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OZET
Epilepsi Tanmih Cocuk Hastalarda Genetik Etiyolojinin Hedeflenmis Y eni

Nesil Dizi Analizi Verilerine Dayanarak Retrospektif Olarak Arastirilmasi

Amac: Epilepsi cocuklarin %0,5 ile %1’ini etkileyen tekrarlayan nobetlerle
karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir. Etiyolojisinde ¢esitli faktorler bulunmakla
birlikte genetik faktorler etiyolojinin %40-50’sinde yer almaktadir. Son zamanlarda yeni
nesil dizileme teknolojilerindeki gelismeler sayesinde, epilepsili hastalarda etiyolojide
cok sayida molekiiler degisik saptanmistir. Bu da epilepsi hastalarinda kesin etiyolojinin
belirlenerek kisisellestirilmis tedavilerin oniinii agmistir. Bu tez ¢alismasinda epilepsi
tanili cocuk hastalarda hedeflenmis NGS verileri retrospektif olarak incelenerek, epilepsi
panelinin klinik karar verme iizerindeki etkisinin incelenmesi ve NGS sisteminin
pediatrik epilepsi hastalarindaki tan1 degerinin saptanmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Bu tez calismasina Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Poliklinigi’nde 2018-2021 tarihleri arasinda epilepsi tanisi ile degerlendirilen ve
tani testi olarak hedefli NGS analizleri yapilmis 107 ¢ocuk hasta(0-18 yas) dahil edildi.
Calismada patojenik, muhtemel patojenik ve VUS varyantlar yer aldi. Elde edilen
nedensel varyantlar ile NGS panelinin tan1 degeri hesaplandi.

Bulgular: Calismada 20 patojenik, 5 muhtemel patojenik ve 49 klinik dnemi
bilinmeyen olmak iizere 74 varyant saptandi. VUS varyantlar yeniden analiz edildikten
sonra 15’1 benign, 15’1 muhtemel benign, 5'1 muhtemel patojenik, 1'i patojenik olmak
tizere 36 varyantin ACMG smiflandirmas: tekrar belirlendi. Buna gore toplamda 31
patojenik-muhtemel patojenik (P, LP) ve 13 VUS varyant tespit edildi. Bu ¢alismada, 110
epilepsi geni igeren NGS panelinin prediktif degeri %28 olarak hesaplandi.

Sonug¢: Calismamizda, epilepsi hastalarindaki hedefli yeni NGS analizinin tanisal
degeri giincel literatiir verileriyle uyumlu olarak tespit edilmistir. Olgularda NGS ile
genetik etiyolojinin belirlenmesi prognozun tahmin edilmesi ve uygun tedavinin
se¢ilmesine olanak saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, gen paneli, yeni nesil dizileme



ABSTRACT

Retrospective Investigation of Genetic Etiology in Pediatric Epilepsy

Patients Based on Targeted Next Generation Sequence Analysis Datas

Aim: Epilepsy is a multifactorial disease which affects 0.5% to 1% of children
and is characterized with recurrent seizures. Although various factors are shown to be
responsible in its etiology; genetic factors are involved in 40-50% of the etiology.
Numerous molecular changes have been identified in the etiology in patients with
epilepsy by means of recent advances in NGS technologies. This paved the way for
personalized treatments by determining the exact etiology in epilepsy patients. In this
thesis study, it was aimed to examine the effect of the epilepsy panel on clinical decision
making and to determine the diagnostic value of the NGS system in pediatric epilepsy
patients by retrospectively examining the data of the targeted NGS panel in pediatric
patients with epilepsy.

Material and Method: In this thesis study, 107 pediatric patients(0-18 years old),
who were evaluated with the diagnosis of epilepsy in Inénii University Faculty of
Medicine Medical Genetics Polyclinic between 2018-2021 and to whom targeted NGS
analyzes was performed for diagnosis, were included. The study included variants that
are pathogenic, LP, and of VUS. The diagnostic value of the NGS panel was calculated
with the obtained causal variants.

Findings: In the study, 74 variants were detected, of which 20 were pathogenic, 5
were LP, and 49 were of VUS. After reanalysis of VUS variants, the ACMG classification
of 36 variants, including 15 benign, 15 likely benign, 5 LP, and 1 pathogenic, were
redefined. Accordingly, a total of 31 P, LP and 13 VUS variants were detected. In this
study, the predictive value of the NGS panel containing 110 epilepsy genes was calculated
as 28%.

Conclusion: In our study, the diagnostic value of targeted NGS analysis in
epilepsy patients was determined in accordance with current literature data. Identification
of genetic etiology with NGS in cases allows prediction of prognosis and selection of
appropriate treatment.

Keywords: Epilepsy, gene panel, next generation sequencing
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1.GIRIS

Cocuklukta 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olan epilepsiler, klinik ve
genetik heterojenite gdsteren bir hastalik grubudur. Her yastan bireyi etkilemekle birlikte
cocuklarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Cocukluk donemindeki sikligi %0,5-1 olarak
belirtilmektedir.! Diisiik orta gelirli iilkelerde epilepsi prevalansi daha yiiksektir. Klinik
olarak epilepsi tanist konulan hastalarda epilepsi siniflamasi yapilmasi International
League Against Epilepsy (ILAE) tarafindan 6nerilmektedir.>® Bu smiflamada nobet
baslangic yasi, nobet tipi, epilepsi sendromlar1 ve etiyolojiye gore simiflama
yapilmaktadir. Epilepsi etiyolojisinde farkli faktrler sorumlu olmak birlikte olgularin
%40-50’sinin genetik nedenli oldugu diisliniilmektedir. Mendeliyan kalitimla birlikte
birden fazla genin etkili oldugu kompleks kalitim modelleri de epilepsi patogenezinde
etkili olabilmektedir.*

Yeni nesil dizileme teknolojisi (NGS) basta olmak tizere molekiiler genetik
teknolojilerindeki son gelismeler, bu yolaklarda rol oynayan epilepsi ile iligkili genlerin
hizli bir sekilde tammlanmasina yol agmistir.’ NGS teknigi genetik analizlerin sirayla
yapilmas1 yerine ayni anda bir¢ok geni dizileme imkan1 sunmaktadir. Epilepsinin genetik
heterojenitesinden dolayi, son yillarda yapilan bazi caligmalarda epilepsi hastalarinin
tanist i¢in yeni nesil dizileme genetik testlerinin kullanilmasi gerektigi belirtilmistir.
Epilepsi ve yeni nesil dizileme teknolojisinin etkinligi ile ilgili ¢esitli ¢caligmalar yapilmis
ve pediatrik epilepsi hastalarinda epilepsi panellerinin tan1 koyma oraninin %0,08 ile %48
arasinda degistigi gdsterilmistir.°

Bu tez caligmasinda, epilepsi tanisi olan 0-18 yas grubundaki 107 hastada genetik
etiyolojinin hedefli yeni nesil dizi analizi verilerine goére retrospektif arastirilmasi,
sonuglarin genotip fenotip korelasyonuyla yorumlanmasi ve epilepsi gen panelinin tani

degerinin hesaplanmasi amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Epilepsi Hastahg:

2.1.1 Epilepsi Tanim

Nobet, beyinde ani ve kontrolsliz néronal aktiviteden dolayr meydana gelen bir
bozukluktur. Nobetler provoke edilmis (akut semptomatik/ tetiklenmis) veya provoke
edilmemis (tetiklenmemis) sekilde olabilmektedir. Provoke edilmis nobet, toksik,
metabolik, inflamasyon, enfeksiyon ve yapisal nedenlere bagli olarak meydana gelen akut
semptomatik ndbetlerdir. Provoke edilmemis ndbetler terimi ise potansiyel uyaran bir
durumun olmadiginda ortaya ¢ikan nébetleri ifade etmektedir.”

Epilepsi, akut sistemik veya nérolojik bir hasar tarafindan provoke edilmemis
tekrarlayan nobetlerle karakterize merkezi sinir sistemi (MSS) bozuklugudur.? Daha
spesifik olarak epilepsi tanisi i¢in bir kiside; a) >24 saat arayla meydana gelen en az iki
provoke edilmemis veya refleks ndbet; b) provoke edilmemis veya refleks bir ndbet ve
10 yil i¢inde iki provoke edilmemis ndbetten sonra genel tekrarlama riskine (>%60)
benzer baska bir nobet gecirme olasiligi; veya c) bir epilepsi sendromunun teshisi
gereklidir.?

Nobet ve epilepsi arasindaki ayrimi tanimak esastir. Epilepsi antiepileptik ilaglarla
ve bazi durumlarda cerrahiyle kronik tedavi gerektirebilirken, izole bir ndbetin tedavisi

altta yatan nedene yoneliktir.

2.1.2 Epilepsilerin Epidemiyolojisi

Epilepsi, diinyada niifusun %]1-3’linii etkileyen, sik go6zlenen norolojik
hastaliklardan biridir. Diinya ¢apinda yaklasik 70 milyon insam1 etkiledigi
ongoriilmektedir.® Epilepsi gelisiminde yas, cografi konum ve ekonomik durumlar risk
faktorleri arasinda yer almaktadir. Diisiik ve orta gelirli iilkelerde epilepsi prevalansi,
yiiksek gelirli iilkelerin yaklasik iki katidir." Bunun nedeninin diisiik-orta gelirli
iilkelerde, kafa travmalarinin, sitma, norosistiserkoz, invaziv bakteriyel enfeksiyonlar
gibi kraniyal enfeksiyonlarin ve akraba evlilikleri fazla olmasi nedeniyle genetik
etiyolojili epilepsilerin yiiksek insidansinin olabilecegi belirtilmistir.'%!!

Epilepsi prevelansiyla ilgili 2017 yilinda yapilan bir meta-analizde aktif nokta
prevalansi 1000 kiside 6,38, aktif periyot prevalansi 2,83/1000 ve yasam boyu prevalans

7,6/1000 olarak hesaplanmustir.'> Bu calismada epilepsinin iilkelere gore aktif periyot



prevalansi degerlendirilmis ve Tiirkiye’de 1000 kiside 5,6 olarak tespit edilmistir (Sekil
2.1).!2 Tiirkiye’de kiigiik popiilasyonlarda yapilan cesitli calismalarda epilepsi prevelansi
6,1-12,2/1000 arasinda degistigi gosterilmistir.">'> Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada
cocukluk cagindaki epilepsilerin (0-16 yas) prevalanst %0,8 olarak tespit edilirken,
erkeklerde prevalans %0,95 ve kizlarda %0,65 olarak bildirilmistir.'

Epilepsinin aktif periyot prevalansi /1000

Bilesik Devletler(US)
Hirvatistan
Danimarka
Yunanistan

Tirkiye
Bilesik Krallik
Hindistan

Singapur

Tanzanya

o
wn
=
o
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Sekil 2.1 Ulkelerin epilepsi aktif donem prevalanslari'

Pek cok prevalans ¢aligmasi bildirilmesine ragmen, epilepsi insidansi ile ilgili
sinirh sayida ¢aligma vardir. Epilepsi insidansi ile ilgili yapilan bir meta-analizde, yillik
kiimiilatif insidans 67,77/100.000 iken, yillik insidanst oran1 61,4 /100.000 kisi olarak
saptanmigtir (Tablo 2.1).'? Bu ¢aligmada epilepsi insidansinin da prevalansla benzer
sekilde distik-orta gelirli {ilkelerde (139/100.000 kisi) yiiksek gelirli iilkelere
(48,9/100.000 kisi) gére daha yiiksek oldugu gosterilmistir.'> Bu rakamlar diisiik-orta
gelirli  {ilkelerde  yasayan  popiilasyonlarda, sanayilesmis {ilkelerdekilerle
karsilagtirildiginda  epilepsinin  daha biiyiik bir sorun olusturdugunu agikca

gostermektedir. '



Tablo2.1 Epilepsi prevalanst i¢in tahmin degerleri'

AKktif Nokta Prevalans

Alt gruplar Dahil edilen tahmin | 1000’de Tahmin
sayilari Degerleri
(%95 giiven
araligi)
Genel 67 6,38 (5,57-7,30)
Cinsiyete gore Kadin 28 6,85 (5,55-8,47)
Erkek 27 7,31 (6,06-8,81)
Yasa gore 0-9 12 5,19 (3,54-7,62)
10-19 12 8,86 (6,58-11,92)
20-29 12 9,14 (7,17-11,64)
30-59 12 7,94 (6,20-10,15)
60+ 12 7,17 (4,67-11,01)
Ulkelerin gelirlerine gore | Diisiik ve orta 50 6,68 (5,45-8,18)
Yiiksek 13 5,49 (4,16-7,26)
Nobet tipine gore Aktif jeneralize 10 4,33 (2,55-8,32)
Aktif fokal 10 2,99 (1,39-6,42)
Aktif  bilinmeyen 7 0,81 (0,28-2,32)
nobetler
Epilepsi etiyolojine gére | Tahminen genetik 5 1,70 (0,75-3,90)
Yapisal/Metabolik 5 2,70 (1,12-3,81)
Bilinmeyen orjin 3 3,15 (2,57-3,87)
Genel 11 2,83 (1,53-5,26)
Cinsiyete gore Erkek 6 3,47 (1,22-9,84)
Kadin 6 2,92 (1,36-6,26)
Yasa gore <18 22 4,80 (4,17-5,52)
19+ 22 5,43 (3,93-7,50)
Ulkelerin gelirlerine gore | Diisiik ve orta 3 6,79 (2,77-16,65)
Yiiksek 8 2,06 (1,00-4,25)
Genel 56 7,6 (6,17-9,38)
Cinsiyete gore Erkek 20 6,99 (5,3-9,20)
Kadin 18 7,62 (5,52-10,50)




Yasa gore <18 30 7,24 (5,74-9,14)
19+ 24 8,59 (5,92-12,46)

Ulkelerin gelirlerine gére | Diisiik ve orta 41 8,75 (7,23-10,59)
Yiiksek 15 5,18 (3,75-7,15)

2.1.3 Epilepsilerin Simflandirilmasi

Nobetler ile ilgili ilk modern siiflama 1964’te Gastaut ve arkadaslar tarafindan
onerilmis ve bu siniflamanin uluslararas1 kullanimi 1970°te yaygin hale gelmistir.!”!®
1970°den Once nobet ve epilepsi tipleri arasinda genellikle ayrim yapilmadigindan,
elektroensefalografinin (EEG) yaygin kullanimina baslanmasi ile ndbet siiflandirmasi
ilk olarak 1981'de giincellenmistir.'® Bu smiflandirmada, basit parsiyel, kompleks
parsiyel, jeneralize ve siniflandirilmayan terimleri kullanilmistir. Epilepsi siniflamasi,
1985, 1989, 2010, 2014 yillarinda kismen giincellense de, son smiflama gemast
Uluslararasi Epilepsi ile Savas Komisyonu (ILAE) tarafindan 2017’de revize edilmistir
(https://www.ilae.org/guidelines).>!*?° Buna gére ndbetler jeneralize baslangicli, fokal
baslangicli ve baglangic nedeni belli olmayan ndbetler olarak ayrilmistir (Sekil 2.2 ve
2.3). 2017 wyilinda yaymlanan ILAE smiflamasi, o©nceki simiflandirmalarla
karsilastirildiginda, alternatif terimler kullanilarak daha once siniflandirilamayan nébet
ve epilepsi tiirlerinin smiflandirmaya dahil edilmesine olanak saglamustir.®4%°

Yeni smiflandirmada, smiflandirmayr kullanan kisinin uzmanhgma gore hem
temel hem de genisletilmis bir smiflama tanimlanmistir (Sekil 2.2 ve 2.3). Temel
versiyonun pratisyen hekimler, pediatristler, hemsireler ve saglik ¢alisanlari i¢in daha
faydali olacagi, genisletilmis versiyonun ise epileptologlar/nérofizyologlar ve
aragtirmacilara yardimer olacagi beklenmektedir. Temel siniflandirmada nébetler, fokal,
jeneralize ve bilinmeyen olarak ayrilmistir. Eski smiflandirmadaki ‘parsiyel’ terimi

yerine ‘fokal’ kullanilmakla birlikte ‘jeneralize’ terimi degistirilmemistir.>262



2017 ILAE Nobet Tiplerinin Temel Siniflandirmasi
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2017 ILAE Nobet Tiplerinin Genisletilmis Stmflandirmas:
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ESKi YENI

Parsiyel N Fokal
Baslangi¢
lokalizasyonu Jeneralize @ —  Jeneralize
Bilinmeyen
o . Bilin¢te bozulma
Basit - it
Biling diizeyi Kompleks - Bozulmus biling
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jeneralizasyon Klonik

Sekil 2.4 1981 terminolojisi ile yeni 2017 terminolojisinin karsilastiriimasi >*

Beynin bir hemisferinin etkileyen fokal baslangi¢li ndbetler, epilepsi hastalarinda
en sik goriilen nobet tiirtidiir. Fokal ndbetler opsiyonel olarak “korunmus farkindalik” ve
‘bozulmus farkindalik’ olarak siniflandirilarak sirasiyla eski “basit parsiyel” ve ‘kompleks
parsiyel’ nobet terimlerinin yerine kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Farkindalik bilinmiyorsa,
nobet tipi siniflandirilirken bu siniflama diizeyi ¢ikarilmalidir. Temel siniflandirmada, bir
fokal nobet icin farkindalik diizeyinin degerlendirilmesinden sonraki adim, baslangicin
“motor” veya “motor olmayan” olarak tanimlanmasini icermektedir. *-*

Jeneralize baslangicli nobet, klinige ve EEG'deki bulgulara gore nébetin
baslangicinda her iki hemisferin de etkinlesmis olmasidir. Jeneralize ndbetleri
siniflandirirken farkindalik diizeyi atlanir, ¢iinkii ¢ogu jeneralize nobette farkindalik
bozulmustur. Nobetlerin fokal baslayip jeneralize devam eden ndbetler i¢in kullanilan
‘sekonder jeneralize nobet’ terimi artik ‘fokal baslangicl bilateral tonik-klonik nobetler’
olarak adlandirilmaktadir.>**

‘Bilinmeyen baslangi¢cli nobetler’ terimi, ndbet baslangicinin bilinmedigi ancak
diger belirtilerin bilindigi durumlarda kullanilmaktadir (Sekil 2.5). Nobet baslangicinin
bilinmesi ¢ok Onemlidir ve baslangicina tanik olunmayan ve ardindan tonik-klonik
aktiviteye sahip bir ndbet “baslangict bilinmeyen bilateral tonik-klonik nobet” olarak

tanimlanmalidir.’
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Etiyoloji

Komorbiteler

Nobet tipi siiflandirildiktan sonra, miimkiinse hastanin epilepsi tipi ve epilepsi
sendromu belirlenmelidir.>* Epilepsi tipleri, fokal, jeneralize, kombine fokal & jeneralize
ve bilinmeyen olarak smiflandirilmistir. Epilepsi sendromlari, nobet tipleri, EEG
bulgulari, goriintiileme bulgulari, yasa baglh 6zellikler, nobet tetikleyiciler ve prognoz
gibi birlikte ortaya c¢ikan Ozellik kiimelerini ifade eder. Epilepsi sendromlari, ILAE
tarafindan neonatal ve infant donem (0-2 yas), ¢ocukluk dénemi (2-12 yas), degisken
yaslarda baslangicli epilepsi sendromlar1 ve idiyopatik jeneralize epilepsi sendromu
olmak iizere 4 kategoride siniflandirilmistir (https://www.ilae.org/guidelines).?® Neonatal
ve infant donemde baglayan ndbetler kendini sinirlayan epilepsiler ve gelisimsel epileptik
ensefalopatiler olarak ayrilmistir (Sekil 2.7). Bu yas grubunda epilepsi insidansi ytiksektir
ve siklikla énemli komorbiditeler ve mortalite ile iliskilidir. iki yasin altinda baslayan
kendi kendini sinirlayan epilepsi sendromlarinin ndbet gecirme egilimi yasla smirlidir ve
nobetler tipik olarak ilaca yanithdir. Gelisimsel ve epileptik ensefalopati kavrami siddetli
erken baslangichi epilepsi ve noérogelisimsel bozukluklar1 tanimlamak icin
kullanilmaktadir.?®

2017 ILAE smiflandirmasi, hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklardaki ndbetler i¢in
gecerlidir fakat yenidogan nobetleri, cogu zaman akut bir nedenle tetiklenen nobetlerdir
ve sadece elektrografik olabildigi i¢in esas olarak daha biiyiik cocuklar ve yetiskinler igin

gelistirilen siniflandirma semalarina uymayabilir. Bu nedenle 2017 ILAE siniflamalari



dogrultusunda yenidogan donemindeki nobetler i¢in yeni bir siniflandirma yapilmistir
(Sekil 2.6).% Bu smiflamada bu yas grubundaki nébetlerin teshisinde EEG’nin 6nemi
vurgulanarak EEG korelasyonu olmayan klinik olaylar smiflandirmaya dahil
edilmemistir. Yenidogan dénemindeki ndbetlerin fokal baslangich oldugu gosterilmis

oldugundan, fokal ve jeneralize olarak siniflandirilmamustir (Sekil 2.6).%

Etiyoloji

Nobet tipi (tiimii fokal baslangigl)

- Sadece
Elektroklinik elektrografik

l

Sekil 2.6 Neonatal epilepsilerin siniflandirilmasi ve etiyolojisi®®



Kendini sinirlayan (self-limited)
epilepsiler

-Kendini sinirlayan neonatal epilepsi
-Kendini simirlayan infantil epilepsi
-Febril nébetler +

-Infantlarda miyoklonik epilepsi

Gelisimsel ve epileptik ensefalopatiler
(DEE)

-Erken infantil gelisimsel epileptik

ensefalopati

-Infantil spazm sendromu

-Dravet sendromu

-Migratuar fokal nébetler ile infantil

AN

epilepsisi

Etiyoloji spesifik epilepsiler

-KCNQ2 gelisimsel epileptik
ensefalopati

-Piridoksin bagimli (ALDH7A1)
-Piridoksamin 5-prime-fosfat
oksidaz eksikligi

-CDKL35 gelisimsel epileptik
ensefalopati

-PCDH19 iliskili epilepsi
-GLUTI eksikligi sendromu
-Sturge-Weber sendromu

-Hipotalamik hamartomlu gelastik

nobetler

Sekil 2.7 Neonatal ve infant donem epilepsi sendromlart (https://www.ilae.org/guidelines)

Cocuklukta baglayan epilepsi sendromlar1, kendini siirlayan fokal epilepsi

sendromlari, genetik jeneralize epilepsiler ve hem fokal hem de jeneralize nobetleri olan

gelisimsel epileptik ensefalopatiler olmak {izere {i¢ ana gruba ayrilabilir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Cocukluk déonemi epilepsi sendromlart (https.://www.ilae.org/guidelines)

KENDINI SINIRLAYAN
FOKAL EPILEPSILER

GENETIK JENERALIZE
EPILEPSILER

GELISIMSEL EPILEPTIK
ENSEFALOPATILER

Sentrotemporal spike ile

kendini sinirlayan epilepsi

Miyoklonik-atonik epilepsi

Lennox-Gastaut sendromu

Otonomik nobetlerle kendini

Cocukluk ¢agi absans

Uykuda spike-wave

simirlayan epilepsi epilepsi aktivasyonu ile gelisimsel

epileptik ensefalopatiler
Cocukluk ¢ag1 oksipital GOz  kapagi  miyoklonik | Febril enfeksiyon iliskili
gorsel epilepsi epilepsisi epilepsi sendromu

Fotosensitif oksipital lob

epilepsisi

Miyoklonik absans epilepsi

Hemikonviilsiyon-Hemipleji

Epilepsi
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Nobet ve epilepsi tiplerini siniflandirmak klinisyenler, arastirmacilar, hastalar ve
aileleri i¢in son derece dnemlidir. Arastirma agisindan bakildiginda, bu siniflandirmalar,
farkl1 tipte ndbetler ve epilepsi i¢in medikal veya cerrahi tedavilerin ve tedaviye yanitlarin
arastirilmasini saglar.

2.1.4 Epilepsi Patofizyolojisi

Epilepsi patofizyolojisini arastiran ¢aligmalarda insan epilepsini taklit eden ¢esitli
hayvan modelleri kullanilmistir. Bu ¢alismalarda nobetin temel mekanizmasinin kortikal
noronlardaki uyarilma ve inhibisyon arasindaki dengesizlik oldugu gosterilmistir.
Eksitasyon/inhibisyon dengesizligi, genler ve hiicreler arasi sinyallesme basamaklarindan
yaygin ndronal devrelere kadar bircok beyin fonksiyonu seviyesindeki bir degisiklikten
kaynaklanabilir. Bu dengesizlik, normal bir néronal agi, asir1 uyarilabilir bir aga
doniistiiren olaylar dizisinin meydana gelmesine neden olur.”

Noronal aktivitenin kompleksligi, bir veya daha fazla hiicresel bolgedeki
elektriksel — aktivasyon  seviyesini  kontrol eden ¢esitli mekanizmalardan
kaynaklanmaktadir. Voltaj ve ligand kapili kanallarin tipi, sayist ve dagilimi, ikinci
haberci sistemlerinin aktivasyonu, hiicre dis1 iyon konsantrasyonundaki degisiklikler,
sinaptik baglantilarin yeniden sekillenmesi, kromatin diizenlemeler, sinyal iletim
yolaklar1 ve glial hiicreler tarafindan norotransmitter metabolizmasinin modiile edilmesi

gibi durumlarin da ndron uyarilabilirligini etkileyen faktorler oldugu gosterilmistir (Sekil
2. 8) ‘30,3 1

iyon kanallar (reseptir dahil) Sinaptik proteinler
Na+ K+ Na/K+ GABA NMDA
& O
CRCTD G Cam .@ o © .@
D, Comn> L~
Gozn> Crowz EORCTD, F _
SCNBA =

Kromatin remodeling ve

mTOR yolag diizenleyicileri
transkripsiyon diizenleyicileri

: @ 7~

NG ;\{ ”‘7“{*/

Corma S . g~
S, §

Sekil 2.8 Epilepside rol oynayan hiicresel fonksiyonlar ve yollar’!
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Epilepsi genel olarak anormal néronal uyarilabilirlik ile karakterizedir. Glutamat,
yetiskin memeli beyninde baskin uyarict ndrotransmitterdir ve ¢ok sayida reaksiyonun
normal yiiriitiilmesi i¢in kritik oneme sahiptir. Glutamatin uyaric1 etkilerine c¢esitli
iyonotropik ve metabotropik reseptor alt siniflar1 aracilifiyla aracilik eder. Postsinaptik
iyonotropik glutamat reseptorleri arasinda a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptorleri hizli uyarict ndrotransmisyon igin
kritikken, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, bilgi isleme i¢in gerekli olan yavas
postsinaptik uyaricit potansiyellerin ¢oguna aracilik eder. Bu reseptorlere ek olarak
presinaptik ve postsinaptik metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR'ler) de epilepsi ile
iliskilendirilmistir.*>**  Epilepside, iyonotrofik ve metabotropik reseptorlerin
disfonksiyonu, astrositik glutamat tasiyicilarinin anormal ekspresyonu, ndronal veya
astrositik enzimlerin fonksiyon bozuklugu olabilir.>* NMDA ve AMPA reseptdrlerinin
mutasyonlar1 noronal yeniden diizenleme ile epileptik siirece katkida bulunmaktadir.334
Glutamaterjik diizensizlik sinapslarda glutamatin birikmesine neden olabilir ve glutamat
reseptorlerinin asir1 aktivasyonu, eksitotoksisite ve nihayetinde hiicre Olimii ile
sonuclanarak epilepsiye neden olabilir.>**> Ek olarak, inhibitér Gama aminobiitirik asit
(GABA) diizeylerinde bir azalma da nobet riskini artiracaktir.’®* GABA ve glutamatin
hem sentez hem de islevlerindeki birbirine bagliligi, bu iki norotransmitter arasindaki
dengenin epilepsi gelisimindeki énemini gostermektedir.*>

Beyinde eksitasyon/ inhibisyon dengesini degistiren faktorler genetik veya
kazanilmis olabilir. Epilepsiye yol agan genetik patolojiler, anormal sinaptik baglantilarin
gorildiigli kortikal displazideki gibi noronal devre diizeyinde, anormal GABA reseptor
alt birimlerinin oldugu Angelman sendromundaki gibi reseptor diizeyinde ve potasyum
kanal mutasyonlarinin neden oldugu benign ailesel yenidogan epilepsisindeki gibi iyon
kanal1 diizeyinde olabilir. Benzer sekilde kazanilmis serebral hasarlar da néronal devre

islevini degistirebilir. Ornegin, uzun siireli atesli ndbetler veya kafa travmasi sonrasinda

hipokampal devrede yapisal degisiklik meydana gelebilir.*

2.1.5 Epilepsi Tanis1

Epilepsinin standart tanis1 dykiiye, fiziksel ve norolojik muayeneye, biyokimyasal
testler ve enzim analizlerine, EEG ve norogoriintiileme bulgularina baglidir. Klinik 6ykii,
nobet Oncesini, son 24 saatteki nobet sayisini, nobetin baslangicini, uzunlugunu ve
tanimlanmasini, biling diizeyini, fokal yonlerini ve postiktal donemi icermelidir. Nobeti

provoke edebilecek hipoglisemi, hiperglisemi, ates, elektrolit bozukluklari, kafa
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travmasi, menenjit ve ensefalit gibi durumlara dikkat edilmelidir. Hastanin 6zge¢misi,
gecirdigi hastaliklar, kullandig: ilaglar ve aile Oykiisli sorgulanmalidir. Biyokimyasal
testler, tam kan saymmi, serum elektrolitleri, kan glukoz seviyesi, kreatinin kinazi,
karaciger ve bobrek fonksiyon testlerini icermelidir.?’

