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EPILEPSI HASTALARINDA KROMOZOMAL KOPYA SAYISI
DEGISIKLIKLERININ (CNV) aCGH YONTEMI iLE RETROSPEKTIF OLARAK
ARASTIRILMASI

OZET

GIRIS ve AMAG: Epilepsi tekrarlayici ndbetler ile karakterize kronik bir beyin
hastaligidir ve diinyada 50 milyondan fazla insani etkiledigi tahmin edilmektedir.
Hastaligin yasam boyu insidansi %3, prevalansi ise yaklasik %1 olarak
bildirilmigtir. Epilepsi, toplumda sik gorulen hastaliklarin gogu gibi poligenik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Epilepsi etiyolojisinde genetik faktorler basta
gelmekte ve tum epilepsilerin %40-60’inda genetik nedenlerin major rol oynadigi
dusunudimektedir. Kopya sayisi varyantlari (copy number variation-CNV’ler)
genomda degigken boyutlardaki artis veya azalmalardir. Bu degisimler, cesitli
genetik analizler ile tespit edilebilmekte olup array tabanli kargilagtirmali genomik
hibridizasyon (aCGH) yontemi bunlar arasinda sik kullanilanlarindan biridir.
Yapilan c¢alismalarda kopya sayisi degisimleri farkli epilepsi tiplerine sahip
hastalarin yaklagsik %5-12'sinde bildirilmistir. Calismamizda; epilepsi tanih
hastalarda aCGH verilerinin retrospektif olarak incelenerek; aCGH’in bu hasta
grubundaki tanisal veriminin belirlenmesi ve epilepsi etiyolojisindeki yeni aday

gen ve CNV’lerin ortaya konmasi amaglanmistir.

YONTEM: Arastirmamiza, 1 Nisan 2019 tarihine kadar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik poliklinigine epilepsi tanisiyla bagvurup
aCGH analizleri yapilmis hasta verileri dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen 80
hastanin sosyodemografik, klinik ve laboratuvar bulgular retrospektif olarak
incelenmis ve bu hastalarin aCGH ham verileri, retrospektif olarak glincel literattr

verileri 1s1ginda yeniden analiz edilmigtir.

BULGULAR: Arastirmaya dahil edilen 80 hastanin 16’sinda patojenik/muhtemel
patojenik CNV saptanmis olup 14’Unde (%17,5) bu CNV epilepsi fenotipi ile



iligkilendirilmistir. Bunun haricinde 14 ayri kromozomal bdlgede yer alan, 16 tane
epilepsi ile iligkili olabilecek klinik 6nemi bilinmeyen varyant-VUS CNV tespit

edilmistir.

SONUGC: Arastirmamizda, epilepsi hastalarindaki aCGH analizinin tanisal verimi
guncel literatir verilerinden ylksek bulunmustur. Bunun nedeni, calisma
grubumuzun kuaglk olmasi, olgularin %56,3’'inde mental retardasyon/global
gelisim geriligi fenotipinin eglik etmesi, %53,8'inde ailede epilepsi tanili birey
oykusunun bulunmasi ve Ozellikle CNV yorumlamasinda boyut filtrelemesi
yapmamamiz olabilir. Dért olguda (%5) 100kb’dan kuguk boyutta epilepsi ile
iliskili CNV saptanmis olup bu CNV’ler calismamizdaki epilepsi ile iligkili tim
CNV’lerin %13,3’Unu olusturmaktadir. Olgularda saptanan epilepsi ile iligkili
patojenik/muhtemel patojenik CNV’ler igerisinde en sik 15911.2 ve 16p13.3
bdlgelerinde duplikasyon ile 16p11.2 bolgesinde delesyon (her biri icin %14,2)
tespit edilmistir. Ayrica c¢alismamizda 16 adet VUS CNV saptanmistir.
MACROD2, ADGRB3 (BAI3), SOX8, HIP1, PARK2 (PRKN) ve TAFA2
(FAM19A2) genleri potansiyel epilepsi ile iligkili gen olarak degerlendirilmigtir.
Ayrica NEDD9, RASALZ2 ve TNR genlerinin de epilepsi ile iligkisine dair daha ¢ok
calisma yapilmasina ihtiyag vardir. Bunlara ek olarak calismamizdaki veriler,
mikrodelesyonlari epilepsi ile gucli sekilde iligkilendirilen 15q13.3 bolgesinin
duplikasyonlarinin da epilepsi fenotipi ile iligkili olabilecegini desteklemektedir.
Epilepsi hastalarinda genetik etiyolojinin aydinlatiimasi olduk¢ca zor ve
karmagsiktir. Calismamiz, aCGH’in epilepsi hastalarinda tani veriminin yuksek
oldugunu go6stermis olup yapilacak daha kapsamli c¢alismalarla epilepsi
hastalarinda genetik etiyolojide yer alan genlerin aydinlatimasina katki
saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: aCGH, epilepsi, kopya sayisi degisimi, mikroarray,
nobet.



THE RETROSPECTIVE INVESTIGATION OF CHROMOSOMAL COPY
NUMBER VARIATIONS (CNV) WITH aCGH METHOD IN EPILEPSY
PATIENTS

ABSTRACT

INTRODUCTION and AIM: Epilepsy is a chronic brain disease characterized by
recurrent seizures and is estimated to affect more than 50 million people
worldwide. The lifetime incidence of the disease is reported to be 3% and its
prevalence is approximately 1%. Epilepsy is a polygenic and multifactorial
disease, as the most common disease in the community. Genetic factors are
leading in the etiology of epilepsy and genetic causes play a major role in 40-60%
of all epilepsies. Copy number variations (CNVs) are gains or losses in variable
sizes in the genome. These changes can be detected by various genetic
analyzes, and the array-based comparative genomic hybridization (aCGH)
method is one of the most commonly used. In studies, copy number variations
have been reported in approximately 5-12% of patients with different types of
epilepsy. In our study; we aimed to determine the diagnostic yield of the aCGH in
this patient group and to reveal new candidate genes and CNVs in the etiology

of epilepsy by analyzing aCGH data retrospectively in patients with epilepsy.

METHODS: The data of the patients who referred to Canakkale Onsekiz Mart
University Medical School Medical Genetics department with the diagnosis of
epilepsy until April 1 2019, and performed aCGH were included in our study. The
sociodemographic, clinical and laboratory findings of the 80 patients included in
the study were examined retrospectively and the raw data of aCGH of these

patients were retrospectively reanalyzed in the light of current literature data.

RESULTS: Pathogenic/likely pathogenic CNVs were detected in 16 of 80
patients included in the study and 14 of these CNVs (17.5%) were associated

Vi



with epilepsy phenotype. In addition, 16 CNVs in 14 different chromosomal loci
that were evaluated as the variant of unknown clinical significance(VUS), which

may be associated with epilepsy was identified.

CONCLUSION: In our study, the diagnostic yield of aCGH analysis in epilepsy
patients was found to be higher than the current literature. This may be due to
our small group, the accompaniment of mental retardation/global development
delay phenotype in 56.3% and a family history of epilepsy diagnosis in 53.8% of
the cases, and especially not filtering for size in the interpretation of CNVs. Four
cases (5%) had CNVs less than 100kb associated with epilepsy and these CNVs
accounted for 13.3% of all CNVs associated with epilepsy in our study. Among
the pathogenic/likely pathogenic CNVs associated with epilepsy, duplications in
the 15q11.2 and 16p13.3 regions and the deletions in the 16p11.2 region (14.2%
for each) were detected most. In addition, 16 VUS CNVs were detected in our
study. MACROD2, ADGRB3 (BAI3), SOX8, HIP1, PARK2 (PRKN) and TAFA2
(FAM19A2) genes were evaluated as potential epilepsy-related genes.
Furthermore more studies are needed to investigate the association of NEDD9,
RASALZ2 and TNR genes with epilepsy. In addition, the data in our study support
that duplications of the 15q13.3 region whose microdeletions are strongly
associated with epilepsy may also be associated with the epilepsy phenotype.
The genetic etiology of epilepsy patients is difficult and complex to elucidate. Our
study showed that the diagnostic efficiency of aCGH in epilepsy patients is high
and with more comprehensive studies, it will contribute to the elucidation of genes

involved in genetic etiology in epilepsy patients.

KEYWORDS: aCGH, epilepsy, copy number variation, microarray, seizure.
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Array tabanli kargilagtirmali genomik hibridizasyon
Otozomal dominant erigkin néronal seroid lipofusinozis
Anti-konvulzan ilag (anti-seizure drug)

Kromozomal mikroarray

Sitomegalovirls

Kopya sayisi degisimi (copy number variation)
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi

DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans using Ensembl Resources

The Database of Genomic Variants

DiGeorge sendromu
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Epileptik ensefalopati

Elektroensefalografi

Floresan in situ hibridizasyon

Global gelisim geriligi
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Entellektuel yetersizlik (intellectual disability)
International League Against Epilepsy

idiyopatik jeneralize epilepsi
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Multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu
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mTOR Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (Mammalian

target of rapamycin)

Mz Monozigotik

NGS Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing)

NMDA N-metil-D-aspartat

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

OSB Otizm spektrum bozuklugu

qPCR Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

RE Rolandik epilepsi

SNP Tek nukleotid polimorfizm

SSE Sicak su epilepsisi

SUDEP Epilepside ani beklenmeyen 6lum (Sudden unexpected death in
epilepsy)

TH Tiroid hormonu

VUS Klinik dnemi bilinmeyen varyant ( the Variant of Unknown clinical

Significance)

WES Tam ekzom dizileme
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1.GIRIS ve AMAG

Epilepsi en sik goérulen kronik beyin hastaligidir ve dunya ¢apinda 50
milyondan fazla insani etkilemektedir. Hastaligin prevalansi yaklasik %1, yasam
boyu insidansi ise %3 olarak bildirilmistir (1-3). Dinya Saghk Orgitii (WHO)
verilerine gore bu hastalarin yaklasik % 80'inin duslk ve orta gelirli Ulkelerde
yasadigi bilinmektedir. Epilepsi her yas grubunda ortaya g¢ikabilmekle birlikte

cocukluk caginda daha sik gozlenmektedir.

Epilepsili kisilerde farkl tipte epilepsi ndbetlerinin oldugunun fark edildigi
18. yuzyilda nobetlerin tiplerinin ve sendromlarinin siniflanmasi gerektigi
anlasiimigtir. Ancak siniflama galismalari sistematik olarak ilk kez 1964 yilinda
yapillmaya baslanmis olup o zamandan bugune International League Against
Epilepsy (ILAE) siniflama ¢alismalari devam etmektedir (4). ILAE verilerine gore
epilepsiler; tipleri (jeneralize, fokal, kombine jeneralize-fokal, bilinmeyen); ndbet
baslangi¢ yasi, spesifik nobet ¢esitleri ve EEG Ozellikleri dikkate alinarak epilepsi
sendromlari seklinde (neonatal/infantil, cocukluk, ergen/eriskin, herhangi bir yas
grubu) ve etiyolojilerine (genetik, yapisal, metabolik, immun, enfeksiydz, nedeni

bilinmeyen) gore siniflanabilmektedir (3).

Epilepsi, toplumda sik goérulen hastaliklarin ¢ogu gibi poligenik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Farkl etiyolojik mekanizmalar igerisinde genetik
faktorler bagta gelmekte ve tum epilepsilerin %40-60’inin etiyolojisinde genetik
faktorlerin major rol oynadigi dusunulmektedir (5). Epilepsi kalitiminda; bir veya
daha fazla gen ile gevresel faktorlerin etkilesimi sonucu gelisen kompleks kalitim
modeli 6n plana ¢ikmaktadir. Ayni zamanda otozomal dominant, otozomal
resesif, X'’e bagli dominant, X'e bagli resesif ve mitokondrial kalitim paterni ile
uyumlu epilepsi hastaliklari da mevcuttur. Birden fazla genin epilepsi gelisimine

yol agabilmesi, bu genlerin ¢evresel faktdrlerden etkilenebilmesi, ayni epilepsi



sendromuna birden ¢ok genin neden olabilmesi veya bir genin farkli epilepsi
fenotipleri ile ortaya c¢ikabilmesi nedeni ile epilepside genetik -etiyolojiyi
aydinlatmak oldukga zordur. Etkilenen bireylerin birinci derece akrabalarinda 20
yasindan itibaren epilepsi riski, probandin kardes ve c¢ocuklar igin %4,1

(calismanin yapildigi genel populasyonun 3 kati) oldugu bildirilmigtir (6).

Kopya sayisi degisiklikleri (copy number variation-CNV), DNA’daki artis
veya kayiplari tanimlamaktadir. CNV bolgeleri bir veya daha fazla gen igerebilir
veya hig gen icermeyebilir. Ozellikle gen igermeyen CNV'ler saglikli bireylerde de
gOzlenebilmektedir. Bir CNV’nin patojenitesinin belirlenmesinde; CNV’nin
boyutu, lokalizasyonu (ekzonik, intronik veya intergenik), tipi (kopya sayisinda
azalma/artig), varsa igerdigi genler (bu genlerin igerisinde imprinted gen bulunup
bulunmadigi, genlerin kalitim paterni, genin diger allelinde patojenik nokta
mutasyonu olup olmadigi), mozaiklik durumu énem arz etmektedir. Ayni CNV
icerisinde yer alan genlerin kopya sayisinda artis ya da kayip olmasina gore klinik

degisebilmektedir.

CNV tespitinde; kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR), floresan in
situ hibridizasyon (FISH), multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu
(MLPA) ve mikroarray gibi yontemler kullanilabilmektedir. Rutin karyotip analizi
veya FISH yontemleri ile saptanamayacak duzeydeki submikroskopik CNV’leri
tespit edebilmesi, mozaikligi saptayabilmesi, ayni anda tum genomdaki CNV’leri
gOsterebilmesi gibi avantajlari nedeni ile ginimutzde, kromozomal mikroarray

(CMA) analizleri CNV tespitinde basaril bigimde kullaniimaktadir.

Epilepsinin genetik etiyolojisinde CNV’lerin  6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda; parsiyel ve jeneralize ndbetler, epileptik
ensefalopatiler (EE’ler), atipik rolandik epilepsi (RE), absans epilepsi gibi

hastaliklarda nadir CNV'lerin rol oynadidi bildirilmistir. Bu konudaki kapsamli



caligsmalardan birisinde, CMA yapilmig epilepsi veya ndbet tanili 805 hastanin
323’unde (%40,1) bir CNV saptanmig olup en az 40 hastada (%95) hastanin
fenotipi, saptanan CNYV ile iligkilendirilmistir (7). Mefford ve arkadaslarinin 517
epilepsi hastasinda yaptigi mikroarray ¢alismasinda, hastalarin %8,9’unda 2493
kontrol bireyde bulunmayan en az bir nedensel CNV saptanmistir (2). Ozellikle
mental retardasyon gibi ek hastalik veya konjenital anomalileri olan epilepsi

hastalarinda CMA ile tani oranlari daha da artmaktadir.

ilk kez mental retardasyonlu hastalarda tanimlanan 15q13.3
mikrodelesyonu, epilepsi hastalarinda en sik rastlanan CNV’dir ve idiyopatik
jeneralize epilepsilerin %1’inde gosterilmistir (8). Bununla birlikte 16p13.11 ve

15q11.2 delesyonlari da epilepsili hasta gruplarinda sik olarak bildirilmigtir (9).

Calismamizda; epilepsi tanili hastalarda array tabanl karsilastirmali
genomik hibridizasyon (aCGH) verilerinin retrospektif olarak yeniden analiz
edilerek; aCGH'’in bu hasta grubundaki tanisal veriminin belirlenmesi ve epilepsi
etiyolojisindeki yeni aday gen ve CNV’lerin ortaya konmasi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Nobet ve Epilepsi

2.1.1 Nobet Tanimi

Epileptik nobet, beyindeki anormal asiri veya senkron ndronal aktiviteden
dolay! olusan gegici semptomlar batinudur. Bir epileptik ndbet; objektif (tonik-
klonik kasilma, biling kaybi, vs.) veya subjektif semptomlar (farkindalik kaybi,
karindan goéguse dogru yukselen bir his, yanik lastik kokusu veya deja vu gibi) ile

ortaya c¢ikabilen bir davranig degisikligidir.

Nobetler tetiklenmis=provoke (akut semptomatik) veya tetiklenmemis
(provoke edilmemis) sekilde olabilmektedir. Akut semptomatik ndbet; metabolik,
toksik, yapisal nedenler, enfeksiyon veya inflamasyon nedeniyle merkezi sinir
sisteminde (MSS’nde) meydana gelen ve bu nedenlerle aralarinda zamansal
iliski (ilk yedi ginde) bulunan akut, gegici ndbetlerdir ve ndbet gelisim zamani
altta yatan nedene bagl olarak degismektedir (10). Tetiklenmemis nobetler ise
bir prespitan faktor olmadan meydana gelen ndbetlerdir ve statik bir hasar veya
progresif bir hasar nedeniyle ortaya ¢ikabilmektedir. Tetiklenmemis ndbetler tek
veya rekurren (epilepsi) olabilir. Tetiklenmemis ndbet, herhangi bir uyaran
olmadiginda kullanilabilen bir terim olmasina ragmen hi¢ bir zaman tetikleyen

faktoran olmadigi kesin olarak bilinmemektedir.

Nobetler fokal veya jeneralize sekilde baglayabilir. Fokal nobetlerde
anormal noronal aktivite; bir veya daha fazla lokalize beyin bdlgesinde ortaya
cikmaktadir. Jeneralize ndbetlerde ise anormal néronal aktivite, her iki beyin
yarim kuresi Uzerinde yaygin bir dagilimda baslamaktadir. Epilepsili bireylerin
~%60'"I fokal olarak siniflandiriimaktadir (11). Epileptik ndbetin baglangi¢ sekli;
klinik semptomlar, elektroensefalografi (EEG) ve ndrogoruntuleme bulgularina

dayanarak belirlenmektedir.



2.1.2 Epilepsi Tanimi

Epilepsi; tekrarlayici epileptik ndbetler ve buna bagli biligsel, psikolojik ve

sosyal sonugclara yol agan kronik nérolojik bir hastaliktir.

Epilepsi, yaygin ve ciddi norolojik bir bozukluk olup dunya genelinde
prevalansinin %1 oldugu bilinmektedir (12).

Epilepsi tanisi agagida belirtilen maddeler varliginda sdylenebilir (13):
1. En az 24 saat ara ile meydana gelen, en az iki tetiklenmemis (veya
refleks) ndbet olmasi,
2. Tetiklenmemis bir ndbet (veya refleks nébet) ve dnumuizdeki 10 yil iginde
tekrarlayan nobet gorulmesi olasiliginin %60°dan fazla olmasi,
3. Epilepsi sendromu tanisi olmasi.

ilk kez, provoke edilimemis, atessiz epileptik nébet gecirenlerin ~%50-
60'Inda tekrar ndbet gbzlenmemektedir. Ancak en az iki epileptik ndbet

sonrasinda tekrarlama riski %60-90’a yukselmektedir (14).

Bu tani kriterlerindeki 2. madde; bazi klinisyenlerin niks riskinin ylksek
olmasindan dolayi, tek bir provoke ndbetten sonra epilepsi varmis gibi hastalari
yonettigi durumlari kapsamaktadir. Bu risk igin esik deger %60 olarak alinmistir.
Yuksek risk degerlendirmesi igin bdyle bir esik deger belirlenmesi fazlaca kesin
bir yaklasim olmakla birlikte; yapilan c¢alismalarda bunun &6nemi ortaya
konmaktadir. The MRC Multicentre trial for Early Epilepsy and Single Seizures
(MESS) calismasinda; dusuk risk kategorisindeki bir bireyde (sadece bir kez
ndbet oykuslt olup EEG ve noérolojik anormalligi olmayan) hemen tedavi
baglanmasi ile tedavinin ge¢ baslanmasi durumlari arasinda 3 ve 5 yillik
donemde nobet rekurrensi agisindan anlamli fark saptanmamigtir. Buna karsilik;

yuksek risk grubundaki hastalarda tedaviye hemen baslandiginda 3 ve 5 yillik
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donemlerde nobet rekurrensi riski %50 iken tedaviye ge¢ baslandiginda nobet
rekurrensi riskinin 3 yil igerisinde ortalama %65 ve 5 yil icerisinde ortalama %70
oldugu bildirilmistir (15).

Tablo 2.1.N6bet rekiirrensi icin risk siniflandirmasi- Kim ve ark. (15)’'ndan

alinmistir.
Baslangic Deger Prognostik indeks
v' Basvurudan 6nce bir nébet 0
v' Basvurudan once iki veya (i¢ nobet 1
v' Basvurudan 6nce dort veya daha fazla ndbet 2

Varsa ekleyin

v' Norolojik bozukluk veya defisit, 6grenme 1
guclugu, gelisme geriligi
v" Anormal EEG 1
Nobet Rekiirrensi i¢in Risk Siniflandirma Gruplari Son Puan
Dusuk risk 0
Orta Risk 1
Yuksek risk 2-4




Tablo 2.2.Tablo 2.1°deki risk gruplarina gore 1, 3 ve 5 yillik siiregteki nébet
olasiliklari- Kim ve ark. (15)’ndan alinmigtir. Yiksek risk grubundaki
epilepsi hastalarinda 3 ve 5 yillik donemlerde tedavi hemen baslanan ve ge¢
baslanan hastalar arasinda nobet rekirrens olasiligindaki artis

gosterilmistir (sar1 daire).

1 yilhk 3 yillik 5 yillik
Tedavi Tahsisi Nobet Nobet Nobet
Olasilig Olasilig Olasihigi
Dusuk Risk Hemen baglanan 0.26 0.35 0.39
Gec baslanan 0.19 0.28 0.30
Orta Risk Hemen baglanan 0.24 0.35 0.39
Geg baslanan 0.35 0.50 0.56

Tek bir ndbet dykuslne ek olarak noérolojik lezyon veya ek epileptiform
EEG olmasinin, epilepsi igin ©6ngorilen bu kriterleri otomatik olarak
karsilamadigina dikkat etmek 6nemlidir, ¢glnkul veriler farkli ¢alismalarda ve
spesifik klinik durumlarda degisebilmektedir. Ornegin; Hollanda Epilepsi
Calismasi’'nda, ilk nébetten sonra epileptiform EEG paterni olan gocuklarin 2 yillik
naks riski %71 iken, Shinnar ve arkadaslarinin ¢calismasinda ilk idiyopatik ndbet
geciren ve anormal EEG paterni olan gocuklarin 2 yillik niks riski %54 olarak
bildirilmistir (16,17).

Sonug olarak; tetiklenmemis iki nébet geciren bireyin epilepsisi oldugu
konusunda ortak bir gorus hakimdir. Boyle bir bireyde uguncl bir ndbet riski,
yaklagik 4'te 3'tlr, ancak % 95 glven araliginda bu oran % 60-90 arasinda
degismektedir. Bu nedenle, benzer bir riske sahip bir kisinin, ilk tetiklenmemis

nodbetinden sonra epilepsi olarak kabul edilmesi gerekliligi konusunda fikirbirligi



olusmaktadir. %60< oraninin da keskin bir sinirdan ziyade bir kilavuz olmasi
amaclanmaktadir (13).

2.1.3 Epilepsi Epidemiyolojisi

Epilepsi, dunya ¢apindaki nifusun 20 yasta ~% 1'ini, 75 yasta ise % 3'UnU
etkilemektedir (11). Tek ve rekurren epileptik nobetlerin 80 yasina kadarki
kimulatif insidansi yaklagik %8’dir. Buna akut semptomatik nobetler de dahil
edildiginde insidans %10'a ¢ikmaktadir ki bu da insanlarin %10’unun yasamlari
boyunca en az bir kez nébet deneyimi yasadigi anlamina gelmektedir (1,18).
1980’de yasa gore duzeltilmis epilepsi insidansi 100 000 kigi-yilda 44 iken; 1985-
2013 yillan arasindaki calismalarin dahil edildigi bir meta-analizde epilepsi
insidansi 100 000 kisi-yilda 61,44 olarak bildirilmistir (1,19).

Epilepsi prevalansinin dinyada %1 oldugu 6ngoérulmektedir (12). 1980'de
yasa gore duzeltiimis aktif epilepsi prevalansi ise 1000 kisi basina 6,8 iken yakin
zamanda yapilmis bir meta-analizde aktif epilepsi prevalansi 1000 kisi basina 6,
38 olarak bildirilmistir (1,19).



Tablo 2.3.Epilepsi prevalansi igin toplu tahmin degerleri- Fiest ve ark.

(19)’ndan alinmistir.

Alt Gruplar

Meta-analize Dahil
Edilen Tahmin

Sayilari

1000’de Tahmin
Degerleri

(%95 guven aralig)

Aktif Nokta Prevalansi

Genel 67 6.38(5.57-7.30)
Erkek 27 7.31 (6.06-8.81)
Cinsiyete gore
Kadin 28 6.85 (5.55-8.47)
0-9 12 5.19 (3.54-7.62)
10-19 12 8.86 (6.58—-11.92)
Yasa gore 20-29 12 9.14 (7.17-11.64)
30-59 12 7.94 (6.20-10.15
60+ 12 717 (4.67-11.01)
. ) Dusuk ve orta 50 6.68 (5.45-8.18)
Ulkelere gore _
YUksek 13 5.49 (4.16-7.26)
Aktif jeneralize 10 4.33 (2.55-8.32)
Aktif fokal
Nobet tipine ) 10 2.99 (1.39-6.42)
} nobetler
gore
Aktif bilinmeyen
) 7 0.81 (0.28-2.32)
nobetler
Tahminen
Epilepsi _ 5 1.70 (0.75-3.90)
genetik
etiyolojisine :
) Yapisal/Metabolik 2.70 (1.12-3.81)
gore

Bilinmeyen orjin

3.15 (2.57-3.87)




Tablo 2.3 (devam).Epilepsi prevalansi igin toplu tahmin degerleri- Fiest ve

ark. (19)’ndan alinmistir.

Alt Gruplar

Aktif Periyot Prevalansi

Genel

Meta-analize
Dahil Edilen
Tahmin Sayilari

11

Her 100 000’de Tahmin
Degerleri
(%95 giiven araligi)

2.83 (1.53-5.26)

Yasamboyu Prevalans

Erkek 6 3.47 (1.22-9.84)
Cinsiyete gore
Kadin 6 2.92 (1.36-6.26)
) <18 22 4.80 (4.17-5.52)
Yasa gore
19+ 22 5.43 (3.93-7.50)
. Dusulk ve orta 3 6.79 (2.77-16.65)
Ulkelere gore _
Yiksek 8 2.06 (1.00-4.25)

Genel 56 7.6 (6.17-9.38)
o ) Erkek 20 6.99 (5.3-9.20)
Cinsiyete gore
Kadin 18 7.62 (5.52-10.50)
<18 30 7.24 (5.9.14)
Yasa gore
19+ 24 8.59 (5.92-12.46)
- . Daguk ve orta 41 8.75 (7.23-10.59)
Ulkelere gore
Yiksek 15 5.18 (3.75-7.15)




Tablo 2.4.Epilepsi

insidansi

ark.(19)’ndan alinmistir.

icin toplu tahmin degerleri-

Fiest ve

Meta-analize

Her 100 000°de Tahmin

Alt Gruplar Dahil Edilen Degerleri
Tahmin Sayilari (%95 giiven araligi)
Kiimiilatif insidans

Genel 14 67.77 (56.69-81.03)
Erkek 10 58.13 (43.94-81.55)

Cinsiyete gore
Kadin 8 55.78 (41.09-75.72)
. <18 5 85.29 (59.54-122.19)

Yasa gore

19+ 3 64.81 (13.90-302.24)
. DusUk ve orta 9 65.19 (41.65-102.02)

Ulkelere gore
Yuksek 5 70.24 (57.51-85.78)

insidans Orani

Her 100 000 kisi-yilda
Tahmin Degerleri

(%95 guven aralidr)

Genel 13 61.44 (50.75-74.38)
Erkek 8 63.97 (47.96-85.32)
Cinsiyete gore
Kadin 8 57.43 (41.60-79.29)
) <18 1 46.90 (42.29-52.01)
Yasa gore
19+ 2 34.63 (28.38—42.25)
. DusUk ve orta 4 138.99 (69.45-278.16)

Ulkelere gore _

Yiksek 9 48.86 (39.05-61.13)

En yaygin epilepsi tipleri, akkiz ve akkiz olmayan eriskin fokal epilepsiler,

lezyon olmayan genetik jeneralize epilepsiler(GJE) ve lezyon olmayan ¢ocukluk

¢agi fokal rolandik epilepsileridir (20).

11



Hem epilepsi insidansi hem de prevalansinin erkeklerde kadinlardan daha
fazla oldugu bildirilmis olmakla birlikte genel anlamda cinsiyete 6zgu insidans ve
prevalansta aradaki fark ©onemsiz duzeydedir (21). Buna karsihk bazi
calismalarda erkeklerdeki epilepsi prevalansi kadinlardan agik ara ylksek
(sirasiyla 6,8/1000 ve 2,9/1000) bulunmus olup bu durumun, o populasyondaki
(Hindistan) kadinlarin mevcut hastaliklari nedeni ile evlenememe kaygilari
tasiyarak epilepsi tanilarini veya semptomlarini gizleme egiliminde olduklarina

bagli oldugu disundimustir (21,22).

Ulkelere Gére Epilepsinin Aktif Dénem Prevelanslar

TANZANYA |
BIRLESIK KRALLIK |
el TURKIYE |
BIRLESIK DEVLETLER(US) |
HINDISTAN |
YUNANISTAN |
DANIMARKA |
HIRVATISTAN |
siNGAPUR |

/1000 kisi 0 2 4 6 8 10 12 14

Sekil 2.1.Ulkelere gore aktif epilepsi prevalanslar - Fiest ve ark. (19)’ndan
alinmistir. Epilepsi i¢cin 1000 kisideki aktif donem prevelanslarinin tlkelere
gore grafigi gosterilmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii 2019 verilerine gore epilepsi hastalarinin yaklasik
%80'inin dusuk ve orta gelirli Ulkelerde yasadigi bilinmektedir (23). Bu durumun,
hem bu ulkelerdeki akraba evliliklerinin yogun olmasi nedeni ile genetik kokenli
epilepsilerin sayisinin fazlahgina, hem de epilepsi etiyolojisinde yer alan kaza,
dogum travmasi veya enfeksiydz nedenlerin yogunluguna badl olabilecegi

dusundulebilir.
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2.1.4 Epilepsi Siniflandirmasi

Epilepsili bireylerde farkli tipte epilepsi ndbetlerinin oldugunun fark edildigi
18. ylzyllda ndbetlerin ve epilepsi sendromlarinin siniflanmasi gerekliligi
anlasiimistir. Ancak siniflama galismalar sistematik olarak ilk kez 1964 yilinda
yapilmigtir. O zamandan bugune ILAE epilepsi siniflama c¢alismalari devam
etmektedir.

