saptanmuis; kiz kardesinde
birka¢ kelimeyle konusma ve sinir krizleri seklinde fenotipik degisiklikler
gozlemlenirken annesinde fenotipe yansima gozlemlenmemesi dikkat ¢ekici olup bu
durum gonadal mozaisizm ile agiklanmistir. Ayrica SHANK3 geninin dil-konusma
gelisiminde ve/veya sosyal iletisimde kritik bir Oneme sahip oldugunu ifade
etmislerdir.

Durand ve ark. (86) 2007°de 227 olguyu DNA dizi analizi ve FISH yontemi ile
degerlendirmisler; otizm ve konusma geriligi bulgularina sahip 3 ailede degisik
nitelik ve biiyiikliikte mutasyonlar (de novo intron 8 delesyonu, ekson 21 ‘de
insersiyon ve babanin tasiyict oldugu t(14;22)(p11.2;q13.33 translokasyonu)
saptamuglardir. Intron 8 delesyonlu olgunun klinik 6zellikleri konusma yoklugu ve
orta derecede zeka geriligi olarak belirtilmistir. Insersiyon saptanan olgunun
kardesinde de benzer mutasyon saptanmis olup klinik olarak her ikisinde de ciddi
derecede konusma ve zeka geriligi oldugu ifade edilmistir. Babadan yapilan periferik
kan analizi, anneden yapilan periferik kan ve bukkal smear analizleri normal olarak
sonucglanmistir. Bu durumun annedeki germinal mozaiklik ile agiklanabilecegini
belirtmislerdir. Bu insersiyon bolgesine ait problar bizim ¢alisgmamizda mevcut
olmadigindan caligmamiz bu bolge agisinda bilgi verici olmamistir. Dengesiz
translokasyonlu, otizm ve ciddi derecede konusma geriligine sahip olgu FISH ve
kantitatif PCR yontemleri ile degerlendirilmis ve subtelomerik delesyon
gosterilmistir. Klinik ve molekiiler veriler 1s1§inda SHANKS3 geninin otizmde en
giclii aday gen oldugunu, otizmdeki ciddi biligsel yetersizlik ve dil-konusma

geriliginin SHANKS3 geni dozaj1 ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.
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Dhar ve ark. (190) 2010°da gelisme ve konusma geriligi olan, farkli dismorfik
Ozelliklere sahip, daha once farkli yontemlerle 22q13.3 delesyonu saptanmis 13
olguyu aCGH ve FISH yontemleri ile incelemisler; 12 olguda aCGH ile ve 1 olguda
FISH ile 22q13.3 bolgesinde farkli boyutlarda delesyonlar saptamiglardir. Sonuglari
genotip-fenotip ilskisi ¢ercevesinde degerlendirerek SHANK3’e yakin bdlgelerdeki
heniliz tanimlanmamig genlerin, SHANK3 i¢indeki diizenleyici bolge dizilerindeki
degisikliklerin, bagli olmayan genlerin ekspressivite farkliliklarinin Gnemine
deginmislerdir.

Caligmamiza dahil edilen 80 olgunun DNA oOrneklerinde gergeklestirilen
analizler sonucunda higbir hastada 22q13.33 bolgesinde bulunan SHANK3 geninde
KSD saptanmamistir. Bildigimiz kadariyla ¢alismamiz incelenen bolgeler agisindan
Tiirk toplumunda bir ilktir. Cevresel faktorler ve diizenleyici genlerin rolii de goz
oniinde bulundurularak olgu sayisinin artirilmasinin - ve farkli  tekniklerin
kulanilmasmin genomik degisikliklerin tespitinde yol gosterici olabilecegi
diisiincesindeyiz.

MLPA; PCR esasina dayali, kolay uygulanabilen, tek bir primer ¢ifti ile tek
tiipte 50’ye yakin probun ayni anda ¢ogaltilabilmesine olanak veren ve birden fazla
gen bolgesinin incelenebilmesini saglayan maliyet-etkin bir yontemdir. Daha kii¢iik
dizileri analiz edebilmesi, ayn1 anda ¢oklu bolgeleri analize olanak tanimasi FISH
teknigine gore Onemli Ustlinliik saglar. Bir termal cycler ve elektroforez cihazi
MLPA tekniginin yapilabilmesi igin yeterlidir. Ornek sayisia bagl olarak sonuglar
yaklasik 24 saatte elde edilebilmektedir. Literatirde MLPA ile yapilan ¢aligmalarin
azlig1 yontemle ilgili giivenilirlik ve karsilasilabilecek sorunlarin ¢éziimii agisindan

bir kisithilik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda YGB tanis1 alan 80 olguda; YGB’de aday genleri iceren
bolgeler olarak tanimlanan 15q11-13 (15q11°de lokalize UBE3A, 15q12’de lokalize
GABRB3 ve CHRNA7’yi igeren 15913 mikrodelesyon bolgesi) bolgesi, 16pll
mikrodelesyon bolgesi ve 22q13°te bulunan SHANK3 geni mutasyonlarinin MLPA
yontemi ile incelenmesi amaglanmastir.

Calismamizin sonunda asagidaki sonuglara ulasilmistir:

1. YGB tanili olgularda 16p11.2 delesyonu %1,25 siklikta saptanmustir.

2. Olgu gurubumuzdaki genetik degisiklik literatiir ile uyumlu olarak bulunmustur.

3. Otizmde en sik saptanan kromozom anomalisi %1-3 ile anne kaynakli Prader
Willi/Angelman Sendromu kritik bolgesinin (15g11-q13) duplikasyonu iken Tiirk
hastalarda bu bélgede mutasyon saptanamamasi anlamlidir.

4. MLPA yontemi uygulamasi kolay, cok sayida 6rnegin ayni1 anda caligilabildigi bir
yontemdir.

5. Calismamiz bilindigi kadariyla tilkemizde bir ilktir. Boylelikle iilkemize ait otizm
etyolojisi veri tabanma katkida bulunularak bu konuda yapilacak farkli ¢aligmalara
referans olunabilecektir.

6. Genetik degisiklik saptanamayan gen bolgelerine ait problar ilerleyen
donemlerdeki ¢alismalardan elde edilecek verilere gore tilkemize 6zgii olarak dizayn
edilebilecektir.

7. Otistik bireylere ve ailelerine genetik danigsmanlik verilerek biling diizeyinin

artirilmasina katkida bulunulabilecektir.
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