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OZET

Amag: Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) gibi karmasik ve heterojen etiyolojiye sahip
hastaliklarin genetik nedenlerinin arastirilmasi igin, maliyeti giin gegtikge azalan Yeni Nesil
Dizileme (NGS) yontemlerinin kullanilabilirligi giin gectikce artmaktadir. Bu ¢alismada
multipleks ailelerin genomik ve transkriptomik degerlendirilmesiyle etkilenmis olgulardaki
otizm etiyolojisinin saptanmasi; ayrica bozuklugun siddeti ve bireylerin o6zellikleri ile bu
verilerin sonuglar1 arasinda bag kurulmasi amaglanmaktadir. Bunun yaninda ilerideki

aragtirmalara kaynak olusturacak yiiksek ciktili verilerin elde edilmesi planlanmaktadir.

Yontem: Caligmaya bilinen bir genetik sendromun eslik etmedigi, DSM-5 tani
Olctitlerine gére OSB tanisi olan ikisi de etkilenmis 5-18 yas arasi tig ¢ift dizigot ikiz (DZ) ¢ocuk
ve ergen ile onlarin anne-babalarindan olusan toplam 12 birey dahil edilmistir. OSB’ye eslik
eden tanilarin saptanmasi amaciyla ¢ocuklarin ailesinden alinan bilgilere dayanarak Okul Cagi
Cocuklart igin Duygulanim Bozukluklari ve Sizofreni Goriisme Cizelgesi-Simdi ve Yasam
Boyu Sekli (CDSG-SY), otizmin siddetini 6lgmek ve taniy1 dogrulamak igin ise Cocukluk gagi
otizmi degerlendirme 6lgegi (CODO) ve Otizm davranis kontrol listesi (ODKL) uygulanmistir.
Anne-babalara ise DSM-IV i¢in yapilandirilmis klinik goriisme (SCID) ile Genis Otizm
Fenotipi acisindan degerlendirmek igin Otizm spektrum anketi (OSA) uygulanmistir. DNA
ornekleri Tiim Genom Dizileme (WGS), RNA 6rnekleri ise Tiim RNA Dizileme (RNA-seq)

yontemi ile dizlendikten sonra elde edilen genomik ve transkriptomik veriler g¢esitli



biyoinformatik araglarla olgularin ve anne-babalarinin 6zellikleri ve 6lgek puanlar1 da dikkate

alinarak anlamlandirilmistir.

Bulgular: Tim veriler birlikte degerlendirildiginde olgular i¢in olas1 patojenik aday
varyantlar belirlenmistir. Yalnizca bir olguda aday varyant belirgin olarak az tanimlanmis, bu
olgunun transkriptomik analizlerde de diger katilimcilardan farkli konumlanmasi dikkat
cekmistir. Transkriptomik verilerin fonksiyonel analizinde ise mitokondri iligkili genlerin rol

oynadig1 saptanmistir.

Sonu¢: WGS yontemi OSB gibi oldukg¢a heterojen ve karmasik etiyopatogeneze sahip bir
bozuklugun genetik etiyolojisini arastirmada oldukc¢a faydali kapsamli ve faydali bir yontemdir.
RNA-seq de gelecekte endofenotip belirlemede ve bozuklugun gidisini 6ngdrmede faydali bir
yontem aday1 olabilir. Bu yontemlerle elde edilen bu kapsamli veriler pek ¢ok arastirma igin de

zengin bir kaynak saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Otizm spektrum bozuklugu, Genis otizm fenotipi, ikiz ¢alismasi,

genomiks, transkriptomiks, Tiim genom dizileme, Tiim RNA dizileme, biyoinformatik



ABSTRACT

WHOLE GENOME ANALYSIS OF DIZYGOTIC TWINS DIAGNOSED
WITH ‘NON-SYNDROMIC’ AUTISM SPECTRUM DISORDER AND THEIR
PARENTS

Dr. Pelin UNAL VARIS
Dokuz Eylul University School, Child and Adolescent Psychiatry Department
Advisor: Prof. Dr. Suha MIRAL

Background: The availability of New Generation Sequencing (NGS) methods which
cost is getting smaller day by day, have increasing for the investigation of genetic causes of
complex and heterogeneous etiology of some diseases such as Autism Spectrum Disorder
(ASD). In this study, identification of autism etiology in cases affected by genomic and
transcriptomic evaluation of multiplex families; as well as the severity of the disorder and the
characteristics of the individual and the results of these data. Besides this, it is planned to obtain

high output data which will be a source for future researches.

Method: Patients, who are followed at the Dokuz Eylul University School of Child and
Adolescent Mental Health Department outpatient clinic, and who are total of 12 people,
including 3 dizygotic twins with ASD according to DSM-5 criteria and their parents were
included in the study. Patients with any syndrome were excluded. ASD diagnoses in the study
of both twins affected the Childhood Autism Rating Scale (CARS) were applied. Autism
Behavior Checklist related to the children of parents in the study (ABC) were asked to fill out
the scale. Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia-Present and Lifetime Version
(K-SADS-PL) all children and their families for a semi-structured interview with school age
were enrolled in the study shall apply. Structured clinical DSM-1V for parents to assess whether
the study is the diagnosis of Schizophrenia (SCID-I: Structured Clinical Interview for the DSM-
IV Axis | Disorders) scale will be applied. Autism-Spectrum Quotient (ASQ) of its own self-
report questionnaires from parents in the study will be asked to fill out to utilize Broad Autism

Spectrum. Patients and parents DNA and RNA obtained from blood, Whole genome



sequencing (WGS) and RNA sequencing (RNA-seq) methods were applied. Bioinformatics
analysis of data and scale results were interpreted together.

Results: When all the data were evaluated together, possible pathogenic candidate
variants were identified for the cases. In only one case, the candidate variant was markedly less
defined, and it was noted that transcriptomic analyzes of this phenomenon were also different
from other participants. Functional analysis of transcriptomic data revealed that mitochondrial

related genes were found to play a role.

Conclusion: WGS is a comprehensive and benefical method of exploring genetic
etiology of a disorder with heterogeneous and complex etiopathogenesis such as OSB. RNA-
seq may also be useful candidate in future for identification of endogenous phenotypes and fort
he prevention of impairment these comprensive data obtained by these methods provide a rich

resource for many researches.

Keywords: Autism spectrum disorder, Broad autism phenotype, twin studies, genomics,

transkriptomics, Whole genome sequencing, Whole RNA sequencing, bioinformatics.



1. GiRi

Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB), toplumsal etkilesim ve iletisimde yetersizlik ile
siirli ve yineleyici ilgi alanlar1 ve davranislarla karakterize, yasamin ilk yillarinda ortaya ¢ikan
ndrogelisimsel bir bozukluktur (1). Ik prevalans ¢alismalarinda 2-4/10.000 gibi nadir olarak
goriildiigii disiiniilen OSB’nin (2, 3) giiniimiizde 1/68 gibi oldukga yiiksek oranda oldugu
saptanmustir. Erkeklerde bu oranin 1/42 gibi daha da yiiksek, kizlarda ise 1/189 civarinda
oldugu disiinilmektedir (4). OSB tanimlandiktan ancak yillar sonra bozuklugun etiyolojisinde
norobiyolojik etkenlerin aydinlatilmaya baslamasi ile birlikte psikolojik etkenler gibi yanlis
inaniglar terk edilmisve bdylece otizmle ilgili yayinlanan ¢aligmalar hizla artmistir. Yaklagik
6.343 makalenin yayimlandigi 1940-1999 yillar1 arasindan 21.965 makalenin yayimlandigi
2012-2018 yillar1 arasinda toplam yaymn miktarinda nerdeyse ii¢ kat artig vardir. 2012-2018
yillar1 arasinda ise bu say1 21.965 gibi biiyiik sayilara ulasmaktadir (5).

Otizm hem klinik hem de etiyolojik olarak heterojen ve karmasik bir bozukluk grubudur.
Karmagiklik, yalnizca her olgu igin farkli olabilen yiizlerce genomik profile degil,
semptomlarin dengesiz dagilimiyla olusan degisik fenotipik goériiniimlere de baglidir. Ayrica
davranigsal degisiklikler gelisimsel siirecte de devam etmektedir (6). Otizm tanisi ise yalnizca
karmasgik tipik olmayan davranigsal 6zellikler ile konmaktadir (7). Oysa insanin toplumsal ve
iletisimsel davranislarindaki bozulmay1 6lgme kabiliyeti oldukca smirlidir. Ustelik Zihinsel
Yetersizlik (ZY)?! gibi tanilarin eslik ettigi durumlarda otizm tamis1 koymak daha da zorlayic
olmaktadir. Ruhsal Bozukluklara fliskin Tan1 ve Istatistik El Kitabi-Besinci Bask1 (DSM-5)?
gibi tan1 sistemlerinde ZY ve epilepsi gibi norolojik durumlar otizm tanisinda dikkate alinmaz
(8). Bununla birlikte OSB’ye dismorfik 6zellikler, konjenital anomaliler, nobetler ve ZY eslik
ettigi durumlarda altta yatan genetik bir bozukluk bulunma ihtimali belirgin olarak daha
yiiksektir (9). Pek ¢ok kalitsal bozuklugun aksine OSB ve diger psikiyatrik bozukluklarin
etiyopatogenezi ¢ok fazla etkene bagli oldugundan genetik testler hala otizmin baslangi¢

tanisinda kullanilamamaktadir (10).

Yintellectual disability
2 DSM-5: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Fifth Edition



Genetik ve genomik teknolojik ve metodolojik ilerlemeler, son birkag¢ on yilda binlerce
nadir Mendelyan hastalik ve daha yaygin, karmasik hastaligin etiyolojisinde yer alan
mutasyonlarin tanimlanmasini1 saglamistir. OSB ise yaklasik %50’lik oran ile en yliksek
kalitilabilirlik oranina sahip noropsikiyatrik hastaliktir (11). Otizm etiyolosinde simpleks
ailelerle® yapilan genetik ¢alismalarda ¢ok sayida de novo varyantin* tanimlanabilmesi hastalik
patogenezinin aydinlatilmasina katki saglamakla birlikte, hem simpleks hem de multipleks
ailelerle® yapilan ¢alismalar ise Karsilastirmali bulgular saglamasi1 yaninda multipleks ailelerde
daha 6nemli rol oynadig1 diisiiniilen yaygin varyantlarin ortaya ¢ikarilmasi agisindan oldukga

onemlidir (12).

Molekiiler genetigin geldigi noktada Yeni Nesil Dizileme (NGS)® yontemlerinin
gelismesi ve maliyetlerindeki azalma OSB gibi karmasik hastaliklarin etiyolojisi aydinlatmada
cok faydali olmaktadir. Kromozomal mikrodizi (CMA)’ ve Tiim ekzom dizileme (WES)®
yontemleri ile genomun yalnizca %2’lik kodlanan bolgesinin kapsanmasina karsilik Tim
genom dizileme (WGS)® teknolojisi ile genomun tamamminin kapsanmasi saglanmaktadir.
WGS’nin OSB tanili olgularin daha yiiksek bir oranindan (%15-50) sorumlu yaygin
varyantlarin etkisini ortaya ¢ikarmada faydali olmasinin yaninda bu yaygin varyant verilerinin
nadir varyant verileri ile birlestirilmesiyle genlerin penetrans'®, degisken ekspresivite!! ve

pleiotropik®? etkilerin daha detayl anlasilmasiin saglanacag diisiiniilmektedir (12).

OSB’de genetik etiyolojiyi ortaya g¢ikarmanin en 6nemli faydalarindan biri erken
davranigsal bulgulardan yola c¢ikilarak kesin tani koymanin zor oldugu ancak erken egitsel
miidahaleden fayda gorebilecek daha kiiglik yastaki cocuklardir. Bunun yaninda bir kiside

OSB’nin genetik nedenleri basta olmak iizere bozuklugun ndrobiyolojik mekanizmalarini

3 Yalnizca bir tane otizm tanili bireyin oldugu aile.

4 de novo varyant: bireylerde tanimlanmis ancak biyolojik ebeveynde saptanamamis genetik varyantlardir.
Genelde ebeveyne ait germ hiicrelerinde veya zigotta olusan mutasyonlardan kaynaklandig1 varsayilmaktadir ve
bu nedenle diger kardeslerde bu varyantlar kalitilmaz. Istisna olarak gonodal mozaizme bagli ortaya gikan de novo
genetik varyantlar diger kardeslerde de ortaya ¢ikabilir.

% Birden fazla otizm tamli bireyin oldugu aile.

& NGS: Next Generation Sequencing

" CMA: chromosomal microarray

8 WES: Whole Exom Sequencing

® WGS: Whole Genome Sequencing

10 penetrans: belli bir fenotipi gdsteren belirli bir genetik varyanta sahip bireylerin orani.

1 ekspresivite: bir kisinin belirli bir 6zellik veya fenotipi ne derecede sergiledigi.

12 pleiotropy: hir genin biden fazla iliskisiz goriinen fenotipik 6zelliklere neden olmast.



anlamak gidisi belirlemek, tedaviyi yonetmek, ailesel “yineleme oranini”*? degerlendirmek ve
genetik profillerine gére gelistirilmeye ¢alisilan olas1 “hassas/kisisel tip”* tedavilerin sunmak

acisindan oldukg¢a 6nemlidir (12, 13).

Genis Otizm Fenotipi (GOF), otizm tanil1 bireylerin akrabalarinda goriilen, toplumsal beceri,
iletisim ve tekrarlayan basmakalip davranig oriintiileri alanlarindaki otizm tanisimi karsilamayan
belirtileri igerir. GOF’un genetik etiyolojisi ile ilgili yapilacak calismalarin otizmin altta yatan

mekanizmalarini saptamada da faydali olacag diisiintilmektedir (14).

Bu ¢alismada ¢evresel ve epigenetik faktorlerin en az etkili oldugu diisiiniilen ancak farkli
genotipe sahip OSB tanili ikizi de etkilenmis dizigot (DZ)™ ikizlerin ve anne-babalarmin
genomlarmin WGS yontemi ile analiz edilmis ve etkilenmis g¢ocuklardaki genetik etiyoloji
belirlenmeye ¢alisilmigtir. WGS teknigi sonucu elde edilen verilerin yiiksek ¢iktili olmasi nedeniyle
verilerin sonraki ¢alismalarda kaynak olarak kullanilmasi planlanmistir. Bunun yaninda ¢alismaya
katilan tiim bireylerin trankriptomlart RNA-seq yontemi ile dizilenmis, elde edilen verilerle otizmin
siddeti, ebeveynlerin GOF o6zellikleri arasinda iligki kurulmasinin yaninda otizm 6lgeklerinin alt
skorlar1 kullanilarak olgulardaki biyolojik siire¢ler hakkinda fikir yiiriitiilmeye calisilmistir. Yine
WGS verileri gibi RNA-seq verilerinin de daha sonraki ¢alismalar i¢in kaynak olarak kullanilmasi

planlanmuistir.

13 recurrence rate
14 precision/personalized medicine
15DZ: ¢ift yumurta ikizi



2. GENEL BILGILER

2.1. Tanim ve Tarihge

OSB norogelisimsel bozukluklar i¢inde yer alan, belirtilerin erken gelisim doneminde
basladigi, toplumsal iletisim ve etkilesimde siiregiden yetersizlikler ve sinirli, yineleyici

davranislar, ilgi alanlar1 ya da etkinlikler ile seyreden bir bozukluktur (1).

Amerikali ¢ocuk psikiyatristi ve ilk ¢ocuk psikiyatrisi kitabinin yazari Leo Kanner,
1943°de, insanlarla iliski kurmayan sekizi erkek, {igii kiz 11 ¢ocuk olguyu rapor etti (15).
Kanner olgulari, sonradan “infantil otizm” ve sizofreni iliskisinde 6nemli bir karisikliga neden
olacak olan, Bleuer’in (16) sizofrenideki “ben merkezcil” (egosantrik) diisiince bigimi igin
kullandig1, Yunanca “ben” anlamina gelen “autos” kelimesinden koken alan eski “otistik”
terimini kullanarak tanimladi. Kanner “otistik yalnizliga” ek olarak, aynilik konusunda 1srar
veya degisime karsi direng seklinde olan ikinci bir ¢ekirdek belirtinin yaninda, basmakalip
motor davranislar (stereotipiler), alisiimadik ilgiler ve ekolaliyi® de bu kavrama dahil etti.
Kanner’in bu calismasi giinlimiizde otizm olarak bildigimiz durumun olduk¢a dogru bir
tanimlamasidir. Otizm teriminden kaynakli karigiklik disinda miikemmel olan bu tanimlama,
bozuklugun ZY ile iligkili olmadigi, diger tibbi durumlar ile birlikte goriilmedigi, toplumsal
smif ile giiglii bir iliskisinin oldugu ve uygunsuz bakim vermeye bagli gelistigi gibi ileriki

arastirmacilar igin yaniltici olacak olan bazi saptamalar da igermekteydi. (17)

1944°de ise Hans Asperger (18) belirgin toplumsal vyetersizlikleri ve olagandisi
Ozellesmis ilgi alanlari olan, dil becerileri iyi gelismis ancak motor problemleri olan bir grup
erkek tanimladi. Kanner’in raporundan habersiz olan Asperger bu toplumsa yetersizlikle ilgili
“otistik psikopati” terimini kullandi. Asperger’in bu tanimi ilk “Otizm Spektrum Bozuklugu”
isimlendirmesini kullanan Lorna Wing’in 6nemli derlemesine ve vaka serilerine kadar ilgi

¢ekmemistir. (19, 20)

16 gkolali: yankilama



1966°da Avusturya’li pediatrist Andreas Rett, (21) baz1 otistik Ozelliklerin yaninda
olagandis1 basmakalip motor davranislar (tuhaf el yikama gibi), kazanilmis becerilerin belirgin
kaybi, solunum zorluklar1 ve ortopedik problemler sergileyen bir grup kiz olgudan bahsetti.
DSM-IV’de Rett bozuklugu olarak yer alan bu bozukluk, baz1 6zgiil gen kusurlarina sahip

oldugunun gosterilmesi nedeniyle DSM-5’den ¢ikarilmistir.

1950 ve 19601 yillarda otizmin psikolojik nedenlerine yodnelik yanlis inanislar
(sosyoekonomik durumla iligkisi ve “buzdolabi anne hipotezi” gibi) ve cocukluk c¢agi
sizofrenisi ile olan karisiklik kavramla ilgili aragtirmalar1 6nemli dl¢iide etkilemistir. (22, 23)
Rimland ise daha 1964 yilinda otizme norobiyolojik yaklagimin 6nemini savunan bir kitap
yazmis (24) ve sonrasinda infantil otizm ile ¢ocukluk ¢agi sizofrenisinin farkli bozukluklar
oldugunu 6ne stirmiistiir (25). 1970°1i yillardan sonra ise otizmle ilgili ¢aligsmalar hiz kazanmus,
Wing otizmin sosyoekonomik durumla iliskisinin olmadigini ortaya koymustur (26).
Ingiltere’de yapilan 6nemli bir calisma dizisinde de otizmin baslangici, klinik &zellikleri ve aile
oykiisii ile sizofreniden farkli bir bozukluk oldugu kanitlanmistir (27, 28). Rutter 1978’de
toplumsal gelisimde bozulma, dil gelisiminde gecikme ve sapma, aynilikta israr ve 30 aydan
once baslama olciitlerinin oldugu “cocukluk ¢agi otizmini” tanimlayan bir siniflama sistemi
gelistirmistir (29). Bu c¢alismalar neticesinde, daha once 1967°de “Hastaliklarin ve Saglikla
fgili Sorunlarin Uluslararas Istatistiksel Siniflamasi, Sekizinci versiyonu”nda (ICD-8)* ancak
sizofrenin alt tiplerinden biri olarak yer alan otizm, DSM-III iginde “Yaygin Gelisimsel
Bozukluklar (YGB)” bashig: altinda “erken bebeklik otizmi” olarak ayri bir tani1 kategorisi
altinda yer almigtir (30). DSM-1V ve ICD-10 tani sistemlerinde ise YGB tani kategorisi altinda
kiimelenmistir. DSM-IV’°de “Genellikle ilk kez bebeklik, cocukluk ya da ergenlik déoneminde
tanis1 konan bozukluklar” iist bagligi altinda yer alan YGB tan1 kiimesi, Otistik Bozukluk (OB),
Rett Bozuklugu, Cocukluk Cagi Dezintegratif Bozuklugu, Asperger Bozuklugu (AB) ve
Yaygin Gelisimsel Bozukluk, Baska tiirlii adlandirilamayan (YGB-BTA) olacak sekilde bes alt
kategoriye ayrilmistir (30). 2013’de yayinlanan DSM-5"de ise otizm tanist “Ndrogelisimsel
bozukluklar” iist baghg altinda; OB, Cocukluk Cagi Dezintegratif Bozuklugu, AB ve YGB,
BTA alt kategorilerin birbirleri arasinda altta yatan norobiyolojik profiller agisindan farklilik

olmamasi nedeniyle hepsinin birlestirilip, Rett bozuklugunun gruptan ¢ikarilmasi ve OSB ad1

17 1CD-8: International Classification of Diseases —8th edition



ile bir semsiye terimi olan “spektrum” olarak isimlendirilmesiyle tanimlanmustir (1). Klasik
anlamda “spektrum” kavramu, altta yatan mekanizmalarin (6r. genotip) ayni oldugu ancak farkl
belirtilerle seyreden durumlar i¢in kullanilmaktayken; OSB terimindeki “spektrum” kelimesi
ise bu klasik anlamin disinda daha farkli sebeplere bagli olarak gelisen, farkli siddette seyreden,
ortak yonleri olan belirti kiimelerini tanimlamaktadir (31). Ayrica DSM-5’de, DSM-IV’den
farkli olarak tani olgiitlerinde belirti kiimelerinin sayisi tigten ikiye indirilmistir. Buna goére
“smurli, yineleyici davranis Oriintiileri, ilgiler ya da etkinlikler” alani varligini korurken;
toplumsal etkilesim Ve iletisim alanlar1 “toplumsal iletisim ve toplumsal etkilesimler” altinda
birlestirilmistir. Ayrica daha 6nce tan1 dlgiitleri arasinda yer almayan “duyusal olarak asir1 ya
da az duyarlilik” belirtileri, degismeden kalan “sinirli, yineleyici davranig oriintiileri, ilgiler ya
da etkinlikler” belirti kiimesinin iginde tan1 6lgiitlerine dahil edilmistir (1). DSM-5 tani dlgiitleri
Tablo 1°de yer almaktadir.

Toplam 4453 ¢ocukla yapilan bir ¢alismada YGB-BTA tanisi olan olgularinin DSM-5¢
gore tani dis1 kalip kalmadigi incelenmis ve %91 olgunun tani almay siirdiirdiigii gosterilmistir
(32). Yine de bu yeni siniflamadaki tani dlgiitlerinde yapilan degisiklikler nedeniyle otizm tanili
bazi ¢ocuklarin bu taniy1 kaybedecegi endisesi siirmektedir (33). DSM-IV YGB tani dlgiitleri
ve DSM-5 OSB tani dlgiitlerini karsilastiran bazi ¢alismalarda, daha 6nce YGB tanisi alan bazi
cocuk ve ergenlerin OSB tanis1 almayabilecegi gosterilmistir (34, 35). Yine tilkemizde yapilan
ve klinik orneklem verilerini igceren bir calismada DSM-IV’e gore tani alan olgularin
%19,3’linin DSM-5’¢ gore tani alamadigi bulunmustur (36). Bu nedenle DSM-5 tani
Olciitlerinin altinda “DSM-IV’e gore OB, AB ve YGB-BTA tanist almis olanlara OSB tanisi
verilmelidir” seklinde bir not yer almaktadir. Ayrica “Toplumsal iletisimde belirgin eksiklikleri
olan, ancak belirtileri, OSB igin baska tiirlii tan1 dlgiitlerini karsilamayan kisiler, Toplumsal
iletisim bozuklugu (TIB) acisindan degerlendirilmelidir” seklinde ekleme yapilmistir. TIB
tanisi, toplumsal iletisim becerilerindeki yetersizlikleri ile OSB tanisina benzemekle birlikte,
kisith ve yineleyici davramslarin gériilmemesi ile birlikte OSB’den ayrilir (1). TiB tanisi, yine
“Norogelisimsel bozukluklar” iist bashigmm “Iletisim Bozukluklar1” alt bashginin altinda ilk

defa DSM-5’de tanimlanmig bir tanidir (1).
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Tablo 1: DSM-5 OSB tam 6lgiitleri

A. O sirada ya da dykiiden alinan bilgilere (ayrintilamaktan ¢ok 6rnekleyen) gore, asagidakilere kendini
gosteren, degisik bigcimleriyle toplumsal iletisim ve toplumsal etkilesimde siiregiden eksikler.

1. Sozgelimi, olagandist toplumsal yaklagim ve karsilikli konusamamadan, ilgilerini, duygularini
ya da duygulanimini paylasmaya, toplumsal etkilesimi baglatmamaya ya da toplumsal
etkilesime girememeye dek degisen aralikta, toplumsal-duygusal karsilikli eksikligi.

2. Sozgelimi, sozel ve sozel olamayan tiimlesik iletisim yetersizliginden, goz iletisim ve beden
dilinde olagan disiliklara ya da el-kol devinimlerini anlama ve kullanma eksikliklerine, yiiz
ifadesinin ve s6z olmayan iletisimin hi¢ olmamasina dek degisen aralikta, toplumsal etkilesim
i¢in kullanilan s6z olmayan iletisim davramislarinda eksiklikler.

3. Sozgelimi, degisik toplumsal ortamlara gére davranislarini ayarlama giicliiklerinden, imgesel
oyunu paylasma ya da arkadas edinme giicliiklerine, yasitlarina ilgi gdstermeye ya da arkadas
edinme giigliiklerine, yasitlarina gore ilgi gostermemeye dek degisen aralikta, iligkilerini
stirdiirme ve iligkileri anlama eksiklikleri.

B. O sirada ya da dykiiden alinan bilgilere (ayrintilamaktan ¢cok 6rnekleyen) gore, asagidakilerden en az
ikisi ile kendini gosteren, sinirli, yenileyici davranig oriintiileri, ilgi ya da etkinlikler:

1. Basmakalip ya da yineleyici devinsel (motor) eylemler, nesne kullanimlar1 ya da konugma ( 6r.
yalin devinsel basmakalip davranis rnekleri, oyuncaklari ya da oynar nesneleri siraya dizme,
yankilama [ekolali],kendine 6zgii deyisler).

2. Ayrnlik konusunda direnme, siradanlik digina esneklik gosterme ya da torensel ya da sozel
olmayan davranislar ( 6r. kii¢iik degisiklikler kargisinda asir1 sikinti duyma, gegislerde
giicliikler yagama, kati diislince oriintiileri, torensel selamlama davraniglari, her giin ayni
yoldan gitmek ve ayni yemegi yemek isteme).

3. Yogunlugu ve odagi olagandisi olan, ileri derecede kisitl, degiskenlik gostermeyen ilgi alanlari
(6r. alisilmadik nesnelere asir1 baglanma ya da bunlarla ugrasip durma, ileri derecede sinirlt ya
da saplantili ilgi alanlarr).

4. Duyusal girdilere karsi ¢cok yiiksek ya da diisiik diizeyde tepki gosterme ya da gevrenin duyusal
yanlarina olagandis1 bir ilgi gosterme ( or. agri/isiya karst aldirigsizlik, 6zgiil bir takim seslere
ya da dokulara karst ters tepki gosterme, nesneleri asir1 koklama ya da nesnelere asir1 dokunma,
1siklardan ya da devinimlerden gorsel biiyiilenme).

C. Belirtiler erken gelisim evresinde baglamis olmalidir (toplumsal gerekler sinirli yetenegin iizerine
¢ikana dek tam olarak kendini géstermeyebilir ya da daha sonraki yillarda, 6grenilen yontemler ile
maskelenebilir.)

D. Belirtiler, toplumsal, isle ilgili alanlarda ya da 6nemli diger islevsellik alanlarinda klinik agidan
belirgin bir bozulmaya neden olur.

E. Bu bozukluklar, zeka 6zrii ya da genel gelisimsel gecikme ile daha iyi agiklamaz. Zeka 6zrii ve otizm
spektrum bozuklugu siklikla bir arada ortaya ¢ikar. Otizm spektrum bozuklugu ve zeka 6zrii tanisi
koymak i¢in, toplumsal iletisim, genel gelisim diizeyine gore beklenenin altinda olmalidir.

Not: DSM 1V otistik bozukluk, Asperger bozuklugu ya da bagka tiirii adlandirmaya yaygin gelisimsel
bozukluk kesin tanis1 almig olan kisilere otizm spektrum bozuklugu tanist konmalidir. Toplumsal iletisimde
belirgin eksiklikleri olan, ancak belirtileri, otizm spektrum bozuklugu igin tam 6lgeklerini karsilamayan kisiler,
toplumsal iletisim bozuklugu agisindan degerlendirilmelidir.

Varsa belirtiniz:
e  FEslik eden zeka 6zrii olan ya da olmayan,
e Eslik eden dil bozuklugu olan ya da olmayan,
e  Eslik eden, bilinen bir saglik durumu ya da kalitimsal durum ya da ¢evre etkeni olan,
e  Eslik eden diger bir ndrogelisimsel, ruhsal ya da davranigsal bozukluk,
e Katatoni ile giden.
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DSM-5’de ayrica DSM-IV’den farkli olarak boyutsal yaklagim benimsenmektedir.
Boyutsal yaklagima gore, tani dlgiitlerinin yaninda OSB i¢in agirlik diizeyleri belirlenmis ve
OSB tanis1 alan bireylerin hafif, orta ve agir olarak belirtilmesi 6nerilmistir. Bunun yaninda
eslik eden ZY, dil bozuklugu, bilenen saglik durumu, kalittmsal durum ya da ¢evresel etkeni,
diger bir nérogelisimsel, ruhsal ya da davranigsal bozukluk ve katatoninin olup olmadiginin
belirtilmesi ve kodlanmasi istenmektedir. DSM-5’de ayrica farkli yas araligi ve dil diizeyine

gore belirti 6rnekleri verilmistir (1).
2.2. Epidemiyoloji

1960 ve 1970’lerde otizmle ilgili ingiltere ve Amerika’da ve ilk yapilan ilk prevalans
caligmalarinda oran 2-4/10.000 olarak bildirilmistir (2, 3). 1980’ler ve 1990’larda ise otizmin
tan1 Olgltlerinin genisletilmesine bagli yayginliginda artis oldugu dikkat ¢ekmektedir (37).
2002’de Amerika’daki otizm prevalans tahminlerinin orani yaklasik 6-7/1.000’dir ve oranin ilk
calismalara gore 30 kat artmis oldugu goriilmektedir (37, 38). Yirminci yiizyilin sonunda bu
oran daha da artmistir ve bunun sebebi olarak daha genis bir otizm spektrumu kavraminin
benimsenmesi, ¢aligmalarda farkli metodolojiler kullanilmasi, tarama hizmetlerinin gelismesi,
ebeveynlerin ve profesyonellerin farkindaliginin artmasi gibi etkenlerin yaninda baba yasinda
artig gibi otizme 6zgiil risk etkenlerinin de artmasina baglh olabilecegi diisiiniilmistiir (39-41).
“Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi” (CDC),!® “Otizm ve Gelisimsel Bozukluklar izlem
Agr’nin (ADDM Network)!® genis tabanl1 verilerini kullanarak hazirladig1 raporunda, OSB
tanisinin Amerika’da tiim 1rk, etnik grup ve sosyoekonomik gruplar arasinda 2002 ve 2000
yillarinda 1/150; 2006°da 1/110; 2008’de 1/88; 2012°de ise 1/68 oraninda oldugunu rapor
etmistir (4, 42). 2011 yilinda Giiney Kore’de 7-12 yas arasindaki ¢ocuklarin tarandigi genis bir
toplum tabanli bir epidemiyolojik calismada OSB prevalansinin %2.68 oldugu bulunmustur
(43).

OSB ile ilgili nerdeyse tiim epidemiyolojik ¢aligmalarda tutarli olan bir bulgu, erkek
¢ocuklarin kizlardan 4-5 kat daha ¢ok etkilendigidir. ZY siddetlendikge kiz erkek orani birbirine

18 CDC: Centers for Disease Control and Prevention
19 ADDM Network: Autism and Developmental Disabilities Monitoring Network

12



yaklasmaktadir (37). Bu cinsiyetler arasi1 farkliligin etkilenmis kizlarda sinirli ve yineleyici
davraniglarin daha az goriilmesi nedeniyle tanilamada yan tutmaya yol agmasi sonucu
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (44). Buna ek olarak bu farklilik “disi-koruyucu etki”?® ile
aciklanmaya calisilmaktadir. Bu mekanizmaya gore kizlarda bozuklugun ortaya ¢ikmasi icin
erkeklere oranla daha fazla etiyolojik yiikiin (genetik ve ¢evresel) olmasi gerekir (45). Genetik
aragtirmalar, kiz cinsiyetin OSB igin risk olusturan kalitsal ve de novo genetik varyantlarin
etkilerine karst koruyucu oldugunu ve cinsiyet kromozumu genlerinin ve/veya ozellikle
testesteron gibi cinsiyet hormonlariin da bozukluktaki cinsiyet farkliliklarinin ortaya
¢ikmasinda 6nemli oldugunu gostermektedir (46, 47). Ayrica yapilan genetik ¢alismalarin
bazilarinda etkilenmis kizlarda erkeklere oranla daha fazla mutasyon yiikiiniin goriilmesi de
“disi koruyucu etki” hipotezini giliglendirmistir (48). Bunun yaninda ZY daha siddetli
etkilenmis bireylerden kizlarda erkeklere gore toplumsal iletisim alaninda daha fazla bozulma

goriilmektedir ve bu grupta kizlar daha diisiik zeka ortalamasina sahiptir.
2.3. Tanisal degerlendirme

OSB tanisi tamamen davranigsal bulgulara dayanarak konmaktadir. Ciinkii bozuklugun
heterojenitesinden dolay1 heniiz tanimlanmig gegerli bir biyobelirteg, molekiiler tani testi veya
beyin goriintiileme bulgusu bulunmamaktadir. OSB tanis1 deneyimli bir klinisyen tarafindan
standardize yontemler kullanilarak iki yasindan itibaren giivenilir bir sekilde
konulabilmektedir. Tani, detayli gelisimsel 6ykii, bilissel ve iletisimsel islevselligin kapsamli
degerlendirilmesi, ¢oklu tani araglar1 ve bilissel araglar ile otizm belirtilerinin gdzlenmesine
dayanarak konulur (49). OSB tanisi i¢in ideal olan1 asagida belirtilen, standardize,
yapilandirilmis tanit goériismelerden birini uygulamaktir. Degerlendirme sirasinda es tanili
psikiyatrik bozukluklar ve tibbi durumlarin detayli bir sekilde belirtilmesi 6nemlidir. Ayrica
adaptif becerilerin standardize araclarla (6r. Vineland adaptif davrams olgegi?t)

degerlendirilmesi 6nerilmektedir (50).

20 female protective effect
2L Vineland adaptive behavior scale
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OSB i¢in diinyada en yaygin kullanilan tami araglar1 Otizm tani1 goriismesi-gozden
gecirilmis formu (ADI-R)? ve Otizm tan1 gdzlem ¢izelgesi(ADOS)?®dir. ADI-R, standardize,
yar1 yapilandirilmis, aragtirmaci merkezli bir gériismedir ve bakim verenle yapilir (51). ADOS
ise, ¢ocuk ve erigkinlerin klinisyen tarafindan go6zlemine dayanan standardize, yari
yapilandirilmig tani aracidir (52). ADOS-2, zihinsel yas1 15 ayliktan kii¢iik ¢ocuklarin ADOS
ile klinik tanidan bagimsiz olarak otizm tanist almasi nedeniyle, ADOS’un 30 aydan kiiciik
¢ocuklara da uygulanabilmesi amaciyla gelistirilmis versiyonudur (53). ADI-R ve ADOS,
DSM-1V tam olgiitlerine dayanmaktadir ve otizm tanisi i¢in altin standart kabul edilmektedir.
Ancak bu tani araglarinin Tiirkge gecerlilik giivenilirlik ¢aligmalar1 bulunmamaktadir. Ayrica
bunlardan ADI-R’nin 1,5-3 saat gibi uzun bir siire gerektirmesi ve hem ADI-R’yi hem de
ADOS’u uygulayabilmek i¢in 0zel yogun bir egitim gerekmesi bu tani araglarinin
kullanilmasmi kisitlamaktadir. Bunun disinda CODO? (Cocukluk otizmini degerlendirme
olcegi) en ¢ok kullanilan tam ve derecelendirme olceklerinden biridir (54). M-CHAT?
(Degistirilmis-Oyun Cocugunda Otizmi Tarama Listesi) ise kiiciik ¢cocuklarda en sik kullanilan
tarama aracidir (55). SI0% (Sosyal iletisim &lgegi) ve SCO?’ (Sosyal cevaplilik dlgegi) ise

cocuk Ve erigkinler i¢in uygulanan tarama testlerinden bazilaridir (56, 57).
2.4. Klinik Goriiniim
2.4.1. Erken isaretler

OSB’yi erken tanimak tedavide daha etkili olan erken miidahalenin uygulanmasini
sagladig1 icin ¢ok onemlidir. Onceden otizm tanili ¢ocuklar 3-4 yaslarindan sonra tani
almaktayken, giiniimiizde bu yas daha erkene gekilmistir. Erken isaretler ortak ilginin®® (bir
nesneyi isaret etmek) ve “mis gibi” oyunlarn?® olmamasi ya da az gelismis olmasi, karsilikl
duygulanim davranigsinda bozukluk, ismi seslenildiginde cevap vermeme, azalmis taklit,

gecikmis sozel veya s6zel olmayan iletisim, motor gecikme, olagandisi tekrarlayici davranislar,

22 ADI-R: The autism diagnostic interview-revised

23 ADOS: The autism diagnostic observation schedule

24 CODO: Childhood autism rating scale (CARS)

% M-CHAT: The modified checklist for autism in toddlers
26 S10: Social communication questionnaire (SCQ)
21.3CO: Social responsiveness scale (SRS)

28 joint attention

2 pretend play
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tipik olmayan vizyomotor kesif ve degisime esneksizlik olarak 6zetlenebilir (58, 59). Fakat
yiiksek iglevli bireylerin, 6zellikle kizlarin, tanis1 ¢gok daha geg olabilmektedir (60). Rutin erken
tarama 18 ve 24 aylikken 6nerilmektedir (61).

2.4.2. Toplumsal iletisim ve etkilesimde nitel bozulmalar

Toplumsal etkilesimde bozulma OSB’nin ¢ekirdek belirtisidir ve bu belirti ¢ok agirdan
daha az dikkat ¢ceken daha hafif diizeye kadar olabilen degisen araliklarda olabilir. OSB tanili
cocuklar toplumsal iliskiyi baslatmakta giigliik ¢ekerler ya da kurduklari toplumsal etkilesimde
tuhaflik sergilerler. S6zel olmayan iletisim becerilerinde gerilik, esneklik ve kendiligindenlik-
dogallik becerilerinde eksiklik ve kullanilan jest ve mimiklerde kisitlilik s6z konudur. Empati

yetenekleri zayif olan otizm tanili ¢gocuklarin arkadaglik becerileri iyi degildir.