ILAE’nin 2017 yilinda revize ettigi epilepsi siniflandirmasi; ndbet dykusu
olan bireylerin tanisinda anahtar rol oynamaktadir. Bu siniflandirma; non-
epileptik durumlarin diglandigini varsayarak oncelikle epilepside ndbet tipinin
belirlenmesi ile baslamaktadir. Buna goére epileptik ndbetler fokal baslangicl,
jeneralize baslangi¢li veya baslangici bilinmeyen olarak siniflandirilmaktadir.
ikinci asamada; EEG ve goriintileme bulgularina dayanarak, bir epilepsi tipi
tanisina varilir. Epilepsi tipi, klinisyenin bir epilepsi sendromu tanisi koyamadigi
durumlarda ulasilabilecek son teshis seviyesi olabilir. Bu siniflandirma igerisinde
fokal, jeneralize, kombine(fokal-jeneralize) ve bilinmeyen gruplari yer almaktadir.
Jeneralize epilepside; absans, miyoklonik, atonik, tonik ve tonik-klonik ndbetler
gibi cesitli ndbet tipleri olabilir. Epilepsi sendromu (birlikte spesifik bir klinik
bozuklugu tanimlayan klinik ve elektriksel bulgular butina); nébet tipleri, EEG ve
birlikte ortaya ¢cikma egiliminde olan gorunttleme bulgularini iceren bir dizi 6zellik
anlamina gelmektedir. Ayrica, EEG ve goruntuleme caligmalarinda spesifik
bulgular ile birlikte entelektuel ve psikiyatrik disfonsiyon gibi belirgin
komorbiditeler de igerebilir. Etiyolojik, prognostik ve tedavi sonuglariyla da iligkili
olabilir (3).
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Sekil 2.2.ILAE’nin 2017 epilepsi siniflandirmasi -Scheffer ve ark.(3)’dan
alinmisgtir.

Taniya giden yolda her noktada klinisyen, hastanin epilepsisinin
etiyolojisini g6z énlnde bulundurmali ve hastada depresyon, otizm spektrum
bozuklugu (OSB), 6drenme guclugld dahil olmak Uzere olasi psikiyatrik

bozukluklar gibi komorbiditelerin olup olmadigina dikkat etmelidir.

2.1.5 Epilepsi Mortalitesi

Nufus temelli calismalarda, epilepsili kisilerde genel populasyona kiyasla
erken 6lum riskinin arttigi bildiriimistir. Standart 6lum oranlari; yapisal/metabolik
nedenli epilepsisi olanlarda, tedaviye direncli olgularda ve konvulsif ndbet

gecirenler arasinda ve 50 yas altindaki epilepsili kisilerde 6zellikle yiksektir (24).



Epilepside ani beklenmeyen o6lum (SUDEP), ¢ocuklarda ve yetigkinlerde
epilepsi ile iligkili 6lumlerin en sik nedenlerinden birisidir. SUDEP insidansinin
yaklasik 1,2/1000 kisi-yil oldugu tahmin edilmektedir; ancak bu oran demografik
ve hastalia 6zgu faktorlere bagli olarak degismektedir. Cocuklarda tahmini
SUDEP insidansi yetigkinlere gore anlamh derecede dusuk (0,22/1000 kisi-y1l)
gibi gorunmekle birlikte c¢ocuklarda yapilan son arastirmalarda (>12 vyas)
yetigkinlerdeki ile benzer insidans gosterdigi saptanmistir (25). Yakin zamanda
izlanda’da yapilan bir calismada; 20 yillik bir peryotta genel popiilasyon igin
SUDEP insidansi 100 000 kisi-yilda 0,6 olarak saptanmig ve bu oranin erkeklerde
daha yuUksek oldugu bildirilmigtir. Epilepsi populasyonunda ise tahmini SUDEP
insidansi 1000 kisi-yilda 1,3 olarak bulunmustur (26).

2.1.6 Epilepsi Tedavisi

Epilepsiicin ilk secenek tedavi, anti-konvulzan ilaglardir (ASD=anti-seizure
drugs). FDA (The Food and Drug Administration) ve EMA (European Medicines
Agency) tarafindan 20'den fazla ASD onaylanmistir (27). Ancak bu konuda
yapilmis ¢alismalarda, optimal ila¢ tedavisine ragmen ndbetsiz hale gelemeyen
fokal epilepsili bireylerin oraninin %20 ila %70 arasinda degismekte oldugu
bildirilmistir (28). Epileptojenik bolge lokalize edilebiliyorsa, cerrahi rezeksiyon
yasam kalitesinde artigla birlikte kur sansi sunmaktadir. Ancak, ilaca direncli
epilepsi hastalarinin sadece az bir kismi epilepsi cerrahisi i¢in uygun adaylardir.
Bu hastalar i¢in nérostimulasyon cihazlari, diyet terapileri veya yeni ASD'lerin

klinik deneyleri alternatif segeneklerdir.

Epilepsiye neden olan patojenik varyantlari ortaya ¢ikarmak, yeni tedavi
segenekleri igin olanak saglamaktadir. Ornegin; DEPDC5 mutasyonlu bireylerin;
displastik lezyonlari olan tuberoskleroz, OSB ve zihinsel yetersizlik (ID) gibi diger
mTORopatileri (MTOR- rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) olan
hastalarla benzer Ozellikleri paylastigi ve DEPDC5 mutasyonlu hastalarda
rapamisin ve ilgili molekullerin nobetleri ve noéropsikiyatrik komorbiditeleri

hafifletmek igin degerlendirilebilecedi bildirilmigtir (29).
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Benzer sekilde tum epilepsilerin %60'in1 olusturan fokal epilepsi; iyon
kanallarini kodlayan ve hicre buyumesini duzenleyen genler de dahil olmak
uzere birgok gendeki mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir. Bu gen grubunda
TSC1, TSC2, mTOR ve GATOR1 (Gap Activity TOward Rags 1) kompleks
genleri DEPDCS, NPRL2 ve NPRL3 gibi 0Ozellikle mTOR yolaginin yani

rapamisinin mekanik hedefi ile iligkili genler de bulunmaktadir (27).

Dravet sendromunda, % 80'den fazla vakada SCN1A geninde mutasyona
bagli fonksiyon kaybi mevcuttur. Bunun gibi haployetmezlik (haploinsufficiency)
sonucu ortaya ¢ikan hastaliklarda normal genin ekspresyonunun arttiriimasi da

cazip bir tedavi segenegi olabilir.

Yasa bagli epilepsi sendromu olan ancak mevcut hali ile o yas dénemini
gecen bireyler ve son 5 yilinda ASD kullanmamak kaydi ile son 10 yildir nébet

gecirmeyen bireylerde epilepsinin iyilesmig oldugu dusunulmektedir (13).

2.2 Epilepsi Etiyolojisi

Epilepsi, toplumda sik goérulen hastaliklarin ¢ogu gibi poligenik ve
multifaktoriyel bir hastalik olup birgok hastada epilepsinin kesin etiyolojisi
aydinlatilamamaktadir. Epileptik ndbetler beyin islevini bozan hemen her
durumun sonucu olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Hastada ilk epileptik nobet
sonrasinda klinisyen, oncelikle ndbetin etiyolojisini aydinlatmaya odaklanmalidir.

Epilepsi etiyolojisi; yapisal, genetik, enfeksiydoz, metabolik, immun ve
bilinmeyen (idiyopatik) nedenler olarak gruplandirilabilir. Ancak bir epilepsi
hastasinda birden fazla etiyolojik faktériin rol oynayabilece@i unutulmamalidir.
Ornegin; tuberosklerozu olan bir hastanin epilepsi etiyolojisinde hem yapisal hem

de genetik faktorler yer almakta olup; yapisal etiyoloji epilepsi cerrahisi igin kritik
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bir oneme sahipken; genetik etiyoloji, genetik danismanlik ve yeni hedef
tedavilerin degerlendiriimesi igin anahtar rol oynamaktadir (3).

Epilepsi etiyolojisini aydinlatmak icin ilk arastirma ndrogoruntuleme,
mumkunse manyetik rezonans goruntuleme (MRG) olmalidir. Bu arastirma,
klinisyenin, hastanin epilepsisi igin yapisal bir etiyoloji olup olmadigina karar

vermesini saglamaktadir.

2.2.1 Yapisal Nedenler

Yapisal etiyoloji; goruntileme bulgularinda hastada saptanan
anormalligin, hastanin ndbetlerinin olasi nedeni oldugu konusunda bir ¢ikarim

saglayan yapisal nérogoruntileme anormalliklerini ifade etmektedir.

Yapisal etiyolojiler; hipoksik-iskemik ensefalopati, inme, travma,
enfeksiyon gibi akkiz (¢evresel); kortikal gelisimin birgok malformasyonu gibi

genetik veya hem genetik hem akkiz birlikte de olabilmektedir (3,30).

ILAE Pediatrik Nérogorintileme Alt Kurulu’nun yeni tani almis epilepsili
¢ocuklarin degerlendiriimesinde ndrogoruntilemenin yararini ve
endikasyonlarini inceledigi ¢alismada; lokalizasyonla iligkili yeni baslayan
nobet(ler)i olan g¢ocuklarda bireysel goruntuleme caligmalarinin yaklasik
%50'sinin anormal oldugu, %15-20'sinde goéruntilemenin etiyoloji veya nobet
odag! hakkinda faydali bilgiler sundugu ve % 2—4'Unde tibbi ydonetimi potansiyel
olarak degistirebilecek bilgiler sagladigi bildiriimistir. Ek olarak bu c¢alismada;
cocukluk ¢agi absans epilepsisi, juvenil absans epilepsi, juvenil miyoklonik
epilepsi (JME) ve sentrotemporal diken dalgali benign ¢ocukluk epilepsisinde
(BECTS) goruntuleme galismalarinin dnemli yapisal anormallikleri tanimlamadigi

tespit edilmigtir (31).
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Epilepsilerde; iyi tanimlanmig iligkili yapisal etiyolojiler de
bulunabilmektedir. Buna; hipokampal skleroz ile birlikte sik rastlanan mesial
temporal lob noébetleri 6rnek olarak verilebilir. Bu iligkilerin tanimlanmasi,
hastanin goéruntilemesinin belirli bir yapisal anormallik agisindan dikkatle

incelenmesini saglamak i¢cin 6nemlidir.

2.2.2 Enfeksiyoz Nedenler

Epilepsinin, enfeksiyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikmasi, diinyadaki en
yaygin etiyolojik nedendir. MSS enfeksiyonlari, epilepsi igin major bir risk
faktorudir. Gelismig Ulkelerdeki MSS enfeksiyonlarindan sag kalanlarin
populasyon temelli kohortlarinda, provoke edilmemis ndbet riski %6,8 ile 8,3

arasinda bildirilmis olup yoksul Ulkelerde bu oran ¢ok daha yuksektir (32).

Dunyanin belirli bolgelerinde yaygin ornekler arasinda; tuberkuloz, HIV,
serebral sitma, subakut sklerozan panensefalit (SSPE), serebral toksoplazmoz

ve Zika virlsu, CMV gibi konjenital enfeksiyonlar bulunmaktadir (3).

2.2.3 Metabolik Nedenler

Metabolik epilepsi kavrami; nobetlerin, dogrudan hastaligin temel
semptomu olan metabolik bir bozukluktan kaynaklaniyor olmasidir. Bir dizi
metabolik bozukluk epilepsi ile iligkilidir ve ortaya ¢ikan fenotipik spektrumun

daha iyi anlasiimasiyla bu alan giderek genislemektedir (3).

Metabolik nedenlere; porfiriya, Uremi, aminoasidopatiler veya piridoksin
badimli nébetler 6rnek verilebilir. Birgok durumda metabolik bozukluk, genetik
bir nedene baglidir, ancak bazilari serebral folat eksikligi gibi akkiz de
olabilmektedir.

2.2.4 immiin Nedenler

immiin epilepsi kavrami, nébetlerin dogrudan hastaligin temel semptomu

oldugu bir bagisiklik hastaligindan kaynaklanmasidir. Otoimmun ensefalitler igin
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tani orani, Ozellikle antikor testlerine erisimin artmasiyla birlikte hizla
yukselmektedir. Bu gruba anti-NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptor ensefaliti ve

anti-LGI1 ensefaliti ornek olarak verilebilir.

Diger etiyolojiler hari¢ tutuldugunda; noral otoantikorlarin tespiti ve/veya
beyin omurilik sivisi veya MRG’de enflamatuar degisikliklerin bulunmasi,
epilepsili bir hastada otoimmuin etiyolojiyi distindurmelidir. Bu hastalarda, mevcut
otoimmun epilepsi sendromuna 6zgu immunoterapi oldukga etkili olabilmektedir
(33).

2.2.5 Genetik Nedenler

20 yil oncesine kadar epilepside genetik etiyoloji nadiren dikkate
alinmaktayken, epilepsi ile iligkili birgcok yeni genin kesfi ile bu gorus degismeye
baglamigtir. Etiyolojik mekanizmalar igerisinde genetik faktorler basta gelmekte
ve tum epilepsilerin yaklasik %40-60’inin etiyolojisinde rol oynadidi
dusundlmektedir. Etiyolojik bakis acgisiyla tek gen hastaliklari, otozomal veya X'e
bagh kalitimin %9, kromozom anomalilerinin %0,5-7, poligenik/multifaktoryel
kalitimin ise %90 oraninda etkili oldugu dusunulmektedir (5).

Epilepsi genetigindeki temel gelismeler, ailesel monogenik hastaliklarda
olmustur. Nobet semptomu gozlenebilen fenilketonuri, tiberoskleroz gibi yapisal
ve metabolik birgok Mendelyen hastaligin molekuler temeli artik gunimuzde ¢ok
daha iyi anlasiimigtir ve bu hastaliklar nispeten nadir olmakla birlikte bunlarin
molekuler temelinin aydinlatiimasi ile farmakoterapi ve cerrahi tedavi
segeneklerinin kullanimina olanak saglanmigtir. Fakat benign familyal neonatal
epilepsi gibi yapisal ve metabolik belirteglerin olmadigi Mendelyen epilepsilerin

varligi da uzun zamandir bilinmektedir (34).
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Bunlara karsiik GJE ve ailesel temporal lob epilepsisi gibi ailesel
epilepsilerin ¢ogunlugu Mendelyen kalitim gostermemektedir. Aksine, kalitim
paternleri komplekstir ve fenotipin belki de ¢evresel faktorlerle etkilesime girerek

birden fazla gen tarafindan belirlendigini gostermektedir (35,36).

ikiz calismalari, epilepsinin kalitim derecesinin ~%25-70 oldugunu ve
yasla birlikte arttigini géstermektedir. Yapilan ikiz ¢alismalarinda, monozigotik
(MZ) ciftlerin %94'Unde ve dizigotik (DZ) ciftlerin ise %71'inde her iki ikizde de
ayni major epilepsi sendromu saptandigi bildirilmigtir (37). Ayrica idiyopatik
jeneralize epilepside (IJE) MZ ikizlerde konkordans oldukga yliksekken, fokal

epilepside MZ ikizlerde bile konkordansin dustigu gosterilmistir (38).

Epilepsi genetiginde giderek artan sayida gen tanimlanmaktadir. CMA ve
yeni nesil dizileme (NGS-Next Generation Sequencing) tekniklerinin kullanima
girmesi ve yayginlasmasi da bu sureci olduk¢ca desteklemektedir. Wang ve
arkadaslarinin yaptigi kapsamli gcalismada; 84 gen epilepsi geni, 536 gen epilepsi
ile iligkili gen ve OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veri tabaninda yer

almayan 284 gen potansiyel epilepsi iliskili gen olarak listelenmistir (39).
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Phenotype (in order of the onset age) Inheritance Gene

Neonatal
Pyridoxamine 5'-phosphate oxidase deficiency (PNPOD) AR PNFO
Pyridoxine-dependent epilepsy (EPD) AR ALDH7A1
Benign familial neonatal seizures (BFNS) AD KCNQ2 KCNQ3
Infantile and childhood
Familial infantile myoclonic epilepsy (FIME) AR TBC1D24
Benign familial infantile seizures (BAS) AD PRETZ2, SCN2A, SCNSA
Amish infantile epilepsy syndrome (AIES) AR ST3GALS
Early infantile epileptic encephalopathy (EIEE) AD CACNA1A, GABRAT, GABRB3, KCNQ2, KCNTI1, SCN2A, SCNSA
AR AARS,ARV1, DOCK7, FRRS 1L, GUF1, ITPA, NECAP1, PLCB1, SLC12A5, SLC13A5,51C25A12, SLC25A22,
ST3GAL3, SZT2, TBC1D24, WWOX
XLD (DKLS
XLR ARHGEF9
XL ALG13, PCDH19
UN DNM1, EEF1A2, FGF12, GABRBI, GNAO1, GRINZB, GRIN2D, HON1, KCNAZ, KCNBI, SIK1, SLCIAZ,
SPTAN1, STXBP1, UBAS
Dravet syndrome (DS) AD SCN1A, SCN9A"
Familial febrile seizures (FFS) AD GABRCG2, CPR98, SCN1A, SCNIA
AR (PAG
Generalized epilepsy with febrile seizures plus (GEFS+) AD GABRD, GABRG2, SCN1A, SCN1B, SCN9A, 5TX1B
Generalized epilepsy and paroxysmal dyskinesia (GEPD) AD KCNMAT
Myoclonic-atonic epilepsy (MAE) AD SIC6AT
Childhood-onset epileptic encephalopathy (COEE) AD CHDZ
Focal epilepsy and speech disorder (FESD) with or AD GRINZA
without mental retardation
Childhood absence epilepsy (CAE) AD GABRG2
UN CACNATH, GABRA1, GABRB3
Juvenile and later
Juvenile absence epilepsy (JAE) AD CLCN2Y, EFHC1
Juvenile myoclonic epilepsy (JME) AD CACNE4, CLCN2Y, EFHC1, GABRD
UN GABRAT
Idiopathic generalized epilepsy (IGE) AD CACNB4, CLCN2", GABRD, SLC12A5, SLC2A1
UN CACNATH, CASR
Familial adult myoclonic epilepsy (FAME) AD ADRAZE
AR CNTNZ
Familial temporal lobe epilepsy (FTLE) AD C(PAG, GAL, LGIT
Not specific
Progressive myoclonic epilepsy (PME) AD KCNC1
AR CERS1, CSTB, EPM2A, GOSR2, KCTD?, LMNB2, NHLRC1, PROMBE, PRICKLE1, SCARB2
Nocturnal frontal lobe epilepsy (NFLE) AD CHRNAZ, CHRNA4, KCNT1
UN CHRNE2
Familial focal epilepsy with variable foci (FFEVF) AD DEPDCS
e —

Sekil 2.3.Baslangi¢ yasi ve fenoplerine gore epilepsi genleri - Wang ve

ark.(39)’ndan alinmistir.
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Sekil 2.4.Epilepside hiicresel fonksiyonlar ve yolaklar -Ellis ve ark.(40)’ndan

alinmisgtir.

Gen kesfindeki ilerlemeler, epilepsinin potansiyel ndérobiyolojik
mekanizmalarinin ¢egitliligini ortaya koymustur. Sinaptik fonksiyonu, hucre
bayumesi ve ¢ogalmasini, kromatin yeniden duzenlemesini ve diger hucresel
fonksiyonlari dizenleyen proteinleri kodlayan genler, artik iyon kanallar ve
ndrotransmiter reseptorleri ile iligskilendiriimektedir. Bu bulgular, epilepsinin
potansiyel norobiyolojik mekanizmalarinin  kapsamini genisletmis ve bu
yolaklarin modulasyonuyla yeni tedavi yaklagimlari igin olanaklar sunmustur (40).

Tum ekzom dizileme (WES), norogenetik vakalarin %25'inde tanisal
olabilmektedir. Benzer gekilde, tim genom dizileme (WGS), cesitli hastaliklari
olan yetiskinler ve cocuklarda %27'lik bir tanisal verime sahiptir (41). Literatirde

35-265 gen igeren paneller ile epilepsi icin hedeflenen NGS ¢alismalarinda; %10
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ila %48,5 arasinda degisen tani verimi rapor edilmig olup buradaki dusuk tanisal
verim olasliligi, bu panellerde az sayida gen yer almasina ve bu galismalara gok
sayida hasta dahil edilmesine bagli olabilecegi bildiriimistir (41-43). Tersine,
molekuler genetik g¢alismalar ile ¢ogunlukla de novo ortaya g¢ikan ¢ok sayida
epilepsi geninde, agir gelisimsel ve epileptik ensefalopatili bebeklerin %30-

50'sinde nedensel mutasyonun tanimlandigi bildirilmigtir (3,44).

Early myoclonic Dravet syndrome

encephalopathy SCN1A

PIGA, SETBP1, SIK1, SLC25A22 GABRA1, GABRG2 Epilepsy with myoclonic-atonic seizures
STXBI SLC2A1

Early-onset epileptic ‘erl
encephalopathy [

KCNQ2

Infantile spasms

Lennox-Gastaut syndrome

KCNQ2

Early infantile epileptic
encephalopathy
(Ohtahara syndrome)

Epilepsy of infancy with migrating focal seizures
KCNTL
SCN2A, SCNIA Epilepsy-aphasia spectrum

25A22, TB(1D24, SLC12A5 GRIN2A

; >

Sadece birden fazla vaka bildirilen genler dahil edilmigtir. Siyah renk, vakalarin en az % 50'sini, mor renk vakalarin % 10-50'sini ve
kirmizi renk vakalarin % 5-10'unu olusturan genleri belitmektedir. Mavi renk, vakalarin % 5'inden azini olusturan genleri belirtirken,
yesil renk, vakalarin bilinmeyen bir ylzdesini olugturan genleri belitmektedir.

Sekil 2.5. Epilepsi sendromlarinin genetik nedenleri - McTague ve

ark.(44)’ndan alinmistir.

Epilepsi genetiginde ¢cogu mutasyon, genomun yaklasik %1,5'ini olusturan

protein kodlayan ekzonlarda meydana gelmesine ragmen ailevi yetigkin
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miyoklonik epilepside bildirilen intronik tekrar sayisi artislari gibi kodlanmayan
bolgelerde de mutasyonlar tanimlanmistir (45).

Bazi hastaliklarda iligkili genin epilepsi fenotipine etkisi iyi tanimlanmigken
bazi genlerin epilepsi fenotipine etkisi oldukga degisken olabilmektedir. En iyi
bilinen ornek, hastalarin %80'inden fazlasinda SCN1A geninde patojenik bir
varyanta bagl ortaya cikan Dravet sendromudur. Monogenik bir etiyolojinin,
Dravet sendromu, febril ndbetlerle birlikte jeneralize epilepsi ve ailesel febril
nobetler gibi hafiften agira degisken bir spektrumda epilepsiye neden olabilecegi
dikkate degerdir (46).

Normal beyinlerde yuksek dlizeyde mozaisizm bulunmakta olup bu durum
epilepsinin genetik nedenlerini arastirirken énem arz etmektedir. Lodato ve
arkadaslarinin yaptigi galismada; her bir kortikal néronun; 1458 ila 1580 arasinda
somatik tek nukleotid varyanti barindirdigi ve bu sayede oldukga farkli genomlar
icerdigi bildirilmigtir (47). Ozel molekuler galismalar yapiimadigi sirece disik
oranda mozaisizm (<%20) geleneksel Sanger dizi analizi ile tespit
edilememektedir. Bu nedenle mozaik patojenik mutasyonlar atlanabilmektedir.
Dravet sendromuna neden olan SCN1A genindeki kalitsal patojenik
mutasyonlarda; mutasyonun kalitildigi ebeveynin kanindaki mozaisizm oraninin
%0,04 ila %85 gibi ¢ok genis bir aralikta degistigi bildiriimigtir (48). Bazi
durumlarda ise mutasyon, sadece beyin dokusunda sinirli olabilir ve kan veya
diger dokularda tespit edilemeyebilir. Gonadlara sinirli mozaisizm ise, bir ailede

epilepsinin tekrarlama riskini dGnemli dlglde arttirabilmektedir.

Diger bir potansiyel genetik mekanizma da, DNA metilasyonundaki
degisimlerin gen transkripsiyonunu etkiledigi epigenetik degisikliklerdir. Buna ek
olarak, gelecekteki arastirmalar igin kritik bir hedef olan ¢evresel etkenlerin, gen

ekspresyonu Uzerindeki etkileri hakkinda da ¢ok az sey bilinmektedir (27).

24



Genetik bir etiyoloji olmasi, ¢cevresel faktorlerin katkisini dislamamaktadir.
Cevresel faktorlerin, nobet olusumuna katkida bulundugu kabul edilen bir
géristiir. Ornegin, epilepsili birgok kisinin uyku yoksunlugu, stres ve hastalik ile

nobet gegirme olasiligi daha da yukselmektedir (3).

Sonu¢ olarak epilepsi hastalarinda genetik etiyolojiyi aydinlatmak;
hastaligin yonetimi ve gelecekteki tedavi yaklagimlari agisindan buyuk 6nem arz
etmektedir.

2.3 Epilepsi Etiyolojisinde CNV’ler

2.3.1 CNV Nedir?

Kopya sayisi varyantlari (copy number variation) yani CNV’ler, referans
insan genomuyla karsilastirildiginda DNA’nin bir kisminin kazanimi veya kaybi
olarak tanimlanmaktadir. Son 10 yilda arastirmacilar, genomumuzun cegitli
bayukluklerde CNV’ler icerdigini saptamislardir ki bu CNV’ler, genomumuz ile
referans insan genomu arasinda %1,2 dizeyinde farklihga yol agmaktadir (49).
CNV’lerin buyuklUkleri bir kilobazdan (kb) birkag megabaza (Mb) veya hatta
buatin bir kromozoma (trizomiler ve monozomiler) kadar degisebilir. Bu

degisimler, bir veya daha fazla gen igerebilecegdi gibi hi¢ gen de icermeyebilir.

Tanisal CNV yorumlamasinda yaygin (muhtemel benign) CNV’ler ile nadir
(muhtemel patojenik) CNV’ler arasinda ayrim yapmak icin saglikli kontrol
kohortlarindan gelen frekans bilgileri kullaniimaktadir. CNV’ler; ¢ok sayidaki
etkilenmemis bireyde (~>%1) benzer CNV’ler bulundugunda benign olarak
siniflandinlabilmektedir. Bir CNV’nin yorumlanmasinda; CNV’nin tipi (kopya
sayisinda kayip veya artis), boyutu, lokalizasyonu (ekzonik, intronik veya
intergenik), varsa icerdigi genler (bu genlerin icerisinde imprinted gen bulunup
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bulunmadigi, genlere bagh hastaliklarin kalitim paterni, genin diger allelinde

patojenik mutasyon olup olmadigi), mozaiklik durumu 6nem arz etmektedir (50).

Ozelikle bir veya daha fazla genin kopya sayisi artisinda, kopya sayisi
kaybina gore daha hafif fenotip gozlendigi veya hi¢ fenotip ortaya ¢ikmadigi
bildirilmigstir (51). Genel bir kural olarak, 1 Mb’dan daha buyuk CNV’lerin patojenik
olma olasiligi daha ylksekken, <200 kb buyukligindeki kiigiik CNV’lerin benign
olma olasihgi daha yuksek olarak bildiriimektedir (52). 500 kb'dan daha buyuk bir
CNV orani zihinsel engelli hastalarda yaklagik %25 iken genel populasyonda bu
oran sadece %8'dir (53). Ayrica bir CNV igerisinde yer alan genlerin kopya
sayisinda artis ya da kayip olmasina gore klinik bulgular da degisebilmektedir.
Bu durum igin; PMP22 geninin kontrast dozaj etkileri nedeniyle, 17p12
duplikasyon ve delesyonlarinin, sirasiyla Charcot-Marie-Tooth hastaligi tip 1A
(CMT1A) ve Ailesel Basinca Duyarlilik Noéropatisi (HNPP) ile sonuglanmasi érnek

gOsterilebilir.

2.3.2 CNV Tespitinde Kullanilan Yontemler

a) Standard karyotip analizi (G bantlama): G-bantlama karyotip analizi, birgok
laboratuvarda insan kromozomlarini tanimlamak igin kullanilan bir tekniktir. GTG
(Giemsa kullanilarak tripsin tarafindan G bantlari) olarak da bilinen bu teknikte,
boyanan her bir kromozom ¢ifti, mikroskop altinda diger kromozomlardan ayirt
edilebilen karakteristik bant (agik ve koyu) paterni sergilemektedir. Bu yontemle
mikroskpik duzeydeki CNV’leri saptamak mumkunddar.

b) Floresan in situ hibridizasyon (FISH): Molekuler sitogenetik, 6zellikle FISH
teknigi, lokusa spesifik DNA problari kullanilarak belli bir CNV bdlgesinin
dogrudan analizi i¢in kullanilmaktadir. FISH yaklagiminin dnemli bir kisittamasi,
lokusa 6zgl prob blyikliginiin 10 kb’dan biiyiik olmasinin gerekmesidir. ikinci
zorluk ise FISH analizi ile mikroduplikasyon tanisinin, mikrodelesyon tanisina
gore daha zor olmasidir. Ancak bu engel, interfaz nukleuslarinin analizi ve sinyal

yogunluk ve boyutunun dlgumu ile asilabilmektedir (51).
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c) Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR): Daha ¢ok gen ekspresyonu
degerlendirmesinde kullanilan qPCR, CNV tespitinde de kullaniimaktadir. Bu
yontemin dezavataj mozaiklik veya dengeli yeniden dizenlenmeleri
gOsterememesidir. Ayni zamanda dogru primer ciftlerini bulmak ve PCR
kosullarini optimize etmek de 6nem arz etmektedir (51).

d) Multipleks Ligasyon Bagimhi Prob Amplifikasyonu (MLPA): MLPA,
yonlendirilmis multipleks PCR esasli bir yontemdir. Sadece hedef sekanslara
hibridize olan primerler amplifiye edilmektedir.

e) Kromozomal Mikroarray Analizi (CMA): CNV tespitinde iki ¢esit mikroarray
kullaniimaktadir:
-Array temelli karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH)

-Tek nukleotid polimorfizm (SNP) tabanh mikroarray

Her iki arrayde de solid bir destege fikse edilmis insan DNA segmentleri
kullaniimaktadir. aCGH analizinde, bir referans DNA ile numuneden izole edilen
DNA, farkli floresan boyalarla etiketlenip, esit miktarda karistiriimakta ve diziye
hibridize edilmektedir. Kontrol 6rnediyle karsilastirildiginda, iki floresan boya
oranindaki degisiklikler, test 6rnegindeki farkh DNA miktarlarini géstermekte ve

bu degisiklikler de CNV yerlerine karsilik gelmektedir.

