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OZET

NON-SENDROMIK (PRIMER) OTiZM HASTALARINDA CGH-ARRAY CALISMASI

Otistik spektrum bozuklugu, 6nemli genetik etyolojisi olan ndrogelisimsel bir
bozukluktur. Otizmli hastalarin  %5-10 da sitogenetik anomaliler saptanmistir.
Kromozomal anomaliler, bir geni bozarak ya da genom disinda, mutasyon i¢in uygun
genetik kosulu saglayarak otizme neden olabilirler. Otizm ile ilgili tek bir biyolojik veya
klinik bulgu olmadigi gibi ortaya ¢ikmasinda da tek bir gen sorumlu degildir;
patogenezinde onbesten fazla tanimlanmis gen rol oynamaktadir.

Array CGH teknolojisi insanda genetik bozukluklara neden olan DNA kopya sayisi
degisikliklerinin analizi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu teknolojiyle bir hastanin
bilinyesine bulunan tiim genomu birkag¢ saat i¢inde tek bir deney ile taramak miimkiindiir.
Yaptigimiz calismada primer otizmli hastalar1 yeni bir teknoloji olan array CGH yontemi
ile degerlendirdik. Bu sayede, s6z konusu hastaligi molekiiler sitogenetik diizeyinde var
olan en duyarli yaklagimla taramayr amagladik. Daha Once bagska ekiplerce otistik
hastalarda izlenmis bir bolge olan (16p13.11,8p23.1) calismamizda da izlenmistir. Ayrica
, gozlemlerimiz, oniki hastada 16pl11.2, on hastada 1921, sekiz hastada 2q21.1, yedi
hastada 2p21, dort hastada 10q11.22 bolgelerinin delesyona ugradigini isaret etmektedir ve
bu bulgular literatiire sunmak istedigimiz ilk verilerdendir. Tiim bu veriler 15181nda,
16p13.11 bolgesi ve ilgili genlerinin bizim hasta grubumuzda da otizme yatkinlig1 temsil
ettigini soyleyebiliriz. Calismamizda ayrica izlenen 8p23.1 ve 16pl11.2 bolgelerine ait
genler de olast baska yatkinlik bolgeleri olarak isaret edilebilir. Calismamiz otistik
hastalarda yapilan ilk tam genom array CGH analizlerinden biridir ve daha genis gruplara
yayilmasi hastaligin olus ve tedavi mekanizmlarinda verecegi ipuglart agisindan 6nemlidir.

Verilerin verifikasyonu ve ayni bolgeye ait, gen anlatim ve proteomiks ¢aligsmalari

hastaligin patogenez mekanizmasi ve tedavi stratejileri agisindan 6nemli ipuglart saglayabilir.

Anahtar kelimeler: nonsendromik (primer) otizm, CGH-array
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SUMMARY

CGH-ARRAY STUDY IN NON-SYNDROMIC (PRIMARY) AUTISM PATIENTS

Autism spectrum disorders are a group of neurodevelopmental disorders with a strong
genetic etiology. Cytogenetic abnormalities have been detected in 5-10% of the patients
with autism.Chromosomal abnormalities may cause autism by disrupting a gene or by
providing a permissive genetic environment for mutations elsewhere in the genom. As
there is no specific biological or clinical finding for autism, also there is no specific gene
responsible for it. Over than 15 genes plays role in the etiology of the autism.

Technology of array CGH is a method which analysis DNA copy number variations
that cause genetic deformities in human. By this method its possible to scan whole genom
in one experiment in a few hours. In our clinic we evaluate primary autism patients by
using array CGH. In this way, we aimed to scan these diseases by the most sensitive
molecular cytogenetic approach. Autistic patients previously monitored by other teams,
some defined regions (16p13.11, 8p23.1) was also seen in our study. In addition, our
observations pointed out in twelve patients 16p11.2 deletion,in ten patients 121 deletion,
in eight patients 2q21.1 deletion, in seven patients 2p21 deletion, four patients 10q11.22
deletion regions, and these findings are the first data that we offer to the literature. In light
of all this data, we can say that 16p13.11 region and related genes also represents a
predisposition to autism in our group of patients. Our study is one of the first whole
genome array CGH analysis study in patients with autism, and in wider group studies of
the disease, it will give important tips about treatment and mechanisims of the disease.
Analysis of gene expression in patients with the same data support to analyse molecular
pathogenesis of the disease will lead to significant gains achieved.

Verification of data belonging to the same region, gene expression and proteomics
studies of mechanisms of disease pathogenesis and treatment strategies may provide

important clues.

Keywords: non-syndromic (primer) autism, array-CGH
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1. GIRIS

Otizm, erken ¢ocukluk déneminde baglayan, yas ilerledik¢e klinik bulgularda degsiklikler
olabilen, yasam boyu devam eden, biligsel ve davranigsal bozukluklarla iliskili komplike
bir norogelisimsel bozukluktur (Filipek,2000). Temel o6zellikleri sosyal iliskide sorunlar,
s0zlli ve sozsiiz iletisim bozukluklari, yineleyen davranis kaliplar1 ve kisith ilgi alanidir.
Otizmin etyolojisi bilinmemekle birlikte, cevresel faktorler ile tetiklenebilen bir genetik
yatkinligin bulundugu diisiilmektedir (Kiah Bertoglio et al 2009). Otizm ile ilgili tek bir
biyolojik veya klinik bulgu olmadigi gibi ortaya c¢ikmasinda da tek bir gen sorumlu
olmadig1 diisiiniilmektedir; bu gilin icin en az onbes genin patogenezle iliskili oldugu

distintilmiistiir.

Otizm taramasinda kullanilan testlerden higbiri ideal degildir ve onsekiz ayin tistiindeki
cocuklarda uygulanabilmektedir. Testler bu donemde sosyal gelisim agisindan kritik 6nemi
olan ortak dikkat, hayali oyun ve sosyal oryantasyonun sorgulanmasi iizerine
yapilandirilmistir (Johnson, 2008). Onsekiz ayin altindaki ¢gocuklarda da kullanilabilecek
otizme 6zgiil tarama testlerinin gelistirilmesine ¢aligilmaktadir. Ozgiil tarama testleriyle
otizmden siiphelenildiginde daha ileri gelisimsel degerlendirme ve bilissel testlerin

yapilmas1 gerekir (Prater, 2002).

Kromozomlarin incelenme tekniklerinin gelistirilmesi ile otistik ¢ocuklarin bir kisminda
mikrodelesyon ve duplikasyon olarak bilinen kromozomlardaki yapisal bozukluklara
rastlanmustir. Zeka geriligi ile seyreden bu bozukluklara paralel olarak otistik bulgularin da
arttig1 gosterilmistir. Otizmde rol oynayan genetik faktorler izerinde yapilan ¢alismalar,
insan genomundaki hemen hemen biitiin kromozomlarin rol oynadigini ileri stirmekle
birlikte en fazla 7q,2q ve 15q kromozomlar1 6ne ¢ikmaktadir (Santagnelo,2005).

Otizm ile ilgili tek bir beyin bolgesi yada patofizyolojik mekanizma da
bilidirilmemistir.Postmortem bulgular,hayvan modelleri ve noérogoriintiileme ¢aligmalari
serebellum,frontal korteks,hipokampus,ve 6zellikle amigdala {izerinde yogunlagmistir.

Serebello-talamo-kortikal yolak da otizm de rol oynayabilir. Otizmin arastirilmasinda, gen



ekspresyonunun anormal regiilasyonunun arastirilmasi, proteomiks, ve postmortem beyin

analizleri gibi yeni tekniklerin kullanilmasi da 6nerilmektedir.

Deneylerimizde kullanilan ‘array CGH’ yontemi, mikrodizilim slaytlar1 kullanilarak,
kromozomal DNA’da meydana gelen degisikliklerin saptanmasi esasina dayanir. Bu
yontem; tim kromozomdan, tek bir bantin ince bir parcasindaki artigtan veya azalmadan
kaynaklanan genetik dengesizligi aym1 anda bir¢cok lokusu inceleyerek belirleyen bir
yontemdir. Array CGH yontemi, klasik karsilagtirmali genomik melezlestirme yonteminin
(CGH) avantajlar ile, ileri bir teknoloji olan mikroarray’in birlestirilmesi ile ortaya ¢ikmis
bir yontemdir. Array CGH tiim genom boyunca DNA dizisindeki kopya say1s1 degisimleri
incelenir. Bu teknik, kazanim (duplikasyon, insersiyon veya amplifikasyon) veya net kayip
(materyalde delesyon) gibi kromozom anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar.
Birden fazla genomun birbirleri ile karsilastirilabilmelerine olanak saglamasi, az
miktarlarda DNA 0Orneginin yeterli olmasi, metafaz plagi gerekli olmamasi, yliksek
kararlilk ve verim saglamasi, DNA {izerindeki tek baz degisikliklerinin bile
saptanabilmesi bu yoOntemin sagladigi avantajlar1 arasindadir (Bruder et al 2001;
Oostlander et al 2004; Vissers et al 2003)

Sozkonusu ¢alismamiz, bir insan tiim genom tarama calismastydi. Calismamiz hastalardan
aliman kan oOrneklerinden izole edilen DNA materyali iizerinde gerceklestirildi. Bu ve
benzeri ¢alismalar sonucunda yeni tani ve tedavi belirteglerine ulasilmasi olasidir. Bu
olasilik nedeniyle tam genom analizlerinin gilincel bilim ag¢isindan egsiz bir dnemi

bulunmaktadir.



2 GENEL BIiLGILER
2.1 OTiZM

2.1.1 Otizmin Tanim

Otizm, erken ¢ocukluk doneminde baslayan, yas ilerledikge klinik bulgularinda
degisiklikler olabilen, yasam boyu devam eden, bilissel ve davranigsal bozukluklarla
iligkili kronik bir sorundur (Filipek et al.2000). Temel 6zellikleri sosyal iligkide sorunlar,
s0zlii ve sozsiiz iletisim bozukluklari, yineleyen davranis kaliplar ve kisith ilgi alanidir
(Filipek 2000, American Psychiatric Association, 1994; WHO International statistical
classification of diseases and related health problems, 1992).