OSB tanili bireylerde dil gelisimi de farkli oranlarda etkilenmistir. Konusabilen OSB
tanil1 bireylerde karsilikli s6zel iletisimi baslatma ve siirdiirmede, konugma sesinin ton, ritim
ve hizin1 ayarlamada olagan olmayan ozellikler gozlenmektedir. Ani ve geg¢ ekolali siktir,

zamirlerin tersten sdylenmesi, neolojizm® ve tekrarlayict konusmalar da siklikla gériiliir (62).
2.4.3. Swvurly, tekrarlayict davranisiar, ilgiler ya da etkinlikler

Etkilenmemis ¢ocuklarda da goriilebilen ancak 3-4 yasindan dnce kaybolma egiliminde
olan basmakalip motor hareketlerin OSB tanili ¢gocuklarda tam tersine 5 yasindan sonra arttigi
bilinmektedir. Bunlar kendi ¢evresinde dénme, sallanma, parmak ucunda yiiriime, garip el
hareketleri, kanat ¢irpma, esyalari goziine ¢ok yakin tutarak seyretme gibi basit motor
hareketlerin yaninda otizm tanili bireylere 6zgili oyuncaklari dizme veya ¢evirme, oyuncaklarin
yalnizca bir pargast ile ilgilenme gibi basmakalip ve tekrarlayan oyunlari da igerir. Tekrarlayict
torensel davraniglar, aynilikta 1srar ve rutinleri bozuldugunda kaygi yasama goriilebilir (62).
Ekolali ve kendine 6zgii tabirler gibi tekrarlayan ve basmakalip konusmalar, selamlagma
ritiielleri, her giin ayn1 yemegi veya yolu tercih etme gibi rutinler, kisitl ve sabitlesmis ilgiler
diger belirtilerdir (1). OSB tanili bireylerde DSM-5 tan1 6lgiitlerine yeni dahil edilen duyusal

uyarilara az duyarlilik (hiposensitivite) veya asir1 duyarlilik (hipersensitivite) yanitlart olabilir

%0 neolojizm: kelime uydurma
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(62). Ornegin, agr esiginin yiiksek olmasina karsin, dokunmaya asir1 tepki gosterme, hafif bir

sese veya 1s1ga abartili tepkiler verme ya da asir1 yemek segme gibi davraniglar sergileyebilirler.
2.5. Otizmle ilgili norobilissel kuramlar

Bozulmus zihin kuramr®, otizm tanili ¢ocuklarda 1985 yilinda tanimlanmistir (63).
Kendisinin ve baskasinin zihinsel durumunu anlamak olan “zihinsellestirme”®? ile ilgili
zorluklarin toplumsal iletisim bozukluklarinda énemli oldugu diisiiniilmiistiir. Goriintiileme
yontemleriyle mediyal prefrontal korteks, iist temporal sulkus, temporopariyetal bolge,
amigdala ve fuziform girus gibi beyin bolgesi aglari, toplumsal algi ve bilisin kullanildig:
etkinliklerde tutarli olarak hipoaktif bulunmustur (64, 65). Ayrica OSB tanili bireylerde goriilen
yiritiicii islev bozukluklarinin, tekrarlayici basmakalip davranislar ve toplumsal iletisim
eksikliklerinin altinda yatan mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir (66, 67). Goriintiileme
caligmalari, frontal, pariyetal ve striatal beyin devrelerin yiiriitiicli islevlerin bozuklugu ile ilgili
ana sistemler oldugunu diisiindiirmektedir (64). Yiiriitiicii islev bozuklugu otizme 6zgii degildir;

diger noropsikiyatrik durumlarda da goriilebilmektedir (68-70).
2.6. Ayiricl tani

Yas kiiciildiikge ayirict tan1 zordur ¢linkil bu yaslarda gelisimin bir alaninda sorun varsa
diger alanlarda da aksama goriilme olasilig1 yiiksektir. OSB ile en sik karigan durumlar; dil
bozukluklari, ZY, Tepkisel baglanma bozuklugu, Cok erken baslangigli sizofreni, Obsesif
Kompulsif Bozukluk (OKB), TIB, gérme ve isitme engelleri ve selektif mutizmdir (71).

2.7. Es tamh durumlar

OSB tanili bireylere genel niifusa gore daha yliksek oranda davranmigsal sorun ve
psikiyatrik bozukluk eslik etmektedir. Ancak belirtilerin goriiniis bigimleri farkli oldugu igin
tan1 koymada zorluklar yasanmaktadir (31). OSB tanil1 bireylerin %70’inde tibbi, gelisimsel
veya psikiyatrik bozukluk es tanilarinin bulundugu diisiiniilmektedir. Bunlar ZY (yaklasik
%45), DEHB (%28-44), konusma bozukluklari, tik bozukluklar1 ve motor anormallikler gibi

norogelisimsel bozukluklar ile anksiyete bozuklugu, depresyon, OKB, psikotik bozukluk, yeme

31 theory of mind
32 mentalizing
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bozuklugu ve madde kullanim bozuklugu gibi psikiyatrik bozukluklardir. Eslik eden tibbi
durumlar ise epilepsi (yaklasik %30), uyku bozukluklar1(%50-80), gastrointestinal sistem (GIS)
problemleri ile frajil X sendromu (FXS) gibi genetik sendromlardir. Ergenlik doneminde eslik
eden psikiyatrik bozukluklarin oran1 daha da artmaktadir. OSB’ye eslik eden diger bozukluklar
islevsellikteki bozulmanin en 6nemli nedenlerindendir, rutinde degerlendirilmesi ve tedavi
edilmesi 6nemlidir (72). OSB’nin diger bozukluklar ile yiiksek es tani oran1 géstermesi, OSB’yi
modellemede zorluklara yol agmaktadir. Hayvan modellerinde otistik davranislarin
degerlendirmesini zorlastirmakta, sizofreni, DEHB ve OKB gibi diger noropsikiyatrik

bozukluklarda goriilen fenotiplerle ortiismesine neden olmaktadir (11).
2.8. Tedavi

OSB tanili ¢ocuklarin tedavi programlari bireysel gelisimsel 6zellikler, islevsellik diizeyi
ve yetersizlik alanlarina gore planlanmalidir. Tedavide en etkin yaklasim egitsel yaklagimlardir.
Kanit diizeyi en fazla olan egitsel yaklasim “Uygulamali Davranis Analizi” (ABA)3¥dir. Erken
yogun davranis analizi”3* ise ABA’nin 2-5 yas aras1 ¢ocuklara uygulanmis formudur (73).
“Erken baslangicli Denver modeli”® ve “Temel tepki 6gretimi (PRT)* ise son yilarda etkinligi

gosterilmis diger yontemlerdendir (74, 75).

OSB’de ilag tedavisi ise genelde eslik eden psikiyatrik durumlar ve davranigsal sorunlar
i¢in kullanilmaktadir. Otizmin temel belirtisi olan toplumsal iletisimsel becerilere yonelik ilag
tedavisi heniiz bulunmamaktadir. Bazi durumlarda tekrarlayict hareketler gibi belirtiler i¢in ilag
tedavisi gerekli olabilmektedir. Ingiltere’de yapilan bir ¢calismada OSB tanili bireylere %29
oraninda ilag regete edildigi saptanmistir. Bunlari %9,7 oranla uyku ilaglari, %7,9 oranla
psikostimiilanlar ve %7,3 oranla antipsikotikler olusturmaktadir (76). Benzer oranlarin
bildirildigi Amerika’da “Kuzey Amerika otizm tedavi agi”ndaki®”” 2.800’den fazla ¢ocukla

yapilan bir calismaya gore OSB tanili ¢cocuklarin %27 sine en az bir adet psikotrop ilag recete

33 ABA: Applied Behaviour Analysis
3 Early intensive behavioral analysis
% The early start Denver model

% PRT: Pivotal response training

87 Autism Treatment Network
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edildigi gosterilmistir. Bunlar1 %13 oranla stimiilanlar, %8 oranla segici seratonin geri alim

inhibitorleri (SSRI)*® ve %8 oranla atipik antipsikotikler olusturmaktadir (77).
2.9. Gidis ve Sonlanim

Bir meta-analize gore, otizm tanili bireyler ayni yas ve cinsiyetteki etkilenmemis
bireylere gore 2,8 kat daha fazla mortalite riski tasimaktadir (78). Bu durum daha ¢ok eslik eden
¢ikan tibbi durumlara baglidir. Daha onceki calismalarda otizm tanili eriskinlerin %58-78
bagimsiz yasama, egitsel basari, ¢calisma hayati ve akran iliskilerinde kotii sonuglar yasadigi
bulunmustur. Daha yiliksek zeka diizeyi, 6 yasindan once iletisimsel ifade edici konusma ve
daha az toplumsal bozulma gibi 6zellikler daha iyi gidisle iliskilidir. Cocukluk ¢agi izlem
caligmalarinda tan1 kaybu, otistik belirtilerde azalma ve normal toplumsal iletisim gibi olumlu
sonuglar da raporlanmistir (79). Ancak ZY eslik etmese bile yasam kalitesi ve mesleki

potansiyel acisindan eriskin toplumsal islevsellik ¢ok da tatmin edici degildir (80).
2.10. Etiyoloji

OSB yalnizca son on yil i¢inde ylizlerce yatkinlik geninin tanimlandigi karmasik,
heterojen ve ¢ok genli®® bir bozukluktur. Genetik yapisinin kapsamli bir sekilde anlasilmasinm,
patofizyolojisinin tam olarak ortaya konabilmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir (7).
Ancak sadece genleri degil, hastaliga neden olan genetik unsurlarla birlikte calisan diger
mekanizmalar1 tanimlamak da oldukc¢a 6nemlidir. Epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen
veriler ile bozuklugun etiyopatogenezine katkida bulunabilecek ¢evresel etkenlerin etkisinin
onemini gosteren kamitlar giderek artmaktadir (81). Immun sistem diizenlenmesindeki
bozuklugun OSB gelisiminde rol oynadigi uzun zamandir bilinmektedir. Ilave olarak
epigenetik?® diizenlemeler OSB iliskili bozuklukta etkilenen merkezi mekanizmalardan biridir
(6r. Rett Sendromu (RTT)). Bozuklugun tiim bu yo6nlerini igeren kombine yaklasim etiyolojiyi
anlamada son derece 6nemlidir. Son yillarda daha ¢ok olmak tizere otizmle ilgili yapilan ¢ok
sayida genetik, norokimyasal, norofarmakolojik, néroendokrinolojik, ndroimmiinolojik

calismalar ve néroanatomik beyin goriintiileme ¢alismalarina ragmen OSB i¢in higbir etiyolojik

38 SSRI: Selective Seratonin Re-uptake Inhibitor
39 multigenic/polygenic
40 Epigenetik: DNA’ min yalmzca baz dizilimi ile agiklanamayan kalitsal bilgileri ile ilgilenen bilim dal.
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model, biyolojik veya davranigsal belirteg veya 6zgiil psikopatolojik siire¢ tanimlanamamistir
(82).

2.10.1. Genetik etkenler

OSB’ler %50 ila %90 kalitilabilirlik** orani ile bilinen en kalitilabilir néropsikiyatrik
hastaliklardan biri olmakla birlikte tiim varyantlar1 kalitsal degildir; de novo genetik varyantlar
da etiyolojide 6nemli etkenlerden biridir (83-85). Genetik etkenlerin ne kadar 6nemi oldugu
hem direkt hem de direkt olmayan kanitlarla ortaya konmustur. Direkt olmayan kanitlara ikiz
calismalar1 6rnek olarak verilebilir. Yapilan ikiz ¢alismalarinda konkordans* oranmnmn higbir
zaman %100 olarak gdsterilememis olmas1 ve kondordan monozigot (MZ)*® ikizlerde bile
belirti siddeti agisindan farkliliklar olmasi, bu kalitilabilirligin ¢evresel riskler ve gen-gevre
etkilesimleri baglaminda ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir (85). Direkt kanitlar ise sitogenetik

4 Genom boyu iliskilendirme calismalar

calismalar, Tiim genom baglant1 caligmalari®
(GWAS)*®ile WES ve WGS gibi NGS yontemleri ile yapilmis calismalardan elde edilen

verilerle ortaya konmustur (86, 87).

Otizmde biyolojik mekanizmalarin etkisi, Susan Folstein ve Michael Rutter tarafindan ilk
ikiz ¢alismasinin rapor edildigi 1970'lerin sonuna kadar arastirilmamistir (1977). Bu ¢alismada
olgu sayist az olmasina ragmen genetik etkenlerin etiyolojide rol oynadigi ilk defa ileri
striildiigt i¢in bulgular olduk¢a 6nemlidir. Bu ilk gozlem sonrasinda pek ¢ok konkordans
calismasi tarafindan dogrulanmustir (85, 88-91). MZ ikizlerle yapilan ¢aligmalarda konkordans
oran1 %60-90, DZ ikizlerde ise %0-20 olarak bulunmustur. ikiz ¢alismalarinda “genis fenotip”
g6z Oniine alindiginda bu oran daha da artmaktadir (92). Nedeni bilinmeyen OSB tanili
olgularin kardeslerinde bozuklugun yineleme oraninin %5-10 oldugu saptanmigken, multipleks
ailelerde bu oranin %25’lere ¢ikabildigi gosterilmistir (93). Toplam 14.516 OSB tanili ¢ocuk
drnekleminin oldugu popiilasyon bazli bir calismada goreceli risk (RR)* MZ ikizlerde 153,0;

DZ ikizlerde 8,2; 6z kardeslerde 10,3; maternal iivey kardeslerde*’ 3,3; paternal iivey

41 heritability

42 Konkordans: uyusma

4 MZ: tek yumurta ikizi

4 whole-genome linkage

4 Genome-wide association studies (GWAS)
46 relative risk

47 half sibling
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kardeslerde 2,9; kuzenlerde ise 2,0 bulunmustur (84). Ayrica, multipleks ailelerle yapilan daha
giincel ¢alismada, erkeklerde (%47,5) kizlara gore (%44,3) daha yiiksek yineleme oranlar
saptanmustir (94). OSB tanili cocugu olan ailelerde sik¢a goriilen “liremeyi durdurma’™®
egiliminin, yineleme oranlarin1 diisiik gosterdigini O6ne siiren bir ¢alismada ise, bu durum
kontrol altina alinarak analiz yapildiginda, yalnizca bir etkilenmis kardes varliginda yineleme
oran1 %10-15 iken; iki etkilenmis kardes varliginda ise oran erkeklerde %50, kizlarda %12
olarak bulunmustur (95). Yine bir ¢calismada 6z kardeslerde yineleme oraninin iivey kardeslere

gore iki kat fazla oldugu saptanmistir (96).

Otizm genetiginin ozellikleri

Yeni genetik teknolojilerinin ilerlemesi ile son 10-15 yilda OSB’nin genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasinda ¢ok onemli ilerlemeler kaydedilmistir (97-99). Bu yeni OSB genomik
caligmalariin bulgular1 ile genetik etiyolojinin roliinii destekleyen Onemli kanitlar elde
edilmekle birlikte, altta yatan molekiiler temelin anlasilmasinin zorlugu daha da ¢ok ortaya
cikmistir. Bozuklukla iligkili kesin klinik bir model eksikligi ve bozuklugun nadir sebeplerinin
de saptanabilmesini saglayacak biiyiik 0rneklemli ¢calismalarin gerekliligi gen bulma siirecini
zorlagtirmaktadir (100). Aslinda OSB olgularinin ¢ogunlugunun (>% 75) genetik nedeni hala
bilinmemektedir (8).

Otizmde yiizlerce gen varyantlar1 saptanmistir. Bu varyantlarin risk etkileri®® olduk¢a
degiskendir ve otizm disindaki diger bozukluklarla da iligkilidir. Otizmle iliskili varyantlar
nerdeyse tiim kromozomlarda tanimlanmis olmakla birlikte tek baz ¢ifti degisikliklerinden (tek
niikleotid varyantlar1 (SNV’ler)), binlerce ila milyonlarca baz ¢iftinin kaybedilmesi ya da
kazanilmasina kadar olan degisikliklere (kopya sayisi varyantlarma (CNV’ler))®! kadar olan
tiim mutasyon yelpazesini igerir (101). Hem daha penetran olan nadir mutasyonlar ve hem de

kiiciik etki boyutu olan yaygin varyantlar otizm genetiginde rol oynamaktadir (99).

“Cok genli model®®” OSB ile iliskili genetik etiyolojiyi agiklamaya ¢alisan modellerden

biridir. Bu modele gore ¢ok sayida kiiciik etkili kalitsal varyant ve cevresel etkenlerin

“8 reproductive stoppage

49 risk effect

0 SNVs: Single-nucleotide variants
51 CNV: Copy number variation

52 polygenic model
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birlikteligi ile belli bir esigin gecilmesi sonucu bozukluk ortaya ¢ikmaktadir. Diger model ise
bir ya da birka¢ (oligogenik) nadir ve yliksek oranda penetran mutasyonun etkisi sonucu
bozuklugun ortaya ¢iktiginin diisiiniildigli “major gen modeli” olarak tanimlanmaktadir. Major
gen modeline gore aileler “diistik riskli” ve “yiiksek riskli” olarak iki gruba ayrilmaktadir. Daha
sik goriilen “diistik riskli” grupta mutaston de novo ortaya ¢ikmakta kiz ¢ocuk bilinmeyen bir
mekanizma ile mutasyonun etkisinden korunmaktadir. “Yiksek riskli” grupta ise maternal
kalitilan mutasyon erkek cocuklara daha yiiksek oranda penetran sekilde aktarilmaktadir.
Ancak bu modellerin hi¢ biri tek basma otizmin genetik etiyolojisini aciklamaya yeterli
olamamaktadir. Tim veriler g6z Oniine alindiginda hem genetik riskin en biiyiik bilesenini
olusturan yaygin genetik varyantlarin, hem de daha az goriilmekle birlikte 6nemli katkilart olan

de novo ve kalitsal nadir varyantlarin etiyolojide birlikte rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (11).

OSB i¢in iyi tanimlanmis risk varyantlarinin penetrans ve ekspresivitesi oldukca
cesitlidir. Bu da genotip-fenotip yapisinin karmasikligina isaret eder. Probanddaki®® mutasyonu
tasiyan ebeveyn veya kardesin hastaliktan etkilenmemesi; “oligogenik heterozigosite™* yani
ayni kiside birden fazla olasi risk geni bulunmasi sonucu hastaligin ortaya ¢ikmasi (102) ya da
bireyde yaygin varyantlarin kiimiilatif etkisi gibi etkenlerin hepsi penetrans farkliliklarini
aciklayabilir (103). Yiiksek oranda penetran mutasyonlar OSB alt tiplemesi igin
kullanilabilirken, yaygin varyantlar tanilama i¢in kullanilamaz (104). Ornegin OSB tamli ve
ZY’lii hastalarda saptanmis olan CHD8>® ve DYRK1A®® genlerindeki mutasyonlarin simdiye
kadar etkilenmemis herhangi bir bireyde saptanmamasi, bu mutasyonlarin yiiksek oranda

penetran olduguna isaret etmektedir (105).

Otizmde etkilenen kardeslerin arasinda bile, fenotipik ¢esitlilik ile sonug¢lanan farkli gen
takimi mutasyonlarin etiyolojiden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (106). Yiiksek risk
OSB iligkili CNV’ler tanimlanan ailelerin tigte ikisinde, bu CNV’ler tiim etkilenen kardesler

i”57

tarafindan paylasilmamistir; bu da “aile i¢i genetik heterojenitey gosterir (107). Ayrica

otizmde ayn1 mutasyonu tastyan bireylerde bile farkli fenotiplere rastlanmasi yiiksek pleiotropi

%3 proband: tibbi durum igin aragtirilmaya altina alinan ailenin ilk etkilenmis iiyesi.

% oligogenic heterozygosity: ayni kisinin bir bozukluk ile ilgili birden fazla risk varyanti tagimas.
55 CHD8: Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 8

% DYRKZ1A: Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated Kinase 1A

57 intrafamilial genetic heterogeneity
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oranina isaret eder. Pleiotropi bir genin birden fazla fenotipi etkileyebilecegi anlamina gelir.
Bunlar bazen somatik fenotipler (6r. GIS problemleri) olabilecegi gibi, bazen de DEHB, ZY
gibi psikiyatrik bozukluklardir. Ornek olarak bazi CNV’lerin iliskili oldugu psikiyatrik

durumlar Tablo 3’de verilmistir.

Genetik defektler, herhangi bir sendromla iliskili oldugu zaman “sendromik otizm®®”,

olmadi@1 zaman “sendromik olmayan otizm” grubunda yer alirlar. “Idiyopatik otizm” terimi ise
Ozgiil bir etiyolojisi saptanamamis otizm anlamima gelmektedir (97). Sendromik otizm,
sendromik olmayan otizm veya idiyopatik otizm formlar1 arasinda énemli oranda biyolojik
ortisme vardir (108). Bu nedenle giiniimiizde sendromik olan ya da olmayan seklinde ikili
yaklagim yerine, eslik eden fenotiplerin gozlenip gézlenmemesi ve genetik katki veya neden
tespit edilip edilmemesine dayanarak olgularin kiimelemesi daha uyun bir yaklasim olarak
onerilmektedir (109).

Ayrica OSB iligkili yiizlerce gen kromozomlarda rastgele dagilmamistir. Bu genler
beyinde kromatin yeniden diizenlenmesi, protein sentezi, protein par¢alanmasi ve sinaptik
fonksiyon gibi fonksiyonel olarak birbiriyle iliskili biyolojik siireglerde birlikte rol

+9559

oynamaktadirlar. “Sistem biyolojisi ve “karmagik aglar”®

yaklagimlar1 genlerin bu
iliskilerini ¢6zmek igin kullanilan yontemlerdendir. Bu nedenle otizmin 6zgiil genlerinin

otesinde anormal siireglerine odaklanmak daha uygun bir strateji olarak gortinmektedir.

Nadir varyantlar

Hem kalitilan, hem de de novo olabilen nadir mutasyonlar, genel popiilasyonda minor
allel siklig1 %5’den daha az olan mutasyonlar olarak tanimlanmigtir. Bunlar “sendromik otizm”
olarak adlandirilan ve Mendelyan kalitim gosterenler®! (otizm tanili bireylerin %5-10"unu
olusturur), kromozom anomalileri (~%?5), hem kalitilan hem de de novo nadir CNV’ler (~10)
ve ekzom dizileme ile tespit edilen de novo veya kalitilan nokta mutasyonlar (SN'V’ler) seklinde
ortaya ¢ikabilir (110).

%8 Sendromik otizm: OSB belirtileri dismorfik, néromiiskiiler, metabolik veya yapisal beyin anomalileri
gibi ayirt edici klinik 6zellikleri de igeren sendromlara eslik ettigi durumlarda bu kavram kullanilir.

%9 systems biology

60 complex networks

61 Mendelyan kalitim: tek genli (monogenic) kalittm
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Otizmle iliskili nadir genetik ve genomik bozukluklar

1990’11 yillarda FMR 12 geni ile iliskili FXS (111), MECP2® geni ile iliskili RTT (112)
ve makrosefalinin eslik ettigi PTEN® iliskili bozukluklar (113) ve 2000°li yillarda TSC1%
(114) ve TSC2 (115) genleri ile iliskili tiiberoz skleroz kompleksleri (TSC) gibi tek gen
bozukluklarinda artmis oranda OSB riski gosterilmistir. Bu bulgular, OSB’nin genetik
etiyolojisi i¢in dogrudan delil olmustur. Ayrica otizmin merkezi sinir sistemi (MSS) disindaki
klinik bulgular1 da iceren 0zgilil genetik bozukluklar kapsaminda da ortaya cikabildigi
gosterilmistir. Sendromlarin klinik goriiniimiine eslik eden ve “sendromik otizm” olarak
adlandirilan bu OSB’lere neden olan genlerin sayisi kesfedildikge artmaktadir. OSB tanili
olgularin yaklasik %15’inin bilinen bir Mendelyan veya genetik sendromla iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Tek gen mutasyonlar1 OSB olgularinin yaklasik %5-10’unda etken olarak
goriilmektedir (116). OSB tanili bireylerde tek gen mutasyonu ile iliskili en sik goriilen genetik
bozukluk olan FXS; olgularin yaklasik %2’sinde bulunmaktadir (117). TSC (OSB tanili
bireylerin yaklasik %1’inde), RTT (yaklasik %0,5), Norofibromatozis (NF) (<%1) ve 22913
delesyon sendromu (SHANK3®® yaklasik %0,5) diger sik goriilen Mendelyan kalitilan
sendromlardan bazilaridir. Ayrica OSB, Sotos, Cowden, Moebius, Smith-Lemli-Opitz ve
Timothy sendromu gibi nadir goriilen sendromlarla da birliktelik gosterir (116). Baz1 genetik
bozukluklara otizm bulgularinin eslik etme orani yliksekken (6r. nadir goriilen ancak nerdeyse
tiim olgularda otizmin eslik ettigi 2q23.1 mikrodelesyon sendromu), bazilarinda ise daha diisiik
penetrans goriilmektedir (6r. PTEN iligkili sendromlar ve NF gibi). Ancak yine de bu oran
normal popiilasyona gore yiiksektir. OSB ile iligkili baz1 genetik sendromlar ve bozukluklarin
penetrans oranlar1 Sekil 1°de verilmistir. Sekilde de belirtildigi gibi DMD®’ geni ile iliskili
Duchenne miiskiiler distrofi ve NF1®8 geni ile iliskili Norofibromatozis 1°de penetrans orani

%5-8 arasinda degismekteyken; SHANK3 geni ile iligkili Phelan-McDermid sendromu ve

2 EMR1.: fragile X mental reterdation 1

63 MECP2: methyl CpG binding protein 2

64 PTEN: phosphatase and tensin homolog

85 TSC1: tuberous sclerosis 1

8 SHANK3: SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3
7 DMD: dystrophin

8 NF1: neurofibromin 1
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CACNAIC® geni ile iliskili Timothy sendromunda ise yaklasik %80°dir. Bu genlerin ve

fonksiyonlarmin ¢alisiimas1t OSB’nin patofizyolojisini anlamada katki saglayacaktir.

Ayrica OSB tiim kromozomlardaki biiyiik yapisal degisikliklerle iligkili bulunmustur.
Ancak biiyiik yapisal kromozom degisiklikleri nadir goériilen anomaliler oldugu i¢in OSB ile
iliskisini kanitlamak zordur. Istisna olarak maternal kalitilan 15q11-13 duplikasyonu (UBE3A®
genine ev sahipligi yapan bu bolge ayn1 zamanda Prader-Willi/Angelman sendromu bolgesidir)
~%1’lik siklikla otizm tanil1 bireylerde en sik karyotipik degisikliktir (118). Maternal 15911-
13 duplikasyonu ayn1 zamanda otistik popiilasyondaki en yaygin CNV’ler arasindadir. Ayni
duplikasyonun paternal olani ise otizm i¢in daha diisiik riske sahiptir (119). Bu bélgenin hem
dublikasyonu, hem delesyonu ve hem de UBE3A geninde olusan tek gen mutasyonu OSB ile
iligkilidir (120). Ayrica Down sendromu, Kleinfelter sendromu (XXY), XYY ve XYYY
sendromlar1 gibi baz1 kromozom andploidilerinin’ de otizm ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Molekiiler yontemlerin gelismesiyle birlikte otizmle iliskili 15913.3 mikrodelesyon sendromu
gibi mikrodelesyon sendromlar1 da tanimlanmustir. Tablo 2°de OSB iliskili bazi sendromlar ve

genetik bozukluklar gosterilmistir.

CNV’ler 1 kilobaz (kb) veya daha biiytik, duplikasyon, delesyon ve inversiyonlar1 da
iceren DNA segmentindeki herhangi bir yapisal varyantlardir. 2000°1i yillarin baginda
tanimlanmaya baslayan CNV’ler hem insanin popiilasyondaki fenotipik ¢esitliliginden sorumlu
yapisal genetik varyasyonlarla iligkili olabilecegi gibi, ¢ok cesitli Mendalyan 6zellikler ve
norogelisimsel bozukluklari da igeren ¢ok sayida hastalik ile de iliskili olabilir (121). En yaygin
yiiksek ¢iktilt CNV analizi yontemi CMA’dir. OSB’de goriilen de novo CNV’ler kontrollere
gore 3 ila 7 kat daha fazladir ve simpleks ailelerde multipleks ailelere gore daha sik goriiliir
(122). Ayrica OSB tanili probandda etkilenmemis kardese kiyasla de novo CNV’ler dort kat
daha sik ortaya ¢ikar (123). Diger biiyiik 6rnek boyutlu aile-boyu CMA ¢alismalarinda ise otizm
tanili bireylerin %5-10’unu olusturan, kalitsal ya da de novo ¢ok sayida submikroskobik CNV
saptanmigtir. Otizmle arasinda giiclii iliski gosterilmis CNV’ler olgular arasinda hem

ekspresivite ve hem de pleiotropik etkilerinde farkliliklar gostermektedir.

8 CACNALC: calcium voltage-gated channel subunit alphal C
0 UBE3A: ubiquitin protein ligase E3A
! andploidi: normal kromozom sayisindan sapma.
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Tablo 2: OSB ile iligkili bazi sendromlar ve genetik bozukluklar

Kromozom Gen/Kromozom bolgesi Sendromlar/iliskili genetik bozukluklar

2 MBD?5 (2¢23.1) 2031 mikrodelesyon sendromu (haployetersizlik)*

2 S0OS1 Noonan sendromu**

5 NSD1 Sotos sendromu

7 CNTNAP2 (7935) Kortikal displazi-fokal epilepsi sendromu (OR ***)

7 RAF1 Noonan sendromu**

7 BRAF Noonan sendromu**

8 CHD7 (8g12.2) CHARGE sendromu

8 VPS13B Cohen sendromu (OR)

9 TSC1 Tuberoskleroz kompleks

10 SMC3 Cornelia de Lange sendromu

11 DHCR7 (11913.1) Smith-Lemli-Opitz sendromu (OR)

12 CACNAIC (12p13.33) Timothy sendromu

12 KRAS Noonan sendromu**

14 PTEN PTEN iliskili bozukluklar / Cowden sendromu

15 UBE3A (15911.2) 15q11-q13 duplikasyon sendromu (genomik

damgalanma****)

15 UBE3A (15911.2) Angelman sendromu (genomik damgalanma)

15 15q13.2-q13.3 15q13.3 mikrodelesyon sendromu

15 MAP2K1 Noonan sendromu**

16 TSC2 Tiberoz skleroz kompleksi

16 16p11.2 16p11.2 mikrodelesyonu ******

16 16p11.2 16p11.2 mikrodublikasyonu

17 17p11.2 duplikasyonu Potocki-Lupski syndromu

22 SHANKS3 (22¢13.33) 22013 delesyon sendromu/ Phelan-McDermid sendromu

22 TBX1 ve digerleri 22911 delesyon sendromu/DiGeorge
(22g11.21) sendromu/Velokardiyofasial sendrom
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X MECP2 Rett sendromu
X FMR1 Frajil X sendromu (X’e bagli*****)
X SLC6A8 (Xq28) Beyin kreatin transport eksikligi sendromu (X’e bagli)
X SMC1A Cornelia de Lange sendromu (X’e bagl)
X DMD Duchenne .muskuler distrofi sendromu (X’e bagli)
XXY Kleinfelter sendromu*****x*
XYY XYY sendromu**xs*
Trizomi 21 Down sendromu#**xxx

* haploinsufficiency ~ ** Multilokus kalitima 6rnektir.  *** OR: otozomal resesif kalitilir. ~ ****genomik damgalanma

(genomic imprinting) kalitim paterni gosterir. ***** X’e bagl kalitilir. ****** Bu CNV yaklagik 25 gen igerir; OSB iliskili

genin KCTD13 oldugu diistiniilmektedir (124). *******QSB’nin eslik ettigi baz1 andploididler.

Penetrans

OSB prevalans:

100-

8

S

40

20

OSB tamh sendomlu hastalarin yiizdesi

—

Genetik etiyolojisi bilinen sendromlarin

—

Sekil 1: OSB ile iliskili baz1 genetik

sendromlar ve bozukluklarin

penetrans oranlari. Sekil orijinal

makaleden degistirilerek alinmistir

(12).
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2000°li yillarin basinda NLGN37? (Xq13.1), NLGN4X"® (Xp22.32-p22.31) (125) ve
SHANK2™* (11013.3) (126, 127) gibi cok sayida sinaptik gende de nadir mutasyonlar ile
seyreden sendromik olmayan OSB’ler ile iliskili tek gen bozukluklari tanimlanmistir. Bunun
yaninda idiyopatik otizmde CMA teknigi kullanilarak yapilan ilk biiylik 6l¢ekli CNV analizi
calismasinda NRXN17® (2p16.3) geninde ekilenmis iki kardeste delesyon saptanmistir (128).

2000’1 yillarin basinda NLGN37® (Xq13.1), NLGN4X"" (Xp22.32-p22.31) (125) ve
SHANK2® (11013.3) (126, 127) gibi cok sayida sinaptik gende de nadir mutasyonlar ile
seyreden sendromik olmayan OSB’ler ile iliskili tek gen bozukluklar1 tanimlanmistir. Bunun
yaninda idiyopatik otizmde CMA teknigi kullanilarak yapilan ilk biiylik 6lgekli CNV analizi
calismasinda NRXN17° (2p16.3) geninde ekilenmis iki kardeste delesyon saptanmistir (128).

Sendromik olmayan OSB’de en yaygin tekrarlayan CNV’lerden biri yaklasik 550 kb’lik
mikrodelesyon/mikroduplikasyon 16p11.2°dir ve olgularin 0,8 kadarinda bulunmaktadir (122,
129). OSB ile iliskili diger CNV’lere 15011-013, 15913.3, 22913.33 (SHANK3®) ve Xp22.11
(PTCHD18) 6rnek olarak verilebilir (127, 130). Baz1 CNVler tek geni etkilerken (6r. SHANK
delesyonlar1), bazi CNV’ler (6r. 16p11.2) ise birden fazla geni etkiler. OSB ile iliskili bazi
CNV’ler pleiotropik etkileri Tablo 3’de verilmistir.

Giiniimiize kadar OSB’nin genetik ve genomik etiyolojisi ile ilgili ¢ok sayida biiyiik
katilimli ve konsorsiyumlara dayali projeler gelistirilmistir. Ayrica WES ve WGS gibi yiiksek
¢iktili yontemlerin otizm gibi heterojen noropsikiyatrik bozukluklarda kullanilmaya baslanmasi
da etiyolojinin aydinlatilmasinda ¢igir agmistir. Hem multipleks hem de simpleks ailelerde
birden fazla nesil ile yapilan WES ¢alismalarinda AMT®2, MECP2, NLGN4X, PAH 8 PEX784,

2 NLGNS3: neuroligin 3

3 NLGN4X: neuroligin 4, X-linked

" SHANK2: SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2
> NRXN1: neurexinl

6 NLGNS3: neuroligin 3

" NLGN4X: neuroligin 4, X-linked

8 SHANK?2: SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2
" NRXN1: neurexinl

8 SHANKS3: SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2
81 PTCHD1.: patched domain containing 1

8 AMT: aminomethyltransferase

8 PAH: phenylalanine hydroxylase

8 PEXT: peroximal biogenesis factor 7
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POMGNT1%, SYNE1% ve VPS13B® genlerinde 6zgiil mutasyonlar saptanmistir (131). CMA
ve WES teknolojilerinin gelismesi ile birlikte daha biiyiik kohort calismalarinda da bazi
ailelerin 6zel mutasyonlar® tasidig1 goriilmiistiir. Otizm Genom Projesi (AGP)®® tarafindan
yiriitiilen 2.147 OSB tanil1 bireyi igeren bir ¢alismaya gore ise olgularin %4,6’smin nadir de
novo CNV tasidig1 saptanmistir (132). Simons Simpleks Koleksiyonu (SCC)® calismalarinda
ise ornekler simpleks ailelerden toplandigi i¢in de novo CNV oran1 %10 kadar yiiksek
bulunmustur (133). Multipleks ailelerden elde edilen orneklerle yapilmig Otizm Genetik
Kaynak Degisimi (AGRE)®' calismasinda ise hem de novo hem de kalitilan CNV’ler
gosterilmis, ancak bu ¢alismada de novo CNV orani beklendigi tizere daha diisiik bulunmustur.
Yani bir ailede OSB ile iliskili de novo CNV'nin kesfi, ayn1 ailedeki ikinci bir etkilenen cocugun
farkli genetik ve cevresel risk etkenleri kiimesi barindirma ihtimalini diglamaz. AGP ve SCC
verileri birlestirildiginde OSB ile iligkili 1921, 2p16, 3929, 7q11.23, 15911-q13, 15912, 15913,
16pl1, 16g23 ve 22q11°yi igeren 12 lokus tanimlanmistir (107).

Baz1 nadir varyantlar ise tek niikleotid mutasyonu ile meydana gelebilir. Bunun en tipik
ornegi SHANK3 geninde mutasyon sonucu olusan bir sendromik otizm formu olan Phelan-
McDermid sendromudur. Ayni zamanda pleitropik etkinin bir gostergesi olarak SHANKS3
(22913.3) geninde (134) patolojik nokta mutasyonlari ile seyreden sendromik olmayan otizm
olgularina da tanimlanmistir (135). Benzer oOzellikte mutasyonlar OSB’nin eslik ettigi

CNTNAP2%, Néroliginler ve Noreksinler i¢in de tanimlanmustir (136, 137).

8 POMGNT1: Protein O-linked mannose N-acetylglucosaminyltransferase

8 SYNEL: Spectrin Containing Nuclear Envelope Protein 1

87 \VPS13B: Vacuolar protein sorting 13 homolog B

8 Private mutations: bir birey, aile veya popiilasyona 6zgii nadir veya biricik mutasyonlar
8 AGP: Autism Genome Project

% SCC: Simons Simplex Collection

%1 AGRE: Autism Genetic Resource Exchange

92 CNTNAP2: contactin associated protin-like 2
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Tablo 3: OSB ile iligkili baz1 6nemli CNV’ler

Lokus Aday gen dup/del*  néropsikiyatrik somatik pleiotropi
pleiotropi
1g21.1 RBMSBA dup ZY, sizofreni, BB** epilepsi, makrosefali,
kalp hastaliklari
2p16.3 NRXN1 del ZY, sizofreni hipotoni, epilepsi,
makrosefali
3029 DLGI ve digerleri  del ZY, sizofreni, BB GIS problemleri, kalp
hastaliklar1, dismorfik
ozellikler
7q11.23 GTF2I, STX1A dup ZY, DEHB epilepsi, makrosefali,
kalp ve bobrek
anomalileri
11913.3-q13.4 SHANK2 dup zY epilepsi
150g13.3 CHRNATY ve del ZY, sizofreni epilepsi
digerleri
15g11.2-q13.1 = dup ZY, sizofreni hipotoni ve epilepsi
16pl1.2*** - del/dup ZY, BB, sizofreni nobetler, hipotoni,
tremor
22q11.2 - dup zY hipotoni, biiyiime geriligi
22q11.2 - del ZY, sizofreni, BB kalp hastaliklari, damak
anomalileri
22913.3 SHANKS3 ve del ZY epilepsi, kalp
digerleri hastaliklari, bobrek
anomalileri
Xp22.11 DDX53, PTCHD1 del/dup Y
Xp22.32-p22.31 NLGN4X del/dup ZY, DEHB
Xql13.1 NLGNS3 ve del/dup zY
digerleri

*dup/del: duplikasyon/delesyon
stk CNV’lerden biridir. *

**BB: Bipolar bozukluk ***OSB’de yaklagik %0.8 siklikta goriilen en
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Otizm etiyolojisi le diger norogelisimsel bozukluklar ve diger hastaliklarin
iliskisi

Otizme yol actigt bilinen genetik ve genomik nedenlerin pek ¢ogunun diger
norogelisimsel bozukluklarin etiyolojisinde de rol oynadigi bilinmektedir. Bunlardan birisi
ZY’dir ve otizm etiyolojinde gosterilen genetik varyantlarin hepsi ZY etiyolojisinde de
gosterilmistir. Bu da bu iki norogelisimsel bozuklugun ortak genetik temeli paylastigini
diistindiiriir. X kromozomunda ZY iliskili tanimlanmis X’e bagli ¢ok sayida genin nerdeyse
biiyiik bir kismi otizmle de iliskili bulunmustur. Bunlardan FXS ve RTT sik goriilenlerdendir.
17921.31 mikrodelesyon sendromu, 1q21.1, 15q13.3, 16p13.11 gibi otozomal genlerle iligkili
ZY’ye neden olan CNV’lerin de otizmle iliskili oldugu gosterilmekle birlikte, ndrogelisimsel
bozukluklarda ayni varyantin her zaman ayn1 fenotiple klinige yansimayacagini unutmamak
gerekir (138). Yine FXS, TSC, RTT gibi sendromlara epilepsi eslik edebilmekle beraber, X’e
bagli Rett benzeri fenotiple iliskili CDKL5% ve PCDH19% geni mutasyonlarinda da infantil
spazm ve ZY’nin yaninda otizm bulgularinin goriilebildigi gosterilmistir (139). Joubert
sendromu, 15q13.3 ve 16p13.11 delesyonu ve daha pek ¢ok genetik bozukluk ZY ve otizm
yaninda epilepsi agisindan da artmis riske sahiptir. Etiyojide gosterilen CNV’in 6nemli 6lglide
ZY ve epilepsinin yaninda diger psikiyatrik hastaliklarla da ortlistiigii dikkat ¢cekmektedir.
Ornegin 1g21.1 duplikasyonu ZY ve epilepsi yaninda sizofreniye de yol agabilir (109).
Metabolik sendromlar nadir goriillmekle ve OSB’nin kiigiik kisminda goriilmekle birlikte
potansiyel olarak tedavi edilebilir oldugu i¢in Onemlidir. Fenilketoniiri, serebral kreatin

eksikligi sendromlarti, kreatin transporter eksikligi bunlardan yalnizca bazilaridir (140).