SNP arrayde ise, polimorfik nukleotidleri iceren problar kullaniimaktadir.
SNP’ler genomda dogal olarak bulunur ve simdiye kadar insan genomunda
yaklagik 85 milyon SNP tanimlanmistir (54). Genellikle klinik laboratuvarlarda
750,000 SNP’e kadar olan arrayler kullanilmaktadir. Bu teknikte referans DNA
kullanilmaz. Hesaplama algoritmalari ile sinyal yogunlugu, numunede bulunan
SNP genotip(ler)in yani sira kopya sayisina donusturalur. CNV’lere ek olarak,
SNP dizilerindeki genotip bilgileri uniparental dizomi, parental orjinin belirlenmesi

ve maternal hicre kontaminasyonu gibi klinik olarak faydali diger bilgileri de
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tanimlayabilmektedir. Buna ek olarak, triploidi aCGH ile tespit edilemezken, SNP
dizileri Uzerindeki allel modelleri degerlendirilerek kolayca tespit edilebilmektedir
(54).

Herhangi bir mikroarrayin ¢ozunurligu problar tarafindan belirlenir. CMA,
oncelikle submikroskopik delesyon ve duplikasyonlar igin daha yuksek duyarhliga
sahip oldugundan, acgiklanamayan genel gelisim geriligi (GGG)/mental
retardasyon(MR), OSB veya multipl konjenital anomalili bireylerde G-bant
karyotipe gore (Down sendromu ve diger taninabilir kromozomal sendromlar
hari¢ yaklasik %3), cok daha ylUksek bir tanisal verime (%15-%20) sahip oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle bu grup hastalarda ilk sira test olmasi dnerilmektedir
(50,55).

2.3.3 Epilepsi Etiyolojisinde CNV’lerin Rolu

Ozellikle bebeklik ve cocukluk déneminde baslayan epilepsilerin cogunda
belirgin bir genetik zemin bulunmaktadir. Son yillarda birgok epilepsi tipi ve
epilepsi sendromunda tek gen mutasyonlarini saptayan sayisiz NGS, WES ve
WGS calismalari yayinlanmistir. Ancak CNV'lerin epilepsilere, o6zellikle de
komorbiditelerle komplike olanlara olan katkisi daha az arastirilmigtir.

Epilepside risk faktoru ya da epilepsi nedeni olarak CNV'ler, farkl epilepsi
tiplerine sahip hastalarin yaklasik %5-12'sinde bildirilmistir (56). Epilepsi
hastalarinda patojenik bir CNV riskinin,  dismorfik &zellikler gibi diger
komorbiditelerle birlikte de arttigi rapor edilmistir (57). Ozellikle ID olan epilepsili
hastalarda yapilan galigmalarda bu oran %28'e yukselmektedir (58).

Epilepsili 517 birey ve 2493 kontrol ile yapilan bir ¢calismada, hastalarin
%8,9'unun kontrollerde bulunmayan bir veya daha fazla CNV tasidigi
gOsterilmigtir. Hastalarin % 2,9'unda, bu CNV’lerin daha once ID, otizm ve
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sizofreni ile iligkili genomik sicak noktalar olan 15q11.2, 15q13.3 veya 16q13.11

lokuslarinda oldugu bildirilmistir (2). Farkh calismalarda bu lokuslar diginda da

epilepsi ile iligkili bolgeler tespit edilmigtir.

15913.3 mikrodelesyonu, ilk kez MR’li hastalarda tanimlanmis olup

epilepsi hastalarinda en sik rastlanan CNV’dir ve iJE’lerin %1’inde gosterilmistir

(8). Bununla birlikte 16p13.11 ve 15911.2 delesyonlari da epilepsili hasta
gruplarinda sik olarak bildirilmigtir (9). 15q13.3, 15911.2 ve 16p13.11

mikrodelesyonlari,

GJE'li

hastalarin

%0,5 ila %1'inde bulunmaktayken,

etkilenmemis kontrollerde nadirdir (58).

Tablo 2.5.Epilepsiler i¢in bildiriimis major baglanti lokuslari -Chen ve ark.

(11)‘dan alinmigtir.

Lokasyon

2q24
2q24
2q24
2q24
2q34
3926

5q34

5q14-q15
6p12
6p21.3
6p21.3
6924
7p12.1
7911.22

Gen

SCN3A
SCN1A
SCN2A
SCNOA

TAP-1
BRD2
EPM2A

KCTD7

Epilepsi Sendromu

Ailesel Benign infantil Konviilsiyonlar
*GEFS+
*GEFS+
*GEFS+
Genetik Jeneralize Epilepsi
Benign Mesial Temporal Lob Epilepsisi
Ailesel Genetik Jeneralize Epilepsi
Sendromu Spektrumu
Febrile Nobetler ve Epilepsi
Juvenil Miyoklonik Epilepsi
Juvenil Miyoklonik Epilepsi
Juvenil Miyoklonik Epilepsi
Lafora Progresif Miyoklonik Epilepsi

Progresif Miyoklonik Epilepsi
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7932 Fotosensitivite iliskili Miyoklonik Epilepsi

8qg24 KCNQ3 idiyopatik Jeneralize Epilepsi
8924 KCNK9 Cocukluk Cagi Absans Epilepsi
10924 Parsiyel Epilepsi

isitsel Ozelliklere Sahip Otozomal
Dominant Parsiyel Epilepsi

isitsel Ozelliklere Sahip Otozomal

10g22-24 LGI1 _ . . .

Dominant Parsiyel Epilepsi
10925-926 Jeneralize Tonik-Klonik Nobet
13931.3 Genetik Jeneralize Epilepsi
15914 Rolandik Epilepsi

Ailesel Otodominant Resesif infantil
16p13 TBC1D24
Miyoklonik Epilepsi

19913 SCN1B *GEFS+
22911-12 DEPDC5 Degisken Odakli Ailesel Parsiyel Epilepsi
22913.11 TBC1D22A Febril Nobetli Resesif Genetik Epilepsi

*GEFS+: Febril nobetli resesif genetik jeneralize epilepsi

Arastimamizda, poliklinigimize bagvuran epilepsi hastalarinda tanisal
amacli yapilan aCGH ham verilerinin retrospektif olarak yeniden incelenerek, bu
testin epilepsi hastalarindaki tanisal veriminin saptanmasi ve epilepsi ile iliskili

olabilecek olasi aday gen ve CNV'lerin tespit edilmesi amaclanmistir.
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3.GEREG ve YONTEM

3.1 Hasta Segimi

Calismamizda, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi
Genetik poliklinigimize “epilepsi” tanisiyla bagvuran hastalarin aCGH yontemiyle
elde edilen verileri retrospektif olarak degerlendirilierek aCGH’in bu hasta
grubundaki tanisal veriminin belirlenmesi ve epilepsi etiyolojisindeki yeni aday
gen ve CNVerin ortaya konmasi planlanmigtir. Calismanin etik agidan
uygunlugu Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakdltesi Etik Kurulu
tarafindan 08.05.2019 tarihinde 2019-10 karar no’lu etik kurul karari ile
onaylanmistir (Bkz. EK 1). Bu amagla, 1 Nisan 2019 tarihine kadar Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Tip Faklltesi Tibbi Genetik poliklinigine “epilepsi”
tanisiyla bagvuran ve aCGH cgaligilan 80 olgunun klinik ve laboratuvar bulgulari
poliklinigimizdeki hasta dosyalari ve hastane bilgi sistemi (MIA-Med) lzerinden
retrospektif olarak elde edilerek arastirma kapsamina alinmistir. Bu surecte
hastalarin yasl, prenatal, natal ve neonatal bilgileri, epilepsi tipi, kullandigi ilaglar,
ilaclara direng varligi ve mental retardasyon basta olmak tzere eslik eden diger
klinik ve demografik bulgular kaydedilmigtir. Bu olgulara c¢alisilan aCGH’in
¢6zunurligu, hastalara onceden tanisal amacgla yapilmis olan kromozom
analizleri ve varsa diger molekuler genetik analizleri (epilepsi NGS, MLPA,
FISH,.. vs) not edilmigtir. Ayni zamanda retrospektif olarak hastalara ait
anamnezler ve aile agaclari degerlendiriimis ve varsa anne-baba-kardes aCGH

verileri de degerlendirilmigtir.

Arastirmaya dahil edilen olgulara ait yapilan tum tanisal testler ve bu
testlerin analizleri ile ilgili gerekli gorulen bilgilendiriimis onam formlari mevcuttur.
Bu calisma igin hastalara ek test yapilmamistir. Hastalar; poliklinigimizdeki hasta
dosya numaralari ile ve numaranin bagina P harfi konularak (Patient-Hasta)
kodlanmis olup ayni ailede hasta/saglikli ebeveyn veya kardes aCGH verileri
varsa bu bireylere ait veriler; hasta bireye yakinhidina gére kodlanmistir (Annesi

icin: P-Hasta dosya numarasi-A; Babasi igin:P-Hasta dosya numarasi-B; Kardesi
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icin:P-Hasta dosya numarasi-K; Cocugu igin:P-Hasta dosya numarasi-C).
Hastanin, ¢calismamiza alinan kardes veya ¢ocuklari birden fazla ise bu kodun
sonuna ek bir rakamla belirtilmistir. Ornegin; poliklinik dosya numarasi 5244 olan
bir hasta, P-5244 olarak; kardesi P-5244-K1; diger kardesi P-5244-K2 seklinde
kaydedilmistir.

3.2 Geregler

3.2.1 Kullanilan Aletler

<\

AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner
Vakum konsantarator cihazi (Christ RVC 2-18 CD Plus Vacuum

Concentrator)

<\

Nanofotometre (implen P330)
Slide Holder

Kapak isitmali termal cycler
Hibridizasyon Chamber

Agilent hibridizasyon firini

NN N N N

2 adet Manyetik Karistirici

3.2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

AgilentCGH Wash Buffer 1

AgilentCGH Wash Buffer 2

1.5 mL’lik Eppendorf tupleri

0.2 mL’lik PCR tupleri

Oligo aCGH Hybridization Kit

Hybridization gasket slides

Referans DNA-Male ve Female (250 ng/ulL)
Asetonitril

SurePrint G3 Human CGH Bundle

Oligo aCGH Wash Buffer 1 and Oligo aCGH Wash Buffer 2
TBE Buffer

SureTag DNA Labeling Kit Purification Colums
Agilent 860K ve 4x180KGasget Slide

AN NN N Y U N N N N N N N
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v" Human Cot-1 DNA
v SureTag Complete DNA Labeling Kit

3.3 Yontem

3.3.1 DNA izolasyonu

Her hastanin periferik kan 6rnegi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip

Fakultesi Tibbi Genetik Laboratuvar’nda DNA izolasyon kiti ile izole edildikten

sonra kayit altina alinmistir. Periferik kan érneklerinden DNA elde edilmesinde
Roche® High Pure PCR Template Preparation Kit (genomik DNA igin)
kullaniimigtir. DNA izolasyonu igin uretici firmanin onerdigi protokol aynen

uygulanmigtir.

izolasyon protokolii

1,5 mL’lik eppendorf tiplere 200 pl kan, 200 ul Binding Buffer 40 ul
Proteinaz K eklendikten sonra pipetaj yapilarak karismasi saglanmigtir.
Ardindan ependorf tlpler yuksek hizda vortekslenmistir.

Daha sonra bu karisim, 10 dakika 70°C’de inkUibasyona birakilmigtir.
inkiibasyondan sonra her bir tiipe 100 pl isopropil alkol eklenmistir.
TapUn icindeki karisim filtreli kolona aktarilip 8000 rpm’de 1 dakika
santrifuj edilmistir.

Kolonun dibindeki filtrath tlp atildiktan sonra filtre yeni bir tlpe
aktariimistir.

Filtreye Removal Buffer'dan 500 pl miktarinda konulduktan sonra 1 dakika
8000 rpm’de santriflij edilmistir.

Kolonun dibindeki filtrat atilip filtre yeni bir tpe alinmigtir.

Bu filtreye Wash Buffer 500 pl konulup 10000 rpm’de 1 dakika
santrifujlenmigtir.

Kolonun dibindeki filtrat atilip filtre yeni bir tipe alinmistir. Bu filtreye Wash
Buffer 500 ul konulup 10000 rpm’de 1 dakika santrifujlenmistir.

Kolon 1,5 mL’lik eppendorfun igine konulmustur.

Her birine 100 pl elution buffer eklenmisgtir.

Oda sicakliginda 2 dakika inkube edildikten sonra 1 dakika boyunca 8000
rpom’de santrifuj edilmigtir.
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e Kolon atilarak ve ependorfun igindeki DNA -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.2 Etiketleme Oncesi gDNA Hazirhgi

Genomik DNA’nin izole edildikten sonra hasta DNA’lar1 ve referans DNA
ornekleri (Agilent) ve hepsi Nanofotometre(Nanodrop implen P330) cihazinda
Olcimler yapilarak 50 ng olacak sekilde ayarlanmistir. 60K aCGH lami 8 drneklik
oldudu igin, 8 hasta gDNA'sI ve 8 referans gDNA’sI toplam 16 tipte; 180K aCGH
lami 4 érneklik oldugu icin, 4 hasta gDNA'sI ve 4 referans gDNA'’sI toplam 8 tlpte
hazirlanarak islemler gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1.Mikroarray basina gerekli gDNA hacmi ve miktari.

Mikroarray Formati

8 x mikroarray 0.2-0.5 10.1
4 x mikroarray 0.5-1.0 20.2

3.3.3 Array CGH Metodu ve Uygulanmasi

1) Enzimatik Etiketleme Kiti ile Restriksiyon Kesimi

Reaksiyon tlpune her bir érnek icin 4xmikroarray(180K) calismasinda
5,8ul; 8xmikroarray(60K) calismasinda 2,9ul master mix konulmustur. Her bir
ornek DNA’si, master mix ile birlikte 4xmikroarray(180K) calismasinda toplam
26ul, 8xmikroarray(60K) ¢alismasinda toplam 13ul olacak sekilde hazirlanmigtir.
Once 2 saat 37°C’de ve ardindan 20 dakika 65°C’de olacak sekilde PCR

programi uygulanmistir.
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Tablo 3.2.Kesim karigiminin hazirlanisi.

1

16 1 16

Reaksiyon = Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon
icin (pl) igin(uL) icin (pl) igin(uL)

Distile su 2.0 34 1 17

10x Enzim kesim buffer 2.6 44 .2 1.3 22.1
BSA 0.2 3.4 0.1 1.7

Alul 0.5 8.5 0.25 4.25
Rsal 0.5 8.5 0.25 4.25
Toplam Son Hacim 5.8 98.6 2.9 49.3

Tablo 3.3.Kesim i¢in kullanilan 1s1 donglisii programi.

Kademe Sicaklik Siire ‘
1. Kademe 37°C 2 saat
2. Kademe 65°C 20 dakika
3. Kademe 49C %0

2) gDNA’nin Floresan isaretlenmesi

4xmikroarray(180K) icin 26 uL gDNA iceren her bir PCR tlpune 5 pL;
8xmikroarray(60K) icin 13 uL gDNA iceren her bir PCR tlpune 2.5 L rastgele
primer (random primer) eklenerek toplam hacim sirasiyla 31 pL ve 15.5 pl'ye
tamamlanmistir. 98°C’de 3 dakikalik bir PCR yapilmistir. Sonrasinda tupler buz
icerisinde bekletilmistir.
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Tablo 3.4.Termal Cycler kullanarak DNA denatiirasyonu ve fragmantasyonu.

Kademe Sicakhik Siire
1. Kademe 98°C 3 dakika
2. Kademe 40C o0

Cyanin-3(Mavi/Referans) ve Cyanin-5(Pembe/Hasta) igin iki ayn
reaksiyon mixi hazirlanmigtir. Her bir hastanin PCR drtinine 4xmikroarray(180K)
icin 19ul etiketleme master mix; 60K 8xmikroarray icin 9.5ul etiketleme master
mix toplam hacim sirasiyla 50 yl ve 25 pl olacak sekilde dagitiimistir. 2 saat
37°C’de ve ardindan 10 dakika 65°C’de olmak Uzere PCR islemi yapiimistir. PCR

isleminden sonra elde edilen Griin -20 °‘C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.5.Etiketleme karisiminin hazirlanigi.

1 Reaksiyon 4 Reaksiyon 1 Reaksiyon 8 Reaksiyon

icin (ul) icin(uL) icin (ul) igin(uL)
5xReaksiyon Buffer 10.0 42.5 5.0 42.5
10x ANTP 5.0 21.25 25 21.25
Cyanin-3 dUTP veya 3.0 12.75 1.5 12.75
Cyanin-5 dUTP
Exo(-) Klenow 1.0 4.25 0.5 4.25
Toplam Son Hacim 19.0 80.75 9.5 80.75

Tablo 3.6.DNA etiketlemesinin i1s1 déngii programi.

Kademe Sicakhik Sire
1. Kademe 37°C 2 saat
2. Kademe 65°C 10 dakika
3. Kademe 4°C o0
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3) Etiketlenmis gDNA'nin Piirifikasyonu

Her bir reaksiyon tupine 1x TE Buffer 430 pl konulmustur (pH 8.0).
Tuplerin igerisine kolonlar yerlestirildikten sonra kolonlarin igerisine ornekler
yuklenmistir. 10 dakika 14000 rpm santrifljlendikten sonra alttaki sivi atilip ayni
islem 480 ul TE Buffer eklenip tekrar uygulanmistir ve alltta kalan kisim tekrar
atilmistir. Kolonlar yeni 2 mL’lik tupler ters gevirilip konulduktan sonra 1 dakika

1000 rpm santrifijlenmistir.
4) Uriin Miktar ve Spesifik Aktivite Hesaplanmasi

Daha sonra elde ettigimiz orneklerin isaretlenmesi yapilmistir ve ardindan
spesifik aktiviteleri dlgulmustar. Bunun igin; “DNA Konsantrasyonu (ng/pL) x

Ornek hacmi (uL) /1000 ng/ug=Uriin (ug)’ formali kullaniimistir.

Spesifik Aktivite = (uLboya basina pmol )/(uL gDNA basina ug)

Tablo 3.7.Gerekli spesifik aktivite ve triin miktar degerleri.

Cyanin-3/ Cyanin 5

Baslangic gDNA(ug) Uriin Miktari(ug)  isaretlilerin spesifik aktivite

degeri (pmol/ug)

0.2 3-6 15-50
0.5 8-13 20-60
1 9-14 20-60

5) Orneklerin Kurutulmasi

Her bir isaretlenmis hasta ve referans DNA’lari birlestirilerek 1,5 ul
RNAase free tuplere konulmustur. Tupler toplam hacim 4xmikroarray(180K) i¢in
39 uL, 8xmikroarray(60K) igin 16 pL olacak sekilde vakum konsantratér cihazinda

1 saat boyunca 55°C’de buharlastiriimigtir.
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6) gDNA'nin Hibridizasyona Hazirlanmasi

Once kullanilacak 10x Blocking Agent, 1.350 ul saf su ve liyofilize halde
olan 10x aCGH Blocking Agent’a eklenerek hazirlanmis ve ardindan 60 dakika
oda sicakliginda bekletiimistir. Vortekslendikten sonra -20°C'de muhafaza

edilmistir.

7) Mikroarray Hibridizasyonu

Once hibridizasyon karisimi hazirlanmustir.

Tablo 3.8.Hibridizasyon Karigimi.

1 Reaksiyon 8 Reaksiyon 1 Reaksiyon 8 Reaksiyon

icin (ul) icin(uL) icin (ul) icin(uL)
Cot-1 DNA(1.0mg/ml) 5 425 2 17
10xaCGH bloklama ajani 11 93.5 45 38.25
2HI-RPM Hibridizasyon buffer 55 467.5 225 191.25
Toplam Son Hacim 71 603.5 29 246.5

Olusan her o6rnek icin Uzerine hibridizasyon karigimindan
4xmikroarray(180K) icin 71 pL, 8xmikroarray(60K) icin 29 uL eklenerek toplam
hacim sirasiyla 110 uL ve 45 uL olan yeni tiplere asadidaki PCR programina

gOre konulmustur.

2xHI-RPM Hibridizasyon Buffer'in vizkozitesi ylksek olmasi nedeniyle en
son olarak pipetaj yapilarak dagitilmistir. Once 98°C’de 3 dakika, ardindan
37°C'de 30 dakika denatirasyon iglemi gerceklestirildikten sonra 1 dakika

santrifijlenmistir.

38



Tablo 3.9.Hibridizasyon oncesi 1s1 dongii protokolii.

Kademe Sicakhk Siire
1. Kademe 98°C 3 dakika
2. Kademe 37°C 30 dakika

8) Hibridizasyon Orneklerinin Array Slaytlarina Yiiklenmesi

8x60K ve 4x180K mikrodizinleri, cam lam Uzerine yazilmistir. Lamin
drneklerin ylklenecek tarafi dogru bir sekilde secilmelidir. Ornekler; kullanilacak
olan array platformu SurePrintG3 ISCA V2 CGH 8x60K icin 40 pl, SurePrintG3
ISCA V2 CGH 4x180K i¢in 100 ul hacimde gasket slide tizerindeki sirasiyla 8 ve
4 bolgeye yuklenmigtir.

Sekil 3.1. 8x60K mikroarray igin kullanilan gasket slide (soldaki) ve

hibridizasyon chamber.

Sonrasinda problar lamin "Agilent" etiketli yizine basili oldugu i¢in bu yiz
asagida olacak sekilde gasket slide Uzerine vyerlestiriimistir. Hibridizasyon

Chamber’i kapatilip mandal déndurulerek sikilmistir.
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Chamber dondurtlerek lamlar tamamen karigim ile temas ettirilerek
baloncuklarin hareketi kontrol edilmigtir. Baloncuklarin hareket etmemesi
durumunda problarin  hibridizasyonu gergeklesmemektedir.  Kapatiimig
hibridizasyon chamber, Agilent hibridizasyon firinina yerlestirilip 67°C’de
dakikada 20 devir donecek sekilde 24 saat boyunca birakilmistir. Ayni zamanda

ertesi gun kullanilacak olan Wash Buffer 2 hazirligi yapiimigtir.

Sekil 3.2. Agilent hibridizasyon firini ve hibridizasyon chamber (sari ok).

9) Yikama
Hibridizasyon sonrasi yikama islemlerinin gerceklestirilecegi malzemeler
asetonitril solisyonu ile yikanmistir. Asetonitril ile yikanmis olan malzemeler

distile sudan gecirilerek malzemeler asetonitrilden uzaklastiriimigtir.
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Tablo 3.10.Yikama agsamasinda gerekli olan bufferlar ve kosullari.

Kap Wash Buffer
Numarasi numarasi Kosul Siire Sicaklik
1 1t Odasicakhgi
2 1 Manyetik karigtirici 5 dakika Oda sicakligi
Uzerinde
3 2 Manyetik karistirici 1 dakika 37°C
Uzerinde

Yikama asamasi i¢in AgilentOligo aCGH/ChIP on ChIP Wash Buffer 1 ve
2 kullanilmigtir. 37°C'ye ayarli manyetik karistirici Gzerine i1si kaybini engellemek
amaciyla bir cam kap igerisine sicak su konularak iginde Wash Buffer 2 olan kap
bu kabin icine yerlestiriimistir. Wash Buffer 2, bir gece 6nce 37°C'ye ayarlanmis

etlive cam kap igerisinde birakiimigtir.

Hibridizasyon firinindan alinan kapatiimis lam hazne icindeki array slayti
ve gasket slide 1. kap igerisindeki siviya yerlestirildikten sonra bu sivi igerisinde
gasket slaytla array slayti pens yardimi ile birbirinden ayiriimistir. Gasket slayt 1.
kabin igerisinde birakilarak SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K/4x180K slayt, oda
sicakligindaki Wash Buffer 1’in bulundugu 2. kap igerisine konulmustur. Ardindan
5 dk bu sivi igerisinde bekletilmistir. Daha sonra array slaytinin oldugu sale Wash
Buffer 1 iginden ¢ikarilip Wash Buffer 2 icine konulmustur. Burada 1 dk bekletilip
ardindan Wash Buffer 2’den de ¢ikariimigtir.

Yikama asamasindaki birinci yilkama iglemi yuzeysel bir yikama
saglamaktadir. 2. ve 3. yikama islemlerinin uygun sicaklik ve dalgada olmasina
dikkat edilerek ozondan mumkun oldugunca daha az etkilenmesi saglanmistir.
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Array slayti, lam tutucusuna "Agilent" yazisi Ust tarafa bakacak sekilde
konularak ozon bariyer lam kapagi slaytin Gzerine uygun sekilde yerlestirilip slayt

tutucusu kapatiimistir.

Tarama asamasindan oOnce slayt tutucu igerisine vyerlestirilen slayt,

bilgisayardan verilen komutla agilan tarayici kasetler icerisine yerlegtiriimistir.

10) Mikroarray Taramasi

Bilgisayar Uzerinden “Agilent Microarray Scan Control” yazilimiyla tarama

yapiimasi saglanmigtir.
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11) TIFF Dosyalarinin Analizi
Tarama islemi bittikten sonra .tiff dosyasindan ve log oranlarina
donustirme islemini yapmak amaciyla Feature Extraction 12.0 yazilimi

kullaniimistir. Bu yazilim deneyin kalitesi ile ilgili kalite kontrol raporu vermektedir.

Tablo 3.11.Enzimatik etiketlemenin kalite kontrol esik degerleri.

Muikemmel Iyi Supheli
<0.05 0.05-0.2 >0.2
>100 30 - 100 <30
<10 10 - 20 >20
>150 50 - 150 <50
<0.2 0.2-0.3 >0.3

QC Report - Agilent Technologies : 2 Color CGH
Date

A iredigreen)
User Name: Admin_ FE Version 12014
Image 56 Datrend on (NegC)
Protocol ©GH_1200.. Only) Ml T
Grid SurePrint 63 Human Dye Nom Lincar
CGHplus SNP Micro
Saturation Value [ ]
DyaNorm List NA
No of Prabes in DysNom List Na
Spot Finding of the Four Corners of the Array Evaluation Metrics for CGH_QCMT_Jun14
Excallent (8} ; Good 5]
etric Name: v Excellent Goud Evaluate
IsGoodGrid 100 >1 Na <
AnyColorPronFastonll. 023 <t 1105 >5
Desivativel R_Spread 013 <20 020003 >030
gRepro o4 Ol005  005w0X  <Dor>020
g_BGMNaise 253 < 51015 15
g_SignaizNoiss. 7E3 100 0te 100 <0
g_Signalintensity 18845 150 5010 150 <50
Grid Normal IRepro o 0005 0050020 Dor>020
. ) A —— 1_BGNoise 420 < 5015 15
Outlier Numbers with Spatial Distribution ¢ Signal2oise e 10 201100 an
1684 Fowrs x 170 I 0745 150 5010 150 <50
RestrictionControl g5 08001 De0or>t T 1
LogRasolmbalance OB 0280028 (075602 0752075 [#Positive:414 (Red) : #Negatve:480 (Green)|
*Positive *Nagative
* Excellent ® Good * Evaluate ’ Positive: 0.37% of NonCtrl Features : Random (Value 1.02)
Histogram of Signals Plot (Red) Negative: 0.43% of NonCirl Features : Random (Value 0.87)

Red and Green Background Corrected
Signals {Non-Control Inliers)

100000
10000
g™
*Red FeatureFopulation *Red Feature NonUniform b
*Green FeaturePapuiation *Green Feature NanUniform 2
10
Feature Red  Green Any  SOutier = o
an
Non Uniform 184 287 420 023 N ok 10,
Population 13 104 190 on fo
<
= 1
s [ 10 100 1000 10000 10000
- EEsbSignl
Il
MREEERREP b
D B A R
oo 88 uSenn # Features (NonCir) with BGSubGignals < 0: 55 (Red). 47 (Green) |

Sekil 3.4.aCGH(4x180K) kalite kontrol rapor 6rnegi.
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12) Analizde kullanilan Yazilim

Analizde Agilent CytoGenomics 5.0.1.6 yazilimi kullaniimigtir.

3.4 CNV Analizi

3.4.1 Yazimda Saptanan CNV’yi Anlamli Kabul Etme Kriterleri

Herhangi bir CNV’nin degerlendirilebilmesi i¢cin en az 3 ardigik probun
ortalama log ratiosu duplikasyon agisindan >0,5 ve delesyon agisindan <-0,5
olmasi dikkate alinmisgtir. Her hastada saptanan dedgisiklikler; ayni calisma
icerisinde bizim g¢alisma grubumuza dahil olmayan en az 2 6rnek ile birlikte
degerlendirilerek bu bodlgeler agisindan probtan kaynakli hatalar dnlenmeye
calisiimistir.

aCGH calismalarinda yontemin g¢alisma prensibi geregi 6rnek DNA’sI, bir
referans DNA ile kopya sayisi agisindan karsilastirilarak veri elde edilmektedir.
Bu nedenle bizim galismamizda uretici firma tarafindan gonderilen referans
DNA'daki (her iki cinsiyet igin ayri ayri) bilinen kopya sayisi artisi veya
kayiplarindan kaynakli olarak érnek DNA’nin analizinde ortaya ¢ikan CNV’ler

g6zardi edilmigtir.

A.MP 1, GAIN: 2, LOSS: 3 DEL: 0, LOH: 0)

II Ei IEHTlailEIEi Hoata
6meginde
delesyon

(=2

q
:

hgilent_Male.., |5

Sekil 3.5. aCGH degerlendirmesinde, hastada saptanan CNV’lerin referans

DNA’ya gore karsilastiriimasini gosteren aCGH goriintusii.
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Analiz sirasinda bu kriterleri kargilayan tum CNV’ler degerlendirmeye
alinmig olup array analizinde her ne kadar >200 kb’lik degisimlerin
degerlendirmeye alinmasi konusunda bildirimler olsa da epilepsi etiyolojisine
yonelik olasi lokus veya genleri tespit etmeyi amaclayan bu ¢alismada CNV’ler,

boyut acgisindan filtrelenmemistir (52).