‘Otizm’ sdzciigii ilk olarak, Isvecli Psikiyatrist Eugene Bleuler tarafindan, 1912
yilinda ‘The American Journal of Insanity’ (Amerikan Ruhsal Hastaliklar Dergisi) adli
yayinda kullanilmistir. 1943 yilinda Amerikali ¢ocuk psikiyatristi Leo Kanner otizmi
‘Erken Cocukluk Otizmi’ olarak adlandirmistir (Prater 2002). Kanner’dan bagimsiz olarak
Asperger de, 1944°te otizmi, yaklasik 10.000 ¢cocuktan doérdiinde dogumda ya da
dogumdan sonraki ilk otuz ayda goriilen, davranisla ilgili bir sendrom olarak tanimlamistir
(Darica ve ark. 1992). 1961 yilinda, Dr. Mildred Creak baskanliginda gelistirilen ‘Dokuz
Nokta’ teshis Olciitiine gore otistik cocugun, kendi kisisel kimliginin farkinda olmamasi,
belli nesnelere bagimlilik gelistirmesi, nesneleri amacina yonelik kullanamamasi, iginde
bulundugu ortamdaki degisikliklere kars1 tepki gdstermesi, mevcut normal ya da 6zel
zihinsel yeteneklere sahip olmanin yanisira gézlenen genel bir gerilik olmas1 gibi
ozelliklere bagl olarak tanimlanmaktadir. Bu 6zellikler daha sonra O’Gorman (1967)
tarafindan tekrar gelistirilmistir (Darica ve ark. 1992).

Rutter ve arkadaslar otistik cocuklar ile ilgili tiim gortisleri 4 ana baslik altinda
toplamislardir. Buna gore:

1. Otizmin belirtilerinin ortaya ¢ikma siklig1 genellikle 30 aydan 6nce goriliir.

2. Otistik gocuklarin konusma ve dil gelisiminde belirgin bir gecikme s6z konusudur.
3. Zihinsel gelisimle (6rnegin, matematik, resim, muzik, ezber konularinda beceri gibi)
ilgisi olmayan, ancak sosyal gelisimle ilgili (6rnegin, sarilma - kucaklama gibi fiziksel
temasi reddetmek, insanlara karsi genel bir ilgisizlik ve géz kontagi kuramama gibi)
yetersizlikler oldugu goriilmektedir.

4. Kaliplasmis oyun becerileri gdzlenmekle birlikte ayniligi korumada 1srar etme ve



degisiklige kars1 tepki gosterme de belli baglt davranislar arasinda yer almaktadir (Darica
ve ark. 1992).

2.1.2 Smiflandirma

Otizm, yaygin gelisimsel bozukluk (otistik spektrum bozuklugu, otistik yelpaze)
ana bagligi altinda incelenir. DSM-IV’te otistik bozukluk, ICD-10"da ¢ocukluk ¢agi otizmi
olarak adlandirilmistir (Butter et al 2003). Klasik otizm terimi de kullanilabilmektedir.
Yaygin gelisimsel bozukluk siniflamasinda yer alan diger hastaliklar Asperger sendromu,
cocukluk ¢ag1 “disintegratif” bozuklugu, Rett sendromu ve siiflandirilamayan yaygin

gelisimsel bozukluk (“PDD-NOS”) grubudur

Asperger sendromu bilesenleri
-dil gelisimi ve biligsel fonksiyonlar klasik otizme gore daha iyi- “konusan
otistikler”
-dilin anlamsal (“semantik’) ve pratik (“pragmatik”) kullaniminda sorunlar
-genellikle cocukluk déneminde yanlis tanilar konur, eriskin dénemde

“tuhaf’-“degisik” kisiler olarak taninirlar

Cocukluk ¢ag “disintegratif” bozuklugu bilesenleri
-normal sosyal, dil ve bilissel gelisimi takiben, 2-10 yaslar arasinda asagidaki
alanlardan en az 2 tanesinde gerileme;
- dil
- sosyal iletisim
- bagirsak veya mesane kontrolii

- oyun veya diger motor beceriler

Rett sendromu bilesenleri
-X’e bagli genetik bozukluk — “MECP2 gen mutasyonu”
-postnatal beyin biiylimesinde etkilenme
-agir mental ve motor gerileme; konviilziyon
-“el yikama” benzeri yineleyen hareketler; amagcli el kullaniminin kayb1
-erken donemde sosyal iligki kaybi, ge¢c donemde sosyal iletisimde goreceli

diizelme



Smiflandirilamayan yaygin gelisimsel bozukluk (“PDD-NOS”) bilesenleri
-diger yaygin gelisimsel bozukluk alt tiplerinin tani dl¢iitlerini tam doldurmayan
¢ocuklar i¢in kullanilan bir tani
-sosyal, iletisimsel ve davranigsal bozukluklar otizme benzer, ancak daha hafif

(“otistik bozukluk ile Asperger sendromu arasinda”)

2.1.3 Epidemiyoloji

Otizmin toplumda goriilme sikliginin 5/10.000 ile 20/10.000 arasinda oldugunu
bildiren yayinlar olmakla birlikte, 1989 yilindan sonra yapilan 11 ¢alismay1 kapsayan bir
meta-analizde insidans 7/10.000 olarak bulunmustur (Boyle et al 1994; Prater 2002;
Tuchman 2003). Giiniimiizde, otizm siklig1 yaklasik 1-2/1.000, otistik spektrum bozuklugu
siklig1 yaklagik 4-6/1.000 olarak tahmin edilmektedir. Erkek/kiz orani zeka boliimiine gore
degismektedir, mental geriligi agir olanlarda oran 2:1 iken, hafif-orta olanlarda bu oran

4:1’e kadar artmaktadir (Prater, 2002).

2.1.4 Etyoloji

Otizmin etyolojisi bilinmemekle birlikte, ¢evresel faktorler ile tetiklenebilen bir
genetik yatkinligin bulundugu diisilmektedir (Kiah Bertoglio et al 2009). Otizmin genetik
etyolojisinin kompleks ve ¢okgenli oldugu kabul edilmesine ragmen, rol oynayan genlerin
ozelligi ve sayisi bilinmemektedir. Rutin sitogenetik analizler ve tiim genom taramalari,
hemen hemen biitiin kromozomlar1 iceren birgok aday gen bolgesinin varligini
gostermektedir.

Otistik ¢cocuklarin %70-90’1nda 6zgiil bir neden belirlenemez (birincil), %10-
30’unda ise altta yatan bir neden gosterilebilir (ikincil) (Cizelge 1). Otistik ¢ocuklarin
%0,4-3"1i tiiberoz sklerozludur. Tiiberoz skleroz ve mental gerilik birlikteliginde %17-60,
frajil-X sendromunda %3-25, Moebious sendromunda %25, 15. kromozom uzun kolunda
bozukluk varliginda >%1, dogumsal metabolizma hastaliklarinda <%35 siklikla otizm eslik
eder.

Enfeksiyonlar, dogumsal metabolik hastaliklar, immiinolojik sorunlar, kursun
zehirlenmesi, fetal alkol sendromu gibi sorunlarin otizm gelisimine katkida bulunabilecegi

diistiniilmektedir. Asilarin, 6zellikle kizamik-kizamikgik-kabakulak asisinin, otizme neden



olabilecegi tartisilmustir, ancak Ingiltere ve ABD’de yapilan ¢alismalar bu iligkinin
varligini1 gosterememistir.

Genetik incelemede “array” CGH (“comparative genomic hybridization™) tekniklerinin
gelistirilmesi ile otistik ¢ocuklarin bir kisminda kromozomlardaki yapisal bozukluklara
bagli olarak ortaya ¢ikan mikrodelesyon ve duplikasyon sendromlar1 tanimlanmaya
baslanmistir. Mental gerilikle seyreden 15q13.3; 15q24; 2p15-16.1; 20q13.13-q13.2
mikrodelesyon sendromlarinda ek olarak otistik bulgularin da siklikla eslik ettigi
gosterilmistir (Slavotinek, 2008). Yakin gelecekte otizmle iliskili yeni

mikrodelesyon/duplikasyon sendromlariin tanimlanmasi olas1 goziikkmektedir.

Cizelge 2.1 Ikincil otizm etyolojisinde yer alan hastaliklar.

Norokiitan hastaliklar

-tiiberoz skleroz -hipomelanozis Ito
-norofibromatozis

Metabolik hastahklar

-fenilketontiri -hiperglisinemi

-organik asidiiriler -histidinemi

-mitokondriyal hastaliklar -piirin metabolizmasi bozuklugu
-kolesterol biyosentez bozukluklar -piridoksin bagimlilig1

-karbonhidrati eksik glikoprotein sendromlar1 (CDG)

Edinsel beyin lezyonu

-hipoksik iskemik ensefalopati -HSV ensefaliti

-konjenital Rubella sendromu

Epileptik sendromlar

-West sendromu -Lennox-Gastaut sendromu
Genetik hastalhiklar

-tiiberoz skleroz -nodrofibromatozis tip 1
-frajil-X sendromu -Joubert sendromu
-Moebious sendromu -Aarskog sendromu
-Tourette sendromu -Smith-Lemli-Opitz sendromu
-Williams sendromu -hipomelanozis Ito
-Angelman sendromu -mikrodelesyon sendromlari




2.1.5 Otizm ve Genetik iliskisi :

Otizm, genetik ve ¢evresel etkilerin bir araya gelmesi ile ortaya cikar. ikizler iizerinde
yapilan c¢alismalar ve kardeslerde yineleme riskinin yiiksek olmasi nedeniyle, otizmin
genetik kokeni oldugu kabul edilmektedir. Yapilan aile ve ikiz ¢aligmalari otizmin %90
oraninda katilsal komponentinin oldugunu gostermistir(Zhao et al. 2007). Beyindeki
baglantilar1 saglamada rol oynayan genlerdeki mutasyonlarin, cocugun otizm olma
thtimalini artirdig1 diistiniilmektedir. Frajil-X sendromu, Down sendromu ve tiiberoz
skleroz gibi genetik kokenli hastaliklarda otizm siklig: yiiksektir (Baron-Cohen ve ark.
2000). Kalitimsal etkilerin toplumda goriilme oran1 %0.2-0.3 tiir. Otistik bir cocugun
kardesinin de otistik olma oranm1 %3-7’dir, yani risk 50-100 kat artmaktadir (Bennetto,
2001). Risk tek yumurta ikizlerinde %060, ¢ift yumurta ikizlerinde %9 olarak bildirilmistir
Duplikasyon, delesyon, translokasyon inversiyon ve ring kromozom gibi sitogenetik
bozukluklara otizm hastalarinin % 5-10’unda rastlanmistir (Vortsman et al. 2006)

Otizm ile ilgili tek bir biyolojik veya klinik bulgu olmadig: gibi ortaya ¢ikmasinda da
tek bir genin sorumlu olmadigi diistiniilmektedir; bu giin i¢in en az onbes genin
patogenezle iligkili oldugu diislinlilmiistiir. Otizmin patogenezinde genetik faktorler
predominant etkilidirler.Bir¢ok gen arasindaki etkilesme “idiyopatik™ otizme neden olur
fakat epigenetik faktorler ve ¢evresel etkenlere maruz kalma otizm ile iliskili degisik
durumlarda rol oynar.Genetik polimorfizm ve fenotipik heterojenite, otizmi incelenmesi
komplike bir bozukluk haline getirir. Otizmde rol oynayan siipheli genlerin saptanmasinda,
bir¢ok hastalig1 bulunan ¢ocuklarin aileleri iizerindeki genetik aragtirmalar ve
biyokimyasal mekanizma ¢aligmalar1 yol gdsterici olmaktadir (Bayou et al, 2008).
Otizmde rol oynayan genetik faktorler iizerinde yapilan ¢alismalar, insan genomundaki
hemen hemen biitiin kromozomlarin rol oynadigini ileri stirmekle birlikte en fazla 7q,2q ve
159 kromozomlar1 6ne ¢ikmaktadir (Santagnelo,2005).Otizm ile ilgili tek bir beyin bolgesi
yada patofizyolojik mekanizma da bilidirilmemistir.Postmortem bulgular,hayvan modelleri
ve norogodriintiilleme caligmalar: serebellum,frontal korteks,hipokampus,ve 6zellikle
amigdala iizerinde yogunlagmstir. Serebello-talamo-kortikal yolak da otizm de rol
oynayabilir. Otizmli baz1 hastalarda biitlin beyin bolgelerinde biiyiime goriilebilir.
Gilinlimiizde otizmde goriilen sosyal veya pragmatik dil eksikligini diizelten bir ilag
bulunmamaktadir. Otizmin aragtirilmasinda, gen ekspresyonunun anormal regiilasyonunun
aragtirtlmasi, proteomiks, ve postmortem beyin analizleri gibi yeni tekniklerin

kullanilmasi onerilmektedir.