Yaygin varyantlar

Yaygin varyantlar genel popiilasyonda %5’den sik olan tek niikleotid polimorfizmleridir
(SNP)% ve GWAS ¢alismalarinda otizm ile ilgili bazi 5nemli SNP’ler tantmlanmistir. SNP’ler
genomun tamaminda bulunan, kisiler arasinda degiskenlik gosteren tek niikleotid
degisiklikleridir ve insanlardaki varyasyonlarin yaklasik %90’indan sorumludur. SNP’ler
genomda protein kodlayan ekzon bolgelerinde, protein kodlamayan intron bolgelerinde veya

genler arasindaki tekrarlayan niikleotid dizilerinde bulunabilir. Dort farkli etnik popiilasyonun

9 CDKLS5: Cyclin Dependent Kinase Like 5
% PCDH19: Protocadherin 19
% SNP: Single nucleotide polymorphism
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SNP’lerinin katologlanmasi amaciyla Uluslararas1 HapMap projesi® yiiriitiilmiistiir (141). Bu
projeden asagida “Insan Genom Projesi (HGP) ve liskili diger projeler” basligi altinda daha
detayli bahsedilmistir. SNP analizi tiiberkiiloz, iilseratif kolit, bipolar bozukluk (BB),
hipertansiyon gibi yaygin hastaliklarin arastirilmasinda kullanilmaktadir (88). Saglikli
insanlarda da kanser ve diyabet gibi bir¢ok hastalik igin risk tespitinde veya kanser gibi
hastaliklarda hastaligin biyolojik seyrinin tahmin edilmesinde 6nemlidir (87). Genel olarak
herhangi bireyin tim genomundaki 3 milyon genetik varyantin yaklasik 20.000’i ekzon
dizisinde bulunur. Bu varyantlarin ¢ogu kalitsaldir ve genel popiilasyondaki normal varyasyona
karsilik gelir (142). SNV’ler ise hem nadir (<%]1) hem de yaygin tek niikleotid varyantlarini
tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (103). Nesil basina genomda yaklasik 75 de novo SNV
ortaya ¢ikar ve bunlarin cogu kodlamayan dizide ortaya ¢ikar. Ortalama olarak her yenidoganin

kodlayan bolgelerini etkileyen bir ya da iki SNV tasidigi tahmin edilmektedir (143).

Yaygin varyantlar agisindan GWAS ¢alismalarinda 5p14.1 (144), 5p15.2 (145), 20p12.1
(146), 9935 (147) ve 1p13.2 bolgelerinde (148) bazi 6nemli risk lokuslari tanimlanmis olmakla
birlikte bunlarin higbirinin etki boyutu sizofrenidekinin tersine nedensel olarak kabul
edilebilecek kadar biiylik degildir (149). Risk tizerinde 6nemli bir etkisi olan (RR >1,5)
varyantin olmadigi, orta derecede etkiye sahip (RR: 1,2-1,5) heniiz tanimlanmamis az sayida
yaygin varyantin oldugu disiiniilmektedir. Oysa ilimli risk artis1 yapan (RR <1,2) ¢ok sayida
varyantin oldugu diisiiniilmektedir (150) ve bu varyantlart ortaya ¢ikarmak i¢in on binlerce
ornegin yer aldig1 ¢alismalara ihtiyag¢ oldugu ongériilmektedir (151). Yine de bu ¢alismalar
TRIM33%, MACROD2% gibi yeni genlerin haritalanmasinda fayda saglamistir (100). Tiim
yaygin varyantlarin kiimilatif etkisi disiiniildiigiinde ise toplam riskin %15 ila %50 arasinda
oldugu diisiiniilmektedir (152, 153).

Otizm Spektrum Bozuklugu fenotip alt tipleri
OSB erken gelisim doneminde ortaya ¢ikis sekline gore gesitlilik gdsterir. Buna gore
geleneksel olarak; belirtilerin ilk yilda ortaya ¢ikmaya basladigi ve yasla birlikte daha belirgin

hale geldigi “erken baslangicli tip” ile ilk 1-2 yil normal gelisim goriilmesine ragmen

% Uluslararast HapMap Projesi:International HapMap (Haplotype mapping) Project
% TRIM33: Tripartite Motif Containing 33
% MACROD2: MACRO Domain Containing 2
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sonrasinda kazanilan becerilerin kaybedildigi ve OSB’nin karakteristik ozelliklerinin
sergilendigi “gerileyici (regresif) tip” olacak sekilde ikiye ayrilir. Ancak bu ayrim ¢ok basit bir
ayrimdir. Ciinkii otistik davranista genis 6l¢tide farkliliklar oldugu gibi, otizm tanili bireylerin
bireysel gelisimsel egrilerinde de genis ¢apta varyasyonlar vardir. Clink{i néronal gelisimin
sayisiz ve karmasik siiregleri goz Oniine alindiginda (6r. ndrogenezis, migrasyon,
bolgesellesme, sinaptogenez, sinaptik budanma uzun ve kisa vadeli noronal baglantilardaki
degisiklikler) tipik olmayan davranislarin ¢ok gesitli sekillerde ortaya ¢ikabilecegi agiktir (154).
Ikincisi, tipik olmayan &zellikler siirekli degisen bir toplumsal ve fiziksel cevre ile bireyin
gelismekte olan etkilesimlerinde ifade edildiginden tecriibeler de tipik degildir; bu da devam
eden noronal gelisimi etkiler (155). Sinir sistemi ve davranisin yasam boyunca gelisip degistigi
stiregler, diger bir deyisle ¢ift yonliidiir; sinir sistemi gelisen davranisi, gelisen davranis da sinir

sistemini etkiler.

Bazi genetik caligmalar ise duyarli genetik lokuslar ile OSB’nin alt fenotiplerine
odaklanmistir. Ornegin, 3p12.3 bolgesi (156) ve 7q35 bolgesi (157) gecikmis dil kazanimu ile
iliskili bulunmustur. Bunun yaninda yiiksek fonksiyonlu OSB olgularinda ARNT2%® geninde
bir varyant (rs17225178) saptanmistir (158). 3929 bolgesindeki rs789859 varyanti ise hem
OSB hem de 6grenme giigliikleri ile iliskili bulunmustur (159).

2.10.2. Perinatal ve ¢evresel etkenler

Cevresel etkenlerin OSB gelisimi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Cevresel
etkenler, hem DNA hasarina neden olarak; ornegin dogrudan oksidatif DNA hasari yoluyla
veya dolayli olarak DNA tamir mekanizmalarinin ¢alismasina engel olarak de novo DNA
mutasyonlar olusturarak (160), hem de DNA yapisin1 bozmadan epigenetik mekanizmalara etki
ederek otizm riskini arttirabilir. Cevresel etkenlerin gen ekspresyonunu etkileyebilecegi
bilinmesine ragmen bu konudaki dogrudan kanitlar simirhidir ya da tutarsizdir ve etki
mekanizmalar1 bilinmemektedir. Bilinen g¢evresel risk etkenler ise ¢ogunlukla OSB riskinde
tlmh artiglar ile iligkilidir (161). Bu etkenlerden biri ebeveyn yasidir. 35 yas ilizerindeki
annelerin OSB tanili bir ¢cocuga sahip olma riski daha geng¢ annelere gore 1,5 kat daha fazladir.

Bu oran baba yasi i¢in daha da fazladir. Ciinkii kendiliginden olusan de novo genetik

% ARNT2: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2
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mutasyonlar, agirlikli olarak baba kaynaklidir (162). Gestasyonel diyabeti ve kanamayi igeren
gebelik komplikasyonlar1 artmig OSB riski ile iliskilendirilmistir. Gebelikte valproik asit
(epilepsi tedavisinde kullanilan), psikoaktif ilaglar ve pestisid gibi kimyasallara maruz kalmak
da OSB ile iliskilendirilmistir (163). Prenatal viral enfeksiyonlarin da otizm ile iliskili oldugu
diistiniilse de bu annenin ve fetiisiin bagisiklik durumu, viriisiin tipi ve fetal gelisim evresi gibi
pek cok diger etkene baghdir. Gebelikte yiiksek diizeyde strese maruz kalan annelerin
cocuklarinda da risk artig1 saptanmistir (164). Bunun yaninda nikel, kadmiyum, trikloroetilen
ve civa gibi maddeler de etiyolojide suglanmakla birlikte bu maddelerle ilgili heniiz yeterli kanit
bulunamamistir (160). 1988°de Wakefild ve arkadaslari tarafindan yaymlanan bir ¢alismada
asilarin otizm ile iligkili oldugunu iddia edilmis, ancak ¢alisma verilerin degistirildiginin tespit
edilmesi lizerine ¢alisma yayinlandigi dergi olan Lancet tarafindan resmi olarak geri ¢ekilmistir
(165). 2014 yilinda 1.256.407 ¢ocugu igeren bes olgu-kontrol ¢alismasi ile 9.920 ¢ocugu igeren
bes kohort ¢alismasinin meta-analiz sonuglarina gore Kizamik-Kizamikgik-Kabakulak (KKK)
astlamasi, ¢oklu agilama, kombine as1 uygulamalar1 ve thimerosal maruziyeti ile otizm arasinda
iligski olmadig1 kanitlanmistir (166). Son yillarda D vitamini eksikligi ile OSB arasinda iligki
oldugunu iddia eden bulgular olsa da bu konu ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (167).
Gebelikten once ve erken gebelik doneminde folik asit kullaniminin ise koruyucu oldugu
diistiniilmektedir (168). Bunun yaninda gebelikte ve gebelik 6ncesinde antidepresan maruziyeti
cocukta artmis otizm riski ile iligskili bulunmustur. Bu durumun antidepresan kullanimindan

ziyade maternal ruhsal hastaliklar ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (169).
2.10.3. Gen-Cevre etkilesimleri

Otizmde gen cevre etkilesimi, ilk olarak perinatal komplikasyonlar i¢in Onerilmistir.
Etkilenmemis kardeslerin prenatal ve perinatal komplikasyonlarinin etkilenmis kardeslere gore
daha az, kontrol grubuna gore ise daha fazla oldugu saptanmistir. Bu da otizm tanili bireylerin
benzer gevresel etkenlere kardeslerine kiyasla farkli tepki gosterdigini ve bu etkenlere daha az
toleransli olduklarini ortaya koymustur (170). Hava kirliliginin arastirildigi bir ¢alismada
MET geni ile prenatal hava kirliligine maruz kalma arasindaki iliskiye baglh olarak OSB
riskinde artig oldugu gosterilmistir (171). C. elegans ile yapilan bir calismaya gore, Noroligin

eksikligi olan mutantlarin oksidatif strese karsi asir1 duyarli oldugu, (172) bir bagka ¢alismada

100 MET: Proto-oncogene, receotor tyrosine kinase
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ise MECP2 eksikligi olan farelerin hipoksiye daha yatkin oldugu gosterilmistir. Baska bir
hayvan caligmasimna gore, prematiire beynin en Onemli patolojisinin sinaptik gelisimin
bozulmasi oldugu bildirilmistir. Bu nedenle sinaptik gen kusurlarinin, gevresel etkenlerle
etkileserek otizm riskini arttirdigi diistiiniilmektedir. Diger bir hipotez ise antioksidan etkisi in
vitro olarak pek ¢ok kez gosterilmis olan melatonin hormonu ile ilgilidir. Hayvan galismalarina
gore melatonin yenidoganlar fetal distres ve enfeksiyona karsi korumaktadir. OSB tanili
bireylerde melatonin metabolizmasinin bozuk oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Bu da
melatonin yolaklarindaki genetik varyasyon ve oksidatif stres arasindaki iligki ile
aciklanmaktadir (173). Gen-gevre etkilesimi ile ilgili kanitlar1 saglayan bir ¢alismalardan biri
de, TSC2 haployetersiz farelerdir. Bu fareler, yalnizca maternal immun aktivasyona maruz
kaldiklarinda anormal toplumsal davrams gdstermektedir (174). Benzer bir iliski DISC-1101
geni i¢in de gosterilmistir (175). Farkli bir ¢aligmada annenin gebeliginde sigara kullanimi ile
SLC6A4%? genindeki bir polimorfizmin toplumsal iletisim problemlerinin artist ile iliskili
oldugu bulunmustur (176). Gen-¢evre etkilesimi i¢in bu bulgular olduk¢a énemlidir ve daha
fazla popiilasyon temelli iliski arastirmalara ihtiyag vardir. The Autism Birth Cohort (ABC) ise
gebelikten 7 yasina kadar takip edilen 100.000 ¢ocuk ve ebeveynlerini igeren bir ¢alismadir.
Calismanin uzun donem sonuglarinin gen-gevre etkilesimini anlamada degerli olacagi

diistiniilmektedir (177).
2.10.4. Epigenetik etkenler

Epigenetik, primer DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ekspresyonunun
diizenlenmesidir. Bunlar hem genetik mutasyonlar hem de ¢evresel etkenlere bagli olarak
ortaya ¢ikabilen DNA metilasyonu ve asetilasyonu, histon modifikasyonu gibi diizenlemelerdir
(81). On binlerce transkripsiyonel iinite ve yogunlagmis kromatin kiimeleri ile diger epigenetik
diizenlemeleri iceren epigenom organizmanin farkli hiicre tiplerinde ve farkli gelisimsel
evrelerinde farkli farkli diizenlenir. Otizmle ilgili pek ¢ok epigenetik diizenleme gosterilmistir.
Ornegin, X kromozomunda bulunan ve RTT ile iliskili MECP2 geninin kodladi81 sinaptogenez
ve uzun vadeli plastisitede onemli olan MeCP2 proteini metile DNA’ya baglanir ve

transkripsiyonu baskilar (178). Ayrica OSB’de MECP2 mutasyonu ¢ok nadir olmasina ragmen

101 DISC1: Disrupted in schizophrenia 1
102 51 C6A4: Solute carrier family 6 member 4
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MECP2 ekspresyonunun hastalarin %79’unda 6nemli derecede azaldigi gosterilmistir (179).
Otizmde genomik damgalanmaya'®® ugrayan pek cok kromozom bédlgesi gosterilmistir. Bu
bolgelerden biri olan 15q11.2-913 bdlgesinin mikrodublikasyon ve mikrodelesyonlari otizmle

3104 geni, Gamma-aminobiitirik Asit

iliskili oldugu gosterilmistir. Bu bolgede bulunan GABRB
(GABA)% ngrotransmitterinin diizenlenmesinde ve SSS’nin gelisiminde 6nemli olan GABAA
reseptorliniin bir subiinitini kodlar. Bu gen genomik damgalanma bdlgesinde bulunmasina
ragmen genelde biallelik ekspresyon gosterir. Ancak OSB tanili bireylerde monoallelik
eksprese oldugu gosterilmistir (180). Angelman sendromu geni olarak bilinen UBE3A geni ise
GABRB3’lin aksine genomik damgalanmaya ugrar. Bu gen sinaptik plastisite ve beyinde
deneyim bagimli degisikliklerde 6nemlidir. UBE3 A geninin damgalanma 6zelligini kaybetmesi
antisense RNA {iretimi ile sonuglanir ve bu RNA da genin kendi mRNA’sina baglanarak
translasyonu baskilar. Bu kanitlar GABRB3 ve UBE3A genlerinin epigenetik diizenlenmesinin
otizm etiyolojisinde 6nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica MeCP2 proteininin UBE3A ve
GABRB3 genlerinin epigenetik diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (179). Bazi
caligmalarda DNA metilasyonu ile ilgili genlerdeki polimorfizmler ile otizm arasinda iligki
oldugu gosterilmistir (181, 182). Wong ve arkadaslarinin 50 MZ diskonkordan ikizle yaptigi
calismada, DNA genel metilasyon paternleri ikizler arasinda benzer olmasina ragmen, OSB
iligkili 6zgiil DNA metilasyon bdlgelerinde farkliliklar saptamistir (183). Ayrica otistik
hastalarin lenfoblastoid hiicrelerinde RORA % ve BCL-2'%" genlerinin ekspresyonunda
azalmaya neden olan DNA metilasyon profillerinde degisiklikler oldugu gosterilmistir (184).
Giincel bir postmortem beyin ¢alismasinda ise hem sendromik hem de idiyopatik otizm tanili
bireylerden olusan heterojen bir grubun %68’den fazlasininda ortak DNA asetilasyon paterni
gosterdigi saptanmistir (185). NGS yontemlerinden WES ile OSB etiyolojisinde 6nemi ortaya
konmus genlerden biri CHD8’dir. CHD8 -katenin’e baglanan ve Wnt sinyalizasyonu negatif
olarak diizenleyen transkripsiyonel baskilayicidir. Ayrica CHD8 mutasyonlarinin otizm tanili
olgularin %5’inden azinda goriilmesine ragmen CHDS baglanma hedeflerinin diger otizm risk

genleri i¢in giiglii bir bicimde zenginlestigi goriilmektedir. Bu da genlerin bozulmasinda ortak

103 genomic imprinting

104 GABRB3: Gamma-aminobutyric acid type A receptor beta3 subunit
105 GABA: Gamma-Aminobutyric Acid

106 RORA: Retinoic acid-related orphan receptor alpha gene

107 BCL-2: B-cell lymphoma 2
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biyolojik siireglerin  rol oynadigim1  diisiindiirmektedir (103). Gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol alan bir niikkleozom yeniden diizenlenme sistemi olan BAF kompleksinin
bir bileseni olan ARID1B geninin haployetersizligi, korpus kallozum anomalileri ve otistik
ozellikler ile iliskilendirilmistir (186)

Bilinen cevresel etkenlerin etkisi ile ortaya ¢ikan epigenetik degisikliklere ise in vitro
fertilizasyon (IVF) ve oviilasyon indiiksiyonu sonucu damgalanmis genlerin diizenlenmesinde
bozukluk ve anormal metilasyon profilleri 6rnek olarak verilebilir (187). Ancak yardimci ireme
yontemlerinin kullanimi ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢alismalarin sonuglari tutarsizdir
(188). Yukarida “Perinatal ve gevresel etkenler” basligi altinda bahsedilen valproik asit gibi
“histon deasetilaz inhibitdrlerinin otizmle iligkili baz1 genlerin ekspresyonunu azalttigindan

bahsedilmistir (189).
2.10.5. Norobiyolojik etkenler

Elektrofizyolojik, fonksiyonel ndrogoriintileme (dinlenme durumu ve taska dayali
baglantilar), yapisal ndrogoriintiilleme (beyaz madde hacmi ve mikroyapisal 6zellikler) ve
molekiiler genetik (hiicre adezyon molekiilleri sinaptik proteinler ve eksitator-inhibitor
dengesizligi) ¢alismalarindan gelen kanitlar, otizmde tipik olmayan beyin bdlgelerinden ziyade
tipik olmayan noronal baglantilar oldugunu gostermistir. Azalmis fronto-posterior ve artmig
parieto-oksipital baglantilar, azalmis uzun baglantilar ve artmis kisa baglantilar ve temporal

baglanma bozukluklari, bu tipik olmayan baglantilar ile ilgili kanitlardir (190).

Otizmin sik goriilen ndroanatomik 6zelligi 6. ve 24. aylar arasindaki erken yaygin beyin
biiylimesidir ancak bu bilylimenin yasla birlikte azaldigi saptanmistir (191). Amigdala hacmi
cocukluk c¢aginda biiylik saptanmakla birlikte, ergenlikle birlikte boyle bir farklilik
bulunamamistir. Meta-analiz calismalarinin sonucuna gore beyinde hem gri madde (or.
amigdala, hipokampiis ve prekuneus) hem de beyaz madde (6r. arkuat ve unsinat fasikiil)
yapilarinda 6miir boyu tutarli ndroanotomik farkliliklar oldugu saptanmistir (192, 193). Korpus
kallozum hacminde bir azalma da oldukga tutarli bir bulgudur (194). Diger pek ¢ok bulgu yasa

baglidir ve gelisimsel degisimin 6nemini gostermektedir (195).

108 ARID1B: AT-rich interaction domain 1B
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OSB tanili bireylerde beyinde mikroskoskobik degisiklikler de bildirilmistir. Postmortem
caligsmalar, amigdala, fusiform girus ve serebellum gibi beyin bdlgelerinde hiicre sayisinda
azalma ve kalic1 néroinflamasyonun isaretlerine rastlamistir. Ancak bu doku 6rneklerin ¢ogu
daha biiyiik ¢ocuklar, ergenler ve yetiskinlerden elde edilen 6rneklerdir. Daha kiicilik ¢ocuklarla
yapilan bir ¢alismada ise prefrontal kortekste ndron sayisinda azalmadan ziyade 6nemli oranda
artis oldugunu gostermistir (196). Ayrica kortikal minikolumnlarin boyutunda azalma, néronal
yogunlugunda artis ve hiicre dagiliminda artis olmasi1 gibi bulgular atipik sinaptogenez ve

dengesiz ekstitator-inhibitor orani ile olasilikla iliskili goriinmektedir (197).

Immiinolojik anormallikler otizm tanili bireylerde ve ailelerinde artmigtir. OSB tanili
bireylerde bu degismis immun stiregler, siirekli aktif ndroinflamasyon, artmis proinflamatuar
sitokinler ve degismis hiicresel immun fonksiyonlar ile ndrogenezis, proliferasyon,
sinaptogenez ve sinaptik budanma gibi norogelisimsel siiregleri etkileyebilir (198). Anneden
gelen IgG antikorlar: fetal beyini etkileyerek bazi olgularda patojenik olabilir (199). Ayrica
OSB tanil1 bireylerde GIS problemlerinin sik gériilmesinin yaninda, bagirsak gegirgenligi ile
mikroflora bilesimi ve toplumsal davramis degisiklikleri arasinda iliski oldugu ileri
stirilmektedir. Bunun da bagirsak-beyin baglantisinin bir parg¢asini olusturan aglardan biri olan
immun sistem fonksiyonu ile ilgili oldugu diistiniilmektedir. Bir galismada OSB tanili gocuklar
ve kontrollerde bagirsak mikrobiyotik bilesimleri arasinda belirgin farkliliklar oldugu
bulunmustur (200). Genetik agidan da CLDN15%° ve OCLN° gibi genlerin ekspresyonundaki
varyasyonlar ve ilave olarak sitokin profilleri bazi OSB alt tiplerinde diisiiniilen “sizdiran
bagirsak™ teorisini gliglendirmektedir. Bir diger 6rnek de immun sistemi de igeren birtakim
hiicresel yolaklar1 diizenleyen MET reseptor tirozin kinazi kodlayan MET geninin rs1858830
C allelinin OSB alt tiplerinden GiS disfonksiyonu ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica bir¢ok
transkriptom analizi ¢alismasinda da immun aglarla iliskili genlerin ekspresyonunda artig
oldugu gosterilmis ve bu artisin ¢evresel bir tetikleyici ile ilgili oldugu diistiniilmiistiir (100).
Noroimmunolojik mekanizmalar otizmin patofizyolojisinde 6nemli rol oynayabilir ancak agiga

kavusturulmasi gereklidir.

109 CLDN15: Claudin 15
110 OCLN: Occludin
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OSB’de kanda hiperseratoninemi (201), beyin seratonin sentez aktivitesinde artis (202),
eksitator Glutamat / inhibitor GABA oranlarinda artis (203), GABA sentez enzim ve
reseptorlerinde azalma (204) gibi nérotransmitter sistemlerinde tutarli degisiklikler
bildirilmistir. Toplumsal davraniglar, baglanma ve stereotipik davranislarla iliskili oldugu
diisiiniilen oksitosin sistemi de arastirmalarda ¢alisilmakta, hatta oksitosin otizmin ¢ekirdek
belirtilerinin tedavisinde de denenmektedir (205). Androjen ve Gstrojen gibi cinsiyet hormonlari
da galismalarda arastirilmakta, fetal testesteron seviyeleri ile otizm belirtilerinde iliski oldugunu

ileri siiriilmektedir (206).
2.11. Otizm genetiginde tan1 yontemlerinin evrimi

1970’lerden sonra kromozomlarin karyotipleme ile tanimlanmasi ile translokasyonlarin
yaninda biiyiik delesyon ve duplikasyonlar da (genellikle >5 mb) kesfedilmeye baslanmistir.
Yontemsel gelismeler sayesinde teknigin ¢oziintirliigii daha kiigiik genetik dengesizliklerinin
de saptanabilmesini saglayacak sekilde artmistir. Ek olarak genetik hedeflere hibridize olan
DNA problarmmn kullanimi (FISH)'!!, 6nceden belirlenmis kromozomal bélgelerdeki kiigiik
sapmalarin tespiti i¢in kullanilmistir. Karyotipleme ve FISH yontemlerinin kullanimi ile
OSB’nin genetik heterojenitesi hakkinda ilk bulgular elde edilmeye baslanmistir. 2006 yilinda
OSB tanili bireylerle ilgili sitogenetik baglantt ve iligkilendirme ¢alismalarinin bir
derlemesinde kromozom 7, 15ql1-ql13 ve 5pl4 gibi ¢oklu bolgelerde ortiisme oldugu
saptanmistir (207). Bir sonraki 6nemli bulus ise dizi karsilastirmali genomik hibridizasyon
(aCGH)™? ve SNP genotipleme iceren CMA yonteminin gelismesidir. CMA, FISH’in 6zgiil
hedef niteliginin aksine, genomda es zamanli test yapmay1 saglar ve sapmalar1 ¢ok daha ytiksek
seviyede tespit edebilir. CMA testinin karyotiplemeden daha iistiin ve daha maliyet etkin
oldugu gosterilmistir (208, 209). Bu nedenle Amerika Tibbi Genetik ve Genomik Cemiyeti
(ACMG)®3, Uluslararas1 Standart Sitogenomik Dizi Konsoorsiyumu (ISCA, ClinGen olarak
bilinen)!'4, Amerikan Pediatri Akademisi (AAP)® ve Amerikan Cocuk ve Ergen Psikiyatrisi
Akademisi (AACAP)® klavuzlarinda CMA’y1 gelisimsel bozukluklu veya OSB tanili gocuklar

11 FISH: fluorescence in situ hybridization

112 3CGH: array comparative genomic hybridization

113 ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics

114 ISCA: the International Standard Cytogenomic Array Consortium
115 AAP: the American Academy of Pediatrics

116 AACAP: the American Academy of Child and Adolescent Psychiatry
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igin ilk segenek degerlendirme araci olarak 6nermektedir (208-211). Ayrica ACMG ve AAP
uygulama kilavuzlari otizmden siiphelenilen her erkek ¢ocukta ve aile dykiisii veya uyumlu

fenotipi olan kiz ¢ocukta FXS sendromu igin DNA testi onermektedir (211, 212).

Son yillarda WGS ve WES gibi NGS yontemleri ile SNV’lerin tanimlanmasi segici
genotiplemeye alternatif haline gelmistir. CMA yontemleri OSB ile birlikte ortak genetik
temelleri paylasan diger norogelisimsel bozukluklar ile ilgili ¢esitli CNV’leri saptayabilirken;
NGS yontemleri diger norogelisimsel bozukluklarla iliskili olmayan yalnizca otizmle iligkili
CNV’leri de tanimlayabilmesi agisindan istiindiir (213). WES ve WGS’nin OSB ve diger
noropsikiyatrik bozukluklarda gelismekte olan kullanimi, dana 6nce belirlenen CNV’lerin yani
sira, biiyiik etki boyutlu!’ (kiiciik insersiyon ve delesyonlar da dahil) birgok yeni varyantin

iaa118

tanimlanmasini saglamistir. Bu tiir “yen varyantlar bozukluklarin risk tahmini, tanis1 ve

tedavisi i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

Genetik danismanlik ise OSB etiyolojisinde saptanan varyantlarin farkli ekspretivite,
peliotropik etkileri tam olmayan penetranslart géz Oniine alindiginda yineleme oranlarini
saptamada ortaya c¢ikan giicliik nedeniyle olduk¢a zorlayici olmaktadir. 22ql11.2 gibi
pleiotropik etkileri iyi gosterilmis bazit CNV’ler penetransi nerdeyse tam iken, 16q11.2 gibi
pleiotropik etkileri olan diger bir CNV’nin saglikli kardesler veya ebeveynlerde de gosterilmis
olmas1 genetik danismanlik agisindan ikilem olusturmaktadir. Sonuglarin yorumlanmasinda ve
danigsmanlik saglanmasinda bu ve benzeri komplikasyonlar dikkate alindiginda “genom boyu”
test, hastanin ve ilgili aile bireylerinin detayli bir aile dykiisii ve dismorfoloji muayenesini

iceren kapsamli bir tibbi genetik degerlendirme ile birlikte yapilmalidir (214).

17 effect size
118 novel
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Sekil 2: OSB genetiginin 1975-2015 tarihleri arasindaki tarihsel siireci. OSB ile iliskili gen sayisinda artis (SFARI

gen veri tabani, 2015), OSB prevalanst (CDC’ye gore), tan1 klavuzlarinin farkli versiyonlar1 ve genetik

teknolojideki ilerlemeler birlikte sunulmustur. Sekil orijinal makaleden degistirilerek alinmistir (215).

2.12.

Insan genom projesi (HGP) ve iliskili genom projeleri

DNA, 1869 yilinda kesfedilmekle birlikte DNA’nin yapisinin deoksiriboz (bir seker

molekiilii), bir fosfat grubu ve dort azot bazindan (adenin, timin, guanin ve sitozinden)
olustugunun kesfedilmesi 20. ylizyilin baslarindadir (216). DNA’nin ¢ift sarmal antiparalel iki
iplikli yapisinin kesfi ise 1950’leri bulmustur (217). 1970’1li yillarda ise asagida “Yeni Nesil
Dizileme (NGS) yontemleri” bashigi altinda daha detayli bahsedildilen Sanger dizileme!®

yonteminin gelistirilmesi ve 1990’11 yillarda otomatiklesmesiyle birlikte molekiiler biyoloji

arastirmalarinda ¢1g1r agilmistir. Bu yontem, Insan Genom Projesinde!?® (HGP) (1990-2003)

basartyla kullanilmistir.

HGP, Amerika Birlesik Devletleri Enerji Bakanligi’nin'?! sponsorlugunda yiiriitiilmiis,

projeye Ingiltere, Fransa, Japonya, Kanada, Almanya ve Cin gibi baska iilkeler de katilmstir.

119 Sanger sequencing
120 HGP: Human genome project
121 United States Energy Department
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1990 yilinda baslayip 2003 yilinda biten projenin ilk insan DNA dizisi 2001 yilinda
yayinlanmstir (218, 219).

HGP’nin sonlanmasiyla beraber genlerin kromozomlar boyunca homojen dagilmadigi,
genlerden zengin kiimeler ve genlerden fakir kiimelerin yan yana yer aldig1 ortaya ¢ikmustir.
Genden fakir bolgeler genomun yaklasik %20’sine denk gelmektedir. Insan genomunun
yalnizca %2’inin gen sentezine katildig1 ve tahmin edilen 100.000 gen yerine yalnizca yaklasik
20.000 geni kodladigir saptanmistir. Basit nematodlara esit olan bu say1 bilim insanlarini
sasirtmak ile beraber onlar1 organizmanin karmasikliginin nereden kaynaklandigi konusunda
arastirmaya itmistir. Sonradan bu genlerin bir kisminin mRNA nin alternatif kirpilmastyla 122
farkli proteinlerin yapiminda kullanildigi anlagilmis; bu da merkezi dogmanin bir pargasi olan
“tek gen tek protein” hipotezinin gbzden gegirilmesini gerekli kilmistir. Ayrica 1.200-1.500
bazda bir goriilen SNV’ler ve CNV’ler ile insan genomunun kisiden kisiye degisiklik gosterdigi

ortaya ¢ikmistir (216).

Bastaki sorularin ¢ok azina cevap olan HGP tamamlandiktan sonra DNA’nin nasil
calistigt ile ilgili pek cok proje tizerinde galisilmaya baslanmistir. Eyliil 2003’de baslatilan
DNA Elementleri Ansiklopedisi (ENCODE)'?® projesi, HGP’den elde edilen verileri

yorumlayarak, DNA yapisini ve tiim islevsel elemanlarini kataloglamayi amaglamaktadir (220).

HGP’nin sonlanmasi ile birlikte pek c¢ok konsorsiyuma dayali genom projesi
baslatilmistir ve bu projelerin bir kismi1 halen daha stirmektedir. Bunlara HGP’ye benzer ulusal
veya uluslararasi projelerin yaninda (6r. 1.000 Genom projesi, 100.000 genom projesi) bazi
hastaliklara odaklanmig projeler (6r. Uluslararasi kanser konsorsuyumu, Otizm genom projesi,

Uluslararasi nadir hastalik aragtirma konsorsiyumu) ornek verilebilir (221).

1.000 genom projesi; 2008-2015 yillar1 arasinda yiiriitiilen, popiilasyon ¢aligmalarinda en
az %]1’lik sikliktaki genetik varyantlart saptamayi amaclayan ilk biiylik sayida insanin

genomunu dizileyen projedir. 2.504 insan genomunun dizilenmesi ile olusturulmus bu projeden

122 alternative splicing
123 ENCODE: ENCyclopedia of DNA Elements
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elde edilen veriler, kolayca erisilebilen agik veri tabanlar ile kolayca ulasilabilecek sekilde

sunulmaktadir. En son 2014 yilinda GRCh38!?* giincellemesi yaymlanmistir (222).

Uluslararas1 HapMap projesi ise, 2002 yilinda baglayan insanlar arasindaki ortak genetik
varyantlar1 tanimlamak i¢in alt1 tilkeden kamu ve 6zel kuruluslardan bilim insanlarinin bir araya
gelerek yiiriittiigii bir projedir. Projenin verileri tiim diinyadaki arastirmacilar tarafindan
serbestce elde edilebilir. Haplotip haritas1 veya HapMap, arastirmacilarin sagligi ve hastaligi
etkileyen genleri ve genetik varyasyonlari bulmalarini saglayan bir aractir. Herhangi bir kiginin
DNA dizisi %99,5 oraninda aynidir ve geri kalan varyasyonlar kiginin hastalik riskini biiyiik
oranda etkileyebilir. Bireylerdeki ayn1 kromzomdaki SNP kiimeleri bloklar halinde kalitilir ve
SNP’lerin bu paterni bir haplotiptir. Bloklar ¢ok sayida SNP icerebilir ancak birkag SNP, bir
blogun i¢indeki haplotipleri benzersiz olarak tanimlamak i¢in yeterlidir. HapMap bu haplotip
bloklarinin haritasidir ve haplotipleri tanimlayan bu SNP’lere “tag SNP” denir. HapMap, bu
sekilde genomu incelemek i¢in gerekli SNP sayisini azaltarak daha az ¢abayla daha etkili ve
kapsamli sekilde hastalik genlerini etkileyen bolgelerin saptanmasi i¢in genomun taramasini

miimkiin kilar (223).

2004 yilinda baglayan AGP, otizme 6zel tibbi tedaviler gelistirmek ve otizmin alt tiplerini
tanimlamak amaciyla baslatilmis, CMA teknigi kullanilarak yiiriitiilen en biiyilk genom
arastirma projelerinden biridir. Birinci ve ikinci fazlar1 tamamlanmis olan projenin, iigiincii fazi
ise stirmektedir. Bu proje ile otizm ile dogrudan iliskili ve yiiksek riskli yiizden fazla gen

tanimlanmustir (221).

10K Genom Projesi, 2001 yilinda baslatilmis, otizm tanili ailelerden toplanmis yiiksek
kaliteli 12.000’den fazla DNA 6rneginden olusan AGRE koleksiyonu ile yapilan Autism Speaks
ve Pekin Genomik Enstitiisii (BGI)!? ortak yapimi biiyiik bir projedir.

MSSNG ise, Autism Speaks ve Google isbirligi ile yiiriitiilen 10.000’den fazla otizm tanili
ailenin tiim genom dizilemesini hedefleyen diinyanin en biiyliik otizm genom dizileme

programidir. 2017°de Nature Neuroscience dergisinde yayinlanan 5.205 genom dizilemesini

124 GRCh38: Genome Reference Consortium Human Build 38 patch release 12
125 BGI: Beijing Genomics Institute
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iceren pilot ¢alismasinda OSB risk geni olarak saptanan 61 genden 18 tanesinin (CIC'?®,
CNOT3'’, DIP2C'%8, MED13'?°, PAX5!%, PHF3!3 SMARCC2'*2 SRSF111%3 UBN2'*,
DYNC1H1®® AGAP213% ADCY3'¥ CLASP1® MYOSAR® TAF6'%°, PCDH11X!,
KIAA2022'%2 ve FAM47A*) daha 6nce yazinda tanimlanmayan genler oldugu saptamstir. Bu
genlerin en az ikisi nobetlerle, biri artmis kardiyak bozuklukla ilgili artmus riskle, diger biri ise
erigkin diyabet hastalig ile iliskilidir. Bu da OSB’de WGS’nin bireylere, ailelere ve hekimlere
tibbi a¢idan da rehberlik edebilecegini gostermektedir (12).

2.13. Onemli veritabanlar

Genom Aggregation Database (gnomAD), uluslararasi bir arastirmaci birligi tarafindan
gelistirilen, biiyiik 6l¢ekli dizileme projelerinin genis bir gesitlilikteki hem ekzom hem genom
dizileme verilerini toplamak ve uyumlastirmak ve daha genis bir bilimsel topluluk i¢in 6zet
veriler sunmak amaciyla gelistirilmis bir kaynaktir. GnomAD web sitesinde saglanan veri seti,
cesitli hastaliga 6zgiil ve popiilasyon genetigi ¢alismalarinin bir pargasi olarak dizilenen
iliskisiz bireylerden 123.136 ekzom dizisi ve 15.496 tiim genom dizisi verisini kapsamaktadir
(224). The National Center for Biotechnology Information (NCBI), ¢ok sayida tiiriin germline
ve somatik varyantlar ile ilgili islenmis, goriintiilenmis ve raporlanmig bir dizi veri tabani
olusturur ve korur. Bu veri tabanlarindan 6zellikle Database of Short Genetic Variations
(dbSNP) (225) ve Database of Genomic Structural Variations (dbVar) (226) insan, bitki ve

hayvanlar dahil olmak iizere 350’den fazla tiire ait 1,5 milyar varyanti sunmaktadir. Her iki veri

126 C|C: Capicua transcriptional repressor

127 CNOT3: CCR4-NOT transcription complex subunit 3

128 DIP2C: Disco interacting protein 2 homolog C

129 MED13: Mediator complex subunit 13

130 pAXS5: paired box 5

181 PHF3: PHD finger protein 3

132 SMARCC2: SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regiilator of chromatin subfamily C
member 2

133 SRSF11: Serine and arginine rich splicing factor 11

134 UBN2: Ubinuclein 2

135 DYNC1H1: Dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1

138 AGAP2: ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 2

187 ADCY3: Adenylate cyclase 3

138 CLASP1: Cytoplasmic linker associated protian 1

139 MYOS5A: Myosin VA

140 TAF6: TATA-box binding protein associated factor 6

141 PCDH11X: Protocadherin 11 X-linked

142 KIAA2022: Neurite extension and migration factor

143 EAMATA: Family with sequence similarity 47 member A
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tabaninin birincil rolii, gonderileri islemek, verileri arsivlemek, genom ve NCBI Referans
Dizileri iizerinde anlamlandirma yapmak ve diinya ¢apinda dagitmaktir. Veriler tani, tedavi ve
onleme icin insan hastaliklarinin temelini incelemek ve tiir ¢esitliligi, evrim ve koruma gibi
cesitli alanlarda arastirmalar i¢in onemlidir. Veri taban1 dbSNP kisa (<50 bp) niikleotid
varyasyonlarini, kisa multi-niikkleotid degisiklikleri’** (MNV) ve kiiciik delesyon ve
insersiyonlari); veri tabani dbVar ise, biiylik (>50 bp) varyasyonlari (CNV, biiyiik delesyon ve
insersiyonlar, inversiyonlar, translokasyonlar, mobil elementler ve daha fazlasi) icermektedir
(227).