3.4.2 Saptanan CNV’lerin Siniflandirilmasi

Saptanan CNV’ler 6ncelikle CNV tipi (delesyon/duplikasyon), icerdikleri
genler ve boyutlari agisindan degerlendirilmisti. CNV bdlgesindeki genlerin
OMIM veri tabaninda bulunup bulunmadigi, bulunuyorsa herhangi bir hastalikla
iligkilendirilip iligkilendirilmedigi ve varsa bu hastaligin fenotipe etkileri ve kalitim
paterni degerlendiriimigtir. OMIM’de herhangi bir hastalikla iligkilendiriimeyen
veya OMIM’de tanimlanmayan genler Pubmed ve Genatlas veri tabanlarinda
arastinlarak hangi dokularda eksprese olduklari kaydedilmis ve varsa literaturde
bu bolgelerin epilepsi ile iliskilendirildigine dair yayinlar taranmistir. Daha sonra
bu CNV’ler ile benzer kirik noktalari olan yapisal varyasyonlarin, The Database
of Genomic Variants(DGV) veri tabaninda bulunup bulunmadigi not edilmigtir.
DGV veri tabani, insan genomundaki yapisal gesitliligin kapsaml bir 6zetini
saglayan ve sadece saglikli kontrol orneklerindeki verilerin bulundugu bir veri
tabanidir. Ardindan olgumuzdaki CNV, ClinVar ve DatabaskE of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER)
veri tabanlarinda arastiriimistir. Hastamizdaki ile benzer gen bdlgelerini iceren
olgular ve bu olgularin fenotipleri ile ilgili veriler kaydedilmig, kendi hastamiz ile
kargilagtiniimistir.

Hastalarda saptanan CNV’ler 4 kategoride (Klinik ile iligkili patojenik, klinik
ile iligkisiz patojenik, klinik Onemi bilinmeyen varyant-VUS, Benign)
degerlendirilmis olup VUS kategorisi kendi i¢erisinde 3 alt kategoride (Muhtemel
patojenik, VUS, Muhtemel benign) degerlendirilmigstir (52,53).
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. Benign varyantlar: Saptanan CNV; normal populasyonda sikga (~ >%1)
bulunan, birgok hakemli yayinda bildirilmigtir. Ayrica belirgin bir fenotipi olan
bireylerde tanimlanmamigstir. Gen icermeyen ve 200 kb’dan klguk olan
CNV’ler de bu gruba dahil edilmistir.

. Patojenik varyantlar: Saptanan CNV'nin penetrans ve ekspresyonunun
degisken oldugu biliniyor olsa bile, ¢cok sayida hakemli yayinda klinik olarak
anlamli oldugu belgelenmistir (6rnegin mikrodelesyon-mikroduplikasyon
sendromlari,..vb).

. Klinik ile iligkisiz patojenik varyantlar: Klinik onemi olan bir CNV
saptanmigtir ancak hastanin basvuru klinigi ile iliskisizdir. Bu CNV’ler
yatkinlik ve olasi stpheli lokuslar igerebilir.

. Klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar (Variants of uncertain significance-
VUS): Daha 6nce bildirilmemis olan veya bildiriimisse bile kesin klinik 6Gnemi
icin yeterli kanit bulunmayan CNV’leri tanimlamaktadir. Patojenik veya
benign olarak siniflandirilamayan tim CNV'ler bu gruba dahil edilmistir. VUS
CNV’ler Ug alt kategoriye ayriimistir:

(a) Muhtemel patojenik VUS: CNV daha once benzer bir fenotipli tek bir

olguda tanimlanmig ya da bu CNV daha 6nce bildirilen az sayidaki etkilenmis

bireydeki CNV’ler ile kismen ortuguyor ve iligkili gen net olarak bilinmemektedir
ya da bu CNV daha 6nce bildiriimemigtir fakat i¢cindeki bir gen, hastanin klinigi
ile ilgili bir isleve sahiptir.

(b) Siniflandirnimayan VUS: CNV, gen icermekte, ancak genlerin dozaj

duyarl olup olmadigi ve islevleri hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir (52).

(c) Muhtemel benign VUS: CNV gen icermemektedir, fakat boyutlari

agisindan raporlama kriterlerini (>200 kb) karsilamaktadir yada igerdigi genin

sadece intronik kisimlarini kapsamaktadir yada CNV daha once
bildirilmemistir ve gorinirde saglikli bir ebeveynden kalitiimistir yada CNV az
sayidaki normal bireyde gbézlenmis veya tek bir ¢calismada normal kisilerde
g6zlendigi bildirilmistir. Hastalarda morbid OMIM geni iceren heterozigot
delesyon saptanan ancak o genlerle iligkilendirilen hastaligin otozomal resesif
kalitim paterni oldugu ve hastanin klinigi ile uyusmadigi durumlarda da

saptanan CNV muhtemel benign olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 3.12. CNV'nin patojenitesinin degerlendirilmesi -Miller ve ark. (55)’dan

alinmistir.

CNV'nin patojenitesinin degerlendirilmesi?

Birincil Kriterler

6
7

a. Saptanan CNV saglikli bir ebeveynden kalitilmis b

b. Bir ebeveynden kalitilmis CNV nin degismesi veya genislemesi
c. Saptanan CNV etkilenmis bir ebeveynden kaltilmis

a. Saglik bir akrabada benzer bir CNV saptamak

b. Etkilenmis bir akrabada benzer bir CNV saptamak

Yuksek rezolisyonlu teknoloji tarafindan tanimlanmis saglikli
bireylerin oldugu CNV veri tabaninda hastanin genomik
dengesizligini tamamen igeren bir CNV saptanmasi

Saptanan CNV, yiksek ¢ézunirlik teknolojisi ile tanimlanan bir
CNV veritabaninda MR / GG, OSB veya MKA' hastalar igin
tanimlanan genetik bir dengesizlik ile értistrse

Saptanan CNV, bilinen bir genomik dengesizlik sendromu igin
ortismekteyse (yani 6nceden tanimlanmis delesyon veya
duplikasyon sendromu)

Saptanan CNV morbid OMIM genlerini igermekteyse®
a.Saptanan CNV genden zengin bir bolgedeyse
b.Saptanan CNV genden fakir bir bolgedeyse

Genel Bulgular®

1

3

a. Saptanan CNV bir delesyonsa

b. Saptanan CNV bir homozigot bir delesyonsa

a. Saptanan CNV bir duplikasyonsa (bilinen dozaj-duyarli genler
yok)

b.CNV bir amplifikasyonsa (1 kopyadan daha fazla artis)
Saptanan CNV, bilinen diizenleyici elementleri icermiyorsa

a Tekli kopya sayi degisikligi

b Etkilenmemis bir ebeveynden kalitilan resesif bir morbid OMIM genindeki delesyon,

diger ebeveynden kalitilan trans alel Uzerinde bir nokta mutasyonuyla birikte patojenik olabilir.

¢ CNV, OMIM hastaligina neden oldugu bilinen mutasyon tipininin aynisina neden olmalidir (5megjin bir
heterozigot delesyon, genellikle bir heterozigot inaktive edici mutasyonun neden oldugu

bir OMIM hastaligina neden olabilir) ve ortaya gikan bu fenotip bu OMIM hastaligi igin beklenen bir durum olmalidir.
d Her durumun istisnalan goriimustar.

3.5 istatiksel Analiz

BENIGN

X

PATOJENIK

>

Veriler IBM SPSS Statistics Paket Program 25 surumu ile analiz edilmistir.

Gruplarin kargilastiriimasinda Independent T test ve Ki Kare testleri kullaniimistir.

Independent T testi dncesi normallik testi yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiz; 1 Nisan 2019 tarihine kadar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi (COMU-SUAH) Tibbi
Genetik poliklinigine “epilepsi” tanisi ile bagvurup ve aCGH yontemi ile molekuler
karyotipleme yapilmis hastalardan olusmaktadir. Calismamiza, retrospektif hasta
dosyalari ve kayitlarin incelenmesi ile toplam 80 hasta dahil edilmigtir.
Calismamiza dahil edilen bes hasta; grubumuzdaki dort bireyin birinci derece
akrabalarindan olusmaktadir (P-5104-K1, P-5244-C1, P-5244-C2, P-7362-K1 ve
P-7586-K1).

Hastalarin aCGH yontemi ile elde edilen ham verileri Agilent
Cytogenomics 5.0.1.6 yazilimi ile tekrar analiz edilmistir. Ayni zamanda
hastalarin sosyodemografik bilgileri, klinik ve laboratuvar bulgulari igin Tibbi
Genetik poliklinigi hasta dosyalari ve COMU-SUAH hastane MIA-Med sistem
kayitlari incelenmistir. Hastalarin COMU-SUAH Tibbi Genetik Laboratuvar’'nda

calisiimig olan diger genetik test sonugclari da kayit edilmigtir.

4.1 Olgularin Demografik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen 80 epilepsi hastasinin 36’s1 (%45) kadin, 44°G
(%55) erkektir. Hastalarin poliklinigimize basvuru sirasindaki yas araligi 3 ay ile
44 yil arasinda degismekte olup hastalarin desimal yas ortalamasi 9,45 ve
ortancasi 6,05 'tir. Bu durum, aragtirmaya dahil edilen kadinlarda 3 ay-22 yas ve
ortalama desimal yas 7,70 iken, erkeklerde 3 ay-44 yas ve ortalama desimal yas

10,90 olarak tespit edilmistir.

49



5500

50,00

45,00 o

40,00

35,00

30,00

2500

20,00

Bagvurudaki Desimal Yag

15,00

10,00

5,00

Jali}
Kadin Erkek

Cinsiyet

Sekil 4.1.0lgularin poliklinigimize ilk bagvurularindaki desimal yaslarinin
hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi. Kadin hastalarin desimal yaslari
0,31-22,90 arasinda degismekte iken, erkeklerin desimal yaslar 0,31-44,78
yas araliginda tespit edilmistir.

Hastalarimizin  ebeveynlerinin  kOken olarak memleket bilgilerine
bakildiginda; buyuk ¢odunlugunda memleket Canakkale olmasina ragmen yurt
genelinden ve yurtdigindan da hastamiz mevcuttu. 13 anne ve 11 babanin

memeleket bilgilerine ulagilamamigtir.
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Sekil 4.2.0lgularin ebeveynlerinin koken aldiklari memleketlerinin parental
ayrimla harita uzerinde sayisal dagilimi. Turuncu renk, o lokasyon kokenli

anne sayisini; mavi renk, o lokasyon kokenli baba sayisini gostermektedir.

Hastalarimizin 12’sinde (%15) ebeveynleri arasinda en fazla Uguncu
kuzen olmak Uzere akrabalik mevcutken, 6’sinda (%7,5) ebeveynler ayni veya
yakin kdyden koken almaktadir.

4.2 Olgularin Klinik Ozellikleri

Hastalarimizin 31’inde (%38,8) jeneralize tonik tonik-klonik(JTK), 11’inde
(%13,8) atonik, 9unda (%11,3) parsiyel, 8inde (%10,0) miyoklonik, 3’Unde
(%3,8) posttravmatik ve 2’sinde (%2,5) absans tipte nobet mevcuttur. Hastalarin
11’inde (%13,8) en az iki ndbet tipi birlikte gorulmektedir. Bir hastamizda distonik
tipte ndbet (Diger; %1,3) mevcutken, 4 hastada (%5) nébet tipi ile ilgili veriye

ulasilamamistir.
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E Jeneralize tonik-klonik nébet
CIEn az iki nohet tipi birlikte
[ Atonik Nabet

B Farsiyel nibet

B Miyoklonik nébst

E Bilinmeyen

B Posttravmatik nébet

O Absans nibet

B oiger

Sekil 4.3.Arastirmaya dahil edilen olgulara ait epileptik nobet tipleri ve

sikhklari.

Sekil 4.4'te goruldigu Uzere; hastalarimizda, epilepsi baslangi¢ yasi,
ndbet tipi, nobetlerin febril olup olmadigi, tedavi surecinde en fazla kag
antiepileptik ila¢ kullandiklari, antiepileptik tedaviye direnglerinin olup olmadigi ve
ailede epilepsi/nébet dykusu bulunup bulunmadigina dair veriler hasta dosyalari
ve COMU-SUAH hastane MIA-Med sistem kayitlari (zerinden taranmistir.
Olgularin 55’inde (%68,9) epilepsi baslangici 5 yasin altindadir. Hastalarin bayuk
cogunlugunda (%81,3) epileptik ndbetler afebril olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Olgularin 49’'unda (%61,3) tek antiepileptik ila¢c ile ndbetler kontrol altina

alinabiliyorken, 13 hastada (%16,3) direncli epilepsi mevcuttur.
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Sayl Yo
Yenidogan 1 1.3
=1 yas 27 33.8
Epilepsi Baslangig 1-2 vas 27 33,8
Yasli 5-18 yas 21 26,3
=18 yas 3 3.8
Bilinmeyen 1 1.3
Febril 2 25
Febril-Afebril N6bet Afebril 65 81,3
Varhg Febril ve Afebril birlikte 10 12,5
Bilinmeyen 3 3.8
Hig ilag kullanmayan 1 1.3
Kullanilan Sadece 1 antiepileptik ilag 49 61,3
Antiepileptik 2 antiepileptik ilag 13 16,3
llag Sayisi En az 3 antiepileptik ilag 12 15.0
Bilinmeyen 5 6.3
. Var 13 16,3
Antie.pileptik Ila?lara Yok 62 775

Direng Varhig -

Bilinmeyen 5 6.3
Ailede Epilepsi/Nébet Var 43 53.8
Tarnih Birey Oykiisii Yok a7 46 3

Sekil 4.4.0lgularin epilepsi klinigine yonelik 6zellikleri. Sari renkli sutunlar;

o klinik ozelligin, tim hastalar icerisindeki yuzde oraninin grafigini

gostermektedir.

Hastalarimizin  45’'inde (%56,3)

MR veya GGG; 38’inde

(%A47,5)

kraniyofasiyal dismorfizm; 18’inde (%22,5) ekstremite anomalisi (genu varum,

parmaklarda klinodaktili, el/ayak parmaklarinda kisalik, simian gizgisi, clubfoot,

parmaklarda pozisyon anomalisi,
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planovalgus, vb); 11’'inde (%13,8) kardiyak bulgular (kalpte Gfurim, konjenital
kalp anomalileri); 3'Unde (%3,8) isitme azhgi/kaybi; 14’Gnde (%17,5) gbrme
bozuklugu (strabismus, ambliyopi, konjenital katarakt, miyopi, prematire
retinopatisi, g6z kapaginda dusuklik, vb); 39’unda (%48,8) diger anomali veya
hastaliklar (bronkomalazi, hipo/hiperpigmente cilt lezyonlari, cafe’u lait lekeleri,
hipotiroidi, renal anomali veya hastaliklar, genital anomaliler, vb) mevcuttu.
Olgularin soygecmigleri degerlendirildiginde; ailede MR veya GGG olan birey

Oykusu orani %27,5 iken, ailede epilepsi dykusu olma orani %53,8’e ¢cikmaktadir.

100,0
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90,0 87,5

80,0

72,5 71,3
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e Bilinmeyen

Sekil 4.5.0lgularin epilepsi disindaki klinik ozellikleri ve soygecmis
verilerinin % dagilimi. Kirmizi sutiinlar, o klinik 6zelligin var oldugu hasta
%’sini; mavi siitunlar, o klinik o6zellik bulunmayan hastalarin %’sini
gostermektedir. Yesil renkli ¢izgi ise o kinik 6zelligin olup olmadigina dair

veriye ulasilamayan hasta %’sini gostermektedir.
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4.3 Olgularin CNV Degerlendirmesi

Calismamizdaki 80 epilepsi hastasinin 29’unda (%36,3) 60K, 51’'inde
(%63,8) ise 180K ¢dzunurligundeki aCGH ham verileri yeniden analiz edilerek

guncel literatlr bilgileri 1s1ginda degerlendirilmistir.

Hastalarimizda toplamda 223 CNV tespit edilmistir. Saptanan CNV’ler;
yontem boliminde belirtilen sekilde benign, muhtemel benign, patojenik,
muhtemel patojenik ve klinikk ©6nemi bilinmeyen varyant-VUS olarak

siniflandinimistir.

Delesyon Duplikasyon
CNV Sinflandirmasi TOPLAM
Sayi % Sayi %
0, o,
Benign / Muhtemel benign CNV L5 R i e e
0, 0,
VUS CNV 10 62,5% 6 37,5% 16
0, 0,
Patojenik / Muhtemel patojenik CNV 9 R 7 8% 16
TOPLAM| 133 59,7% 920 40,3% 223

Sekil 4.6.0lgularda saptanan CNV’lerin siniflandirma gruplarina gore
dagilimi. Kirmizi renkli sutunlar, delesyon tipi CNV’lerin kendi alt
gruplarindaki toplam CNV sayisina gore %’sini; mavi renkli sutunlar,
duplikasyon tipi CNV’lerin kendi alt gruplarindaki toplam CNV sayisina gore

% grafigini gostermektedir.

Olgularda saptanan CNV’lerin 133’0 (%59,7) delesyon, 90’1 (%40,3)
duplikasyonlardan olusmaktadir. Olgularin 75’'inde (%93,8) en az bir benign veya
muhtemel benign CNV saptanmis olup toplamda 191 benign veya muhtemel
benign CNV tespit edilmistir.

Olgularin 16’sinda (%20) patojenik/muhtemel patojenik bir CNV saptanmig
olup bunlardan 14’unde (%17,5) saptanan CNV hastanin epilepsi klinigi ile iliskili
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olarak degerlendirilmigtir. 2 hastada (P-5244 ve P-6490) saptanan CNV’ler ise
patojenik/muhtemel patojenik olarak degerlendirimesine ragmen hastadaki
epilepsi Klinigini aciklamadigini disundldigiunden “Klinik ile iligkisiz patojenik

CNV” olarak degerlendirilmistir.

Olgularin 12’sinde (%15) en az bir VUS CNV tespit edilmigtir. Bu
hastalarin ikisinde, bir patojenik/muhtemel patojenik CNV saptanirken 4 hastada

ise en az 2 VUS CNV gdézlenmistir.

B Normal M Epilepsi ile iliskili Patojenik/muhtemel patojenik CNV B VUS CNV

Sekil 4.7.0lgularimizin aCGH sonuglari.

Hastalarimizda saptanan toplamda 223 CNV’nin buylklik ortalamasi
379,02 kb iken ortancasi 218 kb idi.

Saptanan CNV’ler, buyUkluklerine gore degerlendirildiginde; hem
delesyon hem duplikasyonlarin 100-500 kb araliginda yogunlastigi gozlenmigtir.
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80 M Delesyon
W Duplikasyon

0

40

CNV SAYISI

20

<1kb 1-10  10-100 100-500 0.5-1 1-2 2-3 3 Mb<
Kb Kb kb Mb Mb Mb

CNV BOYUTLARI

Sekil 4.8.0lgularda saptanan tiim CNV’lerin boyutlarina ve CNV tipine gore
dagihmi. Kirmizi renkli sutunlar, delesyon tipi CNV’lerin sayisini; mavi

renkli sutunlar ise duplikasyon tipi CNV’lerin sayisini gostermektedir.

CNV’lerin blayuklUkleri, CNV’nin patojenitesi ile birilikte
degerlendirildiginde ise; benign/muhtemel benign CNV’ler ile VUS CNV’ler, hem
delesyon hem duplikasyon agisindan 100-500 kb araliginda yogunlagsmaktadir.
Buna karsin patojenik/muhtemel patojenik CNV’lerde, duplikasyonlar gogunlukla
100-500 kb araliginda iken delesyonlarin biayik kismi 0,5-1 Mb araligindadir.
Yani delesyon tipindeki patojenik/muhtemel patojenik CNV’lerin, daha buyuk
boyutlarda oldugu tespit edilmigtir.
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Benign/ Patojenik/ Benign/ Patojenik/

M. benign M. patojenik v CNVBOYUTU = M. benign M. patojenik v
CNV CNV
CNV CNV CNV CNV

Sayi 0 0 0 0 0

% 0,0% 0,0% o0%  <1Kb 0,0% 0,0%

Sayi 0 0 0_ 5 1

% 00% 00% oo 10K 65% ]  143%

Sayi 24 2 1 21 1
> K 211% 00| 222%[] g1 10100Kb 3% ] 14.3% %
O — | >
5 ;ayl x 52,6?’/2 I 33,30/?: P \81,8"2 100-500 Kb 50,63“2 P 42,9;; I <
- Sayl 2 4 o 5 2 é
o [ 18,4%@ oo OLM 65% [ 286% | 5

Sayl 8 0 1T 3 0 =

% 7.0% 00% ] g1 TEMP 39% 00%

Sayi 1 0 0 4 0

% 0,9% 0,0% o0 23 bl 5,2% 0,0%

Say 0 0 OW 0 0

% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Sayi 114 9 0 77 7

% 100,0% 100,0% 1000%  roplam 100,0% 100,0%

Sekil 4.9.0lgularda saptanan CNV’lerin patojenitelerine ve CNV tiplerine
gore boyutlarinin dagilimi. Yesil yatay siitunlar, benign/muhtemel benign
CNV’lerin kendi igerisinde boyutlarina gore dagilimlarindaki %’sini; kirmizi
yatay siitunlar, patojenik/muhtemel patojenik CNV’lerin kendi igerisinde
boyutlarina gore dagilimlarindaki %’sini; mavi yatay situnlar ise VUS
CNV’lerin kendi igerisinde boyutlarina gore dagilimlarindaki %’sini
gostermektedir. Siyah oklar; CNV’lerin patojenite alt gruplarina gore; en
yogun gozlendikleri boyut araligini gostermektedir.

Hastalarimizda saptanan CNV’lerin kromozomal dagilimina bakildiginda;
benign/muhtemel benign CNV’lerde delesyonlarin en sik 14. kromozomda
(6zellikle 14911.2 bolgesinde) gozlendigi ve bunu 2. kromozomdaki delesyonlarin
(6zellikle 2937.3 bolgesi) takip ettigi gozlenmigtir. Duplikasyonlar ise en sik 8.

kromozomda (6zellikle 8p11.1 bdlgesinde) saptanmistir.
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Benign/Muhtemel Benign CNV'lerin Kromozomal Dagilimi

32 » Duplikasyon

M Delesyon

19 19

CNV Sayisi

=
w

1010 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Kromozom

Sekil 4.10.Benign ve muhtemel benign CNV’lerin CNV tipine gore

kromozomal dagilimi.

Patojenik/muhtemel patojenik ve VUS CNV’lerin kromozomal dagilimina
bakildiginda ise; delesyonlarin en sik 16. kromozomda, duplikasyonlarin ise 15.
kromozomda saptandigi gozlenmistir. Genel olarak CNV yuklu agisindan
degerlendirildiginde ise 16. kromozomda (4 delesyon, 2 duplikasyon) oldugu

gOrulmustar.
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Patojenik/Muhtemel Patojenik/VUS CNV'lerin
Kromozomal Dagilimi

B Delesyon
4 Duplikasyon

‘Z’ 3 3 3
s
(1°)
(V5]
> 2 2
2
u - -

11 1 1 1 1 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Kromozom

Sekil 4.11. Patojenik, muhtemel patojenik ve VUS CNV’lerin CNV tipine gore

kromozomal dagilimi.

CNV’lerin kromozomal dagilimi, patojeniteleri ile birlikte
degerlendirildiginde ise; 11 ve 18. kromozomlarda CNV saptanmadigi
gOzlenmistir. 4, 8, 13,19, 21. kromozom ve cinsiyet kromozomlarinda ise sadece
benign/muhtemel benign CNV tespit edilmistir. Ancak 16. kromozomda
benign/muhtemel benign delesyon goézlenmezken; U¢ patojenik/muhtemel
patojenik ve bir VUS delesyon saptanmistir. Duplikasyonlarda ise; 6, 9, 12, 17.
kromozomlarda hi¢ benign/muhtemel benign duplikasyon gézlenmezken sadece
patojenik/muhtemel patojenik veya VUS duplikasyon tespit edilmigtir.
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Sekil 4.12.0lgularda saptanan CNV’lerin patojenitesi ve CNV tipine gore
kromozomal dagilimi. Yesil situnlar, benign/muhtemel benign CNV
sayisini; mavi siutunlar, VUS CNV sayisini; kirmizi  siitunlar,
patojenik/muhtemel patojenik CNV sayisini gostermektedir. X eksenindeki

kromozom numaralari hem delesyon hem duplikasyon grafigi icin ortaktir.
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Tablo 4.1.0lgularda saptanan epilepsi ile
icerdikleri genler.

iligki

patojenik

CNV’ler ve

SRGAP3-AS2
SRGAP3-AS3
1 P-6632 3p25.3 Delesyon 451 kb SETD5 SRGAP3 SRGAP3-AS4 180K
THUMPD3
THUMPD3-AS1
2 P-7297 5p13.2 Duplikasyon 184 kb NIPBL NIPBL-AS1 180K
. ADGRB3
3 P-5424 69q12q13 Duplikasyon 917 kb LMBRD1 COL19A1 60K
4 P-6572 7911.23 Delesyon 84 kb HIP1 180K
LHFPL3-AS2
KMT2E LHFPL3 LINC01004
5 P-5104 7922.2q22.3| Delesyon 803 kb PUS7 SRPK2 KMT2E-AS1 60K
RINT1 EFCAB10
ATXN7L1
6 P-8693 7935 Delesyon 136 kb CNTNAP2 180K
TUBGCP5
7 P-6273 15q11.2 Duplikasyon 330 kb NIPA1 CYFIP1 LOC283683 60K
NIPA2
HERC2P2
GOLGA8J
o
8 P-8459 15q11.2 Duplikasyon 601 kb NIPA1 ﬁ::‘:rzﬂ LOC283683 180K
GOLGA6L22
GOLGAG6L1
GOLGASDP
. OTUD7A
9 P-8861 15q13.3 Duplikasyon 470 kb CHRNA7 LOC100288637 180K
SPN,QPRT
2G16,MAZ, C160rf54
KIF22 PAGR1,MVP CDIPT-AS1
PRRT2 CDIPT,SEZ6L2 ASPHD1
10 P-7643 16p11.2 Delesyon 533 kb KCTD13,TAOK2 TMEM219 180K
ALDOA HIRIP3, DOC2A INOBOE
TBX6 FAM57B,PPP4C C160rf92
YPEL3, GDPD3 LOC101928595
MAPK3
SPN,QPRT
ZG16,MAZ, C160rf54
KIF22 PAGR1,MVP CDIPT-AS1
PRRT2 CDIPT,SEZ6L2 ASPHD1
11 P-7992 16p11.2 Delesyon 533 kb ALDOA KCTD13,TAOK2 TMEM219 180K
HIRIP3, DOC2A INOBOE
TBX6 FAM57B,PPP4C C160rf92
YPEL3, GDPD3 LOC101928595
MAPK3
12 P-5866 16p13.3 Duplikasyon 4,2 kb SOX8 60K
13 P-8253 16p13.3 Duplikasyon 12 kb TSC2 60K
14 | P-5104-K1 20p12.1 Delesyon 159 kb MACROD2 180K
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Tablo 4.2.Epilepsi ile iligkili patojenik/muhtemel patojenik CNV saptanan
olgularin klinik 6zellikleri

Hasta No P-5104 P-5104-K1 P-5424 P-5866 P-6273 P-6572 P-6632 P-7297 P-7643 P-7992 P-8253 P-8459 P-8693 P-8861
Cinsiyet Kadin Kadin Kadin Erkek Kadin Erkek Erkek Erkek Kadin Kadin Kadin Kadin Erkek Kadin
Saptanan CNy | 7022:2022.3 20p12.1 6912913 16p13.3 15q11.2 7q11.23 3p25.3 5p132 | 16p11.2 | 16p11.2 | 16p13.3 | 15q11.2 7435 15913.3
CAzhrn DEL DUP DUP DUP DEL DEL DUP DEL DEL DUP DUP DEL DUP
Karyotip Sonucu normal normal normal 9gh+ 9gh+ normal normal normal normal normal normal normal normal normal
Epilepsi
1-5yas 1-5yas <1yas 518yas | 5-18yas 518 yas <1yas | 518yas | <iyas | 1-5yas | 1-5yas 1-5yas 1-5yas 1-5yas
Baslangig Yas!
" _— JTK JTK . . . Parsiyel
Nébet Tipi JTK Atonik JTK T Miyoklonik JTK JTK JTK JTK JTK Atonik JTK JTK JTK
Antiepileptik ”
ilaglara Direnc yok yok yok yok var yok var yok yok ? yok var yok yok
MR/GGG
e MR/GGG MR/GGG MR/GGG yok MR/GGG MR/GGG MR/GGG | MR/GGG yok yok ? MR/GGG MR/GGG yok
Anne-Baba
Akrabalik var var yok yok ayni koy yok yok ayni kdy yok yok yok yok yok yok
Durumu
Ailede
var var yok var var yok yok yok var yok yok var var yok
Ailede MR
(i var var yok yok yok yok yok var yok var yok yok yok var
Annede
Prenatal Oykii | ozellik yok ozellik yok ozellik yok | ozellik yok ? prenatal ozellik yok | 6zellik yok | 6zellik yok | 6zellik yok | GDM, HT ? ozellik yok ozellik yok
travma
Dogum Sekli NSVY NSVY NSVY CIs ? NSVY NSVY NSVY cIs NSVY NSVY NSVY cIs NSVY
Prematurite yok yok yok var ? yok yok yok yok yok var yok yok var
As'i'::{::“ yok yok yok yok ? var var yok yok yok yok yok yok yok
Yenidogan
? ?
i VoK YK yok yok ? ? yok yok yok yok yok yok yok yok
YDYB yatis ? ?
Gt yok yok yok var ? ? yok yok yok yok var yok yok var
N::'i:i:m Normal Geri Geri Normal ? Geri Geri Geri Normal Normal ? Geri Geri Geri
Konusma ? Geri Geri Normal ? Geri Geri Geri Normal Geri ? Geri Geri Geri
Kraniyofasiyal
dismorfizm var var var yok yok var var var yok yok yok yok var var
svemie | varus | beligingon dsa Ksakint | ol5.
Gl deformitesi varum yok yok yok yok yok b?s?rak yok yok yok el ve ayak parmaklar_d.a yok
. yuriime parmaklari | klinodaktili
p 1-2/6
andivak sistolik ? yok ? 2 yok ? ? 2 2 ? yok yok
Bulgular Sistol
afiirim
isitme Bulgulan yok yok ? ? ? yok ? ? ? yok yok ? yok yok
Gdrme Bulgulan yok ? Strabismus yok ? Strabismus | Ambliyopi ? ? ? ROP ? Strabismus yok
. . *Hipotiroidi
Sirtta Ca”,z':’:':“ Minimal “Viicutta
Diger Bulgular yok hiperpigmente |yok okeleri | solrenal Obezite yok yok yok yok hipo- yok yok yok
lezyon *Bilateral dilatasyon plg:ll:"me
kriptorsidizm
N Pi'lk e ":., . Atipik
02UKUICOVIESH] yok yok yok ? duygudurum | yok yok yok yok yok yok yok yok
(MR/otizm -
bozuklugu
disinda)
EEG anormal anormal ? anormal anormal normal ? normal normal normal anormal anormal normal anormal
Kraniyal anomali
Goriintiileme normal ? ? normal normal ? . normal normal normal |anomalivar| normal normal normal
(MRG, TFUSG)
DEL:Delesyon; DUP:Duplikasyon; JTK:Jeneralize tonik-klonik ; MR:Mental Retardasyon; GGG:Global Gelisim Geriligi; ROP:Premature Retinopatisi GDM:Gestasyonel Diabetes Mellitus;
HT:Hipertansiyon; NSVY :Normal Spontan Vajinal Yol; C/S:Cesarean Section; YDYB:Yenidogan Yoogun Bakim; MRG:Manyetik Rezonans Goéruntiileme; TFUSG:Transfontanel Ultrasonografi;
?:Bilinmiyor
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4.4 Hasta Verilerinin aCGH Sonuglari Agisindan Karsilastiriimasi

Epilepsi ile iligkili bir CNV saptanan olgular; ¢galigilan aCGH ¢ozunurligune
gore Kkarsilastirildiginda iki grup arasinda istatiksel olarak anlamh fark
saptanmamistir(p:0,722; %95 ClI).

| p:0,722 (%95 Cl) |

~ 31,4%
S %
2 68,6%
Hee)
I —
O S
o C
@ 35
N
S 27,6%
4 /0%
o %
o 72,4%

W Epilepsi ile iliskili CNV ~ ®m Normal

Sekil 4.13.0Olgularin aCGH sonuglarinin aCGH ¢oziinurligiune gore

karsilagtinnimasi.

