T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBI GENETIK ANABILIM DALI

CNTNAP2 VE SETBP1 VARYANTLARININ GELISIMSEL DiL
BOZUKLUGUNA OLASI ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Dr. Betul TURAN

UZMANLIK TEZi

Danisman

Dr. Ogretim Uyesi Emine GOKTAS

KONYA, 2023



T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBI GENETIK ANABILIM DALI

CNTNAP2 VE SETBP1 VARYANTLARININ GELISIMSEL DiL
BOZUKLUGUNA OLASI ETKIiSININ ARASTIRILMASI

DR. Betul TURAN

TIPTA UZMANLIK TEZI

Danisman
Dr. Ogretim Uyesi Emine GOKTAS
Ikinci Danisman

Prof. Dr. Ayse Giil ZAMANI

KONYA, 2023



ONSOZ

Tibbi Genetik uzmanlik egitimi strecinde, sagladiklari tim firsatlar icin degerli
hocalarim Prof. Dr. Mahmut Selman YILDIRIM, Prof. Dr. Ayse Giil ZAMANI ve Dr.
Ogretim Uyesi Emine GOKTAS’a; tezime sunduklari katkilarindan dolayr Dog. Dr.
Necati UZUN’a, destekleri icin sevgili aileme, ekip arkadaslarima ve laboratuvar
emekgilerine tesekkir ederim.

Alvin Toffler’in dedigi gibi "Yirmi birinci ylzyilin cahilleri, okuma ve yazma
bilmeyenler olmayacak, 6grenemeyen, 6grenilmis bilgilerden vazgecemeyen ve yeniden

ogrenemeyenler olacak™. Yasam boyu 6grenme hali icinde olmak dilegiyle...

Kasim, 2023
Betil TURAN

Bu arastirma, Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorlugi tarafindan desteklenmistir. Proje No: 221518044



OZET

CNTNAP2 ve SETBP1 VARYANTLARININ GELISIMSEL DiL
BOZUKLUGUNA OLASI ETKISININ ARASTIRILMASI

DR. BETUL TURAN, UZMANLIK TEZI, KONYA, 2023

Amag: Gelisimsel dil bozuklugu (GDB), ¢ocuklarin iletisim kurmalarini zorlastiran en
yaygin gelisimsel engellilik olup, normal dil gelisimindeki bozulmanin, isitme kaybi,
norolojik/psikiyatrik hastaliklar ve gevresel uyaranlardan yoksunluk ile agiklanamamasi
ile karakterizedir. GDB patogenezinde cevrenin yani sira, gucli genetik faktorlerin de
etkili oldugu bilinmektedir. Bu calismada SETBP1 ve CNTNAP2 genlerindeki dizi
varyasyonlari ve suclanan cevresel degiskenlerin GDB etiyolojisindeki rolinin
belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Eylill 2022-Mart 2023 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi (NEUTFH) Cocuk Ruh Saghgi polikliniklerine basvuran, DSM-V
Olgltlerine gore dil bozuklugu tanisi konulan, gelisim dizeyleri AGTE ile
degerlendirilmis olan, 2 - 7 yas arasindaki otuz cocuk, etiyolojiden sorumlu olabilecek
aday genler ve cevresel etmenler acisindan incelenmistir. NEUTFH Tibbi Genetik
polikliniklerine basvuran, vaka grubundakiler ile yas ve cinsiyet bakimindan benzer,
altta yatan bir hastaligi olmayan otuz saglikli cocuk kontrol grubu olarak calismaya
dahil edilmistir. Her iki grubun periferik kanindan izole edilen DNA &rneklerinde
SETBP1 ve CNTNAP2 genleri yeni nesil dizileme yontemi ile analiz edilmistir.
Saptanan varyantlarin klinik énemini degerlendirilmis ve gerekli vakalarda varyant
dogrulama ve segregasyon analizleri Sanger dizileme ile yapilmistir. Elde edilen veriler
uygun istatiksel yontemlerle karsilastiriimistir.

Bulgular: En sik varyant turti, CNTNAP2 geninde intronik (%75), SETBP1 geninde
missense varyantlar (%60) olmustur. 29 SNV vaka ve kontrol gruplarinda ortak
izlenirken U¢ SNV (rs186624619, rs17170742, rs373599564) ve iki énemi bilinmeyen
(CNTNAP2: ¢.973C>G:p.P325A ve CNTNAP2: ¢.2236G>A:p.D746N) varyant yalnizca
vaka grubunda izlenmistir. Nadir varyantlardan biri novel olup, her ikisinin in siliko
analizleri celiskili sonuglar vermistir.Yapilan segregasyon calismasinda etkilenmemis
ebeveynden paternal kahtildiklari goésterilmistir. Polimorfizmlerin vaka ve kontrol
gruplarindaki sikhklari kiyaslanmistir. SETBP1 rs11082414 (G/C) varyanti icin
homozigot CC genotip sikhgi hastalarda kontrollere kiyasla anlamli derecede daha
yuksek bulunmustur (p=0,024). Nongenetik faktorler incelendiginde ise vaka grubunda
ortalama dogum kilosu daha yuksek (p=0,043), ortalama laktasyon siresi daha dusik
(p=0,044) bulunmustur.

Sonug: Calismamizda aile Oykisu, erkek cinsiyet, 15 aydan az laktasyon siresi ve
SETBP1 rs11082414-CC varyantinin GDB icin risk faktoru olabilecegi sonucuna
variimistir. Risk faktorlerini belirlemek, yuksek riskli aileler icin Onleyici ve tedavi
stratejileri olusturmaya yardimci olabilir.

Anahtar Kelimeler: Cevre, Dil, Ekspresif, Genetik, Konusma



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL IMPACT OF CNTNAP2 AND SETBP1
VARIANTS ON DEVELOPMENTAL LANGUAGE DISORDER

Objective: Developmental Language Disorder (DLD) is the most common
developmental disability that hinders children’s ability to communicate. It is
characterized by a disruption in normal language development that cannot be explained
by factors such as hearing loss, neurological/psychiatric disorders, or environmental
deprivation. In addition to environmental factors, strong genetic factors are known to be
involved in the pathomechanism of DLD. This study aimed to determine the role of
sequence variations in the SETBP1 and CNTNAP2 genes, as well as the suspected
environmental variables, in the etiology of DLD.

Methods: Between September 2022 and March 2023, thirty children aged 2-7 years
who presented to the Pediatric Psychiatry Clinics of the Necmettin Erbakan University
Faculty of Medicine (NEUFM) and were diagnosed with language disorders according
to DSM-V criteria, and whose developmental levels were assessed using the AGTE,
were examined for genetic and environmental factors that could be responsible for
etiology. Thirty healthy children with no underlying diseases, matched for age and
gender with the case group, who presented to the Medical Genetics Clinics of NEUFM,
were included as a control group. DNA samples isolated from peripheral blood of both
groups were analyzed for SETBP1 and CNTNAP2 genes (custom design panel) using
next-generation sequencing. The clinical significance of the identified variants was
evaluated, and variant verification and segregation analyses were performed by Sanger
sequencing. The obtained data were compared using appropriate statistical methods.

Results: The most common type of variant was deep intronic in the CNTNAP2 gene
(75%), and missense variants in the SETBP1 gene (60%). 29 SNVs were observed in
both case and control groups, whereas three SNVs (rs186624619, rs17170742,
rs373599564) and two variants of unknown significance (CNTNAP2:
€.973C>G:p.P325A and CNTNAP2: ¢.2236G>A:p.D746N) were observed only in the
case group. One of the rare variants was novel, and in silico analyses of both yielded
conflicting results. The segregation study showed that they were paternally inherited
from unaffected parents. The frequencies of polymorphisms were compared between
the case and control groups. The SETBP1 rs11082414-CC genotype frequency was
significantly higher in patients compared to the controls. (p=0.024). Among non-genetic
factors, the case group had a higher average birth weight (p=0.043), and a lower average
lactation duration (p=0.044).

Conclusion: The family history, male gender, lactation duration of less than 15 months,
and the SETBP1 rs11082414-CC variant may be risk factors for DLD. Identifying risk
factors can help create preventive and treatment strategies for high-risk families.

Keywords: Environment, Expressive, Genetic, Language, Speech
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1 GIRIS

Bilginin sozel ve/veya sOzel olmayan ifadeler ile bireyler arasi aktarilma sureci
anlamina gelen ‘iletisim’ konusma ve dil olmak Uzere iki ana bashkta incelenir. Dil,
anlami iletmek amaciyla insanlar tarafindan tzerinde anlasmaya varilmis semboller
(sesler, kelimeler, yazi, isaret, jest vb) ve bu sembollerin nasil kullanilacagini gdésteren
kurallar batind; konusma ise dil sembollerinin respiratuar, laringeal ve oral yapilar
arasindaki etkilesimlerin sonucunda seslendirme aracihigiyla sozel ifadeler biciminde
somutlastiriimasidir(Turkbay, 2021). Diger bir ifadeyle konusma, dilin verbal ¢iktisini;
dil ise konusulan, yazilan, okunan, isaret edilen veya anlasilan seyin icerigini ifade eder
(William B. Carey, 2009).

Konusma ve dile 6zgu gelisimsel bozukluklar ylksek prevalansina ragmen
genetik, noroanatomik ve ndrofonksiyonel etiyolojisi en az calisilan nérogelisimsel
bozukluklardan biridir(Rakhlin ve ark., 2020). Ulkemizde gelisimsel dil bozuklugu
etiyolojisini genetik ve cevresel faktorler acisindan inceleyen kapsamli bir arastirma

bulunmamaktadir.

11 AMAC

Bu tez calismasinda ‘SETBP1 ve CNTNAP2 genlerindeki dizi varyasyonlari, gelisimsel
dil bozuklugu etiyolojisinde risk faktori olabilir’ hipotezi 6ne strilmektedir. Bu hipotez
Isiginda calismanin amact SETBP1 ve CNTNAP2 genlerinde patojenik, muhtemel
patojenik, nadir (populasyon veritabanlarinda <%0.5) ve yeni varyantlari belirlemektir.
Bu amaca ulasmak icin hedeflerimiz Amerikan Psikiyatri Birligi’nin Ruhsal
Bozukluklar icin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi 5. Basimi (DSM-5:Diagnostic and
Statistical Manuel of Mental Disorders-5, APA, 2013) kriterlerine gore klinik olarak dil
bozuklugu tanisi alan hastalar ve etkilenen aile Uyelerini belirlemek, hastalara gelisim
testi uygulamak, cevresel etmenleri sorgulamak, vaka ve kontrol gruplarinda secilen
genlere yoOnelik yeni nesil dizileme analizi yapmak, saptanan varyantlarin klinik
onemini degerlendirmek ve elde edilen sonuclari uygun istatiksel yontemler ile

karsilastirmaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Dil Edinim Kuramlari

Cocuklardaki dil kazanimina katkida bulunan etkenleri agiklayan cesitli gorusler
bulunmaktadir.

Skinner’in Davranis¢t Kuramina gore, dil gelisim stirecinde temel etkenler, model
alma, taklit ve pekistirmedir. Bu yaklasima goére insanoglu anadilini kosullanma
sayesinde dgrenir, biyolojik yapinin roli minimum diizeydedir.

Psiko-Linguistik Kuramcilardan Chomsky ve Lenneberg; insanlarin biyolojik bir
alt yapi ile dile yetenekli dogdugunu, ¢evresinde konusanlar oldugu slrece ¢ocuklarin
konusmayi 6grenilebilecegini savunur.

Piaget, dili 6grenmenin bilissel gelisime dayal oldugunu ve dilin kalitim ve cevre
etkilesimiyle edinildigini ileri sirer (Etkilesimci Goris). Piaget’in genetik yonelimli
bakis acisina karsin Vygotsky, dil gelisiminde toplumsal cevrenin ve sosyo-kilturel

etmenlerin rolind 6n plana ¢ikarmistir (Cakir, 2013).

2.2 Dili Olusturan Unsurlar

Dilde yeterlilik kazanmak icin bes tir bilgiye (fonoloji, morfoloji, semantik, sentaks ve
pragmatik) ihtiya¢c vardir (Dagabakan & Dagabakan, 2007). Fonoloji (ses bilgisi),
morfoloji (bi¢cimbirim) ve sentaks (sOzdizimi) bilgisi, dilin bicim/form bilesenini ;
semantik (anlam) bilgisi, dilin icerik bilesenini ; pragmatik (sosyal kullanim) bilgisi ise
dilin islevsel bilesenini olusturmaktadir. Dilin bilesenlerini tanimlayan terimler Tablo 1
ile agiklanmistir.

Tanimlamalar ve arastirmalari kolaylastirmak icin dil; alici (reseptif) ve ifade
edici (ekspresif) olmak Uzere iki temel alanda incelenmektedir. Alici dil; sembolleri,
kelimeleri, konusulan dili isleme, anlama ve kavram olusturma yetenegini; ifade edici
dil ise dili kullanarak (konusma, isaret, eylem, resim, yazi vb yoluyla) baskalariyla

iletisim kurma yetenegini ifade eder.



Tablo 1: Dilin Bilesenleri

Bir dilin temel ses yapilari (fonemler) ve bu seslerin birlestirilmesine
Fonoloji | iliskin kurallari kapsayan sistemdir. Fonemler anlamli sekilde bir

araya getirilerek morfemler olusturulur.

Sozlikte (leksikon) dilin anlam iceren en kigtk birimlerine morfem

Bicim

Morfoloji | adi verilir. Morfoloji hece, ek, sézciik gibi morfemlerin bicimsel

dizenlemelerine iliskin kurallari inceleyen sistemdir.

Kelimeleri cumle iginde belirli kurallarla siralama becerisi ve 0zne,

Sentaks ) ) ) o ) )
nesne, yuklem arasindaki fonksiyonel iliskileri inceleyen sistemdir.

_ | Dili anlam yonunden ele alan sistemdir. Kelimeleri, cumleleri
Semantik

Icerik

anlama becerisidir.

Sdzel ve sozsuz iletisim icin baglam ipuclarini kullanma yetenegidir.
Pragmatik | Konusma sirasina uyma, goz temasi kurma, tonlamayi degistirme

Islev

dilin pragmatik 6gelerine drnektir.

2.3 Dilin Néroanatomik Organizasyonu

Son yizyilda konusma ve dile ait bilesenlerin beyinde hangi yapilarin
fonksiyonlariyla iliskili olduguna dair bilgimiz, gelisimsel bozukluklar hakkinda yapilan
arastirmalardan elde edilen verilerle artmistir(Van der Lely & Pinker, 2014).

Gelisimsel yapilanma; yasami strdiurmeye yonelik otonom islevlerle ilgili beyin
sapl ve orta beyinden baslayarak, kognitif strecleri yiriten yonetici katmana dogru bir
siralanma gosterir. Bu nedenle yenidoganlarda st kortikal bdlgelerdeki néronlar,
baglantisal organizasyonunu hentiz tamamlamamis durumdadir(Torun, 2018). Dil
gelisimi ile ilgili noral yolaklar, yasamin ilk yillarinda genetik olarak programlanmis
noroplastisite mekanizmalari ve ¢evresel girdilerin etkisi altinda olusur. Dili anlama ve
uretme sureclerinde ¢ok cesitli beyin alanlarinda gerceklesen ve birlestirilen islemler
Ozelleserek bir ¢esit otomasyon kazanir.

Insan iletisiminin benzersiz niteligi nedeniyle, dilin serebral organizasyonu
hakkindaki ilk bilgiler afazili hastalar Uzerinde yapilan calismalardan elde edilmistir.
Paul Broca'nin (1861) konusma Uretiminde bozukluk ile sol posterior inferior frontal
girus lezyonunu iliskilendirdigi rapordan sonra, Carl Wernicke (1874) sol inferior
parietal ve/veya posterior superior temporal bolgeyi isitsel kelime islemeye ayrilmis bir
alan olarak tanimladi(Catani, Jones, & Ffytche, 2005). 19. yizyildan itibaren afazilerin




cogunlukla sol hemisfer, 6zellikle de perisilvian hasarlarda ortaya ciktigi kabul
edilmistir. Bu duruma paralel olarak tarihsel slirecte Broca alani (Brodmann 44, 45, 47)
ifade edici dil ile, Wernicke alani (Brodmann 22) alici dil ile 6zdeslesmistir. Broca,
Wernicke ve iki merkez Usstni birbirine bagladigi ddsunilen arkuat fasikilin
olusturdugu Klasik Dil Beyin Modeli 150 yili askin siredir tip ders kitaplarinda
anlatiimaktadir.

Son dekatta ileri ndrogorintileme tekniklerinin (intraoperatif elektrofizyolojik
stimilasyon calismalari, difuzyon tensor goruntileme, fonksiyonel manyetik rezonans
goriintileme, pozitron emisyon tomografisi, elektroensefalografi, magnetoensefalografi,
tek foton emisyon tomografisi, fonksiyonel near-infrared spectrografi vs) ortaya
cikmasiyla beyinde dil organizasyonu yogun bir incelemeye tabi tutulmustur. Yeni
arastirmalar “ikili Akis’ (dual stream) hipotezini 6ne ¢ikarmistir. ilk olarak gérme
fonksiyonuna iliskin noral islemleri agiklamak igin 6ne striilen ve genis kabul goren bu
hipotez, Klasik Dil Beyin Modelinin (Broca—Wernicke—Lichtheim—-Geschwind model
ailesi) zayif yonlerini de aciklayici 6zellikler tasimaktadir. Gregory Hickok ve David
Poeppel (2007) tarafindan onerilen ikili akis modeline gore beyinde birbiriyle fiber
yolaklar araciligiyla aglar olusturacak sekilde baglanti kuran ndéronal birimler
(modaller) vardir (Hickok & Poeppel, 2016). Bununla birlikte dil sisteminin farkli
yonleri ile ilgili islemler icin ¢ok sayida fiber yolak (aksonal baglanti) dzellesmistir.
Arcuate fasciculus (AF), superior longitudinal fasciculus (SLF), middle longitudinal
fasciculus (MLF), inferior fronto-occipital fasciculus (IFOF), uncinate fasciculus (UF)
gibi fiber yolaklar etkilesim iginde c¢alisarak kompleks bir baglanti semasi (The
Language Connectome) meydana getirir (Sekil 2-1). Modern tipta sistemleri aciklamak
icin a§ kavrami giderek daha fazla kullaniimaktadir. ikili akis modeli de beyin-dil
islemlerini modil-ag anlayisi ile aciklamaktadir. Her iki hemisferde bulunan moduller

belirli beyin-dil islemlerini desteklemek lizere ag sisteminde birlikte hareket eder.



Konusmayi sirdirme Dorsal akis
\ m Fonolojik isleme
SLF/AF

o

Ventral Akis
Semantik isleme

Sekil 2-1: ikili Akig Hipotezi. Dili anlama ve ifade etme islevleri; beyinde ‘ventral ve dorsal akislar’
olarak isimlendirilen paralel iki islem akisi icinde gergeklestirilmektedir. Dorsal akis (SLF/AF
araciligiyla) fonolojik islemler ile; ventral akis (UF, MLF, IFOF) semantik islemler ile baglantilidir.

Ventral akis islemleri her iki hemisferin temporal ve inferior parietal lobunu
ilgilendiren bir organizasyon gosterirken; dorsal akis islemleri sol frontal lobu
(prefrontal korteks), sol superior temporal lobu (parietal-temporal birlesim bélgesi) ve
ikisini birlestiren longitudinal fasikil kompleksine haritalanir. Dorsal akis icinde
posterior silvian fissir ¢evresindeki bolge, artikilasyon kontrolinii saglayan ‘duysal-

motor birlestirme alani’ olarak nitelendirilmektedir.

2.4 Normal Dil Gelisim Evreleri

Dil gelisimi, bilissel, duygusal ve sosyal gelisimle paralel olarak yasam boyu devam
eden ve kompleks etkilesimler iceren bir siirectir. Bu stire¢ genetik ve gevresel etmenler
ile sekillenir. insanlar konusmayi algilama mekanizmalarina dogustan sahiptir.
Yenidogan doneminde bebekler, dider isitsel uyaranlara kiyasla insan sesini dinlemeyi
daha cok tercih ederler. Normal dil gelisimi igin her seyden 6nce gocuklarin -ideal
olarak stressiz bir ortamda- yanit veren yetiskinlerle etkilesime girmesi ve dili bolca

duymalari gerekir. Ayrica sesten anlam ¢ikarmak, kurallari 6grenmek, motor planlama-



programlama yapmak igin bilissel ve noral sirecleri kullanabilmelidirler (William B.
Carey, 2009).

Temel gerekliliklerin varhginda, dil edinimi diger gelisimsel fenomenlere benzer
sekilde dngorulebilir bir sira izler. Bebegin, ilk kelimelerini séylemeden 6nce, sesler ve
hareketler araciligiyla iletisim kurdugu doéneme prelinguistik dénem denir. Bu
donemin erken asamalarinda alici dil becerileri, ifade edici dil becerilerinden daha iyi
diizeyde olsa da iki beceri tipik olarak senkronize gelisir. ifade edici dil gelisimi, ilk
birkac ayda vokalizasyonla baslar, 3-4 aylikken, infantlar tim sesli harfleri ve “b, m, p”
gibi dudak Unsizlerini ¢ikarabilir. Ses oyunlari ile hosnutlugunu belirtttigi,
gulimsemenin ortaya ciktigi sonraki safha agulama safhasi olarak adlandirilir.
Prelinguistik isitme kusuru olan bebeklerde de agulama olmaktadir. isitme kusuru
olmayan bebekler 5-6 aylikken ana dillerinin fonemlerini ve prozodisini tanima ve diger
dillerden ayirt etme yetenegi gosterirler. Bu donemde primitif sesler babildamalara
doniismiistir. ik yilin ikinci yarisindan itibaren babildama olgunlastikca infantlar
mama ve dada gibi evrensel Ozelliklere sahip tekrarlayan iki heceli kombinasyonlar
uretirler, ancak bu kombinasyonlarin sembolik bir referansi yoktur. Morfemlerin
anlasiimasi 8. ay dolaylarina rastlamaktadir, bebek artik duydugu sesleri taklit etmeye
calismaktadir. 10 aylik bir infant gesitlenmis babildama evresindedir. Alici s6zcuk
dagarcigi 150-200’e ulasmasina ragmen hentz yeni yeni farkli heceleri biraraya
getirerek babildama yapabilmektedir. Ayni zamanda beden dili ile iletisim
kurabilmektedir (hayir anlaminda bas sallama, kucaga alinmak igin kollarini kaldirma
gibi). 1 yasinda basit komutlara (topu at, oyuncagi ver gibi) tepki verebilir,
soruldugunda viicudun en az bir bolimine isaret edebilir(Michelle M. Macias, 2018).
Gercek sozclklerin veya sembol olarak kullanilan seslerin ortaya c¢ikisi, infantin nesne
strekliligi kavramini kazanmasina baglidir. Bir kisinin veya nesnenin adlandirilabilmesi
icin infantin zihninde sabit bir varli§i olmasi gerekir. Bu nedenle infantlar 10 ila 15
aylikken (cogunlukla ilk yas gunlerinde) ilk gercek kelimelerini sdyleyebilmektedirler.
Ilk kelimeler genellikle tanidiklari Kisileri veya nesneleri etiketlemek icin kullanilan
isimlerdir(Michelle M. Macias, 2018). Sembolik oyun oynama becerisi de gercek
kelimelerin ortaya ¢ikmasina paralel olarak; 1 yasindan itibaren (linguistik donem)
kademeli olarak gelismektedir. Bir ¢ocuk ortalama 10-20 kelimelik bir ifade edici
kelime dagarcigina sahip oldugunda, yaklasik 18 aylikken kelimeleri birlestirmeye
(sentaks) baslar. isimlerin birbirini izlemesi seklinde iki kelimeli bu immatiir

kombinasyonlar telgraf cimleleri olarak bilinmektedir. 24-36 ay arasi ¢ocuklar icin dil
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gelisiminin en ayirt edici 0zelligi duydugu sozcukleri taklit etmeye ve sozcik
anlamlarini kavramaya baslamasidir. Yasamin ikinci ve Gglnct yillarinda, kelime
dagarcigi ve kombinasyonlari istikrarli bir sekilde katlanarak genisler (William B.
Carey, 2009). 2 yasina kadar ortalama 50 kelime, 2.5 yasina kadar ortalama 400 kelime
edinilir. Bununla birlikte 2 ila 3 yaslari arasinda zamirler, baglaclar, olumsuz yapilar,
cogul ekleri basit dizeyde kullanilabilmekte ve c¢ok sbdzciukli kombinasyonlar
uretilebilmektedir. 3 yasinda bazi karsit anlaml sifatlari bilir, nesneleri nitelendirir,
sOzcik dagarcigr 1000 kelimeye kadar ulasmaktadir. 2 yasinda konusmasinin %50°si, 3
yasinda ise %75-90’1 aile disindaki yabancilar tarafindan anlasilabilirdir. 3-4 yas
arasinda sozcuk ve cimle yapisindaki karmasiklik artar. 4 yasinda gocuklar pragmatik
bilgiyi kazanmistir, gegcmis zaman c¢ekimli fiilleri dogru bir sekilde kullanabilir, ne”,
”neden”, nasil”, “nerede”, ”"ne zaman”, “kim” sorularina cevap verebilir, adini,
soyadini, yasini ve cinsiyetini bilir. Kabaca, cocuklarin %901 2 yasinda 2 kelimelik
cumleler, 3 yasinda 3 kelimelik climleler ve 4 vyasinda 4 kelimelik ctmleler
kurabilmeleri beklenir(Ciyiltepe & Turkbay, 2004; Leung & Kao, 1999; Michelle M.
Macias, 2018).

Dil gelisim asamalarinin sirasi degismez ancak gelisimin hizi, genetik ve gevresel
etmenlerden etkilenebilmektedir. Sozlu etkilesimler ve iyi duygusal iliskiler ile iletisimi
pekistirilen cocuklarda dil gelisimi daha hizli iken bilingual cocuklarin dil gelisimi daha
yavastir. Ayni anda iki dil 6égrenen bilingual ¢ocuklar, tek dil 6grenenler ile ayni dil
gelisim modelini takip eder ve genellikle 5 yasindan 6nce her iki dili de ustaca
konusabilirler(Leung & Kao, 1999; Michelle M. Macias, 2018). Tablo 2 dil ediniminde
kritik donum noktalarini, dil becerilerinin edinildigi ortalama zaman araligini, gelisimin

geciktigi ve degerlendirilmesi gerektigini gosteren dénum noktalarini agiklamaktadir.



Tablo 2. Alici ve ifade Edici Dil Gelisim Basamaklari (Zimmerman ve ark)

Alici Dil Becerileri Gelisim Basamaklari Ortalama Edinme Yasi Kirmizi Bayraklar*
Ses ile uyarilir 0-1ay 2.ay
Kendi adina doéner 6-8 ay 10. ay
Sozel oyunlari takip eder (bay bay yapma) 8-10 ay 12. ay
Basit sorulari anlar (anne nerede) 9-11 ay 15. ay
“Hayir” denildiginde durur 9-10 ay 15. ay
En az 3 farkh kelimeyi anlar 10-13 ay 15. ay
3 farkli viicut bélumini isaret eder 12-16 ay 18. ay
Basit komutlari takip eder (topu goster) 12. ay 18. ay
2 asamall (siral) komutlari yerine getirebilir
. 24. ay 30. ay
(Orn: Ayakkabilari al, babaya ver)
Basit sorulara yanit verir (bu nedir) 24-30 ay 36. ay
Ifade Edici Dil Becerileri Gelisim Basamaklari
Vokalizasyon (Civildama veya Gigildama) 2-3 ay 6. ay
Babildama (Agulama) 3-6 ay 8 ay
Heceleme (Cagildama)
Babildamanin tekrari (Reduplicated babbling) 6-8 ay 14. ay
Cesitlenmis babildama (Varied babbling) 8-12 ay
Istedigi nesneyi isaret etme
) 9-11 ay 14. ay
(Amagch sdzstiz mesajlar)
3 farkli kelime soyler 12-15ay 16. ay
Kelime dagarcigi en az 35-50 kelime 18-22 ay 24. ay
iki kelimelik ifadeler (anne, su) 18-22 ay 24. ay
Basit climle Gretimi (su istiyorum) 24-30 ay 36. ay
Ebeveynin sorulari ile ge¢mis bir olayi
y- o Jeemis Y 24-30 ay 36. ay
anlatabilme (3-5 kelimelik cimleler)
Tanidik olmayan yetiskinler tarafindan %50'nin
30-36 ay 42. ay
uzerinde anlasilabilirlik
Tanidik olmayan bir yetiskin tarafindan tamamen
o 48-54 ay 60. ay
anlasilabilirlik
Tamamen matir konusma sesleri, hikaye
anlatabilme >72. Ay

* Belirgin gecikmeyi gosteren yas, kirmizi bayrak olarak adlandirildi.



2.5 Gelisimsel Dil Bozuklugu
2.5.1 Tanim ve Tani Kriterleri

GDB; dili hem s6zlii hem de szl olmayan baglamda anlama ve kullanma yeteneginde
cesitli siddetlerde bozulma olarak tanimlanmaktadir. Literatiirde ‘Ozgul Dil Bozuklugu’
(Specific language impairment - SLI) terminolojisi ile de yer almaktadir. Bu teshis,
normal dil gelisimindeki bozulmanin, altta yatan sendromlar, bilissel yetersizlik, otizm,
epilepsi gibi norolojik hastaliklar, isitme kaybi, artikulatuvar yapilarda anomaliler ya da
bilingualism ve cevresel uyaranlardan yoksunluk ile aciklanamadigi durumlarda
konulmaktadir(D. V. Bishop ve ark., 2017; Courtenay Frazier Norbury, 2015).

Dil edinimi, bir ¢ocugun egitimsel gelisiminin en temel yapi tasidir. Dil
bozuklugu olan ¢ocuklari olabildigince erken dénemde tanimak ve mudahale etmek
oldukca 6nemlidir. Ancak belirtilerin genis bir yelpazede olmasi klinik tanida zorluklara
neden olabilmektedir. GDB; psikiyatrik tani siniflandirma sistemi DSM-V’te
(Amerikan Psikiyatri Birligi, 2013)’te “Norogelisimsel Bozukluklar” bashgi altinda
gruplandirilan “iletisim bozukluklari® arasinda asagidaki gibi siniflandiriimaktadir;

1-Ozgiil Dil Bozuklugu (Gelisimsel Dil Bozuklugu)

2-Konusma Sesi Bozuklugu

3-Akici Konusma Bozuklugu (Kekemelik)

4-Toplumsal iletisim Bozuklugu (Sosyal Pragmatik iletisim Bozuklugu)

5-Tanimlanmamis iletisim Bozuklugu

DSM-V’te Ozqiil Dil Bozuklugu tani kriterleri sunlardir:

A. Dilin cesitli kanallar yoluyla (s6zli, yazil, isaret dili ve/veya diger sembol
sistemleri) edinilmesi ve Uretilmesinde su alanlari(*) kapsayan kalici zorluklar;

* Azalmis s6zcuk dagarcigi (s6zcuk bilgisi ve kullanimi)

* Sinirli climle yapisi (s6zcikleri birbiri ardina dizerek gramer ve morfoloji
kurallarina uygun cimle kurma becerisi)

* Anlati bozuklugu (sohbet etmek veya bir konuyu veya olay serisini agiklamak
veya betimlemek amaciyla sdzcikleri kullabilme ve cimleleri baglayabilme)

B. Beklenen dil becerilerinin akranlarindan énemli ve 6l¢ilebilir derecede disik
olmasi sonucu; etkili iletisim, sosyal katilim, akademik basari veya mesleki performans
alanlarinin bir veya daha fazlasinda fonksiyonel sinirlilik

C. Belirtilerin erken gelisimsel donemde baslamasi



D. Bu zorluklarin, duyusal bozukluklar (isitme kaybi gibi), motor disfonksiyon
veya diger medikal durumlara ba§lanamamasi, bilissel yetersizlik veya yaygin
gelisimsel bozukluk ile daha iyi agiklanamamasi

DSM-5’te ‘Ozgul Dil Bozuklugu’ ile ifade edilen grup Diinya Saglik Orgiti
tarafindan 2019’da yayinlanan Uluslararasi Hastaliklar ve Saglik Problemlerinin
Istatiksel ~ Siniflandirmasi’nda  (ICD 11/International Classification of Diseases)
‘Konusma veya Dile Ozgii Gelisimsel Bozukluklar’ ana bashgi altinda Gelisimsel Dil
Bozukluklari (GDB) terimiyle yer almistir. GDB; gelisimsel donemde ortaya ¢ikan, dili
anlamada, Uretmede veya iletisim amaciyla baglam icinde kullanmada siregiden
guclikler ile karakterize edilmistir. ICD 11 igerisinde konusma veya dile 0zgu
gelisimsel bozukluklarin siniflandiriimasi su sekildedir:

1-Gelisimsel dil bozuklugu

2-Gelisimsel konusma sesi bozuklugu

3-Gelisimsel konusma akiciligi bozuklugu

4- Konusma ve dile 6zgi tanimlanmis diger gelisimsel bozukluklar

ICD 11’de Gelisimsel dil bozuklugu tanisal 6zellikler arasinda; dil becerilerinin,
yas ve entelektlel islevsellik duzeyine gore beklenen normal varyasyon sinirlarinin
belirgin sekilde altinda olmasi, bu durumun anatomik veya ndrolojik anormallikler ile
tam olarak aciklanamamasi ve kisisel, ailevi, sosyal, akademik, mesleki veya diger
islevsellik alanlarinda 6nemli 6l¢tide bozulmaya neden olmasi sayiimistir.