Simons Vakfi Otizm Arastirma Girisimi (SFARI)'* Gen ise, OSB ile ilgili calismalarin
farkli gesitlerdeki genetik verilerini toplayan, boylece yeni hipotezler kurulmasini saglayan bir
veri tabanidir. Insan geni modiiliindeki aday genlerdeki bilgileri cesitli ek veri modiillerinden
gelen veriyle iligkilendirerek bir sistem biyolojisi yaklasimi sunmaktadir. Son giincellemesi 18
Ocak 2018’de yapilan veri tabaninda 990 skorlanmis gen ve 2.223 CNV risk lokusu
bulunmaktadir (226).

Otizm Veritabam (AutDB)®, giincel arastirmalarla birlikte artan sayida OSB aday
genlerinin de giincel bilgisini iceren, genetik iliski ¢alismalarindan elde edilen aday genler,
nadir tek gen mutasyonlar1 ve sendromik otizm ile iligkili tiim genleri igeren hastaliga dayali
halka agik bir web portalidir. OSB ile iliskilendirilen genleri igeren AutDB veri tabani, Aralik
2017 tarihli verilerine gore 990 gen ve 2225 CNV icermekte ve bu sayir aralikli olarak
giincellenmekte ve siirekli artmaktadir. Veritaban1 Simons Vakfi tarafindan desteklenmektedir
(228, 229).

2.14. Yeni nesil dizileme (NGS) yontemleri

1970’lerde Sanger ve arkadaslar1 ile Maxam ve Gilbert zincir sonlandirma ve pargalara
bolme yaklasimlarina dayali DNA dizileme yontemleri gelistirmislerdir (230, 231). Dogal
niikleotidlerin analogu olan modifiye edilmis azot bazlarmin eklenmesi ile DNA sentezinin

kesilmesine dayanan ve “zincir sonlandirma yaklasimi” olarak adlandirilan Sanger dizileme

144 MINV: Multi-nucleotide variation
145 SFARI: Simons Foundation Autism Research Initiative
146 AutDB: Autism Database
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teknigi otomatik kapiller elektroforez'4’

ile birlestirildiginde dogruluk ve hiz acisindan oldukca
gelisim gostermistir. “Birinci nesil” dizileme yontemi olarak adlandirilan bu yontem basit
olmasi, ham okumalarin yiiksek oranda dogru olmasi ve okuma uzunlugunun fazla olmasi gibi
nedenler ile DNA dizilemede yaklasik yirmi yil boyunca baskin yontem olarak kullanilmistir.
HGP’de Otomatik Sanger dizileme teknigi Mullis’in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
(232) ile birlikte de basarili bir sekilde kullanilmasina ragmen teknigin en dnemli sinirliligi
yiiksek maliyetli olmasidir. Ozel olarak finanse edilmis diger HGP’de ise DNA parcalarimnin
dogrudan vektorlerle klonlanmasi, dizilenmesi ve bir araya getirilmesi seklinde olan “tiim
genom, rasgele av tiifegi dizilemesi”**°® teknigi kullanilmistir (219). Sonradan DNA dizileme

icin standart haline gelen bu yontem NGS ve iligkili diger yontemler i¢inde zaman iginde

gelistirilmistir.

NGS ise 2000°1i yillarin baglarinda ortaya ¢ikmis ve ilk biiyiik paralel dizilme yaklasimi1
Brenner’in grubu tarafindan raporlanmistir. Bu yaklasimla maya ve bir insan hiicre dizisinin
gen ekspresyon profillerini iiretmek icin mikro boncuklar’® kullanilmistir (233). NGS
yontemleri ile dizileme ¢iktis1 elektroforez gerektirmeden dogrudan tespit edilir baz
sorgulamasi dongiisel ve paralel olarak gerceklestirilir (234). 2005 yilinda NGS yontemleri 454
Life Sciences tarafindan gelistirilen “sentez yoluyla dizileme” (SBS)™! yontemi (235) ve
George Church labaratuvarinin  miiltipleks “polony dizileme protokoli”** (236)
teknolojilerinin gelismesi ile daha da kullanilabilir hale gelmistir. Sonrasinda ilave NGS
teknolojileri de gelistirilmistir ve ticari olarak mevcuttur. Calistirma basia 20 megabaz ¢iftlik
(Mbp) bir ¢ikt1 ile ¢alisan ilk sistem olan Roche 454 Life Sciences tarafindan tiretilen GS20’nin
piyasaya siiriilmesinden bu yana NGS teknolojisi oldukca gelismistir. Ornegin Illumina HiSegX
sistemi, ¢alistirma basina 1,8 terabaz ciftlik (Tbp) veri dizisi liretme kapasitesine sahiptir. Bu
da veri liretme kapasitesinin yaklasik son 10 yilda 100.000 kat arttigin1 géstermektedir. “Tek
niikleotid dizileyiciler” olarak adlandirilan Pacific Biosciences ve Nanopore tarafindan iiretilen

yeni NGS sistemleri ise PCR amplifikasyonundan dogan yan tutmalar1 6nleyen DNA veya

147 automated capillary electrophoresis
148 PCR: Polymerase Chain Reaction

149 shotgun sequencing

10 microbeads

151 SBS: sequence-by-synthesis

152 multiplex polony sequencing protocol
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RNA kalibinin klonal amplifikasyonunu gerektirmemesi ve bdylece maliyeti ciddi ol¢iide
azaltmasi ve artmis okuma uzunlugu avantajinin yaninda ger¢ek zamanli DNA veya RNA veya
DNA metilasyonu gibi baz modifikasyonlarin1 degerlendirebilme kapasitesi acisindan 6nem
kazanmaktadir (237, 238). Illumina giiniimiizde sentez yoluyla dizileme sistemleri i¢inde
endiistrideki en 6nde gelen NGS firmasidir. [llumina platformunu kullanan NGS teknolojileri,
milyonlarca hatta milyarlarca DNA parcalarini paralel olarak dizileyen ve analiz i¢in analiz i¢in
birlestiren SBS yontemini kullanmaktadir. Rutin dizileme protokoliinde 6rnek kiitiiphane

hazirlama, kiime iiretimi ve SBS’yi igeren ii¢ adim yer almaktadir.

NGS yontemleri icinden WGS ve WES ile genom, RNA-seq teknigi ile transkriptom,
ChIP-seq*3, DNase-seq™>* ve ATAC-seq'® gibi yontemlerle ise epigenom dizilenebilmektedir
(237). WES, Mendelyan hastaliklar ile iliskili yiiksek oranda penetran varyantlari tanimlamada

en uygun yontemdir. Hedeflenmis yeniden dizileme!®®

ise, secili genomik bdlgelerin
yakalanmasi ve dizilenmesi icerir ve WES ve WGS’yi tamamlar (237). WGS ise ozellikle
genomun kodlanmayan ve olasi diizenleyici bolgeleri i¢in genetik varyasyonlarin WES, SNP
CMA, aCGH gibi genomik teknolojilerle miimkiin olandan daha kapsamli degerlendirilmesini
saglamaktadir (239). Onceki yaynlar, protein kodlayan dizinin WGS tarafindan yeterince iyi
ortiilmis oldugunu ve WES teknolojisinden daha kapsamli oldugunu ileri siirmektedir (240).
WGS’nin, WES’e gore patojenik varyanti saptama agisindan da daha hassas oldugu
distintilmektedir (13). Ayrica WES tekniginde gerekli olan ve labaratuvarlar arasinda hassaslik

(sensivite) ve basar1 oranlar farkliliklarina yol acan DNA zenginlestirme isleminin WGS’de

gerekli olmamas: bir diger Ustiin 6zelligidir.

WGS i¢in HGP’de 2001 Eyliil’de genom bagsina yaklagik 95.300.000 dolar olan dizileme
maliyeti, 2017 Temmuz’da 1.120 dolara kadar diismiistiir. Ozellikle 2008 yilindan itibaren
maliyetlerde yasanan bu 6nemli orandaki diisme, Sanger dizilemeye dayanan birinci nesil
dizileme yontemlerinden ¢ok biiyiik dlgekte paralel yiiksek ciktili**” teknolojili yeni nesil

dizileme yontemlerine gecilmesine baglidir (241).

153 ChIP-seq: Chromatin Immunoprecipitation

154 DNase-seq: DNase | hypersensitive sites sequencing

155 ATAC-seq: Accessible Chromatin Assay with high-throughput sequencing
1% Targeted re-sequencing

157 massively parallel throughput
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2.15. Otizmle ilgili Transkriptomik ¢calismalar

OSB tanil1 bireyler ve kontroller arasindaki gen ekspresyon patern fakliliklarini gosteren
periferal kan, beyin hiicreleri ve lenfoblastoid hiicre hatlar1 gibi ¢ok sayida farkli dokularla
yapilmis ¢alisma mevcuttur. RNA-seq gibi yeni nesil dizileme yontemlerinin gelistirilmesi,
beyin dokusundaki gen ekspresyonunu derinlemesine analizi i¢in oldukg¢a faydali olmustur
(100). OSB tanili bireyler ve kontrollerden elde edilmis 100°den fazla postmortem beyin
dokusunda yalnizca farkli transkriptomik profil saptanmakla kalmamis, MAL*® ve C110rf301*°
gibi immun sistem genlerinden zenginlesmis bulunmustur (242). Bu sonug, daha kiigiik
orneklem biiyiikligi ile yapilmis daha onceki bir RNA-seq ¢alismast ile tutarlidir (242). Pek
cok gen ekspresyonu ¢alismasinin sonuglari, bagisiklik genlerinin yukar1 yonlii diizenlenmesi
ile ilgili goriinmektedir. Bu da inflamasyon ve immun yanitlar ile ndronal ve sinaptik gelisimin
birlikte nasil yiiriidiigiinii anlamaya katki saglamistir (243). Genom c¢alismalari, hastaligin
etiyolojisini anlamak i¢in dnemli rol oynarken, ekspresyon calismalari da dogrulamay: saglar
ve otizm tanili bireylerin beyinlerinde degisen molekiiler yollarin ayirt edilmesine yardimci
olur (244). Alternatif olarak, ekspresyon analizinden elde edilen veriler, genetik baglanti
calismalarindan elde edilmis yeni, heniiz tanimlanmamis genlerin aday olarak gosterilmesinde
yardimci olabilir. Gelecekteki aragtirmalarda, otizm alt tiplerinde bozulan yolaklarin daha iyi
ve daha hizli anlasilabilmesi i¢in iliski ¢aligmalarinin ve transkriptom analizlerinin birlikte

yiriitiilmesi gerekmektedir (100).
2.16. Genis Otizm Fenotipi

GOF, otizm tanil1 kisilerin yakinlar1 arasinda sik goriilen ve otizm tanisinin karakteristik
ozelliklerinin daha hafif belirtileri olduguna inanilan, esik alti toplumsal beceriler ve iletisimsel
belirtiler ile kisilik 6zelliklerini tanimlayan bir terimdir (245). Aslinda GOF taniminin gegmisi
Kanner ve Asperger’in olgularinin aileleri ile ilgili yaptiklari gozleme dayanmaktadir (246).
GOF ozellikleri, otizmin ¢ekirdek belirtilerine paralel olarak toplumsal beceri, iletisim ve
tekrarlayan basmakalip davranis Oriintiileri alanlarini igerir. Fakat bu belirtiler otistik bireylerin
yakinlarinda farkli goriintimler sergilemektedir. Otistik Bozukluk tanis1 alan ¢ocuklarin birinci

derece yakinlarinin %25’inde otizme benzeyen belirtiler goriildiigi bildirilmektedir (247). Bazi

1% MAL: mal, T cell differentiation protein
159 C110rf30: Chromosome 11 open reading frame 30
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calismalarda esik alt1 otistik belirtilerin multipleks ailelerde simpleks ailelere goére daha sik
goriildiigini 6ne stirmiistiir (248, 249). SCC ile yapilan ¢alismada da GOF 6zelliklerinin diisiik
oranda ¢ikmasi bu bulgular1 desteklemektedir (250). Ayrica GOF aragtirmalarinin otizmin altta

yatan genetik mekanizmalarini anlamada yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (14).
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3. AMAC ve HIPOTEZLER

3.1. Arastirmanin amaci

OSB tanili ikisi de etkilenmis ikiz ¢ocuk ve ergenlerden ve bu cocuklarin anne-
babalarindan alinan 6rneklerin WGS yontemi ile genomik, RNA-seq yontemi ile transkriptomik
analizlerinin yapilarak elde edilen verilerle ¢ocuklardaki otizmin etiyolojisinin saptanmasi;
ayrica bozuklugun siddeti ve anne veya babalardaki GOF o&zellikleri dahil tiim bireylerin

ozellikleri ile bu verilerin sonuglar1 arasinda bag kurulmas1 amaglanmaktadir.
3.2. Arastirmanin Hipotezleri

1) WGS teknolojisi ve bu teknolojinin aile deseni ile birlikte kullanilmasi, OSB
etiyolojisinin ¢ok genli ve multifaktoriyel dogasi nedeniyle bozuklugun altta yatan hem

kalitilan hem de de novo genetik nedenlerini saptamada avantajli ve etkin bir yontemdir.

2) OSB siddeti ile periferal kan tek-gekirdekli hiicrelerin (PBMC)* transkriptomlar1

arasinda iliski mevcuttur.

3) WGS teknolojisi ve bu teknolojinin aile deseni ile birlikte kullanilmasi, DZ ikiz
kardeslerde bile otizmin etiyolojisinden sorumlu hem de novo hem kalitilan varyantlarin farkli

olabilecegi goriisiinii test etmek i¢in iyi bir yontemdir.

4) GOF ozellikleri tagiyan ebeveynler genlerin penetrans 6zelliklerindeki farkliliklar ve
bozuklugun c¢ok genli dogasi nedeniyle c¢ocuklarindaki otizmden sorumlu varyantlar

tagimalarina ragmen bozukluk tanisini karsilayacak kadar etkilenme gostermemektedirler.

160 pBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Arastirmanin Tipi
Bu arastirma kesitsel tanimlayici bir aragtirmadir.
4.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve Ergen Ruh Saghg ve
Hastaliklari Anabilim Dali ve izmir Biyotip ve Genom Merkezi (IBG) Genomik ve
Biyoinfornatik Birimleri’nde Ocak 2017 — Ocak 2018 tarihleri arasinda yapilmistir.

4.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Aragtirma evreni Dokuz Eyliil Universitesi Cocuk ve Ergen Ruh Saghig1 ve Hastaliklart
Anabilim Dali polikliniginde izlenmekte olan 5-18 yas arasi, DSM-5 olgiitlerine gore OSB
tanili ikisi de etkilenmis DZ ikiz ¢ocuk ve ergenler ve etkilenmemis anne-babalari olarak
belirlenmistir. Arastirmanin 6rneklemini her aileden 4 kisi olmak iizere toplamda 3 aile

(toplamda 12 birey) olusturmaktadir.
4.3.1. Olgu grubunun ¢alismaya dahil edilme ol¢iitleri

1) Calismaya katilimi planlanan ikiz ¢ocuk ve ergenlerin 5 yasindan biiyiik 18 yasindan
kiiciik olmast,

2) Caligmaya katilim1 planlanan ikiz ¢ocuk ve ergenlerinin DZ ikiz olmalari,

3) Calismaya katilimi planlanan ikiz ¢ocuk ve ergenlerin ikisinin de DSM-5 tani
olgiitlerine gore OSB tanisina sahip olmasi,

4) Calismaya katilimi planlanan OSB tanili ikisi de etkilenmis ikiz ¢ocuk ve ergenlerin
anne ve babalarinin ¢alismaya goniillii olarak katilmayi kabul etmeleri; anne ve babalarin yazili

onam vermeleri.
4.3.2. Olgu grubunun ¢alismaya dahil edilmeme ol¢iitleri

1) Caligmaya katilimi planlanan OSB tanili ikisi de etkilenmis ikiz ¢ocuk ve ergenlerin

uygulanan Okul Cag Cocuklari I¢in Duygulamm Bozukluklari ve Sizofreni Gériisme
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Cizelgesi- Simdi ve Yasam Boyu Versiyonu (CDGSG-SY)?*®! gériisme formuna gére eslik eden
sizofreni tanisinin bulunmasi,

2) Calismaya katilimi planlanan OSB tanili ikisi de etkilenmis ikiz ¢ocuk ve ergenlerin
bilinen genetik bir sendroma sahip olmalari,

3) Calismaya katilimi planlanan anne ve babalarin uygulanan DSM-IV ig¢in

)162

yapilandirilmis klinik gériisme (SCID-1)*** 6lgegine gore sizofreni tanisinin olmast,

4.4. Veri toplama araclar

Dahil edilme o6lg¢iitlerine uyan olgulara (iletisim becerileri yeterli diizeyde ise) ve
ebeveynlerine arastirma ve yapilacak uygulama hakkinda ayrintili bilgi verildi. Olgularin
biligsel diizeyleri yeterli olmadigi i¢in arastirma ve yapilacak uygulama hakkinda yalnizca
ebeveynlerine ayrintili bilgi verilebildi. Ebeveynlerinden bilgilendirilmis goniillii olur formunu
okuyup imzalayarak calismada yer almayi kabul eden aileler ¢alismaya alindi. Daha once
poliklinikte OSB tanisi ile izlenen olgular, DSM-5 Glgiitlerine gore tanisal agidan yeniden
degerlendirildi. DSM-5 dlgiitlerine gore OSB tanisi netlesen olgularin arastirmaya uygun olup
olmadiklarini saptamak i¢in dahil edilme ve edilmeme olgiitleri agisindan incelendi. DSM-5
tan1 Ol¢iitlerine gore OSB tanisini karsilayan olgular ve ailelerine asagidaki form ve dlgekler
uygulandi, sonrasinda kan alma islemine gegildi. Alinan kan 6rnekleri asagidaki basamaklara

tabi tutuldu ve molekiiler tan1 yontemleri basamagina gecildi.

4.4.1. Degerlendirmede kullanilan formlar ve olgekler

1) Sosyodemografik Veri Formu

Sosyodemografik veri formu ¢ocuk ve ergenlerin sosyodemografik 6zellikleri hakkinda
bilgi toplama amaciyla yazin temel alinarak, arastirmacilar tarafindan hazirlanmistir. Bu veri
formunda ¢ocuga iligkin; dogum tarihi, cinsiyeti, varsa dogum komplikasyonlari, annenin
gebelikte kullandig ilaglar, gelisim basamaklari, 6grenim ve 6zel egitim durumu, okul basarisi,

akran iligkileri, ailenin kaginci ¢ocugu oldugu bilgileri yer almaktadir. Aileye iligkin olarak;

161 CDGSG-SY : Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School Age Children Present and
Life-time Kiddie-SADS-PL
162 SCID-I: Structured Clinical Interview for the DSM-IV Axis | Disorders
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anne ve babanin yasi, egitim diizeyleri, mesleki durumlar1 ve gelir diizeyleri, ebeveynlerin
birliktelik durumu, ailenin ka¢ c¢ocuga sahip oldugu, varsa kullandiklar1 yardimci iireme
teknikleri, anne, baba, ¢ocuk ve akrabalarinda tan1 konmus herhangi bir fiziksel ve/veya ruhsal

hastalik dykiisii bilgileri bulunmaktadir. Sosyodemografik veri formu EK.8’de sunulmustur.

2) Okul Cag1 Cocuklar I¢in Duygulanim Bozukluklar1 ve Sizofreni Gériisme Cizelgesi-
Simdi ve Yasam Boyu Versiyonu (CDGSG-SY) (Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School Age Children Present and Life-time Kiddie-SADS-PL)

Kaufman ve arkadaglar1 (1997) tarafindan gelistirilen CDSG-SY, c¢ocuk ve ergenlerin
geemisteki ve su andaki psikopatolojilerini DSM-I1I-R ve DSM-IV tam Olciitlerine gore
degerlendirmek amaciyla gelistirilmis olduk¢a yaygin kullanilan yar1 yapilandirilmis bir
gorisme formudur. Form; sosyodemografik 6zelliklerin sorgulandigr ilk bolim, simdi ve
geemis psikiyatrik belirtilerin sorgulandig: ikinci boliim ve ¢ocugun degerlendirme yapildigi
andaki genel islevinin degerlendirildigi iiclincii boliimden olusmaktadir. Gorlismede
duygudurum bozukluklari, psikotik bozukluklar, anksiyete bozukluklari, disa atim
bozukluklari, yikici davranim bozukluklari, alkol ve madde kullanim bozukluklari, yeme
bozukluklar1 ve tik bozukluklari degerlendirilebilmektedir (251). CDGSG-SY nin Tiirkce
cevirisi ve gegerlik ve giivenilirlik caligmas1 Gokler ve arkadaslari (2004) tarafindan yapilmistir
(252).

3)_Cocukluk Otizmini Degerlendirme Olgegi (CODO)

CODO, 1971 yilinda Schoppler ve Reichler tarafindan gelistirilmistir (54). Olgegin
Tiirk¢eye uyarlanmasi Sucuoglu ve arkadaslar1 (253), gegerlik ve giivenirlik galigmalari ise
Incekas ve Baykara tarafindan yapmus, 6lgegin Tiirkge formunun kesme puani 30 olarak
saptanmistir (254). CODO yaygin olarak otizmin tanisinda ve bu ¢ocuklarm diger gelisimsel
bozuklugu olan ¢ocuklardan ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Olgek aile ile gdriisme ve

cocugun gozlemlenmesi sonucunda elde edilen bilgiler temel alinarak doldurulmaktadir.

Olgek ayr1 birer alt Slcek goriiniimiinde olan 15 maddeden olusmakta, olcegi
doldurulmasiyla ¢ocugun otizm derecesi belirlenebilmektedir. Olgekte yer alan maddeler;

kisilerle iligki, taklit, duygusal tepkiler, viicudun kullanimi1, degisiklige tepki, gorsel tepkiler,
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dinleme tepkileri, tat, koku ve dokunmanin kullanilmasi, korku/sinirlilik, s6zel iletisim, sozel
olmayan iletisim, zihinsel etkinlikler ve genel izlenimler basliklar altinda toplanmakta ve her
madde 1 ile 4 arasinda yarim derecelik puanlama ile derecelendirilmektedir. 15. madde; diger
maddelerde 6zellikleri degerlendirilen ¢ocuga iliskin klinisyenin genel degerlendirmesini igerir.
Toplam puan 15-60 arasinda seyredebilir. 30-36 arasi puanlar hafif-orta derece otizmi, 37 ve

lizeri puanlar agir derecede otizmi ifade eder. CODO EK.9’de sunulmustur.

4) Otizm Davranis Kontrol Listesi (ODKL)

Otizm Davranis Kontrol Listesi (ODKL)!%3, Krug ve arkadaslar: tarafindan gelistirilmistir
(255). Pek ¢ok iilkede otizmde tarama ve egitimin degerlendirilmesi amaci ile siklikla
kullanilan 6l¢ekler arasindadir. ODKL, duyusal, iliski kurma, beden ve nesne kullanimi, dil
becerileri, sosyal ve 0z bakim becerileri olmak iizere toplam bes alt 6lgekten olusan 57
maddelik bir degerlendirme aracidir. Olgekten alinabilecek en diisiik puan 0, en yiiksek puan
ise 159°dur. ODKL'nin en 6nemli avantajlarindan biri, hem 6gretmenlerden hem de anne-
babadan bilgi almaya olanak saglayan kolay uygulanabilir bir ara¢ olmasidir. Olgegin Tiirkge
gecerlilik ve giivenilirlik calismasi Irmak ve arkadaslar: tarafindan yapilmistir. Olgegin Tiirkce
formunun kesme puani 39 olarak saptanmistir (256). ODKL 6l¢egi EK.3’de sunulmustur.

5) DSM-1V i¢in Yapilandirilmis Klinik Gériisme (Structured Clinical Interview for the
DSM-1V Axis | Disorders; SCID)

First ve arkadaslar1 tarafindan DSM-IV Eksen I bozukluklari i¢in yapilandirilmis klinik
goriismedir. SCID-I, tanisal degerlendirmenin standart bi¢imde uygulanmasini saglayarak
taninin giivenirliliginin ve gegerliliginin arttirilmasi, belirtilerin sistematik olarak aragtirilmasi
icin gelistirilmistir (257). Olcegin gecerlilik, giivenilirlik ¢alismalar1 Corapgioglu ve
arkadaslarinca yapilmistir (258).

6) Otizm-Spektrum Anketi (OSA)

Baron-Cohen ve arkadaslar tarafindan hazirlanan Otizm-Spektrum Anketi (OSA),

normal zeka kapasitesine sahip herhangi bir eriskinin hangi derecede otistik Ozellikler

163 ODKL: Autism Behavior Checklist (ABC)
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sergiledigini veya “genis fenotip”e sahip oldugunu belirlemeyi amaglamaktadir (259). Olgegin
Tiirkge giivenilirlik ve psikometrik 6zellikleri Kose ve arkadaslart (2010) tarafindan ¢alisilmistir
(260).

Anket, bes farkli alan1 degerlendiren onar soru ve toplam 50 sorudan olusmaktadir. Bes
farkl1 alan toplumsal beceri, dikkati kaydirabilme, ayrintiya dikkat etme, iletisim ve hayal giicii
alanlaridir. Anormallik zayif toplumsal beceri, zayif iletisim becerisi, zayif hayal giicii,
ayrintilara olaganiistii dikkat etme, dikkati kaydirmada yetersizlik/dikkatin kuvvetli

odaklanmasi olarak degerlendirilmistir. OSA EK.11’de sunulmustur.
4.4.2. Molekiiler Yontemler

Yukaridaki veri toplama formlar1 ve 6lgeklerinin uygulanmasindan sonra goniillillerden
kan alma islemine baslandi. Olgulardan ve ebeveynlerinden toplanan EDTA*11 tiipe alinan
periferik kan 6rnekleri DNA izolasyonu i¢in 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine 1’er ml olacak sekilde
konularak -20°C’de saklandi. RNA izolasyonu i¢in ise ornekler laboratuvara gelir gelmez

PBMC izolasyonu i¢in hemen isleme alindi.

DNA Izolasyonu

1. Oncelikle hazirlanis1 asagida nasil hazirlandig: detayli anlatilan tampon ¢ozeltileri A ve
B hazirlandi.

-20°C’de saklanan 1’er ml’lik kanlar eriyene kadar +4°C’de bekletildi.

50 ml’lik santrifiyj tiiplerine 1 ml kan ve 10 ml tampon ¢6zeltisi A eklendi.

Karigmasi i¢in 4 dakika ¢alkalama cihazinda karistirildi.

Sonrasinda santrifiij cihazina alinarak 10 dk. 3000 rmp’de santrifiij yapildu.

o 0k~ w D

Ustte kalan sivi uzaklastirildi ve 5 ml tampon ¢ozeltisi A pelletin iizerine eklendi.
Homojen karisim olusana kadar pipetleme yapildi.

7. 4 dakika karigsmasi i¢in ¢alkalama cihazinda karistirildi.

8. 10 dakika 3000 rmp’de santrifiij yapildu.

9. Ustte kalan sivi uzaklastirildi ve 2 ml tampon ¢ozeltisi B pelletin iizerine eklendi.

Homojen karisim olusana kadar pipetleme yapildi.

164 EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik asit
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

2 mlI’lik tampon ¢ozeltisi B ve pelleti igeren karisim 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi.
500 ul 5M NaCls eklendi ve 10 dk. oda sicakliginda karigsmasi igin ¢alkalama cihazinda
karigtirildi.

25 dakika, 65°C su banyosunda 5 dakikada bir vorteks yapilarak inkiibe edildi.

2 ml soguk Kloroform eklendi, 10 dakika oda sicakliginda karigmasi igin galkalama
cihazinda karistirildi.

10 dk. 4°C de 3000 rmp’de santrifiij yapildu.

15 mI’lik santrifiyj tiipti %98’lik 6 ml etanol eklenerek, 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipti
ise %70’lik 500 ul etanol eklenerek hazirlandi.

Santrifiijden sonra iki ayr1 faz olustu ve tstte kalan sivi %98’lik 6 ml etanol iceren
santriflij tiiptine eklendi. Tip 20-25 kere ¢evrilerek karistirildi ve “medusa” denilen
DNA’lar1 igeren bir pellet olusumu gozlendi.

Medusa pipet yardimiyla alindi ve %70°1ik 1,5 ml etanol igeren mikrosantrifiij tiiptine
aktarildi.

1 dk. 14000 rmp’de santrifiij yapildi.

Ustte kalan s1v1 (supernatant) uzaklastirilda.

Alkol kontaminasyonunu 6nlemek i¢in pellet kuruyana kadar beklendi.

Pellet kuruduktan sonra 50 ul tampon ¢ozelti tris-EDTA (TE) i¢inde ¢oziildii.

Pelletin TE i¢inde ¢oziilebilmesi igin bir gece 4°C de bekletildi.

Ertesi giin, pelletin (DNA’nin) ¢oziindiigiinden emin olmak i¢in 54°C’lik su
banyosunda 1 saat boyunca bekletildi.

Nanodrop ile DNA miktar1 6l¢iildi.

Tampon (Cozeltisi A’nmin hazirlanisi

2,42 g 10 mM Tris-HCI, 219,10 g 320 mM siikroz, 2,03 g 5 mM MgCl, ve 1,98 litre
distile H20 dereceli silindire eklendi.

[k pH &l¢iildii (pH 7 ve pH10 standartlarinda kalibre edildi).

Her pH 0l¢iimii arasinda dikkatlice karistirilarak %40°1ik NaOH ile pH 8’e ayarlandi.
Cozelti 2 litrelik silindirde otoklavlandi.

Otoklav yapildiktan sonra, Tampon ¢ozeltisi A soguduktan sonra 20 ml Triton X-100

eklendi ve hafifce ters cevrilerek iyice karistirildi.
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e 4 °C’de saklandx.

Tampon Cozeltisi B’nin hazirlanis

e 30,50 g 400 mM Tris-HCI, 60 ml (pH 8) 0,5 M EDTA, 4,40 g 150 mM NacCl ve 450 ml
distile H20 dereceli silindire eklendi.

e Ik pH 6lciildii (pH 7 ve pH10 standartlarinda kalibre edildi).

e Her pH 6l¢iimii arasinda dikkatlice karistirilarak %40°’lik NaOH ile pH 8’e ayarlandi.

e (Cozelti 500 ml’lik silindirde otoklavlandi.

e Otoklav yapildiktan sonra, Tampon ¢o6zeltisi B soguduktan sonra 50 ml %10’luk

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) eklendi ve hafifge ters gevrilerek iyice karistirildi.

RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in oncelikle kan orneklerinden PBMC izole edildi. Sonrasinda elde
edilen PBMC’lerden RNA izolasyon islemine gecildi.

PBMC Izolasyonu

1. EDTA’L tiipte bulunan 4 ml’lik taze kan santrifiij tiipii icerisine alindi. Uzerine 1/1
oraninda (4 ml) Fosfat tampon soliisyonu (PBS)®° konularak kan seyreltildi.

2. Yeni bir 15 ml’lik santrifiij tiipli alind1 ve icerisine 4 ml “lenfosit ayirma soliisyonu”
konuldu.

3. PBS ile karistirilan kan, lenfosit ayirma sollisyonunun fizerine, bu soliisyonla
karismayacak sekilde eklendi.

4. Hazirlanan 6rnek 2200 rpm’de 25 dk. boyunca hizlanma ve yavaglama ivmesi “0”
olacak sekilde santrifiij yapildi.

5. Santrifiijden sonra tiip i¢inde asagidan yukariya dogru kirmizi kan hiicreleri, lenfosit
ayirma sollisyonu, PBMC ve plazma seklinde katmanlara ayrilan Orneklerden
PBMC’ler lenfosit ayirma soliisyonuna degmeden toplandi ve 15 mI’lik ayr1 bir santrifij

tiiptine konuldu.

165 pBS: Phosphate Buffered Saline
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Icerisinde PBMC olan yeni tiip, 14 ml’ye kadar PBS ile tamamland1 ve normal
ivmelerde (9,9) 1500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Uzerindeki s1vi tamamen atildi, santrifiij tiipii 10 ml’e kadar PBS ile tamamland: ve
hiicreler PBS i¢inde tekrar homojen bir karisim olusturana kadar pipetlendi.

Normal ivmelerde (9,9), 1500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Uzerindeki s1vi tamamen atild1 ve hiicre pelleti 500 pl’de trizol icerisinde ¢dziilerek 1,5

ml’lik santrifiij tiipleri icerisinde -80°C’de saklandi.

PBMC’den RNA izolasyonu

Trizol igerisindeki PBMC hiicrelerinin tizerine 1/5 oraninda kloroform eklendi.

15 sn. karismasi igin ¢alkalandi (vortekslendi). Sonrasinda 2 dk. oda sicakliginda
bekletildi.

12000 rpm’de 15 dk. +4°C’de santrifiij yapildi.

RNA’y1 igeren en iistteki sivi katman/faz alindi.

Alinan miktar 6l¢iildii ve miktarin 1,5 kati izopropil alkol eklendi.

Macherey-Nagel (MN) RNA izolasyon kitinin NucleoSpin® filtresine (lila renkli)
yiiklendi.

Bir dk. boyunca 11.000 g’de santrifiij yapildi.

Filtre atild1 ve filtreden gegip toplama tiiplinde biriken siviya 350 ul’lik %70°1ik etanol
eklenerek bes kez pipetlenerek karistirildi.

NucleoSpin® RNA kolonu (agik mavi renkli) alindi ve toplama tiipiine yerlestirildi.
Sekizinci basamaktan elde edilen karisim bu kolona yiiklendi ve 30 sn. boyunca 11000
g’de santrifiij yapildu.

Ayni kolan yeni toplama tiipiine yerlestirildi ve eskisi atildi. Kolonun iizerine kit
icerinde bulunan 350 ul Molibdovanadat Reaktif Cozeltisi (MDB, zar1 tuzdan arindirma
tampon ¢ozeltisi) eklenerek bir dk. boyunca 11.000 g’de santrifiij yapildu.

Ay bir yerde, 1,5 ml’lik santrifiyj tiipii igerisinde 10 pul DNase ve 90 ul DNase i¢in
reaksiyon tampon ¢ozeltisi iceren DNase reaksiyon karigimi hazirlandi.

Hazirlanan DNase reaksiyon karisimindan 95 pl santrifiijden alinan kolonun iizerine

eklenerek 15 dk. oda sicakliginda bekletildi.
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13. Kolonun iizerine 200 ul RWE2 yikama tampon ¢6zeltisi eklendi ve 30 sn. boyunca
11000 g’de santrifiij yapilda.

14. Kolon yeni toplama tiipii {izerine alinarak, 60 pl RNase-free H2O eklenerek bir dk.
boyunca 11000 g’de santrifiij yapildiktan sonra mikrosantrifiij tiipiine toplandi. Ornek
-80 °C’ye kaldirildi.

15. Elde edilen RNA’larin kalite tayini i¢in Agilent 2100 Bioanalyzer System kullanildi.
Biyoanaliz sisteminin tiim RNA goriintiisii Sekil 3°de gosterilmistir. Bu sistem, elde
edilen RNA’lar i¢in RNA biitiinlik numarasi (RIN) ve 18S/28S oranini verir. RNA
kalitesini belirlerken, RIN degerinin 7’den biiyiik ve 18S/28S oranmin 1’den biiyiik
olmast gerekir. Goniillillerden elde edilen RNA’larin RIN degeri 9’un {izerinde
cikmustir (Sekil 4). Electropherogram’da elde edilen RNA Kkalitesi ise Sekil 5°de

gosterilmistir.
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Sekil 3: Agilent Bioanalyzer tiim RNA goriintiisii. Tiim RNA goriintiisii Biyoanalyzer 2100
ile goriintiilendi. Ilk siitun( L) marker 1, ve anne-baba ve ¢ocuklar olmak {izere sirastyla 1-4
stiinlar1 1. Aile. 5-8 stiinlar1 2. Aile, 9-12 siitunlar 3. Aileyi gosterir. 28S ve 18S ribozomal
RNA bandlar1 herbir 6rnek i¢in goriildii.
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Sample Name Sample Comment Status Result Label
Sample 1 v RIN: 9.80
Sample 2 v RIN:10
Sample 3 v RIN:10
Sample 4 Lo RIN: 9.50
Sample 5 v RIN:10
Sample 6 v RIN: 9.90
Sample 7 v RIN: 9.30
Sample 8 o RIN: 9.30
Sample 9 v RIN: 9.90
Sample 10 v RIN: 9.60
Sample 11 v RIN: 9.70
Sample 12 v RIN: 9.50
Ladder » Al Other Samples

Sekil 4: Bioanalyzer RNA biitlinliik numaras1 (RIN) tablosu. Anne-baba ve gocuklar olmak
lizere sirastyla 1-4 satirlar1 1. Aileyi, 5-8 satirlar1 2. Aileyi, 9-12 satirlar1 3. Aileyi gosterir.
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Sekil 5: RNA kalitesini gosteren electropherogram.
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Asagidaki tablolarda (Tablo 4 ve 5) arastirmada kullanilan makine-techizat ve malzeme

listesi gdsterilmistir.

Tablo 4: Arastirmada Kullanilan Mevcut Makine — Teghizat Listesi

Adi/Modeli Arastirmada kullanim amaci
Agilent 2100 bioanayzer system RNA kalitesini kontrol etmek
Thermo scientific- microCL 17R-centrifuge RNA izolasyonu
Eppendorf centrifuge 5810R PBMC izolasyonu
Hettich-zentrifugen-Rotanta 460 R RNA izolasyonu

Tablo 5: Arastirmada Kullanilan Malzeme Listesi

Agilent technologies-RNA Nano Chips 1 Adet

MN-Nucleospin RNA kit 1 Adet

SIGMA-TRI Reagent 1 Adet

Lonza-Lymphocyte Separation Medium-100ml 2 Adet

Lonza-phosphate Buffered Saline-500 ml 2 Adet
DNA Analizi

Ikiz g¢ocuk ve ergenler ile ailelerinden alman kanlardan elde edilen DNA &rneklerinin
uygun kalitede oldugu nanodrop ile goriildiikten sonra WGS teknolojisi ile dizilenmesi amaci
ile Novagene firmasina gonderildi. Firmada dizileme oncesi iki farkli metotla DNA’larin kalite
kontrolii yapildi. Agaroz jel elektroforez sistemi ile DNA bozulmasi ve potansiyel
kontaminasyon testleri yapildiktan sonra DNA’nin konsantrasyonu tam olarak 0l¢iildii. Daha
sonra, kiitiiphane kurulumu igin Truseq Nano HT Sample preparation Kit (lllumina US)

kullanilarak dizileme kiitiiphanesi yapildi. PCR iirtinleri AMPure XP system ile saflastirildi ve
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Agilent 2100 Bioanalyzer ile analiz edildi. DNA’larin etkili konsantrasyonlarina ve kabul edilen

veri miktasina gore havuzlama yapildiktan sonra dizileme igin, kaliteli kiitiiphaneler

HiSegX/MiSeq dizileme ile arttirildi. Her bir 6rnek i¢in 90 Gb veri tiretilerek, veriler harici disk

yardimiyla IBG-izmir genomik birimine génderildi. Daha sonra biyoinformatik analiz IBG-

Izmir Genomik ve Biyoinformatik biriminde gergeklestirildi. Veri kalitesinin dzeti Tablo 6’de

sunulmustur.