Norogoriintilleme teknolojisindeki ilerlemeler, epilepsiye neden olabilecek
anormal beyin yapilarmin tespit edilmesini saglamig ve epilepsili hastalarin
degerlendirilmesinde, hastaligin prognozunda, yonetiminde ve Ozellikle cerrahi tedavi
diisiintildiiglinde giderek daha fazla 6nem kazanmistir. Magnetik rezonans goriintiilleme
(MRI), patolojinin daha iyi anatomik tanimlanmasi ve karakterizasyonu nedeniyle
epileptik hastalarda tercih edilen goriintiileme yontemidir. Ik provoke edilmemis nébet
meydana geldiginde veya epilepsi tanist dogrulandiginda beyin MRI 6nerilmektedir.
Pediatrik epilepside hastalarda yapisal lezyon yoksa, devam eden miyelinasyon nedeniyle
MRI’m tekrarlanmas gerekmektedir.>®

Epilepsili ¢ocuklarin beyin MRI ile degerlendirildigi bir ¢alismada hastalarin
yaklasik {icte birinde goriintiilemede anormal bulgular saptanmistir. Bu ¢calismada en sik
goriilen bulgular, kronik enfarktlara bagli ensefalomalazi, serebral atrofi, noronal
migrasyon bozukluklar1 (fokal kortikal displazi, pakigiri, lisensefali ve subkortikal
heterotopi), periventrikiiler I6komalazi ve hipokampal skleroz olarak tanimlanmugtir.*°
Ayrica epilepsi hastalarinin beyin dl¢limlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda, tiim epilepsi gruplarinda sag talamusta daha diisiik hacim
ve bilateral olarak presantral girusta daha diisiik kalinlik saptandig bildirilmistir.*!

Epilepsi tanisinda kullanilan gelismis nérogoriintiileme tekniklerinden tek foton
emisyonlu bilgisayarli tomografi ve florodeoksiglukoz pozitron emisyon tomografisi
(FDG-PET) beyin metabolizmas1 ve kan perflizyonu yoluyla epileptojenik alanlarin
serebral fonksiyonel degisiklikleri hakkinda bilgi saglar. PET, 6zellikle epilepsi cerrahisi
diisiiniilen hastalarda epileptojenik odagin tespiti amaciyla klinik c¢alismalarda
kullanilmaktadir.3®

EEG cocuklarda ve yetiskinlerde epileptojenik korteksi tanimlamanin spesifik bir
yontemidir. Baglangigta, epilepsili hastalarin %12-50'sinde EEG normal olabilecegini
gosterilmekle birlikte tekrarlanan EEG ile tanisal verimi artmaktadir.*>* Standart EEG
ile nébet ayrim1 yapilamayan ve tani konulamayan hastalarda, uzun dénem video EEG
monitdrizasyonu yapilmasi dnerilmektedir.** Bazi karakteristik EEG paternleri epilepsi

sendromlari ile iligkilendirilmistir (Tablo 2.3). Boylece EEG, epilepside tedavi se¢imi ve
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prognozunun degerlendirilmesi i¢in Onemli olan bazi1 epilepsi sendromlarinin

tanimlanmasina yardimci olmaktadir.*?

Tablo 2.3 Bazi karakteristik EEG paternleriyle epilepsi sendromlart iliskisi.*?

EEG paterni Epilepsi sendromu

Anterior temporal spike (diken) Mezial temporal lob epilepsi

Jeneralize 3 Hz diken-dalga kompleksi Absans epilepsi

>4 Hz diken-dalga komplekleri, Juvenil miyoklonik epilepsi

jeneralize multidiken (polispike)

Jeneralize yavas diken-dalga kompleksi | Lennox-Gastaut sendromu

Bolgesel (ekstratemporal) multidiken Fokal kortikal displazi
Hipsaritmi West sendromu

Burst supresyon Ohtahara sendromu
Jeneralize diken-dalga ve multifokal Dravet sendromu

diken-dalga degisiklikleri

2.1.5.1 Genetik tani yontemleri

Genetik teknolojisindeki gelismeler, aday gen ¢aligmalar1 ve baglanti analizlerinin
yapilmasi epilepsiyle iligkili bircok genin kesfedilmesine olanak saglamistir. Ayrica yeni
genlerin tanimlanmas1 sayesinde epilepsi patogeneziyle ilgili yeni yolaklar da
kesfedilmistir. Altta yatan genetik nedenin nedenin bilinmesi, gereksiz invaziv tam
testlerinin elimine edilmesi, sonraki gebeliklerde tekrar riskinin belirlenerek genetik
danmismanlik verilebilmesi ve hedefe yonelik tedavilerin verilmesi veya degistirilmesi
acgisindan onemlidir.

Epilepsi hastalarinda fenotipin spesifik olmamast ve genetik heterojenite
gostermesi nedeniyle genetik tani i¢in hangi molekiiler genetik kullanilacagina karar
vermek zor olmaktadir. Bu yiizden son yillarda yapilan bazi calismalarda epilepsi
hastalarinin tanisit i¢in kromozom analizi, kromozomal mikroarray (CMA), multipleks
ligasyona bagli prob amplifikasyonu (MLPA), floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve
yeni nesil dizileme (NGS) gibi genetik testlerinin kullanilmasi i¢in ¢esitli algoritmalar
gelistirilmistir (Sekil 2.9).%%

Epilepsi ve gelisim geriligi, zihinsel yetersizlik ve/veya dismorfik 6zellikleri olan
hastalarda ilk tercih genetik test ¢ogu durumda CMA’dir. Yapilan bir caligmada

generalize epilepsi ve entelliiektiiel yetersizligi olan hastalarin %28’inde patojenik kopya

14



numaras1 varyasyonlar1 (CNV) tespit edildigi bildirilmistir.*> Bununla birlikte, tiim
epilepsiler s6z konusu oldugunda CMA’nin tan1 verimi ¢ok daha diistiktiir. Epileptik
ensefalopati, fokal veya jeneralize epilepsi olup olmadigina bakilmasizin epilepsi
hastalarinin yaklasik %35’ine tam koydugu gosterilmistir.*** CMA kullanilmasimin
artmast nedeniyle konvansiyonel karyotiplemenin epilepsi tanisinda kullanimi
azalmasina ragmen, ring kromozom 20, Wolf Hirschhorn sendromu, Pallister Killian
sendromu ve mozaik ring kromozom 18 gibi kromozomal bozukluklarin da epilepsiyle
iliskili oldugu gosterilmistir. 4

Hastanin klinik bulgularinin belirli bir epilepsi sendromuna isaret ettigi durumda
spesifik tek gen analizi ¢alismak uygun olabilir. Ayrica klinik ve genetik heterojenite
iceren durumlar i¢in gen panelleri, tiim ekzom dizileme (WES) ve tiim genom dizileme

(WGS) calisilmast Onerilmektedir.* CMA, WES ve panel testlerinin etkinliginimn

arastinildig1 calismalarda trio-WES'in daha yiiksek tan1 oran1 oldugunu gosterilmistir.*->°
Epilepsi hastalarmin klinik, MRI ve EEG
ile degerlendirilmesi
1
| l l I
Dismorfik/ Spesifik genetik bir .
.. Bulgular tanisal ise
_— dr destekl Aciklanamayan
SE[ld"ll){l‘llk sendromu desteldieyict test sonlandirhr
goriinilm blllglllﬂl'
{
Genetik Sendroma
konsiiltasyonu spesifik
veya. tamsal gen analizi
genetik testler Baslangic Baslangic
\ >1 yas <lyas
Karyotip,
kromozomal l
mikroarray, FISH, I \ ’
metilasyon analizi Diger norolojik | | Gelisme | |Diger norolojik Temel metabolik
veya Sl tarama
spesifik gen esti bulgular yoksa geriligi bulgular
[ | ﬁl_‘
- - - Kromozomal Epilepsi
ilaca direcli Ilag direnci mikroarray paneli veya Anormalse Nor:mals‘e
epilepsi yoksa test detayh epilepsi
pilepsi WES . .
durdurulur I [ | metabolik paneli veya
[ N testler WES
Tamsal | | Negatif sonug,

Epilepsi paneli
veya WES

panel veya
WES

sonug

Sekil 2.9 Epilepsili hastalarda genetik test algoritmasi.**
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2.1.6 Epilepsi Tedavisi

Epilepside temel tedavi antiepileptik ilag (AEI) tedavisi olmasina ragmen son
zamanlarda vagal sinir simiilasyonu (VNS), implante edilebilir beyin nérostimiilatorleri,
ketojenik diyet veya modifiye Akins diyeti, ndbet odaginin cerrahi rezeksiyonu ve

genetik olarak hedefe yonelik tedaviler olmak iizere yeni gelismeler bildirilmistir.’!->*

2.1.6.1 Antiepileptik Ila¢ Tedavisi

Epilepsi tanis1 dogrulandiktan sonra ¢ogu hasta antiepileptik ilaglar ile tedavi
edilir. AEI tedavisi, genellikle 24 saatten fazla arayla meydana gelen iki provoke
edilmemis ndbetten sonra baslanir. Ciinkii ikinci nobetten sonra nobetlerin ii¢ ayda %32,
bir yilda %57, dort yilda %73 ile yiiksek tekrarlama riski vardir.>®> Anormal EEG
sonuclari, nobetlere yatkinlik yaratan bir sendromun varligi, ciddi kafa travmasi veya
serebral palsi gibi risk faktorlerinin yoklugunda, tedaviyi ikinci ndbete kadar
geciktirmenin bir ile iki yillik remisyon oranlarini etkilemedigi gosterilmistir.>>¢

Epilepsi tedavisine hastanin yasi, cinsiyeti, nobet tipi, komorbiditeler, ¢ocuk
dogurma potansiyeli ve ilaglarin yan etkileri ile etkilesim profilleri gz Oniinde
bulundurularak uygun monoterapi ile baslamalidir (Tablo 2.4).°%°7 Nobetler tipik olarak
fokal baslangicli ve jeneralize baslangigh olarak siniflandirildigindan ilag se¢imi de bu
simiflandirmaya gore degismektedir. Dogru siniflandirma yapilmadan ilag baslanmasi,
bazi ilaglarin (karbamazepin, gabapentin, okskarbazepin, fenitoin, pregabalin, tiagabin ve
vigabatrin gibi) absans ve miyoklonik nobetleri siddetlendirdigi gibi, klinik tablonun
kotiilesmesine neden olabilir.”’

Epilepsili hastalarin %50'si ilk monoterapiye yanit verirken, yaklasik %30'u AEI
tedavisine direngli oldugu bildirilmistir.*® Ilaca direngli (veya refrakter) epilepsi kavramu,
tam nobet kontroliinii siirdiirmek i¢in tolere edilen, uygun sekilde secilen ve kullanilan
iki AEI programinin (ister monoterapi olarak ister kombinasyon halinde) basarisizligini
tanimlamaktadir.> Tlaca direncli epilepsili veya kompleks epilepsi sendromu olan (West
sendromu, Dravet sendromu, tiiberoskleroz kompleksi gibi) hastalarin erken
tanimlanmasi, hastalarin nobet kontroliinii saglama sanslarini artirmak, ndrobiligsel
gelisimin bozulmasini ve ¢ocuklarda geri doniisii olmayan psikolojik ve sosyal sorunlari
onlemek igin ¢ok dnemlidir.*

Antiepileptik ilaglarin yan etkisi %7 ila %31 arasinda degismektedir.>> AEI’larin
sik goriilen yan etkileri arasinda arasinda bas donmesi, uyusukluk, yorgunluk, bas agrisi

ve gastrointestinal rahatsizliklar yer alir.>>*! Bazi AEI’lerin uzun siireli kullanim1 azalmis
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kemik mineral yogunlugu ve osteoporoz ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, uzun siireli
AED kullanim1 ile osteoporoz riskini en aza indirgemek icin diyet ve yasam tarzi
tavsiyelerinin yani sira kemik dansitometrisi ve diger kemik metabolizma testleri tavsiye
edilmektedir.”’

Bazi AEl’lerin teratojenik etki gosterdigi bilinmekle birlikte, tiim AEl'ler
arasinda, prenatal valproat maruziyeti, major konjenital malformasyonlar, gecikmis
biligsel beceriler ve norogelisimsel gelisim bozuklugu acgisindan en yiliksek risk ile
iliskilendirilmistir. Hamile ve potansiyel dogurgan kadinlarda, majér konjenital
malformasyon goriilme riski en diisiik oldugundan ilk tercih AEI tedavisi lamotrijin ve
levetirasetamdir.%?

Birgok epilepsi hastasinin yasam boyu tedavi gerektirdigi, birden fazla AEI aldig
ve epilepsi ile ilgili olan veya olmayan hastaliklar i¢cin bagka ilaglar kullanabilecegi goz
oniine alindiginda AEl'leri segerken farmakokinetik etkilesim riskini en aza indirmek
onemlidir. Farmakokinetik etkilesimler, AEI ve diger ilaclarin absorpsiyonu, tasmmasin,
dagilimini, metabolizmasini ve eliminasyonu etkileyerek plazma konsantrasyonlarini
degistirebilir. Bu durum ilacin etkisinin veya tolere edilebilirligin azalmasina neden
olabilir. Yapilan calismalarda bazi yeni AEI’nin (6zellikle brivarasetam, lakozamid,
gabapentin ve levetirasetam) karaciger enzimlerini indiiklemedikleri veya inhibe
etmedikleri i¢in daha diisiik etkilesim egilimine sahip oldugu bildirilmistir.>’

AEI tedavisinin basaris1, nobet tipinin dogru belirlenmesi, uyumlu dozda ve uygun
ilag se¢imi, EEG bulgularindan ziyade hastanin semptomlarinin tedavi edilerek, yasam

kalitesinin arttirilmasi ve morbidite ile mortalitenin azaltilmasidir.>®
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Tablo 2.4 Yetiskinlerde ve ¢ocuklarda nébetler igin baslangic monoterapisi ve ek tedavi igin oneriler™

Fokal baslangich

nobetler

Jeneralize
baslangich tonik
Kklonik nobetler

(tonik ve atonik)

Absans nobetler

Miyoklonik

nobetler

Kisaltma: y: yas

Karbamazepin Topiramat (> 6y)

Lamotrijin (= 12y) Valproat

Levetirasetam (> 16y)

Okskarbazepin (> 6y)

Valproat Karbamazepine
Lamotrijin (= 12 y)
Topiramat (> 6 y)

Etosuksimid (> 3y) Lamotrijin (>2y)

Valproat

Valproat

2.1.6.2 Cerrahi Tedavi

Brivarasetam (>4 y)
Karbamazepin
Gabapentin (> 6 y)
Lakosamid (>4 y)
Lamotrijin (>2 y)
Levetirasetam (> 1 ay)
Okskarbazepin (> 6 y)
Perampanel (> 12 y)
Pregabalin (> 18 y)
Tiagabin (> 12 y)
Topiramat (>2 y)
Valproat
Karbamazepin
Lamotrijin (=2y)
Levetirasetam (> 12 y)
Topiramat =2y)
Valproat

Etosuksimid (> 3y)
Lamotrijin (= 2y)
Valproat
Levetirasetam (> 12 y;
juvenil miyoklonik
epilepside)

Valproat

AEl’lere direngli hastalarda nobet odagmin cerrahi rezeksiyonu, lobektomi ve

korpus kallostomi gibi cerrahi yontemler kullanilmaktadir.’® Yakin zamanda yapilan

sistematik bir incelemede, rezektif epilepsi cerrahisinden sonra, epilepside nobet

sikligmin azaldig1 gosterilmistir.5

Lobektomi genellikle temporal veya frontal loblarin biiylik kismmi kapsayan

beyindeki bir lobun ¢ikarilmasidir. Korpus kallostomi ise birden fazla epileptik odag:

olan veya odak saptanamayan hastalara uygulanan iki serebral hemisferin baglantisinin

kesilerek nobetlerin siddetini ve sikligin1 azaltan ilaca direngli epilepsi i¢in palyatif bir
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cerrahidir. Yapilan bir meta-analizde korpus kallostomi sonras1 diigme ataklarinin %55,3
azaldig1 ve tam ndbet kontroliiniin %18 oldugu bildirilmistir.*

Cerrahiden sonra rezeksiyon bolgesine bagli olarak bilissel bozukluklar yaygindir.
Ornegin sol temporal lob rezeksiyonu sozel hafiza kusurlari (%44) ve isimlendirme
bozuklugu (%34) ile iligkiliyken, sag temporal lob rezeksiyonundan sonra sozel bellek
bozukluklar1 (%20) yaygindir. Epilepsi cerrahisinde biligsel bozukluklarin yanisira,
norolojik defisitler (%5), tibbi komplikasyonlar, beyin omurilik sivist kagagi (%8,5),
aseptik menenjit (%3,6) ve serebral olmayan bakteriyel enfeksiyonlar (%3) gibi yan

etkiler goriildiigii rapor edilmistir.5®

2.1.6.3 Vagal Sinir Stimiilasyonu (VNS)

VNS, rezektif cerrahi i¢in aday olmayan veya cerrahisi basarisiz olarak kabul
edilen refrakter epilepsili hastalarda kullanilabilen etkili ve nispeten giivenli bir yardime1
tedavidir. 12 yasindan biiyiik fokal epilepsili hastalar i¢in Food and Drug Administration
(FDA) tarafindan onaylanmistir.>* VNS’nin ndbetleri diizenledii mekanizma kesin
olarak bilinmemekle birlikte, yetiskinlerde ve cocuklarda ndbet sikligini azalttig1 ve diger
AEl’lerden farkli olarak hafif ve ¢ogunlukla gegici stimiilasyonla iliskili yan etkiler
gosterdigi rapor edilmistir.’! Bununla birlikte, klinik ¢alismalarda bildirilen faydadaki
degiskenlik nedeniyle, VNS'nin epilepsideki kullanimina iligkin tartigmalar devam
etmektedir. VNS uygulanan 74 klinik ¢alismanin dahil edildigi bir meta-analizde, nobet
siklig1 tedaviden sonra 3-12 ay aras1 %36 ve tedaviden 1 yi1l sonra %51 ile ortalama %45
azalirken, hastalarin dortte birinin tedaviden herhangi bir fayda gérmedigini ve tam nbet
kontroliiniin nadiren elde edildigini belirtilmistir.®> Yakin zamanda yapilan sistemik bir
analizde yiiksek frekansli VNS’ nin, ilaca direncli epilepsili hastalarda kontrole kiyasla

nobet sikliginda azalma ve tedavi yamtinda iyilesme sagladigi gosterilmistir.®

2.1.6.4 Ketojenik Diyet

Orug tutmanin hastaliklarin tedavisindeki rolii insanlik tarafindan binlerce yildir
bilinmektedir. Hipokrat, oru¢ tutmanin ndbet sikligini azaltabilecegini belirtmistir.
1910°da Hugh Conklin, orug¢ tutmayi epilepsiyi kontrol etmek i¢in bir tedavi yontemi
olarak tanitmistir. Epilepsi tedavisinde “Ketojenik diyet (KD)” kavram ilk kez Russel
Wilder tarafindan 1921'de kullanilmistir. Yiksek yagli, diisiik karbonhidrat ve protein
oranli ketojenik diyet, orucun fizyolojik etkilerini taklit ederek viicudun enerji kaynagini

glikozdan ketonlara kaydirirarak keton olusumunu indiikler. Yag asitlerinin
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oksidasyonuyla olusan ketonlarin kan beyin bariyerini gegerek beyindeki enerji
dengesindeki roliiyle néronal uyarilabilirligi etkiledigi dne siiriilmektedir.>>¢”

Ketojenik diyet tedavisi, ¢esitli epilepsi tlirlerinde kullanilan farmakolojik
olmayan bir tedavidir. Klasik KD, orta zincirli trigliserit diyeti (MCT), modifiye Atkins
diyeti (MAD), ve diistik glisemik indeks tedavisi (LGIT) olmak {iizere 4 tane major
ketojenik diyet tedavisi vardir. Cesitli diyet tiirlerini karsilastiran az sayida ¢alisma
olmasia ragmen, yakin tarihli bir randomize c¢alismada, 158 c¢ocukta medyan nobet
azalmasinin klasik KD'de %66, MAD’de %45 ve LGIT de %54 oldugunu bildirilmistir.>?

Ketojenik diyet ve epilepsi ile ilgili ¢esitler calismalar yapilmasina ragmen,
ketojenik diyetin nobete etkisinin arastirildigr ilk randomize kontrollii klinik arastirma
2008’de direncli epilepsi klinigi olan 103 ¢ocukta (54 cocuk KD ve 49 cocuk kontrol
grubu) Neal ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu ¢calismada ketojenik diyetin ndbet sikligina
etkisi diyetten 3 ay sonra karsilagtirilmis ve diyet grubundaki 28 ¢ocukta (%38), kontrol
grubuyla karsilastirildiginda %50'den fazla ve diyet grubundaki bes ¢cocukta (%7) nobet
sikhginda %90'dan fazla azalma oldugu saptanmistir.® Calismada semptomatik
jeneralize veya fokal sendromlar arasinda tedavinin etkinligi agisindan anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte 3. ayda ketojenik diyet ile ilgili en sik yan etkiler kabizlik, kusma,
enerji eksikligi ve aclik olarak rapor edilmistir.

Ketojenik diyetin ¢ocuklarda basarisiz iki antiepileptik ilag tedavisinden sonra ve
ozellikle diyete %50 den daha fazla yanit veren Glukoz transporter 1 (GLUT1) eksikligi,
miyoklonik-atonik nobetler (Doose sendromu), piruvat dehidrojenaz eksikligi (PDHD),
infantil spazmlar, Dravet sendromu, tuberoz skleroz kompleksi ve Ohtahara sendromu
gibi bazi epilepsi sendromlarinda kullanilmasi &nerilmektedir (Tablo 2.5).°” Yapilan
caligmalarda juvenil miyoklonik epilepsi, arjinosiiksinat liyaz eksikligi, Landau-Kleffner
sendromu, fosfofruktokinaz eksikligi, Rett sendromu, Lennox-Gastaut sendromu gibi
sendromlarda da ketojenik diyetin etkili oldugu gésterilmistir.>’

Ko ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, epileptik ensefalopati paneline
alinmis (73 patojenik mutasyonu olan, 82 patojenik mutasyonu olmayan) 155 hasta
retrospektif olarak incelenmis ve tanimlanmis patojenik mutasyonlari olan 73 hastada
ketojenik diyete yanit verme oraninin tedavi baslangicindan 3, 6 ve 12 ay sonra sirasiyla
%52,1, %49,3 ve %43,8 oldugu gosterilmistir. Ozellikle SCN1A, KCNQ2, STXBPI ve
SCN24 gen mutasyonlu hastalar tedaviye daha iyi yamit gosterirken, CDKLS
mutasyonlari olan 10 hastada tedaviye yanit gozlenmemistir. Bu nedenle, genetik nedenin

belirlenmesi epilepsili hastalarda KD'nin etkinligini tahmin etmeye yardimeci olabilir.®’
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Tablo 2.5 Ketojenik diyet tedavisinin ortalama %50'den daha faydali (>%70) olarak rapor edildigi epilepsi

sendromlart ve durumlari®’

Ketojenik diyet tedavisinin ortalama %50'den daha faydali (>%70) olarak rapor edildigi epilepsi

sendromlar1 ve durumlari

Angelman sendromu

Kompleks 1 mitokondriyal hastaliklar

Dravet sendromu

Doose sendromu (miyoklonik-atonik nobetlerle epilepsi)

GLUT!I eksikligi

Febril enfeksiyon iligkili epilepsi sendromu (FIRES)

Ohtahara sendromu

Infantil spazmlar

Piruvat dehidrogenaz eksikligi (PDHD)

Siiper refraktor status epileptikus

Tiiberoskleroz kompleksi

KD tedavisi, beyin enerjisi metabolizmasinin 2 farkli bozuklugu olan GLUT1
eksikligi ve PDHD igin ilk tercih edilen tedavidir.”>> GLUTI1 eksikliginde, kan-beyin
bariyeri boyunca glikoz taginmasi bozuldugundan g¢esitli tiplerde nobet, gelisimsel
gecikme ve kompleks hareket bozukluklar1 meydana gelmektedir.”” PDHD’de piruvat
asetil KoA'ya metabolize edilemez ve laktik asidoz, ndbetler ve siddetli ensefalopatinin
eslik ettigi mitokondriyal bozuklukla sonuglanir. Her iki bozuklukta da KD tedavisi
kavrami, metabolik ketonlar1 saglayarak gelismekte olan beyin i¢in alternatif bir serebral
yakit olarak kullanilmasidir. KD ayrica refrakter status epileptikus tedavisinde ve bazi
siddetli inflamatuvar epilepsilerde kullanilmaktadir.”

Genel olarak, epilepsi i¢in KD tedavisinin nobet sikligmin yani sira bilis ve
davranig {iizerindeki olumlu etkileri gozlemlendigi bildirilmistir. KD tedavisinde
gastrointestinal bozukluklar, metabolik anormallikler, bobrek tasi ve kardiyak

anormallikler gibi yan etkiler rapor edilmisgtir.>7™#

2.1.6.5 Diger Tedaviler

Talamus on ¢ekirdegine (ANT), talamus sentromedian cekirdegine (CMT) ve
hipokampusa uygulanan derin beyin stimiilasyonu (DBS), ilaca direngli hastalarda uzun
stireli etkinlik gdsteren alternatif bir ndrostimiilasyon yontemidir. Direngli epilepsisi olan

hastalarda DBS etkinliginin arastirildig1 bir meta-analizde ANT, CMT ve hipokampusun
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uyarilmasindan sonra ortalama nobet azalmasi sirasiyla %60,8, %73,4 ve %67,8 olarak
tespit edilmistir. Bu ¢alismada direngli fokal nobetlerde ANT nin, jeneralize nobetler igin
CMT'in ve temporal lob nobetleri i¢in hipokampal DBS'nun daha etkili oldugu 6ne
siiriilmiistiir.”>7®

Immiinoterapi, otoimmiin epilepsinin nadir gériilen vakalarinda ek tedavi olarak
umut vaad etmektedir. Ozellikle, atesli enfeksiyonla iliskili epilepsi sendromu (FIRES)
olan hastalar, steroidler veya intravendz immiinoglobulinler gibi standart immiin

tedavinin basarisizligindan sonra interlokin-1 reseptdr antagonisti ile hedeflenen

immiinoterapiden fayda gordiigii gosterilmistir.”’