Ozgul dil bozuklugu, gelisimsel dil bozuklugu ve ekspresif dil bozuklugu
haricinde bu durum icin literatirde ge¢ konusma, dil gecikmesi, dil yetersizligi, dil
o6grenme guclagu, primer dil bozuklugu, idiopatik dil bozuklugu, yavas ifade edici dil
gelisimi, konjenital/gelisimsel disfazi gibi farkli isimlendirmeler yer almistir. Bu alanda
calisan profesyoneller (tip doktorlari, 6zel egitimciler, psikologlar, dil terapistleri,
dilbilimciler gibi) arasinda tutarh bir terminolojinin bulunmamasi tani ve midahalede
gecikmelere neden olabildigi gibi yapilan arastirmalari da olumsuz etkileyebilmektedir.
Dile iliskin problemler hakkinda ortak bir dile ihtiya¢ duyulmasi tzerine 2017 yilinda
Bishop ve arkadaslari onculugunde ¢ok uluslu, multidisipliner bir panel
dizenlenmistir(Bishop ve ark., 2017). CATALISE isimli bu toplantida cogunlugu dil ve
konusma terapisi uzmanlarindan olusan 57 panel Uyesi, terminoloji hakkinda bir dizi
ifadeyi 1 (kesinlikle katilmiyorum) ile 5 (kesinlikle katiliyorum) arasinda 5 puanlik bir
Olcekte puanlamistir. Yanitlar anonimlestirilerek tim panel Gyelerine dagitiimis, ikinci

turda terminoloji hakkindaki ifadeler, geri bildirimlere gore revize edilmis ve tekrar
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puanlanmistir. Tartismalar sonucunda uzmanlar ‘Gelisimsel Dil Bozuklugu -
Developmental Language Disorder’ teriminin, gelisim sirasinda ortaya ¢ikan ve bilinen
biyomedikal bir duruma bagl olmayan dil bozukluklari i¢cin kullaniimasi tizerinde goris
birligine varmistir. Yaniltici ve kafa karistirici cagrisimlara sahip olmasi nedeniyle
‘Ozgul Dil Bozuklugu — Spesific Language Impairment’ teriminin ortadan kaldiriimasi
onerilmistir. CATALISE c¢alismasi sonucunda uzlasilan bu terim ICD-11 kullanimi ile
de uyumludur. Bu verilere dayanarak arastirmamizda ‘Gelisimsel Dil Bozuklugu® terimi
tercih edilmistir.

2.5.2 Epidemiyoloji

Okuléncesi ¢ocuklarda yapilan arastirmalarda alici ve/veya ifade edici dilde gecikmenin
prevalansi; terminolojideki karmasaya, kullanilan tani kriterleri ve arastirma yapilan yas
gruplarina bagh olarak énemli 6lglide (%3- 17.5) degismektedir(Horwitz ve ark., 2003;
Rescorla & Achenbach, 2002; Rescorla & Alley, 2001). En yaygin olarak belirtilen
GDB prevalansi, Tomblin ve arkadaslari (1997) tarafindan lowa'daki 7218 anaokulu
cocugu uzerinde yapilan bir arastirmada elde edilen %7.4 tahminidir(Tomblin ve ark.,
1997). Pek cok nérogelisimsel bozuklukta oldugu gibi gelisimsel dil bozukluklugundan
da erkek cocuklar 6nemli 6l¢iide daha yiksek bir oranda etkilenir. GDB i¢in de durum
farkl degildir. Robinson ve arkadaslari (1991) tarafindan, yas ortalamasi 12 olan 82
6zgul dil bozuklugu tanili gocuk arasinda yapilan bir arastirmada erkek ve kiz cinsiyet
orani 3,8/1 olarak bildirilmistir(Robinson, 1991).

2.5.3 Etiyoloji

Saghkh bir dil gelisimi icin temel gereksinimler: yeterli sdzel girdi, normal isitme,
kognitif-noral surecler, konusma donanimlari ve sosyal etkilesimler seklinde
Ozetlenebilir. Bu temel gereksinimlerdeki eksiklikler; dil ve konusma gelisimindeki
bozulmadan sorumlu tutulmustur.

Entellektiel yetersizlik ve otizm spektrum bozuklugu dil-konusma gecikmesinin
en sik organik nedenlerini olusturur(Yasin, Aksu, Ozgir, & Ozgiir, 2017). Bununla
birlikte isitme kaybi, psikososyal uyaran eksikligi, verbal dispraksi, kas hastaliklari ve
anatomik problemlere (ankiloglossi, yarik damak, velofarengeal yetmezlik) sekonder
olarak dil ve konusma gelisiminde bozulma ortaya cikabilir.

Fonksiyonel nérogorinttleme tekniklerinin ilerlemesi ile gelisimsel dil bozuklugu
olan bireylerin beyinlerinde dil islemlerinin yaratuldugu aglarda islevsel farkhiliklar

tespit edilmistir. Elektrofizyolojik calismalardan elde edilen kanitlar GDB’de yasamin

11



ilk yilinda linguistik ve isitsel isleme sureclerinin belirli bir derecede bozuldugunu
gostermektedir (Luyster, Seery, Talbott, & Tager-Flusberg, 2011). Leonard (2014); alg1,
dikkat, isitsel isleme, bilgiyi depolama, zihinsel temsil becerileri gibi kognitif
streclerdeki farkliliklarin dil edinimini zorlastirdigini savunmustur. Bu bilgiler 1siginda
beyinde yurutici islevleri etkileyen herhangi bir durumun (ndrodejenatif hastaliklar,
psikiyatrik bozukluklar) dil edinimini de etkileyebilecegi ¢ikarimi yapilabilir.

Erkek cinsiyette olmanin yani sira birinci derece aile bireylerinde dil gtcluklerinin
olmasi, GDB riskini belirgin arttirmaktadir (Roulstone, Loader, Northstone, &
Beveridge, 2002; Zubrick, Taylor, Rice, & Slegers, 2007). Aile bireyleri arasindaki
benzerlikler, hem genotipin sonucu, hem de aile bireyleri tarafindan paylasilan ve
genetik olmayan etkenlerle temas etmenin ortak sonucu olabilmektedir. Dil gelisim
Ozellikleri ile iliskilendirilen sosyal ve cevresel faktorler sunlardir: Prenatal dénemde
nikotin, alkol, radyasyon, teratojen maruziyeti, annenin gebelik sirasindaki hastaliklari
(depresyon, hipotiroidi, diyabet, hipertansiyon vb), prematiire dogum, sezaryen dogum,
dusik  dogum agirhgi, perinatal  asfiksi-enfeksiyon-travma  gibi  dogum
komplikasyonlari,  hiperbilirubinemi,  motor gelisim  geriligi, ebeveynlerin
sosyoekonomik ve sosyokultlrel dizeyinin dusiik olmasi, diisik ebeveyn egitim diizeyi,
ev ici karmasa, ebeveynlik becerileri-deneyimleri ve tutumlari, ev okuryazarlik ortami,
kotu fiziksel kosullar, yetersiz beslenme, anne sitii alamamalyetersiz alma, dilsel
uyaran eksikligi, karsilikli olmayan sosyal etkilesim, uzun ekran maruziyeti, emosyonel
stres (bosanma, kardes dogumu, ihmal, istismar vb) ve bilingualism bunlar arasindadir
(Fisher, 2017; Klee ve ark., 1998; Zimmerman ve ark., 2007; Zubrick ve ark., 2007).

Ayni duzeyde cevresel riske maruz kalan kisilerin dil fenotipleri arasinda goézle
goruldr belirgin bir cesitlilik olmasi, genetik heterojenligin gostergesi olabilir. Dil
gelisimine etki eden genetik etmenler bir sonraki bdlumde detaylandirilacaktir.

2.5.4 Klinik Ozellikler ve Komorbiditeler

Cocugun gelisim evresine paralel olarak akranlarina gore dil gelisim evrelerini
gosterememesi durumunda dil gecikmesinden s6z edilir. 24 aylikken iki kelime
kombinasyonu olmamasi ve ifade edici kelime dagarciginin 50'den az olmasi gecikmis
dil ve konusma icin tani 6lciti olarak kullaniimaktadir.

Bazi yazarlar; konusmasi geciken ve dogal gidis sonrasinda yasitlarini
kendiliginden yakalayan cocuklarin (“late bloomers”) durumunu ‘maturasyonel dil
gecikmesi’ olarak nitelendirilmistir. Ancak maturasyonel dil gecikmesi DSM-5
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siniflandirmasinda ayrica ele alinmamakta, dil bozukluklari ile birlikte
degerlendirilmektedir.

Dil gelisiminin bozulma sekli ¢ok yonlidir. Sadece fonolojik, leksikal (s6zluk),
semantik, pragmatik, gramer bilgisi edinememe, okuyamama veya baskalarini
anlamayamama ile karsimiza c¢ikabilmektedir. Ancak sadece alici dil becerilerinde
gecikme olmasi ¢ok nadirdir. Bir cocugun izole alici dil bozukluguna sahip gibi
gorinebilecegi durumlar vardir. Ornegin, otizmli bir cocuk, yogun ekolali kullanimi
nedeniyle normal veya ileri diizeyde ifade edici dil becerilerine sahip gibi goriinebilir
ancak dikkatli bir degerlendirme ile her iki dil alaninda da bozukluk mevcut oldugu
anlastlabilir. Dil testleri spesifik olarak alici veya ifade edici dil bozuklugunu
desteklemedikce, “konusma gecikmesi” ¢ykusi olan bir ¢cocugun, dili anlama ve ifade
bozukluklarinin bir kombinasyonuna sahip oldugu varsayiimalidir(Michelle M. Macias,
2018).

GDB tanisi alan cocuklar, semantik, pragmatik, fonolojik veya sozdizimsel
(gramer) bilgilerin islenmesini gerektiren dil gérevlerinde kronolojik yaslarinin 6nemli
Olctide altinda performans gosterirler. Semantik bilgi yetersizlikleri nedeniyle ilk
sOzcUklerin Uretiminde gecikme, bu cocuklarin en erken tipik 6zelligi olarak
gosterilmektedir(Seyhun Topbas, 2010). Yani sira yeni sozcuklerin kazanilmasinda
gucliuk sergilerler, s6zel ifadeleri kisa (azalmis ortalama s6zce uzunlugu) ve sdzcik
dagarciklari disuktar.

Gramer bilgilerinde eksiklik nedeniyle ¢odul eki, zaman kipi gibi morfemlerde
ustalasamazlar. Fonemleri isleme, saklama ve manipile etme becerisinde (duydugu sesi
tekrarlayabilme gibi) zayiflik vardir. Fiilleri kullanmakta zorlanmalari ayirt edici bir
Ozelliktir. Konusma Uretimi sirasinda sozcik arama davranisi gosterirler, spesifik bir
s0zcugl dolambacli ifade ederler. Nonspesifik kelime ("sey vb™) ve iletisimsel jest
kullaniminda artis vardir. Efor harcayarak ve yardim alarak kisa ctimleler kurabilirler.
Cumle cesitliligi sinirhdir. Bir konuyu anlatmak veya sohbet etmek amaciyla cimleleri
birbirine baglamakta zorlanirlar. Artikiilasyon becerilerinin normal olmasi beklenir
ancak seslerde yer degistirme-ekleme-atlama-tekrarlama gibi kelimeyi basitlestirmeye
hizmet eden sesletim hatalari yapabilirler. Sonug olarak konusmanin anlasilirhginda ve
akicihginda azalma beklenen bir bulgudur. Alici ve ifade edici dil yeteneklerindeki
zayifhgin beraber seyrettigi olgular, dili dogru ve yeterli hizda yorumlamakta,

yonergeleri ve aciklamalari takip etmekte de zorluk cekerler.
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Motor konusma bozukluklari (dizartri ve konusma apraksisi) ile konusma sesi
bozukluklari (fonolojik/sesbilgisel bozukluk ve artikulasyon/sesletim bozuklugu)
Kliniklerinin bazi 6zellikleri GDB ile benzerlikler gosterdigi icin mutlaka ayirici tanida
akilda bulundurulmalidir. Bununla birlikte GDB ile konusma apraksisi, disleksi ve
DEHB qgibi diger gelisimsel bozukluklar arasinda komorbiditeler bildirilmistir.
McArthur, Pennington, Bishop ve arkadaslari s6zli (konusma) ve yazilh dil bozukluklari
(okuma, yazma) arasinda sureklilik oldugunu 6ne sirmdstur. Yapilan bir sistematik
literatiir derlemesinde 5 yas altinda GDB tanisi alan ¢ocuklarin ortalama %25'i okul
yillarinda disleksi kriterlerini karsiladigi belirtilmistir(Michelle M. Macias, 2018).
Fonoloji, semantik, gramer gibi so6zlu dil becerilerinin okumanin temeli oldugu,
okumay1 6grenmek icin konusulan dilin sesleri (fonemler) ile yazilan dilin sembolleri
(harfler) arasinda iliski kuruldugu g6z 6niine alindiginda bu durum sasirtici degildir.

Dil bozuklugu olan okuldncesi cocuklar, dile dayali 6grenme bozukluklari,
duygusal, sosyal ve davranissal sorunlar agisindan daha ytiksek risk altindadir (Michelle
M. Macias, 2018). Cohen ve ark. (1998) cesitli psikiyatrik sorunlar nedeniyle ruh
saghigr merkezlerine sevk edilen 380 cocugu kapsayan arastirmalarinda ¢ocuklarin
%40’ Inda Oncesinde suphelenilmeyen dil bozuklugu tespit edildigini ve 6nemli bir
kisminin DEHB ve dil bozuklugu tani kriterlerini es zamanh Karsiladigini
bulmuslardir(Cohen, Barwick, Horodezky, Vallance, & Im, 1998).

Bir baska calismada (Avon Longitudinal Study of Parents and Children); genetik
ve cevresel etmenlerin, ruhsal saglik problemlerinin gelisimine katkisi arastiriimistir.
%8.7'si GDB olan 6,387 geng ile yapilan bu arastirmanin sonuglarina goére; yaygin
psikiyatrik bozukluklar (major depresif bozukluk, anksiyete bozuklugu, dikkat eksikligi
hiperaktivite bozuklugu) icin yiiksek genetik risk (poligenik skor) tasiyan kisilerde
GDB varligi; psikiyatrik problemleri arttiran bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Toseeb ve ark., 2023).

2.5.5 Kilinik Degerlendirme

Gelisimin diger yonleri gibi dilin ortaya cikisi da kabul edilebilir dlglide bireysel
farkliliklar ile karakterizedir. Normal araliklar, populasyonun %95’inin islevi basardigi
yas dagilimini ifade eden -2 ile +2 standart sapma terminolojisi ile belirtilir.

Klinisyenler konusma (ses uretimi) ile ilgili sorunlari; dil ile ilgili (sembollerin
kullanimi) sorunlardan ayirt etmeli ve mudahaleye gereksinim duyan olgulari

belirlemelidir. Bu sebeple konusma veya dil gecikmesinden endise edilen bir ¢cocugun
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degerlendirilmesi kapsamli bir o6ykd, fizik muayene yani sira standardize testler
icermelidir. Elde edilen tum verilerin kombinasyonu ile karar verilmelidir.

Oykii

Prenatal 0Oykude annenin gebelik sirasindaki hastaliklari, teratojenler, plasental
yetersizlik, intrauterin enfeksiyonlar; perinatal dykide travma, asfiksi, sarilik, dogum
sekli, dogum haftasi, dogum kilosu; postnatal dykide diger gelisim alanlarinda gecikme
olup olmadigi, yenidogan isitme tarama sonuclari, eslik eden hastaliklar, ototoksik ilag
kullanimi, artiktlasyonda (anlasilirhk) zorluk, asiri salya akmasi, beslenme gucligu,
multipl kulak enfeksiyonlari hakkinda soru sormak konusma gecikmesinin nedenlerini
ortaya cikarabilir. Sosyal c¢evre ile birlikte dil ve 6grenme glcliklerini sorgulayan
ayrintili bir aile 6ykisu énemlidir.

Fizik muayene ve gelisim tarama testleri

Buyume parametreleri (boy, kilo, bas cevresi) dlcilmeli, tam bir ndrolojik muayene
(0zellikle de beslenme guclikleri veya konusma apraksisi varsa) yapiimalidir. Oral
kavitenin yapisal bitunligu ve oromotor beceriler (her yone dil hareketleri, fonasyonda
palatal elevasyonun gdzlenmesi, hipernazalite) degerlendirilmelidir. Oromotor tonus
agiz pozisyonuna (acik-kapali), salya akmasina, pipetten icme zorluguna veya tflemede
zorlanmaya bakilarak degerlendirilebilir. Dismorfik 6zellik var ise not edilmelidir.
Ayrici tani igin gelisim tarama testleri ve gerektiginde bilissel testler uygulanmalidir.

Dil gelisimi, genel bir gelisim testi veya bolgesel ve kalturel dil farkhiliklar g6z
oninde bulundurularak dile 6zgu tasarlanan formal testler ile deQerlendirilebilir.
Turkiye’de gelisim degerlendirmesinde sik kullanilan ve standardize edilmis araclardan
bazilari sunlardir: Ankara Gelisim Tarama Envanteri (AGTE), Denver-1l1 Gelisimsel
Tarama Testi, Gelisimi izleme ve Destekleme Rehberi (GiDR), Erken Gelisim Evreleri
Envanteri (EGE), Gazi Erken Cocukluk Gelisimi Degerlendirme Araci (GECDA)
(Demirci & Kartal, 2012; Tunceli & Zembat, 2017). Tarama testlerinde bazi dil
becerilerinin degerlendirilmesi ebeveyn beyanina dayanirken bazilari (jestler, mimikler,
g0z temasl, ortak dikkatin varligi, postir) vizit sirasinda ¢ocuk tarafindan gosterilebilir.
Gelisim alanlarinin her birinde gecikme s6z konusu ise bilissel yetersizlik yoniinde
arastirma yapilmali, ¢ocugun nonverbal problem c¢ézme ve sosyal uyum saglama
becerileri degerlendirilmelidir.

Cocuklarin dil performansinin degerlendirilmesinde dogal dil 6rneklerinden alinan
olgtimler (kelime dagarciginin genisligi, ortalama sdzce uzunlugu gibi) dil bilesenlerinin
Ozellikleri hakkinda nicel bilgi saglamasi agisindan énemlidir. Konusma ve dile 6zgii

15



gelisimi Olgmeyi amaglayan, Tirkce gecerlilik ve guvenirlik analizleri tamamlanmis
tarama testlerinden bazilari sunlardir: Turkce ifade Edici ve Alici Dil Testi (TIFALDI),
Tirkce Erken Dil Gelisimi Testi (TEDIL), Peabody Resim Kelime Testi, Ankara
Artikiilasyon Testi (AAT), Tiirkce Iletisim Davranislari Gelisimi Envanteri (TIGE),
Tirkge Okul Cagi Dil Gelisim Testi (TODIL), Tiirkge Sesletim ve Sesbilgisi Testi,
Okul Oncesi Dil Olgegi, Dil Gelisimi Tarama Envanteri (DILTAR).

Ankara Gelisim Tarama Envanteri-AGTE:

Envanter ilk olarak 1992 yilinda Isik Savasir, Nilhan Sezgin ve Nese Erol tarafindan
gelistirilmis, 2006 yilinda Savasir ve arkadaslar tarafindan yeniden gézden gecirilerek
sunulmustur. Gegerlik ve givenirlik calismalarinda basari oranlari yuksektir. Test-tekrar
test glvenirligi tg farkli yas grubu (0-12 ay, 13-44 ay ve 45-72 ay) icin sirasiyla %99,
%98 ve %88 olarak, i¢ tutarlihgi ise sirasiyla %98, %97 ve %88 olarak bildirilmistir.

AGTE bakim veren ile gorusme yoluyla 0-72 ay arasi ¢ocuklarin gelisimini
objektif olarak degerlendiren norm referansh bir tarama aracidir. Dil-bilissel (65
madde), ince motor (26 madde), kaba motor (24 madde) ve sosyal beceri-6z bakim (39
madde) olmak uzere dort boltimde toplanmis 154 maddeden olusmaktadir. Dil-Bilissel
alt olcegi dili anlama-ifade etme, kavramlari bilme ve basit problem ¢6zimi gibi
becerileri temsil edebilecek bicimde duzenlenmis sorular icermektedir. Testin
uygulanmasina ¢ocugun takvim yasina uygun noktadan, érnek olarak ¢ocuk 33 aylik ise
“’30 Aydan 35 Ay Sonuna Kadar’’ bashkli yas diliminden baslanmaktadir. Bu yas
diliminde gecemedigi maddeler var ise bir alt yas dilimine gecilmektedir. Bakim verene
yoneltilen sorulara verilen cevaplar (evet, hayir, bilmiyorum seklinde) cocuk
gozlemlenerek teyit edilmektedir. Alinan cevaplar dogrultusunda puanlama yapilmakta
ve sonugta 5 ayr puan elde edilmektedir. Elde edilen ham puanlar, bir ¢izelge
yardimiyla ¢cocugun ait oldugu gelisim yasi arahigina gevrilmektedir. Alt 6lgek puanlari
dort ana gelisim alanini, toplam puan ise genel gelisim dlzeyini yansitmaktadir.
(Demirci & Kartal, 2012).

2.5.6 Miuidahale

Tum gelisim ve davranis alanlarinda oldugu gibi, dil gelisiminin desteklenmesi sosyal
pediatri hizmetlerinin temel islevlerinden biridir. Dil edinimindeki gecikme, ¢ocugun
bir stre sonra akranlarina yetisecegi guvencesiyle beklenerek g6z ardi
edilmemelidir(Michelle M. Macias, 2018). Ge¢ konusanlarin %25 ila %50’si GDB

tanisi almaktadir(McCauley, 2013). ileride karsilasilabilecek giicliikler ve erken taninin
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katkilari g6z 6niine alindiginda 6zellikle 3 yas dncesinde dil ve konusma terapistlerine
yonlendirilmeleri faydali olacaktir. Dil ve konusma terapistleri terapi hedefine yonelik
faaliyetleri planlama yani sira aileye danismanlik yapabilmektedir.

Cocuk 6zel hizmet programlarindan yararlanamayacak olsa dahi, bir gecikme
oldugunun farkina varilmasi, daha yakindan izlem yapilmasini ve ailelerin dil
becerilerini gelistirme yollari hakkinda bilgi edinmelerini saglayabilir.

Cocuklar, birebir s6zli ve duygusal etkilesimlerden aldiklari dil uyarisinin
aynisini televizyondan alamazlar. Literatlirde bebeklerin 12. Aydan 6nce giinde 2
saatten fazla TV izlemesinin dil gecikmesi riskini 6 kat arttirdigr iddia
edilmistir(Chonchaiya & Pruksananonda, 2008). Amerikan Pediatri Akademisi 18
aydan kuclk cocuklar icin elektronik medya maruziyetinden sakinilmasi gerektigini
vurgulamistir (Pediatrics, 2016). Ebeveynlere televizyonun dilin yerini tutmadigi ve
yasamin ilk yillarinda TV’den uzak durulmasi gerektigi hatirlatilmalidir.

Sicak ve duyarh anne davranisi ¢ocuklarin bilissel ve dil yeterliligiyle pozitif olarak
iliskilendirilmistir. Amerikan Konusma Dili-isitme Dernegi iletisim bozuklugu olan
cocuklarda; duzenli etkilesimli kitap okuma, motor aktivite gerektiren kuralli oyunlar
oynama, masal dinleme, tekerleme-sarki sGyleme gibi dil stimilasyon faaliyetlerini
arttirmay1 6nermektedir. Ebeveynlerin gunluk rutinler boyunca -aktivite ne kadar
siradan olursa olsun- cocuklariyla konusmasi tesvik edilmelidir. Okul 6ncesi egitim
tavsiye edilebilir. Egitim kurumlari egitimciye ve fiziksel kosullarin zenginligine bagl

olarak ev ortamindan daha yogun uyarici etkiye sahip olabilmektedir.

2.6 Gelisimsel Dil Bozuklugu’nun Genetik Temeli

Mendeliyen hastaliklar, tek bir lokusta etki gosteren bir ya da iki allelin neden oldugu,
belirgin klinik semptomlarla iliskilendirilen ve agik bir kalitim paterniyle gecen pur
genetik bozukluklardir. Gelisimsel Dil Bozuklugu'nun ise genetik temeli oldukga
komplekstir. Tek bir mutasyonun neden oldugu GDB vakalarinin kesfine ragmen,
cogunlukla bir dizi genetik lokus ve bir dizi ¢evresel faktoriin katkisi ve etkilesimi s6z
konusudur. Kalitim paterni sikhkla belirgin degildir. Mevcut kanitlar GDB’nin
kompleks kalitim modeli gésteren multifaktoriyel bir durum oldugunu géstermektedir.
Molekdiiler genetik arastirmalar sayesinde multifaktoriyel bozukluklarin
patogenezine katkida bulunan Mendel genlerinin ve nadir varyantlarin tanimlanmasi
mumkin hale gelmistir.Genom capinda iliskilendirme calismalari (GWAS) ve baglanti
analizi yontemleri kullanilarak yapilan arastirmalarda GDB icin bir dizi spesifik

17



kromozomal lokus(bélge) ve gen 6ne siiriilmiistir. insan genleri ve iligkili oldugu
genetik bozukluklara dair strekli gtincellenen bir veri tabani olan OMIM’ e (Online
Mendelian Inheritance in Man) gelisimsel dil bozukluklugu ile ilgili 16q, 19q, 13921,
7035-036 ve 2036.3 olmak Uzere bes baglanti bolgesi kayit edilmistir. GDB baglanti
bolgeleri olan 7935-g36°da bulunan CNTNAP2, 16923.2’de bulunan CMIP, 16924.1°de
bulunan ATP2C2 ve 2¢36.3 yakininda yer alan TMA4SF20 genleri iliskilendirme
calismalari ve vaka raporlarina dayanilarak aday gen olarak énerilmistir(Andres ve ark.,
2019).

Ote yandan konusma/dil patolojisi ve normal zeka/ hafif derecede zihinsel gelisim
bozuklugu ile iliskili cok sayida kromozomal bozukluk tanimlanmistir; 1p21.3
mikrodelesyonu, 7911.23 mikroduplikasyonu (OMIM  609757), 10022g23
mikrodelesyonu, 12p12.1 mikrodelesyonu (OMIM 604975), 12p13.33 mikrodelesyonu,
15911.2 mikrodelesyonu (OMIM 615656), 15q11.2913 mikroduplikasyonu (OMIM
608636), Proksimal 16pl11.2 mikrodelesyonu (OMIM 611913), 17p11.2pl1.2
mikroduplikasyonu (OMIM 610883), 22q11.2 mikrodelesyonu (OMIM 192430),
22q11.2 distal mikrodelesyonu (OMIM 611867), sex kromozomu andploidileri ve
kadinlarda Frajil X sendromu (OMIM309550) bunlar arasinda sayilabilir (Barnett &
van Bon, 2015). Ancak kromozomal yeniden dizenlemeler ve kopya sayisi varyantlari
GDB vakalarinin sadece kucuk bir kismini agiklayabilmektedir.

GDB vakalarinda dizileme teknolojilerini (Sanger, hedefe yonelik yeni nesil
dizileme, tim ekzom dizileme, tim genom dizileme) kullanan calismalar, gen
haritalama  stratejileri  ile  belirlenen aday genlerin  etiyolojik  Gnemini
guclendirmistir(Andres ve ark., 2021; Chen ve ark., 2017). Literatirde GDB i¢in aday
gosterilen genler arasinda ABCC13, ARHGEF39, ATP2C2, CMIP, CNTNAP2,
COL4A2, FOXP1, KIAA0319, NDST4, NFXL1, NOP9, RBFOX2, ROBO2, SEMA6GD,
SETBP1, SRPX2, TM4SF20, ZNF385D ve ZNF277 genleri, en az iki farkh yayinda
tanimlanmalari ile dikkat cekmektedir (Andres, Earnest, Zhong, Rice, & Raza, 2021;
Andres, Neely, ve ark., 2021; Bakkaloglu ve ark., 2008; Chen ve ark., 2017; Eising ve
ark., 2019; Guerra & Cacabelos, 2019; Kang & Drayna, 2011; Mountford, Braden,
Newbury, & Morgan, 2022; Mountford & Newbury, 2018; D. Newbury ve ark., 2011;
D. F. Newbury & Monaco, 2010; D. F. Newbury ve ark., 2009; Vernes ve ark., 2008;
Wiszniewski ve ark., 2013).

Bir genin yaygin gorilen bir hastaligin etiyolojisinde yer aldiginin gosterilmesi,

bu hastaligi Mendeliyen bir hastalia donustirmemektedir. Bir lokustaki varyantlar, bir
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hastaliga dogrudan ‘neden’ olmaksizin yatkinhga katkida bulunabilmekte; hastaligin
gelisimi icin tek basina yeterli olmasa da, gesitli genetik ve cevresel faktorlerle
etkilesime girerek hastalik riskini artirabilmektedir.

Falconer’in poligenik esik teorisi, multifaktoriyel hastaliklarin genetik temelini
aciklamak icin bir model sunar (Sekil 2-2). Teoriye gore, bir bireyin hastaliga
yatkinhgini belirleyen bir esik seviyesi vardir ve hastaligin gelisimi icin benzer
fizyolojik fonksiyon gosteren birden fazla genin ayni yonde etkisi gereklidir. Genler ve
cevresel faktorlerin etkilesime girmesi ile bu genetik yatkinlik esigi gecildiginde,
bireyler hastalik gelistirme riski tasirlar.