Olgularimiz, epilepsi baglangi¢ yasina gore karsilastirildiginda; epilepsisi
yenidogan doneminde ve 18 yas Ustlinde bagslayan hastalarda epilepsi ile iliskili
CNV gbézlenmemis olmakla birlikte gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p:0,575; %95 ClI).

Epilepsi baslangic yasina gore hastalar; <5 yas, 5-18 yas ve 18 yas<

olarak gruplandiginda da epilepsi ile iligkili CNV acgisindan gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p:0,288; %95 CI).
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| p:0,575 (%95 C1) |

100,0% 100,0%
81,0%
66,7% 63,0%
33,3% 37,0%
19,0%
0,0% . 0,0%

% % % % %

Yenidogan <lyas 1-5 yas 5-18 yas 18 yas<
dénemi

Epilepsi Baslangig Yasi

B Normal M Epilepsiile iligkili CNV

Sekil 4.14.0lgularin aCGH sonuglarinin epilepsi baslangi¢ yasina gore

karsilastiriimasi.

Olgularimizda saptanan epilepsi ile iligkili CNV sayisl, nobet tiplerine gore
karsilastinldiginda, gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p:0,604; %95 CI).
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Sayl 20 11 31

Jeneralize tonik-klonik nobet % 64,5% - 35,5% 100,0%
Sayi 7 2 °

Parsiyel nobet % 77.8% - 22.2% 100,0%

Sayi 5 3 8

Miyoklonik nébet % 62,5% - 37,5% 100,0%
Sayl 10 1 1

Atonik Nobet % 90,9% . 9,1% 100,0%

Sayi 1 1 2

Absans nobet % 50,0% _ 50,0% 100,0%

- Sayi 3 0 3

Posttravmatik nébet % 100,0% 0,0% 100,0%
Sayl 7 4 "

En az iki nobet tipi birlikte % 63,6% - 36,4% 100,0%
- Sayl 1 0 1

Diger % 100,0% 0,0% 100,0%

B Sayl 2 2 4
Bilinmeyen o 50,0% _ 50,0% 100,0%

Sekil 4.15.0lgularin aCGH sonug¢larinin nobet tipi gore
karsilastirimasi. Kirmizi yatay sutunlar, epilepsi ile iligskili CNV saptanma
%’sini; mavi yatay sutunlar ise aCGH analizinde epilepsi ile iligkili CNV

saptanmama %’sini gostermektedir.

Hastalarimizda saptanan CNV’ler, hastanin kraniyal goruntulemesinde
anomali olup olmadigina gore degerlendirildiginde (58/80 olgu); intrakraniyal
anomalisi olanlarin %18,2’sinde epilepsi ile iligkili bir CNV saptanirken
intrakraniyal anomalisi olmayanlarda ise bu oran %33,3 olarak saptanmistir.
Ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildir (p:0,210;%95 ClI)
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p:0,210 (%95Cl)

81,8%

66,7%

33,3%

18,2%

%

Normal Anomali var

%

intrakraniyal anomali

H Normal M Epilepsiile iliskili CNV

Sekil 4.16.0lgularin aCGH sonugclarinin intrakraniyal anomali saptanma

durumuna gore karsilagtiriimasi.

Epilepsiye ek olarak MR/GGG klinigi olan 45 hastanin 31’inde (%68,9)
aCGH analiz sonuglari normal iken, 14’Unde (%31,1) en az bir epilepsi ile iligkili
patojenik, muhtemel patojenik veya VUS CNV saptanmistir. Hastalarin 7’sinde
MR/GGG klinigi ile ilgili veri elde edilememis olup aslinda bu hastalarin 5’'inde en
az bir patojenik, muhtemel patojenik veya VUS CNV tespit edilmigtir. Bu
hastalarin 6’sinin bagvuru sirasinda bir yagindan kuguk oldugu ve kalan bir
hastanin da mental retardasyonu olan P-7362 no’lu hastanin kiz kardesi oldugu
g6zlenmistir. Ancak kendisinin MR/GGG Klinigi olup olmadigina dair veri elde
edilememigtir. Hastalarda MR/GGG fenotipi varhgl ile aCGH sonugclari
kargilastirildiginda, epilepsi ile iligkili CNV saptanma durumu agisindan istatiksel
olarak anlaml fark saptanmamistir (p:0,210;%95 ClI).
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Tablo 4.3. Olgularin aCGH sonug¢larinin MR/GGG saptanma durumuna gore
karsilastiriimasi.

Normal Epilepsi ile iligkili CNV TOPLAM
var 31 (68,9%) 14 (31,1%) 45 (100%)
8 yok 22 (82,1%) 28 (100%)
g bilinmeyen 2 (28,5%) 7 (100%)
= TOPLAM 55 (74,0%) 80 (100%)

Olgularimizin 75/80’inde antiepileptik ilaglara direng olup olmadigi ile ilgili
veri elde edilmis olup toplamda 13 hastada direngli epilepsi oldugu goraimustur.
Direncli epilepsisi olan olgularin %30,8'inde epilepsi ile iligkili bir CNV
saptanirken, direngli epilepsi olmayan grupta bu oran %30,6’dir ve bu iki grup
arasinda epilepsi ile iliskili CNV saptanma durumu acgisindan istatiksel olarak

anlamli fark saptanmamistir.

69,2% 69,4%

30,8%

%

30,6%

%

var yok

Antiepileptik ilaglara Direng
B Normal m Epilepsiile iliskili CNV

Sekil 4.17.0lgularin aCGH sonuglarinin antiepileptik ilaglara direng

durumuna gore karsilastiriimasi.
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Olgularimizda saptanan aCGH sonuglari, hastalarin aile dykulerine goére
degerlendirildiginde; 61/79 olgunun anne-babasi arasinda akrabalik yoktu. Anne-
babasi arasinda en fazla tGguncl kuzen akrabalik olan veya kdken olarak ayni
veya yakin kdyden olan bireylerin %22,2’sinde epilepsi ile iligkili CNV
saptanirken, bu oran anne-babasi akraba olmayan grupta %32,8 olarak tespit
edilmistir. Ancak bu fark istatiksel agidan anlamli degildir (p:0,392; %95 ClI).
Ailesinde epilepsi/ndbet tanili birey dykisu olan olgularin %27,9’'unda; ailesinde
MR tanili birey 6ykusu olan olgularin %40,9’unda epilepsi ile iligkili CNV
saptanmistir. Ancak aile 6yklsu ile ilgili verilerde, aCGH sonuglarl agisindan
kendi alt gruplarinda (var/yok) istatiksel olarak anlaml fark saptanmamigtir.

p:0,392; %95 Cl | p:0,660; %95 Cl P:0,190; %95 Cl

ANNE-BABA AKRABALIK DURUMU |  AILEDE EPILEPSI/NOBET TANILI | AILEDE MENTAL RETARDASYONLU
BIREY OYKUSU BIREY OYKUSU

B Normal m Epilepsi ile iliskili CNV

Sekil 4.18. Olgularin aCGH sonuglarinin aile oykiisiine gore

karsilastiriimasi.

Ayni zamanda laboratuvarimizda hastalarimiza yapiimig diger sitogenetik
ve molekuler testlere ait veriler de kaydedilmistir. Bu verilere gore; ¢calismamiza
dahil edilen olgularin 25’inde dizi analizi yontemlerinden biri ¢alisiimistir. Bu

olgularin 16’sina epilepsi NGS paneli veya WES analizi; 9’'una ise hastanin klinigi
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ile ilgkili olabilece@i dusunulen tek gen dizi analizi ¢gahisiimigtir. Bu ¢alismalarda;
aCGH analizi normal saptananlarin %36,8’sinde dizi analizi yontemleri ile
patojenik/VUS bir nokta mutasyon saptanmistir. Epilepsi ile iligkili bir CNV
saptanmis olan bir olguda ise (P-8964) epilepsi NGS paneli testinde ALG13
geninde ¢.2278G>T varyanti heterozigot saptanmis olup bu varyant da muhtemel

benign-VUS olarak degerlendirilmigtir.

Tablo 4.4. Olgularin aCGH sonuglan ile dizi analizi sonug¢larinin
karsilagtirnnimasi.

Dizi Analizi Sonuglari
Epilepsi NGS / WES Analizi Tek Gen Analizi
Patojenik/ Patojenik/
Normal VUS Normal VUS Toplam

— Normal Sayi 8 5 4 2 19
55 % 42,1% 21,1% 10,5% ) 100,0%
R 5 Epilepsiile Sayi 2 1 3 0 6
@ iligkili CNV' o, 33,3% 16,7% 50,0% 0,0% 100,0%
Toplam Sayi 10 6 7 2 25
% 40,0% 24,0% 28,0% 8,0% 100,0%
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5.TARTISMA

Epilepsi, tekrarlayan epileptik nobetlerle karakterize yaygin bir epizodik
ndrolojik hastaliktir ve etiyolojisinde genetik nedenler énemli rol oynamaktadir.
Baglanti galigmalari, epilepsiye duyarlilik genlerini barindirabilen ¢oklu lokuslari
lokalize etmis ve mutasyon analizleri ile idiyopatik epilepsili hastalarda birgok

gende bir dizi mutasyon saptanmistir.

Farkli epilepsi tiplerine sahip hastalarda epilepside risk faktori ya da
epilepsi nedeni olarak CNV'ler, olgularin yaklasik % 5-12'sinde bildirilmigtir (56).
Calismamizda, 80 hastanin 14’Unde (%17,5) epilepsi klinigi ile iligkili bir patojenik
veya muhtemel patojenik CNV tespit edilmis olup bu oran literatlrdeki
bildirimlerden yuksektir.

Mefford ve arkadaslarinin yaptigi calismada 517 epilepsi hastasinin
%8,9’unda, 2493 kontrol bireyde bulunmayan en az bir nedensel CNV saptandigi
bildirilmigtir (2). Epilepsi ve ilerleyici bilissel bozukluk ile karakterize epileptik
ensefalopati tanili 315 hastada yapilan bir galismada ise; hastalarin %7,9'unda
kontrollerde saptanmayan bir veya daha fazla CNV saptanmistir. Hastalarin
%4,1'inde saptanan CNV(ler)in patojenik veya muhtemel patojenik oldugu
bildirilmigtir. Ek olarak 12 hastada kontrollerde saptanmayan ancak klinik 6nemi
bilinmeyen bir veya daha fazla CNV tespit edilmistir (59). Epilepsi veya ndbet
tanih 805 hastanin alindigi bir CMA calismasinda, hastalarin 323’Gnde (%40,1)
bir CNV saptanmis olup en az 40 hastada (%5) hastanin fenotipi, saptanan CNV
ile iligskilendirilmigtir (7). Epilepside CNV’lerin rolu Uzerine yapilmis buyuk
calismalardan birinde Lal ve arkadaslar, 1366 GJE hastasi ve 5234 kontrol
grubunda yaptiklari SNP array galismasinda, kontrol grubuna (%4) kiyasla GJE
grubunda (%7,3) mikrodelesyon agisindan belirgin artis saptandigi bildirilmigtir.
Ozellikle bilinen 7 genomik hotspot bdlgedeki (1921.1, 15q11.2, 15q13.3,
16p13.11,16p12, 16p11.2, 22911.2) reklrren mikrodelesyonlarin, GJE grubunda
saptanan tum delesyonlarin  %36,9'unu olusturdugu ve bu bolgedeki
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delesyonlarin kontrollere gore 7,5 kat daha fazla tespit edildigi raporlanmistir.
Ayrica sadece GJE hastalarinda bulunan mikrodelesyonlarin, daha 6nce epilepsi
ve noropsikiyatrik bozukluklarla iligkilendirilmis ¢ok sayida gen (NRXN1,
RBFOX1, PCDH7, KCNA2, EPM2A, RORB, PLCB1) barindirdigi tespit edilmistir
(60).

Mercimek-Mahmutoglu ve arkadaslarinin direngli epilepsi, GGG ve bilissel
islev bozuklugu olan hastalarda yaptidi calismada; calismaya alinan 110
hastanin %28’inde genetik neden tespit edilmigtir. Hastalarin %7’sinde kalitsal
metabolik bozukluk ve %21’inde diger genetik nedenler (%75'inde otozomal
dominant, % 20'sinde X'e bagli ve % 12,5'inde otozomal resesif kalitim paterni)
saptanmigtir. Bu galismada tum hastalarin %2,7’sinde aCGH ile patojenik CNV
ve % 12,7'sinde NGS analizi ile genetik neden tespit edilmigtir. Tani alan
hastalarin %45’'inde EE NGS panelleri ile genetik taniya gidildigi bildirilmigtir.
Ozellikle hastalarin %4,5'inin tedavi edilebilir bir kaltsal metabolik hastaligi
olmasi oldukga dikkat gekicidir (43).
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Epileptik Ensefalopati

1. Basamak:Klinik Degerlendirme ve Aragtirmalar

Klinik Pridoksin/P5P'ye | Beyin MRG | PAA, UOA, Hey aCGH | BOS AA ve
Ozellikler Yanit BOS glukoz
Menkes Hast. | AUriner a- AASA Lizensefali —l’l((qila_lma_min G ¥ Patoenik  RGLuT1
3535 , PDE-ALDH7A1 CHARGE s o ngikliéi
ett sendromu (oo o anca Sendromu i
| eksikligi
b= PNPO yetmezligi
4.5% 1.8% 1.8% 1.8% 2.7% 1.8%

S

2. Basamak: Epileptik Ensefalopati Genlerine Yénelik Hedef NGS Panelleri

SCN1A, SCN2A, SCN8A, KCNQ2, STXBP1, PCDH19, SLC9AG Epileptik ensefalopatileri
12.7%

3. Basamak Kas ve Cilt Bivopsileri

PDHC Eksikligi
0.9%

P5P: piridoksal-5-Fosfat; PAA: plazma amino asidi; UOA: idrar organik asitleri; Hey: homosistein; aCGH: dizi kargilastirmali genomik
hibridizasyon; MRG: manyetik rezonans goriintileme;BOS:beyin omurilik smsi; AA:aminoasit;alfa-AASA:alfa amino adipik semialdehit
SGB: Simpson Golabi-Behmel; MTHFR: metilentetrahidrofolat rediktaz; GE: glisin ensefalopatisi PDE-ALDH7A1:piridoksin bagimli
epilepsi (PDE) PNPQ: piridoks(am)ine-5-fosfat aksidaz; PDHC: piruvat dehidrojenaz kompleksi.

Sekil 5.1. Mercimek-Mahmutoglu ve ark.(43)’nin c¢alismasinda
epilepsi genetik tani algoritmasi ve sonuglari. Kirmizi daire, ¢aligmada

aCGH ile patojenik CNV saptanma oranini gostermektedir.
Borlot ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada;143 acgiklanamayan ¢ocukluk

cag! baslangiclh epilepsi ve ID olan hastalarin 23’unde (%16,1) patojenik veya
muhtemel patojenik CNV saptandigi bildirilmigtir (61).
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Calismamizdaki olgularda epilepsi i¢cin nedensel bir CNV saptama
oranimiz literatirdeki c¢alismalardan yuksek bulunmasinin nedeni, c¢alisma
grubumuzun kuglk, olgularin %56,3’Unde MR/GGG fenotipinin eslik etmesi,
%53,8’inde ailede epilepsi tanili birey dykisunun bulunmasi ve 6zellikle CNV

yorumlamasinda boyut filtrelemesi yapmamamiz olabilir.

Ailede epilepsi tanili birey bulunmasi genetik degerlendirmede énem arz
etmektedir. Clnku kalitim derecesi tum epilepsi tipleri icin %32, fokal epilepsiler

icin %23 ve fokal olmayan epilepsi igin %36 olarak bildirilmistir (11,14).

Vadlamudi ve arkadaslarinin 534 etkilenmis ikizle yaptigi ¢alismada; DZ
ikizlere gore MZ ikizlerde; IJE (MZ:%77; DZ:%35), febril nébetli genetik epilepsi
(MZ:%85; DZ:%25) ve fokal epilepsi (MZ:%40; DZ:%3) acisindan daha yuksek
oranda konkordans tespit edilmistir. Belirtilen oranlar degerlendirildiginde IJE’de
MZ ikizlerde konkordans olduk¢a yuksekken, fokal epilepside MZ ikizlerde bile
konkordansin dustugu gorulmektedir. Ayrica bu ¢alismada, test edilen 384 ikiz
bireyin %10,9'unda bilinen epilepsi genlerinde buyuk etkiye sahip mutasyonlar

veya dogrulanmig duyarllik allelleri saptanmstir (38).

Buna karsin olgularimiz igerisinde her ikisinde de epilepsiye eslik eden
MR/GGG fenotipi olan iki kardeste (P-5104 ve P-5104-K1) farkli kromozomal
bdlgelerde patojenik/ muhtemel patojenik CNV saptanmigstir. Bu gibi durumlarda
her ne kadar hastamizda epilepsi klinigi ile iliskili CNV saptanmis olsa da; epilepsi
hastaliginin poligenik ve multifaktoriyel bir hastalik oldugu unutulmamali ve
hastalar 6zellikle fenotipe katki saglayabilecek olasi nokta mutasyonlar agisindan

da degerlendirilmelidir.
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Olgularimizin 45’inde epilepsiye eslik eden MR/GGG fenotipi mevcut olup
MR/GGG'li olanlarin %31,1’inde epilepsi ile iligkili bir CNV saptanirken, MR/GGG
fenotipi olmayanlarda bu oran %17,9'dur. Ayrica MR/GGG durumu bilinmeyen 7
hastanin 5’'inde (%71,4) epilepsi ile iliskili bir CNV saptanmis olup bu hastalarin
6’sinin bagvuru sirasinda bir yagindan kiiguk olmasi aslinda epilepsi hastalarinda
olasi MR/GGG fenotipi saptanmadan once epilepsi etiyolojisine yonelik yapilan

aCGH’nin erken tani agisindan verimini gostermektedir.

Epilepsi, entelektlel yetersizlikli kigsilerde en sik gorulen norolojik hastalik
olup, genel populasyondaki (%0,4-1) ile karsilastirildidinda, prevalansi daha
yuksek (% 22,2) olarak bildirilmistir (62). Ayrica genel populasyona gore MR’li

kisilerde epilepsi fenotipi daha agir, tanisi ve tedavisi daha zor olabilmektedir.

Mullen ve arkadaslarinin 359 GJE ve 60 ID+GJE’li birey alarak yaptigi
calismada; ID+GJE’li hastalarin %28'inde (17/60) en az bir nedensel CNV
saptanmig olup 15913.3, 15911.2 ve 16p13.11 mikrodelesyonlarinin sadece
GJE’si olan gruba gore ID+GJE’li grupta 3 kat daha ylksek oranda (%10’a
karsilik %3) saptandidi bildirilmistir. Ayrica genom ¢apinda CGH ¢alismasinda,
ID+GJE’li hastalarin %22’sinde nadir CNV tespit edilmigtir (58).

Coppola ve arkadaslarinin yakin zamanda yapti§i ¢alismada; zihinsel
yetersizlik, psikiyatrik bulgular ve diger ndrolojik veya norolojik olmayan
Ozelliklerin eslik ettigi (epilepsi plus) 1097 epilepsi hastasindaki CNV
degerlendirmesinde; hastalarin 120'sinde (%10,9) en az bir patojenik otozomal
CNV; 19'unda (%1,7) en az bir muhtemelen patojenik otozomal CNV saptandigi
bildirilmistir. Bu hastalarin 11’inde (%1) birden fazla (muhtemelen) patojenik CNV
tespit edilmigtir. Patojenik CNV tasiyicilarinin fenotipik Ozellikleri ile patojenik

olmayan CNV tasiyicilarinin ozellikleri karsilastirildiginda, nérolojik olmayan
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komorbiditesi 6zellikle de dismorfizmi olan hastalarin, patojenik CNV tasima
olasiliklarinin daha yuksek oldugunu gosterilmistir (56).

Lal ve arkadaglarinin galisma verilerinin de dahil edildigi, 1366 GJE, 281 RE
ve 807 yetiskin fokal epilepsi ile toplam 2454 olgu ve 6746 kontrolin alindigi
calismada; 12 hotspot bolge (1921.1, 3929, 10922923, 15911.2, 15q13.3, 15q24,
16p11.2, 16p12, 16p13.11, 17912, 17921.3 ve 22911.2) ele alindiginda kombine
epilepsi analizinde mikrodelesyonlarin olgu grubunda daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Epilepsi subtiplerine gore analiz edildiginde ise GJE grubundaki
hotspot mikrodelesyonlarin genel sinyalin ¢oguna katkida bulundugu

saptanmigstir (20).

Olgularimizin buyudk ¢ogunlugunda (31/80) JTK ndbet mevuttu. Ancak
calismamizda ndbet tipleri arasinda epilepsi ile iligkili CNV saptanma durumu

agisinda fark saptanmamisgtir.

5.1 Olgularda Saptanan CNV’ler

Caligmamizda olgularimizin 16’sinda (%20) patojenik/muhtemel patojenik
bir CNV saptanmigtir. Bu hastalarin 14’Unde (%17,5) saptanan CNV hastanin
epilepsi Kklinigi ile iligkili olarak degerlendirilmistir. 2 hastada (P-5244 ve P-6490)
saptanan CNV’ler ise patojenik/muhtemel patojenik olarak degerlendiriimesine
ragmen hastadaki epilepsi klinigini agiklamadigini dasunuldigunden “Klinik ile
iliskisiz patojenik CNV” olarak degerlendirilmigtir.

Olgularimizin 12’sinde (%15) ise en az bir “Klinik dnemi bilinmeyen
varyant-VUS” tespit edilmistir. Bu hastalarin ikisinde, bir patojenik/muhtemel
patojenik CNV saptanirken, 4 hastada ise en az 2 VUS gozlenmistir.
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P-2473 nolu hastada 5q13.2 bolgesinde 1,7 Mb’lik heterozigot delesyon
saptanmigtir. Bu bolgede yer alan 20 adet genden, OCLN, SMN1 ve SMN2
genleri morbid OMIM genleri olup sirasiyla “Psédo-TORCH Sendromu 1(OMIM
N0:251290), “Spinal muskdler atrofi 1-2-3-4(OMIM No:253300 - 253550 - 253400
- 271150) ve “Spinal muskuler atrofi, tip Ill, modifier of} (OMIM No0:253400)"
fenotipleri ile iliskilendiriimektedir (46). Bu genlerdeki patojenik mutasyonlar ile
olusan hastaliklarin kalitim paterni otozomal resesiftir. Bu bolge ile benzer kirik
noktalari olan delesyonlar DGV (esv22113; dgv5696n100; dgv9838n54) veri
tabaninda bildirilmistir (63,64). Ayrica ClinVar veri tabaninda hastamizdaki ile
benzer buyuklikte ve benzer gen bolgelerini iceren heterozigot delesyonlar
“benign” (ClinVar no:150655,150774) olarak bildirilmistir (65).
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Sekil 5.2.P-2473 no’lu hastadaki 5gq13.2 delesyonunun aCGH goéruntusu.

Hastamizda spinal muskduler atrofi hastaligina yonelik olarak da dogrulama
amaci ile SMN1/SMN2 geni 7 ve 8. ekzonuna yonelik MLPA ( MRC Holand
SALSA MLPA P060 SMA Carrier probemix kiti ile) analizi yapiimis ve SMN1 geni
7 ve 8. ekzonlarda delesyon/duplikasyon saptanmazken, SMN2 geni 7 ve 8.
ekzonlarda homozigot delesyon saptanmistir. Ancak SMN2 delesyonu
hastamizin klinigini acgiklamamaktadir. Hastada saptanan delesyon bdlgesi
OCLN geninin 10. ekzonunu icermektedir. OCLN genindeki delesyonun

heterozigot olmasi nedeni ile bu durumun tasiyicilik veya hafif klinik fenotip ile
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uyumlu olmasi beklenmektedir. Ancak OCLN geni ile iligkilendirilen Psodo-
TORCH Sendromu tip 1 hastaliginda bildirilen klinik bulgular ile birlikte
degerlendirildiginde, hastamizin direngli epilepsi, mental retardasyon, konjenital
katarakt, hipotoni, alt ekstremitelerde spastisite bulgularinin olmasi ve 6zellikle
dosya bilgilerinden elde edilen verilerde hastanin ayirici tanisinda konjenital CMV
enfeksiyonu on tanisinin da yer almasi, OCLN geninin diger allelinin olasi nokta
mutasyonlar agisindan degerlendiriimesini gerektirmektedir. ClinVar veri
tabaninda bu delesyon bdlgesinin benign olarak degerlendiriimesine ve OMIM
veri tabaninda bu hastaligin kaltim paterninin otozomal resesif olarak
bildiriimesine ragmen; DECIPHER veri tabaninda OCLN geni igin haployetmezlik
skoru %18,93 olarak bildirilmistir (yUksek degerler, 6rnegin% 0-10, bir genin
haployetmezlik sergileme olasiliginin daha ylksek oldugunu; disuk degerler,
ornegin % 90-100, bir genin haployetmezlik sergilememe ihtimalinin daha yuksek
oldugunu gostermektedir) (66). Bu nedenle bu degisimin hastamizdaki klinik
bulgulara katkisi olabilece@i disunilmus olup saptanan bu varyant “klinik 6nemi

bilinmeyen-VUS” olarak yorumlanmistir.

Ayni hastada ayrica 14q31.1 bolgesinde 103 kb’lik heterozigot delesyon
saptanmistir. Bu bdlgede yer alan 2 genden TSHR geni morbid OMIM geni olup
“Ailesel gestasyonel hipertiroidizm (OMIM No: 603373), “Non-otoimmun
hipertiroidizm (OMIM No: 609152)", “Konjenital non-guatr hipotiroidizm 1 (OMIM
No: 275200)" hastaliklar ile iligkilendiriimektedir (46). Bu hastaliklardan
otoimmun olmayan hipertiroidizm, otozomal dominant kalitim paternine sahiptir.
Hastanin verilerinde annesinin prenatal ddnemde gestasyonel hipotiroidi nedeni
ile tiroid hormon replasmani aldigi ve dogum sonrasinda gerek gorulmedigi igin
replasman tedavisinin kesildigi bilgisi yer almaktaydi. Ancak hastamizda
herhangi bir tiroid hormon bozuklugu olup olmadigina ait veri bulunamadi. Bu
bdlge delesyonlari DGV veri tabaninda bildiriimemistir. DECIPHER veri
tabaninda hastamizdaki genleri igeren ve buyukluk bakimindan hastamizdakine
yakin olan bir olgu bildirimi (DECIPHER hasta no:283816) bulunmaktadir (66).

Ancak veri tabaninda bu olgunun fenotipi ve varyantin patojenitesi ile ilgili yorum
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bulunmamakta olup varyantin heterozigot oldugu ve babadan kaltildigi
bildirilmigtir. ClinVar veri tabaninda ise hastamizdaki delesyon bolgesi ile kismen
ortisen delesyonlar “VUS” (ClinVar no:687173) olarak bildirilmistir (65). TSHR
genindeki patojenik mutasyonlardan kaynaklanan otoimmun olmayan
hipertiroidizmde hastamizda goérilen mental retardasyon, néromotor gelisimde
gerilik, konusma geriligi bulgular gézlenebilecegi, ayrica bu hastaligin degisken
fenotip gosterdigi, baslangi¢ yasinin yenidogan déneminden yetiskinlik ddnemine
dek degisebilecegi bildirildiginden ve hastamizin tarafimiza basvuruda 3 ay 21
gunluk oldugu goz onune alindiginda hastanin bu klinik agisindan takip edilmesi
gerektigi dusunulmistir. Ozellikle metabolizma dizenleyicileri olarak bilinen
tiroid hormonlarn (TH’ler), L-tiroksin ve L-triiyodotironin, tiroid bezinin Urettigi
tirozin kaynakh hormonlardir. Normal santral sinir sistemi gelisiminde ve fizyolojik
fonksiyonlarda onemli bir rol oynamaktadirlar. Nukleer reseptorlere baglanarak
ve gen ekspresyonunu module ederek, TH'ler gelismekte olan ve yetiskin
beyinlerinde néronal gogl, farklilasmayi, miyelinasyonu, sinaptogenezi ve
ndrogenezi etkilemektedir. GABAerjik néronlarin ve ayrica glutamaterjik
transmisyonun gelisimi ve islevi de TH'lerden etkilenmektedir. Altta yatan
molekuler mekanizmalar hala bilinmemesine ragmen, TH'lerin inhibe edici ve
uyarici noronlar uzerindeki etkilerinin, beyin nobet aktivitesini etkileyebilecedi
bildirilmigtir (67). Bu nedenlerle hastada goértlen delesyon “klinik &nemi

bilinmeyen-VUS” olarak yorumlanmistir.