2.1.6.6 Kisisellestirilmis Tedavi

Son yillarda epilepsinin genetik nedenlerinin belirlenmesinde ve epilepsinin
patofizyolojisinin altinda yatan molekiiller mekanizmalarin anlagilmasinda biiyiik
ilerleme kaydedilmistir. Bu gelismeler, potansiyel terapdtik hedeflerin tanimlanmasini
saglayarak hastalar icin en etkili tedavinin se¢mesine olanak saglamistir. GLUT1
eksikliginde ketojenik diyet, piridoksin bagimli epilepsilerde B6 vitamini, tuberoskleroz
kompleksi ile iliskili fokal nobetleri tedavi etmek icin mTOR inhibitdrleri (everolimus)
kullanilmaktadir.”® Bazi durumlarda ayni gendeki farkli mutasyonlar farkli tedavi
yaklasimlar1 gerektirmektedir. Ornegin, sodyum kanal blokerleri SCN24 ve SCNSA igin
fonksiyon kazanci mutasyonlarinda etkiliyken fonksiyon kaybi1 mutasyonlarinda klinik

tabloyu kotiilestirebilir.””

Bu nedenle, patojenik varyantlar multidisipliner
incelendikten sonra tedavi stratejileri tanimlanmalidir. Giderek artan sayida hedef ve
ilacin belirlenmesiyle, hassas tibbin alani hizla gelismektedir ve epilepsi tedavisinin
ilerlemesine 6nemli Olgiide katkida bulunabilir. Cocuklarda seg¢ilmis epilepsi

sendromlarinda tedavi secenekleri Tablo 2.6’da gdsterilmistir.
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Tablo 2.6 Cocuklarda segilmis epilepsi sendromlarinda tedavi secenekleri>

Sendrom 1. Secenek 2. Secenek | Kac¢inilmasi
gerekenler
Cocukluk ¢ag1 | Etosuksimid Valproat Karbamazepin
absans epilepsi (Lamotrijin) Gabapentin
Oksarbazepine
Fenobarbital
Fenitoin
Tiagabin,Vigabatrin
Rolandik Valproat Karbamazepin
epilepsi Levetirasetam
(Sentrotemporal | Sultiam
spike)
West sendromu | ACTH/Prednizolon+ Topiramat
(infantil spazm) | Vigabatrin Benzodiazepinler
Valproat
Dravet Valproat+Stiripentol+ Topiramat Sodyum kanal
sendrome Klobazam Kannabidiol blokerleri
Fenfuramin
Ketojenik diyet
Lennox— Valproat Kannabidiol Karbamazepin
Gastaut Rufhamid Ketojenik diyet Okskarbazepin,
sendrome Klobazam Fenitoin
Tiagabin
KCNQ?2, Karbamazepin Fenitoin

SCN24, SCN8A
genleriyle
iligkili neonatal
baslangich

epilepsiler
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2.2 Epilepsi Etiyolojisi

Epilepsi diinyadaki en yaygin norolojik hastaliklardan biridir ve her yasta ortaya
cikabilen tekrarlayan provoke edilmemis nobetler ile karakterizedir. Epilepsi,
multifaktoriyel ve poligenik bir hastalik oldugu icin vakalarin yaklasik yarisinda kesin
etiyoloji bilinmemektedir.'® Kolay siniflandirmak amaciyla epilepsi etiyolojisi ILAE
tarafindan yapisal, metabolik, genetik, enfeksiyoz, immun ve bilinmeyen olarak 6 sinifa
ayrilmistir.>>?® Baz1 vakalar birkag etiyolojik kategoride smiflandirilabilmekle beraber
hangi etiyolojik siniflandirma tedavi ve yonetim konusunda daha 6nemliyse oncelikli

etiyolojik kategori olarak siniflandirilabilir.

2.2.1 Yapisal Nedenler

Bu kategoride epilepsi gelisimi riskini arttiran yapisal beyin anomalileri yer
almaktadir. Hastanin klinigi ve EEG bulgulariyla uyumlu olarak hastanin ndbetlerine
neden oldugu diisiintilen bir beyin goriintiileme bulgusu saptanmasi yapisal etiyolojiyi
ifade eder.?>?” Yapusal etiyolojiler kortikal gelisim malformasyonu gibi konjenital veya
inme, kafa travmasi, enfeksiyon ve hipoksik-iskemik ensefalopati gibi kazanilmisg
nedenlere bagli olabilir.*® Yapisal bir anormalligin altinda yatan neden, genetik, edinilmis
veya her ikisi de olabilir. Ayrica bir hastada bir¢ok etiyolojik faktor birlikte bulunabilir.
Ornegin; tuberosklerozlu hastalarm epilepsi etiyolojisinde hem yapisal beyin
bozukluklar1 hem de sinyal yolaklarinda gorev alan 7SCI ve TSC2 genleri nedeniyle
genetik faktorler yer almaktadir. Bu hastalarda yapisal etiyoloji belirlemek epilepsi
cerrahisi i¢in 6nemliyken, genetik etiyolojiye neden olan genleri belirlemek hastalara
genetik danismanlik verilmesi ve kisisellestirilmis tedavi secenekleri agisindan 6nemli

rol oynamaktadir.”

2.2.2 Enfeksiyoz Nedenler

Enfeksiyoz etiyoloji kavrami, epilepsinin dogrudan ndbetlerin temel semptom
oldugu bilinen bir enfeksiyondan kaynaklanmasidir.”®> Enfeksiydz etiyolojiye
norosistiserkoz, tiiberkiiloz, HIV, subakut sklerozan panensefalit, konjenital
enfeksiyonlar (CMV, Zika virlisii gibi), serebral sitma ve toksoplazma gibi enfeksiyonlar
ornek verilebilir.!'®!!?% Yenidogan déneminde toksoplazma, erken gocukluk déneminde
insan herpes virlisii tip 6 (HHV6) enfeksiyonu, yaslilarda Creutzfeldt-Jakob hastaligi gibi
degisen yas gruplarinda enfeksiyonlara bagli olarak nébetler gelisebilmektedir.?! MSS
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enfeksiyonlar1 epilepsi gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. MSS enfeksiyonlarindan
sag kalanlarin arastirildigi kohortlarda, gelismis iilkelerde nobet riski %6,8- 8,3 arasinda
iken, diisiik gelirli iilkelerde bu riskin daha yiiksek oldugu gésterilmistir.3? Ozellikle
kaynaklarin sinirli oldugu Sahra alti Afrika gibi bolgelerde epilepsinin en yaygin
onlenebilir nedeni enfeksiydz etkenlerdir.!!®* Ayrica bu vakalari enfeksiydz olarak
simiflandirmanin tedavi etkileri vardir ve bu nedenle ¢ogu zaman yapisal bir

siniflandirmadan daha dncelikli olarak kategorize edilir.®?

2.2.3 Metabolik Nedenler

Epilepsinin, dogrudan bir metabolik bozukluk sonucu ortaya ¢ikmasi metabolik
etiyoloji kavraminmi agiklamaktadir. Cesitli amino asit metabolizma bozukluklari, enerji
metabolizmasi bozukluklari, kofaktor iligkili metabolik hastaliklar, pilirin ve pirimidin
metabolik hastaliklari, konjenital glikozilasyon bozukluklari, lizozomal ve peroksizomal
bozukluklara bagli nobetler bu kategoriye drnek verilebilir. 384 epilepsili gocugun gesitli
metabolik testlerle degerlendirildigi bir c¢alismada 16 ¢ocukta Leigh sendromu,
nonketotik hiperglisinemi, Zellweger sendromu, mitokondriyal hastaliklar, metilmalonik
asidemi, piruvat dehidrojenaz eksikligi, GM1 gangliosidoz ve Alper-Huttenlocher
hastalig: gibi metabolik hastalik tanisi tespit edilmistir.** Metabolik epilepsilerin ¢ogu
etiyolojide genetiktir, ancak bazi metabolik etiyolojiler kazanilmis olabilir.?®

Epilepsi ile bagvuran ¢ocuklar degerlendirilirken metabolik hastaliklar her zaman
g6z Onitinde bulundurulmalidir. Bunun nedeni, birgok metabolik bozuklugun potansiyel
olarak tedavi edilebilir olmasi1 ve bu hastaliklar uygun sekilde tedavi edildiginde nobet
kontroliiniin ~ saglanabilmesi, komplikasyonlarin  Onlenebilmesi veya en aza
indirilebilmesidir.”>’®

2.2.4 Immiin Nedenler

Epilepsiye neden olan otoimmiin merkezi sinir sistemi inflamasyonu gibi bir¢cok
otoimmiin hastalik vardir. Antikor aracili limbik ensefalit, kkeni bilinmeyen epilepside
nobetlerin giderek daha fazla tanimlanan bir nedeni olarak gosterilmistir. Otoimmiin

ensefalit ve epilepsi ¢esitli calismalarda gdsterilmistir.5>-3

2.2.5 Genetik Etiyoloji
Epilepsilerin yarisindan fazlasinin genetik bir temele sahip oldugu tahmin

edilmektedir. Basta yeni nesil dizileme olmak {izere genetik teknolojisindeki gelismeler,
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epilepsi ile iligkili ¢ok sayida genin tanimlanmasina yol agmistir. Bununla birlikte,
genetik anormalliklerle iligkili epilepsiler biiylik heterojenlik gostermektedir. Epilepsinin
genetik etiyolojisi monogenik veya poligenik olabilir. Cesitli veritabanlar1 taranarak
yapilan bir calismada; yalmizca epilepsilere veya temel semptom olarak epilepsili
sendromlara neden olan 84 gen, ndrogelisimsel malformasyonlar ve epilepsilerle iliskili
73 gen, fiziksel veya diger sistemik anormalliklere epilepsi veya ndbetlerin eslik ettigi
536 gen ve potansiyel epilepsi ile iligkili 284 gen olmak iizere epilepsi ile iliskili toplam
977 gen tammmlanmistir.’ Bazi genlerdeki varyantlar primer olarak epilepsiye veya
epilepsi sendromlarina neden olurken (6rnegin, SCN/A4 mutasyonlari, febril nobetlerle
birlikte epilepsilere neden olur), bazi genlerdeki degisiklikler beynin gelisimsel
malformasyonlari ile iliskili olabilir (6rnegin, 7SCI ve TSC2 genleri tiiberoskleroza
neden olur).®” Yaslara gore epilepsinin genetik etiyolojik nedenleri Tablo 2.7de

gosterilmigtir.
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Tablo 2.7 Yaslara gore epilepsi genleri.

YASLARA GORE KALITIM GENLER
EPILEPSI FENOTIPI
NEONATAL DONEM
Piridoksamin 5'-fosfat oksidaz eksikligi | OR PNPO
Piridoksin bagimli epilepsi OR ALDH7A41
Benign familyal neonatal nobetler OD KCNQ2, KCNQ3
INFANTIL VE COCUKLUK
DONEMI
Familyal infantil miyoklonik epilepsi OR TBC1D24
Benign familyal infantil ndbetler OD PRRT2, SCN2A4, SCN8A
Amish infantil epilepsi sendromu OR ST3GALS
Erken infantil epileptik ensefalopati oD CACNAIA, EEFIA2, FGFI2, DNMI,
GABRAI1, GABRB3, GRIN2B, GRIN2D,
GNAOl HCNI, KCNA2, KCNBI,
GABRB1, KCNQ2, SIKI, SLCIA2,
KCNT1, SCN2A, SPTAN, SCN8A,
STXBPI
OR AARS, DOCK7, ARVI, GUFI, ITPA,
PLCBI, FRRSIL, SLC1245, SLCI1345,
SLC25412, UBAS, SLC25422, NECAPI
ST3GAL3, WWOX, SZT2, TBC1D24
XLD CDKLS
XLR ARHGEF9
XL PCDHI9, ALG13
Dravet sendromu OD SCN1A, SCN9A®
Familyal febril nobetler OD GABRG?2, SCNIA, SCN94, GPR9S
OR CPA6
Febril nobetlerle birlikte jeneralize | OD GABRD, SCNIA, SCN9A, STXIB,
epilepsi (GEF+) GABRG2, SCNIB
Jeneralize epilepsi ve paroksismal | OD KCNMAI
diskinezi (GEPD)
Miyoklonik atonik epilepsi OD SLC6A41
Cocukluk baslangigh epileptik | OD CHD?
ensefalopati
Mental retardasyonun eslik edebildigi | OD GRIN24

fokal epilepsi ve konusma bozuklugu

(FESD)
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Cocukluk absans epilepsi OD GABRG2

Bilinmeyen CACNAIH, GABRB3, GABRAI
JUVENIL DONEM VE SONRASI
Juvenil absans epilepsi OD EFHCI, CLCN2*
Juvenil miyoklonik epilepsi oD CACNB4, EFHCI, CLCN2, GABRD
Bilinmeyen GABRA1
Idiyopatik jeneralize epilepsi CACNB(, GABRD, SLCI2A45,
CLCN2%, SLC241
Familyal eriskin miyoklonik epilepsi Bilinmeyen ADRA2B
OR CNTN2
Familyal temporal lob epilepsisi OD CPA6, LGII, GAL
NONSPESIFIK
Progresif miyoklonik epilepsi OD KCNC1
OR CERSI, EPM24, GOSR2, CSTB,

KCTD7, NHLRCI, PRDMS, LMNB2,
PRICKLEI, SCARB?2

Noktornal frontal lob epilepsisi OD CHRNA2, KCNTI, CHRNA4
Bilinmeyen CHRNB2
Degisken odakli familyal fokal epilepsi | OD DEPDCS5

Kalin italik: multiple epilepsi fenotipi gosteren genler, OD, otozomal dominant; OR, otozomal resesif; XL, X’e bagl;
XLD, X’e bagl dominant; XLR, X’e bagl resesif.

a Fenotiple ilgili agiklama, ilk raporun geri ¢ekilmesinden sonra degistirildi, b Potansiyel modifiye edici gen

2.2.6 Bilinmeyen Nedenler
Birgok epilepsili hastada kesin etiyoloji aydinlatilamaz ve bu gibi durumlarda tam

ve ydnetim yalnizca elektroklinik bulgulara dayanmaktadir.?

2.2.7 Neonatal nobetlerde etiyoloji

Neonatal nobetlerin ¢ogu, altta yatan bir akut bir hastalik veya beyin hasar
tarafindan tetiklenir.?’ Hipoksik-iskemik nedenler, bu yas grubundaki nébetlerin en sik
etiyolojisi oldugu i¢in ayr1 bir antite olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.10). Ayrica, diger
yas gruplarinin aksine yenidoganlarda nobet etiyolojisinde immiin siireglerin rol

oynadigina dair su anda hicbir kanit bildirilmemistir.>
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Hipoksik iskemik
ensefalopati

Enfeksiyoz
Vaskiiler Y

Genetik  \jetabolik

Beyin Bilinmeyen
malformasyonu

Sekil 2.10 Neonatal dénemde nibetlerde etiyoloji®®
2.3 Epilepsi Etiyolojisinde Yeni Nesil Dizileme Analizi

Genetik molekiiler tan1 teknikleri, ilk kez 1977 yilinda tanimlanan floresan boya
ile isaretlenmis 3-OH grubu icermeyen spesifik zincir sonlandirici niikleotitlerin
(dideoksi niikleotitler) kullanildigi Sanger dizileme tekniginden, milyonlarca DNA
fragmentlerini dizileyebilen yeni nesil dizileme teknolojilerine kadar ilerlemistir.’® DNA
dizi analizi i¢in Sanger dizileme altin standart teknik olarak kabul edilmesine ragmen,
kisa okuma uzunlugu ve sonu¢ verme siiresinin uzunlugu gibi 6nemli kisithiliklari
vardir.*” Son zamanlarda masif paralel dizileme olarak da bilinen NGS, ¢ok sayida geni,
hedeflenen gen panellerini, tim ekzomu (protein kodlama bolgeleri) veya tiim genomu
bir kerede dizileme yetenegi nedeniyle oOzellikle epilepsi gibi genetik heterojenite
gosteren hastaliklarda Sanger dizilemenin yerini almaya baglamistir. NGS, Sanger
dizilemeye gore ayni anda ¢ok sayida 6rnegin ve bdlgenin ¢alisilabilmesi, diisiik miktarda
DNA gerektirmesi, elektroforez gerektirmemesi ve daha diisiik maliyet olmasi nedeniyle
tercih edilen bir ydntemdir.”® NGS ile tanimlanan varyantlari yorumlanmasi sonucunda
hastaliklarla iliskli aday genlerin kesfi, hastaligin prognozunun tahmin edilmesi ve hedefe
yonelik kisisellestirilmis tedavilerin gelistilmesi miimkiin olabilmektedir.”! NGS’nin
cesitli avantajlarinin yaninda kisa okumalar yapilmasi, varyantlarin hizalama ve siralama
hatalarindan dolay1 yanlis pozitif varyantlar saptanabilmesi, G/C tekrarlarinin sayisinin
fazla oldugu bazi bolgelerde hatali okumalar meydana gelmesi ve yapisal yeniden
diizenlemelerde (translokasyon ve inversiyon) etkili olmamasi gibi kisitlamalar1 da

mevcuttur.
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NGS is akisi, DNA izolasyonu, DNA’nin yiiksek frekansh ses dalgalar1 veya
enzimatik reaksiyonlar yoluyla fragmentlere ayrilmasi, kiitiiphane hazirlama ve
zenginlestirme, siralama, baz arama, referans genoma hizalama ve varyant anotasyonu
olmak {izere birden ¢ok adimdan olusmaktadir.”?> Giiniimiizde Ion Torrent, Illumina,
Agilent, Pacific Bioscience, Oxford Nanopore Technologies ve Nanostring Technologies
gibi farkl1 NGS platformlar: kullanilarak okumalar yapilmaktadir (Tablo 2.8).>* Okumalar
genomdaki referans dizi ile haritalanip karsilastirilir. Okumalar haritalandiktan sonra
referans dizi birka¢ baz pozisyonunda eslesme meydana gelmediginde varyant
saptanmaktadir. Bu asamadan sonra saptanan varyantlara anotasyon yapilarak, tespit
edilen varyantlar, popiilasyon veri tabanlar1 ve varyant veri tabanlarindaki bilgilere gore
siiflandirilarak filtrelenir ve patojenite siniflamasiyla klinik bulgular arasinda

korelasyon yapilarak NGS raporlar1 olusturulmaktadir.**>
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Tablo 2.8 NGS i¢in yaygin olarak kullanilan ticari analizlerin fragmentasyon teknigine ve hibridizasyon

yontemlerine gore temel farkliliklar:®

SIRKET DNA FRAGMENTASYON FRAGMEN TiPi VE
ADVANALIZ TEKNIGI HIBRIDIZASYON METODU
(ASSAY) ADI
ThermoFisher/ Primer, bilinen amplifiye edilmis | Primerler, hedeflenen bolgeleri
AmpliSeq (Ion hedef bolgeleri yaratan genomik | ¢ogaltarak iist iiste binen
Torrent) DNA'ya baglanir. (overlapping) amplikon
panelleriyle sonuglanir.
Agilent/ Transpozaz ile parcalama Sirkiiler DNA problari, genomik
HaloPlex DNA bdlgelerini yakalamak icin
hizalanir.
Agilent/ Ses dalgalartyla (sonikasyon) Rastgele boyutlandirilmis DNA
SureSelect parcalama fragmanlar1 olusturulur ve sentetik
oligoniikleotitler daha sonra
cozeltilerdeki ilgili bolgelere
baglanir.
Illumina/ Rekstriktif enzimlerle parcalama | Esit aralikli, bosluklu problar
Nextera DNA'ya baglanir. Daha sonra
ortaya ¢ikan bosluklari doldurmak
i¢in ¢ift sonlu (paired-end) dizileme
kullanilir.
Pacific DNA'nin veya amplifiye spesifik | Sablon fragmanlari, her birinde
Biosciences dizilerin rastgele kesilmesi hairpin adaptorlerine baglanir, bu
Oxford Nanopore | Sentrifugal kuvveti kullanilarak da sabit bir ssDNA ipligine sahip
Technologies Covaris G-tiipii araciligtyla istege | dairesel DNA ile sonuglanir.
bagl pargalanma (NOT: uzun
okumalar gerektiginde DNA
kesilmesi onerilmemektedir.)
Nanostring Rekstriktif enzimlerle parcalama | Hedeflenen genler igin barkodlu
Technologies/ problar DNA'ya baglanirken bagka
nCounter Analysis bir prob dizileme i¢in dizi hedefini
System baglar.

Glinlimiizde NGS laboratuvarda kullanim1 6nemli 6l¢iide yayginlasmis ve cesitli

alanlarda NGS’in kullanimi ile ilgili yaymnlar yapilmistir. NGS o6zellikle genetik
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hastaliklarin tanisinda, aday gen kesfinde, popiilasyon c¢alismalarinda, kanser
aragtirmalarinda, prenatal tanida, adli tip uygulamalarinda, transkriptom g¢aligmalarinda
ve mitokondriyal genom c¢alismalarinda yaygin olarak kulanilan bir teknik haline
gelmistir. NGS, WGS, WES, hedefli gen panelleri, gen dizileme, RNA dizileme gibi
cesitli calismalarda kullanilmaktadir.”

WGS, genomda hem kodlayan hem de kodlamayan bolgelerdeki varyantlar
hakkinda bilgi saglamaktadir. Kodlamayan bdlgelerde (%98) bulunan varyantlarin etkisi
su anda 1iyi anlagilmamis olmakla birlikte, tek bir varyantin veya varyant
kombinasyonlarin hastaliklarin patolojisi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica uzun okumalar yapabilme kapasitesi nedeniyle triniikleotid
tekrar artiglarini belirleyebilmektedir.”®

WES, hastalikla ilgili mutasyonlarin %85'ine neden olan genomun yaklagik %1-
2'sini olusturan protein kodlama bdlgelerini incelemektedir. Tiim ekzom dizilemenin
onceden tanis1 olmayan hastalarda, karyotip analizi (%5-10) ve CMA (%15-20) gore
yaklasik %25 ile daha fazla rapor edilmis bir teshis oram1 vardir.”*®* WGS ve WES,
hedefli gen panellerinden farkli olarak hastaliklarla iligkili olabilecek yeni aday genlerin
saptanmasina olanak saglamaktadir. Bununla birlikte WGS ve WES’de, hedeflenen
bolgenin gen panellerine gore daha genis olmasi nedeniyle bazi alanlarda diisiik okuma
derinligi saptanmasi, genomdaki tekrar dizileri, delesyon-duplikasyon bolgeleri ve
psodogenler nedeniyle yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar saptanmasi gibi

kisithiliklar da vardir.”

2.3.1 Saptanan Varyantlarin Simiflandirilmasi

NGS teknolojisinin yayginlagmasiyla saptanan yeni varyantlarin siniflandiriimasi
onemli hale gelmistir. Bu yiizden 2015 yilinda varyantlarin klinik 6nemini yorumlanmasi
icin The American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) tarafindan
uluslararas1 kriterlerle bir smiflama kilavuzu yaymlanmistir.”* Bu kilavuza gore
varyantlar, patojenik, muhtemel patojenik, klinik 6nemi bilinmeyen (VUS), benign ve
muhtemel benign varyantlar olarak 5 kategoride siniflandirilmistir. Patojenik kriterler; ¢cok
giicli, giiclii, orta ve destekleyici olarak tanimlanirken, benign kriterler; tek basina, giiclii ve
destekleyici olarak kendi icinde ayrilmistir. Varyantlar degerlendirilirken kullanilan veri

tabanlan tablo 2.9 ve tablo 2.10 da gdsterilmistir.
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Tablo 2.9 Varyantlarin degerlendirilmesinde kullanilan veritabanlari®*

POPULASYON VERI TABANLARI

Ekzom http://exac.broadinstitude.org
Agregasyon

konsorsiyumu

Genom https://gnomad.broadinstitute.org

Agregasyon veri

tabani

Ekzom Varyant https://evs.gs.washington.edu/EVS
Sunucusu

1000 genom http://browser.1000genomes.org
projesi

dbSNP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
dbVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar

HASTALIKLAR ICIN VERITABANLARI

ClinVar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

OMIM

http://www.omim.org

Human Genome

Mutation Database

http://www.hgmd.org

LOKUS /HASTALI

K / ETNIK/ DIGER OZEL VERI TABANLARI

Human Genome

Variation Society

http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html

Leiden Open http://www.lovd.nl

Variation

Database

DECIPHER http://decipher.sanger.ac.uk

DIZILEME VERI TABANLARI

NCBI Genome http://www.nbci.nlm.nih.gov/genome

RefSeqGene http://www.nbci.nlm.nih.gov/refseq/rsg

Locus Reference http://www.Irg-sequence.org

Genomic (LRG)

MitoMap http://www.mitomap.org/MITOMAP/HumanMitoSeq
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Sekil 2. 10 Varyantlarin degerlendirilmesinde kullanilan veritabanlari®*

TAHMIN ARACLARI
TEMEL ADI WEB SITESI
FATHMM http:/fathmm.biocompute.org.uk
ConSurf http://consurftest.tau.ac.il
YANLIS Evrimsel PhD-SNP http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-
ANLAMLI Korunma snp-html
VARYANTLAR MutationAssessor | http://mutationassessor.org
iCiN SIFT http://sift.jevi.org
PANTHER http://www.pantherdb.org/tools/csnp
ScoreForm.jsp
Protein SNPs&GO http://snps-and-
yap1/fonksiyonu go.biocomp.unibo.it/snps-and-go
MAPP http://mendel.stanford.edu/SidowLab
Protein /downloads
yap1/fonksiyon /MAPP/index.html
ve evrimsel MutPred http://mutpred.mutdb.org
korunma Align GVGD http://agvgd.iarc.fr/agvgd input.php
MutationTaster http://www.mutationtaster.org
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
Varyant dizisi ve
protein dizi
homologu PROVEAN http://provean.jcvi.org/index.php
arasindaki
benzerlik
Coklu dizi nsSNPAnalyzer http://snpanalyzer.uthsc.edu
hizalama ve
protein yapi
analizi
SIFT, Mutation Condel http://bg.upf.edu/condel/home

Assessor ve
PolyPhen-2

kombinasyonu

Simule

varyantlarla
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insanlarda sabit/
neredeyse sabit CADD http://cadd.gs.washington.edu
tiiretilmis
alellerin kontrast
agiklamalar1
Markov GeneSplicer http://www.cbcb.umd.edu/software/G
KESIM modelleri eneSplicer/
NOKTASINDA gene_spl.shtml
BULUNAN Pozisyona bagli | Human Splicing http://www.umd.be/HSF
(SPLICING) sonug Finder
VARYANTLAR MaxEntScan http://genes.mit.edu/burgelab/maxent
ICIN Maksimum /Xmaxentscan_
entropi prensibi scoreseq.html
NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetG
Noral aglar ene2
NNSplice http://www.fruitfly.org/seq_tools/spli
ce.html
GERP http://mendel.stanford.edu/sidowlab/
NUKLEOTID downloads/gerp/
KORUNUM index.html
TAHMINI PhastCons http://compgen.bscb.cornell.edu/phas
t/
PhyloP http://compgen.bscb.cornell.edu/phas
t/

2.3.2 Hedefli Gen Panelleri

Hedefli gen panellerinin, 6zellikle hastanin kliniginin spesifik tek bir gene

yonlendirmedigi durumlarda ilk tercih olarak kullanilmasmin faydalar1 gdsterilmistir.”?
NGS teknolojilerinin yaygin kullanimi epilepsi ile iliskili genlerin hizli bir sekilde
tanimlanmasia yol a¢mistir. Ayrica hastalik ile iligskilendirilmis genleri igeren
hedeflenmis gen panellerinde, sonug¢larinin yorumlanmasi WES ve WGS’e daha kolay
olmaktadir.