2.1.6 Noroanotami ve Goriintiilleme Calismalari

Noroanatomik-noropatolojik ¢alismalarda limbik sistemde ve serebellar baglantilarda
degisiklikler gosterilmistir. Limbik sistem hiicrelerinin (hipokampus, amigdala, mamiller
cisim, 6n singulat girus) boyutlarinda kii¢iilme, birim voliim basina diisen hiicre sayisinda
artis, serebellumda Purkinje hiicrelerinde azalma saptanmistir (Tuchman, 2003). Bu
patolojiler gebeligin erken donemlerinde gelisimsel bozukluk siiphesini artirmistir. Bazi
caligmalarda beyinsap1 ve korteks anomalileri de gosterilmis olmakla birlikte, otizmde tek
bir hiicre patolojisinden ¢ok, beyindeki baglantilarin (“minikolumnar organizasyon”) ve
bilgi isleme siireclerinin rolii iizerinde durulmaktadir (Tuchman, 2003).

Kraniyal MR calismalarinda arka ¢ukur yapilariyla ilgili anomaliler (6zellikle, serebellar
vermal lobiil VI ve VII’de ve beyinsapinda hipoplazi) gosterilmistir (Courhesne et al
1988). Morfometrik ¢alismalarda, otistik erkek ¢ocuklarinda beyin dokusunda ve yan
ventrikiillerde hacim artis1 saptandigi bildirilmesine karsin, bazi ¢alismalarda beyin dokusu
hacmi normal bulunmus, ancak amigdala ve hipokampus hacminde beyin dokusuna gore

goreceli azalma bildirilmistir (Tuchman, 2003).

2.1.7 Epilepsi ve Elektroensefalografi (EEG)

Otizmde epilepsi birlikteligi siktir. Biligsel ve motor islevlerde gerilik varliginda ya da
dilde gerileme gelisen cocuklarda epilepsi siklig1 artar (Tuchman, 2003). Landau-Kleftner
sendromunda dilde gerileme ve davranis bozukluklarina epileptik aktivite eslik etmesine
karsin, epileptik nobetlerle otizm arasindaki neden-sonug iliskisi tartigmalidir.
Amigdalanin otizmdeki rolii iizerinde yogunlagilmasi (yiiz tanimanin gelisiminde
amigdalanin 6neminin anlagilmasi, vb.), ayn1 zamanda yliksek epileptojenik yapisinin
bilinmesi, otizm-epilepsi birlikteligi acisindan ilging bir 6zellik olarak dikkati cekmektedir.
Otistik ¢ocuklarda klinik EEG ¢alismalarinda %13-83 oraninda EEG bozuklugu
saptanmistir (Tuchman et al 1997). Genis dagilimin eslik eden diger sorunlara, kullanilan
tan1 Olciitlerine, kayit metodlarina ve EEG yorum farkliliklarina bagl olabilecegi
diistiniilmektedir. Uzun siireli EEG ¢alismalariyla EEG bozuklugu saptama olasiligi rutin 1
saatlik incelemelere gore belirgin olarak artmaktadir. Gerileme dykiisii olan otistik

cocuklarda, klinik nobet olmamasina karsin, 23 saatlik video-EEG incelemesinde %46



oraninda EEG bozuklugu saptanmistir (Tuchman and Rapin 1997). Bu nedenle, en azindan

dilde gerileme Gykiisii olan otistik ¢ocuklarda uzun siireli EEG ¢aligmasi onerilmektedir.

2.2 Otizmde erken taninin onemi

ABD’de yapilan bir ¢aligmada her 4 ¢cocuktan birinin psiko-sosyal agidan sorunlar1 oldugu
gosterilmistir (Glascoe, 2000). Bu nedenle, Amerikan Pediatri Akademisi her saglam
cocuk muayenesinde pediatristlerin standart tarama yontemlerini kullanmalarini
onermektedir. Cogu pediatrist standart tarama yontemleri kullanmaktansa klinik bulgularla
karar verme egilimindedir, oysa ¢alismalarin sonuglarina gore klinik degerlendirmede
mental gerilik, 6grenme giicliikleri, dil gerilikleri ve diger gelisimsel bozukluklarin ancak
%30’dan az1 taninabilmektedir (Glascoe, 2000; Dworkin,1992).

Kiigiik bir ¢ocukta yiiriime ve konugma gibi major gelisim basamaklarinin beklenmesi
erken tanida gecikmeye neden olabilir. Ozellikle dil becerilerindeki gecikmelerin erken
taninmas1 onemlidir, ¢ilinkii isitme geriligi olan ¢ocuklarda erken tedavi sans1 yaratir, ayni
zamanda mental gerilik ve yaygin gelisimsel bozukluk gibi hastaliklarin erken tanisina
olanak saglar (Guralnick,1997).

Cocuklarda gelisim ¢evreden etkilendiginden sorunlara erken miidahele etmek énemlidir.
Erken miidahele yapilan ¢ocuklarda liseyi bitirme, is sahibi olma, bagimsiz yasayabilme
daha yiiksek, adolesan gebeliginden korunma ve sug isleme daha diisiik bulunmustur
(Glascoe, 2000).

Erken miidahele i¢in erken tarama sarttir. Rutin saglam c¢ocuk izleminin yapildig: birinci
basamak poliklinikleri 5 yasindan 6nce gelisimsel-davranigsal tarama i¢in en uygun
ortamdir (Committee on Children With Disabilities. Developmental surveillance and
screening of infants and young children. Pediatrics 2001). Anne-babanin dil, ince motor,
biligsel ve duygusal davranis gelisimi agisindan siipheleri gercek sorunlar agisindan yiiksek
oranda ongoriictidiir (Glascoe and Dworkin 1995). Buna dayanilarak birinci basamakta
kullanilan en etkin tarama testlerinde genellikle anne-babadan bilgi edinilir. Bu testler
bekleme odasinda uygulanabilir, evlere gonderilebilir, direkt veya telefon goriismesiyle
gerceklestirilebilir. Caligmalarin sonuglarina gore sorular iyi yapilandirilirsa, ailelerin
egitim durumu, sosyo-ekonomik 6zellikleri, yasadiklar1 bolge ne olursa olsun ¢ocuk
hakkinda yeterli bilgi edinilebilmektedir (Glascoe,2000).

Hastaligin pervaziv ve refrakter 6zellikleri ile psikolojik ve egitimsel tedavilerdeki yeni

gelismeler nedeniyle olgularin olabildigince erken taninmasi ve etkin tedavi merkezlerine



yonlendirilmeleri 6nemlidir. Davranigsal egitim stratejileri genel olarak tiim yaslarda etkili
olabilirse de, zorlu davranislarla savagsmak ve yeni beceriler kazandirmak erken yogun
davranigsal miidaheleye olabildigince erken baslamakla olasidir (Lovaas,1997). Bu durum
norogelisimsel faktorlere, 6zellikle de kiiciik yaslarda beyin plastisitesinin daha fazla
olusuna baglanabilir (McEachin,1993). Erken miidahelede ¢cocuk negatif ya da patolojik
davraniglar1 daha kisa bir stiredir yapmakta oldugundan, bu davraniglarin degistirilmesi
daha kolay olur. Ayn sekilde agresif davranislarin kontrol altina alinmasi, azaltilmasi ve
tekrarlarinin 6nlenmesi kiiciik cocuklarda daha kolay olmaktadir.

Yapilan bir ¢alismanin uzun siireli sonuglari, otistik spektrum bozuklugu ve gelisimsel
geriligi olan ¢ocuklarin oldukga biiylik bir kisminin erken ¢ocukluk déneminde kendi
yasitlarinin 6grendikleri konusunda yakalama (“catch-up”) yapabildiklerini géstermistir
(McEachin,1993). Yakalama bazi ¢ocuklarda kendi yasitlarina uygun diizeye kadar
olabilmektedir. Baslangigta zeka boliimii (IQ) normal olan ¢ocuklarda kazanimlar
genellikle daha iyi olmaktadir. Erken miidahele, daha fazla etkin egitim ve ailenin tedavi

siirecine tam katilimi1 basar1 oranlarini artiran en 6nemli faktorlerdir (Schopler, 1994).

2.3 Otizmde Ozgiil Tarama ve Erken Tam Yéntemleri

Otizm taramasi i¢in ortak goriis her toplumun kendine en uygun tarama modelini segmesi,
tarama yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi, 18-24 ay aras1 yapilmasi ve
aile bildirimine oncelik verilmesi yoniindedir. Amerikan Pediatri Akademisi, tiim
cocuklarin 18-24 ay arasi rutin saglam ¢ocuk izlemlerinde otizme 6zgiil bir tarama testiyle
taranmasini onermektedir.