Tablo 6: WGS analizi veri kalitesi 6zeti

Sample Library FlowcelllLane Rawreads Rawdata(G) Effective(%) Error(%) Q20(%) Q30(%) GC(%)
AlA DHG16284 HS3NFCCXY_L1 64849809 99.82 001 9575 9041 4107
AlA DHG16284 HS3NFCCXY_L3 64751883 9981 003 9547 8988 4102
AlA DHG16284 HS3NFCCXY_L2 63757008 9426 9982 003 9529 8952 4098
AlA DHG16284 H53NFCCXY_L4 67585475 9983 001 96.06 9106 4111
ATA DHG16284 H53MICCXY_L1 53265519 9983 001 9650 9186 4095
A1B DHG16285 HS3NFCCXY_L2 78829363 9983 003 9522 8938 4091
AlB DHG16285 HS3NFCCXY_L4 84242146 Ay 9984 001 9599 9092 4103
AlB DHG16285 HS3NFCCXY L1 80654222 9983 001 9569 9028 4098
A1B DHG16285 HS3NFCCXY_L3 80283107 9982 003 9541 8976 4094
AIG2 DHG16286 HS3NFCCXY_L3 79946128 9983 003 9539 8972 4107
AIG2 DHG16286 H53NFCCXY_L1 80204165 9984 001 9567 9025 4111
AIC2 DHG16286 HS3NFCCXY_L4 83768367 9673 99.85 001 9598 9090 4116
AlIC2 DHG16286 H53NFCCXY_L2 78522411 9984 003 9520 8934 4103
AICT DHG16287 HS53NFCCXY_L4 90022364 99.80 001 9594 9084 4120
AICT DHG16287 HS3NFCCXY_L2 84342260 10856 99.79 003 95.16 8930 4107
AICT DHG16287 HS3NFCCXY_L3 85778260 ’ 99.78 003 9535 89566 4111
AlCT DHG16287 HS3NFCCXY_L1 86053862 99.79 001 9563 9019 4114
A2A DHG16288 HS3NFCCXY_LS 70485078 9984 001 9594 9075 4094
A2A DHG16288 HS3NFCCXY_L6 70136440 9981 001 9590 9063 4094
A2A DHG16288 HS3NFCCXY_L7 69487804 9227 99.82 001 9572 9031 4091
A2A DHG16288 H53MICCXY_L1 27543564 99.82 001 9639 9166 4090
A2A DHG16288 H53NFCCXY_L8 69926743 9981 003 9544 8981 4091
A2B DHG16289 H53MICCXY_L1 29916678 99.79 001 96.40 9167 4093
A2B DHG16289 H53NFCCXY_L6 69442037 99.78 001 9591 9067 4098
A28 DHG16289 H53NFCCXY_L8 69185860 9214 99.78 003 9546 8984 4095
A2B DHG16289 H53NFCCXY_LS 69766039 9982 001 9595 9078 4097
A2B DHG16289 HS3NFCCXY_L7 68813378 99.79 001 95.74 9034 4095
A2 DHG16290 HS3NFCCXY_L8 73971519 99.76 003 9544 8981 4096
A2C2 DHG16290 H53MICCXY_L1 4753278 99.77 001 96.37 9163 4094
A2C2 DHG16290 HS3NFCCXY_L7 73550900 9036 99.77 001 95.71 9030 4097
A2C2 DHG16290 H53NFCCXY_L6 74289528 99.76 001 9589 9064 4099
A2 DHG16290 H53NFCCXY_LS 74649606 99.80 001 9594 8075 4098
AC1 DHG16291 H53NFCCXY_L7 72963141 9978 003 9541 8977 4106
A2C1 DHG16291 H53NFCCXY_LS 74358862 99.80 002 9563 9024 4108
A2C1 DHG16291 HS3NFCCXY_L8 73119150 90.76 9977 003 9513 8930 4105
A2C1 DHG16291 H53MICCXY_L1 8033347 9977 001 96.13 9122 4105
A2C1 DHG16291 HS3NFCCXY_L6 74068540 99.76 002 9559 9011 4109
A3A DHG16292 H53NFCCXY_L6 92724301 99.77 002 9555 9003 4078
A3A DHG16292 H53NFCCXY_L8 91712108 R 99.78 003 9507 8919 4075
A3A DHG16292 HS3NFCCXY_L5 93176587 9981 002 9559 9015 4077
A3A DHG16292 HS3NFCCXY_L7 91538285 99.79 002 9535 8967 4075
A3B DHG16293 H53NFCCXY_LS 72481227 9982 002 9562 9021 4100
A3B DHG16293 HS3NFCCXY_L7 71163455 99.79 003 9539 8973 4099
A3B DHG16293 HS3MICCXY_L1 18402322 9171 99.79 001 96.12 9119 4097
A3B DHG16293 HS3NFCCXY_L8 71552502 99.79 003 9511 8925 4099
A3B DHG16293 HS3NFCCXY_L6 72104968 99.78 002 9558 9009 4102
A3G1 DHG16294 H53KHCCXY L1 85144521 9969 001 96.03 9073 4071
A3 DHG16294 HS3KHCCXY L3 84787765 Sotice 9967 001 96.36 9147 4069
A3 DHG16294 H53KHCCXY L2 84639991 y 9971 001 9620 9112 4069
A3C1 DHG16294 H53KHCCXY_L4 84310216 99.68 001 96.49 9178 4070
A3Q2 DHG16285 H53KHCCXY L2 78705028 9979 001 96.07 9082 4116
A3Q2 DHG16295 H53KHCCXY L4 78386168 Py 9976 001 96.37 9149 4117
A3Q2 DHG16295 H53KHCCXY L1 79324327 9977 001 9588 9040 4118
AIQ2 DHG16295 H53KHCCXY L3 79140154 9976 001 9623 9120 4116
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RNA Analizi

RNA kalitesi Bioanalyzer 2100 yardimu ile belirlendikten sonra, uygun miktarda RNA

dizilenmesi i¢in servis saglayicit firmaya gonderildi. Burada, RNA-seq ig¢in kiitiiphane

hazirlama islemi TruSeq Stranded Total RNA LT (Illumina) kiti yardimi ile yapildi. Kalite

kontrolinii gegen kiitiiphaneler NextSeq 500 High Output v2 Kit (150 cycles) kiti yardimu ile

2x75 uzunlugunda paired-end (¢ift yonlii, 150 dongii) 50 milyon/drnek okuma verecek sekilde

dizilendi. Her bir 6rnek igin hazirlanan veriler harici disk yardinmi ile IBG-Izmir genomik

birimine kargo ile gonderildi. Biyoinformatik analiz IBG-izmir Genomik ve Biyoinformatik

birimlerinde yapildi.

Tablo 7: RNA dizilemede kullanilan adaptér dizileri

Adaptor ad1

Adaptor sekaslari

PE_adapters

GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG

PE_Readl_sequencing_primer

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

PE_Read2_sequencing_primer

CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT

SE_adapter

GATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

SE_PCR_primer

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCT

PE_PCR_primerl

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACG
ACGCTCTTCCGATCT

PE_PCR_primer2

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGC
TGAACCGCTCTTCCGATC

17 _primer

GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

17 _primer_rc

AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC
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4.5. Verilerin Degerlendirilmesi
45.1. Tiim Genom Dizileme (WGS) verilerinin degerlendirilmesi

WGS sonrasi elde edilen fastq formatindaki ham verilerin kalite kontrolleri FASTQC
yazilimi (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) ile yapildi. FASTQC,
yeni nesil dizileme verilerinden elde edilen verilen transkriptom ve genom kiitiiphanelerinin
kalite kontrollerinin (QC)!® gerceklestirilmesinde yaygin bir sekilde kullanilan bir
uygulamadir. QC, modern yiiksek ¢iktili dizileyicilerden elde edilen ham verilerin
derinlemesine analizinden Once yeterli kalite standartlarina sahip olup olmadiginin test
edilmesinde kullanilir. QC sonrasi, analize hazir DNA kisa okumalar1, Ensembl veri tabanindan
elde edilen insan referans genomuna (GRCh37) Burrows-Wheeler Aligner (BWA, http://bio-
bwa.sourceforge.net/) hizalama algoritmasi ile hizalandi. BWA, diisiik-ayr1 dizileri insan
genomu gibi biiylik bir referans genoma karsi haritalamak icin olusturulmus bir yazilim
paketidir ve BWA-backtrack, BWA-SW ve BWA-MEM isimli ii¢ algoritmadan olusur. BWA-
backtrack, Illumina i¢in 100bp’ye kadar okumalar i¢in, digerleri 70bp’den 1Mbp’ye kadar olan
daha uzun diziler i¢in tasarlanmistir. Calismadaki hizalama basamaklarinda BWA aln
arglimanindan faydalanildi (261). Referans genoma hizalama sonrasi elde edilen Sequence
Alignment/Map (SAM) dosyalar1 samtools (http://samtools.sourceforge.net/) araciligiyla
Binary Aligned/Map (BAM) formatina doniistiiriildii. SAM formati, biiyiik niikleotid dizisi
hizalamalarin1 depolamak icin olan genel bir formattir. SAM, g¢esitli hizalama programlari
tarafindan {retilen tiim hizalama bilgilerini depolamaya yetecek kadar esnek; hizalama
programlar1 tarafindan kolaylikla {retilebilecek veya mevcut hizalama formatlarindan
donustiirtilebilecek kadar basit; hizalama islemlerinin ¢cogunun bellekteki tiim hizalamayi
yiiklemeden bir akis iizerinde calismasina izin verebilen bir format olmay1 hedeflemektedir.
Samtools ise, siralama, birlestirmek, dizine eklemek ve pozisyon basina bir formatta
hizalamalar tiretmek dahil olmak tizere, hizalamalart SAM formatinda islemek igin gesitli
araglar saglar (262). Bu islemden sonra BAM formatindaki dosyalardaki duplike PCR
okumalar1 Picard Tools (http://broadinstitute.github.io/picard/) araciligiyla uzaklastirildi.
Picard, SAM/BAM/CRAM ve VCF gibi yiiksek ciktili dizileme verilerini ve formatlarini

166 QC: Quality control
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islemek igin gelistirilmis bir dizi komut satir1 aracidir. Sonrasinda verilerin Broad Institute
tarafindan gelistirilen Genome Analysis Tool Kit
(GATK; https://software.broadinstitute.org/gatk/) analiz araglari ile indel yeniden hizalamasi
ve baz rekalibrasyon basamaklar1 gergeklestirildi ve 50 niikleotidden daha kisa uzunluktaki
varyasyonlarin belirlendi. GATK, germline ve somatik DNA ve RNA dizileme verilerindeki
SNP’leri ve indel’leri tanimlamak i¢in olusturulmus, genom dizilemede varyant tanimlama igin
altin standart olarak kabul edilebilecek, ¢ok sayida alt modiilden olusan Java tabanli bir yazilim
paketidir. Kapsami somatik varyant arama araglar1 CNV’leri ve yapisal varyantlar1 (SV)* da
icerecek sekilde genislemektedir. Yiiksek ciktili dizileme verilerini isleme ve kalite kontrolii
gibi ilgili gorevleri yerine getiren bir¢ok yardimci programi da igerir. Bu araglar esas olarak
[Mlumina dizileme teknolojisi tiretilen ekzom ve tiim genom verilerini islemek i¢in tasarlanmistir
ancak diger cesitli teknolojileri ve deneysel tasarimlar1 ele alacak sekilde uyarlanabilirler.
Bunun i¢in yiiksek ¢iktili dizileme verileri i¢in varyant kesif analizi gergeklestirmek i¢in adim
adim tavsiyeler sunan GATK Best Practices kullanildi. Ilgilenilen varyasyon tiiriine ve
kullanilan teknolojiye bagli olarak belirli uygulamalara gére uyarlanmis ¢esitli Best Practices
is akiglarindan WGS’ye uygun olan ve germline SNP ve indel tipi varyasyonlar1 bulmak i¢in
kullanilan Haplotyecaller GVCF basamag kullanildi.

Haplotypecaller GVCF 'nin sirasiyla “on isleme” ve “varyant kesfi” adimlar1 uygulandi.
“On isleme” basamagina gore ham verilerin kalite kontrolii, referans genoma hizalamasi ve
duplike PCR’lerin uzaklastirilmasi islemlerini iceren ilk iki adim GATK dis1 araglarla daha
onceden yapilmis oldugu i¢in, siradaki adim olan temel kalite skorlarinin yeniden kalibrasyonu
yapild1 ve boylelikle veriler analize uygun hale getirildi. Varyant arama algoritmalar1 ciddi
Olgiide her dizi okumasinin bireysel baz tanimlamalarina (calling) verilen kalite skorlarina
dayanir. Bu skorlar, dizileme araglari tarafindan yayilan baz bagina hata temelinde tahminlerdir.
Cogunlukla dizileme araglar tarafindan tiretilen skorlar gesitli sistematik yontemsel hatalara
maruz kalmaktadir ve bu verilerde baz kalite skorlarinin agir1 veya diisiik tahminlerine yol
acmaktadir. Temel kalite skoru yeniden kalibrasyonu (BQSR),'® bu hatalar1 ampirik olarak
modellemek kalite skorlarin1 buna gore ayarlamak i¢in makine 6greniminin uygulandig: bir

stiregtir. Boylece daha hatasiz baz kalitesi elde edilmesini saglar. Temel yeniden kalibre etme

167 SV: Structural variation
168 BQSR: Base quality score recalibration

64


https://software.broadinstitute.org/gatk/

stireci iki adim igerir; ilk olarak program verilere ve bir takim bilinen varyantlara dayanan bir
kovaryasyon modeli olusturur, daha sonra modele dayal1 verilerdeki taban kalitesi skorlarini

3

ayarlar. BQSR asamasindan sonra “varyant tanimlama” ve “varyant filtreleme” olarak iki
asamadan olusan “varyant kesfi” asamasina gecildi. Varyant tanimlama asamasi duyarliligi
(yanlis negatifligi en aza indirmek, yani gercek varyantlar1 tanimlamakta basarisizlik) en {ist
diizeye ¢ikarmak igin tasarlanirken; filtreleme asamasi her proje igin Ozellestirilebilen bir
diizeyde ozgiillik (yanlis pozitifleri en aza indirmek, yani iglem hatalarin1 ¢ikarmakta
basarisizlik) saglamay1 amaglamaktadir. DNA igin varyant arama basamagi pek ¢ok bireysel
ornegi iceren kohortlarin 6l¢eklenebilir ve asamali olarak islenebilirligini saglamak i¢in iki

adima (6rnek basma arama ve takiben Orneklerde boydan boya ortak genotiplendirme)

bolinmiistiir.

Varyant arama asamasinda HaplotypeCaller, SNP’leri ve indel’leri ayn1 anda arayabilir.
Program, varyasyon gosteren bir bolge ile karsilastiginda, mevcut haritalama bilgisini yok eder
ve 0 bolgedeki okumalar1 tamamen yeniden birlestirir. HaplotypeCaller DNA dizi verilerinde
Olgeklenebilir varyant aramak igin kullanilan GVCF modunda, ara genomik bir GVCF
olusturmak i¢in 6rnek basina calisir. Varyant arama asamasindan sonra, bir sonraki adimda
eszamanli olarak alimmasi gereken dosyalarin sayisini azaltmak i¢in GVCF dosyalarin
birlestirilmesini igeren istege bagli olan “birlestirme” basamagi uygulandi. Genotip birlestirme
adiminda ise GVCF’ler toplandi ve ortak genotiplendirme aracit olan GenotypeGVCF’ye
gonderildi. Bu, filtrelemeye hazir SNP ve indel birlesik arama dizisi {iretilmesini sagladi. Bu
analiz zor bolgelerde bile varyantlarin hassas bir sekilde tespit edilmesine ve pek cok asagi
yonlii analiz i¢in 6nemli, tiim Orneklerdeki ilgi konusu olan alanlar hakkinda bilgi saglayan
genotiplerin kareli matriksini iiretilmesine olanak tanir. GATK’nin varyant arama araglari
gercek varyantlart kagirma sansini en aza indirmeyi saglayan yiiksek diizeyde hassasiyete
sahiptir. Ancak bu oldukca biiyiik olabilecek ham arama setindeki yanlis pozitiflerin miktarini
azaltmak icin filtrelenme gerekliligi dogurmaktadir. Ham varyant arama setini filtrelemenin en
1yi yolu, olas1 gercek varyantlarin ek agiklama profillerini tanimlamak i¢in makine 6grenimini
kullanan degisken kalite skoru yeniden kalibrasyonunu kullanmak ve her varyanta bir
VQSLOD puani atamaktir. Varyant kesfinin ikinci basamagi olan bu varyantlarin filtrelemesi
asamasinda ham arama seti filtrelenerek istenen kalite seviyesine sahip aramalarin alt kiimesi

uretildi.
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VCF formatinda elde edilen aday varyantlar iizerinde mantiksal sorgulamalarin
yapilabilmesi i¢in GEMINI (https://gemini.readthedocs.io) yazilimindan faydalanildi (263).
Oncelikle VCF dosyalar1 sorgulanabilir veri tabanlarina déniistiiriildii ve de_novo ve
mendelian_error komutlari ile her bir ailede Mendelyan kalitim gdstermeyen aday varyantlar
belirlendi (Tablo 9). Aday varyantlarin belirlenmesinde, gnomAD
(http://gnomad.broadinstitute.org/) veri tabaninda toplumda goriilme sikligi %5’den daha az
olan ve etki siddeti “yiiksek” (6r. splice_acceptor_variant) ya da “orta” (6r. missense_variant)
olarak simiflanan varyantlar dahil edildi. Dizi ontoloji terimlerinin Gemini terimlerindeki
karsilig1, terimlerin agiklamasi ve her bir varyantin etki siddeti siniflandirmasi Tablo 8’de
verilmistir. Calpha ve burden testlerin gergeklestirilmesinde ise yine GEMINI komut satirindan
faydalanildi. Elde edilen nadir varyantlar, NGS yontemlerinin dogasindan kaynakli hatalar
ortadan kaldirmak igin tanimlama orani'®® degeri 0,95’in iizerindeki ve okuma derinligil™

10’un tlizerinde olan varyantlar1 dahil edecek sekilde filtrelendi.
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Sekil 6: WGS ve WES verilerinin islenmesinde GATK tarafindan tavsiye edilen biyoinformatik araglarin
ardigik diizeni (GATK best practices’den degistirilmeden alinmustir)
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Tablo 8: Dizi ontoloji terimleri ve anlamlari

GEMINI terimleri

Dizi Ontoloji terimleri

Etki siddeti

splice_acceptor

splice_acceptor_variant

YUKSEK

splice_acceptor_variant: bir intronun 3’ ucundaki 2 baz bolgesini degistiren bir kirpilma (splice) varyanti.

splice_donor

splice_donor_variant

YUKSEK

splice_donor_variant: bir intronun

5’ ucundaki 2 baz ¢ifti bolgesini degistiren bir kirpilma varyanti.

stop_gain stop_gained YUKSEK
stop_gained: kisalmus bir polipeptide yol agan bir erken dur kodonuyla sonuglanan bir kodonun en az bir bazinin
degistigi bir dizi varyanti.

stop_loss stop_lost YUKSEK

stop_lost: Uzamus bir transkript ile sonuglanan, dur kodonunun en az bir bazinin degistigi bir dizi varyant.

frame_shift

frameshift_variant

YUKSEK

frameshift_variant: indel’e ugrayan niikleotidlerin sayis1 iigiin katlar1 olmadigi i¢in translasyonel okuma
gergevesinin bozulmasina neden olan bir dizi varyanti.

start_loss start_loss YUKSEK
start_loss: kanonik baglangi¢ kodonunun en az bir bazin1 degistiren bir kodon varyanti.

exon_deleted exon_loss_variant YUKSEK
exon_loss_variant: transkriptten bir eksonun kayboldugu dizi varyantidir.

non_synonymous_start initiator_codon_variant YUKSEK

initiator_codon_variant: bir transkriptin ilk kodonunun en az bir bazini degistiren bir kodon varyanti.

transcript_codon_change

initiator_codon_variant

YUKSEK

initiator_codon_variant: bir transkriptin ilk kodonunun en az bir bazim degistiren bir kodon varyanti.

chrom_large_del chromosomal_deletion YUKSEK
chromosomal_deletion: tam olmayan kromozom.
rare_amino_acid rare_amino_acid_variant YUKSEK

rare_amino_acid_variant: nadir bir aminoasidi kodlayan bir kodonun en az bir bazinin degismesi ile farkl
kodlanmis bir aminoasit ile sonuglanan bir dizi varyantidir.

non_syn_coding

missense_variant

ORTA

missense_variant: farkli bir aminoa

sit dizisi olusumu ile sonuglanan, ancak uzunlugun uzunlugun korundugu,
bir ya da daha fazla bazi1 degistiren bir dizi varyantidir.

inframe_codon_gain

inframe_insertion

ORTA

inframe_insertion: kodlayan diziye
varyanttir.

baz ekleyen es anlamli olmayan (non synonymous) gerceve igi (inframe)

inframe_codon_loss

inframe_deletion

ORTA

inframe_deletion: kodlayan diziden

baz silen es anlamli olmayan gergeve igi varyanttir.
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inframe_codon_change coding_sequence_variant ORTA
coding_sequence_variant: kodlayan diziyi degistiren bir dizi varyantidir.
codon_change_del disruptive_inframe_deletion ORTA

disruptive_inframe_deletion: mevcut kodondan baslayarak kodlayan diziden bazlari silen kodlayan dizilerin

uzunlugunda bir ¢ergeve ici azalma.

codon_change_ins

disruptive_inframe_insertion

ORTA

disruptive_inframe_insertion: mevcut kodondan baslarak kodlayan diziye bir veya daha fazla kodon ekleyen

kodlayan dizilerin uzunlugunda bir

gergeve ici artis.

UTR_5_del

5 prime_UTR_truncation+ exon_loss_variant

ORTA

5 prime_UTR_truncation: referans

exon_loss_variant: transkriptten bir eksonun kayboldugu bir dizi varyanti.

diziye gore bir 5’UTR’nin azalmasina neden olan bir dizi varyanti.

UTR_3_del

3_prime_UTR_truncation+ exon_loss_variant

ORTA

3_prime_UTR_truncation: referans

exon_loss_variant: transkriptten bir eksonun kayboldugu bir dizi varyanti.

diziye gore bir 3’UTR’nin azalmasina neden olan bir dizi varyant.

splice_region

splice_region_variant

ORTA

splice_region_variant: kirpilma bdlgesinin iginde ya ekzonun 1-3 bazinda ya da intron

degisikligin meydana geldigi dizi varyanti.

un 3-8 bazinda

mature_miRNA mature_miRNA _variant ORTA
mature_miRNA_variant: olgun miRNA dizisi ile birlikte konumlanmig bir transkript varyanti. ??
regulatory_region regulatory_region_variant ORTA
regulatory_region_variant: bir diizenleyici bolge i¢inde konumlanmig bir dizi varyanti.

TF_binding_site TF_binding_site_variant ORTA

TF_binding_site_variant: bir transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi i¢ginde konumlanmusg bir dizi varyant.

regulatory_region_ablation

regulatory_region_ablation

ORTA

regulatory_region_ablation: bir diizenleyici bolgeyi igeren silinmis bolge vasitasiyla olusmus bir ablasyon

ozelligi.

regulatory_region_amplification | regulatory_region_amplification ORTA
regulatory_region_amplification: bir diizenleyici bolge igeren bolgenin bir amplifikasyon 6zelligi.
TFBS_ablation TFBS_ablation ORTA

TFBS_ablation: bir transkripsiyon
ablasyon ozelligi.

faktorii baglanma bolgesi iceren delesyon bolgesi vasitasiyla olusmus bir

TFBS_amplification

TFBS_amplification

ORTA

TFBS_amplification: bir transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi igeren bolgenin bir amplifikasyon 6zelligi.

synonymous_stop

stop_retained_variant

DUSUK

stop_retained_variant: stop kodonundaki en az bir bazin degistigi, ancak stop kodonu olarak kaldig: bir dizi

varyant1.

synonymous_coding synonymous_variant DUSUK
synonymous_variant: kodlanan aminoasitte degisiklikle sonuglanmayan bir dizi varyanti.

UTR_5_prime 5_prime_UTR_variant DUSUK
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5 prime_UTR_variant: 5’UTR ’nin

bir UTR varyanti.

UTR_3 prime 3 _prime_UTR_variant DUSUK
3_prime_UTR_variant: 3°UTR’nin bir UTR varyanti.

intron intron_variant DUSUK
intron_variant: intronda ortaya ¢ikan bir transkripsiyon varyanti.

CDS coding_sequence_variant DUSUK
coding_sequence_variant: kodlayan diziyi degistiren bir dizi varyanti.

upstream upstream_gene_variant DUSUK
upstream_gene_variant: bir genin 5’ bolgesinde yerlesmis bir dizi varyanti.

downstream downstream_gene_variant DUSUK
downstream_gene_variant: bir genin 3’ bolgesinde yerlesmis bir dizi varyanti.

intergenic intergenic_variant DUSUK
intergenic_variant: genler arasi (intergenic) bolgede, genlerin arasinda bulunan bir dizi varyanti.
intergenic_conserved conserved_intergenic_variant DUSUK

conserved_intergenic_variant: korunmus genler arasi bolgede, genlerin arasinda bulunan bir dizi varyanti.

intragenic

intragenic_variant

DUSUK

intragenic_variant: bir gen igerisinde ortaya ¢ikan ancak tiim transript 6zelliklerin disina ¢ikan bir varyant. Bu
varynat bir genin alternatif transkriptlerinin ¢akisan diziyi paylagsmadiginda ortaya ¢ikar.

gene gene_variant DUSUK
gene_variant: genin yapisinin degistiren bir dizi varyanti.

transcript transcript_variant DUSUK
transcript_variant: transriptin yapisini degistiren bir dizi varyanti.

exon exon_variant DUSUK
exon_variant: ekzon sekansini degistiren bir dizi varyanti.

start_gain 5 prime_UTR_premature_start_codon_gain_variant DUSUK

5 prime_UTR_premature_start_codon_gain_variant: erken bir baslangi¢ kodonunun kazani

varyanti.

Idig1 bir 5’UTR

synonymous_start

start_retained_variant

DUSUK

start_retained_variant: baslama kodonundan en az bir bazin degistigi ancak baslama kodonu olarak kaldig: bir

dizi varyanti.

intron_conserved

conserved_intron_variant

DUSUK

conserved_intron_variant: bir intronun korunmus bir bolgesi i¢inde bulunan bir transkript varyanti.

nc_transcript nc_transcript_variant DUSUK
nc_transcript_variant: bir kodlamayan RNA geninin bir transkript varyanti.
NMD_transcript NMD_transcript_variant DUSUK

NMD_transcript_variant: NMD’nin (nonsense-mediated mRNA decay) hedefi olan bir transkript varyanti.

incomplete_terminal_codon

incomplete_terminal_codon_variant

DUSUK

incomplete_terminal_codon_variant: tamamlanmamig agiklamali bir transkriptin en az bir bazinin degistigi bir

dizi varyanti.
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nc_exon

non_coding_exon_variant

DUSUK

non_coding_exon_variant: kodlamayan bir transkriptin kodlamayan ekzon dizisini degistiren bir dizi varyanti.

transcript_ablation transcript_ablation DUSUK
transcript_ablation: bir transkript 6zelligi i¢eren bir delesyon bolgesiyle olusmus bir ablasyon 6zelligi.
transcript_amplification transcript_amplification DUSUK
transcript_amplification: bir transkript igeren bolgenin bir amplifikasyon ozelligi.

feature elongation feature_elongation DUSUK

varyant1.

feature_elongation: referans dizisi bakimindan bir genomik 6zelligin uzamasina (ekstensiyon)

yol agan bir dizi

feature truncation

feature_truncation

DUSUK

feature_truncation: referans dizisi bakimindan genomik bir 6zelligin azalmasina neden olan bir dizi varyanti.

(Tablo Gemini user documentation’dan faydalanilarak hazirlanmistir (263). )

Tablo 9: Kalitim senaryolar: ve GEMINI gosterimi

Anne Baba Cocuk Kalitim tanimlamasi

HOM_REF* | HOM_REF | HOM_REF Beklenen kalitim

HOM_REF HOM_REF | HET** Mendelyan kalitimla uyumsuz (de novo olmasi muhtemel)

HOM_REF HOM_REF | HOM_ALT*** | Mendelyan kaliimla uyumsuz (de novo olmasi muhtemel
degil)

HOM_REF | HOM_ALT | HOM_REF Mendelyan kalitimla uyumsuz (uniparental disomi)

HOM_REF HOM_ALT | HET Beklenen kalitim

HOM_REF | HOM_ALT | HOM_ALT Mendelyan kalitimla uyumsuz (uniparental disomi?)

HOM_REF | HET HOM_REF Beklenen

HOM_REF HET HET Beklenen

HOM_REF | HET HOM_ALT Mendelyan kalitimla uyumsuz (heterozigosite kaybi®)

HOM_ALT | HOM_REF | HOM_REF Mendelyan kalitimla uyumsuz (uniparental disomi)

HOM_ALT | HOM_REF | HET Beklenen kalitim

HOM_ALT | HOM_REF | HOM_ALT Mendelyan kalitimla uyumsuz (uniparental disomi)

HOM_ALT | HOM_ALT | HOM_REF Mendelyan kalittimla uyumsuz (de novo olmasi muhtemel
degil)
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HOM_ALT | HOM_ALT | HET Mendelyan kalitimla uyumsuz (de novo olmasi muhtemel)
HOM_ALT | HOM_ALT | HOM_ALT Beklenen kalitim

HOM_ALT | HET HOM_REF Mendelyan kalitimla uyumsuz (heterozigosite kaybr1)
HOM_ALT | HET HET Beklenen kalitim

HOM_ALT | HET HOM_ALT Beklenen kalitim

HET HOM_REF | HOM_REF Beklenen kalitim

HET HOM_REF | HET Beklenen kalitim

HET HOM_REF | HOM_ALT Mendelyan kalitimla uyumsuz (heterozigosite kaybr1)
HET HOM_ALT | HOM_REF Mendelyan kalitimla uyumsuz (heterozigosite kaybr1)
HET HOM_ALT | HET Beklenen kalitim

HET HOM_ALT | HOM_ALT Beklenen kalitim

HET HET HOM_REF Beklenen kalitim

HET HET HET Beklenen kalitim

HET HET HOM_ALT Beklenen kalitim

* HOM_REF: referans allel i¢cin homozigot ** HET: heterozigot mHOMfALT: alternatif allel i¢in
homozigot 2 uniparental dizomy ® loss of heterozygosity
(Tablo https://gist.github.com/arq5x/9413506 adresinden degistirilerek alinmustir.)

Filtrelenmis bu varyantlar1 iceren genlerden SFARI Gen veritabanindaki genlerle
kesisenler kategorilere gore (Kategori 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve siniflandirilamayan) ayr1 ayri belirlendi.
SFARI Gen, yukarida “Onemli veritabanlar1” bashig1 altinda daha detayli bahsedildigi gibi OSB
ile iliskili kanitlarin niteligine bakilmaksizin otizmle iligkili her geni kapsayan ¢ok kapsamli bir
veritabanidir. Bu da yanlis pozitiflik oranlarini arttirdigi i¢in kullanicilara her gen igin kanit
giiciiniin tahminini saglayan bir siralama sistemi olusturulmustur. Veritabaninda yer alan genler
sistematik bir skorlama sistemi ile sendromik ve kategori 1,2,3,4,5,6 olmak {iizere yedi tane
kategoriye ayrilmistir. Bu kategorilerin genlerin hangi sisteme gore olusturuldugu Tablo 10°da

Ozetlenmistir.
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Varyantlarin yorumlanmasi asamasinda yalnizca OSB etiyolojisi i¢in en giiglii kanita
sahip SFARI gen kategori 1-3’deki genlerle iliskili varyantlar yorumlanmistir. Varyantlarin
patojenite tahmininde gene ve varyanta ait gen intoleransi degerleri, genin homozigot ve/veya
heterozigot allel intoleranslari, varyantin ACMG smiflandirmasi, evrimsel olarak
korunmuslugu, patojenite tahmini ile popiilasyondaki goriilme siklig1 gibi baz1 6zellikleri hepsi
birlikte degerlendirilmistir. Iliskili genlerin mutasyon intoleransinin saptanmasinda,
(http://genic-intolerance.org/) isimli web sayfasindan sorgulanan, NHLBI-ESP6500 ekzom
dizisi veri kiimesinde sunulan allel frekansi verilerine dayanarak insan dizisi verilerinin
yorumlanmasina yardimci olmak amaciyla olusturulmus “kalint1 varyasyon intolerans skoru”
(RVIS)!"™ skorlarindan faydalanilmistir. Ayrica varyantlar tek tek insan genomik varyantlar:
bilgisi toplayicisi olan VarSome’da incelenmistir (https://varsome.com/) (264). Varsome’dan
sorgulanan her bir varyantin ACMG simiflandirmasi, Genomik evrim orani profillemesi (GERP
)12, DANN skoru, gnomAD exoms ve gnomAD genomes 'da goriilme siklig1 (6zellikle Finli
olmayan Avrupali alt popiilasyonundaki siklig1 dikkate alinmistir), ayrica her bir genin pLi,
pRec ve pNull degerleri ile RVIS skoru gibi veriler birlikte degerlendirilerek varyantlarin
patojenitesi hakkinda tahminde bulunulmustur. Bu tahmin yapilirken ¢ocuklarin fenotipik
ozellikleri, ebeveynlerin oOzellikleri ve kalitim sekilleri de dikkate alinmistir. ACMG
siniflandirilmasina gore varyantlar “benign”, “olasilikla benign”, “belirsiz anlaml1”, “olasilikla
patojenik” ve “patojenik” olarak 5 kategoriye ayrilmaktadir. Bu kategoriler niifus verileri,
bilgisayimsal (kompiitasyonel), fonksiyonel ve ayrisma (segregasyon) verilerine dayanarak
olusturulmustur (265). GERP skoru, 35 memelinin genomlarinin degerlendirilmesi ile
hesaplanmis bir koruma skorudur. Bu skor -12,3 ila 6,17 arasinda degismektedir. 6,17 degeri
evrimsel olarak en ¢ok korunmus degeri ifade eder. DANN skoru ise varyantlarin agiklanmasi
(annotasyonu) i¢in gelistirilmis bir yaklasimdir (266). pLi degeri, hem heterozigot hem de
homozigot fonksiyon kayb1 mutasyonlarina intoleransi, pRec ise yalnizca homozigot fonksiyon
kayb1 mutasyonlara karsi intoleransi, pNull ise hem heterozigot, hem de homozigot fonksiyon

kayb1 mutasyonlarina karsi intoleransi gostermektedir (264).