Etkilenen bireylerin

kardeslernde ortalama

Genel popiilasyonda yatkmbk

ortalama yatkmlik

Hastaligin ekspresyonu
, icin yatkmnhk esigi

Yatkmhk

Genel popiilasyon
Etkilenen bireylerin kardesleri

[] Genel popiillasyonda etkilenen bireyler

|:] Etkilenen kardesler

Sekil 2-2: Multifaktoriyel Bir Hastaliga Yatkinh@in Dagihmi (Firth ve ark., 2017 )

Ozetle aile icinde kiimelenme egilimi gosteren multifaktoriyel bozukluklarin ortaya
cikisi, genler ve gevresel faktorler arasindaki etkilesimlere baghdir (Michael J. Meaney,
2015). Cevresel faktorler epigenetik mekanizmalar zerinden genlerin ekspresyonunu
etkileyebilmekte ve hastaligi tetikleyici, seyrini degistirici veya hastaliktan koruyucu

etkiler gosterebilmektedir.
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2.6.1 Gelisimsel Dil Bozuklugu’nda aile temelli genetik arastirmalar

Dil bozuklugundan etkilenen ¢ocuklarin ailelerinde dil gtcluklerinin ortalama gorilme
sikhiginin 3 kattan fazla arttigi bulunmustur (Feldman, 2019). Ailesel kimelenme
goOstermesi hastaligin genetik temellere sahip olabilecegini dusiindirmus ve ¢ok sayida
calisma ile genetik faktorlerin dil bozukluguna yatkinlik yarattigr belgelenmistir.
Ozellikle de dil bozuklugu olan ikizler ile yapilan calismalarda monozigotik ikizlerin
dizigotik ikizlere gore daha yulksek konkordans gostermesi, aday genler ve genetik
mekanizmalarin bir arastirma alani olarak ilgi ¢cekmesini saglamistir(D. Bishop &
Hayiou-Thomas, 2008).

Hollanda populasyonunda yapilan bir arastirmada birbiri ile akraba olmayan,
GDB’den etkilenmis 43 kiside tum ekzom dizileme (WES) analizi kullanilarak SRPX2,
ROBO1, AUTS2, ATP2C2, CNTNAPS5, CNTNAP2, SEMA6D, GRIN2B, GRIN2A, ERC1
genlerinde 5’1 yeni, 6°sI nadir olmak tzere 11 etiyolojik varyant gosterilmistir (Chen ve
ark., 2017). Bu calismada fenotipe katkida bulunan varyantlari belirleme sansini en st
diizeye ¢ikarmak icin WES analizinde asamali bir yaklagim kullanilmistir. ilk asamada
daha 6nce primer konusma, dil ve/veya okuma bozukluklarinda yatkinlk faktori olarak
One surdlmus bilinen 19 aday gendeki (CMIP, ATP2C2, CNTNAP2, NFXL1; FOXP2,
FOXP1; DYX1C1, KIAA0319, DCDC2, ROBO1; SRPX2, GRIN2A, GRIN2B; ERC1,
SETBP1, CNTNAP5, DOCK4, SEMA6D, AUTS2) tim varyantlar incelenmistir. Daha
sonra ekzomun baska yerlerindeki potansiyel ylksek riskli (stop-gain/nonsense, nadir
veya yeni) varyantlar karakterize edilmistir. Son olarak, "coklu vurus™ (multiple-hit)
hipotezine yonelik olarak farkli genler arasinda birden fazla potansiyel éneme sahip
varyant olup olmadigi arastirilmistir. Patojenik veya klinik &nemi bilinmeyen
varyantlar, cekirdek aile bireylerinde arastirilarak segregasyon analizi yapilmistir. Bu
calismada ulasilan sonuclar tek bir varyasyonun GDB fenotipi icin yeterli
olmayabilecegi yonundedir.

Bir baska arastirmada, aralarinda akrabalik olmayan, GDB 6ykdisu olan ailelerden
secilen 6 — 18 yas arasindaki 38 Pakistan’li probandda TM4SF20, NFXL1, CNTNAP2,
ATP2C2 genlerinin kodlayici dizileri Sanger metodu ile incelenmis, biri yeni
(CNTNAP2) olmak tzere 16 nadir varyant (13 nonsinonim, 1 nonsense, bir 3’UTR ve
bir 5’UTR varyanti) tanimlanmistir. Bunlar arasinda in-silico tahminleri patojenite
lehine bulunan alti varyanttan dérdu (1 nonsense, 3 nonsinonim) ATP2C2’de, ikisi
CNTNAP2’de bulunmustur. Ayrica bu kohortta, iliskilendirme galismalari ile otizm, dil
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ve okuma problemleri igin risk alelleri olarak rapor edilen tek nikleotid polimorfizmleri
(SNP- single nucleotide polymorphism) de bulunmustur (Andres, Neely, ve ark, 2018).

GDB’ye yatkinlik icin bircok aday gen onerilmis olsa da bulgularin farkl
calismalarda tekrarlanmasi goz 6nine alindiginda CNTNAP2 ve SETBP1 genleri 6ne
ctkmaktadir. Konusma ve dil gelisimi icin 6nemli molekiler yolaklar iginde yer
aldiklari varsayimi ile CNTNAP2 ve SETBP1 genleri tez calismamizin odagini
olusturmustur.

2.6.2 Arastirilan Genler
GDB Genetik Etiyolojisinde CNTNAP2 Geninin Rolu

Yedinci kromozom uzerinde haritalanan CNTNAP2 geni 24 ekzona sahip olup insan
genomunun en blyldk genlerinden biridir (Pefagarikano & Geschwind, 2012).
CNTNAP2 merkezi ve periferik sinir sisteminde bulunur ve 6zellikle beyin gelisimi
sirasinda frontotemporal-subkortikal devrelerde ve dil igin 6nemli olan perisilvian
kortekste yogun olarak eksprese edilir.Sinir sisteminde hiicre adezyon molekilleri ve
reseptorleri olarak islev goren neurexin ailesine ait bir transmembran protein olan
‘contactin associated protein like 2’yi (CASPR2) kodlar (Abrahams ve ark., 2007;
Poliak & Peles, 2003). Noronal doku gelisimi ve bellek gibi ylksek diizeyde koordineli
beyin fonksiyonlari igin bu gibi adezyon molekilleri 6nemlidir. CASPR2, ranvier
dugumlerinde, inhibitor presinaptik kompartmanda ve daha az Olclde eksitator
postsinaptik kisimda bulunur (Horresh ve ark., 2008). Bu protein insanlarda kortikal
gelisim, noroblast migrasyonu, hiicreler arasi adezyon ve laminer organizasyonda yer
alir (Poliak ve ark., 1999; Strauss ve ark., 2006). Ayrica, miyelinli aksonlarin
juxtaparanodal  bdlgelerine  yerleserek  néron-glia  (Schwann  hucreleri  ve
oligodendrositler) etkilesimlerinde rol alir. Akson-glia temas noktalarinda, CNTNAP2
ektodomaini (ekstrasellller bolgesi) ile; bir baska adezyon molekdili olan kontaktin 2'ye
(CNTNZ2) baglanir ve molekuler bir kopri olusturulur (Lu ve ark., 2016). CNTNAP2'nin
sitoplazmik kuyrugu ise ranvier diigimlerinde voltaj kapil potasyum (K+) kanallarinin
kiimelenmesini saglar (Sampath ve ark., 2013). Bu o6zellikleriyle CNTNAPZ2; noral
baglanti, néral migrasyon, sinaps gelisimi ve sinaptik iletisim tzerinden ndral devrelerin

(neural circuits) olusumunda énemli bir rol oynar.
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Sekil 2-3: CNTNAP2 Domainleri ve Kodlayan Genomik Bélgelerin Temsili Gosterimi. CNTNAP2'nin
ekstraseliiler bolgesinde bir FA58C, dort LamG, iki EGF, bir FBG olmak izere sekiz domain
tanimlanmistir; SP, signal peptid ; FA58C, koagulasyon fakttr 5/8 C terminal (discoidin) domain ; LamG,
laminin G ; EGF, epidermal buyiime faktdr-benzeri domain ; FBG,fibrinojen-benzeri domain ; TM,
transmembran domain ; 4.1, protein 4.1B baglayici domain ; PDZ, PSD95/DIgA/Z0O-1 homoloji protein—
protein interaksiyon domain (O Pefiagarikano ve ark., 2012).

Aksoglial ve ndronal temas noktalarinda organizator ve adezyon molekulu olarak
islev gormesi 6zelligiyle CNTNAP2 genis bir protein agina entegre olmus durumdadir.
CNTNAP2'nin dil gelisiminde roll oldugunu destekleyen kanitlar mevcuttur. Farelerde
knock-down metoduyla CNTNAP2 ekspresyonunun azaltilmasi; piramidal néronlardaki
dendritik dallanmada azalmaya, sinaptik iletimde bozulmaya, néronal migrasyon
defektlerine ve anormal néronal ag aktivitelerine neden olmustur (D’Onofrio ve ark.,
2023). insanlarda CNTNAP2 genindeki biallelik varyasyonlar; fokal kortikal displazi,
bilissel yetersizlik ve epilepsi karakterize otozomal resesif Pitt Hopkins Benzeri
Sendrom 1’e (OMIM # 610042) neden olur. Bu hastalikta predominant problemin dil
alaninda olmasi, CNTNAP2’nin GDB ile de iliskili olabilecegi hipotezini dogurmustur
ve birbirinden bagimsiz, ¢cok sayida replikasyon c¢alismasi CNTNAP2’nin dil gelisimi
uzerinde etkili olduguna dair gucli kanitlar sunmustur. CNTNAP2 (7935-q36), FOXP2
(7931) geni tarafindan negatif regile edilmektedir (Vernes ve ark., 2008). FOXP2
genindeki monoallelik patojenik varyasyonlar ¢ocukluk ¢agdi konusma apraksisi ile
birlikte dili anlama ve ifade etmede ciddi yetersizlige yol acan Konusma-Dil Bozuklugu
1 (OMIM # 602081) Sendromu ile iliskilendirilmistir (Alcock, Passingham, Watkins, &
Vargha-Khadem, 2000). Bunun yani sira otizmli bir hastada CNTNAP2 geninin FOXP2
baglanma domainini igeren promotdr bolgesinde de novo delesyon bulunmustur bu da
CNTNAP2'nin disiik ekspresyonunun temel etiyoloji olabilecegini akla getirmektedir
(Poot ve ark., 2010).

Petrin ve arkadaslari (2010), kekemelik de dahil olmak lzere karmasik bir dizi
konusma ve dil zorlugu olan bir vakada CHRM2, HIPK2, DGKI, EPHB6, PTN genleri
ve CNTNAP2’nin bir bolumini kapsayan 10 MB buyikliginde bir delesyon
bildirmistir. Bu vakada fenotipten sorumlu olarak CNTNAP2 geni aday gosterilmistir
(Petrin ve ark., 2010). Vernes ve arkadaslari (2008) GDB ailelerinde, fonolojik
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farkindahigi 6lcen bir dil testindeki (anlamsiz kelime tekrar testi) dustk performans ile
CNTNAP2'nin 13 ve 15 eksonlari arasinda (fibrinojen-benzeri domainde) bulunan
dokuz intronik SNV (rs851715, rs10246256, rs2710102, rs759178, rs1922892,
rs2538991, rs17236239, rs2538976 ve rs2710117) arasinda istatiksel olarak 6nemli
Olcude iliski bulmustur (D. F. Newbury, Bishop, & Monaco, 2005). Benzer sekilde
Whitehouse ve arkadaslari (2011) CNTNAP2'deki bazi SNV’lerin genel poptilasyonda
erken donem dil gelisimi ile iliskili oldugunu bildirmistir (Whitehouse, Bishop, Ang,
Pennell, & Fisher, 2011).

Brezilya'da rs7794745 ve rs2710102 SNV'leri Uzerine yapilan bir arastirmada
(2016); rs7794745 T alleli ve rs2710102 G alleli otistik veya otizmli olmayan bireylerde
daha dusik dil becerileri ile iliskilendirilmistir (Nascimento ve ark., 2016; Shiota ve
ark., 2021; Uddin ve ark., 2021). Yine yakin bir tarihte Centanni ve arkadaslari (2015)
CNTNAP2 intronik delesyonlarinin, eslik eden okuma, dil ve bilissel bozukluklar
olmaksizin ¢ocukluk cagi konusma apraksisi ile iliskili olabilecegini 6ne surmustur
(Martinelli ve ark., 2021).

CNTNAP2 geninin tek nikleotid ve kopya sayisi varyantlari daha 6nce kortikal
displazi-fokal epilepsi sendromu, Pitt-Hopkins sendromu, otizm spektrumu, Gilles de la
Tourette sendromu, sizofreni/psikoz, bilissel bozukluk, disleksi, 6grenme guclikleri,
DEHB ve OKB gibi diger diger noropsikiyatrik ve gelisimsel bozukluklarla ilgili
calismalarda da yer almistir (Rodenas-Cuadrado, Ho, & Vernes, 2014). Bilissel ve
sosyal gelisiminde gerilik olan ancak otizm tani kriterleri tam olarak karsilamayan bir
cocukta CNTNAP2’yi etkileyen bir inversiyon tespit edilmistir (Bakkaloglu ve ark.,
2008).

CNTNAP2 polimorfizmlerinin sosyal davranis Uzerindeki etkisi de arastirma
konusu olmustur. Ornedin rs2710102’nin A allelinin genel populasyonda otistik
ozelliklerle iliskili oldugu ortaya konulmustur (Li ve ark., 2021). Otizm spektrum
bozukluklari (OSB) ile ilgili bir ekzom dizileme ¢alismasinda, CNTNAP2’de patojenik
oldugu tahmin edilen bir missense varyant tanimlanmistir (O’'Roak ve ark., 2011).
Ayrica CNTNAP2 intron 13'teki rs2710102 ve rs17236239 varyantlari otizm
endofenotiplerinden biri olan ilk kelime yasi ile iliskilendirilmistir (Alarcon ve ark.,
2008; Sampath ve ark., 2013).

CNTNAP2’nin yakindan iliskili oldugu durumlara bir baska 0Ornek Dikkat
Eksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB)’dir. Genomun yapisal varyasyonlari ile
DEHB arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢calismada DEHB'li bir vakada CNTNAP2'de
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homozigot delesyon tespit edilmistir (Elia ve ark., 2010). Bu gibi erken ¢alismalarin

bircogu sinirli  6rneklem  buydkltkleriyle yapilmis veya kontrol bireylerle

karsilastirlimamis bireysel olgu raporlariydi. Ancak tim bu kanitlar, CNTNAP2

varyasyonlarinin dil ile iligkili fenotipler tizerinde etkisi oldugunu desteklemektedir.
GDB Genetik Etiyolojisinde SETBP1 Geninin Roli

Kromozom 18q12.3 zerinde yerlesen ve 6 ekzondan olusan SETBP1 (SET baglayici
protein 1) geni prenatal gelisim sirasinda beyinde yuksek oranda eksprese edilir.
Agirhikh olarak beyinde olsa da SETBP1 proteininin ¢ok sayida dokuda aktif oldugu
gosterilmistir. Fonksiyonlari blyik 6lgide bilinmemekle birlikte, néronal hiicrelerde
biyime, bolinme ve migrasyon ile ilgili genleri kontrol ettigi distnulmektedir.
SETBP1 proteini, SET nikleer protoonkogenine baglanan bir domaine sahiptir. SET
geni multifonksiyoneldir, DNA replikasyonu, kromatin yeniden sekillenmesi ve gen
transkripsiyonunda yer alir. SETBP1 proteininin SET’in promotdr bdlgelerine
baglanarak ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Rakhlin ve ark., 2020). SETBP1’in
epigenetik bir merkez (kontrol mekanizmasi) olarak islev gorerek gelisim sireclerinde
yer alan genlerin olusturdugu agi diizenledigi bilinmektedir (Piazza ve ark., 2018).

706 917
5 . N

AT hook 1 SKI Homolog Bélge AT hook 2 SET-Binding Tekrar Domaini
Domain

1,292 1,488

AT hook 3

Sekil 2-4: SETBP1 Domainleri. AT hook domain 1 (584.-596. amino asitler); SKI homolog bdlgesi
(706.-917. amino asitler); AT hook domain 2 (1,016.-1,028. amino asitler); SET-binding domain
(1,292.-1,488. amino asitler); AT hook domain 3 (1,451.-1,463. amino asitler); Tekrar domaini (1,520.—
1,543. amino asitler) (Piazza ve ark., 2013).
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Sekil 2-5: SETBP1 Proteini. SKI onkoproteinine homolog bir bélge; altt PEST dizisi; ¢ AT-hook DNA
baglayici domain (Ath); bir SET baglayici domain ve (g niikleer lokalizasyon sinyali (NLS; sirasiyla
462-477; 1370-1384; 1383-1399. amino asitler) icermektedir. PEST dizileri, hiicresel yari 6mri kisa
proteinlerde bulunabilen ; prolin (P), glutamik asit (E), serin (S) ve treonin (T) agisindan zengin olan
peptit dizileridir. PEST domainlerinin (sirasiyla 1-13 ; 269-280 ; 548-561 ; 678-689 ; 806-830 ; 1502-
1526. amino asitler) protein parcalanmasi icin sinyal peptidi olarak islev gérdugi dustinilmektedir
(Nadieh A. Jansen ve ark., 2021).
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SETBP1, hipotoni, ekspresif dil bozuklugu, kisa boy ve davranis problemleri ile
karakterize del(18)(g12.2921.1) sendromu icin kritik bélgede bulunan genlerden biridir.
Bu lokusta gerceklesen mutasyonun mekanizmasina bagl olarak farkli fenotipik
sonuclar gorilmektedir. SETBP1 genindeki monoallelik patojenik varyasyonlar; tibbi
literatirde SETBP1 haployetmezligi ile iliskili ndrogelisimsel bozukluk (SETBP1-HD)
ve Schinzel-Giedion Sendromu (SDS) isminde iki farkl genetik durum ile
iliskilendirilmistir. *SETBP1 haployetmezligi ile iliskili ndrogelisimsel bozukluk’
OMIM veri tabaninda “Bilissel Gelisim Bozuklugu Otozomal Dominant 29° (OMIM*
611060) olarak listelenmektedir. SETBP1 haployetmezligi orta ila siddetli konusma
bozuklugu, hafif motor gelisim geriligi, normal zekadan siddetli bilissel gelisim
bozukluguna kadar genis spektrumda entelektuel yeti, otistik dzellikler, dikkat eksikligi
ve davranis problemlerinden olusan bir ndérogelisimsel bozukluktur.

Schinzel-Giedion (OMIM#269150) ise taninabilir yiz 6zellikleri, cesitli nérolojik
problemler (siddetli gelisimsel gerilik, direncli epilepsi, ventrikuler dilatasyon, koroid
pleksus kistleri, corpus callosum disgenezisi) ve konjenital hidronefroz, iskelet bulgular
gibi multisistemik konjenital anomaliler ile karakterize ultra nadir bir sendromdur. SDS
ile iliskili missense varyantlarin genin ekson 4’in kucuk bir bolgesinde (868 ila 871.
reziddler; D868, S869, G870 ve 1871) kimelendigi anlasiimistir. Spesifik (hot spot)
bolge disindaki varyantlar daha hafif, atipik bir SGS formuna yol agmaktadir. Genel
olarak Schinzel-Giedion sendromunun SETBP1 proteini birikimine neden olan de novo
fonksiyon kazandirici (GoF) varyantlar ile olustugu kabul edilmektedir. SETBP1
ekspresyon artisinin, timaor supresor protein fosfataz 2A (PP2A)'nin fosfataz aktivitesini
bozarak, SETBP1-SET-PP2A kompleksi olusumu yoluyla onkogenezi tetikledigi ve
SGS’de embriyonal timdrler gorulebildigi bilinmektedir.

insanlarda en az 20 farkli SETBP1 fonksiyon kaybi (LoF- Loss of Function)
varyantt  (nonsense,  frameshift, buyuk delesyonlar)  bildirilmistir. SETBP1
haployetmezligi olan vakalarin %92’sinde iletisim bozuklugu fenotipinin értismesi, bu
genin konusma ve dil bozukluklari icin gucli bir aday olabilecegini gostermistir
(Morgan ve ark., 2021). Vaka serilerinde SETBP1 geni fonksiyon kaybettirici
varyantlari ifade edici dilde 'gecikme’ veya 'bozulma’ ile iliskilendirilse de konusma ve
dil bozukluklarinin dogasi yeterince agik tanimlanmamistir. Yakin zamanda ¢ocukluk
cagl konusma apraksisi olan iki kicuk (n:19, n:34) kohortta yapilan ekzom/genom
dizileme calismasinda heterozigot patojenik SETBP1 LoF varyanti olan iki bireyin

tanimlanmasi SETBPL'in konusma ve ifade edici dil gelisiminde 6nemli bir rol
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oynadigina dair 6nermeyi giclendirmektedir (Eising ve ark., 2019; Hildebrand ve ark.,
2020). Ozetle; SETBP1, konusulan dili isleme sirecinde yer alan kortikal aglarin
gelisimini diizenlemesi ile GDB etyolojisinde yeni bir aday gen olabilir.

2.6.3 GDB Genetik Etiyolojisinde Epigenetik Faktorlerin Rolu

Kuskusuz epigenetik faktorlerin de GDB fenotipine katkisi da incelenmelidir. Bugin
pek cok yonuyle aydinlatildigi gibi ¢evresel ajanlarin ¢cogu, etkilerini epigenetik yeniden
diizenleme aracihgiyla gostermektedir. Kuslarda sarki gelisimini inceleyen c¢alismalar
insan iletisim sirecini daha iyi anlamamiza yardimci olmaktadir. Otiicti kuslar ile
yaptlan calismalardan elde edilen kanitlara gére mikroRNA'lar nérogelisimde Arc,
FOXP2 gibi bazi genlerin ekspresyonunun diizenlenmesine ve dolayisiyla konusma ve
dil &greniminin temelini olusturan beyin yapilarinin organizasyonuna katkida
bulunmaktadir. Dil gelisiminde rol oynayan miRNA’lar hakkinda yapilan in siliko
tahminlerde miR-1207-5p, miR-188-3p, miR-1225-3p ve miR-299-3p’nin konusma ve

dil bozukluklarinin patogenezine katkida bulunabilecegi belirtilmistir.

2.7 Genetik Kavramsal Cerceve

Calismamiz, onceki bulgular 1s1ginda GDB etiyolojisine katkida bulunma potansiyeline
sahip iki aday gendeki (CNTNAP2 ve SETBP1) dizi varyantlarina odaklanmistir. Bu
nedenle bazi genetik kavramlardan bahsetmekte yarar vardir.

2.7.1 Genetik Varyant Turleri

Genetik bilginin yapisinda olusan ve yeni allellerin ortaya ¢cikmasina neden olan kalici
degisikliklere ’varyasyon' adi verilir. Bireyler arasindaki DNA dizisi farkliliklarini
belirlemede dogru metodu se¢cmek icin dncelikle insan genomunun dogasini ve varyant
tiplerini anlamak énemlidir. insan genomunun yaklasik Ugte ikisi tekrar dizilerinden
olusurken sadece % 1.5’u protein kodlayan genlerden olusur. Varyasyonlarin ¢ogu
kodlamayan genis genom bolgelerinde yer alsa da gen urunlerini etkileyen

varyasyonlarin blytk kismi, genomun protein kodlayan bélgelerinde bulunmaktadir.
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Sekil 2-6: Tek Nukleotid Varyasyonlarinin Gésterimi. Tek bir DNA niikleotidin

degismesi kodonun anlamini degistirebilmektedir.
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CATCAT CATCAT
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Histidin ~ Histidin | Histidin  Histidin

Insersiyon A

Histidin ~ Histidin Treonin Serin

Sekil 2-7: Cerceve Kaymasi Varyasyonu Olusum Mekanizmasi. Tek niikleotit insersiyonu cerceve
kaymasina yol acabilir.

insan genom dizisinin dengeli ve dengesiz yapisal varyasyonlari; uluslararasi bir
akademik kurulus olan insan Genomu Varyasyon Toplulugu (HGVS - Human Genome
Variation Society) tarafindan belirlenen kurallara gore adlandiriimaktadir. Buna gore;
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yanlis anlamh (missense) varyantlar; kodon anlaminin degismesine neden olarak yeni
bir amino asit kodlanmasina yol acan tek nukleotit degisiklikleridir (SNV —-single
nucleotide variant). Sinonim varyantlar; amino asit degisikligine yol agmaksizin kodonu
degistiren sessiz tek nikleotit varyantlaridir. Nonsense varyantlar; nikleotit degisimi
sonucu durdurucu kodon olusturarak protein sentezini sonlandiran tek nukleotit
varyantlaridir. *Splice’ veya ‘ekzon-intron kesim boélgesi’ varyantlari ise ekzon-intron
sinirlarinin yakininda bulunan ve transkripsiyon sonrasi intronlarin ¢ikartilip ekzonlarin
uc uca birlestirilmesini etkileyen genomik varyantlardir. *Splicing” mekanizmalarinin
bozulmasi, matir mRNA transkriptine intron dizisinin dahil edilmesine veya
transkriptten ekzon dizisinin kaybina yol acabilir. Insersiyon/Delesyon (Indel), DNA
dizisine 1 ila 50 nukleotidin eklendigi ya da ¢ikarildigi varyantlardir. Indel olan baz cifti
sayisi ¢ ve katlari degil ise okuma cercevesi korunamaz ve cerceve kaymasi
(frameshift) varyanti olusur. Bu durumda ilgili varyanttan sonraki kodonlar "gerceve
disi™ olur ve hem kodlanan amino asitler hem de protein uzunlugu degisir.

Yukarida aciklanan varyant tipleri dizileme temelli yaklasimlar ile tespit
edilebilmektedir.
2.7.2 Yeni Nesil Dizileme

Insan Genom Projesi’nin 13 yilda tamamlanmasinin ardindan, daha kolay uygulanabilir,
daha hizli, daha az maliyetli ve daha verimli dizileme teknolojileri gelistirmek icin
yaptlan calismalar hiz kazanmistir. Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojisinin
kullanima sunulmasi (2005) genetik tarihinde énemli bir déniim noktasi olmustur. YND
yontemleri ile ¢cok sayida hasta drnegine ait milyonlarca DNA fragmani kitlesel olarak
tek seferde dizilenebilmektedir. Hedef bolgede her bir baz ¢ok kez okunabilmekte, bu
sayede ekzonlarda veya ekzon-intron birlesme bolgelerinde bulunan dizi varyantlar
yuksek dogrulukla tespit edilebilmektedir. OMIM istatistik verilerine gore glnimizde
6259 tek gen hastaliinin molekiler temeli 4385 gen ile aciklanmistir ve 507 OMIM
geni, yuzlerce kompleks hastaliga  yatkinlik ile iliskilendirilmistir
(https://www.omim.org/statistics/geneMap, updated February 3rd, 2023). Bu verilerden
de anlasilacagl gibi hastaliklarin ¢ogu genotipik heterojenite gdstermektedir. YND,
genotipik heterojenite gosteren hastaliklarin tanisinda oldugu gibi; benzer fenotipler
sergileyen hastaliklarin ayirici tanisinda da siklikla tercih edilmektedir. YND ile tespit
edilen varyantlarinin siniflandiriimasi klinik bakis acisiyla yapiimaktadir: hastaliga
neden oldugu bilinen varyantlar "patojenik” olarak, hastalia yol agmadigi bilinen
varyantlar “benign” olarak siniflandiriimaktadir. Varyantlarin siniflandiriimasi icin bir
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cerceve saglamak (zere Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Birligi (American
College of Medical Genetics and Genomics - ACMG) tarafindan bes kategorili bir
sistem oOnerilmistir: bu bes kategori; “patojenik”, "muhtemel patojenik”, "6nemi
bilinmeyen varyant”, "muhtemel benign™ ve "benign” dir (Richards ve ark., 2015).

YND tabanl yontemler, tip alaninda tim ekzom dizileme (WES — whole exome
sequencing), klinik ekzom dizileme (CES - clinical exome sequencing), hedeflenmis
genom dizileme, transkriptomik (RNA dizileme) ve epigenomik (Metilasyon seq, ChlP-
seq) gibi ¢esitli uygulama alanlarina sahiptir.

Insanlarda patojenik varyantlarin %80’den fazlasi genlerin protein kodlayan
ekzonlarinda ve kesim bolgelerinde (splice) yer almaktadir. Tum ekzonlardaki dizi
varyantlarini es zamanli degerlendirmeyi saglamasi nedeniyle WES gucli ancak pahali
bir tani aracidir. Hedeflenmis genom dizileme ise, klinikle iliskili belirli bir gen
grubunun panel halinde ve daha uygun maliyetle dizilenmesini saglayan bir yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CNTNAP2 ve SETBP1 genlerinin GDB etiyolojisindeki
olasi rollerini aydinlatmak amaciyla, c¢alismamizda hedeflenmis genom dizilemenin

kullanildigi bir panel tasarimi yapilmistir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Arastirma analitik ve prospektif bir vaka-kontrol ¢alismasidir.

3.2 Arastirma Bolgesi ve Zamani

Arastirmanin ¢alisma grubu (vaka grubu ve kontrol grubu) 2022-2023 yillarinda Konya
ve cevre illerden Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi (NEUTF) Cocuk ve
Ergen Ruh Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali ve Tibbi Genetik Anabilim Dali

Polikliniklerine basvuran hastalardan olusmaktadir.

3.3 Arastirma Evreni ve Yeri

NEUTF Hastanesi Cocuk Ruh Sagligi ve Tibbi Genetik Polikliniklerine basvuran
kronolojik yasi 2-7 yas arasinda olan c¢ocuklar arastirma evrenini olusturmaktadir.
Arastirma sirecinde yer alan uygulamalar ve analizler NEUTF Genetik Hastaliklar

Degerlendirme Merkezi Molekdler laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.4 Calisma Plani ve Sinirhiliklar

Calismanin planlanmasina 2022 yili Agustos ayinda baslanmistir. ilk olarak gelisimsel
dil bozuklugu etiyolojisi hakkinda literatir taranmis, genetik analiz metodlarini
kullanan arastirmalar ve arastirmalarda adi gecen 20 aday genin O&zellikleri
incelenmistir. Calismada analitik arastirma turlerinden vaka-kontrol ~metodu
kullanilmasi, vaka ve kontrol gruplarinin ise en az 30 kisiden olusmasi
kararlastiriimistir. Ardindan 60 Kisi icin 10 ila 15 aday genden olusan hedefe yonelik bir
yeni nesil dizileme paneli tasarlamanin maliyeti arastiritlmistir. Maliyetin, 6n gorulen
calisma butgesinin iki katini asacaginin anlasiimasi ile birlikte panel boyutunu kigtltme
ve amplikon dizileme metodunu kullanma karart alinmistir. Metodolojimizdeki
kisitlayici kosullarin sonuclarin kapsayiciligi tzerine olumsuz etkileri dngorilerek;
genis bir literatir taramasi sonucunda, birden fazla gucli calismada GDB olan
bireylerde mutant oldugu belirlenen iki aday gen (CNTNAP2, SETBP1) secilmistir.
GCalismada kullanilabilecek gelisim degerlendirme aracini belirlemek amaciyla
cocuk psikiyatri uzmanlarindan goris ahnmistir. Tirk kdltdriine uygun olarak
gelistirilmesi, yogun poliklinik ortaminda uygulanabilmesi, maliyet etkin olmasi,
degerlendirme sirecinde anne-babanin uzun sureli godzlemlerinden daha ¢ok

faydalanmayi saglamasi, literatirde gegerlilik ve guvenilirligi kabul goren bir arac
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olmasi nedeniyle, GDB olan ¢ocuklarin gelisim diizeylerini belirlemek amaciyla Ankara
Gelisim Tarama Envanteri (AGTE) kullanilmistir.

3.5 Arastirmanin izni ve Etik Durum

Avrastirmanin etik agidan uygunlugu NEU ilag ve Tibbi Cihaz Disi Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 07.10.2022 tarihli 2022/3990 sayili karari ile onaylanmistir (Ek-8).
Arastirma 11.11.2022 tarihinde NEU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorllgi
tarafndan Tipta Uzmanlik Tez Projesi olarak kabul edilmistir (Proje No: 221518044).