Giliniimiizde, otizm tanisini destekleyen biyolojik bir gosterge yoktur. On ikinci ayda
parmakla isaret etme ve bay-bay, bas-bas gibi jestlerin olmamasi, 16. ayda tek kelime, 24.
ayda iki kelimeli climle konugmaya baslanilmamasi ya da herhangi bir yasta daha 6nce
Ogrenilen dil ve sosyal becerilerde kayip otizm agisindan degerlendirme endikasyonlaridir
(Filipek et al 1999). Anne-babanin genellikle 18. ay civarinda konusma ve dil gelisiminde
gerilik nedeniyle duydugu kaygilar ciddiye alinmalidir (Prater, 2002). Saglam ¢ocuk
muayenesinin bir pargasi olarak uygulanan gelisimsel izlem gelisimsel bozukluklarin tani
olasiligini artirir. ‘Denver gelisimsel tarama testi’ rutin gelisimsel izlem ig¢in birinci
basamakta sik olarak kullanilmakla birlikte, gelisimsel bozukluklarin tanisinda duyarlilik

ve Ozgiilliigii disiiktiir (Frankenburg, 1992). Bu amacla PEDS (Parents’ Evaluation of

10



Developmental Status) gibi daha uygun genel tarama testlerinin kullanilmasi
Onerilmektedir. Otizme 6zgiil tarama testleriyse CHAT (Checklist for Autism in Toddlers),
M-CHAT (“modified CHAT”), Q-CHAT (“quick and quantitative CHAT”), ESAT (“early
screening for autistic traits”) ve PDDST dir (Pervasive Developmental Disorders

Screening Test-Stage I) (Baron-Cohen, 1992).

Otizm taramasinda kullanilan testlerden higbiri ideal degildir ve 18 ayn iistiindeki
cocuklarda uygulanabilmektedir. Testler bu donemde sosyal gelisim agisindan kritik 6nemi
olan ortak dikkat, hayali oyun ve sosyal oryantasyonun sorgulanmasi iizerine
yapilandirilmistir (Johnson, 2008). On sekiz ayin altindaki ¢cocuklarda da kullanilabilecek
otizme 0zgiil tarama testlerinin gelistirilmesine ¢alisilmaktadir. Erken donemlerdeki riskli
davraniglarin degerlendirildigi bir ¢calismada, otistik cocuklarin %50°sinin 14 aya kadar
taniabildigi bildirilmistir (Sigman, 2004). Ozgiil tarama testleriyle otizmden
stiphelenildiginde daha ileri gelisimsel degerlendirme ve bilissel testlerin yapilmasi gerekir

(Prater, 2002).

2.4 Tamda Istenmesi Gereken Diger Tetkikler

Sagirlik ve agir isitme kaybinda otizmle karisabilen klinik bulgular nedeniyle, otizm tanisi
konan ya da konusmas1 geciken tiim ¢ocuklarda isitme degerlendirilmelidir. iletisim
kurulamayan ¢ocuklarda “otoakustik emisyon” veya “BAER” en uygun yontemlerdir.
Letarji, siklik kusma, erken baslangicli konviilziyon, dismorfik 6zellikler veya mental
geriligi olan ¢ocuklarda dogumsal metabolik hastalik taramalari, pika 6ykiisii varliginda
kursun taramas1 yapilmalidir. Cocugun klinik bulgulari tek basina otizmle agiklanamiyorsa
kraniyal goriintiileme tekniklerinden yararlanilabilir (Filipek et al 1999). Klinik nobet
varsa, nobet diglanamiyorsa ve gerileme Oykiisii varsa EEG istenmelidir. Tiiberoz skleroz
acisindan cildin Wood’s lambasiyla incelenmesi gerekebilir. Ailede biligsel islevleri kisith
bireylerin varlig1 ya da dismorfik 6zellikler genetik degerlendirme yapilmasini
gerektirebilir. Mikrodelesyon sendromlarinda her olguda tipik dismorfik bulgularin
olmadig dikkati cekmistir, bu nedenle otistik ¢ocuklarda fenotip normal olsa da
mikrodelesyon sendromlarini diglamak agisindan “array” CGH sitogenetik incelemelerini

rutin tanida uygulamaya baslayan klinikler bulunmaktadir.
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2.5 Klasik CGH Teknigi (Comparative Genomic Hybridization)

CGH teknigi; temeli FISH’e dayanan, farkli floresan boya ile boyanmais test (hasta) ve
referans DNA Orneklerinin normal kromozomlara baglanmasi ile elde edilen floresan renk
farkliliklarin1 gosteren bir sitogenetik yontemdir. Genom boyunca DNA dizisindeki kopya
sayis1 degisimlerini inceleyerek hasta DNA’ sinda kromozomal kayip (materyalde
delesyon) veya belli bir bolgenin kazanimi (duplikasyon, insersiyon veya amplifikasyon)
gibi kromozom anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar. Bu teknik ilk olarak

Kallioniemi ve ark. (1992) tarafindan kullanilmistir.

a —

DNA Fragmanlarnnin Dizilenmesi

-

Duplikasyon

= = »
— -
—_— —_—
X + X
; ,“H - > T T
— =
)} 4 X
Hasta DNA'sI Kontrol DNA'sI Delesyon

b c

Sekil 2.1 CGH mikroarray (Whats New in Karyotyping. Thomy J. L. et al 2007)

Klasik CGH tekniginin asamalar:

-Test ve referans hiicrelerden genomik DNA elde edilmesi,

-Elde edilen DNA orneklerinin farkli renkte florokromlarla [Cy 3 (yesil) ve Cy5 (kirmizi)]
isaretlenmesi,

-Ard arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri 6nlemek igin
Human Cot-1 DNA ile muamele edilmesi,

-Normal hiicrelerden metafaz plag: elde edilmesi ve denatiirasyonu,
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-Farkli renkte florokromlarla isaretli test ve referans hiicrelerden elde edilen DNA
materyaleri ile metafaz plaginin co-hibridize edilmesi,
-Metafaz plag lizerinde florokromlardan kaynaklanan renk farkliliklarina gére

kromozomlardaki kayiplarin veya kazanclarin yani amplifiye olan bolgelerin tespiti .

Teknigin ana avantaji, iki renkli goriintiileme sistemi kullanilmasit sonucunda
metafaz plagi ilizerinde kromozom anomalilerinin normal karyotip analizine gore daha
giivenilir saptanabilmesi ve en az iki genomun birbirleri ile karsilastirlmasina olanak
saglamasi iken, esas dezavantaji diisiik kararlilik (10.000 — 20.000 kb) ve verimliliktir
Bu teknik, kazanim (duplikasyon, insersiyon veya amplifikasyon) veya net kayip

(materyalde delesyon) gibi kromozom anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar.
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Sekil 2.4 CGH Karyotip (Cine N., Savli H, 1. Array CGH kursu 2010)
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Sekil 2. 5 CGH ile belirlenebilen kromozom anomalileri (Albertson et al 2003)

2.6 Array-CGH Teknolojisi (Array Comparative Genomic Hybridization)

Molekiiler biyolojideki geleneksel metotlarda genellikle “bir deneyde bir gen” ilkesi
gecerlidir. Bu demektir ki gen fonksiyonlarimin “biitiin resmini” gormek geleneksel
yontemlerle zordur. Gen-¢ip teknolojisinin biiyiik bir ilgi ile karsilanmasinin sebebi, biitlin
genomun basit bir ¢ip iizerinde goriintiilenmesini vaat etmesi ve bu sayede bilim
adamlarinin ayni anda binlerce genin birbirleriyle olan etkilesimlerini gérmesine olanak
tanimasidir.

Bilgisayar teknolojisinin molekiiler biyolojiye paralel olarak hizla gelismesi, iki disiplini
birbirine yaklagtirmistir. Bdylece, biyoteknolojinin kavramsal olarak ulasabilecegi son
noktalardan biri olan gen-¢ip (mikroarray) ortaya ¢ikmistir( Schena et al 1995).

Bir tarama yontemi olarak oOnerilecek en degerli teknoloji, son yillarin en gbzde
teknolojisi olan mikroarray teknolojisidir. ilk olarak kanserdeki genomik degisimleri
aragtirmak amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Bejjani et al 2006). Ancak aCGH insanda
genetik bozukluklara neden olan DNA kopya sayist degisikliklerinin analizi icinde
uygundur. Bu teknolojiyle bir hastanin biinyesine bulunan tiim genleri (insanda toplam
gen sayisi otuz bindir) birkag saat icinde tek bir deney ile taramak miimkiindiir.ilk kez
1997 de Solinas-Toldo ve ark. hedef (target) diziyi cam matriks iizerine immobilize ederek

array-CGH’nin temelini atmislardir. Daha sonra 1999 yilinda Pollack ve ark. array
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platformu tizerine cDNA dizisini (target) immobilize ederek genom diizeyinde DNA daki

kopya sayisindaki degismeleri incelemisler.

Mikroarrayler cam, plastik veya silikon ¢ip gibi kat1 bir yiizeye tutturularak sirali bir
sekilde (array) olusturulmus mikroskobik DNA spotlaridir (Bejjani et al 2006). Bir
mikroarray’de bu spotlardan onbinlerce bulunabilir. Yiizeye tutturulan bu DNA pargalari
(genellikle 20-100 niikleotid uzunlugunda) prob olarak tanimlanmistir. Bu yeni teknikte
membran yerine camin kullanilmasi, radyoaktivitenin yerini fluoresan isaretlerin almasi ve
baglanmay1 saglayacak yontemlerin hassaslagmasiyla c¢alismalarin verimi ve elde edilen
bilgilerin miktar1 artmistir. Kisa stirede ve oldukga pratik olarak on binlerce genin analizini
yapmak miimkiindiir. Otomasyona dayali bir sistem oldugu i¢in insan kaynakli hatalarin

ortaya ¢ikma ihtimali diistiktiir ( Savli et al 2002,2008)

| N SN

44k: 44.000 prob

E - - 60k: 60.000 prob

1000k: 1.000.000 prob

Sekil 2.6 2010’da giincel kullanimda olan Array CGH slayt Formatlar1 (Cine N. , Savli
H, 3. Array CGH kursu 2010)




Oligoarray

44k =44.000 prob
44.000 X 65bp =2.860.000bp

. . . . 2.860.000 = 3MB lik kapsama
Genom = 3.000.000.000

Tiim genomu 1/1000 6lgekle tarar

BACArray
- - Genomun 1/3000 ini gorur

Sekil 2.7 Array Slide Formatlar
(Cine N., Savli H, 3. Array CGH kursu 2010)

Log2 Ratic Ch » Chromosoma -

Log2 Ratio Ch1/Ch2
o =
E]

a o S o ° A @ o o e OO T R S

Chromosomal Position

Sekil 2.8 Problarin Genel Gortiniimi

(Cine N., Savli H, 3. Array CGH kursu 2010)
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Genome Genomic Yiew | Table Yiew || Aberrations | Loop Analysis!