Yapilan bir ¢aligmada epilepsi ve ndbetlerle iliskili olabilecek 977 gen oldugu
bildirilmistir.” Epilepsi tanili hastalarin farkli sayida gen igeren panellerle
degerlendirildigi bir calismada epilepsi panellerinde segilen gen sayisinda degiskenlik (70

ile 465) oldugu gosterilmistir.”” Epilepsi panellerinin (35 ile 265 gen igeren) tanisal
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verimi lizerine yapilan bagka bir ¢aligmada tanit koyma oraninin %10 ile %48,5 arasinda
oldugu belirtilmistir.*® Mercimek-Mahmutoglu ve ark. (2015), ticari iiriinlerle iliskili
epilepsi gen panelleri tan1 koyma oranini1 gézden gegirerek genetik olarak teshis edilen
epilepsilerin %93'linde teshis icin 38 genlik bir panelin yeterli olabilecegini tespit
etmislerdir.

Calismamizda incelenecek genlerin fonksiyonel olarak siniflandirilmasi Tablo

2.11 de gosterilmistir.
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2.3.2.1 Panel Genleri

Tablo 2.11 Epilepsi Panelindeki 110 Genin Fonksiyon Siniflamasi, Wang vd.,(2017)'den uyarlanmistir.®

PROTEIN FONKSIYONU | GEN

Sodyum kanali SCNIA, SCNIB, SCN2A4, SCN3A4, SCN8A, SCN9A4

Potasyum kanali KCNJI10, KCNMAIL, KCNQ2, KCNQ3, KCNTI,
KCTD7

Kalsiyum kanali CACNAIH, CACNB4

Klor kanal: CLCN2

GABA-A reseptorii GABRAI, GABRB3, GABRD, GABRG?2

NMDA reseptorii GRIN24, GRIN2B

Asetil kolin reseptorii CHRNA2, CHRNA4, CHRNB?2

Enzim ACYI1, ADSL, ALDH7A1, ASAHI, CDKL5, CERS],

CPA6, CPT2, EPM24, GAMT, GLDC, MTHFR,
NHLRCI, PLCBI, PNKP, PNPO, PPTI, QARS,
RNASEH2A, RNASEH2B, RNASEH2C, ST3GAL3,
ST3GALS, TPPI, WWOX

Enzim modiilatorii ARHGEF9, ARHGEF15, CSTB, TBC1D24

Transporter SLC13A45, SLC25A412, SLC25A422, SLC2A1, SLC19A43,
SLC35A42, SLC6AS8, SLC946

Reseptor SCARB2, FOLR, NRXN1I

Hiicre adezyon molekiilii PCDHI19

Sinyal iletimi EFHCI, MAPK10, MTOR, SYNGAPI, TSC1, TSC2,
DEPDCS5

Membran trafigi GOSR2, STXBPI, SYNI

Hiicre iskeleti SPTANI, SGCE

Transkripsiyon regiilator CNTNAP2, MECP2, RBFOXI, RBFOX3, UBE34,
ZEB2

Transkripsiyon faktorii FOXGI, MEF2C, TCF4
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Siniflandirilmayan AMT, ARX, DRD2, GCSH, JRK, LGII, MBD?5,
MFSDS8, NEDD4L, NEUI, NOL3, PIGA, PIGO, PIGYV,
POLG, PRICKLEI, PRICKLE2, PRRT2, ROGDI,
SAMHDI1, SRPX2, SZT2, TBCE, TREXI

2.4 Amag

Epilepsi, genis fenotipik ve klinik spektruma sahip olup ¢ocukluk ¢aginda 6nemli
morbidite ve mortalite nedenidir. Etiyolojisi multifaktoriyel olmakla birlikte epilepsi
vakalarmin yaklagik yarisinda genetik nedenlerin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Son
zamanlarda birden fazla genin paralel dizilenmesine olanak saglayan NGS tekniginin
epilepsi hastalarinda rutin tani testi olarak kullanilmasi spesifik genetik etiyolojinin
belirlenmesine olanak saglamistir. Calismamizda c¢ocukluk ¢agi epilepsi hastalarinda
genetik etiyoloji, hedefli yeni nesil dizi analizi verilerine gore retrospektif olarak
arastirilarak, sonuclarin genotip fenotip korelasyonuyla yorumlanmasi ve epilepsi gen

panelinin tan1 degerinin hesaplanmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Olgu Secimi

Calismaya, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
2018-2021 tarihleri arasinda epilepsi tanisi ile takip edilen 0-18 yas aras1 107 hasta dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin cinsiyeti, yasi, nobet tipi, tan1 yasi, ilag
kullanimi, Beyin MR, EEG gibi tetkikleri, 6zge¢mis ve soygecmisi ile ilgili bilgiler Tibbi
Genetik poliklinigi hasta dosyalarindan ve Enlil Elektronik Bilgi Yonetim Sisteminden
temin edilmistir. Epilepsi hastalarina rutin olarak uygulanan Epilepsi NGS paneli
sonuglar1 Tibbi Genetik laboratuvar arsiv kayitlarindan elde edilmistir.

Epilepsi hastalarinin genetik ve klinik verilerinin retrospektif olarak incelenmesi
amagclanan aragtirmamizda; ¢aligmaya dahil edilen hastalarin klinik bilgileri ve pedigrileri
poliklinige bagvurusunda kaydedilmis, bilgilendirilmis onam formlar1 1slak imzali olacak
sekilde yasal vasilerinden alinmistir. Arastirma "Inonii Universitesi Saghk Bilimleri
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu" 22.02.2022 tarih ve 2022/3125

sayili karar ile onaylanmistir.

Olgularin ¢aligmaya dahil edilme kriterleri
1.Epilepsi tanist almig olmak

2.0-18 yas araliginda bulunmak

3.Epilepsi NGS paneli ¢alisilmis olmasi

Olgularin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri
1.18 yasindan biiyiik olan yetigkin hastalar

2.Periferik kandan NGS teknigiyle gen mutasyon analizi ¢alisilmamis olmasi

3.2 Molekiiler Genetik Calisma

3.2.1 Epilepsi Panelinin Ozellikleri

Arastirmada, GRCh37 (hgl9) referans dizisi baz alinarak, Tablo 3.1°de yer alan
110 genin ekzon ve ekzon-intron bileskesindeki varyantlar1 saptayabilecek QIAGEN
tarafindan hazirlanan Qiaseq Targeted DNA Paneli kullanilmistir.
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Tablo 3.1 Epilepsi panelinde yer alan genler

ACYI ADSL AMT ALDH7A1 ARHGEF15
ARHGEF9 ARX ASAHI CACNAIH CACNB4
CLCN2 CNTNAP2 CPT2 CPA6 CSTB
CDKL5 CERS1 CHRNA4 CHRNA2 CHRNB2
DEPDCS5 DRD?2 EPM2A4 EFHCI FOLRI
GAMT GCSH GOSR2 GLDC GRIN24
FOXGI1 GABRAI GABRD GABRB3 GABRG2
KCNQ3 KCNT1 LGII KCTD7 MAPKI0
MBDS5 MECP2 MFSDS8 MEF2C MTHFR
GRIN2B JRK KCNMAI KCNJ10 KCNQ2
MTOR NEDD4L NHLRC] NEUI NOL3
NRXNI PCDHI19 PIGO PIGA PIGV
PLCBI PNKP POLG PNPO PPTI
PRICKLE] PRICKLE? OARS PRRT2 RBFOXI
RBFOX3 RNASEH2A4 RNASEH2C RNASEH2B ROGDI
SAMHD1 SCARB?2 SCNIB SCNIA SCN24
SCN34 SCNSA SGCE SCN94 SLCI1345
SLCI943 SLC25412 SLC241 SLC25422 SLC3542
SLC6A8 SLC946 SRPX2 SPTANI ST3GAL3
ST3GALS STXBPI SYNGAPI SYNI SZT2
TBCID24 TBCE TPPI TCF4 TREXI
TSCI N o Wwwox UBE34 ZEB?

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu

Onam veren hastalardan 2 ml periferik kan 6rnegi EDTA’I1 (Ethylene diamine
tetra acetic acid) tiipe alindiktan sonra Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Tam
Merkezine transfer edilmistir. Genomik DNA 1izolasyonu, hastalarin 200 pl kan 6rnegi ile
QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak spin kolon yontemi ile
QIAcube® cihazinda (Qiagen, Almanya) {lireticinin Onerdigi protokollerle otomatik

olarak gerceklestirilmistir. Asagidaki asamalar1 igermektedir.

1) Calismaya baglamadan Once soliisyonlar ¢ikarilarak oda sicakligina getirilir.
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2)

3)

4)

1,5 ml’lik ependorflara etiketleme yaptiktan sonra, ependorf tiipler, Rotor
adaptorler ve spin kolonlar belirtilen konfigiirasyonda QIAcube cihazina
yerlestirilir.

Her 6rnek i¢in 20 pl proteinaz K mikrosantrifiij tiiplerine eklendikten sonra 200
mikrolitre kan eklenir.

Her 6rnege 200 pul Buffer AL, 200 pl etanol, 500 pl Buffer AW1, 500 pl Buffer
AW?2 ve 200 pl Buffer AE soliisyonlar1 cihaza belirtilen prosediirlere uygun
olarak eklendikten sonra QIAamp DNA Blood Mini Kit prosediiriine gore
QIAcube cihazinda otomatik DNA izolasyonu yapilir.

3.2.2.1 DNA’nmin kalite ve miktar tayinleri

DNA izolasyonundan sonra DNA’nin konsantrasyon analizi i¢in Qubit® (Thermo

Fisher Scientific, USA) florometre ile dl¢tim yapilmistir. DNA’nin florometrik dl¢timii

spesifik olarak DNA’ya baglanan florojenik boyalarin kullanimiyla bir UV 1sm1 ile

uyardiktan sonra yayilan dalga boyunun flometreler ile dl¢lilmesine dayanur.

1)
2)
3)

4)

5)

6)

Standart ve 6rneklerim 6l¢iimii igin Working solution hazirlanir.

Working solutiona; 1 pl Reagent ve 199 ul HS Buffer eklenir.

Once standartlarin 8l¢iimii igin, 2 ayr1 standart tiipiinden birine 190 ul Working
solution ve 10 pl Standart 1, diger tiipe de 190 pul Working solution ile 10 pl
Standart 2 eklendikten sonra kisa bir vortex-spin sonrasinda standartlarin
Olctimleri yapilir.

Orneklerin DNA kalite ve miktar dlgiimii i¢in 198 ul Working solution ve
ependorf tiiplerinden 2 ul DNA 6rnegi alinarak 6zel Qubit tiiplerine eklenir.

2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra Qubit cihazi agilarak dsDNA-dsDNA
High Sensitivity programi secilerek ornekler dlgiiliir.

Olgiimden sonra DNA o6rneklerinin konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde

nuclease free su ile diliie edilir.

3.2.3 Kiitiiphane hazirlanmasi

Hastalardan elde edilen genomik DNA’dan kiitiiphane hazirlanmasi i¢in, DNA

Orneginin enzimatik yoOntemler kullanilarak rastgele fragmanlara ayrilmasi,

piirifikasyonu, DNA ug¢ onarimi, elde edilen DNA fragman zincirlerinin 3* ucuna “A”

niikleotidi eklenmesi, piirifikasyon, ardindan fragmanlarinin her iki ucuna adaptor
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baglanmasi, PCR ile amplifikasyon, baglanmayan adaptorlerin uzaklastirilmasi igin
purifikasyon, hedef zenginlestirme islemi icin QIAseq Targeted DNA Panel kiti ile prop
hibridizasyonu, fragmanlardan hibridize olmayanlarin uzaklastirilmasi i¢in piirifikasyon,
hedef kiitiiphanenin secilmesi ve amplifikasyon sonrasi piirifikasyon islemleri sirasiyla
yapilmistir. Ardindan dizileme ham verilerini elde etmek i¢in hazirlanan kiitiiphane NGS
platformunda Miseq® de (Illumina, ABD) yiiriitiilmiistiir. Islak laboratuvar agamalar

asagidaki basamaklar1 igermektedir.

3.2.3.1 Fragmentasyon ve 1.PCR
Genomik DNA 0Ornegi enzimatik yontemler kullanilarak rastgele fragmanlara
ayrilir.

1. Plate (plaka) c¢ikarilarak soguk buz iizerine alinir.

2. Plakaya yapilan diliisyon hesabina gore toplami 16,75 pl olmak {izere DNA ve
niikleaz icermeyen su ilave edilir.

3. 2,5 pl fragmentasyon buffer (10x) ve 0,75 pl FERA (Fragmentation, end-repair,
and A-addition) soliisyonu spin-vortex-spin yapilarak ve 5 pl fragmentasyon
enzim mix vortekslenmeden plakaya koyulur.

4. Plaka Thermalcycle’a konularak ve asagidaki PCR programina gore reaksiyon

baslatilir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 DNA Fragmentasyon PCR Protokolii

inkiibasyon sicakhigi inkiibasyon zamani
1 4°C 1 dk
2 32°C 24 dk
3 72°C 30 dk
4 4°C Bekleme
3.2.3.2 Adaptor Baglanmasi, 2. PCR
PCR dan sonra 25 pl 6rnekler buza konularak adaptor baglanmasi asamasina
gegilir.

1. DNA ligasyonu i¢in gerekli ajanlar hazirlanir. Ligasyon Tamponu (5x) ve

Ligasyon Soliisyonunu oda sicakliginda ¢dziildiikten sonra buz {izerinde ¢aligilir.
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Tiip hafifce sallanarak karigtirildiktan sonra kisaca santrifiijlenir. DNA Ligaz,
kullanimdan hemen &nce dondurucudan ¢ikardiktan sonra buz tlizerine
yerlestirilmelidir.

2. Adaptor ligasyon karisimi asagidaki tablodaki oranlara gore hazirlanir (Tablo
3.3). Ligasyon soliisyonu ¢ok viskoz oldugundan her reaksiyona ayri ayri

eklenmelidir.

Tablo 3.3 Adaptor ligasyon karisim komponentleri

KOMPONENT HACIM/REAKSIYON
FERA reaksiyonu (zaten tiipte olan) 25 ul

Ligasyon Buffer, 5x 10 pl

IL-N7## adapter 2,8 ul

DNA ligaz Sul

Ligasyon Soliisyonu 7,2 ul

Toplam 50 pl

3. Reaksiyonlar asagidaki tabloya gore Thermalcycle’a koyularak inkiibe edilir
(Tablo 3.4).

Tablo 3.4 Adaptor ligasyon PCR asamalar

Inkiibasyon sicakhig Inkiibasyon zamam
1 4°C 1 dk
2 20°C 15 dk
3 4°C Bekleme

4. Calisma bittiginde, Adaptdor DNA ligasyonunun temizlenmesi i¢in her numuneye 50
ul niikleaz icermeyen su eklendikten sonra 100 pl QIAseq bead (magnetik boncuk)
eklenir. Karisim pipetlenerek iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edilip ardindan magnetik stand tizerinde 10 dakika bekletilir.

5. Magnetik boncuklar hala manyetik stand iizerindeyken, 200 ul %80 etanol ekleyip
slipernatan atilarak bu asama 1 kez daha tekrarlandiktan sonra etanol uzaklastirilir ve

oda sicakliginda 10 dakika boyunca havada kurutulur.
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. Boncuklar manyetik standdan c¢ikarildiktan sonra 52 pl niikleaz icermeyen su
eklenerek boncuklardan DNA ayristilir ve pipetaj yaparak karistirilir. Bu asamadan
sonra magnetik standin {izerine plaka koyularak soliisyon berraklasana kadar
bekletildikten sonra 50 ul siipernatant yeni tiiplere aktarilir.

. 2. Temizleme asamasi i¢in, 6rneklere 50 pul QIAseq Bead ekleyip pipetleyerek iyice
karigtirildiktan 5 dakika oda sicakliginda ve 5 dk magnetik stand {izerinde inkiibe
edilir. Cozelti temizlendikten sonra, boncuklar hala manyetik stand {izerindeyken,
siipernatant atilir.

. 200 pl %80 etanol eklenip siipernatan atilarak bu agama bir kez daha tekrarlandiktan
sonra etanol uzaklastirilir ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca havada kurutulur.

. Boncuklar manyetik standdan c¢ikarildiktan sonra 12 pl niikleaz icermeyen su
eklenerek boncuklardan DNA ayristilir ve pipetaj yaparak karistirilir. Bu asamadan
sonra magnetik stand iizerine plaka koyularak sollisyon berraklasana kadar

bekletildikten sonra 9,4 ul siipernatant yeni plakaya aktarilir.
3.2.3.3 Hedef Zenginlestirme Prosediirii
1. Hedef zenginlestirme i¢in gerekli reaktifler asagidaki tabloya gore hazirlanir

(Tablo 3.5).

Tablo 3.5 Hedef zenginlestirme protokolii reaktifleri

Komponent Hacim/reaksiyon
Ornek (adaptér ligasyon protokoliinden gelen) | 9,4 pl

TEPCR buffer, 5x 4 ul

HotStarTag DNA polimeraz 0,8 ul
IL-forward primer 0,8 ul

QIAseq Targeted DNA Panel S5ul

Toplam 20 ul

2. TEPCR Buffer (5x), QIAseq Hedefli DNA Paneli ve IL-Forward Primer oda
sicakliginda ¢oziildiikten sonra buza koyulur. Tiipii hafif¢e sallayarak
karistirdiktan sonra kisaca santrifiijlenir. HotStarTaq DNA Polimeraz,

kullanimdan hemen 6nce dondurucudan ¢ikarilir ve buza yerlestirilir.
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. Hedef zenginlestirme reaksiyonu santrifiij iyice karistirildiktan sonra 3. PCR i¢in
Thermalcycle’a yerlestirilir. Bu agamada epilepsi panelinde >1500 primer/tiip

oldugu i¢in asagidaki tablodaki PCR protokolii uygulanir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 Hedef zenginlestirme PCR protokolii

Zaman Sicaklik
(1,500-12,000
primer/tiip)
Baslangi¢ denatiirasyon 13 dk 95°C
2 dk 98°C
6 siklus 15 sn 98°C
15 dk 66°C
1 siklus 5dk 72°C
Bekleme 00 4°C

. Caligma bittiginde, her numuneyi 100 pl'ye getirmek i¢in 80 ul niikleaz igermeyen
su eklenir ve ardindan 100 ul QIAseq Bead ilave edilir. Pipetajla karistirildiktan
sonra 5 dk oda sicakliginda ve 5 dk magnetik standda bekletilip siipernatant atilir.
. Boncuklar hala manyetik stand iizerindeyken 200 pl %80 etanol eklenip,
siipernatant atilir. Bu asama 2. kez tekrarlandiktan sonra tiim etanol kalintilari
tamamen temizlenmelidir.

10 dakika boyunca havada kurutulduktan sonra boncuklar manyetik standdan
cikarilir ve 16 pl niikleaz icermeyen su eklenerek boncuklardan DNA ayrilir.
Cozelti temizlenene kadar plakayr manyetik rafa geri koyulup 13,4 pul siipernatant

yeni plakaya aktarilir.

3.2.3.4 Amplifikasyon (Universal PCR)

. Universal PCR i¢in gerekli reaktifler hazirlanir. UPCR Buffer (5x) oda
sicakliginda ¢oziiniir. Tiipii hafifce sallayarak karistirlir ve ardindan kisaca
santrifiijlenir. HotStarTaq DNA Polimeraz, kullanimdan hemen &nce
dondurucudan ¢ikarilmali ve buza yerlestirilmelidir.

. PCR asagidaki tabloya gore hazirlanir ve adaptor tiiplerine eklenir (Tablo 3.7).

Kisaca santrifiijlenir, pipetaj yapildiktan sonra tekrar kisaca santrifiijlenir.
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Tablo 3.7 Universal PCR Amplifikasyon karisimi hazirlanmast

Komponent Hacim/reaksiyon
Ornek (hedef zenginlestirmeden 13,4 pul

gelen)

HotStarTag DNA Tul

Niikleaz free su 1,6 ul

UPCR, Buffer, 5x 4 ul

Toplam 20 ul

. Dongii kosullarini kullanarak bir termal cycle programlanir (Tablo 3.8)

Tablo 3.8 Termal dongii kosullar:

Zaman Sicaklik
(1500-12,000 primer/tiip)
Baslangi¢ denatiirasyon | 13 dk 95°C
2 dk 98°C
20 siklus 15 sn 98°C
2 dk 60°C
1 siklus 5dk 72°C
Bekleme 00 4°C

sn: saniye dk: dakika

. Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaksiyonlar buz iizerine yerlestirilir. 80 ul
niikleaz icermeyen su ve 100 ul QIAseq Bead eklenir. Oda sicakliginda 5 dakika
ve 5 dk magnetik standda inkiibe edildikten sonra siipernanat atilir.

. 200 pl etanol eklenir sonra siipernatant atilir ve bu asama bir kez daha
tekrarlanarak once 200 pllik sonra 10 pllik pipetle siipernatant uzaklastirilir.
Magnetik standda iken 10 dk kurutulur.

. Boncuklar manyetik standdan ¢ikarilir ve 30 pl niikleaz icermeyen su eklenerek
boncuklardan DNA ayristiritlir. Daha sonra pipetleyerek iyice karistirilir.
Soliisyon temizlenene kadar plakalar manyetik standa geri koyulur.

. 28 pl siipernatant1 yeni plakaya aktarilir.
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3.2.3.5 Kiitiiphane Kantifikasyonu
Hazirlanan kiitliphanenin kantifikasyonu, QIAseq Library Quant Assay Kiti
kullanilarak Real Time PCR (Rotor Gene) cihazinda gergeklestirilir.

1. ILMN DNA standart1 buz iizerinde eritildikten sonra 5 seri diliisyonla seyreltilir
(Tablo 3.9) ILMN standart diliisyonu i¢in 5 tiip hazirlandiktan sonra her tiipe 45
ul diliisyon buffer eklenir. ilk tiipe ILMN standartindan alinan 5ul eklenip pipetaj
yapilarak karistirilir. Ardindan ilk tiipten alinan 5 pl soliisyon 2. tlipe aktarilir ve

ayni islemler sirasiyla diger tiipler i¢in de tekrarlanir.

Tablo 3.9 ILMN standardinin seyreltilmesi

Standart [Mlumina DNA standart1 | Diliisyion Buffer
Std1 5 ul diliie edilmemis 45 pul
Std2 5 ul Std1 45 ul
Std3 5 ul Std2 45 ul
Std4 5 ul Std3 45 pul
Std5 5 ul Std4 45 pul

2. Kiitiiphane 6rnekleri 3 diliisyon hazirlanir (1:50, 1:5000, 1:50000) (Tablo 3.10).

Tablo 3.10 Kiitiiphane orneklerinin diliisyonu

Diliisyon Kiitiiphane Diliisyon Buffer
Diliisyon 1 1 ul 49 ul
Diliisyon 2 1 ul (1:50) 99 ul
Diliisyon 3 4 ul (1:5000) 36 ul

3. PCR karistmi SYBR Green ROX FAST mastermix kullanilarak asagidaki

tablodaki oranlara gore (1 6rnek i¢in) hazirlanir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11 PCR karisimi hazirlanmast

Icerik Rotor disk 72
RNAaz/DNAaz icermeyen su 6,7 ul

Primer mix (10 uM) 0,8 ul

SYBR Green ROX FAST Mastermix 10 pl
Toplam hacim 17,5 ul
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4. Tiplere 17,5 pul PCR karigimi dagitilir ve her bir tiipe 2,5 pl dilue standartlardan
(3’er tekrar) sirastyla eklenir. Ardindan NTC 3 tekrar eklenir. Dilue edilen
kiitiiphaneler (1/5000 ve 1/50.000) sirasiyla eklenir ve Real-Time PCR (Rotor
Gene) cihazina yiiklenir (Sekil 3.1).

STD2 STD3
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Sekil 3.1 QlAseq Library Quant Assay Kit diizeni (Rotor 72)

5. Real time PCR cihaz1 (Rotor Gene) asagidaki dongiide kurulur ve 30 siklus

sonunda floresan 151ma i¢in data toplanir (Tablo 3.12).

Tablo 3.12 Real time PCR dongiisti

Siklus | Siire Sicaklik Yorum
1 10dk | 95°C HotStarTaq DNA polimeraz bu sicaklik

adiminda aktive olur

30 15 sn 95°C

5sn 68°C
Ssn 65°C
60 sn 60°C Floresan data toplanmas1 yapilir

6. PCR dongiisii bittikten sonra orneklerin reaksiyona girdigi dongii (Cycle
Threshold (CT)) degerleri ‘Illumina Data Analiz Programi_72'lik rotor disk i¢in’
Excel programina yiiklenir. CT degeri pikomolar (pM) cinsine doniistiiriilerek

kiitiiphane kantifikasyonu tamamlanir.
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3.2.4 Kiitiiphanelerin Yeni Nesil Dizi Analizi Cihazina Yiiklenmesi

1. Diliisyona baslamadan 6nce Illumina Experiment Manager kullanilarak
SampleSheet hazirlanir.

2. Kiitiiphane konsantrasyonlar1 niikleaz icermeyen su kullanilarak 4 nM’e
(ylikleme konsantrasyonu) indirilir.

3. Her bir ornekten 5 pl alinarak tek bir tiipte ortak kiitliphane (megapol)
hazirlanir.

4. Kiitiiphanenin denatiirasyonu i¢in, 1N stok NaOH niikleaz icermeyen su ile
dilie edilerek 0,2 N NaOH hazirlanir.

5. Ortak kiitiiphane tiiptinden 5 pl ve 0,2 N NaOH’den 5 pl pipetajla karistirilarak
oda sicakliginda 5 dk denatiirasyona birakilir.

6. 1,5 ml’lik ependorf tiipe Hibridizasyon buffer 990 pl eklenir. 5 dk dolduktan
sonra igerisine 10 pl 6rnek (5 pl 4nM kiitiiphane ve 5 ul 0,2 N NaOH ) eklenerek 20 pM
kiitiiphane hazirlanir.

7. Kullanilan kartusa (v2/v3) ve kiitliphaneye gore 6rneklerin diliisyonuna devam
edilir.(v2: 12pM, v3:15pM-20pM)

8. Yeni bir 1,5 ml’lik ependorf tiipii ‘Forward primer’ olarak etiketlenir. Bu tiipe
597 wl Hibridizasyon Buffer (HT1) eklendikten sonra iizerine Qiaseq A Readl Custom
Primerden 3 pl eklenir.

9. Kiitliphane yiiklenmesi asamasinda, kartusun 17. pozisyondaki kuyucuga 600
pl kiitiiphane ornekleri ve 18. kuyucuga 600 pl ‘Forward primer’ olarak hazirlanan tiipten
600 pl alinarak yiikleme yapilir. Kartus tanitilarak Miseq cihazinda dizileme islemi
baslatilir.