3.6  Arastirma Oncesi Bilgilendirme

Hasta ve kontrol gruplarina arastirma ile ilgili detayli bilgi verilmistir. Arastirmanin
tipta uzmanhk tezi kapsaminda yapildigi, calismaya dahil edilme kriterlerini karsilayan
kisilerden 5 ml periferik kan 6rnegi alinacagi, kandan izole edilen DNA’dan yeni nesil
dizi analizi testi yapilacagl, katilimcilarin kimlik bilgilerinin gizli tutulacag,
arastirmaya katilmanin tedavi sirecini etkilemeyecegi ve arastirma icin yapilacak
harcamalarla ilgili katithmciya maliyet yiklenmeyecegi anlatilmistir.  S6zlu
bilgilendirme sonrasi dahil edilme kritelerini saglayan ve arastirmaya katiimaya gonalli
olan Kisilere (vesayet altinda bulunan ¢ocuklarin veli/vasilerine) bilgilendirilmis gontlli
onam formu okutulmus ve calismaya katilmayi onayladiklarina dair imza alinmistir
(Bkz. EK-3, EK-4).

3.7 Katilimcilarin Segimi

Katilimcilarin vaka grubuna dahil edilmesinde dikkate alinan dlcitler sunlardir:

a) 2-7 yas arasinda olmak

b) Konusmanin gecikmesi sikayeti ile NEUTF Hastanesi Cocuk ve Ergen Ruh Saghigi
Polikliniklerine basvurmak ve gelisimsel dil bozuklugu tanisi almak

c) Gelisimsel dil bozuklugu tanisi ile izlenmekte olmak

d) AGTE ile yapilan degerlendirmede dil haricinde diger gelisim basamaklarinda
belirgin gecikmemis olmak

e) Velisi tarafindan ¢alismaya katilmasina sézll ve yazili olarak izin verilmek

f) Dislanma dlcutlerine sahip olmamak
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Katilimcilarin vaka grubundan dislanma &lcutleri sunlardir:

a) Konusma gecikmesini aciklayabilecek; konjenital yapisal anomali, bilissel
yetersizlik, norolojik hastalik, bilingualizm veya isitme kaybina sahip olmak

b) Gecikmis dil ve konusma disinda ek psikiyatrik taniya sahip olmak

Kontrol grubu ise NEUTF Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Polikliniklerine cesitli 6n tanilar ile basvuran ancak yapilan testlerde 6n tani ile uyumlu
bulunmayan, ayrica nérolojik-psikiyatrik bir problemi olmayan birbiri ile iliskisiz
olgular arasindan benzer yas grubu ve cinsiyet dagihmindaki bireylerden secilmistir.
Hasta ve kontrol grubu ayni etnik kokenli bireylerden olusturulmustur. On analizlerde

iki grup demografik 6zellikler bakimindan istatiksel anlamda 6zdes bulunmustur.

Katilimcilarin kontrol grubuna dahil edilmesinde dikkate alinan dlcutler sunlardir:

a) Calisma tarihi itibariyle 2-7 yas arasinda olmak

b) DSM-V tani o6lcitlerine gore iletisim bozuklugu dahil herhangi bir psikiyatrik
bozukluk tanisi almamis olmak

d) Basvuru sikayetine yonelik yapilan testlerde herhangi bir tani almamak ve ileri
arastirmaya gereksinim duyulmamak

e) Velisi tarafindan calismaya katilmasina s6zlu ve yazil olarak izin verilmek

Katilimcilarin kontrol grubundan dislama dlcutleri sunlardir:

a) Genel gelisimi etkileyebilecek kronik bir hastaliga sahip olmak

b) Herhangi bir tani konulmasa da kronik sikayetler nedeni ile klinik izlemde olmak

Calismaya dahil edilme kriterlerine uygunlugu saptanan hastalar ve ebeveynlerine
calisma ile ilgili bilgi verilmistir. Tum uygulamalarda ¢ocugun ve ailenin gonallaligu

esas alinmistir.

3.8 Kullanilan Yodntemler

Cahsmaya Eylal 2022 ile Mart 2023 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Cocuk Ruh Saghgi Polikliniklerine konusmada
gecikme ile basvuran 2 - 7 yas arasindaki, altta yatan bir hastaligi olmayan, DSM-V tani
olgltlerine gore dil bozuklugu tanisi konulan ve ek psikiyatrik komorbiditesi olmayan
30 cocuk (23 erkek, 7 kiz) dahil edilmistir. Vaka grubunu olusturan ¢ocuklara AGTE
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uygulanmistir. Bu islem cocuktan cocufa degismekle birlikte ortalama 30 dakika
surmdastar.

3.8.1 Veri Toplama Araclari
Katilimci degerlendirme formu (Ek 1), Sosyo-demografik veri formu (Ek 2) ve AGTE

(Ek-7) aracithgiyla veri elde edilmistir. Vaka ve kontrol grubuna dahil edilen
cocuklardan; demografik bilgiler, ebeveynlerin sosyo-ekonomik 6zellikleri yani sira aile
Oykusl gibi etkisinden slphelenilen faktorleri sorgulayan bir éyka alinmistir. Bitirilen
egitim duzeyleri ilkdgretim (ilkokul ve ortaokul), ortadgretim (lise) yuksek 6gretim ve
lisans Ustu (5 veya 6 yillik fakulteler dahil) kategorilerine ayrilmistir. Enflasyon
nedeniyle gelir durumu asgari tcret baz alinarak su sekilde sorulmustur;

1-duzenli geliri yok 2-asgari Ucret ve alti

3-asgari ucret ile asgari ucretin iki kati arasi 4-asgari tcretin iki katinin dst

Vaka ve kontrol gruplarinda boy, kilo, bas ¢evresi kayit edilmistir. Vakalarin pedigri
sorgulamalari t¢ kusak yapilmistir ve iletisim bozukluklari yanisira ailedeki norolojik,
psikiyatrik hastaliklar sorgulanmistir. Ebeveynlerin ayni kéyden olmasi (endogami)
durumu; akraba evliligi ve/veya endogami basligi altinda belirtilmistir.\Vakalarin fizik
muayenesinde artikilatorlerin (agiz, dil, dudak, damak, farinks, cene) ve solunum
organlarinin yapisal-fonksiyonel bitinlugune 6zellikle dikkat edilmistir.

3.8.2 Kullanilan Kimyasallar ve Geregler

DNA izolasyon Kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit Cat # 11 796 828 001)
Taqg Polimeraz (HelixAmpTM)

360 GC enhancer (Applied BiosystemsTM)

Yeni nesil dizileme icin 6rnek hazirlama kiti (Bioo Scientific-PerkinElmer NEXTflex™
Universal Amplicon Prep Kit v2)

EXoSAP-IT Express PCR Product Clean Up Kit (Applied BiosystemsTM)

BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied BiosystemsTM)

Zymo Research DNA Sequencing Clean Up Kit

%80 Etanol

Distile su

Nkleik asit ekstraksiyon platformu (Maelstrom 4800 Nucleic Acid Extractor)

PZR Plakalari igin Yapiskan Sizdirmazlik Bandi (Bio-Rad, Cat # MSB1001)

Termal DoOngu Cihazlari: Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler, AGS
Thermal Cycler AGT9601, Bio-Gener Thermal Cycler GE4852T
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Vortex/ Mikrosantriflj Cihazi (Biosan FVL-2400N Combi-Spin, DLABMX-F Model)
Santrifuj cihazi: Microfuge 16 (Beckman Coulter)

96 Kuyucuklu PZR Plakasi (Roche, LightCycler®)

96 Derin Kuyucuklu Kituphane Saklama ve Havuzlama Plakasi (Thermo Fisher)
Yeni Nesil Dizileme Cihazi: MiSseq (Illumina®)

Kapiller Elektroforez (Applied Biosystems 3130x Genetic Analyzer)
Nkleaz icermeyen 1,5 mL mikrosantrifuj tlpleri

Otomatik pipet: Brand 705884 Transferpette® S

Cok kanalli pipet: Axypet® 8 kanalli pipet

Steril, nikleaz icermeyen aerosol bariyerli pipet uglari (Medpoint®)
Eppendorf DNA LoBind® Tupleri (M.Plastic MCTB020® 1.5 mL)
Kapakli- Seritli PZR Tapleri (0.2 mL)

Spin Kolonlar ve Toplama Tupleri (Roche®)

Manyetik Ayirici Stand -96 (Thermo Fisher Scientific®, Cat # AM10027)
Spektrofotometre (Thermo Scientific Nano-Drop 2000)

Qubit 3 Fluorometer® (Thermo Scientific)

Laminar Akis Kabini/Ceker Ocak: (NUVE 120)

-80 °C Sogutucu (New Brunswick U570)

Pudrasiz eldivenler ve Dekontaminasyon Mendilleri

Buzdolabi: Regal (-20°C), Beko (+4°C)

Buz kovasi

Kronometre

Bilgisayar

Yazicl

3.9 Calisma Basamaklari
3.9.1 Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Periferik kan oOrnekleri mor kapakli EDTA’l plastik tiplere alinarak c¢alismanin
gerceklestirilecegi giine kadar NEUTF Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi
binyesinde +4°C buzdolabinda saklandi.

3.9.2 DNA Dizilemede Kullanilan Primerlerinin Tasarlanmasi

Hedef gen sayisinin az olmasi sebebiyle Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli
amplikon dizileme metodu tercih edilmistir. Amplifikasyona dayali yontemler, diziye

Ozgu primerler kullanilarak ilgilenilen genomik bolgelerin  multiplex PZR ile
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eksponansiyel amplifikasyonuna dayanir. PZR, denatiire tek sarmalli DNA hedeflerine
baglanan bir ileri (F) ve bir geri (R) primer cifti ile gerceklestirilir. Ylksek verimli bir
amplifikasyon icin primer tasarim parametreleri kritik éneme sahiptir. Calismamizda
primerler servis saglayici firma tarafindan hedef genlerin tim ekzonlari ile 5’UTR
(UnTranslated Region- kodlamayan bélgeler), 3’UTR, promotor bolgelerini kapsayacak
sekilde ve asagidaki Ozelliklere uygun olarak Primer3 (https://primer3.ut.ee/)

uygulamasi Uzerinden dizayn edilmistir. Primer tasariminda uyulan kurallar su sekilde

Ozetlenebilir;
. Primer baglanma bdlgeleri ile hedef bdlge arasinda 50-180 niikleotit olmahdir.
. PZR primerlerinin optimal uzunlugunun 18-22 baz cifti oldugu kabul

edilmektedir. Bu uzunluk, 6zgillik icin yeterince uzun, baglanma sicakhginda
primerlerin kalip DNA zincirine kolayca baglanmasi igin yeterince kisadir.

. F ve R primerlerin veya primer ciftlerinin (dortten fazla bag yaparak)
hibritlesmesine izin verebilecek bir tasarimdan kaginilmahdir.

. PZR primerlerinin tahmini GC iceriginin %40-60 ; erime sicakhginin (Tm) 50-
60°C araliginda olmasi idealdir. Tm = [4 x (G + C)] + [2 x (A + T)] formali ile
hesaplanabilmektedir.

. Primer ¢iftlerinin erime sicakliklar arasinda 5°C’den fazla fark olmamalidir.

. G ve C bazlarinin komplementer olduklari bdlgeye daha giclu baglanmasi
nedeniyle primerlerin 3" ucundan son bes baz icinde G veya C bazlarinin varhgi, 3’ uc
stabilitesini saglayarak spesifik baglanmayi destekler (GC "clamp™ ). Ancak primerin 3’
tarafinda son bes bazda tigten fazla G veya C bazi bulunmasindan kaginiimalidir.

. Primer icinde fazla tekrarlayan diziler yanlis eslesmelere yol acacagindan bir
primer oligonikleotidinde art arda tekrar etmesi kabul edilebilir maksimum nikleotit
veya dinukleotid sayisi 4’tar.

Primer tasariminda hg19/GRCh37 referans genom dizisi kullanilmistir. CNTNAP2 geni
icin  ENST00000361727.3 transkripti, SETBP1 geni i¢in ENST00000282030.5
transkriptinin dizisi esas alinmistir. Tasarlanan primer dizileri Ekler bdlumunde
verilmistir. Primer dizilerinin genomdaki lokasyonu ve sekonder yapilar olusturabilme
ozelligi, internet Uzerinden serbest paylasimli olan BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) ve ‘UCSC In-Silico PCR’ programlari ile kontrol edilerek genomda
sadece tek bir bolgeyi 6zgul olarak cogaltan primer ciftleri secilmistir. Sentezlenen
primerlerin PZR icin uygun olup olmadiklari iki farkli DNA ile PZR yapilarak test
edilmistir.
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No. Exon/ Intron Start End Start Phase EndPhase Length Sequence

[T P I T

Sekil 3-1: Ornek (CNTNAP2 Ekzon 2 ) Primer Dizilerinin Baglanma Bolgeleri (turuncu ile
isaretlenmistir). https://grch37.ensembl.org/

CNTNAP2 Primerlerinin Tasarimi

CNTNAP2 geninin 24 ekzonu bulunmaktadir. Bunlardan 2. ile 23. arasindaki ekzonlarin
tamami protein dizisinin kodlanmasinda gorev alirken 1. ve 24. ekzonun bir kismi
protein dizisinin kodlanmasinda; bir kismi ise CNTNAP2 mRNA’sinin 5’ ve 3’ ucunun
sentezine katilmaktadir. CNTNAP2 geni icin; 24 ekzon ve ekzonlarin gevresindeki en az
20 bp uzunlugundaki intron bélgelerini cogaltacak sekilde 24’0 ileri yonde, 24’0 geri
yonde olmak Uzere 48 primer dizisi tasarlanmistir (EK-5). 24 cift primer dizisi ile

ortalama 426 nikleotit uzunlugunda 24 amplikon elde edilmis ve ¢ogaltiimistir.

SETBP1 Primerlerinin Tasarimi

SETBP1 geninin 6 ekzonu bulunmaktadir. Bunlardan 3, 4 ve 5. ekzonlarin tamami
protein dizisinin kodlanmasinda goérev alirken, 1. ekzonun tamami SETBP1
mRNA’sinin 5° ucunun sentezinde; 2 ve 6. ekzon ise hem protein dizisinin
kodlanmasinda hem de SETBP1 mRNA’sinin sirasiyla 5’ ve 3’ ucunun sentezinde yer
almaktadir. SETBP1 geninin protein kodlayan tim ekzonlarina yonelik 12 ¢ift (24 adet)
primer tasarlanmistir (Ek-6). 2. ve 6. ekzonlar iki parcaya, genin en buyik ekzonu olan
4. ekzon (3,460 bp) ise alti parcaya bolunerek incelenmistir. 24 primer dizisi ile
ortalama 538 nukleotit uzunlugunda 12 amplikon elde edilmis ve ¢ogaltiimistir.

3.9.3 DNA izolasyonu

Laboratuvar verimliligi acisindan DNA izolasyonu otomatize cihaz (Maelstrom 4800)
ile gerceklestirildi. Gerektigi durumlarda DNA izolasyon kiti (High Pure PCR Template
Preparation Kit) kullanilarak ve dretici talimatlari (Sekil 3-3) takip edilerek manuel
izolasyon gerceklestirildi. Her o6rnekten elde edilen gDNA’nin safhgr ve
konsantrasyonu spektrofotometre cihazi ile 6l¢uldi. A260/280 degeri 1.8-2.0 arasinda
olan ve konsantrasyonu minimum 30 ng/pl olan gDNA’lar ile laboratuvar ¢alismasina

devam edildi.
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DNA izolasyon Kit icerigi

Kulanilan Miktar (pl/numune)

20 ml Lizis Tampon Soltsyonu (AL)

20 ml Baglama Tampon Soliisyonu
Liyofilize Proteinaz K

20 ml Yikama Tampon Solisyonu (AW)
33 ml inhibitér Uzaklastirma Tampon
Solusyonu

40 ml Elisyon Tampon Sollsyonu (AE)
Saflastirma ttpleri (spin kolonlu)

2 mI’lik Toplama tiipleri

200
200
40

1000 (500 x 2)
500

200

Sekil 3-2: Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi



200 pl kan < 200 pl baglama tampomz
\L 40 pl Proteinaz K ekle.

70 C'de 10 dk inkiib
100 pl isopropanol ekle. g s

Kangsim filreli tiipe aktar.
1 dk santrifiij (8000 x g)

L// 500 pl inkibit 6r
k/ l uzaklastrici tampon
Toplama 1 dk santrifi
tipiind at (8000 x g) 500 il yikama

L// l k/ tampon solilsyonu

Toplama 1 dk santrifi
i (8000 % g) -
tiipiinii at 3500 Wl yikama
l L// tampon soliisvonu
Toplama 1 dk santrifii
Topnm. at (8000 x g)
Toplanan l
stviyl at En viiksek zda (13000

% g) lizda 10 sn santrifit Fiireli topd yeni sterd
L// 1.5 ml'lik mikrosantrifiyj

g/ W titpiine verlestir.
Toplama 1 dk santrifiij 200 pl Elisyon tampon
titpiind at (8000 x g) soliisyonu (70 C) ekle

R
Saf DNA eldesi(3-6 pg)

Sekil 3-3: Manuel DNA izolasyonu Akis Semasi

Sekil 3-4: DNA izolasyon Cihazi (Maelstrom 4800)



3.9.4 Yeni Nesil Dizileme

Hedef Genomik Bolgelerin Amplifikasyonu

Orneklerden izole edilen gDNA’lar ile PZR 1 gerceklestirildi. Kullanilan Kkite
(HelixAmpTM T2500N) dahil olan protokol takip edilerek; 10 ~ 100 ng kalip DNA (X
ul) asagidaki bilesenler ile bir PZR tiplnde karistirildi.

Bilesenler Hacimler

10x Tag Tampon 5ul

dNTP Karisimi (her biri 10mM) 1ul

lleri (F) Primer (10 pmol/ul) 2 ul

Geri (R) Primer (10 pmol/ul) 2l

TuneUp ™ Soliusyonu 0~20ul (0,5x'ten 2x’e kadar eklenebilir.)
Taq Polimeraz (5 Unite/pl) 1.25 Unite
Riboniikleazsiz (Rnaz'siz) Su 50pl’ye tamamlanir.
PZR Kosullari

Sicakhik & Stire Dongi

95 ,2dk x1

95 ,20sn

Baglanma sicakligi, 40 sn X 25~ 40

72 1dk

72, 5dakika x1
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Sekil 3-5:PZR Cihazinda Bir Déngi

Kutuphane Hazirhigi

[llumina® platformuyla uyumlu barkodlu amplikon kittphaneleri tGretmek amaciyla
iceri asagida verilen NEXTflex™ Universal Amplicon Prep Kit v2 kullanildi.

Kit Icerigi Miktar
Kirmizi Kutu
NEXTflex™ Ug Onarimi Tampon Karigimi 336 yL
NEXTflex™ Ug Onarimi Enzim Karisimi 144 yL
NEXTflex™ DNA Fragmantasyon Enzimi 48 L
Mavi Kutu
5x Fragmantasyon Tampon Karisimi 192 uL
NEXTflex™ PZR Il Barkodlu Primer Karigimi 1-48 her biri 4 yL
Yesil Kutu
NEXTflex™ PZR Il Master Mix 480 uL
Mor Kutu
NEXTflex™ Amplikon DNA Adaptor 96 pL
NEXTflex™ Ligasyon Karisimi 1512 L
Beyaz Kutu
Niikleaz icermeyen Su 1.5mL

Seffaf Kapakli Sise
Restspansiyon Tamponu (oda sicakhginda) 9mL

NEXTflex™ Saflastirma Boncuklari 15 mL
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Kit iceriginden ¢ikan tum kimyasallar buz Gzerinde tutuldu. Her bir bilesen kullanimdan
hemen 6nce, malzemenin tip kapagina veya duvarina yapismadigindan emin olmak igin
kisaca vortekslendi. Kullanimdan énce NEXTflex™ Saflastirma Boncuklari 4°C’den

cikarildi, oda sicakhgina gelmesi saglandi ve sivi homojen goriinene kadar vortekslendi.

A
l DNA Fragmantasyonu
C Ug Tamiri (50 dk.)
E _ Ligasyon (15 dk.)
- -
G
PZRII (1 sa.)
; ~———IENENNENEENNEEEEEE
wnEmEEER . EmmmmEm
Dizileme
Sekil 3-6: NEXTflex™ Universal Amplicon Prep Kit v2 Kullanimi Akis Semasi
ADIM - A: Fragmantasyon
1. DNA 6rnegi iyice vortekslendi.
2. Enzim Bazli DNA Fragmantasyon Reaksiyon Karisimi PZR Plakasinda
asagidaki protokolde hazirlandi. Pipetle iyice karistirildi.
_ ML 14 yL'ye kadar nikleaz icermeyen suda
seyreltilmis 20-100 ng amplifiye DNA
_ ML Niikleaz icermeyen Su
4 uL 5x Fragmantasyon Tampon Karisimi
1puL NEXTflex™ DNA Fragmantasyon Enzimi
20 L TOPLAM
3. DNA Fragmantasyon Enzimi vorteks ve kisa spin islemi ile

dondurildikten sonra DNA 6rnegini iceren reaksiyon karisimina eklendi. Pipetle iyice

karistirildi.
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4. PZR Plakasi yapiskan sizdirmazlik bandi ile kapatildi. Termal dongi
cihazinda 42°C'de 20 dakika, ardindan 65°C’de 5 dakika inktibe edildi.

5. Elde edilen fragmente DNA’nin hemen U¢ Onarim reaksiyonuna girmesi
saglandi.

ADIM - B: Saflastirma

1. Adim A ile elde edilen 20 pL hacmindeki reaksiyon karisimina 30 pL
Restspansiyon tamponu eklendi. Homojenize olana kadar iyice karistirildi.

2. Sipernatanta 90 yL Saflastirma boncugu eklendi. Homojenize edildi.

3. 5 dakika oda sicakliginda inkibe edildi.

4. PZR plakasi oda sicakhiginda 5 dakika sire ile (veya supernatan tamamen

berrak goriinene kadar) manyetik stand zerine yerlestirildi.

5. Olusan supernatant pipetle alinarak atildi. Bu esnada boncuklara
dokunmamaya dikkat edildi.

6. Plaka manyetik standda iken, her bir manyetik boncuk pelletine 200 pL
taze hazirlanmis %80 etanol eklendi ve plaka oda sicakliginda 30 saniye inkibe edildi.
Ardindan etanol pipetlenerek atildi.

7. %80 etanol yikamasi tekrarlandi.

8. Etanol atildiktan sonra PZR plakasi manyetik standdan cikarildi. Tupler,
kalan etanol tamamen buharlasana kadar oda sicakliginda 5 dakika (veya boncuk peleti
go6zle gorilir sekilde kuruyana kadar) kurumaya birakildi.

9. Kurutulmus boncuk pelleti 42 pL Resuspansiyon tamponu ile yeniden
stispanse edildi. Pipetleme ile iyice karistirildi.

10. Yeniden slspanse edilen saflastirma boncuklari oda sicakhginda 3 dk
inkibe edildi.
11. PZR plakasi oda sicakhginda 5 dakika (veya numune berrak goériinene

kadar) manyetik stand Gzerine yerlestirildi.

12. Elde edilen 40 pL berrak stipernatant (saflastiriimis reaksiyon) yeni
plakaya aktarildi.

ADIM - C: Ug Onarimi

1. Her numune icin, asagidaki reaktifler buz (izerinde nikleaz

icermeyen 96 kuyucuklu bir PZR Plakasinda birlestirildi.
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40 pL Adim B ile elde edilen saflastiriimis reaksiyon

2 uL NEXTflex™ Niikleaz icermeyen Su
7uL NEXTflex™ Ug Onarimi Tampon Karigimi
3L NEXTflex™ Ug¢ Onarimi Enzim Karigimi
50 pL TOPLAM

2. Pipetle iyice karistirildi.

3. PZR Plakasi yapiskan sizdirmazlik bandi ile kapatildi. Termal

dongu cihazinda 22°C'de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

4. Uc¢ Onarimi gerceklestirilmis 50 yL numune elde edildi.

ADIM - D: Saflastima

1. Her numuneye 90 uyL Saflastirma boncugu eklendi. Homojenize olana

kadar iyice karistirildi.

2. Oda sicakhginda 5 dakika inkibe edildi.

3. Ardindan PZR plakasi manyetik stand (zerine yerlestirilerek 5 dakika
(veya supernatan tamamen berrak gériinene kadar) bekletildi.

4. Olusan supernatant pipetle alinarak atildi. Bu esnada boncuklara
dokunmamaya dikkat edildi.

5. Plaka manyetik standda iken, her bir manyetik boncuk pelletine 200 pL
taze hazirlanmis %80 etanol eklendi ve plaka oda sicakliginda 30 saniye inkibe
edildi. Ardindan etanol pipetlenerek atildi.

6. %80 etanol yikamasi toplamda 2 kez olacak sekilde tekrarlandi.

7. Etanol atildiktan sonra PZR plakasi manyetik standdan cikarildi. Tupler,
kalan etanol tamamen buharlasana kadar oda sicakliginda 5 dakika (veya boncuk
peleti gozle gorullr sekilde kuruyana kadar) kurumaya birakildi.

8. Kurutulmus boncuk pelleti 23 pL Resuspansiyon tamponu ile yeniden
slispanse edildi. Pipetleme ile tlip cidarinda kalmadigindan emin olana degin iyice
karistirildi.

Q. Yeniden slispanse edilen saflastirma boncuklari oda sicakhginda 3 dk
inklbe edildi.
10. PZR plakasi oda sicakhginda manyetik stand (zerine yerlestirilerek 5

dakika (veya numune berrak goriinene kadar) bekletildi.
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11. 21 pL saflastirilmis ve u¢ onarimi yapilmis Ornek elde edildi, yeni

plakaya aktarildi.

ADIM - E: Adaptor Ligasyonu

1. Her numune icin, asagidaki reaktifler buz tzerinde niikleaz icermeyen 96
kuyucuklu bir PZR Plakasinda birlestirildi. Ligasyon karisimi
kullanimdan hemen 6nce -20°C’den ¢ikarildi.

21 uL Adim D ile elde edilen saflastirilmis ve u¢ onarimi yapilmis reaksiyon
2 uL NEXTflex™ Amplikon DNA Adaptor

31.5puL NEXTflex™ Ligasyon Karisimi

54.5 uL TOPLAM

2. Pipetle iyice karistirildi.

3. PZR Plakasi yapiskan sizdirmazlik bandi ile kapatildi. Termal dongi

cihazinda 22°C’'de 15 dakika boyunca inkibe edildi.
4. 545 pL adaptor ligasyonu tamamlanmis ornek elde edildi. Vakit

kaybedilmeden Adim F’ye gecildi.
ADIM - F: Saflastirma

1. Her numuneye 43 pL Saflastirma boncugu eklendi. Homojenize olana
kadar karistirildi.

2. Oda sicakliginda 5 dakika inkibe edildi.

3. Sonrasinda PZR plakasi manyetik stand Uzerine yerlestirilerek 5 dakika

(veya sipernatan tamamen berrak goériinene kadar) bekletildi.

4. Olusan supernatant pipetle dikkatle alinarak atildi.

5. Plaka manyetik standda iken, her bir manyetik boncuk pelletine 200 pL
taze hazirlanmis %80 etanol eklendi ve plaka oda sicakliginda 30 saniye inkiibe edildi.

Ardindan etanol dikkatlice pipetlenerek atildi.

6. Onceki basamak (%80 etanol yikamasi) toplamda 2 kez olacak sekilde
tekrarlandi.
7. Etanol atildiktan sonra PZR plakasi manyetik standdan cikarildi. Tapler,

kalan etanol tamamen buharlasana kadar oda sicakhiginda 5 dakika (veya boncuk peleti

go6zle gorulur sekilde kuruyana kadar) kurumaya birakildi.
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8. Kurutulmus boncuk pelleti 40 pL Resuspansiyon tamponu ile yeniden
slispanse edildi. Pipetleme ile tlipe yapisik kalmadigindan emin olana degin iyice

karistirildi.

Q. Yeniden slispanse edilen saflastirma boncuklari oda sicakhginda 3 dk
inklbe edildi.
10. PZR plakasi oda sicakhginda manyetik stand (zerine yerlestirilerek 5

dakika (veya numune berrak goriinene kadar) bekletildi.

11. 38 uL safl ve adaptor ligasyonu yapilmis érnek elde edildi, yeni plakaya
aktarildi.

ADIM - G: PZR Il Amplifikasyon (Kutiiphane Amplifikasyonu ve Amplifiye
Kutiphanenin Saflastiriimasi)

1. Her numune icin, asagidaki reaktifler buz tzerinde 96 kuyucuklu bir PZR

Plakasinda birlestirildi. Ligasyon karisimi kullanimdan hemen 6nce -20°C’den ¢ikarildi.

38 uL Adim F ile elde edilen saflastiriimis ve adaptor ligasyonu yapilmis reaksiyon
2 UL
10 pL
50 uL TOPLAM
2. Pipetle iyice karistirildi.
3. PZR Plakasi yapiskan sizdirmazlik bandi ile kapatildi. Termal dongi
cihazinda asagidaki protokol ile inkibe edildi.
Sicaklik & Suire Dongu
65 ,2dk x1
98 ,2dk
98 ,30sn
65 ,30sn x 12
72 1dk
72, 3 dakika x1
4. PZR plakasi Termal dongi cihazindan cikarildi. Her numuneye 40 pL

Saflastirma boncugu eklendi ve homojenlesene kadar iyice karistirildi.
5. Oda sicakliginda 5 dakika inkibe edildi.
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6. Sonrasinda PZR plakasi manyetik stand tzerine yerlestirilerek 5 dakika
(veya sipernatan tamamen berrak goériinene kadar) bekletildi.

7. Olusan supernatant pipetle alinarak atildi. Bu esnada boncuklara
dokunmamaya dikkat edildi.

8. Plaka manyetik standda iken, her bir manyetik boncuk pelletine 200 pL
taze hazirlanmis %80 etanol eklendi ve plaka oda sicakhginda 30 saniye inkiibe edildi.
Ardindan etanol dikkatlice pipetlenerek atild1.

Q. Onceki basamak (%80 etanol yikamasi) toplamda 2 kez olacak sekilde
tekrarlandi.

10. Etanol atildiktan sonra PZR plakasi manyetik standdan cikarildi. Tpler,
kalan etanol tamamen buharlasana kadar oda sicakliginda 5 dakika (veya boncuk peleti
go6zle gorilir sekilde kuruyana kadar) kurumaya birakildi.

11. Kurutulmus boncuk pelleti 22 pL Resuspansiyon tamponu ile yeniden
sispanse edildi. Pipetleme ile tipe yapisik Uriin kalmadigindan emin olana kadar iyice

karistirildi.

12. Yeniden slispanse edilen saflastirma boncuklari oda sicakhginda 3 dk
inklbe edildi.

13. PZR plakasi oda sicakhginda manyetik stand (zerine yerlestirilerek 5

dakika daha bekletildi.
14, 20 pL berrak numune elde edildi ve yeni bir plakaya aktarildi.

DNA Kutiuphanesinin Kantifikasyonu ve Kalite Analizi

Kituphane hazirlandiktan sonra, enstrimantasyon (Thermo Fisher Scientific,

Qubit®) araciligiyla kalite ve miktarinin uygunlugu kontrol edildi.

Kutiphane Havuzunun Dizilenmesi

Uygun bulunan kituphane MiniSeq Platformunda (lllumina, San Diego,
Kaliforniya, ABD) kartusa yuklendi. Kopri PZR tabanli yeni nesil dizileme (Sekil 3-6)
yontemiyle kitlesel paralel dizileme gergeklestirildi. Dizileme esnasinda olusturulan

optik goruntuler analiz edilebilir veri setlerine dondsturuldu.
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Sekil 3-7: Kopri PZR Tabanli Yeni Nesil Dizileme Semasi
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Sekil 3-8: MiniSeq cihazi (Illumina, Inc.)
3.9.5 Biyoinformatik Analiz

Dizileme sonucu cihazin drettigi FASTQ formatindaki gz uzantili dosya, SEQ
(Genomize, istanbul, Tiirkiye) platformu vasitasiyla islendi. Standart biyoinformatik
akis ile sirasiyla hizalama, varyant ¢agirma ve anotasyon islemleri yapildi. Okumalarin
referans genoma (GRCh37/h19) eslestirilmesi (hizalama) adiminda Burrows-Wheeler
Aligner araci; varyant ¢agirma adiminda Freebayes araci, anotasyon adimindaVariant
Effect Predictor aract kullanildi. Haritalanan okumalarda referans dizisinden farkli
olarak bulunan varyantlara filtreleme ve énceliklendirme islemi yapildi.