Chromosome 2 % Separation
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File 2i -0,052824400997587219
File 3: -0,019333764032594456

[1]z]3
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45448492 45680640
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32079821 32082830
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F4331164] 54586514
41543962| 41933484
142615255| 142839011
70341301 70345683
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108.038818Mb 108,389 25Mb 108.735432Mk 105.089735Mb
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=

_
I
§

i [ B B B
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Variation_8382 |
RP11-443K8

Add Remove Export

Sekil 2.9 CGH Analiz Programi Goriiniimii
(Cine N., Savli H, 3. Array CGH kursu 2010)

owe

Array CGH Tekniginin asamalari:

-Test ve referans hiicrelerden genomik DNA izolasyonu,

-Izole edilen bu DNA materyalinin farkli renkte florokromlarla [Cy 3 (yesil) ve Cy5
(kirmiz1)] isaretlenmesi,

-Ard arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri 6nlemek igin
Human Cot-1 DNA ile muamele,

-BAC, PAC, kosmid, cDNA, oligonukleotid ve PCR tiirevli problarin (targit) cam matriks
tizerine immobilizasyonu,

-Hibridizasyon agamasi,

-Bilgisayar ortaminda ¢esitli analiz programlari ile floresan sinyallerin tanimlanarak

sonucun yorumlanmast.
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e
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Sekil 2.10 CGH ve A-CGH tekniklerinin karsilastirmali olarak gosterilmesi. (Ozbas H.
AKU Tibbi Genetik Doktora Programi)

Test ve referans 6rneklerden DNA izolasyonu i¢in taze veya dondurularak saklanan

homojen doku veya hiicre populasyonlar1 kullanilir.
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Sekil 2.11 Array CGH sematik gosterimi. (Ozbas H. AKU Tibbi Genetik Doktora

Programi)

2.6.1 DNA’nin isaretlenmesi

Test ve referans doku veya hiicrelerden elde edilen genomik DNA’nin farkli renkte
florokromlarla isaretlenmesinde yaygin olarak 3 yontem kullanilir:
¢ Nick Translasyon,
e Random(Rastgele) Primerlerle PCR,

e Kimyasal yontem.

FISH calismalarinda en ¢ok kullanilan DNA probu isaretleme yontemi Nick Translation
yontemidir. Bu yontemde Biotin ve digoxigenin kullanilir. Biotin ve digoxigenin

kullanilmasinin nedeni sensitivitesi ve uygulama kolayligidir.
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¢ Biotin test DNA sinin isaretlemesinde

¢ Digoxigenin Kontrol DNA sinin isaretlemesinde kullanilir.

Nick Translasyon

E Coli Pol 1 3’- 5’ ekzoniikleaz . - -
aktivitesine sahip Taq pol niikleotidleri DNA

5°- 3’ polimerizasyon boyunca birlestirir
aktivitesine sahip

Fragmanlarin isaretlenmesi

d R (O

D ———
B ———————

3I

200-500 bp " 100-5,000 bp

Sekil 2.12  Nick translasyon yontemi ile DNA’nin isaretlenmesi (Ozbas H. AKU
Tibbi Genetik Doktora Programi)
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Sekil 2.13  Rastgele primerler kullanarak DNA’nin isaretlenmesi. (Ozbas H. AKU
Tibbi Genetik Doktora Programi)

Standart bir microarray matriksi, yaklasik olarak 100 um c¢apinda, bir cm2’sinde 40.000
spot (benek) icerir. Buna gore cam matriks iizerine immobilize edilen problarla test ve
referans Orneklerden elde edilen farkli renkte florokromlarla isaretlenmis genomik
DNA’larin hibridizasyondan sonra cam matriks lizerinde elde edilecek floresan 1s18in

sidetti verilerin dogru analiz edilmesinde 6nemlidir
A-CGH i¢in microarray matriksinde kullanilan prob (target)lar:
= BAC, PAC ve kozmitler,

* PCR ve ya cDNA fiiriinleri,
* Oligoniikleotidler.
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BAC, PAC ve kozmitlerden elde edilen problar, PCR, cDNA, Oligonukleotidlerden elde

edilen problara gore daha gii¢lii sinyal yogulugu verirler.

Problar, farkli PCR yontemleri kullanilarak in sifu olarak amplifikiye edildikten sonra cam
matriks lizerine immobilize edilirl Cam matriks lizerine immobilize edilen problar daha sonra
farkli renkte florokromlarla isaretlenmis test ve referans DNA oOrnekleri iceren hibridizasyon
soliisyonu ile 16-72 saat siiresince melezlestirilir. Hibridizasyondan sonra fazla olan isaretli
DNA orneklerini ortamdan uzaklagtirmak i¢in cam matriks yikama islemine tabi tutularak
kurutulur ve mikrotarayicida taranan gOriintii bilgisayar ortamina aktarilarak ¢esitli

biyoinformatik programlari ile verilerin degerlendirmesi yapilir

Array CGH Tekniginin Kullanim Alanlar::

Kanser arastirmalarinda,

Haritalamada,

Diagnostikte,

Epigenetik modifikasyonlara yonelik ¢alismalarda,

Array CGH Klinik Uygulamadaki Yeri

e Tiim Genom Analizi ile CNV u tanimlayabilir.
e Konvansiyonel Metodlarin Karakterizasyonu.
e Anoploidiler

e Delesyon ve Duplikasyonlar

e Submikroskopik Degisimler

e  Mozaiklikler - %10 dan ¢ok ise

Array CGH -Hastahklarla iliskisi
e Spontan diisiikler
e Mental Retardasyonlar

e Multiple Malformasyonlar

® Prenatal Tani
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® [Kanserler

Multifaktoryel Kalitilan Hastaliklar

A-CGH Tekniginin Avantajlan

Farkli renklerde florokromlarin kullanilmast genom boyunca DNA kopya
sayisindaki degisimlere bagli olarak ortaya c¢ikan kromozom anomalilerinin
giivenilir sekilde tespiti ve siniflandirilabilmesi,

Birden fazla genomun birbirileri ile karsilastirilabilmelerine olanak saglamasi,

Az miktarlarda DNA 6rneginin yeterli olmasi,

Metafaz plag: gerekli degil,

Tiim genomun tek bir deneyle analiz edilebilmesi

DNA iizerindeki tek baz degisikliklerinin bile saptanabilmesi,

Yiiksek kararlilik ve verim,

Yiiksek hassasiyet,

Basaril1 sonug alinabilirlik,

Hiz ve esneklik,

Dogrulanabilirlik,

Verifikasyon.

A-CGH Tekniginin Sinirlandigr Noktalar,

Alaninda uzman kisilere ihtiya¢ duymasi,

Heterojen doku ve hiicre populasyonlari ile ¢aligmanin zorlugu,
Standardizasyonun zorlugu,

Dengeli anomaliler tespit edilemez,

CNV tanmiy1 gliclestirebilir,

Maliyet,

Coziindrliik.
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BAC Array- Oligo Array Karsilastirmasi:

BAC Array Oligo Array
100.000-170.000Bp (100-170kb) 65bp

Bir gen i¢in ortalama 3-5 overlap BAC klonu Yiiksek ¢oziiniirlik
Tekrarlanabilirligi yliksek CNV belirleme

Kolay Hibridizasyon

Yiiksek Isaretleme basarisi

Cizelge 2.2: BAC Array- Oligo Array Karsilagtirmasi

Limitasyonlar:

BAC Array Oligo Array
100.000-170.000Bp (100-170kb) en az %50 si

baglanabilir Sinyal Yetersizligi

50.000-85.000bp minimum rezoliisyon

Yanlis pozitif baglanma

4-6 prob baglanma zorunlulugu

Data verifikasyonu

Degrade DNA-Parafin Blok ta diisiik
verimlilik

Cizelge 2.3: BAC Array-Oligo Array limitasyonlari
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Yontem

Calismamizda; 0 ile 18 yas arasi, cinsiyet farki gdzetmeksizin, Kocaeli Universitesi T1p
Fakiiltesi Pediatri Anabilim Dali’na basvuran 35 hastadan alinan periferik kan 6rnegi
kullanilmistir. Her bir hasta gen-¢ip iizerinde bir kez melezlestirilmis oldugundan, toplam
35 adet melezlestirme gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma, Kocaeli Universitesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali'nda  gergeklestirilmistir. Hastalarin tanilar1 Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Psikiyatrisi tarafindan DSMIV tani kriterlerine gore konulmustur. Hasta
grubuna ait DNA Ornekleri ayr1 ayri toplanarak incelenmistir. Grupta 0-18 yas arasinda
cinsiyet farki gézetilmeksizin 35 hasta yer almigtir. Toplam 35 otizmli hastada array-CGH
yontemi kullanilarak  genetik hasar saptama calismasit yapilmistir. Hastalarin
ebeveynlerinden aydinlatilmis onam alinmistir.

Calismanin etik onay1 Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan

alimmastir ( 11/23, 2009 ).

3.2 DNA izolasyonu

Caligmaya katilan hastalardan 3 ml EDTA’l1 tiiplere kan alindi. Izlenen yontemde
Toplanan kanlardan Qiagen (GERMANY )DNeasy Blood & Tissue Kit — 50 (Cat.
No0:69504) kullanilarak DNA elde ediliri.

On Islemler:
1. Isttict blok 56C ye 1sitilir.
2. Ornekler oda 1sisina getirilir
Izolasyon:
1. 1,5 mL’lik ependorf tiipe 40 pl Proteinase K, 400 ul Buffer AL pipetlenir ve
vorteks ile homojen bir karisim elde edilir.
2. Karigim 56 C 1sitict blokta 10 dakika inkiibe edilir.
3. Inkiibasyon sonrasinda karisima 400 pl absolute alkol eklenir ve vorteks ile

homojen bir karisim elde edilir.
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b

Karigimin tiimii DNeasy Mini Spin kolonuna eklenir ve 8000g’de 1 dakika santrifiij
edilir.

5. Kolonun dibinde toplanan siv1 atilir. Filtre yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine
konulur.

Filtreye 500 ul %80’lik etanol eklenir ve 8000g’de 1 dakika santrifiij edilir.

S

Kolonun dibinde toplanan sivi1 atilir. Filtre yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine

konulur.

8. Filtereye 500 ul AW1 soliisyonun eklenir ve 8000g’de 1 dakika santrifiij edilir.

9. Kolonun dibinde toplanan siv1 atilir. Filtre yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine
konulur.

10. Filtreye 500 pl %80°1ik etanol eklenir ve 8000g’de 1 dakika santrifiij edilir.

11. Kolonun dibinde toplanan siv1 atilir.

12. Tiip bos olarak 20000g’de 4 dakika santrifiij edilir.

13. Filtre 1,5 mI’lik eppendorf tiip i¢ine yerlestirilir ve 85 pl nuclease-free su eklenir.

14. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilir ve 8000g’de 1 dakika santrifiij edilir. Filtre

atilir. Elde edilen DNA miktar1 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar

spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak Sl¢iiliir. Aje0/Asgo orant 1,7

ile 2.0 arasinda olan DNA’lar kullanilir.

Sekil 3.1 DNA 6l¢iimiinde kullanilan spektrofotometre
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3.3 Agaroz jel elektroforezi

11t 1X TBE Hazirlanisi: 100 mL 10X TBE (Tris, Borik Asit, EDTA- AppliChem,

Germany) 900 mL distile su i¢inde ¢oziiliir.