3.2.5 Ham Datanin Elde Edilmesi-Veri analizi

Dizilemeden sonra hedeflenmis genlerin dizilerini iceren ham veri formatinda
FastQ dosyalar1 elde edildi. FastQ dosyalar1 Qiagen Clinical Insight (QCI) Analyze ile
doniistiirelerek BAM (Binary Alignment/Map) ve VCF (Variant Calling Format)
dosyalar1 analize hazir hale getirildi. Verilerin analizi igin QCI Interpret yazilimi
kullanildi. Genlerin transkriptleri ‘Ensembl’ ve RefSeq’ veri tabanlarindan, protein
izoform ve domain bilgileri ‘UniProt’ veritabanindan elde edildi. Varyantlarin yazimi
Human Genome Variation Society tarafindan yayinlanan kilavuza gore yapildi.

Elde edilen varyantlar AMP (Association for Molecular Pathology) ve ACMG

tarafindan yayinlanan varyantlarin siniflandirma kilavuzlarina gére degerlendirilmistir.
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Varyant yorumlama i¢in ‘Franklin Genoox’ ve ‘VarSome’ araglarinin toplu tahmin
yorumlar1 kullanilmistir. Missense (yanlis anlamli) varyantlarin etkilerini degerlendirmek
icin “Mutation Taster”, “SIFT”, “PolyPhen”, “CADD”, PROVEAN ve “MutPred2”,
splicing (mRNA kirpilma bolgesi) varyantlart degerlendirmek i¢in “Netgene2” ve
“Human Splicing Finder” varyant tahmin araclari kullanilmistir. Aile segregasyon
analizleriyle birlikte patojenik, muhtemel patojenik ve klinik 6nemi belirsiz olarak
ACMG kriterlerine gore smiflandirilan varyantlar klinik bulgularla  birlikte

degerlendirilmis ve genotip fenotip korelasyonu yapilmaistir.

3.2.6 VUS Varyantlarin Yeniden Analiz Edilmesi

Hastalarin klinik bilgileri ve genetik test sonuclar1 Tibbi Genetik Anabilim Dali
arsivinden elde edilmistir. Varyantlarin siniflandirilmasi, veri tabanlarinin ve literatiir
bilgilerinin giincellenmesi nedeniyle degisebileceginden VUS varyant tespit edilen
olgular yeniden analiz edilmistir. Bu varyantlarin analizi i¢in ClinVar, Franklin ve
Varsome veri tabanlar1 kullanilmistir. Ayrica Pubmed ve arama motorlar1 kullanilarak
varyant ile iligkili literatiirde bildirilen yayinlar incelenmistir. VUS varyantlar son ACMG

kriterlerine gore 5 kategoride siniflandirilarak tekrar analiz edilmistir.

3.2.7 Tamsal Degerin Belirlenmesi ve Istatistiksel Analiz

Bu c¢alismada, ilk degerlendirmede patojenik (Siif I) ve muhtemel patojenik
(Sinf II) varyant saptanan olgular tiim hasta sayisina oranlanarak epilepsi gen panelinin
prediktif degeri ylizde cinsinden (%) hesaplanmistir. VUS (Smif 1) varyantlarin yeniden
analizi sonucu elde edilen nedensel varyantlar da dahil edilerek bir tanisal deger daha
hesaplanmistir. Saptanan tanisal degerler, farkli sayida gen panellerinin prediktif
degeriyle karsilastirilmistir.

(Calismada hastalarin elde edilen veriler Excel programina girilerek hastalarda
saptanan epilepsi iliskili klinik ve genetik bulgular arasindaki iliski medyan, ortalama,
siklik ve oran gibi tanimlayici istatistiksel metodlar kullanilarak analiz edilmistir.

Tablolar ve grafikler yiizde cinsinden hesaplanarak olusturulmustur.
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4.BULGULAR

4.1 Klinik Bulgular

Calismaya Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Poliklinigi’nde 2018-
2021 tarihleri arasinda epilepsi tanisi ile degerlendirilen ve tani testi olarak hedefli NGS
analizleri yapilmis 107 ¢ocuk hasta (0-18 yas) alinmistir. Tiim olgular epilepsi tanisi ile
basvurmustur ve yas ortalamalar1 6,8°dir (8 ay-17 yas araliginda). Bu hastalarin %64,4’
erkek, %35,6’s1 kiz hastadir (Sekil 4.1).

m Erkek

m Kiz

Sekil 4.1 Calismaya dahil edilen olgularin cinsiyet dagilimi

Olgularin ndbet baslangi¢ yas1 ortalamasi 22 aydi (2 giin -13 yas). Olgularin ilk
nobeti 2. Giin ile 13 yag arasinda degismekteydi. Hastalarin nobet baglangic yasi <2 yas,
2-5 yas, 6-12 yas ve 13-18 yas olmak lizere 4 gruba ayrildi. Buna gore 2 yasindan once
ilk nobetini gegirenler %62, 2-5 yas arast %31, 6-12 yas grubu %4 ve 13 yasindan sonra
ilk nébetinin gegirenler hastalarin %3 1linli olusturmaktaydi (Sekil 4.2).
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W <2 yas

W 2-5yas

W 5-12 yas
12-18 yas

Sekil 4.2 Calismaya dahil edilen olgular: nobet baslangic yasi

Hastalar baslangi¢ nobet tipine gore siiflandirildiginda fokal nobetler (%43) en
yaygin grubu olusturmaktadir. Olgularin %38’inde nobet baslangina ulasilamazken,

jeneralize baslangicli ndbetler olgularin %19’unu olusturmaktadir (Sekil 4.3).

M Fokal baslangich nébet
M Jeneralize baglangigli nébet

M Baslangici bilinmeyen nébet

Sekil 4.3 Olgularin nébet baslangig tipi

Hastalarin 79’unda ailede nobet oykiisii yokken, 28 hastanin ailesinde ve yakin

akrabalarinda epilepsi Oykiisii vardi (%26) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 Olgularin bazi demografik ozellikleri ve tani prosediirleri

Ozellik Sayisi / yiizdesi (%)
Hasta
Erkek 69 (%64)
Kiz 38 (9%36)
Nobetlerin baglangic yasi ortalamasi 22 ay
Nobet baslangig tipi
Fokal baslangi¢ 46 (%43)
Jeneralize baslangi¢ 20 (%19)
Bilinmeyen baslangi¢ 41 (%38)
Genetik test sirasinda nobet sikligi
Giinliik 21 (%20)
Haftalik 19 (%18)
Aylik 22 (%21)
6 ayda 1 11 (%10)
Yillik 7 (%6)
Nobet yok 13 (%12)
Bilinmeyen 14 (%13)
Gelisme geriligi
Var 63 (%59)
Yok 37 (%35)
Bilinmeyen 7 (%6)
Genetik test sirasinda antiepileptik ilag
kullanimi say1st
0 3 (%3)
1 50 (%47)
2 21 (%20)
3 23 (%21)
4 10 (%9)
Beyin MRI’ da anormallikler saptanmasi
Var 51 (%48)
Yok 45 (%42)
Bilinmeyen 11 (%10)




Aile oykiisii
Var 28 (%26)
Yok 79 (%74)

Beyin MRI goriintiileme bulgular1 incelendiginde, 45 hastanin (%42) beyin MRI
goriintiilemesi normalken, hastalarin 51’inde (%48) beyinde ¢esitli anormaliler tespit
edildi ve 11 hastanin (%10) beyin MRI bilgisine ulagilamadi. Buna gore bu hastalarda
korpus kallosum hipolazisi (%24) ve periventrikiiler I6komalazi (%16) beyin MRI ile
saptanan en yaygin bozukluklardi. Diger MRI bulgulari, serebellar atrofi, araknoid kist,
hipomyelinizasyon, serebral atrofi, posterior fossada mega sisterna magna,
periventrikiiler beyaz cevherde sinyal artisi, iskemik degisiklikler ve diger anomaliler
(kavernom, astrositom, kavum septum pellusidum et vargae varyasyonu, pakigri,
polimikrogri, J tipi sella goriiniimii, kortikal displazi, korpus kallosum agenezisi, subdural
efiizyon, gri cevher heterotropisi, subependimal multiple nodiiller ve ventrikiil

dilatasyonu) saptandi (Sekil 4.4).

m Korpus kallosum hipoplazisi

= Diger

= Periventrikiler I6komalazi
A Serebellar atrofi

= Araknoid kist

= Hipomyelinizasyon
m Serebral atrofi
m Posterior fossada mega sisterna

magna
m iskemik degisiklikler

Sekil 4.4 Calismaya dahil edilen olgularda saptanan beyin MRI bulgular

4.2 Yeni Nesil Dizileme Bulgular

Hedefli yeni nesil dizileme ile hastalarda ACMG siniflamasina gore 20 patojenik,
5 muhtemel patojenik ve 49 klinik 6nemi bilinmeyen olmak iizere 74 varyant
saptanmistir. VUS varyantlar yeniden analiz edildikten sonra 15’1 benign, 15’1 muhtemel

benign, 5’1 muhtemel patojenik, 1’1 patojenik olmak lizere 36 varyantin ACMG
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siiflandirmasi degismis ve 13 VUS varyantin simiflamasi degismemistir. Buna gore
toplamda 31 patojenik- muhtemel patojenik (P, LP) ve 13 VUS varyant tespit edilmistir.
Olgularda saptanan varyant tiirleri Sekil 4.5'de ve saptanan varyantlarin cinsiyete gore

dagilimi Sekil 4.6° da gosterilmistir.

H Patojenik B Muhtemel patojenik ®VUS

Sekil 4.5 Olgularda bulunan varyantlarin patojenitelerinin siniflandiriimasi

Saptanan varyantlar-cinsiyet iliskisi

16
14
12
10
8
6
4
2 -
0
Patojenik Muhtemel patojenik
EK mE

Sekil 4.6 Olgularda saptanan varyantlarin patojenite ve cinsiyet iliskisi

Hastalarda saptanan patojenik, muhtemel patojenik ve VUS varyantlar Tablo
4.2’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2 Olgularda saptanan patojenik, muhtemel patojenik ve VUS varyantlar

Hasta | Gen Niikleotid Aminoasit Zigosite | Patojenite | Transkript
No Degisimi degisimi Sinifi numarasi
2 SCN2A4 c.4141A>T p-NI1381Y HET 2 | NM_0010401
423
5 7SCI ¢.2407dupT p.C803£s*23 HET 2 | NM_000368.5
7 SCNIA c.3749C>T p-T1250M HET 3 | NM 0011659
63.4
10 CACNAIH | c.3422 3442del | p.R1141 S1147de | HET 3 | NM_021098.3
GGCGCTCCA | IRRSSWSS
GCTGGAGCA
GCC
11 MECP2 c.916C>T p-R306C HET 1 | NM_004992.4
18 N c.1831C>T p-R611W HET 1 | NM_000548.5
19 785¢C2 c.4258 4261del | p.S1420fs*55 HET 1 | NM_000548.5
TCAG
21 TSC2 c.1832G>A p-R611Q HET 1 | NM_000548.5
24 GABRAI c.961T>C p-Y321H HET 2 | NM_0011276
48.2
29 KCNQ2 c.923C>T p-P30SL HET 1 | NM_0013822
35.1
31 SCN14 c.4757G>A p-G1586E HET 1 | NM_0011659
63.4
33 SCNIA c.4554dupA p-P1519fs*18 HET 1 | NM_0011659
63.4
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34 SZT2 ¢.3941 3943dup | p.S1314dup HET NM_015284.4
GCA
36 SCN24 ¢.1964C>G p.S655C HET NM_0010401
423
38 GRIN2A | ¢.2190C>G p.Y730* HET NM_00833.5
41 PRRT? c.621dupA p.S208fs*17 HET NM_145239.3
43 TBCID24 | c28G>A p.V10M HOM NM_0011991
07.2
47 | ALDH7AI | ¢.1597delG p.A533fs* HOM NM_001182.5
48 7SC2 c.5138G>A p.R1713H HET NM_000548.5
49 PRRT2 ¢.649dupC p.R217fs*8 HET NM_0012564
422
50 | KCID7 ¢.280C>T p.R94W HET NM_153033.5
KCID7 c.719A>T p.D240V HET NM_153033.5
52 GRIN2A | ¢.2190C>G p.Y730* HET NM_00833.5
55 GRIN2A | ¢.2190C>G p.Y730* HET NM_00833.5
58 ALDH7AI | ¢.328C>T p.R110* HOM NM_001182.5
59 UBE3A ¢.707T>C p.1236T HET NM_130839.5
67 75C2 c.1831C>T p.R6IIW HET NM_000548.5
69 TBCID24 | c.28G>A p.VIOM HOM NM_0011991
07.2
71 TSC2 ¢.2506A>G p.T836A HET NM_000548.5
PCDHI9 | ¢.1529C>A p.PS10H HEM NM_0011848
80.2
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KCNT1 c.3451G>C p.E1151Q HET 3 | NM_020822.3
77 GLDC c.560C>A p.-T187K HET 2 | NM 000170.3
GLDC c.2195A>T p-N7321 HET 2 | NM_000170.3
80 ALDH7AI | c.1597delG p.A533fs* HOM 1 | NM_001182.5
82 GRIN2A4 c.2190C>G p.Y730% HET 1 | NM_000833.5
88 SYNGAPI | ¢.3963_3964del | p.A1322P HET 3 | NM_006772.3
AGinsCC
89 75C2 €.226-3C>G - HET 3 | NM _000548.5
90 ALDH7A41 | ¢.1597delG p-AS533fs* HOM 1 | NM 001182.5
91 NHLRCI1 c.436G>A p.D146N HOM 1 | NM_198586.3
92 KCNMAI | c.2303A>C p-E768A HET 3 | NM_0010147
97.3
99 SLCI1345 | ¢.997C>T, p-R333* HET 1 | NM 177550.5
SLCI1345 | ¢.1597A>G p-N533D HET 3 | NM _177550.5
105 CDKLS5 c.1415 1416del | p.T472fs*6 HEM 2 | NM_003159.2
CA
107 PCDH19 c.1178C>T p.P393L HET 2 | NM 0011848
80.2

HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot

Calismada 23 farkli gende 44 varyant (P(21), LP(10), VUS(13)) tespit edildi. Buna
gore 7SC2 geninde 4 patojenik, 1 muhtemel patojenik ve 2 VUS varyant saptandi. Tiim
hastalarin %6,5’unda (7/107), varyantlarin ise %16’linde (7/44) TSC2 varyant1 bulundu.
ALDH7A1 ve GRIN2A geninde 4 patojenik, PRRT?2 2 patojenik varyant, SCN/A4 geninde
2 patojenik ve 1 VUS varyant, MECP2, NHLRC1I ve KCNQ?2 geninde 1 patojenik varyant
tespit edildi. SCN24 ve PCDHI9 geninde 1 muhtemel patojenik ve 1 VUS varyant
saptandi. GLDC geninde 2 muhtemel patojenik varyant, SLC1345 ve KCTD7 geninde 1
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patojenik ve VUS varyant ile segregasyon analiziyle bilesik heterozigotluk saptandi.
TBCI1D24 geninde homozigot 2 muhtemel patojenik tespit edildi. 7SCI, GABRAI ve
CDKLS5 geninde sadece muhtemel patojenik varyant saptanirken 6 varyant sadece

VUS’du. Varyantlarin genlere gore dagilimi ve patojenitesi sekil 4.7°de gosterilmistir.

Varyantlarin genlere gore dagilimi

O B N W b U1 OO N
O
E—
E—
e—
-
-
-
-
—
"7—
<’-
—
Q\_>-
=
=
s mm

& Q¥ AW WY ST TG o ORIV & DLy
C S @“»cé‘b\f SEFIFTETFTFFITSF L
N SRR /&c@g\% vov&\@%%@

M Patojenik  ® Muhtemel patojenik ®VUS

Sekil 4.7 Epilepsi Hastalarinda tespit edilen patojenik, muhtemel patojenik, VUS Varyantlarin Genlere Gére Dagilimi

Hastalarda saptanan 23 farkli genin 13"lintin (GRIN24, TSC2, SCN1A4, CACNAIH,
PRRT2, SCN24, SYNGAPI, KCNQ2, TSCI, GABRAI, KCNMAI, UBE3A4, KCNTI)
otozomal dominant, 7’sinin (ALDH7A1, NHLRCI, SLCI13A45, GLDC, TBCID24,
KCTD7) otozomal resesif ve 3'iniin X’e baglh (MECP2, PCDHI19, CDKLS5) kaliim
paterni gosterdigi saptandi. Varyant saptanan genlerin kalitim paternleri Sekil 4.8 ve

4.9°da gosterilmigtir.

MOD MOR mX gegcisli HOD MOR mXgecisli

Sekil 4.8 P, LP ve VUS varyant saptanan genlerin Sekil 4.9 P ve LP varyant saptanan genlerin kalitimi
kalitimi
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Olgularda saptanan varyantlar mutasyon tiplerine gore degerlendirildi. Buna gore
en sik tespit edilen mutasyon tipi yanlis anlamli (%59) mutasyondu. Varyantlarin
%?20’sinde c¢ergeve kaymasi, %14’linde anlamsiz mutasyon ve %7'inde diger mutasyon
tipleri saptandi. Olgularda tespit edilen nedensel varyantlarin mutasyon tipleri sekil 4.10°

da gosterilmistir.

m Yanhs anlamh

21%

= Anlamsiz

= Cergeve kaymasi
intronik

= Blylk delesyon

= Duplikasyon

Sekil 4.10 Olgularda tespit edilen varyantlarin mutasyon tipleri

Varyantlarin (P, LP ve VUS) %39’inde iyon kanali kodlayan genlerde (SCN14,
SCN24, SCNS8A, KCNQ2, KCNMAI, KCNTI1, KCTD7, CACNAIH, GABRAI, GRIN2A)
saptanirken, sinyal iletimi genleri (%20), enzim kodlayan genler (%]13), transkripsiyonu
diizenleyen genler (%)5), tastyici proteinleri kodlayan genler (%5), enzim modiilatorii
genler (%4), hiicre adezyonu proteinini kodlayan genler (%4) ve siniflandirilmayan
genler (%10) tespit edildi. P ve LP varyantlarin kodladig1 proteinlerin fonksiyonel
siiflamasinda ise en sik iyon kanali kodlayan genlerde (%34) (SCN14, SCN24, KCNQ?2,
KCTD7, GRIN2A, GABRAI) saptandi1. Patojenik varyantlarin %30'u ise enzim/enzim
modiilatorti (CDKLS5, GLDC, NHLRC1, TBCI1D24, ALDH7A1) kodlayan genlerde tespit
edildi.

Varyant saptanan genlerin kodladig1 proteinlerin fonksiyon siiflandirmasi sekil 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.11 P ve LP Varyant saptanan genlerin kodladigi proteinlerin fonksiyon siniflandirmasi

® Enzim/enzim modilatoru

= Sinyal iletimi
Transkripsiyon regiilasyonu

= Taslyicl

= Hiicre adezyonu

= Siniflandiriimayan

30%

Hastalarda tespit edilen ‘VUS’ varyantlar son ACMG kriterlerine yeniden
degerlendirildiginde, varyantlarin %26'st VUS, %31'1 benign, %31'i muhtemel benign,
%10 muhtemel patojenik ve %2 patojenik varyant olarak belirlenmistir (Tablo 4.3 ve
Sekil 4.12).

2%

H Patojenik
B Muhtemel patojenik
26% mVUsS

= Muhtemel benign

® Benign
31%
Sekil 4.12 Tekrar analiz edilen VUS varyantlarn patojenite siniflamas
Tablo 4.3 Klinik énemi degisen VUS varyantlar
Varyant ACMG ACMG
(2018-2021) | (2022)

KCTD7: ¢.280C>T HET (NM_153033.5) VUS Patojenik
TBCID24: c.28G>A HOM (NM_001199107.2) | VUS Muhtemel patojenik
GABRAI: c.961T>C HET (NM_001127644.2) | VUS Muhtemel patojenik
GLDC: ¢.2195A>T HET (NM_000170.3) VUS Muhtemel patojenik
PCDH19: ¢.1178C>T HET (NM_001184880.2) | VUS Muhtemel patojenik
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TBCI1D24: ¢.28G>A HOM ((NM_001199107.2) | VUS Muhtemel patojenik
GABRG2: ¢.653C>T HET (NM_198903.2) VUS Muhtemel benign
SYNGAPI: c.3885+107C>G HET VUS Muhtemel benign
(NM_006772.3)

CHRNA2: ¢.223C>T HET (NM_000742.4) VUS Muhtemel benign
NOL3: ¢.185T>C HET (NM_001185057.2) VUS Muhtemel benign
GRIN2B: ¢.2199A>G HET (NM_000834.5) VUS Muhtemel benign
CDKL5: ¢.3083C>T HEM (NM_003159.2) VUS Muhtemel benign
SPTANI:c.374T>C HET (NM_001130438.3) VUS Muhtemel benign
SCNIB: ¢.632G>A HET (NM_001037.5) VUS Muhtemel benign
NOL3: ¢.185T>C HET ((NM_001185057.2) VUS Muhtemel benign
SPTANI:c.374T>C HET (NM_001130438.3) VUS Muhtemel benign
SPTANI: c.3641G>A HET (NM_001130438.3) | VUS Muhtemel benign
NOL3: ¢.185T>C HET (NM_001185057.2) VUS Muhtemel benign
SYNI: c.1424A>C HEM (NM_133499.2 VUS Muhtemel benign
DEPDCS: ¢.257TA>C HET (NM_001136029.3) | VUS Muhtemel benign
SCN8A: ¢.3491-4C>T HET (NM_001177984.2) | VUS Muhtemel benign
SCNIB: ¢.749G>A HET (NM_001037.5) VUS Benign

SCN24: ¢.1976G>A HET (NM_001040142.3) VUsS Benign
CHRNA2: ¢.202C>T HET (NM_000742.4) VUsS Benign

KCNQ?2: ¢.1294C>T HET (NM_172107.4) VUS Benign

TSC2: ¢.2539C>T HET (NM_000548.5) VUS Benign

SZT2: ¢.7391T>C HET (NM_015284.4) VUS Benign
KCNQ3:¢.2071G>A HET (NM_004519.4) VUS Benign

SCN9A: ¢.5746C>T HET (NM_001365536.1) VUS Benign

GABRD: ¢.659G>A HET (NM_000815.5) VUS Benign

GRIN24: ¢.2899G>C HET (NM_001134407.3) | VUS Benign

PNKP: ¢.58C>T HOM (NM_007254.4) VvUs Benign

EFHCI: c.628T>C HET (NM_001172420.2) VUS Benign

MEF2C: ¢.309G>A HET (NM_002397.5) VUS Benign

TCF4: c.-22A>G HET (NM_001243226.3) VUS Benign
DEPDCS: ¢.3311C>T HET (NM_001136029.3) | VUS Benign

HET: Heterozigot, HOM: Homozigot, HEM: Hemizigot
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Bu c¢alismada, epilepsi NGS panelinin epilepsili ¢ocuk hastalarda ilk saptanan
tanisal degeri %21,5 (P,LP) ve VUS varyantlarin yeniden analiz edilmesiyle %28 olarak
hesaptandi.

Hesaplanan prediktif degerler tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4 Hedeflenmis NGS panelinin epilepsili ¢ocuk hastalarda tanisal degeri

Prediktif Deger
ilk degerlendirme Patojenik ve Muhtemel Patojenik %?21,5
(n=23)
VUS varyantlarin yeniden analizi sonucu (n=30) %28

(Patojenik, Muhtemel Patojenik + VUS)

VUS, muhtemel patojenik ve patojenik varyant saptanan hastalarin klinik 6zellikleri ve
bulgular1 Tablo 4.5 de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.5 VUS, muhtemel patojenik ve patojenik varyant saptanan hastalarin klinik bulgulart

Olgu | Yas K/ | Nobet Nobet Ek klinik bulgular Beyin MR Varyant Varyant
E | baslangi¢ | baslangi¢ sinifi
yas1 Tipi
2 9y E | lay Fokal Dikkat eksikligi hiperaktivite, sterotipik N SCN2A4:c.4141A>T, 2
hareketler, ndromotor gerilik p.N1381Y HET
5 16y E | 12y Fokal Inguinal herni, burun kenarlarinda ve genede Sol pariyetalde yaklasik 13 mm | 7SC/:c.2407dupT, 2
anjiofibrom, periungual fibrom (5-6 yildir), ¢apinda kavernom p.C803fs*23
pulmoner emboli Sykiisii
7 10y E |1y Fokal Noromotor gelisme geriligi, torakolomber Korpus kallosum ince, chiari SCNI1A4:¢.3749C>T, 3
kifoskolyoz, kelebek vertebra, T3 vertebra malformasyonu p.-T1250M HET
distalinde siringomyeli.
Meningomyelosel ve gergin omurilik opere,
hidrosefali nedeniyle sant takilmis
Batin USG: Sol bobrek parankim ekosu grade
IIT artmus, Sol bobrek iist zon kaliksleri ektazik
goriinimde
VCUG: solda grade 3 reflii ile birlikte prostatik
iiretra genis
10 4y K |2y Jeneralize - N CACNAIH:c.3411 343 | 3
1delCTGGAGCAGCC
GGCGCTCCAG;,p.R1
141 S1147delRRSSW
SS HET
11 13y K | 18 ay Jeneralize Noromotor gelisim 1,5 yasina kadar normalken | Serebral atrofi MECP2:¢.916C>T, 1
1,5 yasindan sonra kazanilmis becerilerin kayb1 p-R306C HET
mevcut, mikrosefali, strabismus, sterotipik
hareketler
18 3y E |2y Fokal Bobrekte anjiomyolipom N TSC2:c.1831C>T, 1

p.R611W HET
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19 ly 9 ay Fokal Gogsiinde 2x1 cm, sol bacaginda 1x1 cm, Beyin MRI yok TSC2: c.4258 4261
sirtinda 1x1 cm biiyiikliigiinde hipopigmente delTCAG,
lezyonlar p-S14201s*55
EKO: Sol ventrikiil hipertrofisi, en biiyiigii
9x12 mm boyutunda olan aort kapagi altina
uzanim gosteren her iki ventrikiil igerisinde ¢ok
sayida rabdomyom izlenmistir.

21 l6y ly Fokal Noromotor gerilik Her iki lateral ventrikdil TSC2:c.1832G>A,
Beyindeki tiiberler nedeniyle beyin cerrahide duvarinda kalsifiye p-R611Q HET
opere, operasyondan sonra sag hemiplejik, sag subependimal nodiiller, dev
fasiyal paralizi hiicreli astrositom, serebral
Toraks BT: akcigerde nodiiller subkortikal beyaz cevherlerde
Batin USG: dalak alt polde hamartom, her iki kortikal tiiber ile uyumlu ¢ok
bobrekte anjiomiyolipom sayida intensiteler izlendi.