Oncelik verilen varyantlar Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.8.6 (Robinson
ve ark., 2011) programi ile gorsel olarak degerlendirildi. Hedeflenen genomik bdélgenin
% 80'inden fazlasinin minimum 20 kez okunup okunmadigi kontrol edildi. 20X okuma
derinliginde allel fraksiyonu %35-65 arasi olan varyantlar germline heterozigot, >%65
olan varyantlar germline homozigot olarak kabul edildi. Tespit edilen varyantlar, insan
Genom Varyasyon Toplulugu (HGVS) Dizi Varyanti Adlandirma Kurallari’na (den
Dunnen ve ark., 2016) uygun olarak isimlendirildi.

3.9.6 Varyantlarin Siniflandiriimasi

Tespit edilen varyantlarin Clinvar, Franklin ve Varsome veritabani girdileri incelendi.

Varyantlarin popilasyon frekanslari, gnomAD, ExAC, 1000 Genomes, ESP 6500,

48



Turkish Variome, GenomeAsia, Iranome, TOPMed Bravo, 4.7KJPN, GME Variome
populasyon veritabanlari zerinden; evrimsel korunmusluk dizeyleri UCSC Genom
Tarayicisi tGzerinden; fonksiyonel etkileri UNIPROT ve SIFT, PolyPhen2, PROVEAN,
FATHMM, DANN, EIGEN, MUT Assesor, PrimateAl, LIST-S2, DEOGEN?2,
MetaSVM, BayesDel, Varity, REVEL, CADD, Mutation Taster, MetaLR, MCAP,
MetaRNN, MutPred, SpliceAl, dbscSNV bilgisayar tahmin algoritmalari Uzerinden
degerlendirildi. Ayrica varyantlara 6zel literatir taramasi yapildi. Nihai siniflandirma
Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Toplulugu (ACMG) tarafindan belirlenen
standartlara (Richards ve ark., 2015) uygun sekilde yapildi. Asagida, varyant
siniflandirmada kullanilan kanit kodlari ve kanitlarin dayandigi veriler baslhklar halinde

tanimlanmustir.

ACMG Kanit Kodlari

Patojenik lehine Benign lehine
Cok glglu PVS1 BAl
Gugli PS1-PS4 BS1-BS4
Orta PM1-PM6
Destekleyici PP1-PP5 BP1-BP7

Varyant sikligi ve populasyon verileri

PS4: Kontrollere kiyasla etkilenmis kisilerde sikhgr anlamli derecede daha yuksek
olan varyantlari ifade eder.

PM2:  Kontrollerde gorilmeyen (veya resesif olgularda populasyonda ¢ok nadir
gorulen) ancak hastaliktan etkilenen iliskisiz bireylerde gorilen varyantlar
ifade eder.

BAL:  Allel frekansi %5’in Uzerinde olan varyantlari ifade eder.

BS1:  Allel sikhgi hastalik icin beklenenden yiiksek olan varyantlari ifade eder.

BS2: Erken yasta ortaya ¢ikmasi beklenen bir hastalikla ilgili olmasina ragmen

saglikh bireylerde g6zlenen varyantlari ifade eder.

Protein tzerine olan etki
PVS1: LoF mekanizmasi ile hastaliga neden olan gende, fonksiyon kaybina yola acan
varyant! ifade eder. Nonsense, baslangic kodon kaybi, cerceve kaymasi,

kanonik kesim boélgesi varyantlari gibi.
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PS1:

PM4:

PMB5:

BPS3:

Patojenik oldugu bilinen missense bir varyantla ayni noktada ayni amino asit
degisimine yol acan varyanti ifade eder.

Okuma cercevesi icinde tekrar olmayan bir bolgedeki insesiyon — delesyon tipi
varyantlari veya durdurma kodonu kaybina neden olarak protein uzunlugunda
degisim yapan varyantlari ifade eder.

Patojenik oldugu bilinen bir missense varyant ile ayni pozisyondaki amino
asiti etkileyen bir baska missense varyanti ifade eder.

Bilinen bir fonksiyonu olmayan tekrar bdlgelerindeki in-frame insersiyon —

delesyon tipi varyantlari ifade eder.

Bilgisayar tahmin algoritmalari

PP3:

BP4:

BP7:

Bilgisayar tahmin algoritmalarinda zararli olarak degerlendirilen varyantlari
ifade eder.

Bilgisayar tahmin algoritmalarinin ¢ogunda etkisiz olarak degerlendirilen
varyantlari ifade eder.

‘Splice tahmin algoritmalari’ ile zararsiz oldugu gosterilen ve yiksek derecede

korunmus bolgelerde bulunmayan sinonim varyantlari ifade eder.

Fonksiyonel veriler

BS3:
PS3:

PML1.:

Fonksiyonel calismalar ile zararl etkisi olmadigi gosterilmis varyantlardir.
Fonksiyonel calismalar ile zararl etkisi gosterilmis varyantlari ifade eder.
Fonksiyonel bir protein domaininde veya mutasyon igin sicak bir bolgede
bulunan varyantlari ifade eder. Varyantin bulundugu domainde tanimlanan

tim varyantlar patojenik ise PM1 kanit kodu kullanilir.

Guvenilir kaynaklar

PP5:

BPG6:

ClinvVar, HGMD gibi guvenilir kaynaklarda patojenik olarak degerlendirilen
varyantlari ifade eder.

Clinvar, HGMD gibi givenilir kaynaklarda varyantin benign olarak
degerlendirilmesini ifade eder.

De-novo varyantlar

PS2:

Hastanin biyolojik ebeveynlerinde olmadigi gosterilen varyantlari ifade eder.
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PM6:  Hastanin biyolojik ebeveynlerinde olmadigi distndlen ancak bu durumun
testlerle dogrulanmadigi varyantlari ifade eder.

Allelik (Cis/Trans) veri

PM3:  Resesif hastaliklarda patojenik bir baska varyant ile trans pozisyonda
tanimlanan varyanti ifade eder.

BP2:  Tam penetran dominant bir gen icin patojenik bir varyantla trans pozisyonda
belirlenen veya herhangi bir kalittm modelinde patojenik bir varyantla cis

olarak g6zlenen varyantlari ifade eder.

Segregasyon analizi

PP1: Hastaliktan etkilenmis aile bireylerinde ilgili gende ayni varyantin tespit
edilmesini ifade eder.

BS4: Hastaliktan etkilenmis aile bireylerinde varyantin segregasyonunun olmadigini

ifade eder.

Varyant spektrumu

BP1:  Sadece budama (truncating) tipi varyantlarin hastaliga sebep oldugu bilinen bir
gende tespit edilen yeni missense varyantlari ifade eder.

PP2: Benign varyasyonlarin az oldugunu ve missense varyantlarin yaygin hastalik

sebebi oldugu bir gende tespit edilen yeni varyantlari ifade eder.

Fenotip verisi
PPA4. Hastaligin etiyolojisinde tek bir gen bulunuyorsa ve fenotip ilgili hastalik igin

cok tipikse varyant bu kanit kodu ile degerlendirilebilir.
Alternatif lokus gozlemleri

BP5: Molekdiler temeli net bilinen hastaliklarda baska genlerde bulunan varyantlari

ifade eder.
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Dizi varyanti

MNomenklatir dogrula

Populasyon verisini
degerlendir

Literatilir ve veritabanlanmni
sorgula

Varyant tipine
ozel analiz

Nullvaryant Sessizveya Missense varyant in-frame

pVS1 . " (PP2, BP1, PS1, PM5 insersiyon/delesyon
( ) intronik varyant ) Ayt PWIA 808)

Bilgisayar tahmin algoritmalan (PP3, BP4, BP7)

N
Mutasyonel sicak bélge/
Fonksiyonel domain (PM1)

[ Varyant Siniflandirmasi (P, LP, VUS, LB, B)

Sekil 3-9: Varyant Analizi Akis Semasi

3.9.7 Segregasyon Analizi ve Varyant Dogrulama: Sanger Dizileme

ilgilenilen Genomik Bolgenin Amplifikasyonu:

1 yL DNA, 1 pL primer (F ve R), 6 yL Taq polimeraz (AmpliTag Gold 360 master
mix), 1 yL 360 GC enhancer (Applied BiosystemsTM) ve 1 pL distile su birlestirildi,
termal dongu cihazinda asagidaki protokol uygulandi.
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Sicaklik & Stire Dongi

95 ,10dk x1
95 ,40sn

60 ,1dk x 35
72 50sn

72, 7 dakika x1
4

PZR Uriini Saflastirma:

Amplifikasyonu takiben reaksiyona katilmayan tek zincirli primerlerin ve niikleotitlerin
uzaklastiriimasi icin 2 pL EX0oSAP-IT Express PCR Clean Up kit (Applied
BiosystemsTM) ile muamele edildi. PZR Plakasi yapiskan sizdirmazlik bandi ile
kapatildi. Uretici firmanin protokoliine gore termal déngii cihazinda 30 dakika 37°C ve
15 dakika 80°C’de inkubasyon gerceklestirildi. Eksontikleaz 1 ve Shrimp Alkali
Fosfataz (SAP) iceren reaktif kullanilarak enzimatik pirifikasyon yapildi.

Dizileme:

BigDyeTM Terminator v3.1 Ready Reaction Mix ve 5x dizileme tamponu kullanilarak
iki adet tek yonlG primer icin iki ayri reaksiyon hazirlandl. PZR Plakasi yapiskan

sizdirmazlik bandi ile kapatildi. Termal dongi cihazinda asagidaki protokol uygulandi.

Sicaklik & Suire Dongu
96 ,1dk

95 ,10sn X 25
60 5sn

72, 4 dakika x1

4

Purifikasyon:

Dizileme reaksiyonu sonrasi Zymo Research DNA Sequencing Clean Up kit Onerileri
dogrultusunda kontaminantlar (floresan boya, kalinti tuz, NTP, primerler ve enzimler)

spin kolon yontemi ile saflastirildi.

Kapiller Elektroforez ve Analiz:

Son 0run 3130x Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihazina yuklendi. Elde edilen

dizi verisi Sequencig Analysis Software 6® programi kullanilarak analiz edildi.
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3.10 istatiksel Analizler

Bitiin veriler bilgisayar ortaminda Sosyal Bilimler icin istatistik Paket Programi 17.0
(SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA) kullanilarak degerlendirildi. istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Nitel veriler icin say1 (n) ve yizde (%); nicel veriler
icin ortalama ve standart sapma olarak tanimlayici istatistik degerleri belirlendi.
Verilerinin dagilimina gére uygun olan parametrik ya da nonparametrik istatiksel testler
yapildi. Kategorik degiskenler hasta ve kontrol gruplarinda karsilastirilirken Pearson Ki
kare (x? ) testi ve Fischer’in kesin ki kare (exact) testi’nden uygun olan yOntem
kullanildi.  Strekli degiskenlerin Kkarsilastiriimasinda ise Mann-Whitney U testi
kullanildi. istatiksel olarak anlamli bulunan risk faktorlerinin degerlendirilmesinde
lojistik regresyon analizi yapildi, ROC (Receiver Operating Characteristics) grafikleri
cizildi.

3.10.1 Verilerin Degerlendirmesinde Kullanilan istatiksel Yéntemler

ROC egrileri stirekli bir degisken igin olasi tum kesim noktalarini gostermekte olup, her
kesim noktasinda dogru pozitif, dogru negatif, yanls pozitif ve yanhs negatif sonuclarin
sikhgr  hakkinda kestirimler yapilmasina imkan saglamaktadirlar.  Bireyleri
pozitif/negatif seklinde siniflayan uygun kesim noktalarinin belirlenmesi klinik karar
verme slrecine katki saglayabilir. Bu nedenle tibbi calismalarda, ROC egrileri, tanisal
testlerde pozitif ve negatif test sonuclari arasindaki ayrim icin en iyi esik degerini
belirlemekte kullaniimaktadir.

Pearson ki kare (x?) testi, iki kategorik degisken arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilir. Ki kare istatistigi, gozlenen frekanslar ile beklenen frekanslar
arasindaki farki ve bu farkin anlamliligini degerlendirmek icin hesaplanan bir
istatistiksel degerdir. Fischer’in kesin ki kare (exact) testi, Pearson ki kare testi ile
benzer bir amaca hizmet eder ancak bazi temel farklari vardir; daha kiicik érneklem
blyutklukleri ve distk frekansh veriler icin kullanihir ve sadece nominal verilerle galisir,
ordinal verilerde kullanilmaz. Mann-Whitney U testi ise iki bagimsiz grup arasindaki
merkezi egilim o6l¢atlerinin farklarini degerlendirmek icin kullanilan non-parametrik
istatiksel aractir. Ornegin Mann-Whitney U testi sonucunda elde edilen p-degeri,
anlamhilik (alfa) dizeyinden daha kicukse iki grup arasinda medyanlar agisindan
anlaml bir fark oldugunu soylenebilir.
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4 BULGULAR

4.1 Sosyodemografik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Vaka grubu, Gelisimsel Dil Bozuklugu nedeniyle tarafimiza yonlendirilen 30 hastadan;
kontrol grubu ise norolojik ve psikiyatrik bir problemi olmayan 30 cocuktan
olusturulmustur. Vaka ve kontrol gruplarina dahil edilen hastalarin sosyodemografik
Ozellikleri Tablo 3’te 6zetlenmistir.

25 -

15 7

10 -

mKiz

Erkek

Vaka Kontrol

Sekil 4-1: Vaka ve Kontrol Gruplarinda Cinsiyet Dagilimi.

Vaka grubuna 7 (%23,3) kiz, 23 (%76,7) erkek ; kontrol grubuna 14 (%46,7) kiz, 16
(%53,3) erkek dahil edildi (Sekil 4-1). Erkek/Kiz orani vaka grubunda 3,2 iken, kontrol
grubundal,l olarak bulundu.

615856
5251494845 44 38
37 36 35 3433 35 30 ay
27 24

Sekil 4-2: Hasta Yas Dagilhm Grafigi. X ekseni hasta yaslarini, Y ekseni hasta sayisini géstermektedir. En
cok basvurunun 3 yas 2 aylik iken (38. ay) gerceklestigi gorilmektedir.
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Hasta yaslari 2.1 ila 6.4 arasinda olup, ortalama yas 3,9 ve standart sapma + 1,1 olarak
hesaplandi. Kontrol grubuna dahil edilen ¢ocuklarin yaslari 2,3 ila 7 arasinda olup,
ortalama yas 4,6 ve standart sapma = 1,5 olarak hesaplandi (Sekil 4-2).

Sosyo-ekonomik durum sorgulamasindan elde edilen bulgulara gore; vaka grubundaki
ailelerin 9’u (%30) asgari Ucret ve alti, 13’0 (%43,3) asgari cret ile asgari ucretin iki
kati arasi ve 8’i (%26,7) asgari Ucretin iki katindan fazla aylik gelire sahipti. Kontrol
grubundaki ailelerin ise 9’u (%30) asgari Ucret ve alti, 9’u (%30) asgari Ucret ile asgari
ucretin iki kati arasi ve 12’si (%40) asgari ucretin iki katindan fazla aylik gelire sahipti
(Sekil 4-3).

40%
> Asgari Ucretin 2 kati ’
>
S
)
2 Asgari iicret ile 30% kontrol
g Asgari lcretin 2 kati arasi _ 43,30%
~ M vaka
>
=4
PRy 30%
< Asgari Ucret
30,00%
T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50%
Sekil 4-3: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Aylik Gelir Diizeylerine Goére Dagilimlari
_°_>J~ Lisans st 3,30%
3
s
= L. A 40%
§ Yiksek 6gretim 26,70%
3 H kontrol
S
= Ortadgreti H vaka
= rtadgretim 40%
©
s
a Hlss 40%
,E*;; Ilkogretim 33,40% ’

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Sekil 4-4: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Maternal Egitim Diizeyine Gére Dagilimlari
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Sekil 4-5: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Paternal E§itim Diizeyine Gére Dagilimlari

Basvuru aninda vaka grubunda maternal yas ortalamasi 28 + 5 iken kontrol grubunda 29
+ 5 olarak tespit edildi. Bununla birlikte basvuru aninda vaka grubunda ortalama
paternal yas 31 £ 5 ve kontrol grubunda 32 + 5 olarak hesaplandi. Vaka grubunda
annelerin  10’u (%33,4) ilkogretim, 12’si (%40) ortadgretim ve 8’i (%26,7)
yuksekogretim  mezunuydu (Sekil 4-4). Vaka grubunda babalarin 11’i (%36,7)
ilkdgretim, 7’°si (%23,3) ortadgretim ve 12’si (%40) yiksekdgretim mezunuydu. Vaka
grubunda lisans st egitim bitiren ebeveyn yoktu (Sekil 4-5). Kontrol grubunda
annelerin 12’si (%40) ilkogretim, 5’i (%16,7) ortadgretim, 12’si (%40) ylksekdgretim
mezunuydu ve 1’i lisans Ustu egitime sahipti (Sekil 4-4). Kontrol grubunda babalarin
111 (%36,7) ilkogretim, 6’si (%20) ortadgretim, 11'i (%36,7)  yuksekdgretim

mezunuydu, 2’si lisans Usti egitime sahipti (Sekil 4-5).

4.2  Gelisimsel Dil Bozuklugu Olasi Risk Faktorlerinin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 30 hasta, GDB icin predispozan faktorlerin varligi acisindan
sorgulandi. Hastalarin %76°sinin (n:23) ailesinde konusma gecikmesi, disleksi, okuma-
yazmayI 6grenme gucluagd, sinif tekrari, OSB gibi dil iliskili problemleri olan birey(ler)
vardi. Ailede dil iliskili problemleri olan 23 hastanin 6’sinda (%26) akraba evliligi
ve/veya endogami varken, ailede benzer 6yki olmayan 7 hastanin 1’inde (%14) akraba
evliligi ve/veya endogami vardi. Toplamda vaka grubundaki ailelerin %23,3’tinde (n:7);
kontrol grubundaki ailelerin 13,4’tUnde (n:4) akraba evliligi ve/veya endogami oldugu
g6zlemlendi (Sekil 4-6).
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W Vaka

Kontrol 15%
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Sekil 4-6: Akraba Evliligi ve/veya Endogami Oranlari. Vaka grubunda akraba evliligi/endogami daha

yaygin bulundu. Vaka grubu icinde aile 6ykisii olanlarda akraba evliligi ve/veya endogami daha sik

izlendi.

3.30%

4. 6,70%
o
>
bleT] .
3 23,30%
s 3 16,70%
g m kontrol
o
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£ 2 26,70%
o
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36,70%
1. 50,00%
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Sekil 4-7: Hastalar ve Kontrol Grubunun, Dogum Siralarina Gore Karsilastiriimasi.

Katilimcilarin ailenin kaginci ¢ocugu oldugu incelendiginde, hastalarin 15’inin (%50)
birinci cocuk, 8’inin (%26,7) ikinci ¢cocuk, 5’inin (%16,7) tglnci ¢ocuk, 2’sinin (%6,7)
dordinci ¢ocuk oldugu go6zlemlendi. Kontrol grubundaki cocuklarin 11’i (%36,7)

ailenin birinci ¢cocugu, 11’i (%36,7) ailenin ikinci ¢cocugu, 7°si (%23,3) ailenin tguncu

cocugu ve 1’i (%3,3) ailenin dordincl ¢cocugu idi (Sekil 4-7).
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Sekil 4-8: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Hanehalki Buytklugine Gore Karsilastirilmasi

Hanehalki vaka grubundaki ailelerin 11’inde (%36,7) 3 kisiden, 12’sinde (%40) 4
kisiden, 6’sinda (%23,3) 5 ve daha fazla kisiden olusmaktaydi. Kontrol grubuna ise
sirasi ile 3 kisilik 6 aile (%20), 4 kisilik 16 aile (%53,3) ve =5 kisilik 8 aile (%26,7)
dahil edilmisti (Sekil 4-8).

Prenatal nikotin maruziyeti var Prenatal maternal hastalik var

M vaka H Vaka

46,87%

kontrol 56,25% Kontrol

Sekil 4-9: Prenatal Donemde Maternal Nikotin Maruziyeti ve Maternal Kronik Sistemik Hastalik Oykiisii
Pozitif Olanlarin Gruplara Dagilimi

Prenatal dénemde maternal nikotin maruziyeti olanlarin orani vaka grubunda %56,7
(n:17), kontrol grubunda %50 (n:15) olarak belirlendi (Sekil 4-9). Prenatal nikotin
maruziyetinin ¢ogunlukla pasif maruziyet seklinde ortaya ciktigi gorildu. Vaka
grubunda prenatal nikotin maruziyeti olan 17 Kisinin 16’sinda (%94,1) aktif sigara igici

baba ve/veya diger hane halki bireyleri idi.
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Kontrol grubunda prenatal nikotin maruziyeti olan 15 kisinin 11’inde (%73,3) aktif
sigara icici baba ve/veya dider hane halki bireyleri idi. Ebeveynlerin (n:32) sigara
kullanim miktari vaka grubunda ortalama 9,3 + 7,1 paket/yil ve kontrol grubunda 15,6 £
11,2 paket/yil olup, istatiksel anlamli derecede farkl degildi.

Gebelik esnasinda kronik sistemik hastalik dykist olan annelerin orani vaka grubunda
%23,3 (n:7); kontrol grubunda %30,0 (n:9) idi (Sekil 4-9). Vaka grubundaki maternal
kronik hastaliklar gestasyonel diyabetes mellitus (n:2), hipertansiyon (n:1), hipotiroidi
(n:3), trombofili (n:1) ; kontrol grubundaki maternal kronik hastaliklar hipotiroidi (n:2),
astim (n:1), hipertansiyon (n:2) ve gestasyonel diyabetes mellitus (n:4) olarak belirlendi.
Natal Oyku ahinirken katilimcilarin  dogum haftalari  sorgulandi, vaka grubunda
minimum 27, maksimum 42 olmak (zere ortalama dogum haftasi 38 = 2 iken; kontrol
grubunda minimum 24, maksimum 41 olmak Uzere ortalama dogum haftasi 38 £ 3 idi.
Prematiire (<36. hafta) dogan katilimci sayisi (n:2) vaka ve kontrol gruplarinda farkl
degildi.

80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% i
vaka kontrol

43,30%

B Dogum sekli NSVY

w1 Dogum sekli C/S

Sekil 4-10: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Dogum Sekillerine Gére Karsilastiriimasi.

Vaka grubundaki katilimcilarin % 56,7’sinde (n:17) dogum sekli sezaryen (C/S),
%43,4’Unde (n:13) normal spontan vajinal yol (NSVY) idi. Kontrol grubundaki
katilimcilarin dogum sekline bakildiginda ise NSVY orani % 23,3 (n:7), C/S orani
%76,7 (n:23) olarak bulundu ($ekil 4-10).

Katilimcilarin dogum kilosu ortalamasi vaka grubunda 3396 + 585 gram ve kontrol
grubunda 3096 + 493 gram olarak saptanmis olup, kontrol grubunda anlamli derecede
daha distik (p=0,043) bulundu (Sekil 4-11). 2500 gramdan dusik dogum agirligina
sahip cocuk sayist GDB grubunda (n:3) ve kontrol grubunda (n:2) benzer bulundu.
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GDB olan ¢ocuklarin anne siti alma suresi ortalama 16 = 9 ay, kontrol grubundaki
cocuklarin anne sltu alma siresi ortalama 22 + 9 ay olarak saptanmis olup vaka
grubunda istatiksel acidan anlamli derecede daha disik (p=0,044) bulundu (Sekil 4-11).

6000

5000

3000

Dogum kilosu (gr)

2000

I
Hasta Kontrol

30

204

Emzirme siiresi_AY

Hasta Kortrol

Sekil 4-11: Hasta ve Kontrol gruplarinda istatiksel anlamli farkhilik gosteren cevresel de@iskenler

(Emzirme siiresi ve Dogum agirhgi).
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Sekil 4-12: ROC egrileri.

Sekil 4-12’de dogum agirh@ ve laktasyon siresinin gelisimsel dil bozuklugunu
ongérme performansi icin olusturulan ROC egrileri gosterilmektedir. Egrinin, grafigin
sol Ust kosesine en yakin oldugu nokta kesim noktalari (3150 gram ve 15 ay) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4-13: Vaka ve Kontrol Gruplarinda Neonatal Sarilik Oykiisiiniin Kiyaslanmasi

Neonatal donemde sarilik dykist varligi vaka grubunda %30 (n:9) oraninda iken
kontrol grubunda bu oranin %16,7 (n:5) oldugu tespit edildi (Sekil 4-13).Vaka grubunda
2 hastada (%6,7), kontrol grubunda ise 1 kiside (%3,3) febril konvulziyon &ykist
oldugu 6grenildi.
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Sekil 4-14: Vaka ve Kontrol Gruplarinda Okul Oncesi Egitime Katilim Oranlari
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Sekil 4-15: Vaka ve Kontrol Gruplarinda Ekrana Maruziyet Siirelerinin Kiyaslanmasi

Okuloncesi egitime katilim hasta grubunda 12 (%40), kontrol grubunda 16 (%53,3) idi
(Sekil 4-14). Gruplar arasinda istatiksel anlamh farklihk bulunmamakla birlikte ekran
maruziyet siresi hasta grubunda daha fazla bulundu. Ginde 6 saat ve Uzeri ekran
maruziyeti olan g¢ocuk sayisi hasta grubunda 6 (%20) iken, kontrol grubunda 1 (%3,3)
idi. Gunde 2 saatten az ekrana maruziyeti olan ¢ocuk sayisi ise hasta grubunda 14
(%46,7), kontrol grubunda 19 (%63,3) idi (Sekil 4-15).

Katilimcilarda biyume geriligi izlenmedi. Kilo, boy ve bas ¢evresi parametreleri, vaka
ve kontrol gruplarinda normal dagilim gosteriyordu. Vaka grubunda yer alan bireylerin
kilo ortalamasi 16 kg, boy ortalamasi 103 cm, bas cevresi ortalamasi 50,4 olarak ;
kontrol grubunda yer alan bireylerin kilo ortalamasi 18,5 kg, boy ortalamasi 108 cm,

bas cevresi ortalamasi 50,8 olarak hesaplandi.
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GDB hastalarinda AGTE genel gelisim ortalama puani 116 (minimum 93, maksimum

137, standart sapma 13), dil - bilissel gelisim ortalama puani 40 (minimum 29,

maksimum 52, standart sapma 7), ince motor gelisim ortalama puani 20 (minimum 16,

maksimum 24, standart sapma 2), kaba motor gelisim ortalama puani 23 (minimum 21,

maksimum 24, standart sapma 1), sosyal beceri - 6z bakim ortalama puani 34 (minimum

26, maksimum 39, standart sapma 4) olarak tespit edildi (Sekil 4-16). Psikiyatrik ve

norolojik tibbi gecmisi olmayip kontrol grubuna alinmasi uygun bulunan asemptomatik

cocuklara AGTE uygulanmadi.

Ort yas Ort Dil-Bilissel gelisim

(ay) puani (ay karsiligr)
Kiz 47,28 35,85 (21-23 ay)
Erkek 42,86 39,52 (29-32 ay)

Ort DB gelisim (ay)

Ort yas (ay)

Sekil 4-16: Vaka Grubu icindeki Kiz ve Erkeklerin Ortalama Yas ve Ortalama Dil Gelisim Yaglari
Acisindan Kiyaslanmasi. Kizlarin ortalama basvuru yasinin erkeklerden daha ileri olmasina ragmen dil

gelisimlerinin daha geride oldugu goérilmektedir.

m Erkek
Kiz
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Tablo 3. Vaka-Kontrol Grublarinda Sosyodemografik Ozellikler-Cevresel Faktorlerin Karsilastiriimasi

Parametreler Vaka (n=30) Kontrol (n=30) | p-degeri
Yas (yil); ortalama + SD 39+1,1 46+15 0,074
- Erkek 23 (%76,7 16 (%53,3
Cinsiyet; n (%) Kadin 7 (f%za,a)) 14 5%46,7; 0,056
<X 9 (%30,0) 9 (%30)
Gelir seviyesi (Asgari lcret (x) katlari); n (%) X — 2x arasl 13 (%43,3) 9 (%30) 0,510
2 2x 8(%26,7) 12 (%40)
1 15 (%50,0) 11 (%36,7)
2 8(%26,7) 11 (%36,7)
Kaginci gocuk; n (%) 3 5 (%16,7) 7 (%23.3) 0,440
4 2 (%6,7) 1(%3,3)
Dogum haftasi 38+2 38+3 0,653
Dogum kilosu (gram); ortalama + SD 3396 + 585 3096 + 493 0,043
Laktasyon siiresi (ay); n (%) 16+9 22+9 0,044
ilkégretim 10 (%33,4) 12 (%40,0)
Maternal egitim dizeyi (Mezuniyet); n (%) Ortadgretim 12 (%40) 5(%16,7) 0616
Yiiksek 6gretim 8 (%26,7) 12 (%40) !
Lisans st 0 (%0,0) 1(%3,3)
ilkogretim 11 (%36,7) 11 (%36,7)
e e S Ortadgretim 7 (%23,3) 6 (%20)
Paternal egitim dlzeyi (Mezuniyet); n (%) Yaksek Sgretim 12 (%40,0) 11 (%36,7) 0,735
Lisans Ustii 0 (%0,0) 2 (%6,7)
Evde yasayan birey sayisi (Hanehalki 3 kisi 11 (%36,7) 6 (%20)
biiyikligd); n (%) 4 kisi 12 (%40,0) 16 (%53,3) 0,318
’ 25 kisi 6 (%23,3) 8 (%26,7)
Okuldncesi egitime katilan sayisi; n (%) 12 (%40) 16 (%53,3) 0,301*
<2 saat 14 (%46,7) 19 (%63,3)
Ekrana maruziyet siiresi (saat/gln); n (%) 2-6 saat arasi 10 (%33,3) 10 (%33,3) 0,097
> 6 saat 6 (%20,0) 1(%3,3)
Anne yas (yil); n (%) 28+5 295 0,517
Baba yas (yil); n (%) 315 325 0,296
. var 17 (%56,7) 15 (%50)
Maternal sigara kullanimi; n (%) yok 13 (%43,3) 15 (%50) 0,510
Prenatal sigara maruziyeti (annenin pasif veya | Evet 17 (%56,7) 15 (%50,0) 0.605*
aktif maruziyeti) Hayir 13 (%43,3) 15 (%50,0) ’
Aktif icici: Anne ve/veya anne+baba 1 (%5,9) 4 (%26,7) 0.161**
Aktif icici: Baba ve/veya diger hane halki 16 (%94,1) 11 (%73,3) !
Sigara kullananlarda miktari (paket/yil) (n=32); ortalama = SD 93+7,1 15,6 +11,2 0,188
eus . var 7 (%23,3) 4 (13,4)
Akraba evliligi ve/veya endogami; n (%) il 23(76,7) 26 (86,6) 0,591
0, (V)
Dogum sekli; n (%) E/S:Y 13 EQ:Z:?; 273((/;)27357)) 0,100
var 7 (%23,3) 9 (%30,0)
g:;‘tasyme' 2 (%6,7) 4 (%13,3)
Prenatal donemde maternal kronik hastalik; (:r(le-stasyonel 1(%3,3) 1(%3,3) 0.196
n (%) Hipotiroidi 3 (%10,0) 3 (%10,0)
Astim 0 (%0,0) 1(%3,3)
Trombofili 1(%3,3) 0 (%0,0)
yok 23 (%76,7) 21 (%70,0)
.. - var 9 (%30) 5(%16,7)
Neonatal donemde sarilik 6ykisu ; n (%) il 21 (%70) 25 (%83,3) 0,222
var 2 (%6,7) 1(%3,3)
Febril konvulziyon éykusi ; n (%) 0,554
yok 28 (%93,3) 29 (%96,7)

* Pearson Ki-kare testi ve **Fisher'in kesin testi kullanildi. Digerlerinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli p

degerleri vurgulu gosterilmistir. x: Asgari Ucret ve alti; SD: standart sapma, n:say!.
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4.3 Genetik Bulgular

CNTNAP2 ve SETBP1 geninde saptanan nonsinonim dizi varyantlari vaka ve kontrol
gruplarinda  Kkarsilastiriimistir.  Segilen genler otozomal kromozomlar (zerinde
bulundugu ic¢in genetik verilerin analizleri otozomal dominant (OD) ve otozomal resesif
(OR) kalitim modelleri i¢in ayri ayri yapitimistir. OD kalitim modeline gore; vaka ve
kontrol gruplarinda en az bir alternatif (mindr) allel tasima durumlari karsilastiriimistir.
OR kalitim modeline gore ise vaka ve kontrol gruplarinda homozigot varyant tasima
durumlart Kkarsilastirilmistir. CNTNAP2 geninde tespit edilen nonsinonim yaygin
varyantlar ve allel frekanslari Tablo 4’te, nadir varyantlar ve allel frekanslari Tablo
5’de, SETBP1 geninde tespit edilen yaygin nonsinonim varyantlar ve allel frekanslari
Tablo 7’de verilmistir. CNTNAP2 allellerinin vaka ve kontrol gruplarinda
karsilastiriimasi sonucunda elde edilen veriler Tablo 6’da, SETBP1 allellerinin vaka ve
kontrol gruplarinda karsilastiriimasi sonucunda elde edilen veriler Tablo 8’de,
CNTNAP2 ve SETBP1’de varyant/ homozigot varyant bulundurma oranlarini
kiyaslanmasi Tablo 9’da gosterilmektedir.