% 1’lik agaroz jel, 35 mL 1X TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritildikten sonra
bir siire sogumaya birakilir. Coziinen agaroz jelin i¢ine 2 pL ethidium bromid eklenerek jel
icinde homojen olarak dagilmasi saglanir. Jel, elektroforez tepsisine dokiildiikten sonra
sogumaya birakilir. 1X TBE tamponu ile dolu olan elektroforez tanki i¢ine yerlestirilerek
jel i¢ine yerlestirilmis tarak ¢ikartildiktan sonra olusan kuyulara DNA miktar1 80-100 ng
olacak sekilde amplikon, 1,5 pL yiikleme boyasi, 5 pL nuclease-free su ile karistirilarak
pipetlenir. DNA boyut markir1 da bir bagka kuyuya pipetlenerek 50 amper, 100 voltta 60
dakika yiriitilir. DNA UV transliiminator ile gorintilenip fotografi c¢ekilerek

degerlendirilir.

3.4 DNA Lekeleme :

1. 0,2’lik tiiplere DNA miktar1 8ul de 500 ng olacak sekilde nuclease-free su ve
genomik DNA konulur.

2. 95 C de 10 dakika inkiibe edilir. Ornekler buz iistiinde 3 dakika bekletilir.

3. 6000g de 30 saniye santrifiij edilir.

4. Lekeleme karigimi asagida verildigi gibi hazirlanir ve fragmente olmus 8 ul lik

genomic DNA iizerine eklenir.

Lekeleme Karisimi
Nuclease-free su: 0,5ul
ULS-Cy3 veya ULs-Cy5 : 0,5 ul
10x Lekeleme Soliisyonu:1 pl
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Karigim 85C de 30 dakika inkiibe edilir.
Ornekler buz iizerinde 3 dakika bekletilir.
6000g de 1 dakika santrifiij edilir.

e

Karigimin iistiine 10 pl nuclease-free su eklenir. Son hacim 20 pl olur.

3.5 Piirifikasyon :
Agilent KREApure Kolonlariin Hazirlanmast:

1. Kolonlar vortekslenir.

2. Kolonlarin kapaklar1 ¥4 oraninda agilarak dip kisimdaki kapak kirilir.

3. Kolonlar 2 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirilir ve 16000g’de 1 dakika santrifiij
edilir.

4. Dipte toplanan s1v1 atilir, kolonlar ayni toplama tiipiine yerlestirilir.

5. Kolonlarn i¢ine 300 pl nuclease-free su konulur ve 16000g’de 1 dakika santrifiij
edilir.

6. Toplama tiipleri atilir. Kolonlar 1,5 mI’lik eppendorf tiiplere yerlestirilir.

7. Ornekler kolonlara yiiklenir ve 16000g’de 1 dakika santrifiij edilir.

8. Kolonlar atilir. Piirifiye olmus 6rnekler NanoDrop, ND-1000 cihazi kullanilarak
Azeo nm (DNA), Asso (Cy3) ve Agso (Cy5) absorbans degerleri 6l¢iiliir. Boyanma
miktarlar1 (DOL= Degree of Labelling) asagida verilen formiile gore hesaplanir.
DOL degeri 1,5 ile 3 arasinda olan 6rnekler hibritleme i¢in konsantratére konulur.
45C’de, yiiksek vakumda, 45 dakika 6rnekler kurutulur. Orneklere 22 pl nuclease-
free su eklenir ve

-20C’de saklanuir.

DOL =340 x pmol per ul dve  x %100
ng per pul gDNA x 1000
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3.6 Hibridizasyon :
1. Hibridizasyon i¢in karisim hazirlanir. 22 pl olan lekelenmis genomic DNA igine
61 pl hibridizasyon karigimi eklenir.

Hibridizasyon Karigimi

Cot 1 DNA (1.0 mg/mL) 5l
Agilent 100X Blocking Agent 1 pl
Agilent 2x Hi-RPM Hybridization Buffer 55 pl
Toplam 61 pul
2. Ornekler 94C ‘de 3 dakika denature edilir.
3. 37C’de 30 dakika inkiibe edilir.
4. Orneklerin iistiine 27 pl KreaBlock soliisyonu eklenir.
5. Her 6rnekten 100 pl ¢ekilir ve Syndrome Plus 4x44k ISCA slidelara yiikleme

yapilir.
6. Hibridizasyon firininda 65C’de 20 rpm’de 24 saat hibritlenmeye birakilir.

7. Yikima i¢in 2 numarali soliisyon 37C’lik etiive konur.

3.7Yikama :

1. iki kabm i¢ine 1 numarali yikama soliisyonundan {i¢iincii kaba 2 numaral1 yikama
soliisyonundan konur.

2. Birinci kabin i¢inde Syndrome Plus 4x44k ISCA slide Gasket slidedan ayrilir.

3. lkinci kabin i¢inde Syndrome Plus 4x44k ISCA 5 dakika oda 1sisinda bekletilir.

4. Syndrome Plus 4x44k ISCA slide hizli bir sekilde ii¢lincii kabin i¢ine aktarilir. 1
dakida beklenir.

5. Syndrome Plus 4x44k ISCA slide hizl1 bir sekilde kurutulur ve taranir.

3.8 Alet ve Cihazlar :
1. DNA izolasyon cihazi (MagNA Pure Compact Instrument)
2. Spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 )
3. Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)
4. Derin dondurucu (-20°C Argelik)
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5. Thermal cycler (Applied Biosystems, 2720)

6. Mikrodalga firin (Sinbo)

7. Jel elektroforez cihazi (Lightning Volt Power Supply, Model 05P-300)
8. Fotograf baglantil1 UV transliiminator (Geneline Image Analysis System)
9. Hassas terazi (AND Gr-200)

10. Otomatik pipet (2.5, 10, 100, 1000 nL) (eppendorf)

11. Agilent Microarray Scanner (Agilent)

12.Hybridization Chamber (Agilent)

13. Hybridization Chamber Gasket Slide 4x Microarrays (Agilent)
14.Hibridizasyon Firin1 (Agilent)

15.Magnetik Karistiric

16.Magnetik Isitic1 Blok

17.Vakum — Speed Vac

3.9 Sarf Malzemeleri :

1. DNeasy Blood&Tissue Kit (50) (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)

e DNeasy Mini Spin Columns

e Collection tubes (2 ml)

e Buffer ATL

e Buffer AL

e Buffer AWI

e Buffer AW2

e Buffer AE

e Proteinase K
2. Steril, Nuclease-free 2.5, 10, 100, 200, 1000’lik pipet uclar1 (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany)
%100’liik etanol (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA)
Nuclease-Free water (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany)
Agaroz (PRONA)
6X DNA Loading Dye ( FERMENTAS INTERNATIONAL INC, CANADA)
TBE Buffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Ethidium Bromide

o ® N »n kW

Hybridization Chamber gasket slides (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
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10. Stabilization&Drying Solution (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
11. Acetonitrile (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
12. Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 1 and 2 set(Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
e Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 1
e Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 2
13. Agilent Oligo aCGH Hybridization Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
e 2X Hi-RPM Hybrization Buffer
e 10X aCGH Blocking Agent
14. Agilent Insan aCGH Cipi, 4X44K (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
15. Agilent CGHblock (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
16. Agilent Oligo aCGH Labeling Kit module (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
e Agilent-KREApure columns
e Agilent Collection tubes
e ULS-Cy5 Reagent
e ULS-Cy3 Reagent
e 10X Labeling Solution
17. Human Cot-1 DNA (Invitrogen)
18. Human Genomic DNA (Promega, Madison, USA)
e Human Genomic DNA (female)

e Human Genomic DNA (male)

19. QIAGEN RNase A (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

3.10 Array-CGH hibridizasyonu ve slayt taramalar:

Melezlestirme islemi Agilent marka (Agilent Microarray Oven; Agilent Technologies, Palo
Alto, CA) firinda 24 saat siiresince uygulandi. Elde edilen melezlesmis ortam Agilent
G2505B model mikrotarayicida kapali ortamda taranarak ytiksek ¢oziiniirliiklii ayrintilt

goriintli verilerine ulasildi.
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Sekil 3.2 DNA hibridizasyon firin1 (Agilent Microarray Oven; Agilent Technologies,
Palo Alto, CA)

Sekil 3.3 Slide yikama kiiveti
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Sekil 3.4: Agilent Scanner (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)

Sekil 3.5: Slide yiiklenmesi

3.11 Veri Analizi

Veri analizi Feature Axtraction ad1 verilen analiz programi ile yapildi. Bu programda
sayisal veri goriintii haline doniistiiriildii. Gorlintii tizerinde kalite kontrol analizi yapildi
(QC Metric). Uygun olan hasta 6rnekleri segilerek analiz yazilimina (Cytosure Analysis

Software Version 2.2) aktarilarak olas1 delesyon ve duplikasyon bulgulari varligi arastirildi
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4. BULGULAR:

Anabilim dalimiza Eyliil 2009-Subat 2010 tarihleri arasinda primer otizm tanist ile
bagvuran 35 hastadan alinan kan Orneklerinin, yukarida anilan yontemlerle tam genom
array CGH analizleri gergeklestirildi.Hastalarin 6 tanesi kiz 29 tanesi erkek idi. Hastalarin

yas ortalamas1 8.5(SS: 3.41)idi.

Poliklinige basvuran 35 otizm hastasi ile yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda hastalarin

30’unda cesitli kromozomlarin farkli bolgelerinde delesyonlara rastlandi.

4.1 Delesyon bolgeleri:

Hastalarin 30’unda ¢esitli bolgelerde delesyonlara rastlandi. Bu hastalarda 32 delesyon
bolgesine rastlandi. Delesyonlar ve delesyonlarin saptandigi hasta sayilari ¢izelge 4.1°de
gosterilmistir. Bu verilere gore; 2q21.1 delesyonu 8 hastada , 16p11.2 delesyonu 12
hastada, 6926 delesyonu 1 hastada, 8p23.1 delesyonu 7 hastada, 16p13.11 delesyonu 13
hastada, 1g21.1 delesyonu 10 hastada, 12q24.31 delesyonu 1 hastada, Xq28 delesyonu 1
hastada, Yql11.21-q11.223 delesyonu 2 hastada, 2p11.2 delesyonu 2 hastada, 7ql1.1-
ql1.21 delesyonu 1 hastada, 7q11.23 delesyonu 1 hastada, 16p13.3 delesyonu 2 hastada,
10q11.22 delesyonu 4 hastada, 3q22.3 delesyonu 1 hastada, 7q21.3 delesyonu 1 hastada,
5q13.2 delesyonu 2 hastada, Yql2 delesyonu 1 hastada, 10q26.3 delesyonu 1 hastada,
18p11.32 delesyonu 1 hastada, 1p2ldelesyonu 1 hastada, 7q36.3 delesyonu 3 hastada,
11p15.5 delesyonu 3 hastada, Xq26.3 delesyonu 1 hastada, Xq27.1 delesyonu 1 hastada,
2p2ldelesyonu 6 hastada, Xq21.1-q21.31 delesyonu 1 hastada, 17q21.33 delesyonu 1
hastada, 2q13 delesyonu 1 hastada, 17q24.3 delesyonu 2 hastada, 16g21 delesyonu 1
hastada, 1q32.2 delesyonu 1 hastada saptandi.