EKO: Normal

24 6y 11 ay Jeneralize Direngli epilepsi, fototerapi dykiisii, ndromotor | N GABRA1:¢.961T>C,
geligim geriligi p.-Y321H HET
Otizm nedeniyle takipli, diger insanlarla
iletisimi zayif, hayali arkadas1 var

29 4y 1 ay Jeneralize Noromotor gelisim geriligi, hipotoni, Korpus kallosum ince, KCNQ2:¢.923C>T,
konstipasyon hipomyelinizasyon p-P308L HET

31 13y 6 ay Bilinmeyen Skolyoz N SCNI1A4:c.4757G>A,

p.G1586E HET

33 2y ly Fokal Skolyoz N SCNI1A:c.4554dupA,

p-P1519fs*18 HET

34 11y 3ay Bilinmeyen | Noromotor gelisim geriligi, hipotoni Korpus kallosum hipoplazik SZT2:¢.7391T>C,

p.-V2464A

HET+¢.3941 3943dup
GCA p.S1314dup HET
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36 4y 3ay Fokal Sol lomber bolgede 3x1 cm hipopigmente Beyin MRI yok SCN2A4:¢.1964C>G,
makiil mevcut, bilateral elde tek transvers ¢izgi, p-S655C HET +
prematiirite SPTANI:c.374T>C,

p.M125T HET
38 4y 2y Bilinmeyen | Mikrosefali, emme gii¢liigii, spastisite Serebellar atrofi, korpus GRIN2A4:¢c.2190C>G,
kallosum hipoplazik, posterior p-Y730* HET
fossada mega sisterna magna
goriiniimil, hipomyelinizasyon

41 2y 6 ay Fokal Gogiiste cafe au lait lekesi Korpus kallozum diffiiz PRRT2:c.621dupA,
incelmistir. Periventrikiiler derin | p.S208fs*17 HET
beyaz cevherde sinyal artisi,
hipomiyelinizasyon
43 3y 2y Jeneralize Jeneralize tonik klonik, miyoklonik nobet Periventrikiiler beyaz TBCID24: c.28G>A,
Status epileptikus dykiisii, mikrosefali, ataksik cevherde hiperintens, diffiizyon | p.V10M HOM
yiiriiylis, isitme kaybi, 6grenme giicligii artist
Kalga ¢ikig1 oykiisii
47 17y 4y Jeneralize Jeneralize tonik klonik nobet Beyin MRI yok ALDH7A1:c.1597delG,
Piridoksin tedavisine yanitli p-A533fs HOM
48 11y 7 ay Fokal Karin sol alt bolgede 2x3 cm hipopigmente N TSC2:c.5138G>A,
lezyon, néromotor gelisme geriligi, hipotoni, p-R1713H HET
direncli epilepsi, sekonder jeneralize nobet
49 ly 10 ay Fokal Noromotor gelisme gerilig Periventrikiiler 16komalazi, PRRT2:¢c.649dupC,
korpus kallozum hipoplazik. p-R217fs*8 HET
hipomyelinizasyon, kavum
septum inter pellucidum

50 6y 3y Bilinmeyen | Direngli epilepsi, noromotor gelisme geriligi, N KCTD7:¢.280C>T,

miyoklonik nobet, konusma geriligi

p-R94W
HET+c.719A>T,
p.D240V
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52 Sy 4y Fokal Noromotor gelisme geriligi, mental retardasyon | Beyin MRI yok GRIN24:¢c.2190C>G,
p.Y730%
55 14y 3y Bilinmeyen | Ogrenme giicliigii Beyin MRI yok GRIN24:¢c.2190C>G,
p.Y730* HET
58 3y 3 giin Jeneralize Miyoklonik ndbet, direngli epilepsi, hidrosel, Ventrikiil dilatasyonu, araknoid | ALDH7A41:¢.328C>T,
hepatosplenomegali, néromotor gelisme geriligi, | kist, korpus kallosum p-R110* HOM
hipotoni, konusma geriligi hipoplazisi
Status epileptikus oykiisii
Kan glutamik asit yiiksekligi,
hiperhomosisteinemi, pes ekinovarus, karaciger
fibrozisi, piridoksin tedavisine yanitl
59 10y 6 ay Fokal Jeneralize tonik klonik nébet, status epileptikus | Parietooksipital atrofi, sol UBE3A:¢.707T>C,
oykiisii lateral ventrikiil asimetrik dilate | p.I236T HET
61 2y 20 giin Bilinmeyen | Fototerapi dykiisii, umblikal herni Periventrikiiler 16komalazi, SCN8A:c.3491-4C>T
korpus kallozum difiiz ince HET
63 6y 2y Bilinmeyen | Noromotor gelisim geriligi, fasiyal asimetri, N SPTANI:c.3641G>A,p.
o0grenme giicliigii, tekrarlayan akciger R1214H
enfeksiyonu, boy kisaligi
67 4y ly Fokal Viicudunda 5 adet 2x1 ¢cm hipopigmente Bilateral subependimal TSC2:c.1831C>T,
makiiller, ylizde anjiofibromlar, alinda shagreen | bdlgelerde multipl nodiiller p-R611W HET
yamasi
69 Sy 3y Jeneralize Jeneralize tonik klonik nobet N TBCI1D24.: ¢.28G>A,
p.V10M HOM
71 3y ly Fokal Noromotor gelisme geriligi, hipotoni, N TSC2:¢.2506A>G,
nistagmus, boy kisalig1, inmemis testis, bilateral p.T836A HET+
elde tek transvers ¢izgi, sinirlilik PCDH19:¢c.1529C>A,
p.P510H HEM+,
KCNT1:¢.3451G>C,
p.E1151Q HET
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77 Sy ly Bilinmeyen | Noromotor gelisme geriligi, frontal bossing, alt | Posterior fossada mega sisterna | GLDC:c.560C>A,
ekstremitede spastisite, sagli deride parsiyel magna goriiniimii, korpus p.T187K HET
alopesi, bilateral optik atrofi, solunum sikintisi kallozum splenium agenezisi +c.2195A>T, p.N7321
MR spektroskopik incelemede; 3,5-3,55 HET
seviyelerinde glisin pikinin oldugu metabolik
spektro izlenmektedir
EKO:patent foramen ovale

79 8y ly Bilinmeyen | Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu Araknoid kist SYNI:c.1424A>C,
Boyunda ve karinda 1x3 cm hipopigmente p-Q475P HEM
makiiller, sag dirsekte cafe au lait lekesi
Batin USG: Hepatomegali, sol bobrekte 8 mm,
sag bobrek orta zonda 18 mm g¢apinda kist
izlendi.

EKO: Artiyal septal defekt

80 11ay lay Jeneralize Solunum sikintisi, emme giicliigii, piridoksin Beyin MRI yok ALDH7A1:c.1597delG,
tedavisine yanith p-AS33fs*

82 10y ly Fokal Noromotor gelisme geriligi, sinirlilik, Mega sisterna magna GRIN24:¢c.2190C>G,
konusmada gerilik p.Y730* HET

88 13y Ty Jeneralize Noromotor gelisme geriligi, mental retardasyon | Beyin MRI yok SYNGAPI:¢.3963 396

4delAGinsCC,
p.A1322P HET

89 16y 6y Fokal Goz: bilateral astrositom Bilateral servikal kortikal ve 7SC2:¢.226-3C>G
Sirtta ve bacaklarda hipopigmente lezyonlari subkortikal kesimlerde ¢ok HET
mevcut, sag bacak ist i¢ kisimda 0,5x0,5 cm sayida tiiber yapilari
hiperpigmente lezyon mevcut izlenmektedir.

90 12y 3y Bilinmeyen | Piridoksin tedavisine yanith Araknoid kist ALDH7A1:¢.1597delG

p.A533fs HOM

91 17y 12y Bilinmeyen | Miyoklonik epilepsi Beyin MRI yok NHLRCI:c.436G>A,

p.-D146N HOM

92 Ty 3y Jeneralize Jeneralize tonik klonik nobet N KCNMAI:c.2303A>C,

p.E768A HET
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99 8y 1 ay Fokal Osteopeni, néromotor gelisim geriligi, konugsma | Periventrikiiler Iodkomalazi SLCI3A45:¢.997C>T,
bozuklugu, hipertrofik kisa lingual frenulum, p-R333* +¢.1597A>G,
nistagmus, mikrosefali, boy kisalig1 p
EKO: sekundum ASD, VSD .N533D HET
Opere postaksiyel polidaktili

101 Sy 1 ay Fokal - Beyin MRI yok DEPDC5:¢c.25TA>C,

p.Y86S HET

105 Ty 3ay Jeneralize Noromotor gelisim geriligi, direngli epilepsi Bilateral oksipital horn sentrum | CDKL5:c.1415 1416d

Sterotipik hareketler (ellerde ve kollarda) semiovale diizeyi beyaz elCA, p.T472fs*6
cevherde 16komalazi HEM
107 4y 11 ay Jeneralize Noromotor gelisme geriligi N PCDHI19:¢c.1178C>T,

p.P393L HET
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4.2.1 Olgu 2 ve Olgu 36

Tablo 4.6 SCN24 geninde saptanan varyantlar ve SCN2A geni ile iliskili fenotipler

Olgu | Gen Varyant Hastalik (OMIM numarasi) Kalitim
modeli
2 SCN24 | c.4141A>T, -Gelisimsel epileptik ensefalopati | OD
p.N1381Y HET tip 11 (#613721)
(NM 001040143.2) | -Epizodik ataksi tip 9 (#618924) | OD
36 c.1964C>G,
p.S655C HET -Benign familyal infantil nébetler | OD
(#607745)
(NM 001040143.2)

Olgu 2°’de SCN2A4 geninin 23. eckzonunda saptanan de novo c.4141A>T,

(p.N1381Y) heterozigot varyant1 (Sekil 4.13) literatiirde daha 6nce bildirilmemis olup

poplilasyon veri tabanlarinda bulunmamaktadir. Olgumuzda saptanan varyant proteinin

disiilfit baglayici domaininde bulunmakta ve bu domaine ismini veren distilfit

baglarindan birini etkilemektedir. SCN24 geninde saptanan c.4141A>T, (p.N1381Y)

heterozigot varyant ACMG kilavuzuna gore siniflandirilarak muhtemel patojenik olarak

yorumlanmustir. Boylece olgunun Tablo 4.5°de ozetlenen epilepsi klinigi géz Oniine

alindiginda, SCN24 geni ile iliskili ‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 11 (#613721)’

ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir (Tablo 4.6).

Showing 188 reference bases

AT QOACACAT QT TTOAT QT AACCOT OOT CAACAACT ACACT QACT QCAAACGCTCTCATT GA

m

A
B AT QoA CACAT GTTTCAT OT ALCCCT OO T CT ACAACT ACACT QACT QCALLGT
CTOGGTCTACAACTACACT CAGCT GCAAAGT
CTOGOTCTACAACTACACT CACT GCAAAGT

MACGT GAGT QCAAAGCTCTCATT G

CACCCAGCTCGCAAACCTCTCATT CA
B AT QoACACAT QT TTOAT QT AACCTOT OOT CAACAACT ACACT QACT QCAAAGT
CACTOOOT QU ALLACGCTCTCATT CA
B AL T CoACACAT CTTT AT CT AACCCT OOT CAACAACTACACT CACT CCALLGT
BCCACT OOACGACGAT GTTTCAT GT AAGCCGT OGT CAACAACTACACT CACT CCAAAGT
B AT QoACACAT QT TTOAT QT AASCOT OOT CT ACAACT ACACT QACT QCAAAGT
CACTOATT QL ALLACGCTCTCATT CA
BT CT O ACACAT CTTT AT CT AACCCT OOT CAACAACTACACT CACT CCALLGT
CACTCACWCC AAACCTCTCATT G
CACTCACCCCAAACCTCTCATT A
CACT QACT GMALLACCWCT CATT G4
B AL T CoACACAT T TT AT CT AACCCTOGTCT ACAACT ACACT CACT CCALLGT
B CACT CCACACAT T T T CAT CT AACGCCT GG T CAACAACTACACT CACT CC AAAGT

Sekil 4.13 SCN2A geninde saptanan c.41414>G (p.N1381Y) heterozigot varyantinin BAM verisindeki gériintiisii

Olgu 36’de SCN2A4 geninin 13. ekzonunda saptanan c.1964C>G, p.S655C

heterozigot varyant (Sekil 4.14) popiilasyon veri tabanlarinda bulunmamakla birlikte
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literatiirde daha 6nce bildirilmemistir. Bu varyant ACMG kriterlerine gére VUS olarak
siniflandirilmakla birlikte Mutation Taster, Provean ve SIFT veri tabanlarinda hastalik

nedeni olarak yorumlanmaistir.

Sekil 4.14 SCN2A geninde saptanan c.1964C>G, p.S655C heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

Tablo 4.7 Olgu 36'da SPTANI geninde saptanan varyantlar ve SPTANI geni ile iligkili fenotip

Olgu | Gen Varyant Hastalik (OMIM numarasi) Kalitim
modeli
36 SPTANI | c.374T>C, Gelisimsel epileptik ensefalopati tip | OD
p-M125T HET 5 (#613477)
(NM_001130438.3)

Olgu 36’da ayrica SPTANI geninde c.374T>C, p.M125T heterozigot varyant
(Sekil 4.15) saptanmustir. Proteinin spektrin 1 tekrar bolgesi domaininde yer alan varyant,
daha Once literatiirde birdirilmemekle birlikte ACMG kilavuzuna gére Muhtemel benign
olarak smiflandirilmistir. Ayrica Mutation Taster veri tabaninda hastalik nedeni olarak
yorumlanmasina ragmen, Provean, SIFT ve Mutpred veri tabanlarinda nétr, tolere
edilebilir veya benign olarak smiflandirilmistir. Boylece olgu 36’nin Tablo 4.5°de
Ozetlenen epilepsi klinigi géz oniine alindiginda, SCN24 geni ile iligkili ‘Gelisimsel

epileptik ensefalopati tip 11 (#613721)’ ile uyumlu oldugu diisiintilmektedir (Tablo 4.7).

71




| 1 Lo ERILEH ol o ol -l

Sekil 4.15 SPTANI geninde saptanan ¢.374T>C, p.M125T heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.2 Olgu 5

Tablo 4.8 TSC1 geninde saptanan varyant ve TSC1 geni ile iliskili fenotip

Gen Varyant Hastalik (OMIM numarast) Kalitim
Modeli
N ¢.2407dupT, -Tiiberoskleroz tip 1 (#191100) OD
(p.C803fs*23)
HET
(NM_000386.)

TSCI geninin 19. ekzonunda saptanan c.2407dupT, (p.C803fs*23) heterozigot
varyant1 (Sekil 4.16) HGMD veri tabaninda (CD078573) daha 6nce tanimlanmis olup
popiilasyon veri tabanlarinda bulunamamaktadir. 7SC/ geninde saptanan c.2407dupT,
(p.C803fs*23) heterozigot varyant ACMG kilavuzuna gore siniflandirilarak muhtemel
patojenik olarak yorumlanmistir. Bdylece olgunun Tablo 4.5°de 6zetlenen epilepsi ve
diger klinik 6zellikleri g6z oniine alindiginda, ‘Tiiberoskleroz tip 1 (#191100)’ klinigi ile
uyumludur (Tablo 4.8).
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Sekil 4.16 TSC1 geninde saptanan c.2407dupT, (p.C803fs*23) heterozigot varyantimn BAM verisindeki goriintiisti

4.2.3 Olgu 6 ve Olgu 88

Tablo 4.9 olgu 6 ve olgu 88'de SYNGAPI geninde saptanan varyantlar

Olgu | Varyant Patojenite | Hastalik (OMIM Kalitim
sinifi numarasi) modeli

6 SYNGAPI: 4

c.3885+107C>G HET

(NM _006772.3) Otozomal dominant OD
88 SYNGAPI: 3 mental retardasyon tip 5

¢.3963 3964delAGinsCC, (#612621)

p.A1322P HET

(NM_006772.3)

Olgu 6’da SYNGAPI geninin 17. intronunda saptanan ¢.3885+107C>G
heterozigot varyanti (Sekil 4.17) literatiirde daha once bildirilmemis olup popiilasyon veri
tabanlarinda bulunmamaktadir. SYNGAPI genindeki bu varyantin splicingi bozmadigi
degerlendirildiginden ACMG kilavuzuna gore siniflandirilarak muhtemel benign olarak
yorumlanmustir.

Olgu 88’de SYNGAPI geninin 19. ekzonunda saptanan ¢.3963 3964delAGinsCC
heterozigot varyanti (Sekil 4.18) Provean veri tabaninda noétral varyant olarak
tanimlanmistir. Popiilasyon veri tabanlarinda bulunmamakla birlikte literatiirde daha
once tanimlanmamistir. ¢.3963 3964delAGinsCC varyanti ACMG kilavuzuna gore
siniflandirilarak klinik 6nemi belirsiz olarak yorumlanmistir. Yapilan segregasyon analizi
ile SYNGAPI geninde saptanan varyant i¢in her iki ebeveynin varyanti tasimadigi

belirlenmistir.
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Boylece olgu 88'in Tablo 4.5°de 6zetlenen epilepsi klinigi, néromotor gelisme
geriligi ve mental retardasyon fenotipleri géz oniine alindiginda, ‘Otozomal dominant

mental retardasyon tip 5’ ile uyumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Tablo 4.9).

Thawing

rmnce bases

RCTCACTACAC CACCCAC CTAGCCCCATCACCATCTGTC T CT CATAGTCT GCTGT TTOTCCACT GOCTGOTCCT)

\F
!
il |

==

il e Rl el e b b

GTCT T AT AGTCTCCTGT TTCTCCACTOCCETGETCCT

TCTCCAETGGCTGLTECT|

lalnlaln
rEEY

(" sl

CTRGCTGETC
CTGGCTGET

Sekil 4.17 SYNGAP1 geninde saptanan ¢.3885+107C>G heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

C
c
C
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c
c
C
[4
C
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Sekil 4.18 SYNGAP1 geninde saptanan ¢.3963_3964delAGinsCC heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

>

PRPrPrPTTTZTTIIIIIT XTI
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4.2.4 Olgu 7, Olgu 31 ve Olgu 33

Tablo 4.10 SCN1A geninde saptanan varyantlar

Olgu | Gen Varyant Sinif | Transkript
numarast

7 SCNIA | ¢.3749C>T p.T1250M HET 3 (NM_001165963 4)

31 c.4757G>A p.G1586E HET 1

33 c.4554dupA p.P1519fs*18 HET 1

Tablo 4.11 SCNI1A geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
SCNIA -Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 6B , nondravet
(#619317) oD

-Dravet sendromu (#607208)
-Familyal febril ndbetler tip 3A (#604403)
-Febril nobetlerle jeneralize epilepsi tip 2 (#604403)

-Familyal hemiplejik migren tip 3 (#609634)

Olgu 7°’da SCNIA geninin 21. ekzonunda saptanan c¢.3749C>T p.T1250M
heterozigot varyant (Sekil 4.19, Tablo 4.10), genin hot-spot mutasyon bdlgesinde
bulunmakta olup, ACMG kilavuzuna gore siniflandirilarak klinik 6nemi belirsiz olarak
yorumlanmistir. Bu varyant dbSNP veri tabaninda rs140731963 numarast ile
tanimlanmistir. Ayrica literatiirde ¢esitli yayinlarda bu varyantin patojenik etki gostererek

Dravet sendromuna (#607208) neden oldugu bildirilmigtir, %0104
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Sekil 4.19 SCN1A geninde saptanan ¢.3749C>T p.TI1250M heterozigot varyantinin BAM verisindeki gériintiisii

Olgu 31°de SCN1A4 geninde saptanan heterozigot ¢.4757G>A (p.G1586E) varyant

(Sekil 4.20), dbSNP veri tabaninda rs121918742 numarasi ile tanimlanmis olup ClinVar
(ClinVar ID 68637) veri tabaninda daha 6nce bildirilmistir. Literatiirde bu varyant cesitli
yayinlarda oOzellikle Dravet sendromu ve infantil miyoklonik epilepsi ile
iliskilendirilmistir.'®'” Ayrica bu varyant ACMG kilavuzuna gore patojenik olarak

siniflandirilmastir.

T T AAAAT AT AAT G T AGAGAGAT CAGT TTCAGT ACACACTCTEC AGTAAAT AGCACAATCAAL ACCAGAT TOATGLLT GATA

Sekil 4.20 SCN1A geninde saptanan c.4757G>A (p.G1586E) heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

Olgu 33’de SCNIA genindeki 27. ekzonda lokalize c¢.4554dupA, p.P1519fs*18
heterozigot varyant (Sekil 4.21) popiilasyon veri tabanlarinda bildirilmemis olup

ACMG’ye gore patojenik olarak siniflandirilmistir. HGMD veri tabaninda (CI1076994)
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bildirilmis olmakla birlikte Clinvar’da (ClinVar ID: 206920) patojenik olarak

yorumlanmustir.

Boylece her li¢ olgunun Tablo 4.5’de 6zetlenen klinik fenotipleri gz Oniine

‘Dravet sendromu (#607208)’

alindiginda,
diisiiniilmektedir (Tablo 4.10 ve 4.11).

kliniklerinin

ile uyumlu oldugu

T
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Sekil 4.21 SCN1A geninde saptanan c.4554dupA (p.P1519fs*18) heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.5 Olgu 11
Tablo 4.12 Olgu 11'de MECP?2 geninde saptanan varyant ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript numarasi
Sinifi
11 MECP2 c.916C>T, p.R306C HET NM_004992.4
Tablo 4.13 MECP?2 geniyle iliskili hastaliklar
Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarasi) modeli
MECP2 -Neonatal siddetli ensefalopati (#300673) XLR

(#300260)

(#300055)

-Rett sendromu (#312750)

-X’e bagli sendromik entelektiiel gelisim bozuklugu, Lubs tipi XLR

- X’e bagli sendromik entelektiiel gelisim bozuklugu tip 13 XLR

XLD
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Olgu 11'de MECP2 geninin ekzon 4’iinde lokalize ¢.916C>T, p.R306C
heterozigot varyantinin (Tablo 4.12, Sekil 4.22) popiilasyon verilerinde bulunmamakla
birlikte, ClinVar veri tabaninda (ClinVar 1D:11824), HGMD veri tabaninda
(CM993354), dbSNP’de (1rs28935468) ve literatiirde cesitli yayimnlarda patojenik olarak
bildirildigi saptanmustir.!%11% Bgylece olgunun Tablo 4.5’de 6zetlenen klinik fenotipleri
gdz Oniine alindiginda, klinigi ‘Rett sendromu (#312750)° ile uyumlu oldugu

diistiniilmektedir (Tablo 4.13).

Sekil 4.22 MECP?2 geninde saptanan c.916C>T, p.R306C heterozigot varyantinin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.6 Olgu 10

Tablo 4.14 Olgu 10'da CACNAIH geninde saptanan varyant ve ézellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript numarasi
Smfi
10 CACNAIH | c.3422_3442delGGCGCTC 3 | NM_021098.3
CAGCTGGAGCAGCC,
p.R1141_S1147deIRRSSWS
S HET

Tablo 4.15 CACNAIH geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarasi) modeli
CACNAIH | -Familyal hiperaldosteronizm tip 4 (#617027) OD

-Cocukluk ¢ag1 absans epilepsiye yatkinlik tip 6 (#611942)
-Idiyopatik jeneralize epilepsiye yatkinlik tip 6 #611942)
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Olgu 10°’da  CACNAIH  geninde  heterozigot  olarak  saptanan
c.3422 3442delGGCGCTCCAGCTGGAGCAGCC, (p.R1141 S1147delRRSSWSS)
varyant1 (Tablo 4.14, Sekil 4.23), dbSNP veri tabaninda rs754765356 numarasi ile
tanimlanmis olup, Mutation Taster veri tabaninda ‘hastalik nedeni’ ve ACMG kriterlerine
gore klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmistir. Olgunun jeneralize epilepsi klinigi
g0z Oniine alindiginda, ‘Cocukluk ¢ag1 absans epilepsiye yatkinlik tip 6 (#611942)’ ve
‘Idiyopatik jeneralize epilepsiye yatkinlik tip 6 #611942)’ ile uyumlu olabilecegi
diistiniilmektedir (Tablo 4.15).

CTCCACCAGCCICCCTCTCCACG

M (alalal [ lntaln)
“d A A A=
)

s

Tatall
]

Sekil 4.23 CACNAIH geninde saptanan ¢.3422 3442delGGCGCTCCAGCTGGAGCAGCC, (p.R1141_S1147delRRSSWSS)
heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.7 Olgu 18, Olgu 19, Olgu 21, Olgu 48, Olgu 67 ve Olgu 89

Tablo 4.16 TSC2 geninde saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript numarasi
Smfi
18 c.1831C>T, p.R611W HET 1
19 c.4258 4261delTCAG, 1
p-S1420fs*55 HET
21 7SC?2 ¢.1832G>A, p.R611Q HET 1 | NM_000548.5
67 c.1831C>T, p.R611W HET 1
89 €.226-3C>G HET 3
48 ¢.5138G>A, p.R1713H 2
HET
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Tablo 4.17 TSC2 geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
78C2 -Tiiberoskleroz tip 2 (#613254) oD

Olgu 18’de ve Olgu 67’de TSC2 geninin 17. ekzonunda c.1831C>T, p.R611W
heterozigot olarak saptanan varyant (Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Tablo 4.16), genin hotspot
mutasyon bdlgesinde lokalize olmakla birlite HGMD veri tabaninda (CM961387)
tanimlanmis olup, ACMG kriterlerine gore patojenik olarak siniflandirilmistir. Ayrica bu
varyant literatiirde c¢esitli yayinlarda Tiiberoskleroz tip 2 ile iliskili olarak

bildirilmigtir.!%%111.112

Sekil 4.24 Olgu 18 ‘de TSC2 geninde saptanan c.1831C>T, p.R611W heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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Sekil 4.25 Olgu 67 ‘de TSC2 geninde saptanan ¢.1831C>T, p.R611W heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

Olgu 19°da T7SC2 geninde saptanan c¢.4258 4261delTCAG, p.S1420fs*55
heterozigot cergeve kaymasi mutasyon (Tablo 4.16, Sekil 4.26) popiilasyon verilerinde
saptanmamis olup ACMG kriterlerine gore patojenik olarak yorumlanmistir. Bu varyant
dbSNP veri tabaninda (rs137854132), Clinvar’da (ClinVar ID:50083) ve literatiirde

cesitli yayimlarda Tiiberoskleroz tip 2 nedeni olarak tanimlanmustrr.!!!13

GGGACAAGGLC GACGTGGGCCOGETCAGCCCT GAGETTAAGCCCCOGTCACAGTLAGGOALCET GOACGCGOAAAGTGETGCCT GOTCOGLCT CGGL

EaGT
=]

Sekil 4.26 Olgu 19 ‘da TSC2 geninde saptanan c¢.4258 4261delTCAG, p.S1420f5*55 heterozigot varyantin BAM
verisindeki goriintiisii

Olgu 21°de TSC2 geninin 17. Ekzonundan c.1832C>T, p.R611W saptanan
varyant, genin hotspot mutasyon (Sekil 4.27) bolgesinde bulunmakla birlikte dbDNP veri
tabaninda da (rs 28934872) tanimlanmistir. Ayrica bu varyant ClinVar veri tabaninda
(ClinVar 1D:12397) tanimlanmis olup ACMG kriterlerine gore patojenik olarak
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simiflandirilmistir. Literatiirde cesitli yaymlarda Tiiberoskleroz tip 2 ile iliskili oldugu

bildirilmis ve bu varyantla ilgili fonksiyonel ¢aligmalar yapilmigtir,!!2!14.115

CACTACAACCACACCTACACCCT OO CAAT COLGAGCACCAT CCGOCTOLAGOTATGOTGLGOT GG

Sekil 4.27 Olgu 21 ‘de TSC2 geninde saptanan ¢.1832C>T, p.R611W heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

Olgu 89’da TSC2 geninin 3.intronunda lokalize ¢.226-3C>G heterozigot varyanti
(Sekil 4.28) popiilasyon veri tabanlarinda bulunmamakla birlikte, literatiirde daha 6nce
tanimlanmamustir. Bu varyant dbSNP veri tabaninda rs28935468 numarasi ile bildirilmis

olup ACMG simiflamasina gore klinik 6nemi belirsiz olarak tanimlanmugtir.