Katilimcilarda; CNTNAP2 geninde 29, SETBP1 geninde 5 farkli varyant bulunmustur
(Sekil 4-19; Sekil 4-21). CNTNAP2 geninde tespit edilen varyantlarin 24’(, SETBP1
geninde tespit edilen varyantlarin timu hem vaka hem kontrol gruplarindaki bireylerde
ortak olarak izlenmistir.

4.3.1 CNTNAP2 ve SETBP1 genlerinde tespit edilen varyant turleri

Arastirmamizda nonsinonim varyantlar degerlendirmeye alindi. Tespit edilen
kodlamayan dizi varyantlarindan ekzonlara yakin, nispeten korunmus bolgelerde
yerlesenleri tanimlamak icin ‘splice bélge’ varyanti terimi kullanildi. En yakin kodlayan
bolgeden 20 nikleotidten uzakta bulunan varyantlar ‘derin intronik’ varyant olarak
adlandirildi. CNTNAP2 geninde varyant tirii anlaminda en sik derin intronik varyantlar
(Sekil 4-17), SETBP1 geninde en sik missense varyantlar tespit edildi (Sekil 4-18).

4.3.2 CNTNAP2 ve SETBP1 varyantlarinin siniflandiriimasi

CNTNAP2 (n:27) ve SETBP1 (n:5) genlerinde bulunan toplamda 32 yaygin nonsinonim
varyant; ACMG Kkriterlerine gore benign lehine gucli kanit olusturan BA1, BS1, BS2
kanit kodlari ve benign lehine destekleyici kanit olusturan BP1, BP4, BP6, BP7 kanit

kodlarindan en az birini alarak ‘benign’ olarak siniflandiriimistir.
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m5'UTR

H Missense

M Indel

B Splice bolge

m Derin intronik

Sekil 4-17: CNTNAP2 Geninde Tespit Edilen Nonsinonim Varyant Turleri

Missense
3 Derin intronik

H Splice bolge

Sekil 4-18: SETBP1 Geninde Tespit Edilen Nonsinonim Varyant Tirleri

Franklin veritabaninda CNTNAP2 ve SETBP1 genleri icin PM2 frekans esik degeri
%0.05 olarak 6nerilmektedir. Bu nedenle ¢calismamizda sadece olgu veya sadece kontrol
gruplarinda ozel olarak gorilen ve Turkish Variome ve Genome Aggregation Database
(gnomAD)’daki tim populasyonlarda mindr allel frekansi (MAF- minor allele
frequency) %0.05°’ten daha disuk olan; anlami bozan (nonsense), yanlis anlamli
(missense), ekzon-intron kesim bdolgesi (splice) veya baslangic/durdurma kodonlarini
bozan varyantlar, "nadir varyantlar" olarak tanimlanmistir. Nadir varyantlardan bu
veride 6zel olarak vaka grubu icinde (bir veya iki kez) gorilenler "tek (singleton)
varyantlar" olarak kategorize edilmistir. Her iki gende en sik benign varyantlar tespit
edilmistir. CNTNAP2 geninde bulunan iki nadir missense varyant; allel frekansi,
varyant spektrumu ve in siliko tahmin verileri géz 6ninde bulundurularak ‘Onemi
Bilinmeyen Varyant’ olarak siniflandiriimistir (Sekil 4-20). CNTNAP2:¢c.973C>G
(p.Pro325Ala) varyanti icin PM2, BP1, BP4 kanit kodlari, CNTNAP2:c.2236G>A
(p.Asp746Asn) varyanti icin PM2, BP1, PP3 kanit kodlari kullaniimistir.
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rs700308

rs2074713, rs2074714,
rs2692185 rs2074715, rs73164325

€.973C>G
(p-Pro325Ala) |rs2462603

4 5678 910 11

rs2538962

rs2373284, rs10253762, rs10240482, rs17170742

rs186624619

12 13

rs2286127,
rs4425670

¢.2236G>A:p.D746N
(rs1345397568)

rs2074711

rs3779032, rs10248273,
rs3801975, rs3801976

rs77706740, rs1637841, rs373599564

rs541215545,

rs3779031 rs55997413,

rs117098826,
rs13241417

Sekil 4-19: Calismamizda Tespit Edilen CNTNAP2 Nonsinonim Kodlayan ve intronik Bélge Varyantlarinin Gen Uzerindeki Sematik Gosterimi.

Kirmizi ile isaretli varyantlar yalnizca vaka grubunda izlenmistir.
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Tablo 4. CNTNAP2 Geninde Tespit Edilen Nonsinonim Yaygin Varyantlar ve Allel Frekanslari

Marker ID Degisim Turkish Gruplar
Lokasyon Ref Alt . gnomAD
(dbSNP) (NM_014141.6) Variome Hasta  Kontrol
rs2462603 chr7:145813854 G A 5UTR:c.-115G>A %51,00 %50,98 %50,00  %56,66
rs2692185 chr7:146997203 T A Intron 8:¢.1349-30T>A %69,43 %7358  %58,33 %73,33
rs700308 chr7:147092615 C T Intron 9:¢.1499-86C>T %19,60 %12,89 %20,00  %20,00
rs2286127 chr7:147183143 A G Intron 11:c.1777+10A>G %17,60 %22,69  %18,33  %13,33
rs4425670 chr7:147259105 G A Intron 11:¢.1778-125G>A %26,00 %23,00 %21,66  %15,00
rs2074713 chr7:147259551 © T Intron 12:¢.1897+202C>T %064,42 %69,17  %58,33  %58,33
rs2074714 chr7:147259438 A G Intron 12:¢.1897+89A>G %62,74 %66,20 %61,66  %45,00
rs2074715 chr7:147259374 A G Intron 12:¢.1897+25A>G %41,67 %46,59  %35,00 %20,00
rs73164325  chr7:147259608 A T Intron 12:¢.1897+259A>T %4,40 %3,37 %6,66 %5,00
rs2538962 chr7:147600604 © A Intron 13:¢.2099-53C>A NA %6159  %61,66 %70,00
rs2373284 chr7:147674912 T C Intron 14:¢.2256-42T>C %32,46 %46,20 %20,00  %38,33
rs10240482  chr7:147674948 A T Intron 14:¢.2256-6 A>T %6,91 %38,08 %?5,00 %6,00
rs17170742  chr7:147600913 C T Intron 14: ¢.2255+100C>T %2,39 %4,21 %1,66 -
rs186624619 chr7:147815485 © T Intron 16:¢.2554+105C>T %2,39 %1,01 %3,33 =
rs2074711 chr7:147869670 T C Intron 18:¢.3010+100T>C %17,14 %22,24 %18,33  %16,66
rs3779031 chr7:147926734 A G Intron 19:c.3248-4A>G %12,67 %2152  %21,66  %6,66
rs3779032 chr7:147926888 A C Intron 20:¢.3381+17A>C %29,52 %37,17 %33,33  %28,33
rs10248273  chr7:147963983 G © Intron 20:¢.3382-142G>C %100 %98,81  %91,66 %96,66
rs3801975 chr7:147964016 A G Intron 20:¢.3382-109A>G %83 %76,29 %70,00 %75,00
rs3801976 chr7:147964091 G A Intron 20:¢.3382-34G>A %80,91 %77,89  %70,00 %75,00
rs77706740  chr7:148080726 C A Intron 21:¢.3476-15C>A %?2,56 %?2,53 %3,33 %11,66
rs1637841 chr7:148080647 T G Intron 21:c.3476-94T>G %80,98 %7164 %7500 %83,33
rs55997413  chr7:148112448 A T Intron 23:¢.3797-61A>T %27,36 %28,53 %30,00  %18,33
rs117098826 chr7:148106651 G A Intron 23:¢.3796+88G>A %2,78 %5,00 %?5,00 %1,66
rs13241417  chr7:148106654 T C Intron 23:¢.3796+91T>C %20,44 %30,00 %21,66  %23,33
rs541215545  chr7:148106670 TATTC T fniron 23: %2,00 %0,37 %1,66 %1,66
€.3796+111_3796+114del
rs373599564  chr7:147964249 G A Intron 21:¢.3475+31G>A %0,07 %0,17 0,016 -
Ref: referans niikleotid, Alt: alternatif niikleotid, gnomAD: Genome Aggregation Database
Tablo 5. CNTNAP2 Geninde Tespit Edilen Nadir Varyantlar ve Allel Frekanslari
Marker ID Degisim Turkish Gruplar
Lokasyon Ref Alt . gnomAD
(dbSNP) (NM_015559) Variome Hasta Kontrol
- chr7:146825818 C Ekzon7:c.973C>G:p.P325A - - 0,016 -
rs1345397568 chr7:147600794 G Ekzon14:c.2236G>A:p.D746N - %000802 0,016 -

Ref: referans niikleotid, Alt: alternatif nlikleotid, gnomAD: Genome Aggregation Database

Varyantlarin vaka ve kontrol gruplarinda karsilastirilmasinda su sekilde bir metod

izlendi; ornegin rs2462603 G/A varyanti (referans:G, alternatif:A) icin muhtemel
genotipler GG, GA ve AA olarak belirlendi. rs2462603 GA genotipine sahip bir
katilimcida allel 1 “‘G’/allel 2 *A’ iken; AA genotipine sahip bir katilimcida her iki allel

‘A’ ve GG genotipine sahip bir katihmcida her iki allel ‘G’ olarak belirlendi. Bu
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duruma uygun sekilde olusturulan tabloda katilimcilarin olasiliklara dagilimi incelendi.

Tablodaki ilk drnek (rs2462603) incelendiginde; genomun bu bélgesinde allel 1’i G

tespit edilen katilimcilarin %53,8’inin hasta grubunda, %57,1’inin kontrol grubunda

bulundugu anlasiimaktadir (p=0,417).

Tablo 6. CNTNAP2 Allellerinin Vaka ve Kontrol Gruplarinda Karsilastiriimasi

Marker ID (dbSNP) Allel Hastalar n (%) Kontroller n (%) p-degeri
G 21 (%53,8) 18 (%57,1)
rs2462603 AlBIE A 9 (%42,9) 12 (%46,2) Uedd
G 9 (%52,9) 8 (%47,1)
HlElz = 21 (%48,8) 22 (%51,2) Ot
T 15 (%55,6) 12 (%44,4)
2602185 Allell 5 15 (%645,5) 18 (%54,5) 0,436
Alelz T 10 (%71,4) 4 (%28,6) 0.067
A 20 (%43,5) 26 (%56,5) '
c 30 (%51,7) 28 (%48,3) .
S Allell Sen ol 0,492
P 18 (%47,4) 20 (%52,6) 0.502
T 12 (%54,5) 10 (%45,5) '
A 29 (%49,2) 30 (%50,8)
™ Allell 96100 6.(%0.0) 1,000%
Alelz A 20 (%47,6) 22 (%52,4) 0573
G 10 (%55,6) 8 (%44,4) '
G 30 (%50,0) 30 (%50,0)
rs4425670 Al OG0/ ) A
Alels © 17 (%44,7) 21 (%55,3) 0.284
A 13 (%59,1) 9 (%40,9) '
A 19 (%47,5) 21 (%52,5)
oull? Allell ¢ 11 (%55,0) 9 (%45,0) 0,584
Alelz A 4 (%25,0) 12 (%75,0) 0.020
G 26 (%59,1) 18 (%40,9) '
A 24 (%47,1) 27 (%52,9) .
o07aT1E AR 5 6 (%66,7) 3 (%33.3) oz
Al A 15 (%41,7) 21 (%58,3) 0114
G 15 (%62,5) 9 (%37,5) '
A 28 (%48,3) 30 (%51,7)
. Allell 2 (%100) 0 (%600) 0,492*
Alelz A 19 (%42,2) 26 (%57,8) 0.037
G 11 (%73,3) 4 (%26,7) '
G 3 (%75,0) 1 (%25,0) .
10248273 AR g 27 (%48.,2) 29 (%51.8) ojelz
Alels © 2 (%66,7) 1 (%33,3) 1000
c 28 (%49,1) 29 (%50,9) '
A 17 (%56,7) 13 (%43,3)
3801975 Allell 13 (%43,3) 17 (%56,7) 0,302
Al A 1(%33,3) 2 (%66,7) L 000"
G 29 (%50,9) 28 (%49,1) '
T 10 (%52,6) 9 (%47,4)
1637801 AR o 20 (%48.8) 21 (%51,2) Shl
e 5 (%83,3) 1 (%16,7) 0105+
G 25 (%46,3) 29 (%53,7) '
Allell A 25 (%47,2) 28 (%52,8) 0,424*
T 5 (%71,4) 2 (%28,6)
$55997413 Allel2 A 17 (%44,7) 21 (%55,3) 0,284
T 13 (%59,1) 9 (%40,9)
Allell A 30 (%50,0) 30 (%50,0) NA
T 0 (%0,0) 0 (%0,0)
REhEn2s Allel2 A 26 (%49,1) 27 (%50.9) 1,000
T 4 (%57,1) 3 (%42,9)
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Tablo 6. CNTNAP2 Allellerinin Vaka ve Kontrol Gruplarinda Karsilastirilmasi (Devami)

Marker ID (dbSNP) Allel Hastalar n (%) Kontroller n (%) p degerleri
Allell  C 20 (%54.1) 17 (%45,9) 0,426
A 10 (%43,5) 13 (%56,5)
152538962 Allel2  C 3 (%75,0) 1 (%25,0) 0,612*
A 27 (%48,2) 29 (%51.8)
Allell A 30 (%50,0) 30 (%50,0) 0,671*
T 0 (%0,0) 0 (%0,0)
ST D Allel2 A 26 (%49.1) 27 (%50.9) 0,020
T 4 (%57,1) 3 (%42,9)
Allell A 30 (%50,0) 30 (%50,0) NA
T 0 (%0,0) 0 (%0,0)
510240482 Allel2 A 27 (%50,9) 26 (%49,1) 1,000%
T 3 (%42,9) 4 (%57,1)
Allell  C 20 (%52,6) 18 (%47,4) 0,592
T 10 (%45,5) 12 (%54,5)
U Allel2  C 5 (%41,7) 7 (%58,3) 0,519
T 25 (%52,1) 23 (%47,9)
Allell  C 30 (%50,0) 30 (%50,0) NA
T 0 (%0,0) 0 (%0,0)
5186624619 Allel2  C 28 (%48,3) 30 (%51,7) 0,492%
T 2 (%100) 0 (%0,0)
Allell T 28 (%48,3) 30 (%51,7) 0,492*
c 2 (%100) 0 (%0,0)
AV, Allel2 T 21 (%51,2) 20 (%48.8) 0,781
c 9 (%47,4) 10 (%52,6)
Allell A 25 (%46,3) 29 (%53,7) 0,195%
C 5 (9%83,3) 1 (%16,7)
rs3779032 Allel2 A 15 (%51,7) 14 (%48,3) 0,796
C 15 (%48,4) 16 (%51,6)
Allell G 17 (%56,7) 13 (%43,3) 0,302
A 13 (%43,3) 17 (%56,7)
e Allel2 G 1 (%33,3) 2 (%66.7) 1,000
A 29 (%50,9) 28 (%49,1)
Allell  C 30 (%50,0) 30 (%50,0) NA
A 0 (%0,0) 0 (%0,0)
rs77706740 Allel2  C 28 (%54,9) 23 (%45,1) 0,145*
A 2 (%22,2) 7 (%77,8)
Allell T 29 (%50,0) 29 (%50,0) 1,000
c 1 (%50,0) 1 (%50,0)
e Allel2 T 18 (%51,4) 17 (%48,6) 0,793
c 12 (%48,0) 13 (%52,0)
Allell G 30 (%50,0) 30 (%50,0) NA
A 0 (%0,0) 0 (%0,0)
rs117098826 Allel2 G 27 (%48,2) 29 (%51,8) 0,612*
A 3 (%75,0) 1 (%25,0)

Pearson ki-kare testi ve **Fisher'in kesin testi kullanildi. Anlamli p degerleri vurgulu gosterilmistir. NA: uygulanabilir degil.

CNTNAP2 geninde saptanan 29 varyanttan besi vaka grubuna 6zeldir (Sekil 4-19).

Toplamda alti hastada heterozigot izlenen bu varyantlar tabloda yer almamaktadir;
€.973C>G:P325A (novel/bir 6rnek), rs1345397568 (bir 6rnek), rs17170742 (bir 6rnek)
, 15373599564 (bir 6rnek) ve rs186624619 (iki 6rnek). ¢.973C>G:p.P325A (p=1,000%)
ve 151345397568 (p=1,000*) nadir varyantlar iken, rs186624619 (p=0,492%*),
rs17170742 (p=1,000%*) ve rs373599564 (p=1,000*) populasyon veritabanlarina gére
%0,05ten yiksek allel frekansina sahiptir.
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Sekil 4-21: Galismamizda Tespit Edilen SETBP1 Varyantlarinin Gen Uzerindeki Yerlesimlerinin

Gosterimi (Leone ve ark., 2020).

Tablo 7. SETBP1 Geninde Tespit Edilen Yaygin Nonsinonim Varyantlar ve Allel Frekanslari

Marker ID Degisim Turkish Gruplar
Lokasyon Ref . nomAD
(dbSNP) (NM_014141.6) Variome Hasta  Kontrol
rs647155  chrl8:42449305 G A Intron3:c.540+57G>A - %3.670  %8,33 %3,33
rs1064204  chr18:42532693 C A Ekzon4:c.3388C>A:p.P1130T %14 %13.300  %15,00 %26,66
rs11082414  chrl8:42529996 G C  Ekzon4:c.691G>C:p.V231L %22 %19.020 %18 %21

Ref: referans nikleotid, Alt: alternatif niikleotid, gnomAD: Genome Aggregation Database
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Tablo 8. SETBP1 Allellerinin Vaka ve Kontrol Gruplarinda Karsilastiriimasi

Marker 1D (dbSNP) Alleller Hastalar (n) Kontroller (n) p degerleri
rs647155 Allld f\ 300(5,/?550%0)) 300(5,/?’550%0)) NA

Allel 2 f\ 255(5)/1"7“17,;‘2)) 228(%532,%8)) 0,424*

rs3786177 Allel 1 /T\ 219(5)550%0)) 219&550%0)) 1,000*
9 o

Allel2 A o b6 14 (60 0,108

rs1064204 Allel 1 /i 219(;?)550%0)) 219(;?’550?'00)) 1,000*

Allel2 A El Eleh 0,063

rs3744825 Allel 1 i iﬁggﬁ; 38 g:g%?) 1,000*

Allel2 A e S bknn 0,559

rs11082414 Allel 1 g éi;:/logg:gi 38 E:f;f,i;f’ 0,024
9 0

Allel2 c e e 0,176

Pearson ki-kare testi ve *Fisher'in kesin testi kullanildi. Anlamli p degerleri vurgulu gosterilmistir. NA: uygulanabilir degil

Tablodaki son 6rnek (rs11082414) incelendigide; genomun bu bdélgesinde allel 1’i C

tespit edilen 6 katilimcinin %2100’0n0n hasta grubunda bulundugu anlasiimaktadir.
Pearson ki-kare testi ile degerlendirildiginde rs11082414 (G/C) allel dagilim sikhiklari
acisindan hastalar ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (p=0,024).

rs11082414 (G/C) polimorfizmi SETBP1 geninin 4. ekzonunda yerlesen bir missense

degisimdir (c.691G>C:p.V231L) ve proteinde tanimlanmis fonksiyonel domainler

disinda yerlesen valin amino asidinin, benzer fizikokimyasal 6zellikleri olan 16sin

amino asidi ile degisimine sebep olur. ClinVar veritabaninda Schinzel-Giedion
sendromu igin benign olarak kayithdir (ACMG kanit kodlari: BA1, BS2, BP4, BP6).
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Tablo 9. CNTNAP2, SETBP1’de Varyant/ Homozigot Varyant Bulundurma Oranlarinin Karsilastiriimasi

Hastalar Kontroller

Lokasyon Genotip n (%) n (%) p-degeri
chr7:145813854 Varyant/GA&AA 21(48.8%) 22(51.2%) 0,774
Ref: G, Alt: A Hom/AA 9(42.9%) 12(57.1%) 0,417
chr7:146997203 Varyant/TAZAA 20(43.5%) 26(56.5%) 0,067
Ref: T, Alt: A Hom/AA 15(45.5%) 18(54.5%) 0,436
chr7:147092615 Varyant/CT&TT 12(54.5%) 10(45.5%) 0,592
Ref: C, Alt: T Hom/TT 0(0.0%) 2(100.0%) 0,492*
chr7:147183143 Varyant/AG&GG 10(55.6%) 8(44.4%) 0,573
Ref:A, AltG Hom/GG 1(100.0%) 0(0.0%) 1,000%
chr7:147259105 Varyant/GA&AA 13(59.1%) 9(40.9%) 0,284
Ref: G, Alt:A Hom/AA ) ) NA
chr7:147259551 Varyant/CT&TT 25(52.1%) 23(47.9%) 0,519
Ref:C, Alt:T Hom/TT 10(45.5%) 12(54.5%) 0,592
chr7:147259438 Varyant/AG&GG 26(59.1%) 18(40.9%) 0,020
Ref: A, Alt:G Hom/GG 11(55.0%) 9(45.0%) 0,584
chr7:147259374 Varyant/AG&GG 15(62.5%) 9(37.5%) 0,114
Ref:A, AltG Hom/GG 6(66.7%) 3(33.%) 0,472*
chr7:147259608 Varyant/AT&TT 4(57.1%) 3(42.9) 1,000%
Ref: A, Alt:T Hom/TT ) ) NA
chr7:147600604 Varyant/CA&AA 27(48.2%) 29(51.8%) 0,612*
Ref.C, AltA Hom/AA 10(43.5%) 13(56.5%) 0,426
chr7:147674912 Varyant/TC&CC 10(34.5%) 19(65.5) 0,020
Ref: T, Alt:C Hom/CC 2(33.3%) 4(66.7%) 0,671*
chr7:147674880 Varyant/GA&AA 3(42.9%) 4(57.1%) 1,000%
Ref:G, AltA Hom/AA ) ) NA
chr7:147674948 Varyant/AT&TT 3(42.9%) 4(57.1%) 1,000%
Ref: A, Alt:T Hom/TT _ _ NA
chr7:147600913 Varyant/CT&TT 1(100.0%) 0(0.0%) 1,000%
Ref:C, Alt:T Hom/TT ) ) NA
chr7:147815485 Varyant/CT&TT 2(100.0%) 0(0.0%) 0,492*
Ref: C, Alt:T Hom/TT _ _ NA
chr7:147869670 Varyant/TC&CC 9(47.4) 10(52.6%) 0,781
Ref: T, Alt:C Hom/CC 2(100.0%) 0(0.0%) 0,492%
chr7:147926734 Varyant/AG&GG 11(73.3%) 4(26.7%) 0,037
Ref: A, Alt: G Hom/GG 2(100.0%) 0(0.0%) 0,492%
chr7:147926888 Varyant/AC&CC 15(48.4%) 16(51.6%) 0,796
Ref: A, Alt: C Hom/CC 5(83.3%) 1(16.7%) 0,195*
chr7:147963983 Varyant/GC&CC 28(49.1%) 29(50.9%) 1,000%
Ref: G, Alt: C Hom/CC 27(48.2%) 29(51.8%) 0,612*
chr7:147964016 Varyant/AG&GG 29(50.9%) 28(49.1%) 1,000%
Ref:A, Alt:G Hom/GG 13(43.3%) 17(56.7%) 0,302
chr7:147964091 Varyant/GA&AA 29(50.9%) 28(49.1%) 1,000%
Ref.G, Alt:A Hom/AA 13(43.3%) 17(56.7%) 0,302
chr7:148080726 Varyant/CA&AA 2(22.2%) 7(77.8%) 0,145%
Ref.C, AltA Hom/AA _ _ NA
chr7:148080647 Varyant/TG&GG 25(46.3%) 29(53.7%) 0,195%
Ref.T, Alt:G Hom/GG 20(48.8%) 21(51.2%) 0,781
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Tablo 10. CNTNAP2, SETBP1’de Varyant/ Homozigot Varyant Bulundurma Oranlarinin
Karsilastirilmasi (Devami)

Lokasyon Genotip Hastalar Kontroller p-degeri
n (%) n (%)
chr7:147964249 Varyant/GA&AA 1(100.0%) 0(0.0%) 1,000%
Ref.G, Alt:A Hom/AA _ _ NA
chr7:148112448 Varyant/AT&TT 13(59.1%) 9(40.9%) 0,284
Ref:A, AlLT Hom/TT 5(71.4%) 2(28.6%) 0,424*
chr7:148106651 Varyant/GA&AA 3(75.0%) 1(25.0%) 0,612*
Ref.G, Alt:A Hom/AA _ _ NA
chr7:148106654 Varyant/TC&CC 12(48.0%) 13(52.0%) 0,793
Ref:T, Alt:C Hom/CC 1(50.0%) 1(50.0%) 1.000*
chr18:42449305 Varyant/GA&AA 5(71.4%) 2(28.6) 0,424*
Ref.G, Alt:A Hom/AA _ _ NA
chr18:42533315 Varyant/ TA&AA 8(36.4%) 14(63.6%) 0,108
Ref.T, AltA HomAA 1(50.0%) 1(50.0%) 1.000*
chr18:42532693 Varyant/CA&AA 8(34.8%) 15(65.2) 0,063
Ref:C, Alt:A Hom/AA 1(50.0%) 1(50.0%) 1.000*
chr18:42532606 Varyant/GA&AA 9(56.3) 7(43.8) 0,559
Ref.G, Alt:A Hom/AA 1(100.0%) 0(0.0%) 1,000%
chr18:42529996 Varyant/GC&CC 8(38.1%) 13(61.9%) 0,176
Ref.G, Alt:C Hom/CC 6(100.0%) 0(0.0%) 0.024

Pearson ki-kare testi ve *Fisher'in kesin testi kullanildi. Anlamli p degerleri vurgulu gésterilmistir. NA: uygulanabilir

degil. Ref: referans niikleotid, Alt: alternatif niikleotid, Hom: homozigot.

SETBP1 geni 231. kodonda birinci alleli alternatif niikleotid (C) olan katihmcilarin
tamami hasta grubunda yer almaktadir (Tablo 8). Bu bulguyu destekler nitelikte; ki kare
testi SETBP1 rs11082414 (G/C) polimorfizminin homozigot (CC) varhgi acisindan iki
grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark ortaya koymaktadir (p=0,024). Bir baska
ifadeyle rs11082414 icin heterozigot (GC) ve homozigot (CC) genotipler birlikte
degerlendirildiginde gruplar farkh gérinmemektedir (p=0,176) ancak homozigot
genotip (CC) sikh@i hasta grubunda kontrollere kiyasla anlamli derecede daha yuksektir
(p=0,024).

CNTNAP2 rs2074714 (A/G) polimorfizminin heterozigot (AG) ve homozigot (GG)
varhigi acisindan incelendiginde rs2074714 (A/G) polimorfizmi hasta grubunda
kontrollere kiyasla istatiksel olarak anlamli derecede daha yaygin bulunmustur
(p=0,020). rs2074714 (A/G) polimorfizmi CNTNAP2 geni 12. intronda yerlesen derin
intronik bir varyanttir (c.1897+89A>G) ve kromozom 7: 147259438 bolgesinde
bulunan A nikleotidinin G nukleotidine degisimi ile meydana gelir. Bu genomik
pozisyonda ikinci alleli alternatif nukleotid (G) olan katilimcilarin %59,1°i hasta
grubunda %40,9’u kontrol grubunda yer almaktadir (Tablo 6 ). Homozigot
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rs2074714/GG genotipi her iki grupta benzer sayida iken; AG ve GG genotipi
bulunanlar birlikte degerlendirildiginde AG ve GG varyanti olanlarin %59,1’inin hasta
grubunda, %40,9’unun kontrol grubunda oldugu gérilmastur (Tablo 9).

CNTNAP2 rs3779031 (A/G) polimorfizminin heterozigot (AG) ve homozigot (GG)
varhigi acisindan incelenmistir. Bu varyant hasta grubunda kontrollere kiyasla istatiksel
olarak anlaml derecede daha yaygin bulunmustur (p=0,037). rs3779031 (A/G)
polimorfizmi CNTNAP2 geni 19. intronda yerlesen bir splice bdlge varyantidr (c.3248-
4A>G) ve kromozom 7:147926734 bolgesinde bulunan A nikleotidinin G niikleotidine
degisimi ile meydana gelir. Bu genomik pozisyonda ikinci alleli alternatif niikleotid (G)
olan katilimcilarin %73,3’l hasta grubunda %26,7’si kontrol grubunda yer almaktadir
(Tablo 6). Homozigot genotip (GG) 2 hastada bulunurken kontrol grubunda
bulunmamistir. AG ve GG genotipi bulunanlar birlikte degerlendirildiginde ise varyanti
olanlarin %73,3’Unun hasta grubunda, %26,7’sinin kontrol grubunda oldugu
gorulmektedir (Tablo 9).

CNTNAP2 rs2373284 (T/C) polimorfizminin heterozigot (TC) ve homozigot (CC)
varhgi acisindan incelendiginde bu varyantin hasta grubunda kontrollere kiyasla
istatiksel olarak anlamli dercede daha az izlendigi anlasilmistir (p=0,020). rs2373284
(T/C) polimorfizmi CNTNAP2 geni intron 14°te yerlesen derin intronik bir varyanttir
(€.2256-42T>C) ve kromozom 7: 147674912 bdlgesinde bulunan T nikleotidinin C
nlkleotidine degisimi ile meydana gelir. Bu genomik pozisyonda ikinci alleli alternatif
niikleotid (C) olan katilimcilarin %35,5’1 hasta grubunda %64,5’i kontrol grubunda yer
almaktadir (Tablo 6). rs2373284 icin CC genotipine sahip 6 kisiden 4’0 kontrol, 2’si
hasta grunbunda yer almaktadir., TC ve CC genotipi bulunanlar birlikte
degerlendirildiginde varyanti olanlarin %35,5’inin hasta grubunda, %65.5’inin kontrol
grubunda oldugu goézlenmistir (Tablo 9). Calismamizda tespit edilen diger 30 varyantin
allel ve genotip dagilimlari vaka ve kontrol gruplarinda istatiksel anlamda farklilik

gostermemistir.
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4.3.3 Pedigri Ornekleri

Sekil 4-22’de ailesinde birden fazla kiside dil ile iliskili problemi olan hastalarin aile
agaclari orneklendirilmigtir. Pedigrilerde agik bir Mendeliyen kalitim modeli tespit
edilmemesi, altta yatan genetik temelin "multifaktoriyel” veya "poligenik" olabilecegini
dustindurmektedir.
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Sekil 4-22. Pedigri Ornekleri. Cevrimici pedigri araci (https://pedigree.progenygenetics.com/) ile
cizilmistir.