171 RVIS: Residual variation intolerance score
172 GERP: Genomic evolutionary rate
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Tablo 10: SFARI Gen kategorileri ve kategorilerin skorlanma 6zellikleri

Gen kategorileri | Ozellikler Gen
Say1
S1
S | Sendromik OSB igin artmuis risk ile iligkili ancak OSB tanist i¢in gerekli olmayan ek 59
karakteristik 6zelliklerle tutarl sekilde baglantili olan mutasyonlara sahip genleri
igerir.
Kategori 1.1 | Bagimsiz tekrarlama ile dogrulanmis, kontrollere gore mutasyon sikligi agisindan
istatiksel olarak 6nemli olan tekrarlayan ve tatmin edici kanitlara sahip
1 mutasyonlar1 gosterilmis genleri igerir. 24
Kategori 1.2 | Iliskilendirme calismalarindan elde edilen sonuglarla anlamliliga ulasmus tek
genin benzersiz sekilde rol oynadigi ve bagimsiz olarak tekrarlanmis veya giincel
iligkilendirme ¢alismalarinin meta-analizi yoluyla genom ¢ap1 anlamliliga ulagmis
genleri icerir. *
Kategori 2.1 | Bagimsiz tekrarlamanin (replikasyonun) gerekli olmadigi, kontrollerle giiglii
istatiksel kargilagtirmalarinin yapilmasi sonucu tekrarlayici ve tatmin edici nadir
mutasyonlara sahip oldugu bulunan genleri igerir.
Kategori 2.2 | Iliskilendirme calismalarindan elde edilen sonuglarla anlamliliga ulasmus tek
2 genin benzersiz sekilde rol oynadigi ve ancak bagimsiz olarak tekrarlanmamis 59
genleri icerir.
Kategori 2.3 | Tutarh olarak tekrarlanan ayni allelde yer alan ve insanlar igin fonksiyonel etkiye
sahip olduguna dair kanitlarinin oldugu risk varyantlari igeren ancak genom-boyu
anlamliliginin 6nemsiz olan genleri igerir.
3 | Kategori 3.1 | Kategori 4.1, 4.2 ve 4.3 dlgiitlerinden en az ikisini kargilayan, ya da bu 169
oOlciitlerden birini karsilayip en az bir ilave kanita sahip genleri igerir.
Kategori 3.2 | Eslik kanit olmadan kategori 2.3 olgitlerini karsilayan genleri igerir.
Kategori 3.3 | Iki ya da daha fazla iliskisiz olguda bozucu olmas1 muhtemel nadir de novo
varyantlara sahip genleri igerir.
Kategori 4.1 | Baska herhangi bir bagimsiz kanitin bulunmadigi ¢ok genli CNV’de yer alan
herhangi bir gen bu kategoride yer alir.
Kategori 4.2 | Kategori 1 veya 2’nin dlgiitlerini karsilamayan genom-boyunda anlamli genler
arasi varyantlara yakin genleri igerir.
4 | Kategori 4.3 | Anlaml, ikna edici, ancak tekrarlanmamus iliskilendirme galismasi verileriyle
ol birlikte, birden ¢cok ama tutarsiz iliski raporlari ve meta-analizlerde genel olarak 339
anlamli olmayan genleri igerir.
Kategori 4.4 | Kontrollerle kesin bir istatiksel karsilastirmanin yapilmadig: belirlenen iki veya
daha fazla varsayilan mutasyona sahip genleri igerir.
Kategori 4.5 | Bozucu olmasi muhtemel tek nadir de novo varyantlari igeren genleri igerir.
Kategori 5.1 | Insan galismalarindan gelen destek olmadan yalnizca model organizmalarla
yapilan ¢alismalardan gelen kanitlarin oldugu genleri igerir.
5 | Kategori 5.2 | Bir baglanti bolgesinde yer alan ancak hakkinda yakin bdlgelerde yer alan 142
genlerdekilere gore essiz bir kanit bulunmayan genleri igeir.
Kategori 5.3 | Yalnizca kategori 1-3’deki genler ile etkilesime giren genleri igerir.
Kategori 5.4 | Tek bir OSB olgusunda/ailesinde gozlenen nadir bir varyanta sahip genleri igerir.
6 | Kategori 6 Bu kategoride yer alan genler ile ilgili kanitlar bu genlerin otizmde roli
olmadigini desteklemektedir. 19

*Bahsedilen genom-boyu anlamliliga ulasmis varyant genler arasi (intergenic) bolgede ise, bu varyantin giiglii baglanti
dengesizligi (LD: linkage disequilibrium) gosterdigi yakinlardaki tek komsu gen varsa veya bu varyantin ekspresyonunu
onemli sekilde degistirdigi bir gen varsa bu genler de Kategori 1.2°de yer almaktadir.  ** Kategori 4’de yer alan genlerden
bazilariin herhangi bir dokuda kontrollere oranla artmis ekspresyonunun gosterilmesi, DEHB, OSB-iliskili endofenotipler (6r.
dil bozuklugu), BB, epilepsi, ZY ve sizofreni gibi fenotipler ve bozukluklarin gelisimi ile ilgili 6nemli kanitlarinin olmas,
diger bir genle genetik epistaksis yoluyla OSB ile iliskili oldugunun gdsterilmesi gibi bazi ilave kanitlarla birlikte kategori 3’e
kadar ¢ikabilir. Tablodaki bilgiler (https://gene.sfari.org/about-gene-scoring/) web adresinden alinmustir (267).
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4.5.2. RNA dizileme (RNA-seq) verilerinin degerlendirilmesi

RNA-seq verilerini degerlendirmek i¢in ilk agamada Illumina’nin iGenomes kaynagindan
(https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/igenome.html) Ensembl
GRCh37 insan referans genom ve indeksleri indirildi (ftp://igenome:G3nom3s4u@ussd-
ftp.illumina.com/Homo_sapiens/Ensembl/GRCh37/Homo_sapiens_Ensembl_GRCh37.tar.gz)
. Daha 6nce yapilan RNA-seq’den elde edilen kisa okumalarin referans genoma hizalanmasi ve
bu diziler igindeki transkriptlerin tanimlanarak ifade diizeyinin belirlenmesi rsem-calculate-
expression (-p 6 --bowtie2 --paired-end/) komutu kullanilarak yapildi. Bu genlerin es ifade
aginin olusturulabilmesi icin WGCNA R paketinden yararlanildi. WGCNA paketi, hiicrede
bulunan transkiptlerin farkli 6rneklerden alinan transkriptomlardaki seviyelerinin ortak sekilde
degisimlerini temel alarak birlikte ¢alistig1 6ngoriilen genlerin modiillere ayrilmasini saglayan
bir aractir. RSEM’den alinan c¢iktilarin analizi icin ilk asama olarak orneklerin hiyerarsik
kiimeleme dendrogrami olusturuldu ve diger orneklerden uzaklik gosteren degerli 6rnek
(A1C2) daha sonraki analizlerden ¢ikarildi (Sekil 7). Daha sonra WGCNA’in
blockwiseModules komutu kullanilarak genler ag modiillerine ayrildi. CODO skorlarini ve
ODKL alt skorlarini ayr1 ayr1 hesaplayip bu skorlarin farkli modiillerle korelasyonu WGCNA
kullanilarak hesaplandi ve modiil-skor iligkilerini gdsteren 1s1 haritasi olusturuldu (Sekil 11 ve
12). Orneklerde bulunan genler modiil iiyeliklerine gére ayrildi ve her modiilde bulunan
genlerin ortak Gene Ontology terim zenginlestirilmesi DAVID (The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) web sitesi (siirim 6.8, https://david.ncifcrf.gov)
kullanilarak gerceklestirildi ve modiillerdeki genlerin hiicrede yer aldiklar1 biyolojik siirecler

belirlendi.
4.6. Etik Kurul Onay1

Calismanm etik agidan uygunlugu Dokuz Eyliil Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 24.03.2016 tarih, 2016/06-01 sayili karar numarasi ile onaylanmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Goniilliilerin 6zellikleri

Aile 1’in 6rneklemi saglikli anne-baba ve biri kiz digeri erkek 5 yasinda ikiz kardeslerden
olusmaktaydi. Ailenin baska ¢ocuklar1 yoktu. Birinci ¢ocuk (A1C1), erkek, 1,5 yasindan beri
OSB tanist ile izlenmekteydi. 2 yasindan beri haftada 2 kez olacak sekilde 6zel egitime devam
etmekte ve ayrica Risperidon tedavisi almaktaydi. Olgunun eslik eden ZY ve DEHB tanilari
mevcuttu. Nobet dykiisii olmayan olgunun ¢ekilen videolu EEG*"®’sinde anormallik ve ¢ekilen
MRGY*de anormallik saptanmisti. Ozgegmisinde prematiire dogum, diisiik dogum agirhig: ve
dogum komplikasyonu gibi risk etkenleri mevcut degildi. Gelisim basamaklarinda, motor
gelisiminde gecikme bulunmayan olgunun konusma becerisi ve tuvalet egitimi kazanilmamisti.
Regresyon &ykiisii bulunmamaktaydi. Ikinci cocuk (A1C2) ise, kiz, 2,5 yasindan beri OSB
tanist ile izlenmekteydi. Tam aldigi dénemden beri haftada 2 giin olacak sekilde OF almakta
ve ayrica Risperidon tedavisi kullanmaktaydi. Olgunun OSB tanisina Klinik olarak ZY tanisi da
eslik etmekteydi. Gegirilmis ndbet Oykiisii olmayan olgunun 6nceden ¢ekilen videolu EEG’si
normal saptanmist1. Ozgegmisinde risk etkeni olarak diisiik dogum agirlign meveuttu. Gelisim
basamaklarinda motor gelisiminde gecikme bulunan olgunun konusmasi son 1 yil i¢inde 1-2
kelime olacak sekilde kazanilmisti ve tuvalet egitimi mevcuttu. Regresyon Oykiisii ise

bulunmamaktaydi. Aile 1’deki anne-babalarda OSA sonuglarina gore GOF diisiiniilmedi.

Tablo 11: Aile 1’de ikiz ¢ocuk ve ergenlerin 6lgek puanlari, eslik eden tanilar1 ve 6zellikleri

COoDO ODKL | zY DEHB epilepsi konusma regresyon
Al1CI 45,5 69 + + EEG’de - -
anormallik
AIC2 43 83 + - - 1-2 kelime -

173 EEG: Elektroensefalografi
174 MRG: Manyetik rezonans goriintiileme
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Aile 2’nin o6rneklemi saglikli anne-baba ve 7 yasinda ikiz iki erkek kardesten
olugsmaktaydi. Ailenin bagka ¢ocuklari mevcut degildi ve annenin gebeligi IVF tedavisi ile
meydana gelmisti. Birinci ¢ocuk (A2C1), 3 yasindan beri OSB tanisi ile takip edilmekte ve
haftada 2 giin olacak sekilde OE’e devam etmekteydi. Ayrica Risperidon ve Aripiprazol
tedavisi almaktaydi. Nobet Oykiisii olmayan olgunun eslik eden ZY ve DEHB tanilari mevcuttu.
Ozgegmisinde risk etkeni olarak prematiire dogum bulunmayan olgunun diisiik dogum agirlig
mevcuttu. Gelisim basamaklarindan motor gelisiminde gecikme bulunmayan olgunun konusma
becerisi ve tuvalet egitimi ise kazamlmamisti. Olgunun regresyon &ykiisii mevcuttu. Ikinci
cocuk (A2C2) ise daha onceden gelisim geriligi tanisi ile takip edilmekle birlikte 6 yasindan
beri OSB tanisi ile izlenmekteydi. 6 yasindan beri haftada 2saat olacak sekilde 6zel egitim
almaktaydi. Olgunun eslik eden ZY tanist mevcuttu. Gelisim basamaklarindan motor
gelisiminde gecikme bulunmayan olgunun konusma becerisi 5 yasinda kazanilmaya baglamis
ve bu sene bir iki climle kurabilecek diizeyde gelismisti. Olgunun tuvalet egitimi ise
kazanilmigti. Olgunun regresyon Oykiisii bulunmamaktaydi. OSA sonuglarina gore annede

GOF olabilecegi diistiniildii.

Tablo 12: Aile 2’de ikiz ¢ocuk ve ergenlerin 6lgek puanlari, eslik eden tanilari ve 6zellikleri

CODO ODKL | zY DEHB epilepsi konusma regresyon
A2C1 51 110 + + - - +
A2C2 40 86 + - - 1-2 ciimle -

Aile 3’tin Orneklemi ise saglikli anne-baba ve biri kiz digeri erkek 11 yaginda ikiz
kardeslerden olusmaktaydi. Ailenin baska ¢ocugu bulunmamaktaydi. Birinci ¢ocuk (A1C1), 11
yasinda erkek, 2 yasindan beri OSB tanisi ile izlenmekte ve 2 yasindan beri haftada 20-40 saat
olacak sekilde 6zel egitim almaktaydi. Olgunun eslik eden ZY ve konjenital hipotiroidi tanilar
mevcuttu. Olgu Levotiroksin tedavisi almaktaydi. Nobet ykiisii olmayan olgunun daha 6nce
videolu EEG’si ¢ekilmemisti. Cekilen MRG normal saptanmisti. Ozgecmisinde prematiire
dogum, diisiik dogum agirlig1 gibi risk etkenlerii mevcut degildi. Gelisim basamaklarinda,
motor gelisiminde gecikme bulunmayan olgunun konusma becerisi 4 yasinda baslamis olmakla
birlikte kullandig1 kelime sayis1 on kadar olup ciimle kurma becerisi kazanilmamisti. Olgunun

tuvalet egitimi ise gecikmeli olarak kazanilmisti. Olgunun 1limli regresyon Oykiisii mevcuttu.
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Ikinci kardes ise (A3C2), kiz, 2 yasindan beri OSB tanisi ile takip edilmekte ve 2 yasindan beri
haftada 20-40 saat olacak sekilde 6zel egitim almaktaydi. Olgunun eslik eden ZY ve konjenital
hipotiroidi tanilart mevcuttu. Nobet dykiisii olmayan olgunun dnceden ¢ekilen videolu EEG’si
ve MRG gériintiilemesi normal saptanmisti. Ozge¢misinde ise diisiik dogum agirhig dykiisii
mevcuttu. Gelisim basamaklarinda motor gelisimde gecikme bulunmayan olgunun konusmasi
7 yasinda kelime, 8 yasinda ise basit ciimle kurabilecek sekilde gelismisti. Olgunun tuvalet
egitimi mevcuttu ve 1limli regresyon Oykiisli bulunmaktaydi. OSA sonuglarina gore babada

GOF olabilecegi diisiintildii.

Tablo 13: Aile 3’de ikiz ¢ocuk ve ergenlerin 6lgek puanlari, eslik eden tanilari ve 6zellikleri

CODO ODKL | zY DEHB epilepsi konusma regresyon
A3CI 47 48 + + - 10 kelime +
A3C2 33,5 14 + - - + +

5.2. Tiim Genom Dizileme (WGS) ile edilen edilen SNP ve indel sonuclar

Calismaya katilan tiim bireylerin WGS analizi sonucunda oldukga yiiksek ¢iktili veri elde
edildigi i¢in Oncelikle nadir varyantlarin (SNP ve indel) yorumlanmasma odaklanildi.
Yontemde hem nadir ve etki giicii yiiksek varyantlar1 saptamak hem de NGS teknolojilerinin
dogasindan kaynaklanan okuma ve haritalama hatalar1 en aza indirmek icin yapilan
filtrelemelerden sonra elde edilen toplam SNP ve indel sayisi Tablo 14’de belirtilmistir.
Bunlardan daha once dbSNP’te yer alan ve almayan (yeni) varyantlarin sayist ile etki giicii

“yiiksek” ve “orta” olanlarin sayisi da tabloda gosterilmektedir.

Toplam varyantlardan da yalnizca SFARI Gen veritabanindaki genlerle iligkili olanlar
kategorilere gore (Kategori 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve siniflandirilamayan) ayr1 ayri ¢ikarilmigTablo
15°de gosterilmistir. Her bir bireydeki kategori 1,2 ve 3’deki genlerle iligkili varyantlarinin
listesi ise Tablo 16-18’de kromozom sirasiyla verilmistir. Varyantlarin yorumlanmasi en gii¢li
kanit diizeyine sahip kategori 1’den baslayarak kategori 3’e kadar olan genlerdeki varyantlar

degerlendirilerek yapilmistir.
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Tablo 14: Her bir bireyin filtrelenmis varyantlarinin listesi

toplam SNV ve | dbSNP’deki yeni “yiiksek” etki “orta” etki “yiiksek” etki “orta” etki giiclii
indel sayist SNP’ler giiclii SNV ve | giiclii SNV ve gii¢lii de novo de novo SNV ve
indel’ler indel’ler SNV ve indel’ler indel’ler
AILE 1
AlA 7152 6427 725 830 6322
AlB 6726 6074 652 803 5923 Toplam Toplam
AIC1 7068 6374 694 814 6254 101 663
AIC2 6893 6233 660 825 6068
AILE 2
A2A 6865 6235 630 787 6078
A2B 6931 6277 654 745 6186 Toplam Toplam
A2C1 7191 6517 674 818 6373 116 688
A2C2 6936 6227 709 757 6179
AILE 3
A3A 7273 6643 630 712 5931
A3B 6711 6119 592 754 5957 Toplam Toplam
A3C1 6958 6297 661 770 6188 667 101
A3C2 7110 6487 623 785 6325
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Tablo 15: Her bir bireyin SFARI kategorisine gore filtrelenmis varyantlarmin toplam sayisi

SFARI KATEGORISI
etki 1 2 3 4 5 6 siiflandirilmayan
giicii

yiiksek - 3 3 21 - - 8

ALA orta 3 24 40 159 16 3 56

yliksek 4 - 11 - - 3

AR orta 5 21 31 121 20 2 50

yiiksek 1 3 - 15 - - 11

AlCT orta 4 16 44 147 19 2 55
yiiksek - 3 1 13 - - 7

AlG2 orta 5 22 39 150 18 3 50
yiksek - 3 2 11 - - 13

AZA orta 7 24 37 152 18 1 69

yiiksek - 2 4 12 - - 12

A2B orta 6 17 39 163 4 1 71

yiiksek 1 3 3 16 - 11

A1 orta 7 18 35 152 24 1 54
yiiksek - 2 3 18 - - 10

A2 orta 4 21 38 168 21 - 78
yiiksek = 1 1 21 = - 12

ASA orta 4 19 39 188 26 1 67

yiiksek - 3 1 13 - - 2

ASB orta 6 14 33 152 31 3 65

yiiksek - 1 2 10 - - 3

A3C orta 2 19 37 166 27 1 73
yiiksek = 4 2 20 = = 7

A3C2 orta 2 21 40 174 33 1 65
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Tablo 16’de gosterilen OSB tanili etkilenmis ¢ocuklarda bulunan SFARI gen kategori
1’deki genlere ait varyantlardan ASH1L, SETD5, ANK2, NAA15, SYNGAP1, ARID1B,
RELN, CHDS8, ASXL3, DSCAM, DYRK1A ve SHANKS3 genlerinde yer alanlar aday varyant
olma olasiligi agisindan degerlendirilmistir. Bunlardan SYNGAP1, RELN ve ASXL3
genlerindekiler aday varyant olarak belirlenmistir. SYNGAP1 genininde saptanan varyant
ilging olarak iki farkli ailenin birer ¢ocugunda (A1C1lve A2C1) ortaktir ve de novo ortaya
¢ikmistir. Bu varyant indel tipinde olup ¢er¢eve kaymasi ile sonuglandigi igin “yiiksek™ riskli
olarak siniflandirilmistir. RELN genindeki aday varyant ikinci ailedeki GOF o6zellikleri
gosteren anneden (A2A) her iki ¢ocuguna da kalitilmistir. Bu varyant SNV tipinde olup
proteinde bir aminoasitin degismesine neden olan yanlis anlamli bir varyanttir ve bu nedenle
“orta” etki giiciinde oldugu kabul edilmektedir. Birinci ailenin yalnizca bir ¢cocugunda (A1C1)
saptanan ASXL3 genindeki varyantin da de novo ortaya ¢iktig1 dikkat cekmektedir. Yine indel

tipindeki bu varyant bir “korunmus gergeve igi” varyanttir.

Tablo 17°da gosterilen OSB tanili etkilenmis ¢ocuklarda bulunan SFARI gen kategori
2’deki genlere ait varyantlardan ILF2, KDM5B, BAZ2B, SCN9A, GIGYF2, FOXP1,
TBL1XR1, KMT2C, CNTNAP2, MET, WAC, SHANK?2, SMARCC?2, USP15, GRIP1, INTS6,
IRF2BPL, MAGEL2, GABRB3, CHD2, CACNA1H, ANKRD11, MBOAT7, TCF20 ve
DDX3X genlerinde yer alanlar aday varyant olasiligi agisindan degerlendirilmistir. Bunlardan
KDMS5B, MET, GRIP1, TCF20 genlerindekiler aday varyant olarak belirlenmistir. KDM5B’de
yer alan SNV tipinde olup proteinin bir aminoasitinin degismesi ile sonuglanan “yanlis anlamli”
bir varyanttir. GOF ozellikleri gosteren anneden (A2A) her iki gocuguna kalitilmistir. MET
geninde yer alan varyant yine proteinde bir aminoasitin degisimi ile sonuglanan SNV tipi bir
varyanttir ve GOF 6zellikleri gosteren babadan (A3B) ¢ocuklarina kalitilmistir. GRIP1 geninde
yer alan varyant ise birinci ailedeki etkilenmemis oldugu diisiiniilen anneden (A1A) ikinci
cocuguna (A1C2) kalitilmistir. Yine SNV tipinde olan bu varyant proteindeki bir aminoasitin

degismesine neden olan “yanlis anlamli” bir varyanttir.

Tablo 18’de gosterilen OSB tanili etkilenmis ¢ocuklarda bulunan SFARI gen kategori
3’deki genlere ait varyantlardan AMPP1, HIVEP3, PYHIN1, DISC1, ADCY3, DPP10,
CLASP1, MBD5, ZNF804A, HECW2, VIL1, ROBO2, SETD2, PLXNB1, AMT, ZBTB20,
CEP135, TET2, SEMASA, RBM27, KIAA1586, PHIP, GRIK2, GIGYF1, KMT2E, AKAP9,
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ACHE, LAMB1, PLXNA4, TBC1D31, TRAPPC9, DOCKS8, PAX5, PHF2, EHMTL,
CACNB2, ANK3, TCF7L2, NAV2, PHRF1, TRPC6, PRICKLE1, PAH, HECTD4, EP400,
GPHN, NRXN3, UNC79, ATP10A, CYFIP1, TRPM1, FBN1, MYO5A, CGNL1, RBFOX1,
CNTNAP4, WWOX, CHAMP1A, SLC38A10, KDM6B, ZC3H4, CNOT3, PLCB1, SLC12A5,
MACROD?2, NINL, DIP2A, PROHD, NLGN4X, CNKSR2, KDM5C ve KIAA2022 genlerinde
yer alanlar aday varyant olasiligi agisindan degerlendirilmistir. Bunlardan DISC1, MBD5,
ZNF804A, GIGYF1, KMT2E, NAV2, UNC79, ATP10A ve PLCB1 genlerindekiler aday
varyant olarak degerlendirilmistir. DISC1, ZNF804A, NAV2, ATP10A ve PLCB1 ikinci
ailede, MBD5, GIGYF1, KMT2E ve UNC79 ve PLCBL1 iigiincii ailede saptanmustir.

81



Tablo 16: Her bir bireyin SFARI gen veri tabanina gore kategori 1’de yer alan filtrelenmis varyantlarinin listesi

Kr. etki AlA
glicii
1 Y
0
2 Y
0
MYTI1L
3 Y
O
4 Y
0
6 Y
0
7 Y
0
RELN?
14 Y
O
18 Y
0
20 Y
0] DSCAM
21 Y
0]
22 Y
0

*Kr. kromozomlar

AlB

ANK?2
NAA15

RELN

SHANKS3
SHANKS

**Y': yiiksek

AIC1 AIC2 A2A A2B A2C1 A2C2 A3A A3B A3CI1 A3C2
POGZ
ASHI1L ASHIL ASHIL
ASH1L
MYT1L
MYT1L
TRIP12 TRIP12
SETD5 SETD5 SETD5 SETD5 SETD5 SETD5
ANK2
NAA15
SYNGAP1 SYNGAP1
SYNGAP1 SYNGAP1
ARID1B ARID1B ARID1B
ARID1B
ARID1B
RELN RELN
RELN RELN? RELN RELN?
RELN RELN
RELN RELN RELN
CHD8 CHD8
ASXL3
DSCAM
DYRK1A  DYRKI1A DYRK1A  DYRKIA DYRK1A DYRKI1A
SHANKS3 SHANK3
***0: orta ****koyu yazilanlar: homozigot *****ayni varyantlar tabloda ayni hizada yazilmistir.
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Tablo 17: Her bir bireyin SFARI gen veri tabanina gore kategori 2°de yer alan filtrelenmis varyantlarinin listesi

Kr. | etki AlA A1B AICI AIC2 A2A A2B A2C1 A2C2 A3A A3B A3CI1 A3C2
giicii
1 Y
(@] ILF2 ILF2
KDM5B KDM5B KDM5B
2 Y
(0] BAZ2B
BAZ2B BAZ2B BAZ2B BAZ2B BAZ2B BAZ2B BAZ2B BAZ2B BAZ2B
SCN9A SCN9A
SCN9A
GIGYF2 GIGYF2
GIGYF2
GIGYF2 GIGYF2
3 Y
(0] CNTN4
FOXP1 FOXP1 FOXP1 FOXP1
FOXP1 FOXP1 FOXP1
TBL1XR1 TBL1XR1 TBL1XR1
7 Y KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C
CNTNAP2 CNTNAP2 CNTNAP2 CNTNAP2
(0] MET
, MET MET MET
CNTNAP2 CNTNAP2
KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C
KMT2C KMT2C KMT2C
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10

11

12

13

14

15

16

19

22

o< 0O0<0<

O<0<0o<x

SHANK?2

SMARCC2

GRIP1
GRIP1

MAGEL2

GABRB3
GABRB3

ANKRD11

CIC
MBOAT7

TNRC6B

DDX3X

WAC
SHANK?2
SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2
USP15

GABRB3
CHD2

BCKDK
ANKRD11

DDX3X

WAC

SMARCC2
USP15
GRIP1

GABRB3

CHD2

ANKRD11

MBOAT7

WAC
SHANK?2
SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2
USP15

GRIP1

MAGEL2

GABRB3

GABRB3

ANKRD11

MBOAT7

DDX3X

WAC
SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2

INTS6

MAGEL2

GABRB3

CHD2

ANKRD11

SHANK?2

SHANK?2

SMARCC2

USP15

GABRB3

CHD2

CACNA1H

SHANK?2

SHANK?2

SMARCC2

INTS6
IRF2BPL

GABRB3

CHD2

CACNA1H

ANKRD11

WAC
SHANK?2

SHANK?2

SMARCC2

INTS6
IRF2BPL

MAGEL2

CHD2

WAC

SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2

IRF2BPL

SRCAP

ANKRD11

DDX3X

WAC
SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2

INTS6
IRF2BPL

GABRB3

ANKRD11

TCF20

WAC
SHANK?2

SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2

INTS6

GABRB3

ANKRD11

TCF20

WAC
SHANK?2

SHANK?2

SMARCC2
SMARCC2

IRF2BPL???
IRF2BPL

GABRB3

SRCAP

ANKRD11

TCF20
DDX3X
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Tablo 18: Her bir bireyin SFARI gen veri tabanina gore kategori 3’de yer alan filtrelenmis varyantlarinin listesi

Kr.

1

etki

glicu
Y
(0]

AlA

HIVEP3
PYHIN1
PYHIN1
DISC1

DISC1

DNMT3A

ROBO2

ZBTB20

ZBTB20

TET2

TET2

SEMAGSA

AlB

HIVEP3
HIVEP3

DPP10

PLXNB1
AMT

ZBTB20

AICI

HIVEP3

HIVEP3
PYHIN1
PYHIN1
DISC1

DISC1

PLXNB1
AMT

ZBTB20
ZBTB20

TET2

TET2

SEMASA

A1C2

HIVEP3
HIVEP3
PYHIN1
DISC1

DISC1

ROBO2

ZBTB20

ZBTB20

TET2

TET2

SEMASA

A2A

HIVEP3
PYHIN1

DISC1

ADCY3

ZNF804A
HECW?2

ZBTB20

CEP135
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5.3. RNA dizileme (RNA-seq) sonuglari

Yukarida “RNA-seq verilerinin degerlendirilmesi” baslig1 altinda detayli olarak anlatilan
yontemle olusturulan dendogramlar Sekil 7 ve 8 gosterilmistir. Sekil 7°de birinci ailede yer
alan OSB tanili etkilenmis ¢ocuklardan birinin (A1C2) diger tiim bireylere gore daha uzakta
yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 7). Bu 6rnek ¢ikarildiktan sonra yeniden yapilan dendograma
bakildiginda OSA’ya gore GOF ozellikleri gosterdigi saptanmis iki ebeveynin (A2A ve A3B)
dendogramda birbirlerine yakin konumlandig: dikkat cekmektedir. Ikinci ve iigiincii ailede yer
alan kardeslerin ise yan yana, saglikli oldugu diisiiniilen annelerin (A1A ve A3A) yan yana
konumlandig1 gozlenmistir. Ayrica etkilenmemis oldugu diisiiniilen birinci ailedeki babanin
(A1B) transkriptomlarinin ise etkilenmis cocuklarindan biri ile (A1C1) ile yan yana yer
almaktadir (Sekil 8).

Yine éncelikle tiim &rneklerin RNS-seq verileri esas bilesen analizi (PCA)"® yapilmustir.
Tiim 6rneklerin yer aldigi ilk analizde dendogramda oldugu gibi birinci ailenin ikinci ¢ocuguna
ait ornegin (A1C1) digerlerinden ayr1 konumlandig dikkat ¢ekmistir (Sekil 9). Bu nedenle bu
ornek analizden cikarilip yeniden degerlendirme yapildiginda AIC1 ile A2C1’in ¢ok yakin
yerlestigi goriilmektedir. Yine GOF ozellikleri gosteren anne (A2A) diger tim orneklerden

uzakta konumlanmistir (Sekil 10).

Ayrica elde edilen transkriptomik verilerin CODO skorlarii ve ODKL hem toplam hem
de alt skorlarinin ayri ayri hesaplanarak olusturulan modiil-skor iliskilerini gdsteren 1s1
haritasindan yararlanarak (Sekil 11 ve 12) her bir bireyde bulunan genler modiil iiyeliklerine
gore ayrilmistir. Sonrasinda genlerin ortak Gene Ontology terim zenginlestirilmesi igin biiyiik
sayida gen listelerinin biyolojik anlamlarini anlamak i¢in olusturulmus fonksiyonel annotasyon
(agiklama) araci olan DAVID yazilimi kullanilarak analiz gergeklestirilmistir. Bu analizin
sonucuna gore oOzellikle mitokondri iligkili genlerin rol oynadigi biyolojik siireclerde

zenginlesme oldugu gorilmiistiir.

175 PCA: Principal component analysis
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AIC

Sample clustering to detect outliers

Sample clustering to detect outliers

-

AlB

AICT

Sekil 7: Transkriptomik veriler ile
yapilan ilk dendogram (hiyerarsik

kiimelenme)

Sekil 8: Transkriptomik veriler ile
yapilan ilk dendogramda uzaklik
gosteren Ornek ¢ikarildiktan sonra
yapilan  dendogram (hiyerarsik

kiimelenme)

90



40

PCA 1&2 log2 FPKMs with 1 offset
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analizi 1 (PCA: Principal
component analysis 1)
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6. TARTISMA

Bu ¢aligmada intrauterin epigenetik ve gevresel faktorlerin etkisini en aza indirmek ama
ayn1 zamanda multipleks aile dizaynini olusturabilmek i¢in OSB tanili etkilenmis ¢ocuklar DZ
ikizler arasindan segilmistir. ikizlerle calismak OSB risk faktorleri arasinda yer alan artmis

anne-baba yasindan kaynakli yan tutmalar1 6nlemek agisindan ayrica avantaj saglamistir.
6.1. Genomik veriler

Bu calisma NGS teknolojilerinden hem WGS hem de RNA-seq yontemler kullanililarak
yapilmig OSB ile ilgili yazindaki ilk ¢aligmadir. Servis saglayici firmadan gelen WGS ham
verileri her bir 6rnek i¢in 90 Gb biiyiikliktedir. Bu kadar yiiksek ciktili ham verileri
yorumlamak giicliik olusturmaktadir ancak ayni zamanda bu pek ¢ok calisma i¢in essiz bir
kaynak demektir. Bu nedenle ilk asamada yanizca nadir varyantlar ve daha yiiksek etki giicii
oldugu diisiiniilen varyantlar degerlendirilmeye alinmistir. Bunlardan da SNV ve indel tipinde
olanlar ¢aligilmig, OSB tanili bireylerin %5 ila 10’unda goriilen CNV’ler (215) ve yaygin

varyantlar ise degerlendirilememistir.

OSB’nin etiyolojisinde hem nadir kalitsal ve de novo varyantlar, hem de yaygimn
varyantlar sorumludur. Simpleks aile dizayninda daha ¢ok de novo mutasyonlara
odaklanilirken, multipleks aile modelinde ise nadir kalitsal varyantlara odaklanilmaktadir.
Yaygin varyantlarin saptanmasi i¢in ise biiyiik 6rneklemli olgo-kontrol tipi caligmalara ihtiyag
vardir (11). Tiim genom dizisi verisinin elde edilmesini saglayan WGS yontemi hem nadir hem
de yaygin varyantlarin saptanabilmesi agisindan olduk¢a avantajlidir (268). OSB’nin hem
kalitilan hem de de novo nedenlerini aragtirabilmek i¢in bu ¢alismada multipleks aile dizayni

tercih edilmistir.

Tablo 14’de gosterilen her bir birey i¢in ayri ayr1 hesaplanmisg varyant sayilarina
bakildiginda OSB tanili etkilenmis ¢ocuklar ile etkilenmemis veya GOF o6zellikleri sergileyen
ebeveynler arasinda sayisal agidan anlaml farklilik olmadigi dikkat cekmektedir. Elde edilen
varyantlardan OSB ile iliskisi daha 6nce gosterilmis olanlarin saptanabilmesi icin SFARI gende
yer alan genlerle kesisen varyantlar goz 6niine alinmis, bunlardan da kanit giicii daha ytiksek

olan Kategori 1-3’dekilerin degerlendirilmesine oncelik verilmistir. Tablo 16’de SFARI gen
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veritabaninda yer alan genlerde yer alan toplam varyant listesi verilmistir. Bu sayisal degerlere
bakarak varyantlarin patojenitesi ile bozukluk tanisi ve/veya siddeti hakkinda yorum yapmak
miimkiin degildir. Ciinkii referans genoma gore daha dnce tanimlanmis ya da tanimlanmamis
bu varyantlarin bir kismi nadir de olsa daha 6nce benign ya da olas1 benign olarak tanimlanmis
olabilir. Bir kismi ise Tiirkiye ornekleminde gorece sik olmasina ragmen bu orneklemi
icermeyen gnomAD veritabaninda goriilme sikliginin diisiik olmasi nedeniyle nadir olarak
algilanip filtreye takilmamis olabilir. Bir genetik test karmasiklastikga hem saglik hizmeti
saglayici klinisyenin hem de klinik labaratuvarin birlikte calismas1 gerekmektedir. Ornegin
WES ve WGS yontemler ile elde edilmis bir varyant eger nadir, yeni veya de novo ise nedensel
oldugunu s6ylemek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle varyantin hastalik iligkili, tesadiifi ya da
benign oldugunun ayirt edilebilmesi igin, varyant ve iliskili gen ile hastanin ve aile dykiisiiniin,
fiziksel muayenesinin ve Onceki labaratuvar testlerinin birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Ozellikle WES ve WGS gibi yontemler kullanilirken &zellikle de novo ve
resesif kalitilan varyantlari anlamlandirmak i¢in “trio” test olarak adlandirilan ti¢lii (anne-baba-
cocuk), anne veya babadan biri olmadiginda ise saglikli bir kardesin dahil edildigi ¢alisma
dizayn1 oOnerilmektedir. OSB etiyolojisindeki bir¢ok varyantin sahip oldugu degisken
ekspresyon ve azaltilmig penetrans 6zelliklerinin yorumlamayi giiglestirmesi nedeniyle klinik
bilgi daha da fazla 6nem kazanmaktadir (265). Bu nedenle bu ¢aligmada elde edilen varyantlari
degerlendirirken pek cok degisken gdz oniine alinmistir. Varyantin patojenitesi yorumlanirken
cocuklarin klinik 6zellikleri ile birlikte anne-babalarinin klinik olarak GOF 6zellikleri gosterip
gostermemesi de dikkate alinmigtir. Otizmin dogas1 geregi multipleks ailelerde ¢ocuklarin
bozukluktan etkilenip ebeveynlerinin ise etkilenmemis olmasinin yalnizca de novo ve resesif
mutasyonlarla agiklanamayacagi diistiniilmiistiir. OSB ile iliskili genlerin 6zellikleri geregi
saglikli bir ebeveynde “azalmis (tam olmayan) penetrans gosteren” bir varyantin yaninda, GOF
ozellikleri gosteren bir ebeveynde “degisken ekspresivite” gosteren bir varyant da ¢ocuklarinda
bozuklugun ortaya ¢gikmasina neden olmus olabilir. Bu nedenle varyant yorumlanirken ¢ocuklar

kadar ebevenlerin de klinik bulgulari dikkate alinmistir.

SFARI Gen kategori 1-3’de yer alan genlerdeki ile kesisen varyantlardan (Tablo 16-18)
aday olarak diisiiniilenlerden asagida sirayla tartigilmustir. {lk aday varyant hem A1C1 hem de
A2(C2’de saptanan 6. kromozomun 6p21.3 bolgesinde eksprese olan ve SFARI Gen’e gore
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kategori 1’de yer alan SYNGAP1'7® genindeki varyanttir. Sinaptik fonksiyonun ana
diizenleyicilerinden olan SYNGAPI1 proteini yalnizca beyin dokusunda eksprese olmaktadir ve
yaklasik 140 kDa agirligindadir. Bu protein beyinde esas olarak sinapslardaki eksitator
ndronlarda bulunmakta, inhibitdr ndronlarda bulunmamaktadir. Tlging bir sekilde calismada iKi
farkli ailenin birer gocugunda de novo olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilen iki ¢ocukta da heterozigot
olarak bulunan bu varyant indel tipi olup, proteinde ¢er¢eve kaymasina (frameshift) yol actigi

3

icin “yiiksek” riskli varyant olarak siniflandirilmistir. SYNGAP1 geninin &nemi oOtizmin
ve/veya epilepsinin eslik ettigi ZY’li bireyler arasinda daha 6nceden gosterilmistir. Olgularin
ikisine de ZY’nin eslik etmesinin yaninda birinde EEG’de anormallik saptanmasi da klinik
olarak varyantin olas1 fenotipik etkileriyle uyumludur. Son 10 yilda sinaptik plastisitede gorevli
proteinleri kodlayan genlerde aday otozomal dominant mutasyonlar bulunmustur. 2009 yilinda
yapilan bir ¢aligmada sendromik olmayan ZY tanili 94 olgunun 3’tinde SYNGAP1 geninde de
novo “protein-kesici”’’ mutasyonu saptanmistir. Bu ii¢ hastanin ikisi “anlamsiz”'’®
mutasyonlar i¢in heterozigot iken, lgiincii hasta ise ¢erceve kaymasi mutasyonu igin
heterozigot saptanmistir. Bu ¢ocuklarin ortak 6zelligi anne-babalar arasinda akraba evliligi
olmamasi ve hipotoni ve gelisimin erken basamaklarinda yaygin bir gecikmenin olmasidir.
Ayrica iki ¢ocukta tonik-klonik ve miyoklonik ndbetler oldugu dikkat ¢ekmistir (269).
Sonrasinda epilepsi ve OSB tanili hastalarla yapilan bir kohortta SYNGAP1 ekzonu
dizilenmistir. Jeneralize epilepsisi ve mikrosefalisi olan sendromik olmayan ZY tanili iki
hastada de novo “cerceve disi”'’® delesyon saptanmustir. Ayrica mikrosefalisi ve epilepsisi
olmayan bir otizm tanili hastada ise de novo kirpilma bdlgesi mutasyonu saptanmistir. Ug

hastada da “yanlis anlamli”&

mutasyon saptanmistir. Sonraki baska calismalarda da ZY,
epilepsi ve siddetli dil bozuklugu olan hastalarda 6p21.3 kromozomal bdlgesinde
mikrodelesyonlar saptanmistir (270). Bu galismada otizmin etiyolojisi i¢in gii¢lii olan bu
varyantin dizileme teknolojilerinin okuma ve haritalama hatalarindan kaynaklanmadigini

kanitlamak igin Sanger dizileme gibi hedefli bir yontemle dogrulanmasi gerekmektedir.

176 SYNGAP1: Synaptic Ras GTPase activating protein 1
177 protein-truncating

178 nonsense

179 out-of-frame

180 (missense)
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SFARI Gen kategori 1°de yer alan diger varyant ise 7. kromozomda yer alan RELN*®!
geninde saptanmustir. Bu varyant GOF 6zellikleri gosteren anneden (A1A) her iki ¢ocuguna da
kalitilarak ge¢mistir. GnomAD exoms ve gnomAD genomes veritabanlarinda da daha 6nce
gosterilmemis olan bu varyantin dbSNP kimlik numarasi da bulunmamaktadir. Proteinde bir
aminoasit degisikligi ile sonuglanan SNV tipinde “yanlis anlamli” varyant olmasi1 nedeniyle
“orta” etki giiciine sahiptir. Reelin beyin gelisimi sirasinda hiicre konumlanmasi ve néronal gog
icin kritik olan hiicre-hiicre etkilesimlerini kontrol eden biiyiikk bir ekstraselliiler matriks
proteinidir. Reelin yalnizca dogumdan once degil, dogumdan sonra da sinaptik esneklikte ve
norotransmitter (NT) saliniminda rol almak gibi 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Pek ¢cok ¢aligma
RELN geni ile OSB iliski bulmustur. Baz1 biiyiik 6rneklemli otizm calismalarda ise bazi
olgularda RELN geninde “fonksiyon kaybi” varyanti ve olast bozucu “yanlis anlamli”
varyantlar saptanmistir (105, 271). Ayrica RELN genindeki bazi yaygin varyantlarin OSB ile
iliskisi pek ¢ok galismada gosterilmistir (272). RELN geni ile iliskili ¢cok sayida varyantin
otizmle iligkisi daha 6nce gosterilmesine ragmen bu varyantin daha dnce gosterilmemis olmasi

ve “yanlis anlaml1” varyant olmasi nedeniyle patojenitesi hakkinda yorum yapmak giictiir.

SFARI Gen kategori 1’ki diger aday varyant A1C1’de de novo olarak ortaya ¢ikan 18.
kromozomdaki ASXL3% varyantidir. Bu gen, gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan bir proteini kodlar. ovaryum, testisler ve beyin olmak tizere ek ¢ok dokuda eksprese
olan bu protein tiroit ve oksitosin hormonunu reseptorlerinin transkripsiyonel aktivitesini inhibe
ederek lipogenezi negatif olarak diizenler (273). ASXL3 genindeki de novo “fonksiyon kayb1”
mutasyonlar1 OSB tanili probandlarda daha 6nce pek ¢cok ¢aligmada gosterilmistir. Ayrica genin
de novo nadir varyantlarinin analizi, bu genin yiiksek istatiksel anlamlilikla otizm geni
oldugunu gostermistir (105). Calismadaki bireylerden A1C1’nin sahip oldugu bu varyant
korunmus ¢ergeve i¢i delesyon olmasi nedeniyle “orta” riskli olarak siniflanmaktadir. Ancak
varyantin etkilenmis ¢gocukta de novo orataya ¢ikmis olmasi patojenite olasiligini arttirmaktadir.
Varyantin proteinin fonksiyonunu bozucu olup olmadigini belirlemek ve olasi fenotipik etkileri
ile ilgili fikir sahibi olmak igin in vitro insan kok hiicre bazli modelleme veya hayvan

modellemesi yapmak faydali olabilir.