35



Delesyon Bolgesi Hasta Sayisi Yiizdesi
16p13.11 13 %36.1
16pl1.2 12 %33.3
1g21.1 10 %27.7
2q21.1 8 %22.2
8p23.1 7 %19.4
2p21 6 %16.6
10q11.22 4 %11.1
7q36.3 3 %8.3
11pl5.5 3 %38.3
Yqll.21-q11.223 2 %S5.5
2pl1.2 2 %S5.5
7q11.23 2 %S5.5
16p13.3 2 %S5.5
5ql3.2 2 %S5.5
17q24.3 2 %S5.5
6926 1 %2.7
12g24.31 1 %2.7
Xq28 1 %2.7
7q11.1-q11.21 1 %2.7
3q22.3 1 %2.7
7q21.3 1 %2.7
Yql2 1 %2.7
10g26.3 1 %2.7
18p11.32 1 %2.7
Ip21 1 %2.7
X(q26.3 1 %2.7
Xq27.1 1 %2.7
Xq21.1-g21.31 1 %2.7
17q21.33 1 %2.7
2ql13 1 %2.7
16921 1 %2.7
1q32.2 1 %2.7

Cizelge 4.1: Otizimli hastalarda delesyon bolgeleri

4.2 Hastalarin Dagilim:

Calismamizda yer alan hastalarin 6 tanesi kiz 29 tanesi erkekti. Hastalarin yas ortalamasi
8.5 idi. Hastalarimizin 8 tanesinde dismorfik goriiniim, 1 tanesinde hafif mental
retardasyon, 1 tanesinde epilepsi otizme eslik etmekteydi. Hastalarimizin 5 tanesinde
herhangi bir delesyon-duplikasyon bdlgesine rastlanmadi ve normal kromozom yapisi

saptandi. 3 tanesinde ise delesyon bolgesi tek kromozoma lokalizeydi
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CINSIYET| YAS |TANI SONUC
F 8 Otizm 1p36.33, 1q21.1, 10q11.22, 2q21.1, 5p13.3
M Syas 8 ay | Otizm 2qll.1, 16p11.2
F 9 Otizm 10q11.22
F 9 otizm Normal
1q21.1, 2921.1, 5q13.2, 10q11.22, 14q32.33, 16p11.2,
M Syas 6ay | Otizm Yql1.221-q11.223
M 14 Otizm 1q21.1,2921.1, 16p13.11, 16p11.2, Yq11.21-q11.223
M 13 Otizm 1q21.1,2921.1, 16p13.11, 16p11.2
M 14 Otizm 8p23.1, 12q24.31, 16p11.2
M 8 Otizm 16p11.2, Xq28
M 14 Otizm 16p13.11
F 7 Otizm 8p23.1, 16p13.11, 16p11.2, Yql1.21-q11.223
1q21.1, 1p21, 7q36.3, 8p23.1, 11p15.5, 16p13.11, Xq26.3,
F 2 Otizm Xq27.1
M 6 Otizm 2p21, 8p23.1, 16p13.3, 16p13.11, Xq21.1-q21.31
M 5 Otizm 1q21.1, 2p21, 7q36.3, 16p13.11
M 11 Otizm 10q11.22, 17g21.33
F 9 Otizm 7q21.3, 16p11.2
M 14 Otizm 8p23.1, 2p21
M 14 Otizm Xq26.2, 16p13.11
M 7 Otizm 2p21, 16p13.11
M 6yasSay | Otizm 1q21.1, 2p21, 17q24.3
M 3 Otizm Normal
M 5 Otizm Normal
M 7 Otizm Normal
M 4 Otizm 10926.3
M 6 Otizm 2q21.1, 1932.2, 16p13.11
M 8 Otizm 1p36.33,2q21.1, 7q11.23
M 6yas 8 ay | otizm, dismorfik bulgular 2q21.1, 16pl11.2
M 11 otizm, dismorfik bulgular 6926, 8p23.1, 16p13.11, 16p11.2
M Syas 6ay | Otizm, dismorfik bulgular 16p13.11, 16p11.2
M 6 Otizm, dismorfik bulgular 1921.1, 2p11.2-p11.1, 7q11.1-q11.21, 16p11.2, 7q11.23
M 13 Otizm, dismorfik bulgular 2p21,3q22.3, 11p15.5
M 9 Otizm, dismorfik bulgular 2pl11.2, 8p23.1, 16p13.3, 3924
M 7 Otizm, dismorfik bulgular 1921.1,2q13, 5q13.2, 7q36.3, 11p15.5, 17q24.3, Yql12
M 11 Otizm, dismorfik bulgular, epilepsi | Normal
M 7,5 Otizm, mental retardasyon, 1921.1,2921.1, 2q31.1, 16921, 18p11.32, 16p13.11

Cizelge 4.2 Otizmli hastalarin dagilimi
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Hastalarimizin 8’inde dismorfik 6zellikler mevcut idi. Bu 6zelliklerden hiperekstansibilite
4 hastada, retrognati 3 hastada, kisa ve kalin el parmaklar1 3 hastada, asag1 ¢ekik palpebral
fissiirler 3 hastada, hipertelorizm 2 hastada, 6ne ac¢ili kulak yapis1 2 hastada, tubuler burun
2 hastada, displastik kulak yapis1 2 hastada, uzun filtrum 2 hastada, midfasiyal hipoplazi 1
hastada, araknodaktili 1 hastada, epikantus 1 hastada, genis bagparmak 1 hastada, kalin alt
dudak 1 hastada, diisiik kulak 1 hastada, kisa filtrum 1 hastada, parmak yastik¢iklar: 1
hastada, dar damak yapis1 1 hastada, mikrognati 1 hastada, burun kokii basikligi 1 hastada

gbzlemlendi.

Dismorfik 6zellik Hasta Sayis1
Hiperekstansibilite

Retrognati

Kisa ve kalin el parmaklar
Asagi ¢ekik palpebral fissiirler
Hipertelorizm

One agilanmis kulak yapisi
Tubuler burun

Displastik kulak yapisi

Uzun filtrum

N DD NN W W WA

Cizelge 4.3: Dismorfik 6zellikler
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Dismorfik 6zellige sahip hastalarda en sik gozlenen delesyon bolgesi 16pl1.2 olarak
saptandi. Bu bolgede dismorfik 6zelligi olmayan 8 otizm hastasinda da delesyon saptandi.
Tim hastalarda en sik rastlanan delesyon bdlgesi olan 16pl11.2 bolgesine dismorfik

Ozelliklere sahip 2 hastada rastlanirken dismorfik 6zelligi olmayan 11 hastada rastland.

Delesyon Bolgesi | Dismorfik Ozellik (+) | Dismorfik Ozellik (-)
2q21.1 7

16p11.2 8

6q26
8p23.1
16p13.11
1g21.1
12q24.31 -
Xq28 -
Yql1.21-q11.223
2pl1.2
7q11.1-q11.21
7q11.23

16p13.3
10q11.22
3q22.3,

7921.3

5q13.2

Yql2

10q26.3 -
18p11.32 -
1p21 -
7q36.3 1
11p15.5 2
Xq26.3 -
Xqg27.1 -
2p21 1
Xq21.1-g21.31 -
17q21.33 -
11p15.5 2
2q13 1
17q24.3 1
16921 -
1932.2, -
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Cizelge 4.4: Dismorfik 6zelliklerin delesyon bolgelerine gore dagilimi
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4.3 CGH Array Analiz Sonuclar:

Hastalarimizin 13’tinde 16p13.11 delesyonu saptandi. Bu bolge otizme yatkinlik gen

bolgesini icermektedir.

Bu bolgeye lokalize olmus gen sekanslar1 sunlardir:

e PDXDCl1

e ENSG00000183786
e NTANI

e RRN3

e ENSG00000209081
e Q6ZNLO HUMAN
e ENSG00000207294
e ENSG00000205768
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Sekil 4.1 16p13.11 Delesyonu
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000179889
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000183786
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000157045
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000085721
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000209081
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000188599
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000207294
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205768

Ayrica hastalarimizin 8’inde 2q21.1-21.2 delesyonu saptandi. Goriilen bu delesyonun

fenotipe olan etkisi tartismali olup 6nemli genlerinin arastirilmasi s6z konusudur.Bu

bolgedeki yazilim tarafindan segilen 6nemli genler sunlardir:

e GPR8YC,
e ENSG00000206585,
e NP 001095133.1,

e FAMIO8A2, Q6ZRH3 HUMAN,

e PPIAL4,
e NBPF16, NP 110423.3,
e NBPF20, NR_003242.1
e Q8N9C2 HUMAN,
e Q8NGU3 HUMAN,

e DRDS5P2,

e Q16003 HUMAN,

e Q8WYY4 HUMAN
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000188092
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000206585
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000203836
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000203835
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000203834
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000198161
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000122497
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000203833
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000203832
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000176377
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000198741
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000175658
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000185321
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000143429
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000212662

Hastalarimizin 12’sinde 16p11.2 delesyonu saptandi. Bu bolgedeki genlerin otizm ve
fenotipe etkisi tartigmali olup arastirilmasi s6z konusudur. Bolgeye lokalize olmus dnemli

genler sunlardir;

e ENSG00000213546
e ENSG00000213545
e NP 001093157.1

e ENSG00000205459
e ENSG00000197605
e NP 001093157.1

e ENSG00000214618
e SLC6ALOP

e Q6ZQQY9 HUMAN
e ENSG00000213544
e [ENSG00000214613

e NP 001093157.1

e NP 001093157.1

e Q6ZRM4 HUMAN
e ENSG00000214611
e ENSG00000153613
e Q6ZQQ9 HUMAN
e ENSG00000198555
e Q6PQ33 HUMAN
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000213546
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000213545
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000180598
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205459
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000197605
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000183632
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000214618
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000214617
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000214614
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000213544
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000214613
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205457
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205456
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205455
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000214611
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000153613
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205452
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000198555
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000205450
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5. TARTISMA

Otizm spektrum bozukluklar1 (ASDs); yaygin kalitsal, klinik olarak heterojen seyirli
norogelisimsel olarak sosyal etkilesimde bozulma, dilde gecikme ve tekrarlayan
davranis ve hareketlerle karakterizedir. Otizm, genetik ve c¢evresel etkilerin bir araya
gelmesi ile ortaya cikar. Ikiz galismalarindan elde edilen sonuglar ve aile iginde otizm
yineleme riskinin arttigina yonelik bulgular, hastaligin etyolojisinde genetik faktdrlerin rol
alabilecegi yoniindeki goriisleri desteklemektedir. Bu ¢alismay1 planlarken ana hedefimiz
otizme neden olan genetik alt yapiyr ortaya koymakti. Hastaligin multifaktéryel ya da
poligenik karakteri nedeni ile gevresel etkenlerin olabildigince homojen olarak dagildig:
bir hasta grubu olusturulmaya ¢aligildi. Benzer bolgede en az bir kusaktir yasayan ailelerin
cocuklart calismaya dahil edildi. Boylece ¢alisma, ayni g¢evre sartlerina maruz kalmis
Kocaeli bolgesinde yasayan ailelerin ¢ocuklar1 iizerinden gerceklestirildi. Bu ailelerin
genel ozelligi ¢esitli nedenlerle bu bolgeye goc etmis ya da yerel aileler olmalidir. Bu
sayede, fenotipik farkliliklara neden olan genetik faktorlerin belirlenmesinin daha kolay
olabilecegi diislintilmiistiir. Hasta grubu olusturuken kullandigimiz ikinci limitasyon ise
non sendromik oOzellikteki vakalar ile bu caligmanin yapilmis olmasidir. Major bir
sendroma sahip olmayan bulgularin segilmesi ile, ilk limitasyonda oldugu gibi, primer
olarak hasta fenotiplerinin olugsmasinda sendromlara bagli nedenlerin elenerek genetik alt
yapinin katkisinin arastirilmasi saglanmugtir.