79



4.3.4 Onemi Bilinmeyen Nadir Varyantlarin Segregasyon Analizi

Segregasyon calismasi ile CNTNAP2 geninde tespit edilen nadir varyantlarin paternal
kalitilchgr gosterilmistir (Sekil 4-23).
A

Sekil 4-23:Segregasyon Analizi Sonuglari. ¢.2236G>A (p.D746N) varyantinin baba, anne ve hastadaki
Sanger goruntlisu (A). ¢.973C>G (p.P325A) varyantinin baba, anne ve hastadaki Sanger géruntusi (B).
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5 TARTISMA

OMIM veri tabaninda “language abnormalities” anahtar kelimeleri icin arama
yapildiginda "dil anormallikleri" semptomu olan 200'den fazla sonug ile
karsilasiimaktadir. Sonuglar ¢cogunlukla izole degil, bir sendromun komponenti olan dil
anormalliklerini ifade etmektedir.

Dile 6zgl gelisimsel bozukluk, monogenik kalitilabilen ancak daha yaygin
olarak acik bir mendelyen kalitim olmadan belirli bir derece ailesel yigilim gosteren
multifaktoriyel bir durumdur. Bu yonuyle Gelisimsel Dil Bozuklugu (GDB) genetik
olarak incelenmesi zor bir konudur. Genetik varyantlarin birbirleriyle, populasyonla ve
ortak cevresel faktorlerle etkilesim mekanizmalari blylk oOlcide belirsizligini
korumaktadir. Etkilesimlerin karmasikhgini vurgulamak amaciyla bu tir bozukluklar
icin “kompleks” terimi kullaniimaktadir. Kompleks kalitim paterni izleyen hastaliklarin
yayginhgini, dagihmini ve nedenlerini anlamak, hastalar arasindaki ortak faktérlerin ne
Olctde genetik ya da cevresel oldugunu belirlemek *“genetik epidemiyoloji” biliminin
ilgi alanidir. Calismamizda gelisimsel dil bozuklugu ele alinirken genetik
epidemiyolojinin metodlari takip edilmis olup, iki aday gene ek olarak olasi tibbi,
psikolojik, sosyal ve cevresel faktorler incelenmistir.

Arastirma sonucunda ulasilan epidemiyolojik veriler incelendiginde ilk olarak
GDB tanisinin erkek ¢ocuklara yaklasik 3 kat daha fazla konuldugu gozlemlenmektedir.
Hen(z iyi anlasilamamis nedenlerle multifaktoriyel bozukluklarin gogu esit olmayan bir
cinsiyet dagihimi gostermektedir. Erkek cinsiyette GDB'nin daha yaygin olmasinin
arkasinda biyolojik ve sosyokdlturel faktorlerin etkisi bulunmaktadir. GDB’de iki ila (¢
yas arasl; konusma gecikmesi sikayetiyle en sik basvuru yapilan yas arahgidir. Hasta
grubumuzda ortalama tani yasinin literatrden farkli olarak daha ge¢ (3,9) olmasi
onemlidir. Bu durum, ebeveynlerin, dil becerilerinin edinildigi ortalama zaman
araliklart  hakkinda vyeterli bilgi sahibi olmamasi, gelisimin geciktigi ve
degerlendirilmesi gerektigini gosteren kirmizi bayraklar ortaya ciktiginda dahi
damgalanma (stigmatizasyon) endisesiyle hekime basvurmaktan cekinmeleri veya
duzelir dustincesiyle problemi dile getirmemelerinden kaynaklanmis olabilir.

GDB’nin ilk semptomlarindan biri olan konusma gecikmesi, en yaygin
gelisimsel problemlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tanimlanmis bir neden
olmaksizin GDB, 2-5 yas arasi okul o©ncesi cocuklarda %2.3-19 oraninda
gozlenmektedir (Nelson ve ark., 2006). Genetik arastirmalarda bir hastaliktan etkilenen
populasyonun sikligr %0.05'ten veya 5/10.000'den daha az ise, bu hastalik "nadir"
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olarak nitelendirilmektedir (https://www.eurordis.org/information-support/what-is-a-
rare-disease/ ;https://rarediseases.org/rare-diseases/ 8 Kasim 2023). Bu baglamda GDB
"yaygin" bir durum olarak nitelendirilebilir. Turkiye ntfusunun 85 milyondan fazla
olmasi g6z onine alindiginda, GDB Tirkiye'de o6nemli bir hastalik yukd
olusturmaktadir.

Aileler hem genleri hem cevresel temaslari, toplumda rastgele secilmis bireylere
kiyasla daha buyuk oranda paylasir. Bu gerceklik, vaka grubunda gdzlemledigimiz
ailesel kiimelenmeyi aciklayabilir. Ancak bir hastaligin ailesel kiimelenme géstermesi
her zaman hastahgin genetik temeli oldugu anlamina gelmemektedir. Ailesel
kiimelenme, sadece genetik faktorlere degil, ayni zamanda aile Uyelerinin yasadigi evin
fiziksel kosullari, cevresel maruziyetler veya ailenin sosyoekonomik durumu gibi
genetik olmayan bircok ortak etmene de bagh olabilmektedir. Farkli dénemlerde
yaptlan bircok calismada dusiik sosyoekonomik diizeyin (SED) GDB uzerine olumsuz
etkisi vurgulanmistir (Adhikari & Rao, 2017; Sunderajan & Kanhere, 2019; van Noort-
van der Spek, Franken, & Weisglas-Kuperus, 2012). Bizim c¢alismamizda ailelerin
sosyoekonomik duzeylerine iliskin degiskenler risk etmeni olarak 6ne ¢cikmamaktadir.
Bu durumun olasi sebepleri; SED belirlemek igin gegerlilik ve tutarlilik calismasi
yapilmis bir 6lcek kullaniilmamasi, SED’in yalnizca ebeveynlerin egitim dizeyi ve ayhk
gelir duzeyi sorgulanarak degerlendirilmesi olabilir. Kanada’da 24-30 ay arasinda 1023
katihmcinin oldugu genis bir toplum temelli kohort calismasinda da aile egitim ve
sosyoekonomik durumun ge¢ konusmayi tahmin etmede 6nemli olmadi§i belirlenmistir
(Collisson ve ark., 2016).

Vaka grubumuzun yaklasik dortte tcunde (23/30) ailede konusma gecikmesi
Oykusl olmasi GDB’nin genetik bir komponenti olduguna dair kuvvetli bir géstergedir.
Akraba evliligi ve/veya endogami orani vaka grubunda kontrollere kiyasla daha yiksek
olmakla birlikte vaka grubu icinde aile Oykusi olanlarda akraba evliligi ve/veya
endogaminin daha sik izlenmesi dikkate degerdir. Ebeveynlerin akraba olmasi,
multifaktoriyel hastaliklarin aile i¢inde tekrarlanma riskini arttiran bir faktérdar.

Hanehalki sayisi ¢ocugun dile maruziyetini etkileyen faktorlerden biridir. Ug
Kisilik cekirdek aile olma (%36,7;%20) ve ailenin ilk ¢cocugu olma durumu (%50;
%36,7) sikligi vaka grubunda daha yiksek olmakla birlikte istatiksel agidan anlamli
degildir. Bazi calismalar, kardesler icinde ilk dogan c¢ocuklarin, daha sonradan
doganlardan daha gec bir yasta dil 6grendiklerini gosterse de, bunun aksini iddia eden

calismalar da mevcuttur. ilk dogan cocuklarin kendilerine yonlendirilen yetiskin
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kaynakli dili daha fazla duymalari bir avantaj iken, sonradan dogan cocuklarin buytk
kardeslerini rol model olarak gdrmeleri bir avantaj olabilir. Vaka grubumuzun
%50’sinin ailenin ilk ¢ocugu olmasi, birinci sirada dogan c¢ocuklarda GDB’nin
sikhgmnin arttigini gosteren literatiri  desteklemektedir. Bu degiskenlerin GDB
uzerindeki klinik etkisinin anlasilabilmesi icin daha buyik o6rneklem gruplarn ile
calistimasi gereklidir.

Sinir sistemi gelisiminin ¢evreye en duyarl oldugu zaman intrauterin dénemdir.
Prenatal donemde c¢evresel stres; diger risk faktorleri (genetik faktorler, hormonlar vb)
ile etkileserek norogelisimsel bozukluklarin etiyolojisinde rol oynar. Yasamlarinin ilk 6
ayinda kan-beyin bariyerinin daha gecirgen olmasi, bebekleri nérotoksinlere karsi daha
duyarli hale getirir. Arastirmacilar, prenatal ve postnatal ddénemde nikotin
maruziyetinin, bilissel gelisim lzerinde olumsuz etkileri oldugunu ¢ok kez bildirmistir.
Bu verilerden yola ¢ikarak calismamizda GDB ve kontrol grubu prenatal donemde
nikotin maruziyeti ve maternal/ gestasyonel problemler agisindan kiyaslanmistir.
Prenatal ddnemde annenin sigara icmesi ve/veya evde sigara icilmesi yoluyla maternal
nikotin maruziyeti hasta grubunda bir miktar daha yiksek olmakla beraber (vaka
%56,7; kontrol %50) sigara aliskanhginin Turk toplumunda sik olmasi ¢alismamizda
nikotinin bir risk faktori olarak 6ne cikmasini engellemis olabilir. Benzer sekilde
ekrana maruziyet siresi beklentilere uygun olarak hasta grubunda daha yiiksek olmakla
birlikte her iki grupta arka planda TV kullanimi yaygin oldugundan, bu durum GDB
fenotipinin ortaya ¢ikmasinda belirleyici bir faktor olarak gérilmemistir.

Gruplar arasinda dogum kilosu (vaka/kontrol; 3396 + 585 gram ; 3096 + 493
gram) ve anne sutl alma (vaka/kontrol; 16 £ 9 ay ; 22 = 9 ay) suresindeki farklilik
istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Vaka grubunda ortalama dogum kilosu daha
yuksek (p=0,043) iken, ortalama laktasyon suresi daha disik (p=0,044) bulunmustur.
Arastirmalar dusuk dogum agirligr ile dogan cocuklarda uzun vadeli duygusal,
davranissal, sosyal, akademik sorunlar ve depresyon, DEHB gibi psikiyatrik
bozukluklarin riskinin arttigini gostermektedir (Gale ve ark., 2004; Botting ve ark.,
1997). Bu durum noérolojik ve demografik anlamda kimilatif olumsuz etkenlerle
iliskilendirilmektedir. Ancak calismamizda 2500 gramin altindaki dogum agirliginin
GDB icin bir risk faktori oldugu savinin aksine; 3150 gram (zerindeki dogum agirhgi
onemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmistir. Arastirmamizdaki kigik érneklem boyutu,
sonuclarin dikkatle yorumlanmasini gerektirir. Katilimcilar arasinda disik dogum

agirhigr ve/veya makrozomik bebek sayisinin oldukca az olmasi ve kontrol grubundaki
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annelerde gestasyonel diyabetin daha sik olmasi boylesi bir sonuca sebebiyet vermis
olabilir. Son yillarda ABD, Avrupa ve diinya genelinde yapilan calismalar, ortalama
dogum agirliginin sirekli olarak arttigini ortaya koymustur. Bu durum, bircok tlkede
iyilesen sosyo-ekonomik kosullarla, yetiskinlerde yagli diyet ve obezitenin 6nemli
olglde artmasi ile iliskilendirilmektedir. Simdiye kadar yiksek dogum agirhginin uzun
vadeli sonuglari net bir sekilde tanimlanmamustir. Yakin tarihli bir ¢alisma, makrozomik
erkek bebeklerin (>4000 g) ilerleyen yaslarda anksiyete bozuklugu, DEHB gibi
psikiyatrik sorunlari yasama olasiliginin daha yuksek oldugunu gostermistir (Van
Lieshout ve ark., 2020). Makrozomik dogum anne obezitesinin bir sonucu olabilir,
obezitenin metabolik komplikasyonlari fetal beyinde inflamasyon vyaratarak
serotoninergik, dopaminerjik ve melanokortinergik sistemler gibi sinir yollarinin
gelisimini bozabilir. Ozetle yilksek dogum agirhg ile iliskili olarak intrauterin ortamin
suboptimal olmasi bir takim riskleri arttirabilir. Bu sebeple yuksek dogum agirhginin
GDB uzerindeki kesin etkileri daha fazla ¢alismada degerlendirilmelidir.

Ote yandan ortalama laktasyon siiresi literatiirle uyumlu olarak GDB grubunda
daha distk saptanmistir. Laktasyon siresini sorgulamak Klinik uygulamada risk
altindaki bireyleri net bir sekilde tanimlamak icin son derece énemlidir. Istatiksel
analizlere gore 15 aydan az anne situ alma suresi GDB igin prediktif olabilir
(sensivite>%80, spesifite:%40). Erken cocukluk déneminde anne sutl ile beslenme,
saglikh cocuklarda ve 0Ozel egitim gereksinimi olan cocuklarda dil ve konusma
gelisimini  desteklemektedir. Serebral palsili cocuklarda yapilan bir arastirmada
emzirilen ¢ocuklarin sdzel islevlerinin daha iyi oldugu saptanmistir. Emzirmenin oral
kavite anatomisinin dogru sekillenmesini saglama yoluyla konusma bozukluklarina
karsi koruyucu etki gosterdigi, ayrica noroplastisiteyi indikleyerek ndrogelisimsel
sonuclari iyilestirdigi 6ne strtlmustir(Karatekin $ ve ark., 2023). Bir baska ¢alismada,
anne sltu ile beslenmenin beyinde beyaz cevher matiirasyonu ve myelinizasyonu
hizlandirarak dil gelisimini olumlu etkiledigi, anne situ ile beslenme siresi arttikca
ifade edici ve alici dil skorlarinda lineer bir artis oldugu bildirilmistir (Deoni ve ark.,
2013; Leventakou ve ark., 2015). Bu durum anne sutl icerigindeki (uzun zincirli yag
asitleri, DHA, arasidonik asit, kolesterol, kolin, B karoten vb) maddelerin dil ile iliskili
genlerin transkripsiyonunu etkilemesi ile baglantili olabilir(Karatekin $ ve ark., 2023).

Arastirma kapsaminda sorgulanan bir baska nongenetik faktor neonatal sarilik
Oykisl idi. Fototerapi alanlarda neonatal sarilik 6ykist pozitif kabul edildi.

Hiperbilirubinemiye maruz kalan yenidoganlarin biyime dénemlerinde nérogelisimsel
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bozukluklar gelistirme riski altinda oldugu bilinmektedir. Calismamizda literatur ile
benzer sekilde GDB grubunda neonatal sarilik 0ykisu daha sik bulunmustur.

Genetik varyasyonlar ile cevrenin multifaktoriyel hastaliklar Gzerinde kiimalatif
etkisi oldugu bilinmektedir, bazi bireylerde genetik nedenler baskin olsa da cevresel
faktorlerin hastaligi tetikleyici, seyrini degistirici veya hastaliktan koruyucu olabilecegi
Uzerinde durulmaktadir. Gectigimiz on yilda yapilan ylksek verimli genomik calismalar
multifaktoriyel bozukluklarin nedenlerine katki saglayan muhtemel genlerin,
kromozomal bdélgelerin ve fonksiyonel molekuler yollarin tanimlanmasinda etkili
olmustur. Ancak bunlarin ¢ogunlukla arastirma asamasinda kaldigi ve bu tir
hastaliklarin biyuk c¢ogunlugunda; sorumlu genler, varyantlar ve bu varyantlarla
etkilesen cevresel etkenlerin hentiz tam olarak belirlenemedigi vurgulanmahdir. Daha
once detaylariyla bahsedildigi Gzere cesitli genetik, ndérogorintiileme ve modelleme
arastirmalart CNTNAP2'nin dil ile iliskili aday bir gen oldugunu ortaya cikarmistir
(Petrin ve ark., 2010; Vernes ve ark. 2008). Bununla birlikte SETBP1 geni ile dil
gelisimi iliskisi, nispeten yeni kesfedilmekte olan bir alandir (Morgan ve ark., 2021).
Calismamizda CNTNAP2 geninde ¢ SNV ve SETBP1 geninde bir SNV, vaka ve
kontrol gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli derecede farkli siklikta bulunmustur.
Ote yandan CNTNAP2 geninde iki nadir varyant tespit edilmistir.

Oncelikle bu varyantlar incelenecek olursa; CNTNAP2
(NM_014141.6):c.973C>G (p.Pro325Ala) varyanti evrimsel olarak orta korunmusluk
dizeyine sahip (GERP: 5.84, PhyloP100way: 5.876) bir konumda yerlesmektedir.
Kodon 325’te meydana gelen tek nikleotid degisimi (CCC>GCC) sonucunda prolin
yerine alanin amino asidi gelmektedir. Her iki amino asitin nonpolar/hidrofobik ve
yukstiz 6zellikte olmasi yoniyle aralarindaki fizikokimyasal fark kicuktar. In siliko
ongoru programlari celiskili sonuglar vermektedir. MutationTaster (1.000), DANN
(0.99), DEOGEN-2 (0.5625), MVP (0.8799), FATHMM (-1.08), FATHMM-MKL
(0.9682), FATHMM-XF (0.6878), MetaLR (0.59), Polyphen2 (0.9), LIST-S2 (0.8718),
MetaRNN (0.7802) algoritmalari ile patojenik skorlar alinirken; Revel (0.44), M-CAP
(0.0321), SIFT (0.073), SIFT4G (0.062), BayesDel addAF (0.03565), BayesDel noAF
(-0.19), PrimateAl (0.69) ve CADD PHRED-scaled (22.6000) araclari benign skorlar
vermektedir. Varyant gnomAD ekzom ve genom dahil populasyon veritabanlarinda
kayitl degildir. S6z konusu varyant, calismamizda cumle kuramama sikayeti ile
basvuran bir erkek ¢ocukta tespit edilmistir. Basvurusunda 3 yas 2 aylik iken yapilan

gelisim testinde, dil bilissel alan 2 yas 5 ay — 2 yas 8 ay ile uyumlu idi (AGTE-DB
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puan:42). Pedigride benzer Oykiye sahip aile bireyi bildirilmemistir. Segregasyon
analizinde varyantin asemptomatik babadan kalitildigi anlagiimistir. Su ana kadar elde
edilen kanitlar itibariyle yeni (novel) olan bu varyantin klinik 6nemi bilinmemektedir.

CNTNAP2 (NM_014141.6):c.2236G>A (p.Asp746Asn) varyanti populasyon
veritabanlarinda son derece nadir (f = 0.00000802) olup, literatirde daha once
bildirilmemistir. ClinVar veritabaninda bir kez Onemi Bilinmeyen Varyant (kayit tarihi:
9 Nisan 2022) girdisi mevcuttur. Varyant ekzon 14’te evrimsel olarak korunmusluk
duzeyi ylksek (GERP: 5.69, PhyloP100way: 9.760) bir konumda yerlesmektedir.
Kodon 746’da meydana getirdigi tek nikleotid degisimi (GAC>AAC) asidik ve polar
bir amino asit olan aspartik asitin, notr ve polar bir amino asit olan asparajin ile
degisimine neden olmaktadir. Bilgisayar tahmin algoritmalari tarafindan agirlikh olarak
zarar verici (damaging) veya zararli (deleterious) olarak degerlendirilmektedir. In siliko
araclar s6z konusu degisimin potansiyel etkisi konusunda hemfikir degilse de missense
varyasyonlara yonelik gelistirilen; Polyphen2 (1.000), SIFT (0.014), MutationTaster
(1.000), MUT Assesor (3.83), DANN (0.99), PrimateAl (0.8) yanisira; Provean (-4.52),
EIGEN (0,89), LIST-S2 (0,94), CADD PHRED-scaled (29.4000), DEOGEN2 (0.67),
MetaRNN (0,8), MVP (0,82) araclarinin *hasar verici’ tahmininde bulunmasi dikkate
degerdir. Ancak Revel (0,46), FATHMM (1.17), MetaLR (0.3), MetaSVM (-0,38),
BayesDel noAF (-0.42) ve M-CAP (0,07) varyanti ‘tolere edilebilir’ 6ngérmekte, Varity
(0.43) ise belirsiz skor vermektedir. Biyoinformatik analiz platformu Genomize’nin
sundugu bilgilere gore; probandta saptanan varyant, merkezimizin in house veri
tabaninda daha 6nce izlenmemistir.

CNTNAP2 (NM_014141.6):c.2236G>A (p.Asp746Asn) varyantl, ilk sdzcik
uretimi 4 yasindan sonra gerceklesen bir erkek hastada saptanmistir. Bagvurusunda 5
yas 3 aylik iken yapilan gelisim testinde, dil bilissel alan 3 yas 5 ay — 3 yas 8 ay ile
uyumlu olan (AGTE-DB puan:50) hastanin pedigrisinde probandin maternal tarafta 4.
dereceden iki akrabasinda ge¢ konusma, paternal tarafta 3. dereceden bir akrabasinda
kekemelik oldugu kaydedilmistir (Sekil 4-22B). Ebeveynlere yapilan segregasyon
calismasi varyantin babadan kahtildigini géstermistir. Babadan alinan anamnezde,
konusma guclugl, akademik ya da sosyal problemler gibi subklinik otizm spektrum
semptomlarinin olmadigr 6grenilmistir. Bu bilgiler g6z 6nlinde bulundurularak s6z
konusu degisim Onemi Bilinmeyen Varyant olarak siniflandiriimistir.

CNTNAP2 varyant spektrumu acgisindan Clinvar ve Leiden- Acik Varyasyon
Veritabani (LOVD) incelendiginde bugiine kadar 13’0 patojenik olmak (izere 134 farkli
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CNTNAP2 varyanti igin kirasyon yapildigi, bunlarin yaklasik %93’Uniin yeni nesil
dizileme ile tespit edilebilecek substitusyon tipinde varyantlar oldugu gorilmektedir
(son guncelleme tarihi 23 Ocak 2023). Ancak CNTNAP2 missense varyantlar
cogunlukla patojenik degildir. Ozellikle patojenik varyantlar incelendiginde neredeyse
tamaminin LoF varyant oldugu, %38’inin delesyon kategorisinde oldugu gortlmustr.

Tanimlanan patojenik varyasyonlarin hiicresel dizeydeki fonksiyonel etkilerini
belirlemeye yonelik yapilan deneysel calismalar, CASPR2 proteininin kortikal ndron
akson buytmesi sirecinde dozaj bagimli bir rol oynadigini gostermistir. Canali ve
arkadaslarinin (2018) ydarattigu cahismalar; CNTNAP2 genindeki heterozigot 1869T,
G731S, R1119H, N407S varyantlarinin vahsi tip CASPR2 ile oligomerlesme
aracthgiyla, proteinde adezyon defekti (fonksiyon kaybi) yarattigini, 6te yandan
proteinde hatali katlanmaya sebep olarak endoplazmik retikulumda retansiyona ve
plazma membranindaki fonksiyonel protein diizeyinde azalmaya neden oldugunu
(dominant-negatif etki) kanitlamistir.

Arastirmamizda toplam 29 CNTNAP2 varyanti incelenmistir ve ¢ CNTNAP2
varyantinin sikhgi, vaka ve kontrol gruplari arasinda anlamh farklilik géstermistir;
rs2074714 (Intron 12) ve rs3779031 (Intron 19) vaka grubunda daha sik, rs2373284
(Intron 14) kontrollerde daha sik saptanmistir. Vaka grubunda sik bulunan rs2074714 ve
rs3779031 literatirde daha 6nce GDB’den etkilenen bireylerde bildirilmemistir. Hem
vaka hem kontrol gruplarinda bu varyantlarin homozigot bulunma sikhiginin istatiksel
anlamda farkhlik gostermemesi, GDB i¢in risk alleli olma olasihgindan
uzaklastirmaktadir. Ancak rs3779031 icin homozigot genotipin (GG) 2 hastada
bulunurken kontrol grubunda bulunmamasi dikkate degerdir. Populasyonda yaygin
ancak calismamizda yalnizca vaka grubunda izlenen rs17170742 (bir Ornek) ,
rs373599564 (bir drnek) ve rs186624619 (iki 6rnek) varyasyonlari icin oldugu gibi;
rs3779031-GG genotipinin de istatiksel 6nemini ortaya c¢ikarilabilmesi i¢in drneklem
grubunun sayica arttiriimasi gereklidir. Kontrol grubunda daha sik saptanan rs2373284
icin yapilan literatir taramasinda genotip fenotip iliskisini netlestirecek bir veriye
ulasilamamistir. Ancak rs2373284 polimorfizminin biallelik bulunma sikliginin gruplar
arasi farklilik gostermeyisine dayanarak varyantin GDB’de fonksiyonel/koruyucu roli
olmadigi ¢ikarimi yapilmistir.

Bilindigi gibi, dil bozukluklari, OSB i¢in karakteristik bir 6zelliktir. Bazi tutarsiz
sonuclara ragmen, birka¢ calismada CNTNAP2 genindeki bazi SNV’lerin OSB ve/veya
dil bozukluklarina yatkinlik i¢in genetik belirteg (marker) olarak kullanilabilecegini éne
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surilmustir (Vernes ve ark., 2008). Ornedin rs2710102-G ve rs7794745-T minor
allellerinin dil gelisimi Uzerinde etkili oldugu bildirilmistir;  rs7794745 saghkl
bireylerde spesifik gri madde bélgelerinin azalan hacmi ile, rs2710102 linguistik gorev
sirasinda sag temporal ve inferior frontal girusun (Broca alani homologu) anormal
aktivasyonu ile (azalmis dil lateralizasyonu) iliskilendirilmistir (D’Onofrio ve ark.,
2023; Tan ve ark.,, 2010; Whalley ve ark., 2011). Bu degisimler calismamizda
izlenmemistir.

Tani kriterlerinin kapsayici olmasi nedeniyle GDB hasta populasyonu son derece
heterojendir. Bu durum genetik iliskilendirme ¢alismalarinda istatistigin guctnt 6nemli
Olctde azaltir. CNTNAP2 ekzon 13 ile 15 arasindaki bdlgede yerlesen, daha once
reseptif ve ekspresif dil yetenekleri ile iliskilendirilmis rs4431523 ve rs17236239
intronik varyasyonlarini (Vernes ve ark., 2008) hasta grubumuzda tespit etmedik.
Arastirmamizda ekzon 13 ile 15 arasindaki bdlgede rs1345397568 (ekzonl4) ve
rs17170742 (intron 14) varyantlarina sadece vaka grubunda rastlaniimistir. Bu SNV’ler
ile GDB arasindaki olasi iliskiyi dogrulamak veya c¢iritmek icin daha blyik 6rneklem
boyutu ile yapilacak kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

CNTNAP2'nin  ektodomaininin  hastaliklarla  dogrudan iliskili  oldugu
bilinmektedir. Buradaki heterozigot inframe delesyonlar; entellektiel yeti yitimi,
epilepsi ve konusma bozukluklar ile iliskilendirilmistir. Dahasi, CNTNAP2
ektodomainindeki bircok missense varyant otizm ile iliskilendirilmistir (Lu ve ark.,
2016). Insanlarda CNTNAP2nin ekstraseliller domainini hedefleyen otoantikorlar;
otoimmdun epilepsi, otoimmun ensefalit ve edinilmis noropsikiyatrik 6zelliklerle
baglantih bulunmustur (Irani ve ark., 2010). Vaka grubunda bildirdigimiz klinik énemi
bilinmeyen iki missense varyant da CNTNAP2 ekstraselliler bolgesinin icinde
bulunmustur; P325A, Laminin G-like 1 domaininde, D746N ise Fibrinogen C-terminal
domaininde lokalizedir. Bu varyantlar CASPR2'nin partner proteinleri ile etkilesimlerini
etkileyebilir.

Arastirmalar, otizm tanisi almis ¢cocuklarin kardeslerinde otizm riskinin topluma
gore daha yuksek oldugunu gostermektedir. Otizmli ¢cocuklarin kardesleri, otizm tanisi
almamis olsalar bile dil becerilerinde eksiklikler gozlenebilir (Kardas, 2023).
Literatirde dil problemleri, esik altt  (subklinik) otistik 0Ozellik olarak
nitelendirilmektedir. OSB tanili 67 ¢ocuk ve normal gelisim gdsteren 57 ¢ocugun dahil
edildigi bir calismada (Shiota ve ark., 2021) tipik gelisen cocuklarda CNTNAP2
rs2710102 konumunda A alleli (AA + AG) taslyanlarin, GG homozigot olanlara kiyasla
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anlamli derecede daha duslik sosyal cevaplilik sergiledikleri (otizm benzeri belirti
kiimesine sahip olduklari) gosterilmistir. Kodominant kalitim modelinin 6nerildigi bu
calismada rs2710102'nin A alelinin zeka ve otistik 6zellikler i¢in; G alelinin ise genel
populasyonda dil becerileri icin risk faktori oldugu ifade edilmistir.

ilgi cekici bir baska calismada, otizm semptomatolojisi siddeti ile, de novo
mutasyon sayisi arasinda dogrusal iliski gozlemlenmistir (Guo ve ark., 2018). Yazarlar
‘Otizm/gelisimsel gecikme risk genlerindeki kalitsal ve multipl de novo mutasyonlar,
multifaktoriyel bir model dnerir’ bashkli makalede bahsettikleri multifaktoriyel model
ile; nadir veya blyuk etkiye sahip de novo varyantlarin hastalik etiyolojisinde ve fenotip
siddetinde temel sorumlu oldugu, ancak nihai sonucun polimorfizmler, ¢evre veya
gelisim sirasindaki rastlantisal olaylar gibi diger faktorler tarafindan etkilenebilecegini
spekile etmistir. Bu da karmasik bir tabloya sahip hastaliklarda, genetik faktorlerin
nasil etkilesime girdigini anlamak icin tek bir genin incelenmesinin yeterli olmadigini
gostermektedir.