Shawieg 158 iefeence bases

Sekil 4.28 Olgu 89 ‘da TSC2 geninde saptanan heterozigot varyantin (¢.226-3C>G) BAM verisindeki goriintiisii
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Olgu 18,19, 21, 67 ve 89 “un tablo 4.5’de 6zetlenen klinikleri ve epilepsi karakteri
g0z Online alindiginda, ‘Tiiberoskleroz tip 2’ ile uyumlu oldugu diistiniilmektedir (Tablo
4.17).

Olgu 48’de TSC2 geninde saptanan muhtemel patojenik varyantin yanisira

EFHCI geninde de benign varyant saptanmigtir.

Tablo 4.18 Olgu 48'de TSC2 ve EFHC1 genlerinde saptanan varyantlar

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript numarasi
Smnifi
48 7SC2 ¢.5138G>A, p.R1713H 2 | NM_000548.5
HET
EFHCI c.628T>C, p.F210L 5 | NM_001172420.2

Tablo 4.19 EFHCI geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli

EFHCI -Juvenil absans epilepsiye yatkinlik (#607631) OD
-Juvenil miyoklonik epilepsiye yatkinlik (#254770)

Olgu 48’ de heterozigot olarak saptanan 7SC2 varyanti (c.5138G>A, p.R1713H)
(Tablo 4.18, Sekil 4.29), genin 17 aminoasitlik hotspot mutasyon bolgesinde bulunmakta
olup, dbSNP’de rs 45517395 numarasiyla tanimlanmis ve ClinVar veri tabaninda
muhtemel patojenik /patojenik olarak siniflandirilmistir (Clinvar ID: 49930). Literatiirde
cesitli ¢aligmalarda Tiiberoskleroz tip 2 ile iligkili oldugu gosterilmis olup ACMG
kriterlerine gore muhtemel patojenik olarak yorumlanmgtir.!!*!117 QOlgunun tablo
4.5°’de Ozetlenen klinigi géz Oniine alindiginda, ‘Tiiberoskleroz tip 2’ ile uyumlu

olabilecegi diislinlilmektedir (Tablo 4.17).
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Sekil 4.29 Olgu 48 ‘de TSC2 geninde saptanan heterozigot varyantin (¢.5138G>A, p.R1713H) BAM verisindeki goriintiisii

Olgu 48’ de TSC2 genindeki varyanta ek olarak saptanan EFHCI ¢.628T>C,
p.F210L heterozigot varyant1 (Tablo 4.18, Sekil 4.30), popiilasyon veri tabanlarinda ve
dbSNP veri tabaninda (rs 137852776) saptanmis olup ClinVar veri tabaninda (Clinvar
ID: 2064) benign, muhtemel benign ve klinik 6nemi belirsiz olarak yorumlanmistir.
ACMG smiflamasina gore ise benign varyant olarak siniflandirilmistir. EFHCI geni
varyantlart Juvenil baslangigli absans epilepsiye yatkinlik (#607631) ve Juvenil
miyoklonik epilepsiye yatkinlik (#254770) tablolarina neden oldugu bildirilmistir (Tablo
4.19). Olgumuzdaki ndbetlerin infantil donemde fokal ndbetler seklinde baglamasi

nedeniyle bu varyantin olgudaki klinik tabloyu ag¢iklamayacag: diistiniilmiistiir.

G AAC T G AAAAC A T T TG AAGT AT OT CACC CCAT CAGAL T T TOAT CAACTC AAGC AATTTCTCACCTTT CAC AAAC AL

La N Fa T e T AT Ta N atals  |o!
e e e

Sekil 4.30 Olgu 48 ‘de EFHC1 geninde saptanan heterozigot varyantin (c.628T>C, p.F210L) BAM verisindeki goriintiisii
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4.2.8 Olgu 71 ve Olgu 107

Tablo 4.20 Olgu 71 ve olgu 107'de saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript
sinift numarast
75C2 c.2506A>G, p.T836A HET NM 000548.5
71 KCNTI c.3451G>C, p.E1151Q HET NM 020822.3
c.1529C>A, p.P510H HEM
PCDHI9 NM 001184880.2
107 c.1178C>T, p.P393L HET

Tablo 4.21 KCNTI1 ve PCDH19 geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli

KCNT1I -Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 14 (#614959) OD
-Nokturnal frontal lob epilepsisi tip 5 (#615005)

PCDHI9 -Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 9 (#300088) XL

Olgu 71’ de saptanan 7SC2 varyant1 (¢.2506A>G, p.T836A heterozigot) (Tablo

4.20, Sekil 4.31) genin 22. ekzonunda bulunmakta olup, popiilasyon verilerinde

saptanmamustir. Bu varyant Mutation Taster, Provean, SIFT ve MutPred veritabaninda

patojenik olarak tanimlanmakla birlikte ACMG siniflamasmna gore VUS olarak

yorumlanmustir.
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Sekil 4.31 Olgu 71 ‘de TSC2 geninde saptanan heterozigot varyantin (c.25064>G, p.T8364) BAM verisindeki goriintiisii
Olgu 71°’de TSC2 varyantina ek olarak saptanan KCNT! geninin 29.ekzonunda
bulunan ¢.3451G>C, p.E1151Q heterozigot varyant (Tablo 4.20, Sekil 4.32) Mutation
Taster ve SIFT veri tabaninda patojenik olarak tanimlanirken, Provean veritabaninda
notral olarak bildirilmistir. Bu varyant ACMG kriterlerine goére VUS olarak

yorumlanmakta olup literatiirde daha 6nce rapor edilmemistir.

Showmng 188 reference bases

Sekil 4.32 Olgu 71 ‘de KCNTI geninde saptanan heterozigot varyantn (c.3451G>C, p.E1151Q) BAM verisindeki goriintiisii
Olgu 71°de TSC2 ve KCNTI genlerindeki VUS varyantlara ek olarak PCDH19

geninde saptanan ¢.1529C>A, p.P510H hemizigot varyanti (Tablo 4.20, Sekil 4.33) genin

ekzon 1’nde lokalize olup proteininin hotspot mutasyon bdlgesi olan Cadherin 5

domaininde yer almaktadir. Bu varyant popiilasyon verilerinde bulunmamakla birlikte
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MutPred, Mutation Taster, Provean ve SIFT veri tabanlarinda hastalik nedeni ve ACMG
kriyerlerine gore klinik onemi belirsiz olarak smiflandirilmistir. PCDHI9 varyanti
tasiyan erkek bireylerde bu gen agisindan mozaiklik durumlari hari¢ olmak {izere epilepsi
klinigi genellikle gozlenmemekle birlikte obsesyon, sinirlilik gibi psikiyatrik
bozukluklarla iliskili oldugu bildirilmistir.!'%!!

Boylece olgunun tablo 4.5°de ozetlenen epilepsi klinigi, néromotor gelisme
geriligi ve hipotonisi gdz Oniine alindiginda, ‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 14
(#614959)’ ve ‘Tiiberoskleroz tip 2’ ile, psikiyatrik bozukluk (sinirlilik) klinigi ile
‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 9 (#300088) ile uyumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir (Tablo 4.21).

Sekil 4.33 Olgu 71 ‘de PCDH19 geninde saptanan hemizigot varyantin (c.1529C>A, p.P510H) BAM verisindeki goriintiisii

Olgu 107°de PCDH19 geninde heterozigot olarak saptanan c.1178C>T, p.P393L
varyant1 (Tablo 4.20, Sekil 4.34) genin ekzon 1’inde lokalize olup proteininin hotspot
mutasyon bolgesi olan Cadherin 4 domaininde yer almaktadir. Mutation Taster, MutPred,
Provean ve SIFT veri tabanlarinda hastalik nedeni ve ACMG kriyerlerine gére muhtemel
patojenik olarak siniflandirilmistir. Literatiirde PCDH19 patojenik gen varyanti tagiyan
kiz hastalarda epilepsi ve degisen derecelerde gelisme geriligi gézlendigi rapor edilmistir.
Boylece olgunun tablo 4.5’de 6zetlenen klinigi ve ndromotor gelisme geriligi goz oniine
alindiginda ‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 9 (#300088)’ ile uyumlu oldugu
distiniilmektedir (Tablo 4.21).
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Sekil 4.34 Olgu 107 ‘de PCDH19 geninde saptanan heterozigot varyantin (c.1178C>T, p.P393L) BAM verisindeki goriintiisii

4.2.9 Olgu 24
Tablo 4.22 Olgu 24'de GABRAI geninde saptanan varyant ve ozellikleri
Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
24 GABRAI c.961T>C, 2 | NM_001127648.2
p-Y321H HET

Tablo 4.23 GABRAI geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarasi) modeli
GABRAI Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 19 (#615744) OD

Cocukluk ¢agi absans epilepsiye yatkinlik tip 4 (#611136)
Juvenil miyoklonik epilepsiye yatkinlik tip 5 (#611136)

Olgu 24°de GABRAI geninde heterozigot olarak saptanan ¢.961T>C, p.Y321H
varyantt (Tablo 4.22, Sekil 4.35) genin 9. ekzonunda lokalize olup, popiilasyon
verilerinde bulunmamakla birlikte ACMG kriterlerine gére muhtemel patojenik olarak
siiflandirilmistir. Ayrica MutPred, Mutation Taster, Provean ve SIFT veritabanlarunda
bu varyant hastalik nedeni olarak yorumlanmistir. Olgunun Tablo 4.5’de O6zetlenen

direngli jeneralize nobetleri ve ndromotor gelisim geriligi géz Oniine alindiginda
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‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 19 (#615744)’ ve ‘Cocukluk ¢cagi absans epilepsiye
yatkinlik tip 4 (#611136)’ klinik tablolariyla uyumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Tablo
4.23).

DFE. o FF B A; L 3 OE - 3F A
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Sekil 4.35 Olgu 24 ‘de GABRAI geninde saptanan c.961T>C, p.Y321H heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.10 Olgu 29
Tablo 4.24 Olgu 29'da KCNQ?2 geninde saptanan varyant ve ozellikleri
Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarast
29 KCNQ?2 c.923C>T, 1 | NM_001382235.1
p.P308L HET

Tablo 4.25 KCNQ?2 geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli

KCNQ2 Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 7 (#613720) OD
Benign neonatal nébetler tip 1 (#121200)

Olgu 29°da KCNQZ2 geninde tespit edilen c.923C>T, p.P308L heterozigot
varyant1 (Tablo 4.24, Sekil 4.36) genin hotspot mutasyon bolgesinde yer almakta olup
poplilasyon veritabanlarinda saptanmamistir. Bu varyant Provean, MutPred, SIFT,

Mutation Taster ve Mutation Taster veri tabanlarinda hastalik nedeni ve ACMG
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kriterlerine gore patojenik olarak siniflandirilmistir. Ayrica HDMD veri tabaninda
(CM1516549) bildirilmistir. Boylece olgunun Tablo 4.5’de 6zetlenen ndbet klinigi,
hipotoni, néromotor gelisim geriligi ve beyin MRI bulgular1 g6z 6niine alindiginda
‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 7 (#613720)’ ile uyumlu oldugu diisiiniilmiistiir
(Tablo 4.25).

mowa | = B | I I

BE070904 Showing 16

Sekil 4.36 Olgu 29 ‘da KCNQ?2 geninde saptanan ¢.923C>T, p.P308L heterozigot varyantin BAM verisindeki gériintiisii

4.2.11 Olgu 34

Tablo 4.26 Olgu 34'de SZT2 geninde saptanan varyantlar

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi

34 ¢.7391T>C, p.V2464A HET 5

34 S212 ¢.3941 3943dupGCA, 3 NM_015284.4
p-S1314dup HET

Tablo 4.27 SZT?2 geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
SZT?2 Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 18 (#615476) OR
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Olgu 34°de SZT2 geninde tespit edilen ¢.7391T>C, p.V2464A varyant1 benign ve
c.3941 3943dupGCA, p.S1314dup heterozigot varyant1 (Tablo 4.26, Sekil 4.37 ve Sekil
38) ACMG kriterlerine gore VUS olarak siniflandiriimistir. Boylece olgunun tablo 4.5°de
Ozetlenen nobet klinigi, géz oniine alindiginda ‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 18

(#615476)’ ile uyumlu olmadigini diistiniilmektedir (Tablo 4.27).

BT A AA AL T AT O L AL CTTCAT LT AT T T TG TOT TG TCAGC CC T CCAT GCACT T T AT G

Sekil 4.37 Olgu 34 ‘de SZT2 geninde saptanan ¢.7391T>C, p.V2464A heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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Sekil 4.38 Olgu 34 ‘de SZT2 geninde saptanan ¢.3941 3943dupGCA, p.S1314dup heterozigot varyantin BAM verisindeki gériintiisii

91



4.2.12 Olgu 38, Olgu 52, Olgu 55 ve Olgu 81

Tablo 4.28 Olgu 38, Olgu 52, Olgu 55 ve Olgu 81'de GRIN2A geninde saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite Transkript numarasi
sinif

38 GRIN24 c.2190C>G, p.Y730* HET 1 | NM_00833.5

52

55

82

Tablo 4.29 GRIN2A geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
GRIN24 Landau-Kleffner Sendromu (#245570) OD

Aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan Olgu 38, 52, 55 ve 81’de saptanan
GRIN24 genindeki ¢.2190C>G, p.Y730* heterozigot varyant1 (Tablo 4.28, Sekil 4.39)
genin 11.ekzonunda lokalize olmakla birlikte proteinin glutamat baglayici bolgesini
etkilemektedir. Bu varyant popiilasyon veri tabanlarinda bulunmamakta olup Mutation
Taster ve ACMG kriterlerine gore patojenik olarak yorumlanmistir. Boylece olgularin
Tablo 4.5’de Ozetlenen klinik tablolar1 gbz oOniine alindiginda ‘Landau-Kleffner

Sendromu (#245570)’ ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir (Tablo 4.29).
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Sekil 4.39 GRIN2A geninde saptanan c.2190C>G, p.Y730%* heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.13 Olgu 41 ve Olgu 49

Tablo 4.30 Olgu 41 ve Olgu 49'da PRRT?2 geninde saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarast
41 PRRT? c.621dupA, 1 | NM _001256442.2
p.S208fs*17 HET
49 ¢.649dupC, 1
p.R217fs*8 HET

Tablo 4.31 PRRT2 geniyle iligkili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli

PRRT2 -Paroksismal koreatetozun eslik ettigi familyal infantil nobetler | OD
(#602066)

-Epizodik kinesigenik diskinezi (#128200)
-Benign familyal infantil nobetler (#605751)

Olgu 41°de saptanan PRRT2 genindeki c.621dupA, p.S208fs*17 heterozigot
varyant (Tablo 4.30, Sekil 4.40) genin 2.ekzonunda lokalizedir. Bu varyant popiilasyon
veri tabanlarinda saptanmamis olup ACMG kriterlerine gore patojenik olarak
yorumlanmistir. Ayrica literatlirde bir ¢aligmada bu varyantin kodon 224'te prematiir

terminasyona neden olarak iki hidrofobik segment ve sitoplazmik halkanin eksik oldugu
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bir protein liretimiyle sonuglandig1 ve boylece PRRT2’nin hem ekspresyonunun hem de
subselliiler lokalizasyonunun etkilendigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada ayni zamanda
c.621dupA varyantinda proteinin heliks-loop-heliks alan1 etkilenerek PRRT2'nin,
norotransmiter salinimi i¢in gerekli bir SNARE proteini olan STX1B’ye baglanmasinda
bozukluk oldugu bildirilmistir.!?*® Olguda saptanan varyant paternal kalitimli olup
babasinda da g¢ocukluk doneminde epilepsi klinigi Oykiisii mevcuttur. Paroksismal
koreatetozun eslik ettigi familyal infantil nobetler (#602066) klinik tablosunda koreatetoz
baslangic1 genellikle 6 yasindan sonra oldugundan olgumuzda bu fenotip heniiz

baslamamis olabilir. Bdylece olgunun tablo 4.5’de 6zetlenen epilepsi klinigi g6z oniine

alindiginda ‘Paroksismal koreatetozun eslik ettigi familyal infantil nobetler (#602066)’

veya ‘Benign familyal infantil nobetler (#605751)° ile uyumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir (Tablo 4.31).

————————a el I
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Olgu 49°da saptanan PRRT2 genindeki c.649dupC, p.R217fs*8 heterozigot
varyant (Tablo 4.29, Sekil 4.41) genin 2.ekzonunda lokalize olmakla birlikte genin
hotspot mutasyon bolgesinde bulunmaktadir. Bu varyant popiilasyon veri tabanlarinda
saptanmamis olup, ACMG kriterlerine gore patojenik olarak yorumlanmistir. Ayrica
HGMD veri tabaninda (HGMD ID:CI119818) tanimlanmistir. Bu varyant epizodik
diskinezi, paroksismal koreatetozun eslik ettigi familyal infantil ndbetler, jeneralize tonik

klonik ndbetler, febril konviilziyon ve hemiplejik migren ile iliskilendirilmistir (Tablo

4.31).1217123
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Sekil 4.41 Olgu 49 ‘da PRRT? geninde saptanan c¢.649dupC, p.R217f5*8 heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.14 Olgu 43 ve Olgu 69

Tablo 4.32 Olgu 43 ve olgu 69'da saptanan varyant ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript numarasi
sinifi

43 TBCID24 | ¢.28G>A, p.V1I0OM HOM 2| NM_001199107.2

69

Tablo 4.33 TBC1D24 geni ile iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarasi) modeli

TBCID24 | -Otozomal dominant sagirlik tip 65 (#616044) OD
-Otozomal resesif sagirlik tip 86 (#614617) OR
-Gelisimsel epileptik ensefalopati (#615338) OR
-DOORS sendromu (#220500) OR
-Paroksismal egzersizin indiikledigi distoni ve yazar krampinin | OR
eslik ettigi rolandik epilepsi (#608105)
-Familyal infantil miyoklonik epilepsi (#605021) OR
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Olgu 43’de ve Olgu 69’da TBCID24 geninde ¢.28G>A, p.VIOM homozigot
olarak saptanan varyant (Tablo 4.32, Sekil 4.42) popiilasyon verisinde saptanmamakla
birlikte ClinVar veri tabaninda (ClinVar ID:646598) ve ACMG kriterlerine gore
muhtemel patojenik olarak yorumlanmistir. Mutation Taster ve SIFT veri tabaninda
hastalik sebebi olarak tanimlanmistir. Aile segregasyon analizinde anne baba bu varyant
acisindan tastyici olarak saptanmistir. Hastalarin klinik bulgular1 goz oniine alindiginda

olgularin ‘DOORS (#220500) sendromu’ iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Tablo 4.33).

sm
OV
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Sekil 4.42 TBC1D24 geninde saptanan c.649dupC, p.R217fs*8 homozigot varyantin BAM verisindeki gériintiisii
4.2.15 Olgu 45

Tablo 4.34 Olgu 45'de CHRNA?2 geninde saptanan varyant ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
45 CHRNA2 c.223C>T, p.R75C 5 | NM_000742.4
HET

Tablo 4.35 CHRNA?2 geniyle iliskili fenotipler

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarasi) modeli
CHRNA?2 Nokturnal frontal lob epilepsisi tip 4 (#610353) OD

Olgu 45°de CHRNA?2 geninde saptanan heterozigot varyant (¢.223C>T, p.R75C)
(Tablo 4.34, Sekil 4.43), ACMG kriterlerine gore benign olarak siniflandirilmakla birlikte
dbSNP veri tabaninda rs770949841 numaras: ile bildirilmistir. Ayrica ‘gnomAD
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Exomes’ popiilasyon veri tabanma gore 5 kiside (f=0.0000199) heterozigot olarak
saptanmistir. Aile g¢aligmasi sonucu bu varyantin maternal kalitimli oldugu tespit
edilmistir. Buna gore olgunun nébetlerinin baslangi¢ yas1 (3 yas), uykudan sigrama
seklinde uyanmasi, néromotor gelisim geriliginin olmamast ve parental kalitim
(inkomplet penetrans) goriilebilmesi ‘Nokturnal frontal lob epilepsisi tip 4° klinigi ile
uyumluyken, EEG’de frontal lob yerine hemisfer arka bolgelerden kaynakli epileptik
anormali saptanmasi olgunun bu klinik tablo ile uyumlu olmadigini diisiindiirmektedir

(Tablo 4.35).

Sekil 4.43 Olgu 45'de CHRNA?2 geninde saptanan ¢.223C>T, p.R75C heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.16 Olgu 47, Olgu 58, Olgu 80 ve Olgu 90

Tablo 4.36 ALDH7A1 geninde saptanan varyantlar ve ézellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite | Transkript numarasi
sinifi

47 ALDH7A1 | ¢.1597delG, p.A533fs* HOM 1 | NM_001182.5

80 ¢.1597delG, p.A533fs* HOM 1

90 ¢.1597delG, p.A533fs* HOM 1

58 ¢.328C>T, p.R110* HOM 1
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Tablo 4.37 ALDH7A1 geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
ALDH7A1 | Piridoksin bagimli epilepsi (#266100) OR

Olgu 47, olgu 80 ve olgu 90°da ALDH7A1 geninde saptanan homozigot varyant
(c.1597delG, p.A533fs*) (Tablo 4.36, Sekil 4.44), popiilasyon veri tabaninda
saptanmamakla birlikte ACMG kriterlerine gore patojenik olarak siniflandirilmigtir.
HGMD (CDO061355) ve dbSNP veri tabaninda (rs387906574) tanimlanmis olup Clinvar
da muhtemel patojenik/ patojenik (Clinvar ID:17999) olarak belirtilmistir. Aile ¢aligmasi
sonucu bu varyantin paternal ve maternal kalitimli oldugu tespit edilmistir. Buna gore
olgularin ndbetlerinin piridoksin tedavisine yanitli olmast ‘Piridoksin bagimli epilepsi

(#266100)’ klinik tablo ile uyumlu oldugunu diisiindiirmektedir (Tablo 4.37).

Sekil 4.44 ALDH7AI geninde saptanan ¢.1597delG, p.A533fs* homozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
Olgu 58’de ALDH7A1 geninde saptanan homozigot varyant (c.328C>T, p.R110%*)
(Tablo 4.36, Sekil 4.45), genin 4.ekzonunda yer almakta olup erken terminasyon
kodonuna neden olan anlamsiz bir mutasyondur. GnomAD popiilasyon veri tabaninda
tanimlanmamis olup Clinvar da patojenik (Clinvar ID:17995) olarak bildirilmistir.
ACMG kriterlerine gore patojenik olarak yorumlanmakla birlite literatiirde piridoksin

bagimli epilepsi ile iliskilendirilmistir (Tablo 4.37).!24
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Sekil 4.45 ALDH7A1 geninde saptanan ¢.328C>T, p.R110* homozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.17 Olgu 50

Tablo 4.38 Olgu 50'de KCTD?7 geninde saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
50 KCTD7 c.280C>T, p.R94W HET 1
50 ¢.719A>T, p.D240V HET 3 QL 1530335

Tablo 4.39 KCTD7 geniyle iligkili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarasi) modeli

KCTD7 Intraseliiler inkliizyon igeren veya igermeyen, progresif OR
miyoklonik epilepsi tip 3 (#611725)

Olgu 50°de KCTD7 geninde saptanan ¢.280C>T, p.R94W heterozigot varyanti
(Tablo 4.38, Sekil 4.46) genin 2.ekzonunda lokalize olup ACMG kriterlerine gore
patojenik olarak smiflandirilmistir. Clinvar veri tabaninda VUS/muhtemel patojenik
olarak tanimlanmig ve literatiirde progresif miyoklonik epilepsiyle ndromotor gelisme
geriligi olan bir ¢ocukta homozigot varyant olarak rapor edilmistir.'>> KCTD7 geninde
saptanan diger heterozigot varyant (c.719A>T, p.D240V) (Tablo 4.38, Sekil 4.47) ise
popiilasyon verilerinde tespit edilmemis olup ACMG kriterlerine gére VUS olarak
tanimlanmistir. Ayrica Mutation Taster, Provean ve SIFT veri tabanlarinda hastalik
nedeni olarak belirtilmistir. Aile ¢caligmasi yapildiktan sonra bu iki heterozigot varyantin

bilesik heterozigot oldugu saptanmistir. Tablo 4.5°de 6zetlenen klinik tablo goz 6niine
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alindiginda olgunun kliniginin ‘Intraseliiler inkliizyon igeren veya icermeyen, progresif

miyoklonik epilepsi tip 3 (#611725)’ iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Tablo 4.39).

mlrence Bases

CAGAT COGLACACACTTTOGGOT

=
|
CoOTACTTCA
FGCTACTTCA
WCCTACTTCA
TCOCTACTTCA
TGCTACTTCAT
CLGTACTTCAT C
FGCTACTTCAT ACACACTTTE
TCCTACTTCAT ACACRETTTC
COCTACTTCAT ACAC +
L ACTTCAT
T ACTTCAT
COLRACTTCAT
COOTACTTCAT
AGACACT
CTTCA ACRCACTTTG
CTTCA AL AL i
CTITCA
CTTCA
CTTCA

GAACT GGATGTGTCTTTTGOGLCCTOOGACTETGT GCCTCATGTTTATGACCTGCTGEACT GCCTAETCACCOACET

CaACT GGATATCTCTETTCOGCCC
0 GLATGTGTCTTTTOOO

GARAGTGGATG
GAACT GGAT
CAACT GGATG
GAAGT GGAT
GAACT GGAT

AACT GGATG

Sekil 4.47 KCTD7 geninde saptanan c.7194>T, p.D240V heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisti
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4.2.18 Olgu 59 ve Olgu 105

Tablo 4.40 Olgu 59 ve olgu 105'de saptanan varyantlar

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi

59 UBE34 c.707T>C, NM 130839.5
p.1236T HET

59 CDKLS5 c.3083C>T, NM _003159.2
p.T1028M HEM

105 CDKLS5 c.1415 1416delC NM _003159.2
A, p.T472fs*6
HEM

Tablo 4.41 UBE3A4 ve CDKLS5 geniyle iliskili hastaliklar
Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
UBE34 Angelman sendromu (#105830) OD
CDKLS5 Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 2 (#300672) XLD

Olgu 59°de UBE3A geninde saptanan c.707T>C, p.I1236T heterozigot varyant

(Tablo 4.40, Sekil 4.48) GnomAD popiilasyon veri tabaninda saptanmamis olup ACMG

kriterlerine gére VUS olarak siniflanmasinin yanisira Mutation Taster, MutPred, Provean

ve SIFT veritabanlarinda patojenik/hastalik nedeni olarak yorumlanmaistir.