Hastalarin klinik 6zelliklerine baktigimizda bir vakada epilepsinin ve diger tek bir
vakada da MR’un otizm klinigine eslik ettigi goriilmektetir. Bu vakalarda ana sendrom
otizm yOniinde degerlendirilmistir. Ayrica ayrintili  muayene ve radyolojik
degerlendirmelerin sonucunda hasta grubunda hiperekstansibilite, retrognati, hipertelorizm,
kisa ve kalin el parmaklari, asag:1 ¢ekik palpebral fissiirler, 6ne agilanmis kulak yapisi,
tubuler burun, displastik kulak yapisi, uzun filtrum, midfasiyal hipoplazi, araknodaktili nin
aralarinda bulundugu yirmi farkli dismorfik 6zellik belirlenmistir Bu dismorfik 6zellikler
literatiirdeki diger gruplarca yapilan c¢aligmlardaki hasta gruplarinin ozellikleri ile
ortiismektedir.

Calismamizda eldedlilen bulgular arasinda ilk olarak yaygin varyantif genotipik
dagilim gbze ¢arpmaktadir. Taranan 34 vakada toplam 32 adet varyasyon tanimlanmaistir.

Kullandigimiz 4x44 K formati bir hibrid aCGH formatidir. Bu formatta tam genom analiz
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yapilabildigi gibi belli sendrom bolgelerive CNV bolgeleri ayrintili olarak da analize
edilebilmektedir. Yaptigimiz analizler sonucunda hasta grubunda oldukca degisken sayida
ve yapida CNV bolge varyasyonlarinin varhigin1 tanimladik. Bu bdlgelerin bir ¢cogunun
bilinen hastaliklarla ilgkileri heniiz gosterilmemistir. Bizim hasta grubumuzdada hastalikla
ilskilerini kurmak miimkiin olmamaktadir. Bu sayida farklit CNV tanimlanmasinin altinda
hasta grubunun farkli etnik koklerden olusmus olmasinin yattig: diisiiniilebilir.

Daha 6nce yapilan bir calismada yiiksek ¢oziintirliikli array-CGH ile, otistik 4 hastada
16p13.1 kromozomunda 1.5-Mb duplikasyonu saptanmistir (Bejjani et al 2006; Ullmann et
al 2007). Aynm1 duplikasyon bir¢ok akrabada da saptanmistir. Bizde yaptigimiz ¢aligmada
13 hastada 16pl13.11 bolgesinde delesyona rastladik. Bu  1.5-Mb intervalindeki
duplikasyon ve delesyonlar, Genomik Varyant Databazinda tanimlanmamis ve yiiksek
¢cOziinlirliklii array-CGH ile arastirilan 600 den fazla hastada da goOsterilmemistir.
Dolayisiyla bu sapmalar otizm ve/veya MR predispozisyonuna neden olan rekiirrent
genomik dengesizligi gosterir (Ullmann et al 2007). Calisma grubumuz igerisinde yeralan
hastalardaki dismorfik bulgularin bulunan varyasyonlar ve genom degisimleri ile ilgkiside
karsilastirlmistir. Analizlerin yapildig1 34 hastada bulanan 32 genomik degisimin 20 farkl
dismorfik fenotiple olan birlikteligi analiz edildiginde, genotiplerin dismorfizm
gbstermeyen bireylerde dismorfik olanlara gére dah sik oldugu belirlenmistir. Bu da bize
bulunan genetik farklilikalrin daha cok otizm tablosu ile ilintili olabilecegi dismorfik
Ozelliklerele gorece daha diisiik bir ilski icerisinde oldugunu gostermektedir.

Son yillarda yeni delesyon ve duplikasyonlarin otizmin eitolojisinde 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Jacquemont ve arkadaslar1 (2006) sendromik otizmli 27 hastanin
8’inde, 1 Mb araliklarla yerlestirilmis biliyiik klonlar1 iceren aCGH yontemini
uygulamislardir. Bu c¢alismanin sonuglarima goére aCGH o6zellikle, dismorfik ozellikleri
olan otizm hastalarinin tanisinda etkilidir. Ancak sendromik otizm vakalar1 dislandiginda
bile, otizmli hastalarin %10 unda, 35kb ¢oziiniirliiklii tiim genom oligoniikleotid array ile
de novo CNV lar saptanmistir (Sebat et al 2007). Calismamizin sonucunda daha once
tanimlanmamig bazi delesyon bolgelerinin varligt de novo CNV olma ihtimalini
diistindiirmektedir.

Benzer sekilde, ASD’li 427 hastada yapilan genom analizinde idiopatik otizmli
hastalarin ~%7 sinde de novo CNV’lar saptanmistir. Bu ¢alismanin molekiiler bilgileri ve
onceki karyotipik veriler ‘The Autism Chromosome rearrengement Database’ 11
olusturmustur(http:// www.projects.tcag.ca/autism/) (Marshall et al 2008). Yine ayni
calismada 16p11.2 duplikasyonu iki ASD ailesinde saptanmistir. Bu bolgedeki delesyon ve
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http://www.projects.tcag.ca/autism/%29%20%28Marshall

duplikasyonlarin karsilikli olabilecegi sOylenmistir. Bizde yaptigimiz calsmada 12
hastamizda 16.11.2 bolgesine lokalize delesyon saptadik ve bu caligmayla uyumlu
oldugunu gordiik. Ancak hastalarimizda aymi calismada tanimlanan ikinci bdlge olan
15924 bolgesinde ozellige rastlamadik. Arastirilan bolgenin CNV bolgesi olmasi nedeni
iel etnik Ozelliklerden etkilenmektedir. Farkli genetik orijinli toplumlarda polimorfik
bolgelerde yapilan ¢alismalarda da farkli sonuglar alinmaktadir. Bunun, o toplumlardaki
kurucu genotiplerin bir birlerinde farkli olmasi ile agiklanmaktadir.

Monica ve ark.(2007), interstisyel 1q delesyonu (1q23.3-24.2) ve 1q ile 5q
kromozomlarinda yeniden translokasyon olan bir otizm vakasi bildirmislerdir. Bu
calismada array-CGH tekniginin kirilma noktalarinda daha iyi ¢oziiniirliik sagladiginm
ileri slirmiisler ve delesyon biiyiikligini 4.97 Mb olarak hesaplamislardir. Bizim
calismamizda bu bolge rastladigimiz delesyon bolgeleri arasinda yer almamaktadir.

Ayrica ¢aligmamizda 6 hastada rastladigimiz 2p21 delesyonu SIX 3 genenini
icermektedir ve analiz programi tarafindan holoprozensefali 2 bolgesi olarak
tanimlanmaktadir. Benzer olarak 3 hastamizda rastladigimiz 7q36.3 delesyonu SHH genini
icermektedir ve yine analiz programi tarafindan holoprozensefali 3 bolgesi olarak
tanimlanmaktadir. Bu delesyonlarin gercek bir veriyi mi isaret ettigi yoksa teknolojik
tiretim sirasinda bir prob sentezi hatasindan mi kaynakladiginin anlasilabilmesi ig¢in
verilerin ek bir yontemle verifikasyon analizlerinin yapilmasi gerekir.

Array CGH dengesiz mikroskopik ve submikroskopik bozukluklarin ¢ogunu
tanimlama potansiyeli ile 6nlimiizdeki yillarda, ilk bagvurulan metod olan sitogenetigin,
yani kromozom bantlamanin ve FISH analizinin yerini almaya adaydir.

Tiim bu veriler 15181nda, 16p13.11 bolgesi ve ilgili genlerinin bizim hasta grubumuzda
da otizme yatkinlig1 temsil ettigini sdyleyebiliriz. Calsmamizda ayrica izlenen 16p11.2,
1g21.1, 2g21.1 ve 6p23.1 bolgelerine ait genlerin de olas1 bagka yatkinlik bolgeleri olarak
isaret edilmektedir.Bu bolgelere doniik ileri ve ayritili ¢calismalar tezin devaminda anabilim
dalimizca ileri donemde gerceklestirilecek projeler igerinde detayl olarak arastirilacaktir.
Bu c¢aligma ile 16p13.11 bolgesinin otizm igin dnemi bir kez daha vurgulanmis
olmaktadir. Bunun yaninda genomda otizm i¢in daha dnce belirlenmemis yeni aday
lokuslarin varlig belirlenmistir. Ileri ddnemlerde yapilacak galismalarda, bu yeni

lokuslarin, otizm i¢in 6nemini daha fazla vurgulanacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Verilerimiz 16p13.11 bolgesine kiimelenen oOnceki calismalardaki verilerle uyum
i¢indedir.

Ayrica 12 adet hastamizda delesyon saptanan 16pl11.2, 10 hastamizda delesyon
saptanan 1g21.1, 8 hastamizda delesyon saptanan 2q21.1, 7 hastamizda delesyon saptanan
8p23.1, 6 hastamizda delesyon saptanan 2p21 ve 4 hastamizda delesyon saptanan 10q11.22
bolgeleri yeni bolgeler olup arastirilmasi gerekmektedir.

Verilerin verifikasyonu ve ayni bolgelere ait, gen anlatim ve proteomiks caligmalari
hastaligin patogenez mekanizmas1 ve tedavi stratejileri agisindan Onemli ipuglari

saglayabilir.
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