Epilepsi, hafif mental retardasyon, mikrosefali, ayakta varus deformitesi,
kardiyak sistolik tfurim fenotipi olan P-5104 numarali hastada 7. kromozom
g22.2qg22.3 bolgesinde yaklagik 803 kb’lik heterozigot delesyon saptanmistir. Bu
delesyon bolgesinde 3 adet morbid OMIM geni (KMT2E, RINT1 ve PUS7), 2 adet
OMIM geni (LHFPL3, SRPK2) ve 5 adet OMIM disi gen (LHFPL3-
AS2, LINC01004, KMT2E-AS1, EFCAB10, ATXN7L1) bulunmaktadir.
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Bu bdlgenin delesyonlari DGV veri tabaninda yer almamaktadir. ClinVar
veri tabaninda, hastamizdaki OMIM genlerinin gogunu iceren (ORCS, RELN,
PSMC2, SRPK2, PMPCB, DNAJC2, PUS7, KMT2E, SLC26A5, LHFPL3) ancak
boyut olarak daha buyuk bir delesyon (2,1 Mb) bildirimi mevcut olup “muhtemel
patojenik” (ClinVar no:563407) olarak bildirilmigtir (65). Ancak bildirilen bu
delesyon bolgesinde yer alan RELN geni OMIM’'de otozomal dominant kalitimli
ailesel temporal lob epilepsisi klinigi ile iligkilendirilmis (OMIM no:600514) olup
hastamizdaki delesyon bdlgesinde ise bu gen yer almamaktadir (46).
DECIPHER veri tabaninda da hastamizdaki gen bdlgeleri ile ¢akisan (LHFPLS3,
KMTZ2E, PUS7, SRPK2, RINT1, ORC5, LHFPL3-AS1, LINC01004, KMT2E-AS1,
EFCAB10, ATXN7L1,CDHRS3, EIF4BP6, RWDD4P1, RNU6-1322P, YBX1P2,
RN7SL8P) fakat daha buyuk boyuttaki (1,87 Mb) bir de novo heterozigot
delesyon bildirimi (DECIPHER hasta no: 327884) mevcuttur (66). Bu olgu
fenotipik olarak “derin yerlesimli gozler, uzun boy, entelektiel yetersizlik ve

ndbet” seklinde tanimlanmistir. Bu delesyon, bildirilen olguda “Uncertain-

belirsiz” olarak degerlendirilmigtir.

Bu bdlgedeki morbid OMIM genlerinden KMT2E geni OMIM’de otozomal
dominant kalitimli “O'Donnell-Luria-Rodan sendromu (OMIM No0:618512) ile,
PUS7 geni de otozomal resesif kalitiml “Anormal davranig, mikrosefali ve kisa
boy ile entelektlel gelisimsel bozukluk (OMIM No0:618342)” ile iligkilendirilmistir
(46). Literaturde hastamizdaki ile benzer bolgedeki heterozigot delesyonlarin
gelisme geriligi ve epilepsi ile iligkilendirildigi bildirilmistir. O’Donnell-Luria ve
arkadaslarinin nérogelisimsel bozukluklar ve epilepsi etiyolojisinde KMT2E
geninin heterozigot varyantlar Uzerine yaptigi ¢calismada, calismaya alinan 38
bireyin 4’Gnde (%10,5) KMT2E genini iceren mikrodelesyon saptandigi
bildirilmigtir. Saptanan delesyonlarin hepsinin de novo oldugu ve boyutlarinin
0,052-3,21 Mb arasinda degistigi rapor edilmistir (68).
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Sekil 5.3. O’'Donnell-Luria ve ark. (68)’'nin calismasinda KMT2E geni ile

cakisan CNV’ler ve olgumuzda saptanan CNV’nin lokalizasyonu.

KMTZ2E geninde heterozigot mikrodelesyon saptanan 4 olgunun; hepsinde
gelisimsel gecikme ve hafif/orta duzeyde ID, 3’'Unde epilepsi, 2’sinde makrosefali,
1‘inde otizm go6zlendigi rapor edilmistir (68)

Individual  Sex, Age Variant, GenBank: NM_182931.2 Consequence Inhetitance CADD ID Autism Delay  Epilepsy  Macrocephaly”
27 male, 8y, 8m C.4872dupC, (p.Vall625Arges*244) frameshift, protein extension de novo 24 ves no ves no yes
28 male, 24y €.5453_5460del TGGCCCTG, frameshift, protein extension unknown 35 moderate no ves no relative
(p.Vall818Alafs*48)

female, 12y, 11 m  7:103354482-105407628x1, 2.05 Mb microdeletion de novo NA moderate ves ves no yes

female, 18 y 7:104678742-104730547x1, 0.052 Mb microdeletion de novo NA moderate no ves yes no

male, 22y 7:103679146-105547471x1, 1.87 Mb microdeletion de novo NA mild/moderate  no ves yes no

male, 7y 7:104099959-107002808x1, 2.9 Mb microdeletion de novo NA mild no ves yes yes

male, 16y, 3m c.418G-A (p.Val140lle) missense de novo 25 NA yes ves yes NA
34 male, 2y, 5m ¢.850T>C (p.Tyr284His) missense de hovo 24 severe NA yes yes no
35 female, 2y, 11 m €.2720A>T (p.Asp207Val) missense de novo 24 severe no yes yes microcephaly
36 female, 36 y ¢.4126C>T (p.Pro1376Ser) missense de novo 1n mild no ves yes microcephaly

NA = not available; NMD = nonsense-mediated decay.
*Macrocephaly is defined here asa head circumference =2 standard deviations (SD) above mean for age and microcephaly as >—2 5D below mean for age. Relative macrocephaly is defined here as a head circumference 1 5C

above the SD of the height.

Sekil 5.4.0’Donnell-Luria ve ark. (68)’'nin calismasinda KMT2E geni ile

cakisan CNV saptanan olgularin klinik bulgulari.
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Ozellikle KMT2E geninde glidiik protein olusumuna neden olan mutasyon
saptanan bireylere gore; KMT2E genini iceren mikrodelesyon tasiyan bireylerde
daha agir gelisimsel gecikme go6zlendigi saptanmistir. Bu durumun
mikrodelesyon bdlgesinde yer alan diger genler (6zellikle SRPK2 ve LHFPL3) ile
iligkili olabilece@i vurgulanmistir (68). Bildirilen olgularda genelde makrosefali
saptanmig olmasina ragmen; hastamizda mikrosefali olmasi da bu durum ile
aciklanabilir. Hastamizin fenotipi (6zellikle epilepsi, hafif dlizeyde mental
retardasyon) ile birlikte degerlendirildiginde bu delesyon “patojenik” olarak

degerlendirilmigtir.

P-5104 no’lu hastanin kiz kardesi olan P-5104-K1 numarali hastada;
7922.2922.3 bolgesindeki problarda herhangi bir CNV saptanmamistir. Ancak
genel gelisim geriligi, otizm?, epilepsi tanilariyla takipli hastada 20. kromozom
p12.1 bolgesinde 159 kb’lik heterozigot delesyon tespit edilmistir. Bu delesyon;
MACROD2 geninin 5. intron bolgesinde yer almaktadir.
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Sekil 5.5.P-5104-K1 no’lu hastada MACROD2 genindeki parsiyel

delesyonun aCGH goruntisii.
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Hastamizdaki ile benzer gen bdlgesindeki delesyonlar, DGV veri

tabaninda (esv3893297, dgv7469n54, dgv4251n100) bildirilmistir (63,64).
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Sekil 5.6.DGV veri tabaninda MACROD2 geni bolgesinde bildirilen CNV’ler
(63,64).



Ayrica ClinVar veri tabaninda MACROD2 genini iceren varyantlar; bayuk
cogunlukla “benign/muhtemel benign” olarak yer alsa da OSB ve sizofreni
olgulari basta olmak Uzere VUS/muhtemel patojenik olarak da bildirimleri
mevcuttur (65). Kushima ve arkadaslarinin 1108 OSB, 2458 sizofreni ve 2095
kontrol olgusu ile yaptiklari kapsamli CNV galismasinda; 2 OSB ve 2 sizofreni
olgusunda MACROD2 geninde delesyon go6zlenirken, kontrol olgularinda bu

gende herhangi bir CNV saptanmadigi bildirilmigstir (69).

KROMOZOM CNV BOLGESI CNV BOYUTU

TANI HASTA KODU/ YA§(wil)/ CINSIYET BOLGESi (GRCI38) (GRCI3S) DEL/DUP NOTLAR
ASD ASDO0172/22M 20p12.1 chr20:14490624-14573076 82.453 Del MACROD? del (CEPILEPTIK NGBET )
ASD ASD0391/10M 20p12.1 chi20:15307783-15453889 146.107 Del MACROD? del

SCZ SCZ0052/31/F 20p12.1 chr20:14656734-14876708 219.975 Del MACROD? del
scz SCZ2312/67/F 20p12.1 chr20:14631584-14707775 76.192 Del MACROD? del

0SD: Otizm Spektrum Bozuklugu; SCZ:Sizofreni; F:Female-Kadin; M:Male-Erkek; Del:Delesyon; Dup:Duplikasyon

Sekil 5.7.Kushima ve ark. (69)’nin galigmasinda MACROD2 geninde

saptanan CNV’ler.

MACROD2 geninde delesyon bildirilen otizmli olgularin birinde
(ASDO0172/22/M) epileptik nébet klinigi de rapor edilmistir. Ancak bu delesyonlar
bizim hastamizdan farkli olarak Kklinik olarak 6nemli ekzonik CNV olarak
bildirilmigtir. Hastamizdaki delesyon bdlgesi ise genin 5. intron bdlgesinde yer
almaktadir. Buna karsin Jones ve arkadaslarinin yaptigi calismada MACROD2
geninin 5. intronunda yer alan c.418+81866T>C (rs4141463) tek nukleotid
polimorfizminin otistik benzeri dzelliklerde iletisim/akil yarttme alt dlgegi ile guglu
iligkisinin oldugu ortaya konmustur (70). MACROD2 geni énemli oranda beyinde
eksprese edilmektedir (71). Ek olarak bu geni iceren delesyon, GJE hastalarinda
yapilan bir ¢calismada bildirilmigtir (60). Bizim olgumuzda da genel gelisimsel
gerilik, epilepsi ve otizm suphesi olmasi nedeni ile 20p12.1 bolgesinde saptanan
MACROD2 genindeki parsiyel delesyon “muhtemel patojenik” olarak
degerlendirilmigtir. Hastanin kardesinde (P-5104) calisilan aCGH ¢6zunurlugu
(60K) farkli olmasi nedeni ile bu bolge net degerlendirilememistir ancak gen
dizeyinde problar incelendiginde, CNV kabul etme kriterlerimizi karsilayan bir

delesyon saptanmamistir. Ancak bu durum, bu bdlgede daha az sayida prob
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olmasina bagh olabilir. Bu nedenle benzer fenotip sergileyen kardesine de daha
yuksek ¢ozunurlukte aCGH galigilmasi gerekmektedir.

P-5244 nolu hasta, sicak su epilepsisi tanisiyla takip edilmekteydi. Elde
edilen verilerde, hastanin  oglunda (P-5244-C1) benzer bulgular
bulunmaktayken, kizinda (P-5244-C2) daha hafif klinik bulgularin oldugu

gOrulmustar.

Refleks nébetler; spesifik bir motor, duyusal ve kognitif uyaranla tetiklenen
ve bu uyaranlarla duzenli olarak tekrarlayan ndbetlerdir. Bu ndbetler okuma,
yemek yeme, muzik dinleme gibi bazi aktivitelerle ortaya ¢ikabilmektedir. Sicak
su epilepsisi (SSE) (banyo epilepsisi, suya daldirma epilepsi) de sicak suya
temas veya daldirma ile tetiklenen bir refleks epilepsidir. 1 yastan énce baslayan
ve kendini sinirlayan infantil formu da tanimlanmigtir. Erigkin tipte ise ¢ocuklar
daha sik etkilenmesine ragmen baslangi¢ yasi degiskendir (72). SSE’de ailesel
kimelenme gozlenmekte olup hastalarin yaklasik %18'inde aile dykuleri pozitif
olarak bildirilmigtir (73). SSE, genetik olarak heterojen bir hastalik olarak
gorunmektedir. Otozomal dominant kalitilan SSE'ye sahip yedi aile, baglanti
analizi ile incelenmis ve SSE icin 4924-g28 ve 10921.3 —qg22.3’te iki lokus tespit
edilmistir (74,75). Buna yonelik olarak Choudhury ve arkadaglarinin bir SSE
ailesinde 4924-q28 bolgesine yonelik yaptiklari tm ekzom tabanh sekans
calismasinda, ZGRF1 geninde SSE segregasyonu ile uyumlu bir missense
mutasyon (c.1805C>T, p.Thr602lle) bildiriimigtir. Daha sonra bu genin tamaminin
288 SSE hastasinda degerlendiriimesi ile, bu gende oOzellikle hasta bireylerde
saptanan bagka mutasyonlar da tespit etmiglerdir (76). Karan ve arkadaslari, ok
sayida etkilenmis bireyin oldugu bir ailede yaptiklari baglanti analizinde SSE igin
9p24.3-p23 lokusunu bildirmislerdir (77). Gelisimsel disleksi/fOSB ve hem
kendiliginden hem de banyo/dus epilepsisi baglaminda ortaya c¢ikan fokal
nobetleri olan genig bir Fransiz-Kanadali ailede, Nguyen ve arkadaslar sinapsin
1(SYN1) geninde bir mutasyon (Q555X) bildirmislerdir. Genetik agidan duyarli bu
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ailede, refleks ndbetlerin, muhtemelen temporo-insular agin hipereksitabilitesi
nedeni ile ortaya ciktigi vurgulanmigtir (78). Hastalarimizda bahsedilen
bdlgelerde herhangi CNV saptanmamigstir. Bu nedenle genetik etiyolojiyi
aydinlatmaya yonelik ileri analizler (tum ekzom sekanslama-WES veya tim

genom sekanslama-WGS) onerilmelidir.

Ancak SSE klinigi olan P-5244 no’lu hastamizda 1p13.3 bdlgesinde 612
kb’lhk heterozigot delesyon saptanmistir. Hastanin kizi ve oglunda da benzer

klinik olmasina ragmen onlarda bu bolge normal gérinmektedir.

Bu bolge delesyonu; DGV veri tabaninda yer almamaktadir. DECIPHER
veri tabaninda ise hastamiz ile benzer gen bolgelerini iceren delesyon saptanan
bir olgu bildirimi (DECIPHER hasta n0:331558) mevcuttur. Bu olgunun fenotipi
davranigssal anomali ve entelektlel yetersizlik olarak tanimlanmakta olup
saptanan 508,42 kb’ik heterozigot delesyon “muhtemel patojenik” olarak
yorumlanmigtir (66). P-5244 nolu hastada saptanan delesyon bodlgesi 4 adet
morbid OMIM geni (TAF13,SARS,SORT1,GNAI3), 8 adet OMIM geni ve 6 adet
OMIM disi gen icermekteydi. Morbid OMIM genlerinden TAF13 geni “Otozomal
resesif mental retardasyon,60(OMIM No: 617432)” ile, SARS1 geni otozomal
resesif kalitimh “Mikrosefali, ataksi ve ndbetlerle giden ndrogelisimsel
bozukluk(OMIM No: 617709)” ile iligkilendiriimektedir (46). Ancak hastamizda
ndrogelisimsel bozukluk veya mental retardasyon klinigi bulunmamaktadir. Bu
delesyon bodlgesindeki morbid OMIM genlerinden SORT1 geni OMIM’de
otozomal dominant kalitimli dugtk yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol duzeyi
ile (OMIM No:613589) iliskilendiriimektedir (46). Hastamizin Glgulen LDL duzeyi
94,3 mg/dl (laboratuvar referans araligi:0-130 mg/dl) olup normal sinirlardaydi.
Yine bu bolgede yer alan morbid OMIM genlerinden GNAI3 geni otozomal
dominant kalitimh “Aurikulokondiler sendrom 1(OMIM No0:602483)" ile
iligkilendirilmektedir (46). Aurikllokondiler sendrom, birinci ve ikinci faringeal

arktaki gelisimsel anomaliden kaynaklanan nadir bir hastaliktir. Temel olarak
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malfore kulaklar (soru isareti seklinde), mikrognati, mikrostomi, kiigiik mandibular
kondil ile karakterizedir. Literaturde PLCB4, GNAI3 ve EDN1'deki patojenik
varyantlar bu sendromla iligkilendirilmistir. Hastaligin penetransi “tam” olarak
bildiriimekle birlikte, hastalarda aile igi veya aileler arasi yuksek oranda fenotipik
degiskenlik gozlenmektedir. Bazi hastalar sendromun tipik fenotipini
gostermeyebilmektedir (79,80).

Hastamiza ait verilerde bu hastaligin bulgularina dair bir bilgiye
rastlanmamistir. Ancak sapatanan degigsimin heterozigot delesyon olmasi,
monoallellik bir fonksiyon kaybi ile sonuglancagindan bu degisim epilepsi fenotipi
icin “klinik ile iligkisiz patojenik” olarak degerlendiriimistir. Hastamizin bu agidan

tekrar degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Genel gelisim geriligi, epilepsi, strabismus klinigi olan P-5424 no’lu
hastada 6q12-q13 bdlgesinde 917 kb’hik ve 17p13.2 bdlgesinde 690 kb’lik
duplikasyonlar saptanmigtir. 6q12-q13 bolgesindeki duplikasyonda 1 adet morbid
OMIM geni (LMBRD1) ve 2 adet OMIM geni (ADGRB3=BAI3,COL19A1) yer

almaktadir.
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Sekil 5.8.P-5424 no’lu hastadaki 6q12-q13 duplikasyonun aCGH goruntusii.
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Bu duplikasyon bolgesi DGV veri tabaninda yer almamaktadir. ClinVar veri
tabaninda, bu bodlgedeki 2,058 kb'hk artis (GRCh38/hg38 6qg12-
13(chr6:68735649-70794393)x4) “patojenik” olarak (ClinVar no:148992)
bildiriimigtir. LMBRD1 geni OMIM’de otozomal resesif kalitimhi “Metilmalonik
asiduri ve homosistinari, cblF tipi(OMIM No:277380)” ile iligkilendirilmigtir (46).
Literatirde bu genin duplikasyonlarinin epilepsi ile iligkilendirildigine dair veri
bulunmamaktadir. Ancak yine bu boélgede yer alan ADGRB3 (=BAI3) geni; akson
rehberligi, miyelinasyon, sinaps olusumu ve fonksiyonu gibi MSS’nin birkag
fonksiyonun dizenlenmesinde anahtar rol oynayan bir adezyon G protein-bagh
reseptor (adezyon GPCR'ler) alt grubunun bir Gyesidir (81). ADGRB alt grubu,
postnatal ve yetiskin beyninde yaygin olarak eksprese edilen ADGRB1, ADGRB2
ve ADGRB3 genlerini (sirasiyla BAl1, BAI2 ve BAI3 olarak da bilinir) igermektedir.
ADGRB1 ve ADGRB3 postsinaptik bolgede, ADGRB3 ise beyincikte yuksek
oranda eksprese olmaktadir. Scuderi ve arkadaslari hafif ve agir entelektuel
yetersizlik, psikiyatrik bozukluk, tremor, ataksi, dizartrik konugma, strabismus,
serebellar ve serebral atrofi bulgulari olan 2 kardeste ADGRB3 geninde
homozigot duplikasyon (DECIPHER hasta no: 367221; 367222) bildirmislerdir
(66). Bu kardeglerden birisinde EEG anormalligi ve nobet oykusu de mevcuttur
ve bu duplikasyon bolgesi ADGRB3 geninin bir kismini igermektedir. Bildirilen
olgularin ebeveynlerinin bu bdlgede heterozigot duplikasyon tasidi§i saptanmis
olup her ikisinde de psikiyatrik bozukluk ve serebellar -serebral atrofi bulgulari
gozlendigi Dbildiriimistir (66,82). Hastamizin klinik bulgulari  (entellektuel
yetersizlik, epilepsi, strabismus) bildirilen olgularla kismen ortugsmekte ancak
hastamiza ait verilerde ataksi, tremora ait bilgi bulunmamaktadir. Kayitlarda
hastamizin kraniyal MRG tetkiki olmadigindan serebellar-serebral atrofi bulgulari
agisindan da degerlendirme yapilamamistir. Ancak mevcut literatur verileri
dogrultusunda hastadaki bu degisim “muhtemel patojenik® olarak

degerlendirilmistir.

Hastada (P-5424) ayrica 17p13.2 bodlgesinde 690 Kb’lik duplikasyon
saptanmistir. Bu bélgede 3 adet morbid OMIM geni (NLRP1,C1QBP, NUP88) ve
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5 adet OMIM geni(RABEP1, RPAIN, DHX33, DERL2, MIS12 ) ve 3 adet OMIM
disi gen (LOC105371506, LOC728392, LOC339166 ) yer almaktadir. DGV'de
bu duplikasyon ile kismen 6rtisen duplikasyon bildirimi (nsv574278) mevcuttur
(63,64). Ayrica ClinVar veri tabaninda hastamizdaki ile benzer gen bdlgelerini
iceren 2 adet duplikasyon “VUS” olarak (ClinVar no: 153939; 145540) yer
almaktadir (65).

Bu bdlgede yer alan morbid OMIM genlerinden NUP88 geni “Fetal akinezi
deformasyon sekansi 4 (OMIM No: 618393)” ile, C1QBP geni “Kombine oksidatif
fosforilasyon eksikligi 33 (OMIM No:617713)" ile iligkilendirilmistir ve bu
hastaliklarin kalitimi otozomal resesiftir (46). NLRP1 geni ise “Artrit ve
diskeratozis ile oto-enflamasyon” ve “Vitiligo ile iligkili coklu otoimmun hastalik
duyarlihdi (OMIM No:606636)” iliskilendiriimektedir (46).

Ayrica bu bolgede yer alan genlerden RABEP1 ve MIS12 geni beyinde de
eksprese edildigi bildirilmistir (83,84). Ancak bu genlerin epilepsi ile
iligkilendirildigine dair veri bulunmamaktadir. Bu nedenle bu degisim “VUS”

olarak degerlendirilmigtir.
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Sekil 5.9.RABEP1 geninin dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi -The
Human Protein Atlas veritabani (71)’ndan alinmigtir.
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P-5574 ve P-5701 nolu hastalarda 6. kromozom p24.2-p24.1 bolgesinde
sirasiyla 381 ve 469 kb’lik heterozigot delesyonlar saptanmistir. Bu bdlge bir
OMIM geni (NEDD9) ve bir OMIM digi (TMEM170B) olmak Uzere 2 gen
icermektedir.
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Sekil 5.10.P-5574 (pembe) ve P-5701(yesil) no’lu hastalarda 6p24.2-p24.1

bolgesindeki heterozigot delesyonlarin aCGH goéruntusu.

Bu bolge delesyonlari DGV veri tabaninda bildirilmemigtir. ClinVar veri
tabaninda da hastamizdaki ile benzer bdlgeye sahip delesyon bildirimi
bulunmamaktadir. DECIPHER veri tabaninda ise hastamizdaki ile c¢akisan
delesyonlu olgular bildiriimekle birlikte (DECIPHER hasta no: 278525; 285749)
bu olgularda saptanan delesyonlar, boyut olarak hastamizdakinden daha
bayuktur (887 kb ve 1,06 Mb) ve ek olarak farkh morbid OMIM genleri de
icermektedir (66).

Bu bdlgede yer alan NEDD9 geni tarafindan kodlanan ve ayni zamanda
HEF1 ve Cas-L olarak da adlandirilan “Neural Precursor Cell Expressed,
Developmentally Downregulated 9” proteini; hlcre sinyalizasyon surecinde

onemli bir rol oynayan, ekspresyon artigi ile tumor hucrelerinin proliferasyon,
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invazyon, metastaz ve apoptozisini modile eden multi-domain bir iskelet
proteindir (85). Cok sayida ¢alisma NEDD9'un melanom, rahim agzi kanseri,
mide kanseri gibi birgok kanser tlrlinde invazyon ve metastazini moddule ettigini
bildirmistir (85-88). NEDD9 proteini; beyin, endokrin organlar, gastrointestinal
yolak, pankreas, mesane, safra kesesi, plesanta, yumusak doku ve adipoz

dokularda daha yogun ekprese olmaktadir (71).

High -

Medium
B ‘ I I
Not - Tas s T —T TR ] —
& & @ ¢ @ o
> B

Temst T T T T
= 9 2 DS PTG S SR S @ < KNP RC I 3 9 @ @S &S e @ @
dmment‘?’@(“é}b@'f@f’\?&@@b&oé‘.@‘?s@q\f‘g‘) g@?§§€§’&s-A0§££\'”§ ¢r§\@f‘¢¢&§§é’f3}&§§'§b‘§“’¢§@‘§9&
CF PP ES ST IF TSILF TS e P IS S " F T s &
FLTLTELAIT T g & 8 £ F £ Fo £ F58 FEFS
& G4 S F O & o F &g e s & & 5F
S R R A & TF g v oF aE

Sekil 5.11.NEDD9 geninin dokulara gore ekspresyon duizeyi grafigi -The

Human Protein Atlas veritabani (71)’ndan alinmistir.

NEDD?9 geninin insanlarda epilepsi ile iliskilendirildigine dair literatlr verisi
bulunmamaktadir. Ancak Kedmi ve Orr-Urtregerin nobetlerde beynin
transkripsiyonel yanitini ve nikotin ile tetiklenen ndbetlerden sonra ekspresyonu
degisen genleri arastirdiklari hayvan c¢alismasinda; nikotin-duyarli, nikotin
direngli ve normal farelerde; nikotin ile induklenen nobet sonrasi fare
beyinlerindeki ile nikotin verilmeyen gruptaki fare beyinlerindeki NEDD9
ekspresyon oraninin 1.324 oldugu saptanmistir. Bu durum nikotin ile indiklenen
ndbet geciren farelerde, nikotin veriimeyen gruba gére NEDD9 ekspresyonunun
arttigini gostermektedir. Nobet gegiren farelerde NEDD9 ekspresyonun artmig
olmasi, beynin nobetlere verdigi transkripsiyonel yanit olup ndbet aktivitesine,

nikotine veya her ikisine bagl gelismis olabilecegi belirtilmistir (89).
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Hucre buyumesinin dizenlenmesi, mitoz, hlcre adezyonunda gorevli
NEDD9 geninde nobet sonrasi artmig ekspresyon; ndbet sonrasi tamir
mekanizmalari ile iligkili olabilir, ki bu durum NEDD9 genindeki fonksiyon
kaybinin epilepsi hastalarindaki nébet sonrasi kognitif kayiplar agisindan aday
bir gen olabilecegini dusiindirmektedir. Ote yandan NEDD9 geninde fonksiyon
kaybi (hastamizdaki gibi delesyon olmasi) ve/veya ekspresyonunun azalmasi;
belki de beynin nébet esiginin diismesine neden olmus olabilir. Ozellikle her iki
hastanin travma oykusunun (P-5574 no’lu hastamizin 4,5 yasinda iken arag disi
trafik kazas1 dykusu ve P-5701 no’lu hastanin 6 aylikken kafa travmasi oykusu)
olmasi, travma sonrasi beyin hucre tamir sureglerindeki bozuklukla birlikte
dolayli olarak ndbet esiginin dusmesine neden olarak epilepsi gelisimine sebep
olmus olabilecegini dustndirmektedir. Ancak NEDD9 geninin epilepsi
gelisimindeki rolinun aydinlatilabilmesi igin bu alanda daha ¢ok galismaya ihtiyag

vardir.

P-5598 nolu hastada 1. kromozom g25.2 bolgesinde 117 kb’lik heterozigot
delesyon saptanmistir. Bu bolgede, OMIM genlerinden RASALZ2 geni yer
almaktadir. Bu bolgenin duplikasyonu DGV veritabaninda bildiriimis (nsv548252)
olmakla birlikte, hastamizla benzer buyultkteki delesyonlar DGV ve ClinVar veri
tabanlarinda bildirilmemistir. ClinVar veri tabaninda bildirilmis ve RASAL2 genini
iceren delesyonlar daha buyiik boyutlarda (Ornegin; ~9 Mb,~14Mb, vb.) olup
RASAL2 geni disinda birgok farkh gen icermektedirler. DECIPHER veri
tabaninda RASAL2 genini iceren ancak hastamizdakinden daha blyuk boyutta
(~370Kb) ve bu gen disinda OMIM disi 4 gen daha igeren delesyon; mikropenis,
obezite ve global gelisim geriligi olan bir olguda heterozigot olarak bildiriimig
(DECIPHER hasta no:289158) ve “Uncertain-Belirsiz” olarak degerlendirilmigtir
(66). Ayrica literaturde bu bdlgede yer alan genlerin (RASAL2, RASAL2-AS1)
epilepsi ile iligkilendirildigine dair veri bulunmamaktadir. RASAL2 geni beyin,
Ozefagus, testis, vagina basta olmak Uzere birgok dokuda eksprese edilmekte
olup doku spesifikligi dusuk olarak bildirilmistir (71). Bu nedenle bu degisim “Klinik
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onemi bilinmeyen varyant-VUS” olarak degerlendirilmis olup bu alanda daha ¢ok

calismaya ihtiyag vardir.

PROTEIN EXPRESSION OVERVIEW
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Sekil 5.12. RASAL2 geninin dokulara gore ekspresyon diizeyi grafigi - The

Human Protein Atlas veritabani (71)’ndan alinmistir.

P-5866 no’lu hastada 16. kromozom p13.3 bolgesinde ~4 kb’lik
duplikasyon (18 prob) saptanmistir. Bu bodlgede bir adet OMIM geni (SOX8)

bulunmaktadir.
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Sekil 5.13. P-5866 no’lu hastada 16p13.3 bolgesindeki SOX8 genini igceren

duplikasyonun aCGH goruintusii.
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Bu bolgeyi iceren duplikasyonlar DGV veri tabaninda bildirilmistir
(nsv428316; nsv457315) (63,64). ClinVar veri tabaninda ise SOX8 genindeki 1,6
kb’hk duplikasyon “benign” (ClinVar no:154570) olarak yer almaktadir (65).
DECIPHER veri tabaninda ise hastamizdaki duplikasyon bdlgesini igeren
olgularda saptanan CNV’ler hastamizdakinden ¢ok daha buyuk (en kugugu 220
kb) olup farkh OMIM genleri icermektedir (66).

Literatirde SOX8 geninin dogrudan epilepsi ile iligkilendirildigine dair veri
bulunmamaktadir. Ancak SOX8 (SRY-Box 8 ) geni ¢ok blyuk oranda beyinde
eksprese edilmekte olup embriyonik gelisimin dlizenlenmesi rol oynayan SOX
(SRY ile iligkili HMG-box) transkripsiyon faktorleri ailesinin Uyesi bir proteini

kodlamaktadir (71). Bu protein beyin gelisimi ve iglevinde rol oynamaktadir.

RNA EXPRESSION OVERVIEW!
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Sekil 5.14. SOX8 geninin dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi -The

Human Protein Atlas veritabani (71)’ndan alinmistir.