181 RELN: Reelin
182 ASXL3: Additional sex combslike 3, transkriptional regulator
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SFARI Gen kategori 2’deki varyantlara bakildiginda ise, ilk aday varyantin 1.
kromozomdaki KDM5B® geninde oldugu goriilmektedir. Genin kodladigi protein
transkripsiyonel baskilama ve bazi timor baskilayicit genlerin yukar1 yonlii diizenlemesini
saglar. Ayrica genom stabilitesi ve DNA tamirinde de rol oynadig diistiniilmektedir (274). Bu
genin iki “fonksiyon kayb1” ile sonuglanan varyanti SCC koleksiyonu ile yapilan ¢alismada
gosterilmistir (275). Bu varyant GOF ozellikleri gosteren anneden her iki ¢ocuguna da
kalitilmistir. SNV tipinde “yanlis anlamli” olup “orta” etki giiciine sahip oldugu diisiiniilen bu
varyant kirpilma bolgesine ¢cok yakin olmasi nedeniyle daha yliksek bir fonksiyonel etki giicline

sahip olabililir.

Diger bir aday varyant ise 7. kromozomda yer alan MET*®* geninde yer almaktadir.
Aslinda bir onkogen olan MET geninin iiriinii ndronal gelisimde kritik rol oynamaktadir. Cok
sayida iligkilendirme ¢alismasi ile MET geni arasinda baglanti saptanmistir (276). Calismada
saptanan MET varyant1 iiclincii ailedeki GOF 0Ozellikleri gosteren babadan (A3B) her iki
cocuguna da kalitilmigtir. SNV tipindeki bu varyant “yanlis anlamli” protein sentezlenmesine
neden olmaktadir. Varyant “yanlis anlamli” olmasina ragmen protein etkilesim bolgesinde yer

aldigi i¢in “fonksiyon bozucu” olma ihtimalinin yiiksek oldugu disiiniilmistiir.

Diger bir aday varyant birinci ailedeki etkilenmemis anneden (A1A) ¢ocuklarindan birine
(A1C2) kalitilan GRIP1'®® geninde saptanan bir varyanttir. Gen iiriinii protein sinapslarda
gorevli olmasinin yaninda néronal gelisimde de 6nemlidir. Protein hem glutamerjik hem de
GABAerjik sinapslarda sinaps organizasyonunda ve iletimde gorevli olan glutamat reseptor
etkilesim proteini ailesinin bir iiyesidir (277). Bu genin hem genetik iligkilendirilmesi hem de
hem de nadir varyantlar1 otizm ile iligkili saptanmigtir (278, 279). Ayrica bu varyantin ifadesi
olan “yanlis anlamli” protein (V54I), daha 6nce 480 OSB tanili hasta ve 480 kontrolle yapilan
bir ¢alismada iki OSB’li ¢ocukta gosterilmis, saglikli kontrollerde ise hi¢ gosterilmemistir
(278). Bu veri varyantin patojen olma olasiligini giiglendirse de annenin varyanti tasidigi halde
etkilenmemis olmasi ise yorum yapmayi giiclestirmektedir. Ancak A1C2’de bu varyanttan

bagka SFARI gen kategori 1-3’deki genlerde yer alan herhangi bir aday varyant

183 KDM5B: Lysine demethylase 5B
184 MET: MET proto-onkogene, receptor tyrosine kinase
185 GRIP1: Glutamate receptor interacting protein 1
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saptanamamistir. Yine de bu ¢calismada CNV analizi yapilmadigi i¢in tiim bu varyantlar disinda

etiyoloji ile iliskili olabilecek CN'V’lerin nedenselligi dislanamaz.

Calismada kullanilan yiiksek c¢iktili dizileme yontemleri ilk asama testler olarak
onerilmemekle birlikte NGS teknolojilerinin gelismesi ve maliyetinin diismesi ile birlikte OSB
gibi oldukca heterojen ve genetik etiyolojiye sahip hastaliklar i¢in son derece 6nemli konuma
gelmigtir. Bu ¢alismada ile ayn1 zamanda otizm etiyolojinin aragtirllmasinda WGS gibi bir
yontemin ilk basamak olarak kullanilabilirligi sinanmistir. Ayrica gelecekte OSB’nin genetik
etiyolojisi ile ilgili bilgilerin artmasiyla, ortak bir genetik etiyolojiye sahip altta yatan ortak
norobiyolojik mekanizmalarin rol oynadig: alt tiplerin tanimlanmasi miimkiin olacaktir. Bu da
bu alt tiplerin tedavi yanit1 ve ilag yan etkisi agisindan gruplar arasinda anlamli farkliliklar
gosterebilecegi varsayimi ile pek ¢ok hastalik i¢in gelistilmeye ¢aligilan “hassas/kisisel tip” igin
olduk¢a 6nemlidir (103). Genetik ¢alismalarin tedavi alanindaki katkilarina bir 6rnek elde
edilen biyolojik bilgilerin bazi farmakolojik bilesiklerin gelisimi i¢in yeni potansiyel hedefler
de ortaya ¢ikarmasidir. Ornegin bu genetik bulgular1 temel alan bilesiklerden biri mTOR
inhibitorii olan rapamisin ve mGluR (metabotropik glutamat reseptorleri) antagonistleridir.
Rapamisin TSC1, TSC2, PTEN ve NF1’de mGIuR ise FMR1 geni ile iliskili olgularin
tedavisinde ¢alisiimaktadir (103).

NGS teknolojilerinin baz1 kisitliliklar1 vardir. Dizilemeye dayali genetik testler igin
standart protokoller ve kalite kontrol Ol¢limleri hala gelismektedir ve varyasyonlarin
saptanmast kullanilan metodun okuma uzunluguna gore degismektedir. Ayrica Onemli
informatik kaynaklarin kullanilmasina ragmen bazen tanimlanmis her varyantin klinik 6nemini
saptamak veya dislamak zor olabilir. Sonug olarak, genom dizileme yontemleri ile tanimlanan
anlami bilinmeyen varyantlar, hedefli genetik testlere gére daha yiiksek oranda goriiliir ve
klinik yorumlama ve uygulama i¢in zorluk olusturur. Ek olarak, genom-boyu yaklasimlar
klinige uygun rastlantisal bulgular1 saptayabilir. Bunlar, ¢alisilmakta olan fenotiple direkt
baglantili olmayan ancak klinik olarak dnemli olan varyantlardir. OSB i¢in dizileme umut vaat
etmektedir, ancak oncelik pek cok genetik varyantin klinik etkilerini daha iyi anlamak olmalidir
(103).

OSB’nin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasinin bir diger 6nemli yan1 ise her zaman

genetik danigmanlik verme imkéani saglamasa bile aileleri bilglendirmek agisindan bile olsa
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onemlidir. Birgok bakim veren igin, ¢ocugunda otizmin nedeninin bilinmesi, tedavi segenekleri
ile ilgili olas1 yararlar bir yana, yalniz basia 6nemlidir (280). Genetik test sonucunu alan 50
ebeveyn ile yapilan bir ¢alismada, ebeveynlerin yaklasik tigte ikisi sonuglarin cocuk veya aile
i¢in faydali oldugunu ifade etmistir (281). Ayrica, bir ailenin OSB igin 6zgiil genetik nedeninin
bulunmasi, onlara daha gii¢lii bir destek ve toplumsal ag saglayabilecek ayni genetik profile

sahip diger ailelerle baglanti kurma firsati verebilir (103).

6.2. Transkriptomik veriler

Bu ¢alismada tiim goniilliilerin tiim transkriptomlarinin analizi yapilmis, ayn1 zamanda
bu verilerin fonksiyonel annotasyonuna bakilmistir. flk olarak Sekil 7’deki dendograma
bakildiginda OSB tanili etkilenmis ¢ocuklardan birinin (A1C2) diger tiim bireylere gére daha
uzakta yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 7). Ayni zamanda A1C2’nin SFARI Gen kategori 1-3’de
yer alan genlerle iliskili varyantlarindan GRIP1 geninde yer alan varyant disinda olas1 patojenik
bir varyanta sahip olmamasi da ilging bir bulgudur. Bu iki durum birbiriyle iligkili olabilir. Bu
ornek cikarildiktan sonra yeniden yapilan dendograma bakildiginda OSA’ya gore GOF
ozellikleri gosterdigi saptanmis iki ebeveynin (A2A ve A3B) dendogramda birbirlerine yakin
konumlandig1 dikkat gekmektedir. Ikinci ve {igiincii ailede yer alan gocuklarin kardesleriyle ve
saglikli oldugu diisliniilen annelerin (A1A ve A3A) birbirleriyle yan yana konumlandigi
gozlenmistir. Ayrica etkilenmemis oldugu disiiniilen birinci ailedeki babanin (A1B)
transkriptom verilerinin ise etkilenmis ¢ocuklarindan biri (A1C1) ile yan yana yer aldigi
farkedilmektedir (Sekil 8). GOF ozellikleri gosterdigi diisiiniilen ebeveynlerin ve fenotipik ve
genotipik olarak benzer Ozellikler gosteren g¢ocuklarin da dendogramda birbirine yakin
konumlanmas1 6nemli bir bulgudur. Bu da gelecekte kandan kolaylikla calisilabilecek

transkriptomik analizlerin biyobelirteg olarak kullanilabilmesini olanakli kilabilir.

PCA sonuglarma bakildiginda dendogramda digerlerinden uzakta konumlanan 6rnegin
(A1C1) digerlerinden PCA’da da uzakta konumlandig: dikkat ¢ekmistir (Sekil 9). Bu durum
yine bu ¢ocuktaki farkli genomik etiyoloji ile iliskili olabilir. A1C2’nin ¢ikarildigi PCA’da ise
(Sekil 10), A1C1 ile A2C1’in ¢ok yakin yerlestigi; yine GOF ozellikleri gosteren annenin
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(A2A) diger tim oOrneklerden uzakta yerlestigi dikkat ¢ekmistir (Sekil 10). Bu verilerin bir

kism1 dendogramdaki veriler ile benzesmektedir.

Transkriptomik verilerin fonksiyonel annotasyon calismasinda ise CODO ve ODKL
Olgekleri ile elde edilen sayisal degerlerden faydalanmilmistir.  Fonksiyonel annotasyon
sonuglarmin ortak olarak mitokondri iligkili genlerin rol oynadigi biyolojik siireclerde
zenginlestigi dikkat ¢ekmis ve bu da 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Mitokondri
memelilerdeki kendi genomunu iceren tek organeldir. Mitokondriyal hastaliklar (MH), OSB
popiilasyonunda %35 oran ile (%95 giiven aralig1 3,2; %6,9) genel popiilasyona gore (yaklasik
%0,01) daha yiiksek oranda bulunmaktadir. OSB’de anormal mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu biyobelirtegleri ise MH’lerden daha yaygin bulunmaktadir. OSB tanili bireylerde
cok sayida mitokondriyal biyobelirte¢in (laktat, piriivat, karnitin ve koenzim Q10) ortalama
degerleri kontrollere gore 6nemli oranda farklidir. Bulgular birlikte ele alindiginda OSB’li
cocuklarin farkli siddette bir mitokondriyal foknsiyon bozuklugu spektrumuna sahip
olduklarini diisindiirmektedir. Bunun yaninda 112 OSB ve MH’si olan ve 112 yalnizca MH’si
olan ¢ocuklarin yer aldig1 18 yayinin derleme ve meta-analizini iceren bir ¢alismaya gore, OSB
ve MH tanili ¢ocuklarin MH tanil1 ¢ocuklarin bir alt grubu oldugu diisiiniilmiistiir. Hem OSB,
hem de MH tanili ¢ocuklarin ¢ogu (%79) genetik anomalilerle iligkili degildir; bu da ikincil
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olasiligini arttirmaktadir (282). Gliniimiizde ise baz1t OSB
tanili bireylere mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun eslik ettigi ve bazilarinda ise bir

“mitokondriyal otizm” alt grubu oldugu diistiniilmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, bilinen bir genetik sendromun eslik etmedigi, DSM-5 tan1 6l¢iitlerine gore
OSB tanisi olan ikisi de etkilenmis 5-18 yas arasi {i¢ ¢ift dizigot ikiz (DZ) ¢ocuk ve ergen ile
onlarin  anne-babalarindan olusan bireyler genomik ve transkriptomik ag¢idan
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler ¢esitli biyoinformatik araglarla 6l¢ek puanlar1 ve klinik

bulgular da dikkate alinarak anlamlandirilmistir.

Genomik veriler degerlendirildiginde, her bir birey i¢in hesaplanmig varyant sayilarina
bakildiginda aralarinda anlamli bir farklilik olmadig goriilmektedir. Iliskili ilk varyant hem
A1C1 hem de A2(C2’de saptanan 6. kromozomun 6p21.3 bolgesinde eksprese olan ve SFARI
Gen’e gore kategori 1°de yer alan SYNGAP1 genindeki varyanttir. Tlging bir sekilde calismada
iki farkli ailenin birer ¢cocugunda de novo olarak ortaya ¢iktigi diistiniilen ve iki ¢ocukta da
heterozigot olarak bulunan bu varyant indel tipi olup, proteinde ¢erceve kaymasina yol agtigi
icin “yiiksek” riskli varyant olarak siniflandirilmistir. Etiyoloji i¢in gii¢lii bir aday olan bu
varyantin dizileme teknolojilerinin okuma ve haritalama hatalarindan kaynaklanmadigini

kanitlamak i¢in Sanger dizileme gibi hedefli bir yontemle dogrulanmas1 gerekmektedir.

SFARI Gen kategori 1’de yer alan diger bir aday varyant 7. kromozomda bulunan RELN
geninde saptanmistir. Bu varyant GOF 6zellikleri gosteren anneden (A1A) her iki ¢ocuguna da
kalitilarak ge¢mistir ve dbSNP kimlik numarasi bulunmamasinin yaninda gnomAD exoms ve
gnomAD genomes veritabanlarinda da daha once gosterilmemistir. SNV tipinde olan bu
varyant proteinde bir aminoasit degisikligi ile sonuclanan “yanlis anlamli” bir varyant olmasi
nedeniyle “orta” etki giiciine sahiptir. Hem “orta” eki giiciine sahip olmasi, hem de otizm ile
iligkisinin gdsterilememis olmasi nedeniyle varyantin patojenitesi hakkinda kesin yorum

yapilamamustir.

SFARI Gen kategori 1°ki diger aday varyant A1C1°de de novo olarak ortaya ¢ikan 18.
kromozomdaki ASXL3 varyantidir. A1C1 nin sahip oldugu bu varyant korunmus cergeve ici
delesyon olmasi nedeniyle “orta” riskli olarak siniflanmakla birlikte etkilenmis ¢ocukta de novo
orataya ¢ikmasi patojenite olasiligini arttirmaktadir. Varyantin proteinin fonksiyonunu bozucu
olup olmadigini belirlemek ve olas1 fenotipik etkileri ile ilgili fikir sahibi olmak i¢in in vitro

insan kok hiicre bazli modelleme veya hayvan modellemesi yapmak yararli olabilir.
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SFARI Gen kategori 2’deki varyantlara bakildiginda ise, ikinci ailedeki GOF 6zellikleri
gosteren anneden (A2A) her iki ¢ocuguna da kalitilan 1. kromozomdaki KDM5B genindedir.
SNV tipinde “yanlis anlamli” olup “orta” etki giicline sahip oldugu diisiiniilen bu varyant

kirpilma bolgesine ¢ok yakin yerlesimli oldugundan 6nemli olabilir.

Diger bir aday varyant birinci ailedeki etkilenmemis anneden (A1A) ¢ocuklarindan birine
(A1C2) kalitilan GRIP1 geninde saptanan bir varyanttir. Bu varyantin ifadesi olan “yanlis
anlamli” protein (V541), daha 6nce 480 OSB tanili hasta ve 480 kontrolle yapilan bir ¢alismada
iki OSB’li ¢ocukta gosterilmis, saglikli kontrollerde ise hi¢ gosterilmemistir. Bu durum
varyantin patojenite olasiligini giiclendirmekle birlikte saglikli anneden kalitilmasi nedeniyle

yorum yapmayi giiclestirmektedir.

Transkriptomik verilere bakildiginda, GOF o6zelliklerine sahip oldugu diisiiniilen iki
ebeveynin (A2A ve A3B) dendogramda birbirlerine yakin konumlanmasi 6nemli bir bulgudur.
Ikinci ve iigiincii ailede yer alan kardeslerin ise yan yana, saglikli oldugu diisiiniilen annelerin
(A1A ve A3A) yan yana konumlandig1 gozlenmistir. Ayrica etkilenmemis oldugu diisiiniilen
birinci ailedeki babanin (A1Bverilerinin ise etkilenmis ¢ocuklarindan biri ile (A1C1) ile yan
yana yer aldig1 goriilmektedir. GOF 6zellikleri gosterdigi diistiniilen ebeveynlerin ve fenotipik
ve genotipik olarak benzer o6zellikler gosteren ¢ocuklarin da dendogramda birbirine yakin
konumlanmas1 gelecekte kandan kolaylikla ¢alisilabilecek transkriptomik analizlerin

biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesini agisindan umut vaat etmektedir.

Yapilan PCA analizindeki verilerin bir bir kismi dendogramdaki veriler ile
benzesmektedir. Transkriptomik verilerin 06l¢eklerden faydalanarak yapilan fonksiyonel
annotasyon calismasinda ise ortak olarak mitokondri iliskili genlerin rol oynadigi biyolojik

siireclerde zenginlesme oldugu dikkat cekmistir.

OSB etiyolojisini arastirmada giin gectikce Onem kazanan NGS yontemlerini
yorumlamak i¢in ¢cok merkezli daha biiyiik 6rneklemli aragtirmalara ve bu arastirmalardan elde
edilecek yliksek ciktili veriyi daha hizli yorumlamada olduk¢a 6nemli olan alt yapiya ihtiyag
vardir. Ayn1 zamanda iilkemiz popiilasyonuna ait WGSve RNA-seq verisinin olmamasi elde
edilen varyantlarin yorumlamada yasanan giicliik yaratmaktadir. Giinlimiizde pek ¢ok alanda

NGS teknolojileri ile yapilan caligmalarin oldukca artmakta oldugu diisiiniildiigiinde,
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iilkemizde saglikli popiilasyon verilerine ait bir genom projesinin yapilmasi gerekliligi oldukca

aciktir.

8. ARASTIRMANIN KISITLILIKLARI

Aragtirmanin hem gii¢lii hem de kisitli yanlar1 bulunmaktadir. NGS teknolojilerinin
maliyetlerinin yiiksek olmasi1 ve aragtirmanin biit¢esinin kisitlhi olmasi nedeniyle az sayida
orneklemle calisilmas: bir kisitliliktir. Ozellikle RNA-seq analiz soruglarmi yorumlarken bu
durumun 6nemi artmaktadir. Ciinkii transkriptomik verilerin analizi i¢in ¢ok daha biiyiik
orneklem grubuna ihtiyag vardir. Ayrica kontrol grubunun olmamasi ve analize birlikte dahil
edilen bireylerin yaslarmnin farkli araliklarda olmasi da transkriptomik veriler i¢in 6nemli bir

kasitliliktir.

WGS analizinden nce CMA yo6nteminin biitgede kisitlilik nedeniyle uygulanamamasi da

onemli bir kisithiliktir.

Ayrica WGS ve RNA-seq ile elde edilen verilerin biyoinformatik analizinin ekstra
bilgisayimsal yiik getirmesi nedeniyle yalnizca SNV ve indel tipi varyantlarin ¢alisilabilmesi,
OSB etiyolojisinde 6nemi pek ¢ok gosterilen CNV’lerin incelenememis olmasi onemli bir
kisithiliktir. Bu tez calismasindan sonra sonra CNV’lerin de tanimlanmasi ve olgularin yeniden
degerlendirilmesi planlanmaktadir. Bunun yaninda zaman smirlilifi nedeniyle varyantlari
tanimlama agamasinda elde edilen verinin ¢ok ytiksek ¢iktili olmasi bazi filtrelemelerin yapilma
gerekliligini dogurmustur. Bdyle olunca yalnizca yalnizca nadir varyantlarin etkisine
odaklanilmis, otizmde tek basina etki giicii diisiik ama c¢ok sayida oldugunda etki giicii yiiksek
ve otizmin etiyolojisinden daha yiiksek oranda sorumlu oldugu bilinen yaygin varyantlarin
etkisi degerlendirilmeye alinamamustir. Bu da gelecekteki ¢alisma hedefleri arasindadir. Ayrica
filtreleme ile yalnizca “yiiksek” ve “orta” etki giicii olan varyantlarin dahil edilmesi, daha 1limli
etkisi olan ve “hafif” kategorisinde yer alan kodlanmayan bolgedeki varyantlarin elenmesine
neden olmustur. OSB’nin etiyolojisinde kodlanmayan bdlgedeki varyantlarin ortalama etki

biiyiikliigii (effect size) kodlayan bolgedekiler kadar olmasa da 6nemlidir (283).

OSB’nin genetik degerlendirilmesinde 6zellikle sendromik olan ve sendromik olmayan

OSB’nin ayriminda énemi olan tibbi genetik konsiiltasyonunun olmamasi bir kisithiliktir.
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Transkriptomik verilerin yalnizca kan 6rneklerinden elde edilen PBMC’den elde edilmesi
onemli kisitliliktir. Ciinkii MSS ekspresyon paterni kan hiicrelerine gore oldukga farklilik
gostermektedir. Ancak MSS’den hiicre ve doku eldesi pratik olarak miimkiin olmadigindan
kandan elde edilen 6rneklerin biyobelirteg¢ olarak degerlendirilmesi agisindan ise 6nemli bir

faydadir.

Ebeveynlerin GOF 6zelliklerini saptamak i¢in yalnizca bir tarama testi kullanilmasi da
kisithiliktir. Ciinkii ¢ocuklarin oldugu kadar ebeveynlerin fenotipik 6zelliklerini tanimlamak da

onemlidir.

NGS tekniklerinin dogasi geregi dizileme ve haritalamadan dogabilecek hata paynin
olmasi bir kisitlilik olarak degerlendirilebilir. O nedenle elde edilen bulgularin Sanger dizileme

gibi hedefli diger yontemlerle dogrulanamsi gerekebilir.
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EK 1. Aday varyantlarin patojenitesinin detayli incelemesi

Kategori 1
POGZ
ASH1L

ASH1L
MYTIL
MYTIL
TRIP12
SETD5

ANK2

NAA15

SYNGAP1

SYNGAP1
ARID1B
ARID1B
ARID1B
RELN

RELN
RELN
RELN
CHD8

Gen intoleransi

RVIS

-1.8 (2.22%)

-0.79 (12.6%)
-3.33(0.41%)
-0.89 (10.3%)

-1.15 (6.23%)

-2.15 (1.46%)

-2.34 (1.18%)

%EXAC v2 RVIS ACMG GERP

-4.6594
(0.2248%)

-1.3309 B
(7.9570%)
-3.3054
(0.7918%)
-0.8362
(17.2043%)
-2.0985
(2.7761%)
LB

-1.6218
(5.1711%)

-3.0921
(0.9580%)

NR

5.4

6.17

2.97

5.8899

6.0199
6.0799
5.3899

GERP
RS

5.4

3.46

-2.44

1.86

3.5299

5.15
6.0799
4.5

DANN
skoru

0.9995

0.981

0.4835

0.8064

0.9991
0.9922

gnomAD exomes (EXAC)

Avrupa
(NF)

0.001658

0.000008978
0.000008977

0.005534

0.0003322

0.006923
X
0.0001343

Popiilasyondaki sikhigi

Toplam Avrupa
(NF)
0.002263 0.0007999

0.000004068 @ X

0.00000407 X

0.008766 0.0007528

0.0005288 0.0003331

0.006577 0.006263
X X
0.0003615 0.0001999

gnomAD genomes

Toplam

0.0008072

0.003209

0.0002905

0.004585
X
0.0001614

pLi

0.9986

0.9999

Gen

pRec

1.6622e-13

1.9214e-13
0.001423

0.00000155

2.4371e-15

2.4371e-15
2.4371e-15
1.9055e-12
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pNull

1.3226e-34

3.1558e-37
2.0719e-10

3.0642e-16

3.0986e-43

3.0986e-43
3.0986e-43
5.0327e-32



ASXL3 -0.67 (15.87%)
DSCAM -3.29 (0.43%)
DYRK1A -0.42 (25.64%)
SHANK3

SHANK3

Kategori 2

ILF2 -0.03 (51.04%)
KDMS5B -1.72 (2.48%)
BAZ2B -1.42 (4.06%)
BAZ2B

SCN9A 0.33 (73.63%)
SCN9A

GIGYF2 -1.15 (6.33%)
GIGYF2

GIGYF2

CNTN4

FOXP1 -0.38 (28.01%)
FOXP1

TBL1XR1 -0.16 (41.25%)
KmMT2C -2.52 (0.91%)
KmMT2C

CNTNAP2 -2.25(1.3%)

-1.0657
(11.7986%)
-3.5684
(0.5865%)
-1.1473
(10.4399%)

-0.6572
(22.1994%)
-2.3443
(2.1505%)
-1.0079
(13.0890%)

0.2521
(61.3783%)

-0.6087
(23.7537%)

-1.5580
(5.6403%)

-0.5332
(26.3441%)
-3.2660
(0.8113%)

-0.0663
(46.2659%)

4.7389

4.4699

5.32
4.0599

4.94

5.73

5.6399

3.2599

0.456

1.7

4.67

5.53
3.3699

2.1333

3.5799

3.1099
4.0599

-0.273

4.8299

2.5599

-6.51

0.2443

-3.0699

2.8299

2.44
2.23

0.6955

0.9925
0.9957

0.8065

0.9991

0.9961

0.9956

0.002115

0.000008989

0.0325

0.005265

0.001826

0.008857

0.001375
X

0.002115

0.00000407

X
0.03396

0.004232

0.004757

0.000004065

0.03988

0.002165
X

0.002207

X

0.01137
0.04132

0.004463

0.002004

X

0.02214
'0.2931

0.002642

0.01996
0.02869

0.002744

0.002587

0.00003228

0.006662

0.04133
'0.2994

0.9999

0.9998

0.9971

0.00005094

9.3019%e-13

0.9998

0.00003829

0.00002295

1.6154e-10

0.0001604

0.002948

0.9999

0.9985

2.065e-11

0.0002493

2.5331e-15

0.9999
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8.9008e-15

1.2377e-26

2.4774e-11

2.989%e-8

1.6954e-10

0.001498

4.0783e-28

1.4677e-11

2.3364e-47

0.000003722



MET
MET -0.46 (23.73%)

CNTNAP2 | -2.25(1.3%)

KMT2C -2.52 (0.91%)

KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
WAC
SHANK?2
SHANK?2
SHANK?2

SMARCC2 -1.66 (2.71%)

SMARCC2

USP15 -0.98 (8.75%)

GRIP1 -0.53 (20.86%)

-0.5725
(24.9658%)
-0.0663
(46.2659%)
-3.2660
(0.8113%)

-1.2822
(8.5142%)

-0.8807
(16.2072%)
-0.5475
(25.8162%)

LB

LB

LB

6.0199

5.57

551
5.51
4.67
4.67

5.6799

4.8699

3.6767

4.8299

6.0199

1.8899

1.72
4.4099
4.67
2.0999

4.53

4.8699

0.4653

-2.0799

0.9991

0.3547
0.9929

0.9953

0.9948

0.9908

0.3778

0.00001795

0.01842

0.04005
0.00002686
0.04601

X

0.001772

0.00002179

0.00251

0.000008132
0.02193

0.04755
0.002429
0.03087
X

0.003204

0.0001054

0.001629

X

0.0008495

0.04506
0
0.001193
X

0.006593

0.0001601

0.003664

X 0.9964
0.001652 0.00003829
0.03846 1
0.0009369 1
0.0009025

X

0.01899

0

0.0002506 0.2566
0.002259 0.9169

0.003587

0.9999

2.5331e-15
2.5331e-15

0.7159

0.08311
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3.3119e-12

0.000003722

2.3364e-47
2.3364e-47

0.02743

1.5946e-9



GRIP1
INTS6

IRF2BPL

IRF2BPL
MAGEL2

MAGEL2
GABRB3

GABRB3
GABRB3
CHD2

CHD2
CACNA1H

SRCAP

BCKDK
ANKRD11
CIC
MBOAT7

TNRCB6
TCF20

DDX3X

Kategori 3
AMPD1

-0.87 (10.73%)

9.26%

NA (NA)

-0.49 (22.36%)

-2.06 (1.63%)

-4.14 (0.15%)

-0.53 (20.7%)

-2.55 (0.85%)

-0.12 (44.54%)

0.07 (59.17%)

-1.0617
(11.8671%)
-1.3469
(7.6637%)

0.6602
(77.3607%)

-0.5606
(25.3568%)

-0.0254
(48.1818%)
-4.2633
(0.3324%)

0.0544
(52.1017%)

-3.3096
(0.7820%)
-0.8866
(14.1066%)

0.1682
(57.6344%)

LB

LB

LB

LB

LB

5.36 5.36 0.9973
55199 4.32 0.8359

3.6493 | 2.7116 X

2.24 -3.13 X

4.88 0.5979  0.6934

0.3589 | 0.3589 0.314
51399 2091 0.9905
4.82 4.82 0.9932

55199 | 5.5199

5.3899 @ 4.48 X

0.001184
0.0102

0.0001671

X
0.001689

0.000008957

0.01315

0.00003581

0.001232 0.0004665
0.01776 0.008616
X X

0.00005919 0.002122

X 0.02685

X X

0.001194 0.001999
X

0.000004062

0.01683 0.01153

0.001153 0

0.0004843
0.009864 0.9999

X 0.9689
0.001171

0.03671 0.9971
X

0.001066

X 1

0.008432 0.9999

3.7798e-12
0.00006515

0.000003465

0.03102

0.002926

1.1546e-9

0.00002207

0.4887
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1.0743e-14

0.00004752

1.4504e-7

1.2344e-26

3.9967e-14

0.5113



HIVEP3

HIVEP3
HIVEP3
PYHIN1

PYHIN1
DIsC1

DIsC1
DIsC1
DNMT3A
ADCY3

DPP10

CLASP1

CLASP1
MBD5

ZNF804A
ZNF804A

HECW2

PARD3B
ViL1

ViLl

PER2

ROBO2

-0.51 (21.21%)

7.61E-05
(53.98%)

0.2 (67.46%)

-2.17 (1.42%)
0.38 (75.65%)

NA (NA)

-2.12 (1.52%)

1.3 (93.91%)

-2.47 (0.98%)

0.21 (67.54%)

-1.18 (5.92%)

-1.5 (3.6%)

0.8324
(82.5904%)

0.8518
(83.0205%)

1.0960
(87.9863%)

-1.8177
(3.9198%)
0.1674
(57.5758%)
NA (NA)

-2.4740
(1.8084%)

0.1557
(57.0479%)
-0.7322

(20.0587%)

0.1096
(54.7703%)

0.3714
(66.5494%)
-1.5275
(5.8260%)

LB

LP

3.8099

4.8899

2.2699

2.71

3.3499

4.7199

5.48

5.55

5.1599
6.01

5.57
4.6399

4.8

4.3899

4.55

4.5

3.8099

-5.11

1.2699

-0.33

-4.9

3.8099

0.92

5.55

11
6.01

4.5799
4.6399

0.679

-1.7599

2.3499

4.5

0.9989

0.1727

0.9939

X
0.8948

0.6224
0.9903

0.6087

0.9952

0.997

0.9806
0.9983

0.3403

0.5221

0.9904

0.03567

0.01441

X
0.02271

X
0.01459

0.00004654

0.0002588

0.000008969

X
0.03695

0.008007

0.003586

0.02735

0.04642

0.01016

X
0.01839

X

0.01025

0.0000465

0.000008427
0.001654

0.00006099

X
0.02459

0.007219

0.00001224

0.001833

0.01946

X

0.04528

0.01453

0.02443
0.01765

0.004596

0.01739

0.0001336

X

0.0001999

0.00006664
X

0.03343

0.008006

0.00006669
0.002599

0.01257

0.04473

0.009434

0.02732
0.0123

0.002711
0.01131

0.00006471

0.001098

0.00006459
X

0.02153

0.005753

0.0000323

0.001421

0.007643

0.03081

0.0009171

0.001379

0.9999

0.8274
0.8274

0.00001213

0.933

0.9999

0.9692

0.9402

0.9986

1.1129e-8

0.0001477

0.1726
0.1726

0.9995

0.06699

0.000003869
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1.3847e-7

0.05892

0.00001288

7.5199e-23

2.0259%-11

0.000006534
0.000006534

0.0004732

4.5471e-9

4.7687e-18



SETD2 -0.94 (9.42%)
PLXNB1 -2.51 (0.93%)
AMT -0.38 (28.01%)
ZBTB20 0.35 (74.49%)
ZBTB20

ZBTB20

CEP135 0.43 (77.35%)
TET2 1.97 (97.56%)
TET2

TET2

TET2

SLC6A3

SEMASA

SEMASA | -0.45 (23.73%)
RBM27 -0.84 (11.36%)
RBM27

cuL7

PTK7

KIAA1586  0.58 (82.3%)
PHIP -1.24 (5.49%)
GRIK2 -1.13 (6.48%)
GRIK2

GRIK2

-1.9037
(3.4800%)
0.3198
(64.3011%)
-0.3704
(32.7273%)
-0.9260
(14.9267%)

0.0891
(53.8416%)
-0.6319

(22.9423%)

0.2557
(61.5054%)
-1.2906
(8.3969%)

-0.1004
(44.7019%)
-2.6798
(1.4467%)
-1.3401
(7.7810%)

LB

LB

LB

LB

5.1799 | 3.99
4.5599  3.3699
5.4299 3.64
51599 3.98
55399  -1.83
5.4 4.5599
1.7699 | 0.8859
1.11 1.11
3.8199 | 1.8999
5.8899 194

0.9977

0.9886

0.9953

0.8718

0.9988

0.8562

0.9917

0.8904

0.0001091

0.01138

0.01907

0.04835

0.00002711

0.001739

0.0001104

0.01057

0.01567

0.04167

0.000004762
0.00002466

0.00006663
0.0002008

0.01028

X

X

0.01746

0.04913

0.001388

0.00006672

0.00009688

0.00009717
0.008017

0.01314

0.04271

0.006054

0.00003232

0.9999

0.8502

0.0005695

0.9826

4.8541e-17

7.0537e-26

0.0009796

0.000001778

0.000007056
0.1498
0.8957

0.01743

0.9725

0.000003669

0.999

5.7948e-8

0.6657

5.2298e-8
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6.9869e-21

1.2515e-11

0.1038

0.00001144

0.02748

0.9999

0.000004265

1.0221e-19

0.3343

1.1057e-24



GIGYF1

KMT2E

AKAP9

AKAP9
AKAP9
GIGYF1
GIGYF1
ACHE

ACHE
KMT2E
FOXP2
LAMB1

LAMB1
LAMB1
LAMB1
PLXNA4

UBE3C
TBC1D31

TRAPPC9

TRAPPC9
DOCK8

DOCK8
DOCK8

DOCK8

-1.66 (2.75%)
-1.45 (3.9%)

0.22 (68.45%)

-0.6 (18.14%)

-0.99 (8.55%)

-0.19 (39.21%)

0.1 (60.76%)

-1.65 (2.77%)

-1.94 (1.9%)

-2.0342
(3.0205%)
-3.2352
(0.8504%)
-0.7706
(18.9052%)

-0.4616
(29.0225%)

-1.1635
(10.2053%)

-1.3662
(7.4682%)

0.1237
(55.5034%)
0.3649

(66.2463%)

-0.6389
(22.7664%)

LB

LB

LB

4.42

2.985

4.38

5.1399
4.2267

5.0199

3.5899

5.42

0.3044
5.55

5.3099
1.7799

5.6999

2.3599

5.69

34

4.42

1.2875

1.71

-4.5199
3.2067

1.95

1.1299

5.42

-0.2378
3.73
5.3099
-0.126

-2.69

-1.6699

5.69

-6.34

0.9973

0.4279

0.8759

0.6721

0.9892

0.9993

0.3915

0.4799

0.9968

0.7894

0.01538

0.01817

0.03861
0.001043

0.00001072
X

X
0.0001075
0

0.01241

0.002993

0.00009867

0.000009019

0.02042

0.02159

0.02751
0.0009706

0.000004915
X

X

0.000264
0.00001627
0.01008

0.002508

0.00005285

0.0000734

X

0.02335

0.02201

0.03277
0

X

0.001821

X

X
0.0001999

X
0.009804

0.002864

0.5474

X

0.02589

0.01664

0.02179
0

X
0.004137

X

0.0001291

X
0.005911

0.002485

0.3889

0.9787

0.9975

0.00002294

0.9787

0.000001794

1.3437e-9

0.00000576

0.0001354

0.02129
0.002496

0.9999

0.02129

0.9999

2.9789%-7

0.9994

0.9999

0.9999
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5.2667e-11

0.002496

4.2109e-21

5.2667e-11

1.7143e-10

4.5679e-20

0.0006353

0.00005648

4.1634e-11



PAX5

PHF2

PHF2
EHMT1

CACNB2
CACNB2

CACNB2
ANK3

ANK3
TCF7L2

TCF7L2
TCF7L2
NAV2

PHRF1

TRPC6

PRICKLEL
PAH

HECTD4
HECTD4
HECTD4
HECTD4

EP400
EP400

0 (53.73%)

-1.03 (7.86%)

-1.58 (3.13%)

-0.71 (14.78%)

-3.5 (0.34%)

-0.22 (37.54%)

-1.56 (3.22%)

-1.58 (3.13%)

-1.29 (5.08%)

-0.71 (14.67%)

NA (NA)

-3.86 (0.22%)

0.2627
(61.8182%)
-0.6536

(22.3167%)

-2.2762
(2.2776%)

0.0986
(54.2522%)

-4.7943
(0.1857%)

-0.9138
(15.2688%)

-2.0973
(2.7859%)
-0.3282
(34.4770%)
-1.4226
(6.7351%)

0.5582
(73.8905%)

NA (NA)

-1.3748
(7.3216%)

5.5199

4.9899

3.7999
5.42

5.4099

5.36
1.58

4.46

5.6399

5.34

1.11

5.8499

2.72

-0.4059

4.9899

-1.7699
5.42

4.3099

5.36
0.3379

0.2939

3.75

5.34

-1.7599

11.6999

-5.4299

0.944

0.9978

0.999

0.9924

0.9954

0.9258

0.9984

0.7715

0.7971

0.03616

X
0.00007171

0.0003261
0.0006036

0.03635

0.000008966

0.0001971

0.01352

0.005447

0.04868

0.02422

X
0.00004473

0.00000408

0.003624
0.03499

0.03719

0.000004064

0.0001097

0.02435

0.006933

0.03233

0.03242

X

0.6626

0.00006665

0.0005349
0.0005346

0.03922

X

0.00006671

0.005927

0.04389

0.02148

0.6619

0.00003229

0.002072
0.01984

0.02891

0.00003233

0.004389

0.02988

0.9842

0.9941

0.9896
0.9975

0.9489

0.004564

1.1952e-10

1

1

0.01575

0.005868

9.5988e-8

7.9161e-14

0.01039
0.002483

0.05108

0.9952

0.3074

4.0137e-14

1.1679e-10
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0.000008913

1.3299%e-9

3.4945e-19

8.8895e-37

2.6639%e-8
4.5773e-16

4.6385e-10

0.0002766

0.6926

5.7657e-41

1.5787e-32



EP400

EP400

GPHN 0.06 (58.74%)
NRXN3 -1.55 (3.27%)
UNC79 -1.11 (6.63%)
ATP10A 1.29 (93.86%)
CYFIP1 -1.3 (4.99%)
ATP10A

ATP10A

ATP10A

TRPM1 1.75 (96.69%)
TRPM1

TRPM1

TRPM1

FBN1 -2.81 (0.64%)
MYOSA -1.41 (4.15%)
CGNL1 0.33 (73.43%)
CGNL1

CGNL1

RBFOX1

RBFOX1 -0.47 (23.51%)
RBFOX1

CNTNAP4

WWOX 1.1 (91.92%)