CNTNAP2 varyantlarinin kalitim kalibi tartismahdir. D’Onofrio ve arkadaslari
2023 yilinda buglne kadar CNTNAP2 varyantlarina sahip hastalarin en blylk
kohortunu bildirdi. Mono- (n=2) ve biallelik (n=20) CNTNAP2 varyantlarina sahip 22
yeni hastay! ve ek olarak literatlirde daha dnce yayinlanmis 50 hastayi (15 monoallelik
ve 35 biallelik varyant) g6zden gecirdikleri bu ¢alismada, tum hastalarin ciddi konusma
bozuklugu yasadigi raporlandi. Ayrica CNTNAP2’de biallelik varyantlara sahip olmanin
monoallelik varyantlara kiyasla dil bozuklugu (p = 0.020) ile anlamli bir sekilde iliskili
oldugu vurgulandi. Bu ¢alismada yedisi yeni kesfedilen (novel) olmak Uzere toplamda
12 farkli patojenik/olasi patojenik CNTNAP2 varyanti (3 cerceve kaymasl, 4 nonsense,
1 splice bolge, 4 intragenik delesyon), 2 farkli énemi bilinmeyen CNTNAP2 varyanti (1
cerceve kaymasi, 1 splice bolge) saptanmustir. iki heterozigot varyant harig, tim
bireylerde biallelik varyant (16 homozigot, 4 bilesik heterozigot) ve tam penetrans
bulunmustur. Genotip-fenotip iliskisinin tartisildi§i makalede CNTNAP2 eksikligi ile
ilintili norogelisimsel bozuklugun yalnizca otozomal resesif bir hastalik oldugu;
heterozigot varyantlarin otozomal dominant kalitim kalibini takip etmesinin daha az
muhtemel oldugu ileri surtlmustur (D’Onofrio ve ark., 2023). Gregor ve ark (2011),
otozomal resesif Pitt- Hopkins sendromu benzeri bozukluga (ciddi kognitif gerilige)
sahip 99 bireyde yaptiklari arastirmada, dordu dizi degisikligi (2 splice bolge, 1
nonsense, 1 cerceve kaymasl), tcl intragenik delesyon (ekzon 2-3, ekzon 3-4, ekzon
21-24) olmak Uzere 7 hastada CNTNAP2'de heterozigot fonksiyon kaybettirici
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varyantlar tespit etmistir. Delesyon saptanan hastalarda diger allel icin dizileme de
yaptimistir ancak ikinci bir defekt tespit edilememistir. 7 hastadan birinde (ekzon 21-24
delesyonu) mutasyon de novo olup, diger test edilen tiim ailelerde ebeveynlerden birinin
ilgili mutasyonun saghkli tastyicisi oldugu gosterilmistir. Ciddi etkilenmis hastalarla
veya hafif etkilenmis/asemptomatik tasiyici ebeveynler arasindaki buyik fenotipik
degiskenlik, ayni gen i¢inde olmasa da ikinci bir vurus (‘second hit’) varligini, diger
ifadeyle oligogenik bir etkinin varligini dustndurebilir.

SETBP1 geni incelendiginde, Clinvar ve LOVD (Leiden Open Variation
Database) veritabanlarinda bugtine kadar 67’si patojenik olmak tizere 145 farkli varyant
icin kurasyon yapildigi, bunlarin yaklasik dortte Gguniin yeni nesil dizileme ile tespit
edilebilecek tipte varyantlar oldugu gorilmektedir (son guncelleme tarihi 16 Nisan
2023). Patojenik varyantlarin %37.3’0 delesyon, %10.4°U duplikasyon olmak Uzere %
47,7’sinin  LoF vyaratan kopya sayisi degisiklikleri olmasi dikkat cekicidir.
Calismamizda kopya sayisi degisimleri analiz edilmemistir. Bununla birlikte SETBP1
geninde tespit ettigimiz bes varyanttan biri olan rs11082414 (V231L)’nin homozigot
bulunma sikligi kontrollere kiyasla vaka grubunda anlamli derecede yuksek idi. In siliko
programlarda etkisi tolere edilebilir seklinde dngorilen bu SNV literatlirde daha 6nce de
GDB hasta kohortunda dil becerileri ile iliskili bulunmustur. Kornilov ve arkadaslar
(2016) V231L varyasyonunun beyinde SETBP1 ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini raporlamistir. Bu go6zlemler bir araya getirildiginde, SETBP1
genindeki rs11082414/CC varyasyonunun GDB fenotipine katkida bulunabilecegi
dustinilmektedir. Ayni calismada V231L’ye ek olarak rs3744825 ve rs1064204
varyantlari bildirilmistir (Kornilov ve ark., 2016). rs3744825 ve rs1064204 bizim
calismamizda hem vaka hem kontrol gruplarinda tespit edilen ve gruplar arasi istatiksel
fark gostermeyen SETBP1 varyantlarindandir. Belirli varyantlarin sikhgi ve etkilerinde
populasyonlar arasi 6nemli farkliliklar olabilmektedir.

Calismamizin  istatiksel analizlerinde SETBP1 geninde 06ne ¢ikan
rs11082414/CC genotipi, CNTNAP2 geninde 6ne ¢ikan rs186624619-T, rs17170742-T,
rs373599564-A allelleri ve P325A, D746N varyantlarinin GDB ile iliskili bir yolakta
mutasyon yuki yaratmasi olasidir. Mutasyon yiki, penetran bir patojenik varyanttan
kaynaklanan belirli bir 6zelligin, ayni fonksiyonel Unite icinde hareket eden diger
genleri etkileyen ek varyantlar tarafindan; ciddiyet, karakter, baslangic zamani
acisindan degistirilebilecegi gézlemini ifade eder. Bahsedilen ek varyantlar tek basina

penetran olmayabilir veya bir ailedeki hastalikla mikemmel bir sekilde segregasyon
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goOstermeyebilir, ancak bazi durumlarda go6zlenen aile ici fenotipik degiskenligin
gbzlemlenmesini agiklayabilir. Daha siddetli fenotiplere sahip bireyler, primer
etiyolojik patojenik varyanta ek olarak daha yiiksek mutasyon yikine sahip olabilir.

Bir kez daha ifade etmek gerekirse, tipik dil gelisimi, birgcok genin karmasik bir
sekilde mekansal ve zamansal olarak dogru bir sekilde isbirligi yapmasina baghdir. Bu
sebeple GDB gibi multifaktoriyel bozukluklarin genetik etiyoloji agisindan homojen
olmasi pek olasi degildir. Birgok farkl genetik lokusta etki gicl zayif ancak etkilesim
icinde iken 6nem arz eden birden fazla varyant GDB riskinin artisindan sorumlu olabilir
veya birkac lokus, belirleyici etki gosterirken baska lokuslardaki genler diizenleyici etki
gosterebilir. Fenotipik cesitlilige katki saglayici genetik faktorleri ve modifikatorleri
belirlemek, gelecekte yapilacak kapsamli calismalar ve meta-analizlerle mdmkin
olacaktir. Alandaki gelismelerin ilerleyen zamanlarda GDB’yi altta yatan genetik
degisikliklere gore siniflandirma ve tedavi yaklasimi gelistirme gibi énemli etkileri
olmasi muhtemeldir.

Literatirde, yaygin  multifaktoriyel — bozukluklara genetik  yatkinhgi
degerlendirmenin Klinik yarari tartismali olmakla birlikte, hastaliklara yatkinhga katkida
bulunan dizi varyantlarini tanimlamak ve tedavi/onleyici 6énlemler gelistirmek medikal
genetigin énemli bir hedefidir. Norolojik ve psikiyatrik bozukluklarla iliskili olsun veya
olmasin, dil bozukluklarinda etiyolojiden sorumlu genleri tanimlamak hastaligin erken
teshisi ile prognozun iyilesmesinin yanisira yiksek riskli aile Gyelerinin belirlenmesi ve
zamaninda miudahalele edilmesi i¢in klinik fayda saglayabilir. Konusma ve dil
bozuklugu olan cocuklar icin genetik test kararlari, fenotip, semptom siddeti, aile
gecmisi gibi faktorlere dayali olarak bireysellestirilmelidir.

Bu calisma, Tirk cocuklarda CNTNAP2 ve SETBP1 aday genleri ile gelisimsel
dil bozuklugu arasindaki iliskiyi inceleyen ilk calismadir. Calismamizin en 6nemli
limitasyonu yalnizca iki aday genin degerlendirilebilmesidir. Aday gen yaklasimi
sadece stphelenilen genlerin varyantlari hakkinda bilgi verirken, klinik ekzom dizileme,
tim ekzom dizileme gibi batiincul yaklasimlar, klinik 6neme sahip bircok gen
varyantini ve oligogenik kombinasyonlari tanimlamaya olanak saglar. Buna ilave
olarak, hastaligin etiyolojisinde 6nemi olmasina ragmen, yeni nesil dizileme ile tespit
edilemeyecek varyasyonlar (kopya sayisi degisimleri, epigenetik modifiye ediciler)
g6zden kacirilabilir.

Cok katmanh kompleks etkilesimler sonucu olusmasi sebebiyle, glnimizde

Gelisimsel  (Primer) dil bozuklugu vakalarinin  %5’inden azinda etiyoloji
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aydinlatilabilmistir. Arastirma kapsaminda GDB ic¢in aday CNTNAP2 ve SETBP1
genlerine tim gen dizileme yapilmis, saptanan polimorfizmlerin klinik 6nemini
degerlendirmek amaciyla vaka ve kontrol gruplari arasinda allel ve genotip frekanslari
karsilastirilmistir; nadir varyantlarin ise aile icindeki segregasyonu arastirilmistir.
Bununla beraber, secilen gevresel faktorlerin (prenatal donemde nikotin maruziyeti,
maternal hastaliklar, dogum haftasi, dogum agirligi, ebeveynlerin sosyoekonomik
durumu, ebeveyn egitim dizeyi, anne situ alma siiresi, ekran maruziyeti gibi) ekspresif
dil gelisimi Uzerine etkisi degerlendirilmistir. GDB grubunda ortalama laktasyon suresi
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede dusuk (p=0,044); SETBP1
rs11082414/CC genotip sikhgi anlamh derecede yiksek bulunmustur (p=0,024).
Sonuglarimiz SETBPL'in dil Gzerindeki rolini gostermekle birlikte; popilasyonda
yaygin CNTNAP2 varyantlarinin GDB yatkinhgina katkida bulunma olasiliginin disuk
oldugunu gostermektedir. CNTNAP2’de rs186624619, rs17170742, rs373599564
polimorfizmlerin yani sira iki nadir varyant (P325A, D746N) sadece vaka grubunda
tespit edilmistir. Bu varyantlar ile diger aday genlerde tanimlanan varyantlar arasinda
sinerjistik bir etki olasiligr goz ardi edilemez. CNTNAP2 varyantlarinin dil gelisimini
etkileyip etkilemedigini acikliga kavusturmak icin gelecek calismalarda 6rneklem

boyutunu artirmayi hedeflemekteyiz.
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EK-1
N.E.U. TIP FAKULTESI TIBBiI GENETiK ANABILIiM DALI
PROJE 221518044 KATILIMCI DEGERLENDIRME FORMU

Katilimci No (Ad1, Soyadi ekleyiniz): Tarih:

Dogum tarihi:

Cinsiyeti:

Anne Adi, Soyadi :

Baba Adi, Soyadi:

Etnik koken:

Anne-Baba: 1. Birlikte 2. Ayri 3. Anne/Baba vefat

Prenatal 6yku:

Nikotin maruziyeti

-Sigara kullanan aile uyesi:

-Paket/yil:

Annenin gebelik sirasindaki hastaliklari ve kullandigi ilaglar:

Perinatal oyku:

Dogum haftasi:

Dogum kilosu:

Dogum sekli (Zor dogum, asfiksi, travma vb- varsa belirtin):
Kivoz, sarilik, ndbet oykuisu:

Postnatal 6yku:
Anne suti alma suresi:

No6romotor gelisim basamaklari (bas tutma: desteksiz oturma: yuriime:

Cevresel faktorler:

Ayni evde yasayan birey sayisi:

Kaginci gocuk:

Gunun ¢ogunlugunda kiminle etkilesim kurar?

Bakici (varsa haftada kag saat/gun belirtiniz):

Kres (varsa haftada kag saat/gln belirtiniz):

Ekran maruziyeti

-TV, telefon, bilgisayar ile vakit gecirme siiresi (toplam saat):

Fizik Muayene

Vicut agirhigr:

Boy:

Bas cevresi:

Dismorfik Bulgular (varsa):

Tibbi testler
Odyometri:
AGTE:

Soygecmis (pedigri ekleyiniz)

)
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EK-2
SOSYOEKONOMIK VERI FORMU

Katilimci No: Tarih:
Yas:
Cinsiyet: 1-Erkek 2- Kiz
Anne Yasl:
Anne EQitimi (mezuniyet):
1

Okur Yazar degil

2- ilkokul

3- Ortaokul

4- Lise

5- Universite

6- Yuksek Lisans
Baba Yasi:
Baba Egitimi (mezuniyet):

1- Okur Yazar degil

2- Ilkokul

3- Ortaokul

4- Lise

5- Universite

6- Yuksek Lisans

Ailenin Gelir Durumu:

1- Duzenli gelir yok
2- Asgari Ucret ve alti
3- Asgari Ucretin iki katindan az
4- Asgari ucretin iki katindan fazla

Cocuk Ruh Saghgi ve Hastaliklari Uzman Gorusu:
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EK-3
BILGILENDIRILMIS GONULLU ONAM FORMU

(Hasta Grubu ¢ocuk riza formu ile veli/vasi onam formu)

Sayin katilimci; CNTNAP2 ve SETBP1 Gen Varyantlarinin Gelisimsel Dil
Bozuklugu’na Olasi Etkisinin Arastirilmasi baslikli bu calisma, Necmettin Erbakan
Universitesi Cocuk ve Ergen Ruh Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dalive Tibbi Genetik
Anabilim Dali tarafindan yapilan bir arastirmadir. Dinyada ortalama gorilme sikhgi
%7 olan gelisimsel dil bozukluguile ilgili Ulkemizde yapilan arastirmalar yeterli
duzeyde degildir. Calismamiz, 3-9 yas grubunda gelisimsel dil bozuklugu tanili 30 hasta
ve 30 kontrol grubu cocukta belirli genetik faktorlerin klinik tablo Gzerine etkisini
arastirmak amaciyla planlanmistir. Arastirmaya katilmaniz halinde hastalik 6ykiniz
alinacak, aile agaciniz cizilecek, muayene yapilacak ve ayrintili bir psikiyatrik
degerlendirme sonucu gelisimsel dil bozuklugu tanisi disunilen ¢ocugunuz ve siz
ebeveynlerinden kan alinacak ve molekiiler genetik analiz yapilacaktir. ilave olarak
sosyoekonomik durum gostergeleri hakkinda vereceginiz cevaplar ve ¢ocugunuzun test
(gelisim testi ,isitme testi, genetik test) sonuclari kaydedilecektir. Bu asamada
tanimlanan kriterlere uymadiginmizin fark edilmesi halinde calisma disi birakabilirsiniz.
Genetik test sonucunda hastay etkileyebilecegi dustintlen bir sonuca ulasilirsa sizinle
iletisime gecilerek bilgilendirilme yapilacaktir.

Arastirmamiza katilmaniz, genetik test i¢in numune vermeniz, sorularimiza dogru
yanitlar vermeniz durumunda elde edilecek veriler ile gelisimsel dil bozukluklarinin
ortaya cikmasini etkileyen faktorler hakkinda kanita dayal, guvenilir bilgilere
ulasabilmeyi ve bu sayede tani, takip ve dnlemine dair Oneriler olusturarak hastalara
katki sunmayi amaclamaktayiz. Saglik alaninda yapilan akademik calismalarin lkemiz
saglik politikalarini yonlendirebildigi bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamiza katilmaniz
bu alanda saglik hizmetlerinin iyilestirilmesine de yardimci olacaktir.

Arastirmaya katilmaniz génulltlik esasina dayalidir. Bu form aracihigi ve genetik
test ile elde edilecek bilgiler sadece bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilacaktir ve
kimliginiz gizlitutulacaktir. Calismaya katilmaniz igin sizden veya bagli bulundugunuz
sosyal guvenlik kurulusundan bir Gcret istenmeyecektir. Formu imzaladiktan sonra
vazgecmeniz halinde arastirmadan cekilebilirsiniz. Calisma ile ilgili herhangi bir
sorunuz oldugunda asagidaki bilgileri verilen arastirmaci ile iletisim kurabilirsiniz.

Tibbi arastirma ile ilgili yazili ve s6zli acgiklama arastirmaci hekim
tarafindan yapildi. Bilgilendirilme sonrasi kararimi 0zgirce verebilmem igin
distinme zamani tanindi. Calismaya katilmayi kendi rizamla kabul ediyorum.

Katilimci Adi Soyadi: Arastirmaci: Proje yirticisu:
Veli/Vasi Adi Soyadi: imza: imza:

Adres:

Telefon:

imza:
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EK-4
BILGILENDIRILMIS GONULLU ONAM FORMU
(Kontrol Grubu ¢ocuk riza formu ile veli/vasi onam formu)

Sayin katilimci; CNTNAP2 ve SETBP1 Gen Varyantlarinin Gelisimsel Dil
Bozuklugu’na Olasi Etkisinin Arastiriimasi baslikli bu calisma, Necmettin Erbakan
Universitesi Cocuk ve Ergen Ruh Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali ve Tibbi
Genetik Anabilim Dali tarafindan yapilan bir arastirmadir. Diinyada ortalama gorilme
sikhgr %7 olan gelisimsel dil bozukluguile ilgili Glkemizde yapilan arastirmalar yeterli
dizeyde degildir. Calismamiz, 3-9 yas grubunda gelisimsel dil bozuklugu tanil 30 hasta
ve 30 kontrol grubu cocukta belirli genetik faktorlerin klinik tablo Gzerine etkisini
arastirmak amaciyla planlanmistir. Arastirmaya katilmaniz halinde hekim size klinik
belirtiler ve sosyoekonomik durum gostergeleri hakkinda bir takim sorular
soracaktir.Sonrasinda yapilacak olan genetik incelemeler igin sizden yaklasik olarak 5
cc kan alinacaktir.

Arastirmamiza katilmaniz, genetik test igin numune vermeniz, sorularimiza dogru
yanitlar vermeniz durumunda elde edilecek veriler ile gelisimsel dil bozukluklarinin
ortaya cikmasini etkileyen faktorler hakkinda kanita dayal, guvenilir bilgilere
ulasabilmeyi ve bu sayede tani, takip ve dnlemine dair Oneriler olusturarak hastalara
katki sunmayi amaclamaktayiz. Saglik alaninda yapilan akademik calismalarin lkemiz
saglik politikalarini yonlendirebildigi bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamiza katilmaniz
bu alanda saglik hizmetlerinin iyilestirilmesine de yardimci olacaktir.

Arastirmaya katilmaniz génulltlik esasina dayalidir. Bu form aracthgi ve genetik
test ile elde edilecek bilgilersadece bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilacaktir ve
kimliginiz gizlitutulacaktir. Calismaya katilmaniz igin sizdenveya bagh bulundugunuz
sosyal guvenlik kurulusundanbir Gcret istenmeyecektir. Formu imzaladiktan sonra
vazgecmeniz halinde arastirmadan cekilebilirsiniz. Calisma ile ilgili herhangi bir
sorunuz oldugunda asagidaki bilgileri verilen arastirmaci ile iletisim kurabilirsiniz.

Tibbi arastirma ile ilgili yazili ve s6zli acgiklama arastirmaci hekim
tarafindan yapildi. Bilgilendirilme sonrasi kararimi 0zgirce verebilmem igin
distinme zamani tanindi. Calismaya katilmayi kendi rizamla kabul ediyorum.

Katilimci Adi Soyadi: Arastirmaci: Proje yirticisu:
Veli/Vasi Adi Soyadi: imza: imza:

Adres:

Telefon:

imza:
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EK-5

CNTNAP?2 geni dizilemesinde kullanilan ileri (F) ve geri (R) primer dizileri

CNTNAP2 EKZON-1 F
CNTNAP2 EKZON-1 R
CNTNAP2 EKZON-2 F
CNTNAP2 EKZON-2 R
CNTNAP2 EKZON-3 F
CNTNAP2 EKZON-3 R
CNTNAP2 EKZON-4 F
CNTNAP2 EKZON-4 R
CNTNAP2 EKZON-5 F
CNTNAP2 EKZON-5 R
CNTNAP2 EKZON-6 F
CNTNAP2 EKZON-6 R
CNTNAP2 EKZON-7 F
CNTNAP2 EKZON-7 R
CNTNAP2 EKZON-8 F
CNTNAP2 EKZON-8 R
CNTNAP2 EKZON-9 F
CNTNAP2 EKZON-9 R
CNTNAP2 EKZON-10 F
CNTNAP2 EKZON-10 R
CNTNAP2 EKZON-11 F
CNTNAP2 EKZON-11 R
CNTNAP2 EKZON-12 F
CNTNAP2 EKZON-12 R
CNTNAP2 EKZON-13 F
CNTNAP2 EKZON-13 R
CNTNAP2 EKZON-14 F
CNTNAP2 EKZON-14 R
CNTNAP2 EKZON-15 F
CNTNAP2 EKZON-15R
CNTNAP2 EKZON-16 F

CCGCACGGAGGGAGAAC
GCTGCAAGTGTGTGACAGC
ACAGAATTGCCTAAATTCCTTTGCT
ACATGAGAGGTTAATGGCATCT
ATAGAGCACTGCCAAGACCA
AACCATTGGATAGAAATTACAGCCT
TCACAAGCCCTACCATTGGA
AGGTAGTTTATTGTCAGAGAAAGCA
ATTCTTTGCAGACACCTGTTGG
GCAACATGAACATATTCCTAATGGG
AAGTGTCGTTACTTACTGGTATCC
TAAATGGCCTGGATAGCATGGTT
TGCCATAGATTTTGGAGGCAGA
ACATCATTTTGCCCAAACACA
ATGGTCAGCCTATCACATCAGG
AGCATTGGTAAGGAATAGATTTTGC
AGAGACATGAGACGTCAGTTTGA
AGTGGAATTACAGTTTGTTTTGTCA
TTGAGTGACAGTAGACCCCAGA
TGAATGGTAATTTCCACCTTACCTG
TTGGTAAGGCAACCTGGCAT
TGGAATCTTGGTTTTTCAGATTCG
AGGAGCTTGCTGTCTTTGGT
TTGGGCTGAACTTTGCAACT
GAGCAAAGAGCAGGGGGTTT
CAGCTTCCTTCCTACTGAAGACT
AGGGTTGAGTGATGTTCAGACT
TCAGTTGGGTTAGTTCCAGACC
TGAGACCACCTATGGAAGAGAG
CTCTGCTTGGGTTGTGTGATG
GTGAGGATTTGGTCCAATGTTGTT
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EK-5

CNTNAP2 geni dizilemesinde kullanilan ileri (F) ve geri (R) primer dizileri (Devamr)

CNTNAP2 EKZON-16 R
CNTNAP2 EKZON-17 F
CNTNAP2 EKZON-17 R
CNTNAP2 EKZON-18 F
CNTNAP2 EKZON-18 R
CNTNAP2 EKZON-19 F
CNTNAP2 EKZON-19 R
CNTNAP2 EKZON-20 F
CNTNAP2 EKZON-20 R
CNTNAP2 EKZON-21 F
CNTNAP2 EKZON-21 R
CNTNAP2 EKZON-22 F
CNTNAP2 EKZON-22 R
CNTNAP2 EKZON-23 F
CNTNAP2 EKZON-23 R
CNTNAP2 EKZON-24 F
CNTNAP2 EKZON-24 R

GTGTCCACCTCTAGTCCTGCT
TGATTTTGCCATCGACCTTTGT
GGAGACTACAAGAGGCCAACA
GCCTTATAGCCTGCAGGGAG
TGATTAGGAAATGATTTTGGTTGGA
TACTCAGATGCCCTTCCTGGAG
CATGGAGAGAAATGGGGTTCAAA
GCAGGAATTGAGGGGATGTGA
CCCTCAAAACAAAACCAATGGC
CCAGCAAAGGAAGACATGGG
TCCTGTACAGAGAAGATATTCGTGA
GCAGCCCTAAATCTTATCGACC
CTCACAACGTTCCTTTGCCC
GAGACAATGGCAAGACGGGT
ACTGTGCCCGGCTATATTTACT
TATGGGAGAGGGCTGTGTCT
ATTCCATTATATTCCATTGCCTGCC
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EK-6

SETBP1 geni dizilemesinde kullanilan ileri (F) ve geri (R) primer dizileri

SETBP1 EKZON-2.1 F
SETBP1 EKZON-2.1 R
SETBP1 EKZON-2.2 F
SETBP1 EKZON-2.2 R
SETBP1 EKZON-3 F

SETBP1 EKZON-3 R

SETBP1 EKZON-4.1 F
SETBP1 EKZON-4.1 R
SETBP1 EKZON-4.2 F
SETBP1 EKZON-4.2 R
SETBP1 EKZON-4.3 F
SETBP1 EKZON-4.3 R
SETBP1 EKZON-4.4 F
SETBP1 EKZON-4.4 R
SETBP1 EKZON-4.5 F
SETBP1 EKZON-4.5R
SETBP1 EKZON-4.6 F
SETBP1 EKZON-4.6 R
SETBP1 EKZON-5 F

SETBP1 EKZON-5 R

SETBP1 EKZON-6.1 F
SETBP1 EKZON-6.1 R
SETBP1 EKZON-6.2 F
SETBP1 EKZON-6.2 R

CATCGTGTCTCCATCCCTGG
TTCTTAGCCCGCTTTGTGGT
GAGGCAAACTTCACAGAGGGA
CCCAACCCCACGTTGTTCTA
CCCACTTCTGTAGCTCTCATCC
TCCAAGGTTCGGGTTTCTGTC
AAGGTGGCTGTTCATTTCGG
CTCTTGGGCACTATCTGCGG
TACGGTGGGCAGCAAGAAAA
GATGGGATATGCAGACGGGG
TTGCTGCAAAACGAAGGTGG
GAAAGTGGGTGCATAGCTGC
CCCCATCCGAAGAACCCAAA
GAAGGTGTAACTCCGGTGGG
GCCTCAAGAAGCCAAAGCAC
TCCCTAGGATCCGGTCTTCC
CCAGTGGTCGGCTCCATAAG
AATGTGCAAGGAGACCCATT

TTGTTGTACCAGAAGGAGGTGT

CTCCCACTTCAAAGAGCCAGT

CAAGTAGAATGCTAGCTGTCAGTG

TCCCGGGCCATGTGGAT
CCACCCAGTTCGATGAGGAC
TCTGAAGGTGTCTCCCTGCT
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EK-7
ANKARA GELIiSiM TARAMA ENVANTERI
1,2,3. Avylar (1, 2, 3 ve 13. Sorular)

Ani ses ya da guriltiden trkdp sigrar mi?

Konusulunca aglama disinda sesler ¢ikarir mi? (Cevap evetse nasil sesler ¢ikarir?)

Tanidik bir ses basini gevirir mi?

Bebek biberonu, anne memesini goriince hareketlenir, elini kolunu sallar mi1?

4, 5. Aylar (14, 15, 16, 20, 21. Sorular)

Bebek sirt Ustll yatarken ellerini seyreder mi?

Kendi kendine ya da beslenirken aglama disinda ses cikarir mi) (Cevap evetse
nasil sesler ¢ikarir?)

Siz gidiklamadan, dokunmadan yiiksek sesle giler mi?

Biraz uzaktaki oyuncaklara, esyalara uzanir mi?

Esyalari eline alip bakar mi?

6, 7. Aylar (28, 33, 38, 41. Sorular)

Oyuncaklari yere atip duststnd seyreder mi?

Egilerek dlsen esyalari arar mi?

Elindeki kasigi ses ¢cikarmak igin yere vurur mu?

‘Da-da, ba-ba, ma-ma, de-de’ gibi sesler ¢ikarir mi1?

8. 9. Aylar (44, 46. Sorular)

‘Atta’ denildiginde kapiya bakar ya da hareketlenir mi?

Ustiine mendil koydugunuz oyuncagi, mendili cekerek bulur mu?

10, 11. Avlar (54, 58. Sorular)

Babasini goriince ‘baba’, yemek isteyince ‘mama’, su isteyince ‘su’ gibi kelimeler
soyler mi?

Bana ver deyince elindeki oyuncagi size uzatir mi1?

12, 13. Avlar (61, 66, 67, 70. Sorular)

Istedigi bir esyayi eliyle gosterir mi?

‘Bana ayakkabini gdster’ derseniz gosterir mi?

Tek tek kelimelerle konusur mu? (6rnek verininz)

‘Kaplyi kapat’ gibi s6ylenen basit isleri yapar mi?
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EK-7

ANKARA GELIiSiM TARAMA ENVANTERI (Devami)

14, 15. Aylar (71. Soru)

Evdeki bazi esyalarin yerlerini bilir mi? Ornedin bardagin mutfakta oldugunu bilir
mi?

16, 17. Aylar (80, 81, 82, 83. Sorular)

Sarki sdyler ya da mirtldanir mi?

Iki ya da Ui¢ kelimeyi agikca sdyler mi? Cevap evetse hangi kelimeleri sdyler?

TV’de gordigu bazi seyleri tanir mi? Kedi, araba gibi

“Topunu/bebegini kaldir, bardagi iceri gotir’ dendiginde sdylenileni yapar mi?

18, 19, 20, 21, 22, 23. Aylar (85, 92, 94, 95, 96, 97, 99. Sorular)

Iki kibrit kutusunu (st tiste koyup kule yapar mi?

Iki kelimelik ctimleler kurar mi? Ornek veriniz

Tehlikelerden (ates, bigak gibi) kendini korur mu?

Arkadasinin ismini bilir mi? (ismi yaziniz)

Isteklerini basit ciimlelerle ifade eder mi?

Bir kutuyu alip sanki arabaymis gibi ylrGtur ma, ya da bir sopa parcasini at yerine
koyar mi?

‘iIk 6nce mutfada git, tabagi al, bana getir’ gibi Uc istedi birden yerine getirir mi?

24, 25, 26, 27, 28, 29. Aylar (102, 103, 105, 106, 107. Sorular)

Elini, agzini, gdzlnd, ayagini, burnunu gosterip ‘bu ne’ derseniz isimlerini dogru

olarak s@yler mi? (Gostererek sorun)
Resimlere ya da TV’ye bakarken tanidigi seylerin adini séyler mi?
Basit sorulara ‘evet, hayir’ diye cevap verir mi?
Soru sorar mi1? ‘baba nerede’ ‘bu kim’ ‘bu ne’ gibi.
Konusmasi kolaylikla anlastlir mi?
30, 31, 32, 33, 34, 35. Aylar (111, 113, 115, 116, 117, 118, 119, 120. Sorular)

Diger cocuklarin kiz ya da oglan olduklarini bilir mi?

‘Hangisi blyuk’ deyince daha buyuk olani gosterir mi? (Gostererek sorunuz)
Iki-tic giin 6nceki olaylari hatirlayip anlatir mi? “hani carsiya gitmistik ya’ gibi.
‘ismin ne’ diye sorulunca ismini sdyler mi?

‘Bayram geliyor’ ‘bir yere gidecegiz’ diye heyecanlanir mi?

‘Ekmegin yarisini ver’ deyince yarisini verebilir mi? ‘yarim’in ne demek

oldugunu bilir mi?
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EK-7

ANKARA GELIiSiM TARAMA ENVANTERI (Devami)

Siz konusurken anlamadigi bir kelime olursa sorar mi? ‘ne demek’ der mi?

Kutu, makara gibi esyalari kullanarak oyuncak yapar mi?

36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47. Aylar (123, 126, 127, 131, 135.

Sorular)

mi?

‘Hangisi uzun’ diye sorulunca uzun olani gosterir mi? (Gostererek sorunuz)
Ezbere TV reklami, siir, tekerleme sdyler mi?

“Nasil’ kelimesini kullanarak soru sorar mi? (Ornek isteyiniz)

Yasini bilir mi?

‘Eger uslu durursam bana seker verir misin’ gibi egerle baslayan ciimleler kurar

48. aydan 72. ayin sonuna kadar (136, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 144, 147,

149, 150, 151, 152, 154. Sorular)

Birden ona kadar sayar mi?

Terliklerini dogru giyer mi?

Rayalarini anlatir mi?

Renkleri bilir mi? (Renk adi verilerek sorulabilir)

Paralari tanir mi? (en az iki)

Bir elde kag¢ parmak oldugunu bilir mi?

TV de sevdigi programin zamanini bilir mi?

‘Bugun’ ‘yarin’ ‘diin’ gibi kelimeleri dogru yerinde kullanir mi?
Yediden sonra hangi sayinin geldigini bilir mi?

Ekmek, simit gibi yiyeceklerin ka¢ para oldugunu bilir mi?
Birer, birer ylize kadar sayar m1?

Haftanin gunlerini sirasiyla bilir mi?

Basit toplama islemleri yapar mi?

Mahallenin, sokagin adini bilir mi?
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