94



Memelilerde erkek gonad gelisimi normal olarak SOX9'un ekspresyonunu
aktive eden SRY geni tarafindan baglatiimaktadir. SOX9 geni ayni zamanda
kemik, kalp ve diger organlarin gelisiminde énemli fonksiyonlara sahiptir (90).
SOX8 geni, SOX9 ve SOX10 genleriile % 47 oraninda benzerlik gdéstermektedir
ve insanlarda, SOX8'in alfa globin lokuslariyla birlikte delesyonu ATR-16 (alpha-
thalassemia/mental  retardation  syndrome, chromosome  16-related)

sendromundaki zihinsel gerilige katkida bulunabilecegi bildirilmigtir (91).

Caligmalarda SOX8 geninin Ureme sistemi Uzerinde 6nemli rol oynadigi
gOsterilmistir (92,93). Erickson ve arkadasglari; blyume-gelisme geriligi, iskelet
anomalisi, kardiyak defekti olan ve XY kromozomlarina sahip bir kadin hastayi
sunduklari ¢alismada hastada 16p13.3 bdlgesinde ~560 kb’lik (duplike parga
SOX8 geninin evrimsel korunan duzenleyici sekanslari E1, E3 ve EA4'U
icermektedir) duplikasyon saptamiglardir. Calismalarinda SOX8 geni
duplikasyonlarinin, SOX8 ekspresyonunda azalmadan ziyade artisa yol
acabilecegini ve SOX8 ekspresyonundaki artigsin da SOX9 Uzerinde dominant
negatif bir etki yaratabilecedi ve bunun da hastadaki kardiyak ve iskelet

anomalilerinden sorumlu olabilecegini ongérmektedirler (90).

Bizim hastamizda saptanan duplikasyon SOX8 geninin ¢ok buyuk bir
kismini icermektedir. Hastamizin klinik bulgulari igerisinde epilepsi yani sira
baylime geriligi ve bilateral inmemis testis mevcuttu. Kraniyal MR
goruntilemesinde epilepsi klinigini agiklayacak bir anomali yoktu. Aile dykusinde
ise intrauterin donemde kafa seklinde bozukluk nedeni ile termine edilen kardes
Ooykusu (ki bu durum iskelet anomalisi olasihgini dugundurmektedir) vardi.
Hastamizin klinik ve radyolojik bulgulari ile aile dykusu géz énlne alindiginda,
Ozellikle noral sistemde eksprese olan ve SOX9 geni ile yakindan iligkili SOX8
genindeki duplikasyonun hastamizdaki bulgularin epilepsi dahil bir kismindan
sorumlu olabilecegini dugsundurmektedir. Bu nedenle hastamizdaki 16p13.3

SOX8 duplikasyonu “muhtemel patojenik” olarak degerlendirilmistir.  Ancak
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multiple cafe’u lait lekeleri nedeni ile de hastamiz mutlaka ndérokutandz

sendromlar agisindan arastiriimahdir.

Epilepsi, hafif duzeyde mental retardasyon, isitme azligi, hipotiroidi
bulgulari ile poliklinigimize bagvuran P-6195 no’lu hastada 22. kromozom g11.21
bdlgesinde yaklasik 41 kb’lik heterozigot delesyon saptanmistir. Bu bdlgede bir
adet OMIM geni (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 5-DGCRS) ve iki adet
OMIM digi gen (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 9-DGCR9 ve
DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 10-DGCR10) yer almaktadir. Bu
genler 22q11.2 delesyon sendromu (DiGeorge sendromu) etiyolojisinde yer alan

DiGeorge kromozom bélgesinde (DGCR) bulunmaktadir.
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Sekil 5.15.P-6195 no’lu hastada 22q11.21 bolgesindeki delesyonun aCGH

goruntusu.

DiGeorge sendromu (DS) , 22911.2 kromozomal bdlgesinde yaklasik 3
Mb’lik delesyon sonucu ortaya ¢ikan; kardiyak anomaliler, endokrin anormallikler
(paratiroid bezlerinin aplazisi veya hipoplazisi), damak anormallikleri (yarik
damak ve veloparengeal yetmezlik), immun yetmezlik ve spesifik yuz bulgulari ile
karakterize bir hastaliktir. Hastaligin penetransi tam olmakla birlikte hastalar
oldukga degdisken fenotip sergilemektedir (94). Bu hastalarda ndbet bildiriimis
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olmakla birlikte gogunlukla hipokalsemi gibi provake edici nedenlere bagli ortaya
cikmaktadir. Ancak Kao ve arkadaslarinin 22q11.2 delesyonu olan 348 hastada
yaptigi ¢calismada, hastalarin %7’sinde (27 hasta) provoke edilememis ndbet
saptandigi bildirilmigtir. Bunlarin %30’'unda (8 hasta) primer jeneralize epilepsi,
%30’unda (8 hasta) semptomatik parsiyel epilespi ve %30’'unda (8 hasta)
idiyopatik parsiyel epilepsi saptamiglardir (95). Mudigoudar ve arkadaslarinin
22911.2 delesyonlu olgular Uzerine yaptigi derlemede; hastalarin %44’Unde
(39/88) fokal epilepsi, %27’sinde (24/88) ise jeneralize epilepsi saptandidi ortaya
konulmustur (96). Yine Wither ve arkadaslarinin 202 yetigkin hasta ile yaptigi
calismada, erigkin DS’li olgularda epilepsi (9/202, ~%4) ve akut semptomatik
ndbet (23/202,~%11) prevalanslarinin ylksek oldugu bildirilmigtir (97). Bu
hastalarin gogunda provoke edilmemis ndbetlerin altinda yatan neden hala agik
degildir. Bu hastalarda epilepsi ve yapisal beyin anomalilerin sik goérilmesi, bu
kromozomal bolgenin norogelisim ve epileptogenez ile ¢ok onemli bir bagi
oldugunu goéstermektedir (96). Ayrica 22911.2 delesyon sendromunda akut
semptomatik ndébet sikliginin artmis olmasi bu hastalarda ndbet esiginde
dismeye neden olan bir genetik etkenin varhdini dugsundurmektedir. Olasi
mekanizmalardan biri, 22g11.2'deki delesyonun neden oldugu gen(ler)de dozaj
imbalansidir (97). Ancak bu delesyon Dbolgesinde, direkt olarak nobetle
iliskilendirilen sorumlu bir gen tespit edilmemigtir. Literatirde 22q11.2 alt
bandinda yer alan Rab36 geni mutasyonlarinin, nérotransmiter islenmesi veya

saliverilmesine mudahale edebilecedini gosteren veriler mevcuttur (98).

Hastamizdaki delesyon bolgesi; tam olarak 22911.2 DS kritik bdlgesini
kapsamamaktadir. DGV veri tabaninda hastamizdaki bolgeyi icene alan az
sayida CNV bildirimi (esv2751935, nsv1067175, nsv471180) mevcuttur (63,64).
Ancak ClinVar veri tabaninda bu boélgedeki yaklasik 109 ve 110 kb’lik delesyonlar
patojenik olarak bildirilmistir (ClinVar no:59070, 59071) (65). Hastamizdaki
delesyon bolgesinde yer alan genler uzun kodlamayan RNA (long non-coding
RNA-IncRNA) olup cesitli kanserlerde calisiimistir (99-101). Ayni bolgedeki

delesyonun hastamizin hem annesinde hem de fetal kardiyak-beyin anomalileri
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nedeni ile termine edilen kardesine ait dokuda da saptanmis olmasi bu genlerin
belki de kardiyak ve beyin anomalileri Uzerine etkisi olabilecegini
dusundirmektedir. Ayni sekilde epilepsi fenotipine de katkida bulunabilecegi
olasidir. Hastamizin kardiyak degerlendirmesi ve beyin MRG bulgularina ait
verilere  ulagilamamigtir.  Bu CNV’nin  epilepsi fenotipine  etkisinin
aydinlatilabilmesi igin bu alanda da ¢ok ¢alisma verisine ihtiyag vardir.

Miyoklonik epilepsi, mental retardasyon, ailede epilepsi ve erken menopoz
oykusu olan P-6273 no’lu ve direngli epilepsi, otizm, genel gelisme geriligi
bulgulari olan P-8459 hastalarda 15q11.2 bdlgesinde sirasiyla 330 ve 601 kb’lik
duplikasyonlar saptanmigstir. Bu bdlgede bir adet morbid OMIM (NIPA1), G¢ adet
morbid olmayan OMIM geni (TUBGCPS, CYFIP1, NIPA2) bulunmaktadir. Ek
olarak bu duplikasyon bolgesi; P-6273 no’lu hastada bir (LOC283683), P-8459
no’lu hastada ise sekiz adet (HERC2P2, GOLGA8J, GOLGAS8IP, WHAMMP3,
LOC283683, GOLGA6L22, GOLGA6L1, GOLGA8DP) OMIM disi gen
icermektedir. 15. kromozomun uzun kolunun proksimal bdlgesi, BP1-BP5
kirilma noktalarinda bir dizi duguk kopya tekrari (LCR) icermektedir. Bunlar allelik
olmayan homolog rekombinasyon yoluyla ¢esitli delesyon ve duplikasyonlarin

olusumuna aracilik etmektedir (102).
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Sekil 5.16. 15q11.2 bolgesi BP1-BP5 kirilma noktalar1 ve bu boélgelerde yer

alan genler -Smith ve Hung (103)’dan alinmistir.
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BP1-BP2 bolgesi yaklasik 500 kb’lik bir alani kapsamakta ve imprinted
olmayan ve evrimsel olarak korunmus dort gen (NIPA1, NIPA2, CYFIP1 ve
TUBGCPS) icermektedir (104). Bu genler MSS gelisimi ve/veya fonksiyonunda
rol oynamaktadir. Ornegin; NIPA1 geni, otozomal dominant kalitiml “Spastik
parapleji tip 6 (OMIM no:608145)” ile iligkilendirilmistir (46). Bir magnezyum
tasiyicisi olarak tanimlanan NIPA2 geni, MSS’de genis Olgide eksprese
edilmektedir (102,105). CYFIP1 geni, sinaptozomal ekstraktlarda bulunan bir
proteini kodlamakta olup bu protein, Frajil X sendromundan sorumlu FMR1
geninin protein Urand olan FMRP ile etkilesime girmektedir (106). TUBGCPS,
hicre iskeleti tubulin kompleksinin bir Gyesidir ve beyin dahil akciger, paratiroid
ve adrenal bezler gibi birgok doku ve organda ylksek oranda eksprese
olmaktadir (71).

BP1-BP2 bdlgesinde delesyon saptananlara gore duplikasyon saptanan
bireylerde ndbet/epilepsi gozlendigi az sayida ¢alismada bildirilmistir. Burnside
ve arkadaglarinin 17000 olgu ile yaptigi retrospektif calismada; olgularin
146’sinda (%0,86) BP1-BP2 bolgesinde CNV saptandigi, bunlarin 77’sinde
(%0,45) CNV’nin duplikasyon oldugu bildirilmigtir. BP1-BP2 bdlgesinde
duplikasyon saptanan olgularin 4’Gnde (bir tanesinde ek olarak de novo DS/VCF
sendromu mevcutmus) nobet fenotipi oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak
incelenen 49 duplikasyonlu olgunun 6’sinda (%12) nobet bildirilmistir  (102).
Mohan ve arkadaslarinin 51 462 olgu ile yaptigi calismada epilepsi/nobet 6ykusu
olan 4836 olgunun 18’inde epilepsi fenotipi ve 15911.2 duplikasyonu
saptanmigtir (107).
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Phenotype Total 15q11.2 deletions 15q11.2 duplications

patients 5 5 5 7 7
Cases with deletion  Cases without P- Cases with Cases without P-
and with phenotype phenotype but with value duplication and with  phenotype but with value
(frequency) deletion (frequency)  (x? phenotype duplication (x?
value) (frequency) (frequency) value)
Developmental
delay/ ; - - Y 0.1154 I— " . 0.9767
el 20,415 91 (0.0045) 171 (0.0055) (2.479) 86(0.0042) 129 (0.0042) (0.001)
disability
Dysmorphic ey Ty ) 0.0126 ‘ \ i ) 0.9851
features 6005 44 (0.0073) 218 (0.0048) (6.220) 25(0.0042) 190 (0.0042) (0.000)
; 5 ; e 0.0378 | : ; 3 0.9951
Autism group 7308 25 (0.0034) 237 (0.0054) (4.315) 30(0.0041) 185 (0.0042) (0.000)
: s s ey : : 0.6000€% oo P . 0.6898
Epilepsy/seizures 4836 27 (0.0056) 235 (0.0050) 0.159) 18 (0.0037) 197 (0.0042) (0.159)
Total 38,564 187 159

Sekil 5.17.Mohan ve ark.larinin g¢alismasinda 15q11.2 delesyon ve
duplikasyonu saptanan bireylerin fenotipik degerlendirmesi -Mohan ve ark.
(107)’dan alinmigtir.

Her ne kadar bu bolge duplikasyonlarinda epilepsi/nébet bildiriimis olsa
da, DGV veri tabaninda bu bdlgeyi iceren duplikasyon bildirimleri (dgv4320n54,
nsv471225) de mevcuttur (63,64). Bu durum, bu bolge duplikasyonlarindaki
fenotipik degiskenlige bagli olabilir. Zira her iki hastamizda da saptanan degisim
fenotipik olarak normal annelerinde ve P-8459 no’lu hastanin asemptomatik kiz
ve erkek kardesinde de saptanmistir. P-6273 no’lu hastamizin anneannesine
analiz yapilamamis olmasina ragmen anneannedeki erken menopoz kliniginden
de belki de CYFIP1 geni ile iligkili olarak bu duplikasyon sorumlu olabilir. Mevcut

veriler dogrultusunda bu degisim “muhtemel patojenik” olarak degerlendirilmistir.

JME klinigi olan P-6490 no’lu olguda, 16p11.2 bodlgesinde 36 kb’lik
heterozigot delesyon saptanmistir. Bu bdlgede bir morbid OMIM geni (TUFM), iki
adet OMIM geni (ATXN2L, SH2B1) ve bir OMIM disi gen (MIR4721)
bulunmaktadir. Bu delesyonda yer alan TUFM geni OMIM’de otozomal resesif
kalitimli “Kombine oksidatif fosforilasyon eksikligi 4” ile iliskilendirilmigtir. Bu

hastaligin kalitim paterni ve agir fenotipi géz énune alindiginda zekasi normal
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olan ve JME disinda ek bulgusu olmayan hastamizda bu gen ile ile ilgili fenotip
beklenmemektedir.

16p11.2 bodlgesi distal pargasindaki ~220 kb’lik delesyonlar OMIM veri
tabaninda “16p11.2 delesyon sendromu, 220 kb(OMIM No:613444) ile
iliskilendirilmistir (46). 16p11.2 delesyonu saptanan az sayida bireyde ndbet
bildirilmis olmakla birlikte, bu sendrom genel anlamda geligim geriligi ve obezite
ile fenotipi ile ortaya gikmaktadir. Ayrica bu bodlgede yer alan SH2B1 geni bu
sendromdaki obezite kliniginden sorumlu tutulmaktadir (108-110).

Hastamizdaki delesyon bdlgesinin, literatirde bildirilen olgulardan kuguk
olmasi, delesyon bolgesinin SH2B1 geninin bir kismini igermesi ve bu gen basta
olmak Uzere diger genlerin epilepsi klinigi ile iliskilendirildigine dair literatlr verisi
olmamasi nedeni ile bu CNV klinik ile ilskisiz patojenik olarak degerlendirilmigtir.
Hasta dosya bilgilerinde hastamizin obezitesi olup olmadigina dair bilgiye

ulagilamamistir.

Epilepsi, sendromik ylUz, psikiyatrik bozukluk (atipik duygudurm
bozuklugu) klinigi ile bagvuran P-6572 no’lu hastada 7q11.23 kromozomal
bolgesinde 84 kb'lik heterozigot delesyon saptanmistir. DGV veri tabaninda bu
delesyon bdlgesi az sayida bildirilmistir (63,64). DECIPHER veri tabaninda ise
hastamizdaki ile benzer delesyonlar muhtemel benign veya normal ebeveynden
aktarilmig olarak bildirilmistir (DECIPHER hasta no: 290117, 270683) (66).
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Sekil 5.18.P-6572 no’lu hastada 7q11.23 bodlgesindeki delesyonun aCGH

goriintusu.

Bu CNV, HIP1 geninin bir kismni igermektedir. HIP1 (Huntingtin-
interacting protein 1) geni; noronlarda NMDA reseptorlerine bagimli sekilde
AMPA reseptor trafiginin duzenlenmesinde, sinirlerde presinaptik terminal
aktivitenin duzenlenmesinde, klatrin aracili endositozda, androjen reseptori
aracil transkripsiyonun arttirlmasinda, bir proapoptotik protein olarak intrinsik

apoptoz yolu ile hucre élumunun induklenmesinde gorev almaktadir (111,112).

HIP1, hipokampal ve kortikal noéronlarda NMDA iyonotropik glutamat
reseptorleri (iGIuR'ler) ile birlikte lokalize olmaktadir ve HIP1 7 farelerde, NMDA
kaynakli AMPA tipi iGIuR klatrin aracili internalizasyonda ciddi bir azalma oldugu
gosterilmistir (112,113). Ayrica HIP17- ve HIP17* farelerde epilepsi gelistigi
bildirilmigtir (114).

Williams-Beuren sendromu(WBS), 7q11.23 bdlgesinde heterozigot bir
delesyon sonucu ortaya ¢ikan, kardiyovaskuler anomaliler, spesifik ylz bulgulari,

bagd dokusu anormallikleri, zihinsel yetersizlik, bluyime geriligi ve endokrin
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anormallikler ile karakterize genetik bir hastaliktir. Bu hastalarda epilepsi ise
nadir olarak bildirilmigtir. Hastalarin % 95'inde 1,5-1,8 Mb’lik bir delesyon

mevcutken, geri kalan % 5'inde daha buyuk delesyonlar bulunmaktadir (115).

HIP1'in haployemezliginin, néronal homeostazi bir sekilde degistirerek;
insan beynini hem fokal veya jeneralize epilepsilere, hem de zihinsel engellilik,
hiperkaktivite, saldirganlik, durtlsellik dahil olmak Uzere genis bir yelpazede
biligsel islev bozuklugu ve néro-davranigsal anormalliklere predizpoze etmek igin
yeterli oldugu gosterilmigtir (114). Benzer gekilde WBS sendromlu olgularda;
HIP1 ve YWHAG genlerinin haployetmezliginin; epilepsi ve otistik 6zellikler dahil
olmak Uzere agir nérolojik ve néropsikolojik etkilere neden olabilecedi bildiriimigstir
(116). Ayrica Wang ve arkadaslarinin epilepsi ile iligkili genler Uzerine yaptigi
calismada, HIP1 geni potansiyel epilepsi ile iligkili gen olarak bildirilmigtir (39).

Tersine, Nicita ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, hem tipik hem de
HIP1, YWHAG ve MAGIZ2 genlerini igermeyen atipik delesyonlu WBS olgularinda
epilepsinin degerlendiriimesi gerektigi vurgulanmis olup epileptik ve epileptik
olmayan WBS olgularinin karsilastiriimasi sonucunda da bu hastalarda epilepsi

fenotipine yol agacak aday bir gen bulunamadigi bildirilmistir (115).

Hastamizin hem epilepsi hem de psikiyatrik hastaligi g6z o6nune

alindiginda bu degisim “muhtemel patojenik” olarak degerlendirilmistir.

Epilepsi, mental retardasyon ve dismorfik ylz bulgulari olan P-6632 no’lu
hastada 3p25.3 kromozomal bdlgesinde ~451 kb’lik heterozigot delesyon

saptanmigtir.
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Sekil 5.19.P-6632 no’lu hastada 3p25.3 bolgesindeki delesyonun aCGH

goruntusu.

Bu delesyon bdlgesinde yer alan SETD5 geni OMIM veri tabaninda
“‘Otozomal dominant mental retardasyon, 23 (OMIM no:615761)" ile
iligkilendirilmigtir (46). Bu gendeki fonksiyon kaybettirici mutasyonlarin mental
retardasyon klinigine neden oldugu bildirilmigtir. Nadir olmasina ragmen, 3p
mikrodelesyon olgulari klinik literatirde iyi tanimlanmistir. Olgularin klinik
fenotipinde; zihinsel engellilik, blyume geriligi, dismorfik yuz bulgulari ve kardiyak
malformasyonlar yer almaktadir. CMA yontemindeki gelismeler ile 3p25
lokalizasyonundaki kritik bolge 124 kb’a kadar daraltiimis ve son zamanlardaki
WES calismalari ile de bu bdlgedeki SETD5 geninin 3p25 fenotipine dnemli
Olgcude katkida bulundugu bildirilmigtir (117). Literatirde 3p25.3 bolgesinde
SETDS genini iceren delesyonlar veya bu gende fonksiyon kaybettirici nokta
mutasyon saptanan bireylerde, ana fenotipik bulgulardan olmasa da ndbet
bulgusu da bildirilmigtir (118,119). Bu nedenle hastamizdaki CNV “patojenik”

olarak degerlendirilmigtir.

Atonik noébet klinigi ile basvuran 9 aylik P-6887 no’lu hastada 6q26
bdlgesinde 122 kb’lik heterozigot delesyon saptanmis olup bu delesyon MLPA
yontemi ile (MRC-Holland SALSA MLPA P051, P052) de konfirme edilmigtir.
Delesyonun PARK2 (PRKN) geninin 2. ekzonunda oldugu saptanmistir.
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PARK2 geni 12 ekzondan olugsmakta olup; bu gende saptanan patojenik
mutasyonlar otozomal resesif kalitimh “Juvenil Tip Otozomal Resesif Parkinson
Hastaligi Tip 2 (OMIM no:600116)” ile iliskilendirilmigtir (46).

PARK2, farkli beyin bolgelerinde noronal sureclerdeki roli nedeniyle
yaygin sekilde ifade edilen “Parkin E3 Ubiquitin Protein Ligaz”i kodlamaktadir.
Baslangicta PARK2 geni mutasyonlari, otozomal resesif gegisli gen¢ yas
Parkinson hastaliginin genetik nedeni olarak bildirilse de son zamanlarda, bazi
calismalar PARK2'deki intragenik mikrodelesyonlarin otizm igin tipik bilissel ve
ogrenme eksikligine de neden oldugunu ortaya koymustur (120-122). Yine
literatirde PARK2 geninde duplikasyon saptanan olgularin da benzer
norogelisimsel sorunlari olan hastalar oldugu saptanmistir (122,123). Literattrde
PARK2 geninde duplikasyon bildirilen olgularda nobet/epilepsi klinigi bildirilmigtir
(122,124). Ancak Kay ve arkadaslarinin 1686 kontrol ve 2091 parkinson hastasi
ile yaptig1 calismada, kontrol olgularinin ~%1'inde PARK2 geninde CNV ve
~%3'Unde nokta mutasyonlar saptanmigtir. 2-4. ekzonlardaki heterozigot CNV
mutasyonlarinin daha yaygin ve iyi tolere edilebilirken, ylksek dizeyde
korunmus fonksiyonel alanlari kodlayan 5-12. ekzonlarda, kontrollerde hic CNV
saptanmadigi bildirilmistir (125). Bu bolgelerde meydana gelen mutasyonlarin
daha patojenik etki yaratabilecegi dusunulebilir. Wang ve arkadaslarinin yaptigi
calismada; PARK2 geni epilepsi ile iligkili ancak daha fazla dogrulama ¢alismasi
gerektiren genler listesinde yer almaktadir (39). Benzer sekilde Olson ve
arkadaglari da PARK2 geninin epilespi etiyolojisinde aday gen olabilecegini
bildirmiglerdir (7). Hastamizdaki epilepsi fenotipinde bu CNV’nin katkisi

olabilecegi dusunulmekle birlikte bu alanda daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.

P-7271 no’'lu hastada 9p24.3 bolgesinde morbid OMIM genlerinden
KANK1(ANKRD15) genini parsiyel olarak igceren 138 kb’lik heterozigot delesyon
saptanmistir. KANK1 geni OMIM’de “Spastik kuadriplejik serebral palsi,2 (OMIM
no: 612900 ile iliskilendirilmigstir (46).
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Sekil 5.22.P-7271 no’lu hastada 9p24.3 bolgesindeki delesyonu gosteren

aCGH goruntisii.

KANK1, hucre iskeleti organizasyonunda rol oynayan evrimsel olarak
korunmus bir gendir ve baslangigta renal hicreli karsinomda timaor supresor bir
gen olarak tanimlanmistir (126). KANK1'in birkag alternatif promotoru vardir ve
iki farkli transkripti tanimlanmistir: bir transkript hemen hemen tim dokularda
temel bir ekspresyon seviyesine sahipken, ikinci transkript agirlikli olarak kalp ve
bdbrekte ifade edilmektedir. 2005 yilinda, KANK1'i iceren kuguk interstisyel bir
delesyon; konjenital hipotoni, beyin atrofisi, ID, spastik kuadripleji klinigi
sergileyen gocuklari olan bir ailede etiyolojik genetik neden olarak bildirilmistir
(127). Daha sonra benzer KANK1 delesyonlari, nérolojik hastahdi olan diger
ailelerde de tanimlanmig olup bildirilen patojenite, olgular arasinda degiskenlik
gOstermektedir (39,128-130). Bu olgu bildirimlerinde ndbet/epilepsi klinigi olan
olgu sayisi oldukca azdir (130).

ClinVar veritabaninda KANK1 genini iceren delesyonlarin patojenitesi ile
ilgili celigkili yorumlar (benign, muhtemel benign, VUS, patojenik) yer almaktadir
(65). Ayrica Wallis ve arkadaslarinin yaptigi calismada; KANK1 delesyonu
agisindan taslyici ebeveynlerde ndrolojik hastalik sikhdinda artis gorulmedigi,
bazen KANK1 genini iceren klglUk delesyonu olan bireylerde ndrolojik

durumlarini acgiklayan alternatif bir genetik tani bulundugu ve kiguk KANK1

107



delesyonlarinin olgu ve kontrollerde yaklasik esit frekansta gozlendigi bildirilmig
olup kugik KANK1 delesyonlarinin, gelisim geriligi, ID, otizm veya serebral palsi
olan hastalarda hastaligin etiyolojisine 6nemli dlglide katkida bulunma ihtimalinin
bulunmadigi sonucuna vardiklari rapor edilmistir (126). Mevcut veriler
dogrultusunda hastamizda 9p24.3 bdlgesinde saptanan delesyon “VUS” olarak
degerlendirilmigtir.

Epilepsi, dismorfik yiz, MR Klinigi olan P-7297 no’lu hastada 5p13.2
bolgesinde 184 kb’lik heterozigot duplikasyon saptanmistir. Bu bdlge morbid
OMIM genlerinden NIPBL geninin bir kismini igermektedir.
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Sekil 5.23.P-7297 no’lu hastada 5p13.2 bolgesindeki duplikasyonu

gosteren aCGH goruntusii.

NIPBL genindeki mutasyonlar, Cornelia de Lange sendromu ile
iligkilendirilmektedir. Ancak NIPBL genini iceren duplikasyonlar, bu sendromdan
farkh bir fenotip sergilemekte olup OMIM’de “5p13 duplikasyon sendromu (OMIM
no:613174)” olarak tanimlanmistir (46).

NIPBL, 5p13.2 duplikasyon sendromu ve Cornelia de Lange sendromunun
etiyolojisinde anahtar gendir. 5p13 duplikasyonunun en sik bildirilen belirti ve
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semptomlari makrosefali, MSS bozukluklari, konjenital kalp defektleri, havayolu
enfeksiyonlari, ayak deformiteleri, kraniyofasiyal dismorfizmdir (131). NIPBL
mutasyonlarinin beyin gelisimini nasil etkiledigi anlasiimamistir. Teorilerden biri,
NIPBL mutasyonu olan beyinlerde GABAerjik inhibitdr internéron sayisinin
azalmasidir (131,132). GABA inhibitor sistemin yanhs duzenlenmesi,
muhtemelen EEG anomalliklerinin  altinda yatan mekanizma olan
hipersenkronize aktiviteye yol agmaktadir. Literattrde farkl bayukliklerdeki (0,33
Mb; >9 Mb) 5p13.2 duplikasyonu olan olgularda nébet bildirilmis olmakla birlikte
5p13.2 duplikasyon sendromunun epileptik, EEG ve noropsikolojik ozellikleri ile
ilgili aciklamalar sinirli ve tutarsizdir (131,133-136). ClinVar veri tabaninda
celigkili yorumlar yer alsa da GGG fenotipinde bir olguda NIPBL geni
duplikasyonu patojenik olarak bildirilmistir (ClinVar no: 540617) (65). Hastamizin
klinik bulgulari (epilepsi, dismorfik yuz, MR) mevcut literatur veriler ile birlikte
degerlendirildiginde hastada saptanan delesyon “muhtemel patojenik” olarak

degerlendirilmistir.

Epilepsi, fasiyal dismorfizm, noromotor gerilik nedeni ile takipli ve
kardesinde epilepsi ve babasinda mental retardasyon 6ykusu olan P-7362 no’lu
hastada 1. kromozom @25.1 bodlgesinde 294 kb’lik heterozigot duplikasyon
saptanmistir. Bu bolge OMIM genlerinden TNR geninin bir kismini icermektedir.
Bu gen bdlgesindeki duplikasyonlar DGV veri tabaninda bildiriimemis olup
ClinVar veri tabaninda TNR geni duplikasyonlari ile ilgili ¢eliklili yorumlar (benign,
muhtemel benign, VUS) yer almaktadir (65). DECIPHER veri tabaninda
hastamizla benzer gen bdlgesini iceren duplikasyonlu olgularda (DECIPHER
hasta no:302039, 287974, 288163), saptanan CNV muhtemel benign olarak
degerlendirilmigtir (66).

Tenascin-R (TNR), blyuk oranda MSS’de ifade edilen hucre digi bir
matriks proteinidir. Calismalarda, TNR'nin spinal kord, serebellum, hipokampus

ve olfaktor bulbusun motor aksonlarinda ve motor noron cevresinde lokalize
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oldugunu bildirilmigtir. Embriyonik 6-16. gunlerde tespit edilebilirken erigkinlerde
zorlukla saptanabilmektedir. Bu tespit, TNR'nin MSS gelisimine dahil oldugunu
gOstermektedir (137,138). Ancak TNR genindeki rs6686722 polimorfizmi ile
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu hastaliginda genom g¢apinda anlamli
iliski saptanmig olmasina ragmen, bu genin insanlarda epilepsi etiyolojisinde yer
aldigina dair literatur verisi bulunmamaktadir (139). Ayrica hastanin benzer
fenotip sergileyen kardesinde (P-7362-K1) de bu duplikasyon saptanmamisgtir.

Bu nedenle bu duplikasyon “VUS” olarak degerlendirilmistir.