-1.2610
(8.8074%)
-2.7556
(1.2610%)
-2.7531
(1.2708%)
0.1726
(57.8201%)
-1.8425
(3.7830%)

0.3525
(65.7087%)

-4.1007
(0.3812%)
-1.9870
(3.1867%)
0.0672
(52.7175%)

-0.7723
(18.8368%)

2.0435
(97.1163%)

LB
LB

LB

LB

0.1309
2.5599

6.1599

5.94

3.7699

4.6799

1.1399

5.5999
5.5999

5.78

0.6919

5.65

-0.261
-4.65

5.28

5.94

-0.765

4.6799

1.1399

4.6799
5.5999

-0.702

0.6919

3.64

X
X

0.9982

0.9992

0.9974
0.9991

0.6264

X
0.00006484

0.007414

0.0001524

0.03487

0.02757

0.002657

X
0.00002905

0.004683

0.00006914

0.04572

0.01872

0.001849

X
0.0002675

0.006067

0.0002664

X

0.04061

0.0001515

0.02804

0.01472

0.002332

X
0.0001297

0.003875

0.0001291

0.04866

0.0001607

0.02179

0.02845

0.001647

0.9999

0.611

0.611

1.1683e-31

0.9921

0.9359

0.0001445

2.6091e-11

0.3889

0.3889

0.0003712

1.0467e-17

0.00787

0.06404
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1.9217e-11

1.2086e-30

5.0196e-9

5.0196e-9

0.9996

7.7415e-45

1.2847e-17

0.000002419



WWOX

CHMP1A

SLC38A10

KDM6B

KDM6B
SLC35B1

SLC35B1
SLC35B1
SLC35B1
CELF4
TCF4

MYO9B
MYO9B
MYO9B
ZC3H4

ZC3H4
ZC3H4
ZC3H4
CNOT3

PLCB1

PLCB1
PLCB1
PLCB1

SLC12A5

0.15 (64.51%)
1.13 (92.24%)

-1.32 (4.79%)

-0.16 (41.91%)

-0.56 (19.54%)

-1.32 (4.78%)

-0.6 (18.14%)

-0.84 (11.48%)

0.3813
(66.9501%)
1.0027
(86.4321%)
-0.5557
(25.5327%)

0.3722
(66.5885%)

-0.5313
(26.4125%)

-0.3238
(34.6921%)

-0.0487
(47.1163%)
-1.3180
(8.0645%)

4.46

4.48

1.2899

5.09

5.65

5.2399

3.17
4.96

5.9499

5.98

-4.28

4.48

-2.5799

5.09

-7.9299

4.19

2.0999
2.5399

-1.82

5.03

0.7329

0.9976

0.3048

0.9994

0.8443

0.9881

0.9925
0.9853

0.694

0.9993

0.00001908

0.00002843

0.0259

0.04182
0.0235

0.005779

0.000009095

0.007839

0.000004061
X

0.0001098

0.01568

0.03512
0.01449

0.003533

0.00007389

0.0001333

X

0.009939

0.03124

0.02318

0.04819
0.02579

0.005129

0.001453

X 0.01329
0.006333

X

0.02482 0.9999
0.01528

0.03436 1
0.01598 0.9999

0.003131 0.979

0.00003229

0.9546

0.0001335

2.2757e-7
0.00003278

0.02096
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0.03215

1.5833e-11

1.4142e-17
2.5594e-12

1.0242e-11



MACROD2

MACROD2
NINL

NINL
DIP2A

PRODH

PRODH
PRODH
PRODH
PRODH

NLGN4X

CNKSR2

KDMS5C

KDM5C
KIAA2022

0.46 (78.59%)

1.42 (94.94%)

-2.78 (0.68%)

1.74 (96.63%)

-0.84 (11.18%)
-0.47 (23.25%)

-1.51 (3.5%)

-0.77 (13.1%)

0.4418
(69.4233%)

2.1357
(97.5171%)

-1.2700
(8.6804%)
1.7266
(95.3763%)

-1.7294
(3.2915%)
-1.4550
(5.3292%)
-2.3195
(1.5674%)

-2.5340
(1.0972%)

RVIS (Residual Variation Intolerance Score)
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) Siniflamasi: B: Benign LB: Likely benign US: Uncertain significance LP: Likely pathogenic P: Pathogenic
GERP: Genomik evrim orani profillemesi (Genomic evolutionary rate profiling)

Avrupa (NF): Finli olmayan Avrupa populasyonu

LB

5.86
24

3.44
5.34

4.21

4.63

2.4

5.28

1.0099
0.14

245
5.34

0.8579

4.63

-1.12

3.66

0.8601

0.9888
0.8226

0.1463

0.001484
0.00007207

0.0003674
0.0001433

0.05593

0.005613

0.00009411

0.001298

0.03533

0.00004148

0.0002349
0.0002763

0.04935

0.003568

0.0001152

0.001981

0.001599
X

0.0003344
0.0001332

0.05317
0.007236

0.00006719

0.00009693

0.01583
X

0.0001619
0.0001936

0.04619
0.00464

0.00003283

0.0000476

0.01136
3.9683e-33

0.7261

0.000004754

0.9997

0.9869
0.00001361

0.2739

0.8516

0.0002519
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0.001788
0.9999

1.6672e-9

0.1484

1.5065e-11



EK 8.Sosyodemografik Veri Formu

SOSYODEMOGRAFIK VERI FORMU
Adi soyadi:
Dogum tarihi:

Cinsiyet: E: [1 K:[

Ulasilacak telefon numaralari: 1) ............................ 2)
Ogrenim durumu: 1) flkogretim []  2) Lise [] 3) Devamsiz [ ]

Kaynastirma durumu: 1) Kaynastirma almiyor [ |  2) Kaynastirma aliyor []  3) OCEM []

Okul basarisi: 1-Pekiyi [ 2)iyi O 3)orta O 4)Kéti [1  5) Devamsiz [

Ozel Egitim Durumu: 1. Devam ediyor [] (Ne kadar siiredir belirtiniz: .......................... )
2. Devam etmiyor [ | (Ne kadar siire gitti belirtiniz: ......................... )

3. Hig gitmedi H

Anne: Sag / Yok / Uvey Baba: Sag / Yok / Uvey
Akraba evliligi: 1) Var (..o ) 2) Yok

Kardes sayisi: 1-2-3-4-5 ve iistii
Ailenin kaginci ¢ocugu: 1-2-3-4-5 ve iistii
Infertilite: 1) Var [] (Yardimci iireme teknikleri belirtiniz ........................ ) 2) Yok [l

Gebelik siralamasi: (kardesler isim-dogum tarihi-egitim durumu-saglik durumu)
(diisiik, 6lii dogum, kiiretaj varsa siralamada belirtiniz)

1) oo, e, e, TSSOSO USUSURTUSURIO
2) oo, e, e, TSRO U UUU RO SURTRRRURURT
3) o, e, e, TSROSO RSO SRR
A) oo, e, e, TSRO U UUU RO SURTRRRURURT
5) o, e, e, TSROSO SRRSO
B) oo, e, e, TSNS U TR RRRRURURT

Annenin dogum tarihi:
Babanin dogum tarihi:
Anne-babanin evlilik yih:

Anne babanin birliktelik durumu:
1) Birlikte [ 2)Bosanmus [] 3)Bosanmamis, ayri yastyor [ 4)Diger [](.evveeeevnnnn.... )
Annenin Egitim durumu

1) Okuma yazma yok [] 2)ilkégretim [1 3) Lise [1 4) Universite-Yiiksekokul[]
136



Annenin isi: 1) Calistyor L] (Belirtiniz: .................ccoooviiiiiiiiiiiiinn, ) 2: Ev Hanimil[]
Babanin egitim durumu:

1) Okumayazma yok [1  2) ilkogretim[] 3)Lise [] 4) Universite-Yiiksekokul []
Babanin isi: 1) Calisiyor 1 (Belirtiniz: ........eeevveenn..... ) 2) Calismiyor [] 3) Emekli []
Ailenin gelir durumu: 1) Alt [ 2)Orta L[] 3) Ust [

Ailede fiziksel hastaligi olan var m?

1) Var [ (Kim ve hastalik tanist: ..........o..oeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesseeeseeesnenae ) 2) Hayrr []
Ailede ruhsal hastalig1 olan var mi?

DVar [ (Kim ve hastalik tanist: ...........c.cooeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, ) 2) Hayir []
Ailede Otizm Spektrum Bozuklugu tanisi olan var m?

1) Var [] (Kim ve hastalik taniSI: ........cocoeveveviveieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenena ) 2) Hayir [

Akran Iliskisi: 1- Tyi , yeterli sayida arkadas
2- Yetersiz sayida arkadas
3- Sorunlar var
4- Tliski kuramzyor

PRENATAL.:

Diisiik tehdidi :bb 1- Var [] 2-Yok []

Sigara kullanimu : 1- Var [ 2-Yok []

Alkol kullammi : 1- Var [] 2-Yok [

Madde kullanima : 1- Var [ ] 2-Yok []

X-Ray : 1- Var [ 2- Yok [

Travma : 1-var U 2- Yok U

Operasyon : 1-var U 2-Yok LI oo
Ila¢ kullamm :  1-Var [] 2-YOK [ ceveeiiiiiiii,
Enfeksiyon

oykisii : 1-var U 2-Yok LI oo
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DOGUM :
1- NSVY
2- S€Zaryen .............ceeeunnnn.

3- Forseps yardimr ile
4- Vakum yardimi ile

2- prematurite ..............
3- Postmaturite ..................

Dogum agirhgr: .............

Dogumdan hemen sonra aglamama : 1-Var []  2- Yok []

Mor dogum : 1-Var  [] 2-Yok []

Mekanyum aspirasyonu : 1-Var ~ [1 2-Yok []

Kordon dolanmasi : 1- Var ~ [1  2-Yok [

Kiivoz bakim : 1- Var [] 2- Yok [ (SUFESit.....uoivniieeiieiie e )

Mekanik ventilator : 1- VarL] 2- Yokl

Kanuyusmazhgi: 1-Var [ 2-yYok O

Dogum sonrasinda Sarihk : 1-Var L1 2-Yok T oo,
Kan Transfiizyonu : 1- Var L0 2-vok T
Havale Oykiisii : 1- Var [ 2- Yok [ oo
Operasyon : 1-Var [ 2-Yok [ oo,
Travma: 1-Var [l 2- Yok L oo e

Asilar : 1- Tam  [] 2- Tamdegil  []

Gegirilmis tibbr hastahk sykiisii : 1-Var 1 2-Yok T
Anne sutii: 1- Var 2- Y OK oo

GELISIM :
Basini dik tutma :
Destekli oturma :

Desteksiz oturma :
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Yiiriime :

Konusma :

o Tek kelime:
o Basit ciimle:
Tuvalet egitimi :

Regresyon:

El dominansi: Sag: [] Sol :[ ]

TIBBI DURUM:

Boy: .............. Kilo: ............
Tan1 aldig yas:

Kullanmakta oldugu ilaglar:
Zeka Puani:

Psikiyatrik ek tamlar:

Tibbi ek tanilar:

EEG: 1-Normal[]  2- Patolojik []

Her iki el :[]

Epilepsi tamisi: 1- Var []  (En son ndbet gegirdigi tarih

MR: 1-Normal []  2-Patolojik []
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erge: Herbir kategori icin, herbir Glcegin altinda buir
deleriyle ilgili davramslar degerlendiriniz.
ifade arasinga degerlendirmeniz gerekiyorsa 1.3,
erlendirme §lciti gosterilnistir.

EK 9. Cocukluk Otizmini Degerlendirme Olgegi

s S B TR P

Degerlendirme Formu J

akilan yeri kullanininz.

RS NSNSl P, o e T R S eV M SR ST e

1 Cocugu gdzlealemeyi bitirdikten sonra, 8lcegin
Her madde icin cocugu en iyi biciede tamimlayan ifadenin numarasini daire icine aliniz.
2.5 ya da 3.5 degerlerinden birini kullanabilirsiniz. Her

. dlcek igin kisaitilmis
Ayrintily dereceieme icin E1 Kitabi’min ikinci biliaine bakiniz. '

15

2.5

3,9

I. INSANLARLA 1LISKI
Insanlarla iliski kurmada bir anormallik ya d2 zorluk belirtisi yok s
Cocugun davranisi yasina uygun, Bir sey yapmas: istendifinde
utangaclik, muzmzlak ya da rahatsizlik belirtileri gbzlenebilir,
ancak bunlar atipik derecede degildir.

Haflf derecede anormal iliski s Cocuk yetiskinin giziine bakmaktan
kaCinabilir, yetiskinden kacinabilir ya da etkilesine zorlandify
2anan huysuzlanabilir, ok utangar olabilir, yetiskine tipik tepkiler
vermeyebilir ya da yasitlarindan biraz daha fazla anne-babaya
yapisabilir,

Drte'de{eme anormal iliski » Cocuk zaman 2aman cevreden kopaus
(yetlgkmln.farkmda degilmis) gibi gartiniir, Cocudun dikkatini
cekebilmek icin zanan zaman 1srarly ve zorlayicy girisialer gerekir.
Cok az iliski cocuk tarafindan baslatilir,

Air derecede anormal iliski » Cocuk siirekli bir sekilde cevreden
kopuktur ya da yetiskinin ne yaptiginin farkinda degildir, Hemen
hj!men‘hic bir zaman yetiskine tepki vermez ya da yetiskinle iliski
baslatmaz. Cocugun dikkatini cekeek icin ancak cok 1srarl)
giriginlerin bir etkisi olabilir.

ITI. DUYGUSAL TEPKILER o
Yas ve duruma uygun duygusal tepkiler » Cocuk, duygusal tepkilerini,
uygun tarz ve derecede, yliz ifadesi durus ve davranis degisikligi
ile gsterir.

Hafif derecede anormal duygqusal tepkiler v Arasira cocuk, kismen uygun
olmayan tarz ve derecede duygusal tepkiler gésterir. Tepkiler bazen,
tepkileri cevreleyen nesneler ve olaylarla iliskili degildir.

Orta derecede anormal duygusal tepkiler » focuk belirgin olarak uygun
olmayan tarz ve derecede duygusal tepkiler gisterir. Tepkiler azalms
ya da abartil1 ya da durunla bagintisiz olabilir; duygu uyandiran
belirgin olaylar ve nesneler olmasa bile "grimace", giilae, ya da
kaskat1 kesilme goriilebilir,

AQir derecede anormal duygusal tepkiler 1 Tepkiler nadiren duruma
uygundurs gocuk belirii bir duygu durumunda iken bu durumu
degistirmek cok zordur. Buna karsin, hichir sey deQismedigi halde
asiri duyqu dedisiklikleri gdsterehilir,

Gbzlenler:

II.
Uygun taklit » Cocuk, beceri diizeyine uygun ses, kelime ve
hareketleri taklit edebilir,

Hafif derecede anormal taklit v Cocuk cogu zaman el cirpma, tek ses
tikartma gibi basit davramslar: taklit eder; bazen sadece
zorlandiktan sonra ya da gecikmeli olarak taklit eder.

Drt.g derecede anoraal taklit v Cocuk ancak arasira taklit eder ve by,
yetiskinin youn yardim ve 1srarim gerektirir; taklit cojunlukla
gecikmeli olarak ortaya gakar, :

Aqir derecede anormal taklit » Cocuk, yetiskinin israr ve yardimina
'l;ggmag sesleri, kelimeleri, hareketleri cok seyrek taklit eder ya da
ic etmez,

Gizlenler:

IV. BEDENIN KULLANIMI
Bedenin yasa uy?un kullanimi » Cocuk normal yasitlar: ile aym
rahatlik, ceviklik ve koordinasyanla hareket eder.

Bedenin hafif derecede anormal kullanies » Hantallik, yineleyici
hareketler, koordinasyon zay1fligi gibi kiicik, kendine Szgi
tuhafliklar olabilir ya da sevrek olarak alisilmadik beden
areketlerine rastlanabilir,

Bedenin orta derecede anormal kullammi » Bu yastaki bir cocuk icin
alis1loadik ya da belirgin derecede garip olan parmak hareketleri,
tuhaf parmak ve viicut durusu, bedenin bir pargasina ta.k;llp kalaa ya
a cindikleme, kendine ydnelik saldirganlik, sallanma, ddnme, parmak
oynatma, ayak uclarinda yiirine gibi davramslar gdritlebilir.

Bedenin agir derecede anormal kullanimi 1 Yukarida siralanan

hareketlerin sik ya da yogun giriilmesi, bedenin afir derecede anormal
kullanimnin belirtileridir, Bu davramislar, bunlar1 engellese ya da
cocudu baska etkinlikler icine sokma girisimlerine karsin israrly bir

devamlilik gisterebilir,

bdzlenler:

Gozlemler:
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V. NESNE KULLANIMI
Oyuncak ve diger nesnelere uygun {lgl ve kullamie a Cocuk, kendi beceri
diizeyine uygun oyuncaklar ve di?er nesnelere normal ilgi gésterir Bve
bu oyuncaklar1 normal sekilde kullantr,

Oyuncak ve difer nesnelers hafif derecede uygun olmayan ilgi ve
kullania 1 Cocuk bir oyuncaga atipik bir ilgi gisterebilir ya da onunla
uygun almayan beheksi bicinde oynar (oyuncada vurina, emme gibil.

Oyuncak ve nesnelere orta derecede uygun almayan ilgl ve kullanim ¢
focuk oyuncaklara ve diger nesnelere cok 3z ilgi gisterebilir ya da bir
oyuncak ya da nesneyi tuhaf bir sekilde kullanmaya kendini kaptirms
olabilir. Oyuncaqin dnessiz bir pargasina odaklasabilir, nesnenin
yansitt1d1 isiktan cok hoslanabilir. Yineleyici bir bicinde oyuncagin
bazi kisimlarini hareket ettirebilir ya da yaintzca bir nesne ile yojun
bir sekilde oynar.

Qyuncak ve nesnelere air derecede uygun olmayan ilgf ve kullanim 1
[ocuk yukaridaki davranislar: daha sik ve yofun olarak gdsterebilir. Bu
uygun olmayan etkinliklere kendini kaptirdidinda, cocufun dikkatini
bir bagka tarafa cekmek zordur.

Gfzlemler:

2.5

3.3

VIII. DINLEME TEPKIS!
Yasa uyqun dinlene tepkis{ 1 Cocugun dinleme davranisi normal ve
yasina Uygundur. Dinleme diger duyularla birlikte kullanilir,

Hafif derecede anormal dinleme tepkisi o Belirli seslere karsi hafif
tepkisizlik gisterebilir ya da hafif derecede fazla tepki verebilir,
Seslere tepkiler gecikehilir, cocugun dikkatini cekebilmek icin sesin
tekrar ediloesi gerekebilir. focufun dikkati yadanci (distan gelen)
seslerle dagilabilir,

Orta derecede anormal dinleme tepkisf » focufun seslere tepkileri
dediskenlik gisterir, ilk birkac defada sesi duymazliktan gelebilir,
baz1 giinliik sesleri isittigi zaman Urkebilir ya da kulaklarin
kapatahilir.

Air derecede anormal dinlese tepkisi o Cocuk, sesin tiriinden bajimsiz
olarak, seslere kargl asiry derecede tepkisel ya da tepkisiz
davranabilir.

Gizlemler:

|

VI. DEGISIKLIGE UYUM
Dedisiklige yasa uygun uyun # focuk, alistig dizendeki degisiklikleri
fark edebilir ya da bunlari (sdze! olarak) belirtebilir ise de yersiz
rahatsizlik gistermeden bu degisiklikleri kabul eder.

Deglsiklige hafif derecede anormal uyum v Yetiskin yapilan etkinligi
degistirmeye kalkt1g zaman cocuk ayny etkinlife ya da ayni arac-gereci
kullanmaya devam eder.

Dedisiklige orta derecede anormal uyum 1 Cocuk alstify dizendeki
dedisikliklere etkin olarak direnir, eski etkinlide devam etmeye
calisir, dikkatini baska tarafa gekmek cok zordur. Dizen degistirildifi
zanan outsuz ve dfkeli olabilir.

Degisikliklere agir dercede anormal uyum 1 focuk dedisiklige agir
tepkiler verir. Eger dedisiklige zorlanirsa cok fazla kizabilir ya da
ishirligi yapmaz ve dfke ndbetleriyle tepki versbilir

Gizlealer:

Tatma, koklana ve dokunmaya normal tepki ve kullamm v Cocuk yeni
nesneleri yasina uyqun sekilde, geneilikle bakarak ve hissederek
kesfeder. Tatma ve koklama duyularimi gerektiginde kullanabilir, Kiicik,
giindelik act veren durunlar karsisinda cocuk rahatsizligany belirtir,
ancak asir1 tepki gostermez

Tatma, koklsma ve dokunmaya hafif derecede anormal tepki ve kullama s
focuk nesneleri 1srarly bir sekilde adzina koyabilir, yenmeyen
nesneleri koklayabilir, tadabilir, normal cocukiarin rahatsizlik ifade
ettikleri orta siddetli ajrilar1 fark etmiyor gibi davranabilir ya da
asir1 tepki verebilir.

Tatma, koklana ve dokunsaya orta derecede anormal tepki ve kullania o
Cocuk insanlara ya da nesnelere dokunma, koklama ve tatmaya yinelik
orta derecede bir eilin gisterebilir, cok az ya da cok fazla tepki
erebilir.

Tatna, koklama ve dokunnaya air derecede anarmal tepki ve kullanta 1
focuk normal kullanim ve kesfetme yerine, sadece duyunsama amaciyla
nesneleri koklar, tadar ya da onlara dokunur. Cocuk adriyr (aciyl)
iniyle algilamaz goriinir ya da hafif derecede rahatsizlik veren
urunlarda cok asira tepki verir,

Bozlenler:

VII. GORSEL TEPK!
Yasa uyqun gérsel tepki 1 CocuQun gérsel davranislary noraaldir ve
yasina uygundur. Sdrme, yeni bir nesneyi kesfetmek icin difer duyularia
pirlikte kulianilar.

Hafif derecede anorsal girsel tepki » Cocua zaman zasan nesnelere
bakaasy hatirlatilmalidir, Arkadaslar: yerine 15133 ya da aynaya
bakmakla daha cok ilgilenedilir, arasira bosluda gizinii dikip bakabilir
ya da insanlarin gdzlerine bakmaktan da kacinabilir,

Orta derecede anoreal ?ﬁrsal tepki 1 Cocula sik sik yaptifuna bakmasy
hattriatiimalidir. Bosluga gizing dikip bakabilir, insanlarin gdzine
bakmaktan kaginabilir, nesnelere alisilmadik bir acidan bakabilir,
nesneteri gdzlerine cok yakin tutabilir.

Agir derecede anormal girsel tepkl » focuk 1srarly bir sekilde
incantara ya da belirlt nesnelere bakmaktan kacinir ve yukarida
tanimlanan diger girsel tepkilerin asirt bigimlerini sergiler.

Gizlenler:

23

3.3

X. KORKU YA DA SINIRLILIK
Normal korku ya da sinirlillk o Cocufun davranislary hem yasina hem de
durununa uygundur.

Hafif derscade anormal korku ya da sinirlilik ¢ focuk, aym yag ve
benzer durundaki cocufun tepkileriyle karsilastirildiinda, arasira
cok az ya da cok fazla korku ve sinirlilik gdsterir.

Orta derecede anormal korku Ya da sinirlilik a Cocuk, benzer durundaki
daha kiiciik bir focuk igin bile tipik olandan biraz daha az ya da biraz
daha fazla korku gisterir,

AQir derecede anormal korku ya da sinirlilik # lararsiz olaylar ve
nesnelere 1liskin yineleyici deneylerden sonra bile korku sirer.
Facufu sakinlestirmek ya da rahatlatmsk cok zordur. Buna karsin, cocuk
ayn1 yastaki diger gocuklarin kagindigr tehlikelere karst uygun
davranig1 gistermekte basaristzoir,

bzlenler:
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XI. SOZEL ILETISIM
Yasa ve duruma uygun noraal sbzel tletisim.

XITII. ETKINLiK DUZEY?
1 |Yasa ve kbsullara cygun normal etkinlik dizeyl » Cocuk benzer kosuldaki

Hafif dereceds anormal sbzel iletisim » Konusma genel olarak gerilik
gisterir. Konusmanin ¢ogu anlamlidir; ancak ekolali ve kisi
zamirlerinin ters kullamay giriilebilir. Baz1 Gzel sizcikler ve jargon
kullamlabilir,

Orta derecede anormal sézel iletisim » Konusma olmayabilir. Konusma
olsa da siizel iletisim, "anlanli konusna’ ile ’jargon, ekalali, zanir
degistirne gibi kendine bzgi konusma’ karisimindan olusabilir. &nlamly
konusmada yoQun soru sorma ve belirli konular iizerinde 1srarla durma
gibi dzeilikler gdrilebilir,

Atir derecede anoraal sdzel 1letisim » Anlanly konussa kullanileaz,
Gocuk bebeksi sesler, tuhaf ya da hayvan seslerine benzer sesler,
konusmaya yakir karmasik sesler crkarabilir ya da tamdik kelimeler ve
cimlelerin tuhaf kullanim: giriilebilir.

Giizlenler:

normal bir yasitindan ne daha fazla ne de daha az hareketlidir.
1.5

Haflf derecede anormal etkinlik dizeyi v Cocuk hafif derecede

2 |huzursuzdur ya da biraz “tembelce® ve yavag hareket edebilir. Cocugun
etkinlik dizeyi performansiny hafifce etkiler,

2.3
Orta derecede anormal etkinlik dilzeyl » Cocuk oldukca aktiftir ve onu
I |zaptetmek zordur. Sinirsiz enerjisi olabilir ve uykuya dalmakta glclik
ceker. Buna karsin, cocuk oldvkca hareketsiz olabilir ve harekete
necirebilmek icin oldukca fazla caba gerekebilir.

Ad1r derecede anornal etkinlik diizeyl s Cocuk hareketlilik ya da
4 |hareketsizligin en uc noktalarindadir ve bir asir1 uctan digerine
gegebilir, :

Gdzlemler:

XII. SOZEL OLMAYAN ILETISIM
Stizel olmayan iletisimin yasa ve duruma uygun normal kullanimi.

Slizel olmayan iletisimin hafif derecede anormal kullammi » Sizel
olmayan iletisimin olgunlasmamis kullanimi; yasitlarimn istediklerini
daha belirgin isaret ettikleri ya da gisterdikleri durunlarda cocuk
belirsizce isaret edebilir ya da istedigine uzanabilir.

Bizel olmayan iletisimin orta dereceds anormal kullamwer a Cacuk
genellikle isteklerini ya da gereksininlerini sizel olmayan sekilde
ifade edemez ve diferlerinin sézel olmayan iletisimini anlayanaz.

Stize! olmayan iletisimin ajir derecede anormal kullanim: n Cocuk sadece
belirgin bir anlam olnayan garip ya da dzel jestler kullanir ve

digerlerinin yiz ifadelerinin ya da jestlerinin farkinda degildir.

Gozlemler:

otizm belirtileri gisterir,

belirtileri gdsterir.

gosterir, -

XV. GENEL IZLENIMLER
1 g Otiza yok » Cocuk otizme G2qU belirtilerin hichirini gistermez.
Hafif otize v Cocuk yalmizca 3z sayida ya da yalnizca hafif derecede

3 |[Orta derece otizm » Cocuk belirli sayida ya da orta derecede otiza

4 |Air otize ¢ Cocuk otize belirtilerinden cogunu ya da agir derecede otizn

Y1V, ItHENSEL TEPKILERIN DUZEY! VE TUTARLILIGI
Normal ve pek cok alanda uygun tutarlilik gisteren zeka » Qocuk aym
1 |yastaki tipik cocuklar kadar zekidir ve olagandisi zihinsel becerileri
va da problemleri yoktur.

Hafif derecede anormal 2ihinsel isleveellik s Cocuk ayni yastaki tipik
2 |bir cocuk kadar zeki degildir, yeklasik tim alanlarda beceriler aym
diizeyde gerilik gisterir.

Drta derecede anormal zihinsel islevsellik » Cocuk genel olarak aym
3 |yastaki tipik bir cocuk kadar zeki deqildir ancak bir ya da daha fazla
alanda normale yakin islevsellik gicterebilir.

Ag1r derecede anormal zihinsel fslevsellik s Cocuk aym yastaki tipik
4 |bir cocuk kadar zeki degilken, zihinsel gelisimin bir ya da dzha fazla
alaninda normal bir gocuktan bile daha iyi islev gisterebilir.

Gizlemler:

Gizlemler:
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Ek 10. Otizm Davranig Kontrol Listesi (ODKL)

OTiZM DAVRANIS KONTROL LISTESI

Adi Soyadi: Dogum Tarihi:

Dolduran Kisi: ' Doldurulma Tarihi:

YONERGE: Cocugu en iyi tammlayan maddenin karsisindaki say1y: daire igine aliniz.
Eger ifade ¢ocugu tammlamiyorsa bos birakiniz.

~ o

| = " o |
— - w
‘ S| 28| k2
| s| FES| 3R E
| 8| 3Ez| 283
i S 5
|- Kendi etrafinda uzun siire déner. 4
2- Basit bir isi dgrenir, fakat gabucak unutur. 2
3- Sosyal/gevresel uyaranlara cogu zaman dikkat etmez. 4
[ 2- Basit emirleri bir kere sdylendiginde yerine getirmez (6rn. otur, buraya 1 :
| ucl. ayapa kalk). -
5- Oyuncaklart uygun sekilde kullanmaz (6rn. tekerlekleri dondiirtir). 2
6- Qprenime sirasinda gorscl ayirt etmesi zayiftir (biytkliik, renk ya da| 2
pozisyon gibi bir 8zellige takihr kahr).
7- Sosyal giiltimsemesi yoktur, 2
8- Zamirleri ters kullanir (ben yerine sen). 3 .
9- Belirli nesneleri birakmamak icin israr cder. 3R
10-Isitmiyor gibi gérintr, bu nedenle bir isitme kaybi oldugu kuskusu| 3 ’
uyandinr. :
11-Konugmasi detone ve aritmiktir. : | 4
12-Kendi kendinc uzun siire sallanir. : B . 4
13-Kendisine uzamldiginda kollarini uzatinaz (ya da bebekken uzatmazds). ’ 2
14-Giinluk prograinindaki/gevredeki degisiklikiere agir tepkiler verir. ‘ 3
15-Baska mnsaniarin arasmdayken ¢agrildiginda kendi ismine tepki vermez 2
(Ayse, Can, Zeynep).
16-Keidi clialiida doitoe, paiinak ucuinda  yuiling, o gupiia gibi 4
davraniglani keserek birden bagirir ve ani hareketler yapar. -
17-Baska insaniarm ytiz ifadelerine ve duygularina tepkisizdir. 3
18-“Evet” veya *‘ben” sozciiklerini nadiren kullanir. 2
19-Gelisimin bir alamindaki 6zel yetenekleri zeka geriligi kuskusunu dislar 4
niteliktedir. . : :
[20-Yer bildiren sézciikleri igeren basit emirleri yerine getirmez (6rn. “topu 1
kutunun tistiine koy™ ya da “topu kutunun icine koy”).
"~ | 21-Bazen yiiksck bir sese sagir oldugunu distindiriircesine “irkilme” tepkisi [ 3
gbstermez. ?
l22-El]crini amagsizea sallar, 4
{ 23-Biiytik 6fke nébetleri ya da sik sik kiigiik ofke nébetler! gegirir. 3
E‘%-sz temasindan uktif bir sekilde kagmir. 4
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(ocuk Psikiyatisinde Olgitler / Olgekler

25-Dokunulmaya ya da tutulmaya kars) koyar.

26-Bazen ¢irikler, kesikler ve igne yapilma gibi aci verici uyaranlara hig
tepki vermez.

27-Gergin ve kucaklamlmas) giigtiir (simdi ya da bebekken).

28-Kucaklandiinda pelte gibidir (sarihmaz, tutunmaz).

29-Istedigi seyleri gostererek elde eder.

30-Parimak uglarmda ytiriir,

31-Bagkalarnm wirarak, vurarak, tekmeleyerek incitir.

———fo—1—

32-Ciimleleri defalarca tekrarlar.

33-Oyun oynarken bagka ¢ocuklar taklit ctmez.

34-Gézlerine parlak bir 1gik tutuldugunda genellikle gozlerini kirpmaz.

35-Basim vurarak, cllerini isirarak kendinc zarar verir.

36-Ihtiyaglarmn hemen yerine getirilmesini ister, bekleyemez.

37-Ismi sylenen bes nesneden daba fazlasmy isaret ederck péstereimez..

38-Hig arkadaglhik 1liskisi gelistiremez.

39-Bircok sese kulaklarmi kapatir.

40-Sik sik nesneleri dondiirir, cevirir ve garpar.

41-Tuvalet cgitimine iligkin sorunlar vardir.

42-istcklerini ve ihtiyaglarmi belitimek igin ya hi¢ konugmaz ya da bir
giinde kendiliginden kullandig) sozciik sayis) begi gegmez..

43-Copunlukla korkar ya da ¢ok kaygilanir.

44-Giin 1181 karsisinda gézlerini kisar, kaslarim gatar ya da_gézlerini
kapatir.

45-Yardimsiz kendisi giyinemez.

46-Scsleri ya da sozciikleri siirekli tekrar eder.

47-Bakislarn insanlan “delip geger™.

48-Bagkalarinm ciimlelerini ya da ve sorularim tekrarlar.

49-Cogunlukla gevresindekilerin ve tehlikeli durumlarin farkmda degildir.

50-Cansiz seylerle oynamay: ve zaman gegirmeyi tercih eder.

51-Cevresindeki nesnelere dokunur, koklar ve/veya tadar.

52-Yeni bir kisiylc kargilastiginda sikhkla hig bir gorsel tepki vermez. "

53-Nesneleri siralama gibi karmagik ritiicller igine girer.

54-Cok zarar vericidir, oyuncaklarmi ve ev egyalarim kisa zamanda kirar.

~

55-Gelisimsel gecikme belirtileri 30. ayda ya da daha 6nce ortaya gikmistir.

56-Giin igindc kendiliginden, iletigimi baslatmak igin kullandign ifadelerin
sayisi otuzu gecmez.

57-Uzun siireler bosluga bakar.

L TOPLAM:

GENEL TOPLAM:
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EK 11. Otizm Spektrum Anketi (OSA)

Otizm Spektrum Anketi (OSA)

Kesinlikle

Katiliyorum

Kismen

Katiliyorum

Kismen

Katilmiyorum

Kesinlikle

Katilmiyorum

yapmay1 tercih ederim.

1. Bir isi yalniz bagina yapmaktansa bagkalariyla beraber

2. Birisi stirekli ayn1 sekilde yapmay1 tercih ederim.

canlandirmak kolay olur.

3. Bir seyi hayal etmeye ¢aligirsam, onu zihnimde

g6zlim bagka seyleri gérmez olur.

4. Kendimi siklikla bir seye yle giiclii kaptiririm Ki

ederim.

5. Siklikla baskalarinin fark etmedigi hafif sesleri fark

fark ederim.

6. Araba plakasi ya da ona benzer tabelalar: genellikle

sOyliiyorlar.

7. Ben soyledigim seylerin nezaket kurallarina uygun

oldugunu diisiinsem de baskalart uygun olmadigin

benzediklerini kolaylikla hayal edebilirim.

8.  Bir hikaye okurken, hikayedeki karakterlerin neye

9. Olaylarin tarihlerinden biiyiilenirim.

10. Bir grubun igindeyken, farkli birgok insanin

konugmalarini kolaylikla takip edebilirim.

11. Sosyal ortamlarda rahat ederim.

egilimim vardir.

12. Bagkalarinin fark etmedikleri ayrintilar1 fark etme

ederim.

13. Partiye gitmek yerine kiitiiphaneye gitmeyi tercih

14. Hikayeler uydurmak bana kolay gelir.

15. Esyalardan ¢ok insanlar daha ¢ok tercih ilgimi ¢eker.

egiliyimlidir.

16. Siirdiiremedigimde tziildigim ¢ok giiclii ilgilere

17. Sosyal ortamlarda ¢ene ¢almaktan keyif alirim.
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Kesinlikle

Katiliyorum

Kismen

Katiliyorum

Kismen

Katilmiyorum

Kesinlikle

Katiliyorum

18

. Ben konusurken, digerlerinin araya (s6ze) girmesi her

zaman kolay olmaz.

19.

Sayilar beni biiyiiler.

20

. Bir hikaye okurken, hikayedeki karakterlerin niyetlerini

anlamakta zorlanirim.

21.

Kurgu romani okumaktan 6zellikle zevk almam

22.

Yeni arkadaslar edinmekte zorlanirim.

23.

Nesnelerdeki desenleri her zaman fark ederim.

24.

Miizeye gitmek yerine tiyatroya gitmeyi tercih ederim.

25.

Giinliik diizenimin bozulmasi beni tizmez.

26.

Bir konugmayi nasil siirdiirecegimi bilmedigimi siklikla

farkederim.

27.

Biri benimle konusurken kolayca “satir aralarini”

okurum.

28.

Genellikle kii¢iik ayrintilardandan ¢ok resmin tlimiine

odaklanirim.

29.

Telefon numaralarini hatirlama konusunda ¢ok iyi

degilimdir.

30.

Genellikle bir durumdaki ya da bir kisinin

goriiniisiindeki kiigiik degisiklikleri fark etmem.

31.

Birinin beni dinlerken sikilip sikilmadigini nasil

sOyleyecegimi bilirim.

32.

Birden cok isi ayn1 anda yapmay1 kolayca basaririm.

33.

Telefonda konusurken konusma sirasinin bana

geldiginden emin olamiyorum.

34.

Rastgele (spontan) olarak bir seyler yapmaktan keyif

alirnm

35.

Bir sakadaki espriyi anlayan son kisi genellikle ben

olurum.
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Kesinlikle

Katilryorum

Kismen

Katilryorum

Kismen

Katilmiyorum

Kesinlikle

Katilryorum

36

. Yalnizca yiiziine bakarak bir kiginin ne diisiindiigtinii

ya da hissettigini ¢ozmek benim i¢in kolaydir.

37

. Bir sey araya girse de yapmakta oldugum ise hizla geri

donebilirim.

38.

Sosyal ortamlarda ¢ene ¢almak konusunda iyiyimdir.

39

. Insanlar siklikla aymi seyi tekrar tekrar konustugumu

sOyler.

40

. Gengken diger ¢ocuklarla birlikte taklit oyunlart

oynamaktan zevk alirdim.

41

. Araba, kus, tren, bitki vs. tiirler gibi nesnelerle ilgili
bilgi toplamaktan hoslanirim.

42

. Bagka birinin yerinde olmanin nasil bir sey

olabilecegini hayal etmekte zorlanirim.

43. Katildigim her etkinligi dikkatlice planlamay1 severim.
44. Sosyal etkinliklerden (misafirlik, parti vs.) keyif alirim.
45, Insanlarm niyetlerini anlamakta zorlanirim.

46. Yeni durumlar beni kaygilandirir.

47. Yeni insanlarla tanismaktan keyif alirim.

48. lyi bir diplomatimdir (ikili iliskilerde mesafe kurmakta

iyiyimdir).

49

. Insanlarin dogum tarihlerini hatirlamak konusunda ¢ok

iyi degilimdir.

50

. Cocuklarla taklit oyunlar1 oynamakta zorlanmam.
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EK 12. Etik kurul onay belgesi

KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Sendromik Olmayan Otizm Spektrum Bozuklugu Tanih ikisi de Etkilenmis Ikiz Cocuk ve Ergenlerin ve Anne
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