P-7362-K1 no’lu hastada 2921.2 bdlgesinde OMIM genlerinden NCKAPS
geninin bir kismini iceren 154 kb’lik heterozigot delesyon saptanmis olup,
epilepsi klinigi olan kardesinde (P-7362) bu delesyon saptanmamistir. DGV veri
tabaninda bu delesyon bolgesini igine alan az sayida bildirim mevcut olup ClinVar
veri tabaninda NCKAPS5 geni delesyonlari ile ilgili geliskili yorumlar yer almaktadir
(65).

NCKAPS5 geni birgok dokuda eksprese edilmekte olup, bu genin epilepsi
ile kesin olarak iligkilendirildigine dair literatir verisi bulunmamaktadir. Ancak
Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; NCKAPS geni epilepsi ile iligkili
potansiyel genler listesinde protein fonksiyonu bakimindan “siniflandiriimayan”
grubunda bildirilmigtir (39).

Biribiriyle kardes olan ve her ikisi de epilepsi tanili P-7362 ve P-7362-K1
no’lu hastalarimizda 12. kromozom q14.1 bolgesinde sirasiyla 497 ve 480 kb’lk
heterozigot duplikasyon saptanmistir. Bu bdlge OMIM genlerinden FAM19A2
(TAFA2) geninin bir kismini igcermektedir. Bu bodlge duplikasyonlari DGV veri
tabaninda ¢ok az sayida bildiriimis olup ClinVar veri tabaninda TAFAZ2 genini
iceren yaklasik 1 Mb’lik duplikasyon “benign” olarak (ClinVar no:601280)
bildirilmistir (65).
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Sekil 5.24. P-7362 (pembe) ve P-7362-K1 (yesil) no’lu hastalarda 12q14.1

bolgesindeki duplikasyonlarin aCGH goruntusi.

TAFAZ2, yeni bir veri tabani arama stratejisi kullanarak kesfedilen TAFA
ailesinin beg uyesinden biridir. Literatirde, TAFA mRNA ekspresyonu MSS ile
sinirli olmasina ragmen bu ailedeki TAFA2 mRNA ekspresyonunun kolon, kalp,
akciger, dalak, boébrek ve timusta tespit edildigi bildirilmistir. Ama MSS’deki
TAFA-2 ifadesi, diger dokulardan 50 ila 1000 kat daha yuksek bulunmustur (140).
Ayrica TAFA ailesi Uyelerinin mRNA ekspresyonu farkh beyin bolgelerinde
degiskenlik gostermektedir. Ornegin, TAFA-1 ekspresyonu; korteks ve medulla
boyunca yaklasik olarak ayni seviyelerde iken, bazal ganglion, talamus ve
serebellumdaki ekspresyonu 5-50 kat daha dusik bulunmustur. TAFA-2
ekspresyonu ise oksipital ve frontal kortekste en ylksek olarak tespit edilmigtir
(140).
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Tissue_name TAFA-1 TAFA-2 TAFA-3 TAFA-4 TAFA-5

Whole brain 215.27 326.29 3.48 8.88 3.14
Heart 0.00 4.76 0.00 0.00 0.00
Kidney 0.00 1.00 0.00 0.00 1.00
Liver 0.00 0.62 0,00 0.03 0.00
Lung 0.08 1.93 0.00 0.00 0.00
Colon 0.06 6.50 0.23 0.03 0.00
Spleen 0.05 3.03 0.47 0.01 0.00
Thymus 0.00 1.11 1.00 0.00 0.00
Frontal cortex 64.00 1136.20 14.42 2.93 6.50
Temporal cortex 71.01 630.35 19.70 1.23 3.61
Occipital cortex 76.11 2048.00 3.03 1.62 8.57
Parietal cortex 5572 494.56 27.86 1.62 5.28
Basal ganglion 9.51 103.97 40.79 2.07 30.91
Thalamus 3.14 115.36 5.10 14.93 13.00
Cerebellum 1.00 36.76 4.92 1.00 19.03
Brain medulla 64.00 430.54 0.00 2.07 6.28

Sekil 5.25.TAFA gen ailesi uiyelerinin insan dokularindaki rolatif mMRNA

ekspresyonlari - Wang ve ark.(141)’dan alinmistir.

TAFA genlerinin biyolojik fonksiyonlari hakkinda birkag gegici hipotez 6ne
surllmustur. Bunlardan birincisi, merkezi sinir sistemindeki immun yanitlari
module etmek igin beyne 6zgu kemokinler gibi davraniyor olmalari; ikincisi, sinir
ve immun hucreleri dizenleyen yeni bir nérokin sinifini temsil ediyor olmalari;
uclncusu ise, beyin hasarini takiben aksonal filizienmeyi kontrol ediyor
olmalandir (140,141). Wang ve arkadaslarinin TAFA2 knockout farelerde yaptigi
calismada; TAFAZ2'nin néronal sagkalim ve nérobiyolojik fonksiyonlar igin gerekli
bir ndrotrofik faktdr olarak islev gorebilecedi bildirilmistir (141). Son dénemde
Okada ve arkadaglarinin TAFA2 geni fonksiyonu Uzerine yaptigi fare
calismasinda; TAFA-2'nin gida alimi ve metabolik aktivitelerin dizenlenmesine
katildig1 gosterilmistir (142).
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Noronal seroid lipofusinozlar (NCL); noronlarda ve genellikle gozde
lizozomal lipopigment depolanmasi ve ilerleyici norolojik, motor ve entelektuel
bozulma, ndbet, géorme bozuklugu ve erken 6lume neden olan kalitsal, bir
norodejeneratif hastalik ailesidir.  Nijssen ve arkadaslarinin bir otozomal
dominant erigkin néronal seroid lipofusinozis (ANCL) ailesinde yaptiklari baglanti
analizinde; 3 aday lokus tespit etmis ve bu lokuslardan biri olan 12q14-21
lokasyonundaki 95 genlik boélgede, FAM19A2(TAFA2), GNS ve LYZ genlerinin
aday gen olabilecegini bildirmislerdir (143).

Her iki hastamizda da epilepsi klinigi olmasi, P-7362 no’lu hastanin
EEG’sinde TAFA2 geni ekspresyonu ile uyumlu sekilde yogun olarak oksipital
alanlarda daha yuksek amplitudll, jeneralize diken, keskin ve yavas dalga
desarjlan ve hastada néromotor gelisim geriligi bulunmasi, ayrica P-7362-K1
nolu hastada ANCL’de goérulen miyoklonik tipte nobet goérilmesi; TAFA2 geninin
bu hastalardaki epilepsi fenotipine katki sagliyor olabilecegini dusundurmektedir.
Ancak saptanan CNV’nin duplikasyon olmasi ve ClinVar veri tabani verileri
dikkate alindiginda bu degisim “VUS” olarak degerlendirilmigtir.

P-7643 ve P-7992 no’lu hastalarda 16p11.2 bolgesinde 533 kb’lik
heterozigot delesyon saptanmigtir. Bu bolge delesyonlari OMIM veri tabaninda
‘Kromozom 16p11.2 delesyon sendromu, 593kb (OMIM no:611913)” ile
iliskilendirilmistir (46). 16p11.2 delesyon sendromunda; gelisimsel gerilik, ID, dil
gelisiminde gecikme, yapisal beyin anomalileri bulgulari goérulmektedir.
Hastalarin %20’sinde nobet gozlendigi bildiriimektedir. Bu bolgede yer alan
PRRT2 geninde heterozigot fonksiyon kaybina neden olan patojenik varyantlarin;
benign ailesel infantil epilepsi ve koreoatetoz sendromlu infantil konvilsiyonlara
da neden oldugu bilinmektedir (144,145).
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Ayni bolgedeki delesyon P-7643 nolu hastanin saglikli ve nobet dykusu
olmayan annesinde ve P-7992 no’lu hastanin epilepsi klinigi olmayan fakat
konusma ve gelisme geriligi bulgulari olan kardesinde de gézlenmistir. Bu da bu

sendromun klinik degiskenligini yansitmaktadir (146).
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Sekil 5.26. P-7643 (turuncu) no’lu hasta ile annesi (yesil) ve P-7992 (mor)
no’lu bireylerde 16p11.2 bolgesindeki heterozigot delesyonun aCGH

goruntusu.

Ek olarak P-7643 no’lu hastada 9p22.2 ve 10922.3 bdlgelerinde sirasiyla
583 ve 320 kb’lik heterozigot duplikasyonlar saptanmis olup her iki degisimin de

maternal kaynakli oldugu gozlenmistir.

9p22.2 bolgesinde iki OMIM geni (CNTLN,SH3GL2) bulunmaktadir. Bu
genlerden SH3GL2 geni buyuk oranda beyinde eksprese edilmektedir (147). Bu
geni iceren delesyon ve duplikasyonlar sirasiyla bebeklik doneminde benign
miyoklonik epilepsi, ID ve GGG olan olgularda bildirilmis (ClinVar no:147568)
olmakla birlikte bu genin duplikasyonlarinin ndbet/epilepsi ile direkt olarak

iliskilendirildigine dair literatlr verisi bulunmamaktadir (58,65).
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Benzer sekilde 10922.3 bolgesindeki duplikasyonda yer alan u¢ OMIM
geninden (SFTPD, PLAC9, ANXA11); ANXA11 geni birgok farkli dokuda
eksprese edilmekte olup; ID ve epilepsili olgularda yapilan CNV ¢alismasinda bu
geniiceren 367 kb’lik heterozigot delesyon “VUS” olarak degerlendirilmigtir (148).
Ayrica bu gen OMIM'de OD kalitimhi “Amytrofik lateral skleroz 23" ile
iligskilendirilmektedir. Hastamizda ise bu bolgede duplikasyon mevcut olup, bu
CNV’nin nobet/epilepsi ile direkt olarak iligskilendirildigine dair literatlr verisi
bulunmamaktadir. Her iki CNV de hastamizin klinigine katkida bulunuyor olabilir
ancak bu durumun netlestirilebilmesi i¢in bu alanda daha ¢ok galismaya ihtiyag

vardir.

Epilepsi, vucutta sag uyluk medialinde 2x1 cm’lik hipopigmente alan,
hipotiroidi klinigi olan ve transfontanel USG tetkikinde tuber? hamartom? lehine
degerlendirilen yapilar izlenen P-8253 no’lu hastada; 16p13.3 bdlgesinde TSC2
genini parsiyel olarak iceren yaklasik 12 kb’lik heterozigot duplikasyon
saptanmigtir. Bu duplikasyon bolgesi TSC2 geninin muhtemelen 18-26. ekzon
bolgesine tekabul etmektedir. Ancak bu sonu¢ bagka bir yontemle konfirme

edilememigtir.
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Sekil 5.27.P-8253 no’lu hastada TSC2 genindeki parsiyel duplikasyonu

gosteren aCGH gorintusii.
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TSC2 geni, tuberoskleroz tip 2 ile iliskilendiriimektedir. Tuberoskleroz; cilt
lezyonlari (hipomelanotik makuller, fasiyal anjiyofibromlar, ungual fibromlar,..vs),
beyin anomalileri (subependimal noduller, kortikal displazi, ..vs), ndbet, ID/gelisim
geriligi, bobrek lezyonlari (anjiyomiyolipom, Kistler, renal hiicreli karsinom), kalp
anomalileri (rabdomyom, aritmi) ile karakterize bir hastaliktir (149).
Tuberosklerozun tanisi, klinik bulgulara dayali olsa da hastalarin yaklagik
%85’inde TSC1 (%31) ve TSC2 (%69) genlerinde mutasyon tespit edilmektedir
(150). Kozlowski ve arkadaslarinin 261 hasta Uzerinde yaptigi MLPA
calismasinda, hastalarin %21’inde (54/261) delesyon/duplikasyon saptanmig
olup bu hastalarin ikisinde (%0,7; 2/261) TSC2 geninde genomik duplikasyon
saptandigi bildirilmistir (151). Ramandi ve arkadaslarinin 81 hasta Uzerinde
MLPA yontemi ile TSC2 geni delesyon/duplikasyon analizi yapti§i ¢alismada;
hastalarin Ugunde (%3,8) duplikasyon saptandigi bildirilmigtir (150). ClinVar
veritabaninda hastamizdaki ile kismen ¢akisan yaklasik 5 kb, 14,4 kb ve 15,3
kb’hk duplikasyonlar “patojenik” olarak bildirilmistir (ClinVar no: 583975, 437412,
583818) (65). Hastamizin klinik bulgulari da dikkate alindiginda bu duplikasyon
“patojenik” olarak degerlendirilmigtir.

Epilepsi, genel gelisim geriligi, bilateral strabismus, hafif fasiyal dismorfizm
fenotipi olan P-8693 no’lu hastada 7q35 kromozomal bdlgesinde 136 kb’lik
heterozigot delesyon saptanmigtir. Bu bolge CNTNAP2 genini parsiyel olarak
icermektedir.
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Sekil 5.28.P-8693 no’lu hastada CNTNAP2 genindeki parsiyel delesyonu
gosteren aCGH goruntusii.
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CNTNAP2 (the contactin-associated protein-like 2), 24 ekzondan
(ENST00000361727.8) olusmakta olup yaklagsik 2,3 Mb’lhk genomik DNA
icermektedir. insan genomundaki en biyik genlerden biri olan CNTNAP2,
inversiyonlar, translokasyonlar, CNV’ler, ekzonik mutasyonlar ve epigenetik
modifikasyonlar dahil olmak Uzere yapisal yeniden duzenlemeler icin muhtemel
bir hedeftir. CNTNAP2 geni OMIM veri tabaninda “Otizm duyarhligi 15" ve
otozomal resesif kalitim paterni sergileyen “Pitt-Hopkins benzeri sendrom” ve
“Kortikal displazi —fokal epilepsi sendromu” (OMIM No: 604569) ile
iligkilendirilmigtir (46).

CNTNAP2 geninin kodladigi Caspr2 proteini, hem omuriligin miyelinli
aksonlarinda hem de MSS’de ifade edilmektedir. insan fetal beyninde CNTNAP2,
agirhikh olarak on frontal ve temporal perisilvian bolgelerinde, striatumda ve
talamusta eksprese edilmektedir (152,153). CNTNAP2'nin intragenik de novo
heterozigot delesyonlari; OSB, ID, Pitt Hopkins sendromu, dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugu hastalarinda bildirilmisgtir (154).
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Sekil 5.29. CNTNAP2 geninde saptanan intragenik CNV’ler- Poot M.

calismasi (154)’dan alinmisgtir.
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Sekil 5.30.P-8693 no’lu hastamizda CNTNAP2 genindeki intragenik

delesyonun gen lizerinde lokasyonunu gosteren aCGH goriintisii.
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Strauss ve arkadaslari; kortikal displazi, fokal epilepsi, rolatif makrosefali
ve azalmig derin tendon refleksleri olan Old Order Amis ¢ocuklarinda CNTNAP2
geninde homozigot mutasyon saptadiklarini bildirmislerdir (155). Friedman ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise; farkli ndbet tipleri (sekonder jeneralize
fokal sag frontotemporal epilepsi, JTK nobet, beyin sapi regulasyon bozuklugu)
ve sizofreni klinigi olan 3 hastada CNTNAP2 geninde farkl boyutlarda (11 Mb,
1,5 Mb, 220 kb) heterozigot delesyonlar saptanmis olup; ilaveten her Ug¢ hastada
da CNTNAP2 geninin 24 ekzonunun sekans analizinde, diger allelde mutasyon
olmadigi gosterilmigtir. Strauss ve arkadaglarinin galismasinin aksine, bu sonug
CNTNAP2 geninin  haployetmezliginin  hastaliga yol actigi seklinde
degerlendirilmisgtir. Bodylece Old Order Amis populasyonu haric CNTNAP2
geninin epilepsi ile iligkili oldugu ve bu genin dozaj degisikliginin karmasik bir
sizofreni, epilepsi ve bilissel bozulma fenotipine yol agabilecegi bildiriimigtir (156).
Mikhail ve arkadaglari; 6grenme gugligu, konusma problemleri, velofaringeal
yetmezlik ve nonspesifik dismorfik 6zellikleri olan bir hastada CNTNAP2 geninde
okuma gergevesini bozacagi tahmin edilen 2 ve 3. ekzonlari kapsayan yaklasik
246 kb'lik bir intragenik delesyon bildirmiglerdir (157). Ancak Smogavec ve
arkadaslari, otozomal resesif kalitim paterni ile uyumlu sekilde birbiri ile iligkisiz
6 aileden 8 epilepsili hastada, CNTNAP2 geninde tumu saglkli heterozigot
ebeveynlerden kalitilmig, homozigot mutasyonlar, bilesik heterozigot CNV'ler
veya CNV+mutasyon saptamiglardir. Hastalarda epilepsi disinda ID (6/8’inde
agir), konusma gelisiminde regresyon (5/8) ve davranig anomalileri (7/8) tespit
etmislerdir (158). Her ne kadar literatuirde CNTNAP2 geninde heterozigot
delesyon saptanan bireylerde epilepsi fenotipi gdzlendigi bildirilmis olsa da bunun
aksine yayinlar da mevcuttur. Ancak CNTNAP2 geninin epilepsi fenotipine katkisi
g0z onune alindiginda bu degisim muhtemel patojenik olarak degerlendirilmigtir.
Yine de hastamizdaki CNTNAP2 geninin diger allelinin olasi nokta mutasyonlar
agisindan sekans analizi ile degerlendiriimesi gerekmekte olup CNTNAP2

geninin haployetmezlIigi ile ilgili daha ¢ok ¢aligmaya ihtiyag vardir.
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Epilepsi, néromotor gerilik, hafif fasiyal dismorfizm bulgulari olan P-8861
no’lu hastada 15g13.3 bolgesinde yaklagik 470 kb’lik duplikasyon saptanmistir.
Bu bolgede iki adet OMIM (OTUD7A, CHRNA7) ve bir adet OMIM disiI gen
(LOC100288637) yer almaktadir. CHRNA7(a7 ndronal nikotinik reseptor) geni,
bilis ve bagisiklik sisteminde ¢ok 6nemli rolleri olan bir gen olup hem beyinde
hem de periferde yaygin olarak eksprese edilmektedir. Evrim sirasindaki gen
duplikasyonu, ilkel CHRNA7 geninden nikotinik reseptor gen ailesinin olusumuyla
sonuglanmig, ek olarak CHRNA7'nin nispeten kismi duplikasyonu olan yeni bir
CHRFAM7A geni meydana gelmesini saglamistir (159). a7 ndronal nikotinik
asetilkolin reseptoru, nikotinik asetilkolin reseptor ailesinin bir Gyesidir. Bu
reseptorler, asetilkolin ile endojen olarak uyarilan ligand kapil iyon kanallaridir
(159).

Yaklagik 1,5 Mb'lik bir segmentin kaybi ile ortaya ¢ikan 15q13.3
mikrodelesyon sendromu, ilk olarak MR, epilepsi, degisken fasiyal dismorfizm ve
parmak anomalileri olan olgularda tanimlanmistir. Bu hastalarda 6zellikle bu
bdlgede yer alan CHRNAY geni, epilepsi i¢cin aday gen olarak bildirilmigtir. Buna
karsin ayni calismada, BP3-BP4 ve BP4— BP5'in duplikasyonlarinin muhtemelen
ya benign CNV ya da daha hafif fenotipik anormallikler ile iligkili oldugu, ancak
bunun netlestirilebilmesi i¢in ek ¢alismalara gerekli duyuldugu bildirilmigtir (160).
Daha sonra Helbig ve arkadaslarinin yaptigi calismada; CHRNA7Y genini igeren
15013.3 mikrodelesyonu, 3699 kontrol olgusunda saptanmazken 1223 IJE
hastasinin 12’sinde (~%1) tespit edilmis olup delesyonlu bireylerin cogunda daha
onceden bu gen ile iligkilendirilmis ID, otizm, sizofreni gibi bulgularin olmadigi
bildirilmigtir. Ancak ayni c¢alismada 1223 vakanin 12'sinde (~%1) ve 3699
kontrolin 23'Unde (~%0.6) CHRNAY genini iceren duplikasyonlar saptanmistir.
Bu nedenle galisma sonuglarina gore; sadece 15913.3 duplikasyonlarinin degil,

sadece delesyonlarinin iJE icin dnemli bir risk faktdri oldugu vurgulanmistir (8).
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CHRNAY geninin mikrodelesyonlari, epilepsi ile guc¢lu bir sekilde
iligkilendirilmis olmasina ragmen, Szafranski ve arkadaslarinin 15913.3
mikroduplikasyonlari Uzerine yaptigi ¢alismada; 11 indeks olgudan sadece
birinde ndbet saptanmis olup, dahasi, CHRNA7 iceren mikroduplikasyonlu 10
aile Uyesinden higbirinde ndbet dykusu bulunmadigr bildirilmigtir. Sonug¢ olarak
CHRNAY genini igeren kuguk mikroduplikasyonlarin gelisimsel gecikme / zihinsel
gerilik, muskuler hipotoni ve c¢esitli noéropsikiyatrik bozukluklarla iligkili
olabilecegini ancak bu mikroduplikasyon ve bununla potansiyel olarak iligkili olan
CHRNA?7 tarafindan kodlanan nikotinik asetilkolin reseptoru a7 alt Unitesinin
dozajinin artmasi klinik 6nemi belirsiz olarak degerlendirilmistir (161). Stewart ve
arkadaslarinin 235 sizofreni+epilepsi, 80 bipolar bozukluk+epilepsi ve 191 kontrol
olgusunda yaptigi ¢calismada; CHRNA7 geninde sizofreni grubunda iki (142 kb;
164 kb), bipolar bozukluk ve kontrol (694 kb) grubunda ise birer duplikasyon
bildiriimis ancak bu duplikasyonun fenotipik 0Oneminini belirsiz oldugu
vurgulanmistir (162). Néronal migrasyon bozuklugu, otizm ve nébet bulgusu olan
bir erkek cocukta 15913.3 bdlgesinde yaklasik 0,5 Mb’lik duplikasyon bildirilmistir
(163). Diger calismalarla benzer sekilde Gillentine ve arkadaslari mikroarray
analizi ile CHRNAY genini iceren duplikasyonlu 18 olguda; gelisimsel gecikme/ID,
otizm spektrum bozuklugu ve dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu sikhginin
yuksek oldugunu ortaya koymuslardir. Olgularin, bildirilmis 15q13.3 delesyonlu
hastalardakilerle kismen o&rtisen fenotipi olmasina ragmen, ciddi biligsel
bozukluk ve epilepsi fenotipinin duplikasyonlu olgularda daha dusik bir
prevalansi oldugu saptanmigtir. Bu durum, bu bdlge duplikasyonlarinin daha
hafif bir fenotipe yol agabilecedi seklinde yorumlanmistir (164). Mevcut veriler
dogrultusunda her ne kadar CHRNAY geninin igeren duplikasyonlarin epilepsi ile
iligkisi ¢eligkili olsa da hastamizin néromotor gerilik, konusma geriligi, hafif fasiyal
dismorfizm bulgularinin olmasi ve yapilan aile galismasinda bu degisimin saglikli
ebeveynlerinde saptanmamasi nedeni ile bu degisim muhtemel patojenik olarak

degerlendirilmistir.
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P-8964 no’lu hastada 16p12.2 bolgesinde yaklagik 262 kb’lik heterozigot
delesyon saptanmigtir. Bu bolge bir adet morbid OMIM geni (OTOA), 2 adet
OMIM  geni (METTLY,IGSF6) ve iki adet OMIM disi gen
LOC101927814, RRN3P1) icermektedir. OTOA geni OMIM veri tabaninda
otozomal resesif kalitimh igitme kaybi ile iligkilendirilmigtir (OMIM no: 607038)
(46). Hastamizla benzer gen bolgelerini iceren heterozigot delesyonlar, ClinVar
veri tabaninda OSB, ID, cocukluk gelisim basamaklarinda gerilik, konusma
geriligi gibi bulgulari olan hastalarda blyuk gogunlukla patojenik olarak bildiriimis
olup, bu bildirimlerde epilepsi fenotipi sergileyen olgular da mevcuttur (ClinVar
no:689334) (65).

16p12.2 kromozom bandi tekrarlayan kromozomal yeniden duzenlemeler
ve rekombinasyon ic¢in ortam saglayan ug¢ buylik segmental duplikasyon igerir:
BP1, BP2 ve BP3. 16p12.2 mikrodelesyon sendromu, degisken klinik bulgularla
iligkii BP2 ve BP3 arasinda olusan reklrren delesyondur. Tassano ve
arkadaslari; hastamizla benzer gen bolgelerini igceren kisa boy, hafif disleksi, hafif
fasiyal dismorfizm, pektus ekskavatum, kifoz ve annesinde dogustan bilateral
sagirlik ve agir konugma bozuklugu oykusu olan bir gocukta BP1 ile BP2 arasinda
heterozigot 16p12.2 mikrodelesyonu tanimlamiglardir. Olgunun annesinin bu
delesyonu homozigot olarak tasidigi bildirilmistir. Ancak bildirilen olguda mental
retardasyon klinigi bulunmadigindan bu delesyonun mental retardasyon igin
bagimsiz bir risk faktoru olamayacagi vurgulanmisgtir ve bu calisma, bu bolgeyi
nonpatojenik olarak tanimlayan Antonacci ve arkadaglarinin iddiasina karsi
cikmaktadir (165,166). Hastamizin epilepsi, MR, fasiyal dismorfizm, konjenital
kalp hastaligi bulgulari ve mevcut veriler birlikte degerlendirildiginde
hastamizdaki degisim VUS olarak degerlendiriimigtir. Hastamiza yapilan epilepsi
NGS paneli testinde ALG13 geninde ¢.2278G>T varyanti heterozigot saptanmig

olup bu varyant da muhtemel benign-VUS olarak degerlendirilmistir.
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6.SONUGC VE ONERILER

Epilepsi toplumda sik gdrilen bir norolojik hastaliktir. Epilepsi
etiyolojisinde birgok faktor rol oynamakla birlikte genetik nedenler bu faktorler

icerisinde 6nemini korumaktadir.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
poliklinigimize basvurup tanisal amagh aCGH calisiimis 80 epileptik olguya ait
retrospektif olarak elde edilen sosyodemografik, klinik, laboratuvar bulgularin ve
bu olgularin glncel literattr bigileri 1s1ginda yeniden analiz edilen aCGH ham
verilerinin degerlendirildigi arastirmamizda; 133’0 (%59,7) delesyon ve 90’1
(%40,3) duplikasyon olmak uzere toplam 223 CNV saptanmigtir. Olgularin
75’'inde (%93,8) en az bir benign veya muhtemel benign CNV saptanmis olup
toplamda 191 benign veya muhtemel benign CNV tespit edilmigtir.

Calismamizda 80 epilepsi hastasinin 14’unde (%17,5) epilepsi ile iligkili
patojenik/muhtemel patojenik CNV tespit edilmis olup bu oran bu alandaki

calismalarin gogundan yuksek bir orandir.

MR/GGG fenotipi olan olgularimizin %31,1’inde epilepsi ile iliskili bir CNV
saptanirken, MR/GGG fenotipi olmayanlarda bu oran %17,9'dur. Ek olarak
MR/GGG durumu bilinmeyen 7 hastanin 5’'inde (%71,4) epilepsi ile iligkili bir CNV
saptanmig olup bu hastalarin 6’sinin bagvuru sirasinda bir yasindan kuguk
olmasi aslinda epilepsi hastalarinda olasi MR/GGG fenotipi saptanmadan dnce
epilepsi etiyolojisine yonelik yapilan aCGH’nin erken tani agisindan verimini

gOstermektedir.

Ayrica 14 ayri kromozomal bdlgede 16 adet epilepsi ile iligkili olabilecek

VUS saptanmistir. Buyuk oranda beyinde eksprese edilen ve otizm, sizofreni,
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GJE hastalarinda bildirilmig olan MACROD2 geni; akson rehberligi, miyelinasyon,
sinaps olusumu ve fonksiyonu gibi MSS’nin birkag fonksiyonun dizenlenmesinde
anahtar rol oynayan ve duplikasyonlari ataksi, ndbet, serebral ve serebellar atrofi
fenotipi olgularda bildiriimis olan ADGRB3 (BAI3) geni; 6zellikle néral sistemde
eksprese olan ve SOX9 geni ile yakindan iligkili SOX8 geni; hipokampal ve
kortikal néronlarda NMDA iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluR'ler) ile birlikte
lokalize proteini kodlayan ve WBS’li olgularda ve Wang ve arkadaslarinin yaptigi
calismada potansiyel epilepsi ile iligkili gen olarak tanimlanan HIP1 geni;
otozomal resesif gegisli geng yas Parkinson hastaliginin genetik nedeni olarak
bildirilen ancak son donemdeki bazi ¢aligmalarda epilepsi etiyolojisinde aday
genlerden biri olarak gosteriien PARK2(PRKN) geni; MSS’de yogun olarak
eksprese olan ve ¢alismalarda néronal sagkalim ve ndérobiyolojik fonksiyonlar igin
gerekli bir norotrofik faktor olarak iglev gordugu bildirilen TAFA2 (FAM19A2) geni
potansiyel olarak epilepsi ile iligkili gen olarak degerlendirilmigstir.

Ayrica hucre sinyalizasyon surecinde 6nemli bir rol oynayan, ekspresyon
artisi ile tumor hucrelerinin proliferasyon, invazyon, metastaz ve apoptozisini
module eden multi-domain bir iskelet proteini olan “Neural Precursor Cell
Expressed, Developmentally Downregulated 9” proteinini kodlayan ve bir hayvan
calismasinda nikotinle indiklenen ndbet sonrasi ekspresyonunun arttigi
gOsterilen NEDD9 geni; beyin dahil birgok dokuda eksprese edilen RASALZ2 geni;
buaylk oranda MSS’de ifade edilen ve caligsmalarda MSS gelisimine dahil
oldugunu gdsterilen TNR geni de epilepsi agisindan daha ¢ok arastirmaya ihtiyag

duyulan genler olarak yorumlanmistir.

Bunlara ek olarak mikrodelesyonlari epilepsi ile gugli sekilde
iliskilendirilen 15913.3 bolgesindeki duplikasyonlarin da epilepsi fenotipi ile iligkili

olabileceg@i dusunulmustur.
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Genetik tani yontemlerindeki gelismeler ile epilepsi ile ililgkili birgok
kromozomal lokus veya gen kesfedilmeye devam etmektedir. Ozellikle gene
0zgu tedavi segeneklerinin ortaya ¢ikmasi ile genetik arastirmalar hastalar igin
umut verici olmaktadir. Calismamiz, bu gen bdlgelerinin epilepsi fenotipine

katkisinin belirlenebilmesi i¢in bu alandaki yeni ¢alismalara yol gosterecektir.
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