Olgu 59’da CDKLS5 geninde tespit edilen hemizigot varyant (c.3083C>T,
p.T1028M) (Tablo 4.40, Sekil 4.49) ‘GnomAD Exomes’ popiilasyon veri tabanina gore
1 erkekte (frekans (f)=0.0000151) hemizigot olarak ve 3 kadinda (f=0.0000259)

heterozigot olarak saptanmistir. Bu varyant ACMG kritelerine gére muhtemel benign

olarak yorumlanmakla birlikte Mutation Taster veritabaninda polimorfizm olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.48 Olgu 59° da UBE3A geninde saptanan c.707T>C, p.1236T heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

Shawng V58 relerenon baaes

L2

T
1t

T
TT
IT
TT
TT
1
T
T

o] o =]

Sekil 4.49 Olgu 59° da CDKLS geninde saptanan ¢.3083C>T, p.T1028M hemizigot varyantin BAM verisindeki gériintiisii

Olgu 105°de CDKLS5 geninde saptanan ¢.1415_1416delCA, p.T472{s*6 hemizigot
varyant1 (Sekil 4.50) gende cergeve kaymast mutasyona neden olup ACMG kriterlerine
gore muhtemel patojenik olarak siniflandirilmistir. Ayrica Mutation Taster veri tabaninda
hastalik nedeni olarak tanimlanmistir. Boylece Tablo 4.5°de 6zetlenen epilepsi klinigi,
néromotor gelisim geriligi ve sterotipik hareketleri géz Oniine alindiginda olgunun
kliniginin ‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 2 (#300672)’ ile uyumlu oldugu
diisiiniilmektedir (Tablo 4.41).
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Sekil 4.50 Olgu 105 °de CDKLS5 geninde saptanan c.1415 _1416delCA hemizigot varyantin BAM verisindeki gériintiisii

4.2.19 Olgu 61

Tablo 4.42 Olgu 61'de saptanan SCN8A varyanti ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarast
61 SCN8A c.3491-4C>T 4 | NM_001177984.2
HET

Tablo 4.43 SCNSA geni ile iliskili hastaliklar

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
SCN8A -Familyal miyoklonus tip 2 (#618364) OD
-Serebellar ataksiyi igeren veya igermeyen kognitif bozukluk OD
(#614306)
-Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 13 (#614558) OD
-Benign familyal infantil ndbetler tip 5 (#617080) OD

Olgu 61°de SCN8A geninde saptanan ¢.3491-4C>T heterozigot varyanti (Tablo
4.42, Sekil 4.51) genin 18.intronunda lokalize olup ACMG kriterlerine gére muhtemel
benign olarak smiflandirilmistir. Bu varyant daha once literatiirde bildirilmemis bir

varyant olmakla birlikte olgudaki epilepsi klinigi goz oOniine alindiginda ‘Gelisimsel
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epileptik ensefalopati tip 13 (#614558)’ ile uyumlu olmadig: diistiniilmektedir (Tablo
4.43).

Sekil 4.51 SCN8A geninde c.3491-4C>T heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

4.2.20 Olgu 63

Tablo 4.44 Olgu 63'de SPTAN1 geninde saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
63 SPTANI c.3641G>A, p.R1214H HET 4 | NM_001130438.3
63 c.374T>C, p.M125T HET 4

Tablo 4.45 SPTANI geni ile iligkili hastalik ozellikleri

Gen Hastalik Kalitim
(OMIM numarast) modeli
SPTANI1 Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 5 OD

Olgu 63’de SPTANI geninde ¢.3641G>A, p.R1214H ve ¢.374T>C, p.M125T
olmak iizere 2 heterozigot varyant (Tablo 4.44) tespit edilmistir. ¢.3641G>A heterozigot
varyanti (Sekil 4.52) genin 29. ekzonunda lokalize olup Clinvar veritabaninda (Clinvar
ID: 810435) klinik 6nemi belirsiz ve ACMG kriterlerine gére muhtemel benign olarak
siniflandirilmistir. Ayrica popiilasyon veri tabanina gore (gnomAD Exomes) 4 kiside

heterozigot (f=0.000016) olarak saptanmustir.
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Olgu 63’de SPTANI geninde saptanan diger heterozigot varyant (c.374T>C,
p-M125T) (Sekil 4.53) genin 4.ekzonunda bulunmakla birlikte proteinin spectrin 1 tekrar
bolgesini etkilemektedir. Provean ve SIFT veri tabaninda benign olarak bildirilmekle
birlikte ACMG kriterlerine gore Muhtemel benign olarak yorumlanmistir. Yapilan aile
segregasyon c¢alismasinda ¢.3641G>A, p.R1214H varyantinin paternal ve ¢.374T>C,
p-M125T varyantinin maternal gecisli oldugu tespit edilmistir. Buna gore hastanin
kliniginin otozomal kalitiml1 ‘Gelisimsel epileptik ensefalopati tip 5’ ile uyumlu olmadig1

diistintilmiistiir (Tablo 4.45).

Sekil 4.52 SPTANI geninde saptanan c.3641G>A, p.R1214H heterozigot varyantin BAM verisindeki gériintiisii

Sekil 4.53 SPTANI geninde saptanan c¢.374T>C, p.M125T heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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4.2.21 Olgu 77

Tablo 4.46 Olgu 77'de GLDC geninde saptanan varyantlar ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
77 GLDC c.560C>A , p.T187K HET 2 | NM 000170.3
77 c.2195A>T, p.N7321 HET 2

Tablo 4.47 GLDC geniyle iliskili fenotipik ézellikler

Gen Hastalik (OMIM numarasi) Kalitim
modeli
GLDC Glisin ensefalopatisi (#605899) OR

Olgu 77°de GLDC geninde saptanan ¢.560C>A, p.T187K heterozigot varyanti
(Tablo 4.46, Sekil 4.54) genin 4.ekzonunda lokalize olup ACMG kriterlerine gore
muhtemel patojenik olarak smiflandirilmistir. dbSNP veri tabaninda rs386833582
numarastyla kayitli olmakla birlikte literatiirde glisin ensefalopatili bir hastada homozigot
varyant olarak rapor edilmistir.'?® GLDC geninde saptanan diger heterozigot varyant
(c.2195A>T, p.N732I) (Sekil 4.55) ise ACMG kriterlerine gére muhtemel patojenik
olarak tanimlanmis olup popiilasyon verilerinde tespit edilmemistir. Ayrica Provean,
Mutation Taster ve SIFT veri tabanlarinda patojenik olarak belirtilmistir. Yapilan aile
segregasyon calismasinda ¢.560C>A, p.T187K varyantinin paternal ve c.2195A>T,
p-N732I varyantinin maternal gegisli oldugu tespit edilerek bilesik heterozigot oldugu
saptanmistir. Tablo 4.5’de O6zetlenen klinik tablo goz oniine alindifinda olgunun
kliniginin ‘Glisin ensefalopatisi (#605899)’ ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir (Tablo
4.47).
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[TCATCCAGCAGGTATG CATGOTCTOOTACTTLAGT 4

&
EoFAay LLALL RS LA L urel AL AL
ETCATCCAGCAGGOATGEATTE c TCTGOTAGTTGAGT
FTCATCCAGCAGGCAT GEATTG c CTCTGGT AGTTGAGT
ETCATCCAGCACGGEAT GCATT £ CTCTGGT AGTT GAGT
CATCCAGEAOGEATCCATTCG E CFCTCGTAGTT GAG
CTCTGGTAGTT GAG
GICTGGTAGTTGAG
GTCTGGTAGTTGAG
GTCTGOT AGT T GAG
CTCT AGTTGaG
CTCTGGTAGTT GAG
ACCACCOATCCATT G CTCTGGTAGTTGAG
. GEACCGAT GC GTETGGTAGTTGAG
T CTCTGGTAGTT GAGT
CTCT AGTTGAGT
CTETGGTAGT T GAGT
CTCTGGTAGTTGAG
GTCTCGTAGTTGAGT
SCTETGOTAGTT GAGT

Sekil 4.54 GLDC geninde saptanan c.560C>A, p.T187K heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisi

Ehowing 161 retecence bates

AT AAGGGL GOGCCTCTTCAGT T CCCACCTGAGEAT TCATATTTGE TCCATGTT

=+

e .+

i}
L LAY LU ALL -,m_u_ngln_nlnll | LI LT AL ALA |
TCAGTTCCCACCTOAGCAATCATATTT GTCT A A T
TCaGg CCCACCTOAGE AATCATATTT ST £ AGA T
TCAGTTECC CAGCABTCATATTT GTCT A AGH T
TCAGTTCES GAGCARTCATATTT GTETA AGA T
TCAGTTCCC GAGCAMTCATATTT T ..1 AGA T
TCAG cCC Ly N T CATATTT oT A ACAT T
TCAGTTC At ABTCATATTT TCTA AGA T
2 TCAGTTCE CAGCAMTCATATTT GTCTA 1
TCAG CACCABRTCATATTT CTCT Al T:
TCAad Ga ARTCATATTT GT - T
TCA [ AARTCATATTT oT e T
T CA GAGCARTCATATTT TETA ir
F. TCA GAGLAATCATATTT o T
TCA CACCARTCATATTT oT A T
TCA GACCARTCATATTT GT A LI

TC A GAGC A&TCATATTT oT A

T LA GACCART CATATTT CTCT ac T
TCA GACTARTCATATTT GTCTAG il

Sekil 4.55 GLDC geninde saptanan c.21954>T, p.N7321I heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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4.2.22 Olgu 79

Tablo 4.48 Olgu 79'da saptanan SYN1 varyantinin ézellikleri

Olgu

Gen Varyant

Patojenite sinifi

Transkript numarast

79

SYNI c.1424A>C,
p.Q475P HEM

NM_133499.2

Tablo 4.49 SYNI geniyle iligkili hastaliklar

Gen

Hastalik (OMIM numarast)

Kalitim modeli

SYNI

(#300115)

-X’e bagli entelektiiel gelisim bozuklugu tip 50

XL

-Degisken 6grenme giicliigli ve davranis bozuklari ile XLR, XLD
X’e bagli epilepsi (#300491)

Olgu 79’da SYNI geninin 12.ekzonunda tespit edilen hemizigot varyant
(c.1424A>C, p.Q475P) (Tablo 4.48, Sekil 4.56) ACMG kriterlerine goére Muhtemel

benign olarak yorumlanmistir. Bu varyant Mutation Taster veri tabaninda hastalik nedeni

olarak tanimlanmig olup Provean ve SIFT veri tabaninda benign olarak siiflandirilmistir.

SYNI geni patojenik varyantlar1 entellektiiel gelisim bozuklugu, degisken O6grenme

giicliigii, davranis bozukluklar1 ve epilepsi ile iligkilendirilmistir (Tablo 4.49).

Mapped UMi reads

T GGG G TGO T GCAAT GGGGGTCCCTGGCGCT GGGGGLCTGEACCCGGLTGT GCAGGGCCGLCTGGGGGA

=

COCCCTOGULOGOGCCCGGGCGCTOCTOCAAT GGG
COCCCGOGOGLGCCCCGGOGETOCTOCCAAT GLOGCCTCCCTGGCGCTOOGLGCCTCCACCCGGCTGTOOALGGLGOCGCCTGGGGGA
GGGCCCCGGCGCGCCCCCCCGGGGCCCCCGGGGCGCCCCGGGCCTCCACCCGGCTGTCCAGGGCCGCCTCGGGGA
GGGGGGGGGCGCTGCTGCACGGGGGGCCCCTGGCGCGGGGGGCCTGGACCCGGCTGTG
GGGCCCGGGGCGGGGGGGGCCGGGACCCGGCTGTGGAGGGCCGCCTGGGGGA
GGGCCC(([GGG(GCCCCGGG[[GCCA(([GG[TGTCCAGGG[[G((CCGGGGA
GLCGCCCCGLGLGOGTOOACCOLOLOOGOGT CCAGGGCCGCCTOLOLGA
Lo G GO G Lo L TOCACCC QL OLT CCAGG GO OO LT GLL G oA
CLCGC GG oL CCTOCACCCGLCTOTCCAGG GG CT CGO G oA
COGGLGCTOCCCCCGGGGOTOCCGGGCCGICOGGGGGA!

COGLGLGCGLUCACCCGGCTGTOCAGGLGUCGUCTGGGGGA

COLGLLCCGCCACCCGGOGGTOOCLLLLCGEC

COQGOC O CACC OO UL OO CACLOL LG C OGO GoA
oCC

COACCCOGCTOTCOAGGGCC

CTCGGGGA
CLGGGA

TCGGGGA
COGGGoA

Sekil 4.56 SYN1 geninde saptanan c.14244>C, p.Q475P hemizigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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4.2.23 Olgu 91

Tablo 4.50 Olgu 91'de NHLRC1 geninde saptanan varyant ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
91 NHLRCI1 c.436G>A, NM_198586.3
p.D146N HOM

Tablo 4.51 NHLRCI geniyle iliskili hastalik fenotipi

Gen

Hastalik (OMIM numarast)

Kalitim modeli

NHLRCI

Progresif miyoklonik epilepsi tip 2B (Lafora)
(#254780)

OR

Olgu 91°da NHLRC geninde saptanan homozigot varyant (c.436G>A, p.D146N)
(Tablo 4.50, Sekil 4.57), popiilasyon veri tabaninda saptanmamakla birlikte ACMG

kriterlerine gore patojenik olarak smiflandirilmistir. Literatiirde cesitli ¢alismalarda

Lafora hastaligmma neden olan tekrarlayan mutasyon olarak bildirilmistir.

127-130 Bu

varyanti tagiyan hastalarin daha hafif seyirli ve ge¢ baslangicl oldugu rapor edilmistir.

129° Aile ¢alismasi sonucu anne ve babanm bu varyant acisindan heterozigot tastyici

oldugu tespit edilmistir. Buna gore olgudaki miyoklonik nobet klinigi goz Oniine

alindiginda ‘Progresif miyoklonik epilepsi tip 2B (Lafora) (#254780)’ ile uyumlu oldugu
diisiiniilmektedir (Tablo 4.51).

Sekil 4.57 NHLRC1 geninde saptanan c.436G>A, p.D146N homozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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4.2.24 Olgu 92

Tablo 4.52 Olgu 92'de KCNMA1 geninde saptanan varyant ve ozellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
92 KCNMAI | c.2303A>C, 3 NM_001014797.3
p.E768A HET

Tablo 4.53 KCNMA1 geniyle iliskili hastaliklar

Gen Hastalik (OMIM numarast) Kalitim modeli
KCNMAI -Liang-Wang syndrome (OMIM #618729) OD
-Jeneralize epilepsinin eslik edebildigi paroksismal OD

nonkinezijenik diskinezi tip 3 (OMIM #609446)

-Idiyopatik jeneralize epilepsiye yatkinlik tip 16 OD
(#618596)
-Serebellar atrofi, gelisme geriligi ve nobetler OR
(#617643)

Olgu 92°de KCNMAI geninde saptanan c.2303A>C, p.E768A heterozigot
varyantt (Tablo 4.52) gende yanlis anlamli mutasyona neden olup ACMG kriterlerine
gore VUS olarak smiflandirilmistir. Ayrica Mutation Taster veri tabaninda hastalik
nedeni olarak tanimlanmakla birlikte Provean ve SIFT veri tabaninda benign olarak
yorumlanmistir. Boylece Tablo 4.5’de 6zetlenen epilepsi klinigi goz oniline alindiginda
klinik tablonun ‘Jeneralize epilepsinin eslik edebildigi paroksismal nonkinezijenik
diskinezi tip 3 (OMIM #609446)’ veya ‘Idiyopatik jeneralize epilepsiye yatkinlik tip 16
(#618596)’ ile uyumlu olabilecegi diisliniilmektedir (Tablo 4.53).

4.2.25 Olgu 99

Tablo 4.54 Olgu 99'da SLC13A5 geninde saptanan varyantlarin ézellikleri

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarasi
99 SLCI345 | ¢.997C>T, p.R333* HET 1 | NM _177550.5
99 ¢.1597A>G, p.N533D 3
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Tablo 4.55 SLC13A5 geniyle iliskili hastalik fenotipi

Gen

Hastalik (OMIM numarasi)

Kalitim modeli

SLC1345

Amelogenezis imperfekta ile gelisimsel epileptik OR

ensefalopati tip 25 (#615905)

Olgu 99°da SLC1345 geninde saptanan ¢.997C>T, p.R333* heterozigot varyanti
(Tablo 4.54, Sekil 4.58) genin 7.ekzonunda lokalize olup ACMG Kkriterlerine gore

patojenik olarak smiflandirilmistir. Literatiirde c¢esitli yayinlarda erken baslangicl

ensefalopati ile iligkilendirilmistir. SLC1345 geninde saptanan diger heterozigot varyant
(c.1597A>G, p.N533D) (Sekil 4.59) ise genin 12. ekzonunda bulunmakla birlikte

proteinin helikal transmembran bdlgesini etkilemektedir. Bu varyant ACMG kriterlerine

gore VUS olarak tanimlanmis olup Mutation Taster, Provean ve SIFT veri tabanlarinda

patojenik olarak yorumlanmustir. Aile ¢alismasi yapildiktan sonra bu iki heterozigot

varyantin bilesik heterozigot oldugu saptanmistir. Tablo 4.5°de 6zetlenen klinik tablo gz

Oniline alindiginda olgunun kliniginin ‘Erken baslangi¢li epileptik ensefalopati tip 25°

iligkili olabilecegi diisliniilmektedir (Tablo 4.55).

T

CTICATTATGACTCCTGTETT CACY

Sekil 4.58 SLC13A45 geninde saptanan ¢.997C>T, p.R333* heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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Tablo 4.56 Olgu 101'de DEPDCS5 geninde saptanan varyant ve ézellikleri

T

4.2.26 Olgu 101

Sekil 4.59 SLC13A45 geninde saptanan c.15974> G, p.N533D heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii

Olgu Gen Varyant Patojenite sinifi Transkript numarast
101 DEPDCS5 c.257A>C, NM_001136029.3
p.Y86S HET

Tablo 4.57 DEPDCS geniyle iligkili hastalik fenotipi

Gen

Hastalik (OMIM numarast)

Kalitim modeli

DEPDC5

Degisken odakli familyal fokal epilepsi (#604364) OD

Olgu 101°de DEPDCS5 geninde saptanan heterozigot varyant (¢.257A>C, p.Y86S)

(Tablo 4.56), Sekil 4.60), popiilasyon veri tabaninda bildirilmemekle birlikte ACMG

kriterlerine gére Muhtemel benign olarak siniflandirilmistir. Buna gére olgunun Tablo

4.5'de dzetlenen klinik tablosu goz Oniline alindiginda ‘Degisken odakli familyal fokal

epilepsi (#604364)’ ile uyumlu olmadig: diisiiniilmektedir (Tablo 4.57).
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A GAC T T CAC T CAACT CT TCC O CC T CACACCT TATCACCGAT CTCTAT CTTAATSTCOT AGACT CT Ak

C
CCAGACTGTCGACTCAAGTGTT CTTA aT
CCAGACTOTCACTCAAGTGTTE CTTA BT
CCAGACTOTGACTCAACTOTTE CTTA ET
lEEACACTC TCITC CTTA T
CCAGACTG GTTC CTTA gT
CCACGACTG CTTC CTTA oT AAT
[CCAGACT TTC CTTA ET BATC
lCoAaGacT GITCCOG CITA T AATC
CCAGACT CTTCCGG CTTA L= SAT
CCAGACTG GTICCGG CTTA e AATC
CCAGACTG CTTLCGG CTITA T AATC
CCAGACTG CFTCCGG CTTA ET AATC
CCAGACTG GITCCLG CTTA e AATTC
CCAGACTG CTTCCGGC CTTA £T AATC
CCAGACTG CTTECGGC CTTA =L AATC
CCAGACTE CTTLCGGE CTTHA eT AATCT
CCAGACTG CFTCCGGE TTA ET AATG
= GACTLE CTTCC TTA eT AATG

o T T 2 A

Sekil 4.60 DEPDCS geninde saptanan c.2574>C, p.Y86S heterozigot varyantin BAM verisindeki goriintiisii
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5.TARTISMA

Epilepsi diinya capinda c¢ocuklar1 etkileyen yaygin bozukluklardan biridir.
Epilepsi vakalarinin %40-50'sinde altta yatan etiyoloji bilinmemekle birlikte, yapilan bir
arastirmaya gore, erken baslangicli epilepsisi olan bireylerin ~%40'inda altta yatan
genetik nedenin tespit edilebilecegi belirtilmistir.3*

Pediatrik epilepsiler, heterojenite gosteren genis bir fenotipik spektruma sahiptir.
Spesifik epilepsi fenotipi s6z konusu oldugunda tek gen dizileme i¢in Sanger yontemi
kullanilmakla birlikte genetik heterojenite gosteren durumlarda bu teknik pahali ve uzun
stirecli olabilmektedir. NGS tekniginde ise birden fazla gen ayni1 anda dogru ve verimli
bir sekilde analiz edilebildiginden hastalikla iliskili varyantlar1 saptamak daha miimkiin
olabilmektedir. Nedensel varyantlarin saptanmasi, sonraki gebeliklerde tekrar riskinin
belirlenebilmesi ve hedefe yonelik tedavilerin verilmesi agisindan énemlidir. Bu nedenle
calismamizda 110 genden olusan epilepsi NGS panelinin 107 epilepsili ¢ocuk hastada
prediktif degerini saptamay1 amacladik.

Retrospektif yapilan bu ¢alismada, 21’1 patojenik, 10’u muhtemel patojenik ve
13’ VUS varyant olmak {lizere 23 gende 44 varyant belirlendi. Varyantlar genis bir
fenotip araligina sahip hastalarda saptandi (Tablo 4.5). Bu tez calismasinda epilepsi
panelinin ilk prediktif degeri literatiirde bildirilen oranlarla uyumlu olarak %21,5, VUS
varyantlarin yeniden analiz edilmesiyle (P, LP, VUS) prediktif degeri %28 olarak
hesapland.*®!317133 Caligmamizda saptanan GRIN2A4, TSC2 ve ALDH7A1 genleri yiiksek
tan1 oranina sahip genlerdi. 110 gen igceren epilepsi panelindeki 78 gende nedensel
varyant saptanmadi. 4 gende (7SC2, TBCID24, GRIN2A, ALDH7AI) tekrarlayan
patojenik/muhtemel patojenik varyantlar tespit edildi. P ve LP varyantlarin kodladig:
proteinlerin fonksiyonel siniflamasinda ise en sik iyon kanali kodlayan genlerde (%34)
(SCN1A, SCN2A, KCNQ2, KCTD7, GRIN2A, GABRA1) saptandi.

Calismamizda Dravet sendromu ile iliskili olarak SCN/A geninde 2 patojenik ve
1 VUS olmak tiizere 3 varyant (c.4554dupA p.P1519fs*18, c.4757G>A p.G1586E,
¢.3749C>T p.T1250M) saptandi. SCN1A noéronal voltaj kapili sodyum kanalini (Navl.1)
kodlamakla birlikte bu gendeki varyantlar, erken baslangi¢cli nobet ve gelisme geriliginin
bir nedenidir. Calismamizda literatiirde bildirilen SCNIA4 varyantlartyla uyumlu olarak
yasamin ilk yilinda baglayan nobetler ve hastalarda ciddi gelisimsel gecikme

bulunmaktaydi.”** SCNIA fonksiyon kaybi mutasyonlar: inhibitér interndronlarda
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sodyum kanal1 fonksiyonunun eksikligine yol agmakta olup bu hastalarda sodyum kanal
blokérlerinin kullanilmasimin klinik tabloyu kétiilestirdigi gosterilmistir. '3

Voltaj kapili sodyum kanali Nav1.2'yi kodlayan bir gen olan SCN24 ile iliskili
epilepsi fenotipi, kendini siirlayan benign ailesel neonatal-infantil epilepsiden siddetli
Ohtahara sendromuna kadar uzanir. Daha onceki ¢alismalarda, SCN24 geniyle iligkili
fonksiyonel calismalar yapilmis olup c¢ocuklarda siddetli erken baslangicli epilepsiler
fonksiyon kazanimi mutasyonlar ile iliskilendirilmistir.!*¢!*” Yapilan bir calismada
sodyum kanal blokerlerinin kullaniminin erken infantil epilepsili ¢ocuklarda (<3 ay)
klinik olarak anlamli nobet azalmasina neden olurken daha ge¢ baslayan (>3 ay)
epilepsilerde nadiren etkili olup ve bazen nobetin kotiilesmesine neden oldugu rapor
edilmistir. Erken dur kodonuna neden olan anlamsiz mutasyonlarin ge¢ baslangich
epilepsisi olan ve sodyum kanal blokerlerine yanit vermeyen hastalarda goriildigi
bildirilmistir.'3® Boylece SCN24 ile iliskili epilepsili cocuklarda hastalik baslangic yas,
sodyum kanal blokerlerine yanit ve mutasyonlarin fonksiyonel 6zellikleri arasinda bir
iliski oldugu one siiriilmektedir. Calismamizda SCN24 geninde varyant (c.4141A>T
(p-N1381Y)) saptanan olguda literatiirde bildirilen erken baslangich SCN24
varyantlariyla uyumlu olarak yasamin ilk aylarin baslayan ndbetler ve hastalarda ciddi
gelisimsel gecikme bulunmaktaydi. SCN24 genindeki varyant (c.1964C>G, p.S655C) ise
literatiirde ~ bildirilmemekle  birlikte  saptanan  hastanin  nobet  kliniginin
iligkilendirilebilmesi i¢in fonksiyonel ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

SCNS8A geni voltaj kapili sodyum kanalin1 (Navl.6) kodlamakla birlikte bu
gendeki varyantlar gelisimsel gecikme ile ozellikle yasamin ilk yilinda baslayan
ndbetlerin bilinen nedeni olarak bildirilmistir. SCN84 ile iliskili epilepsi fenotipi, siddetli
erken infantil epileptik ensefalopatilerden benign ailesel infantil epilepsiye kadar uzanan
bir spektrumla baglantilidir. SCN84 esas olarak eksitator nodronlarda eksprese
edildiginden bu gen ile ilgili epileptik fenotipler cogunlukla fonksiyon kazanimi ile
iliskilidir.'*® SCN84 varyant1 olan hastalarda sodyum kanal blokerleri ve okskarbazepin
tedavisine iyi yanit varken, levetirasetam tedavisine yamitm iyi olmadig bildirilmistir.'*
Calismamizda SCN8A geninde varyant saptanan hastanin neonatal baslangicli ndbet
klinigi ve gelisimsel geriligi uyumlu olmasina ragmen fonksiyonel calisma yapilmasi
gerekmektedir.

Voltaj kapili potasyum kanalimi kodlayan KCNQ2 geni, neonatal baslangich
epileptik ensefalopatilerin yaklasik %10'undan sorumludur.'*® Bildirilen fenotipler,

benign ailesel neonetal ndbetlerden progresif ilaca direngli epileptik ensefalopatiye kadar
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farklilik gostermekle birlikte genellikle ciddi gelisimsel gecikme ile iliskilidir.'*! Bu
bozuklugun ayirt edici 6zelligi, yasamin ilk haftalarinda refrakter nobetlerin baglamasi ve
noromotor gelisim geriliginin belirgin olmasidir. Calismamizda neonatal baslangich
nobet ve gelisim geriligi olan bir hastada KCNQ?2 geninde saptanan varyant (c.923C>T,
p.P308L) daha once epileptik ensefalopatisi olan 7 yasinda erkek bir hastada rapor
edilmistir.'*? Bu hastada valproik asit antiepileptik ilag tedavisinden sonra nobet siklig
azalmis olup yapilan bir calismada KCNQ?2 varyanti tagiyan epilepsi hastalarinin valproik
asit, levetirasetam and topiramat tedavisinden fayda gordiikleri belirtilmistir.!** Daha
once bildirilen genotip-fenotip calismalarinda tanimlanan KCNQ2’deki erken dur
kodonuna neden olan anlamsiz varyantlar benign familyal neonatal ndbet ile iliskiliyken,
KCNQ2nin yanlis anlamli varyantlarinin siddetli, sporadik epileptik ensefalopati
fenotipine neden oldugu gosterilmistir.!4%-144

KCNTI geni noron uyarilabilirligini diizenlemede ©onemli bir rol oynayan
sodyumla aktiflestirilmis potasyum kanali alt birimini kodlar. KCNTI genindeki
patojenik varyantlarin ¢ogu fonksiyon kazanimi fenotipi ile sonug¢lanmaktadir. KCNT1
geni bozukluklarindan otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi genellikle
normal zekaya sahip bireylerde goriilmekle birlikte ortalama baslangic yas1 9'dur.'®
Infant dSnem malign migratuvar fokal ndbetler ise siddetli erken baslangicli epilepsi ile
karakterize olup nébetlerin baslangic yasi genellikle 6 aydan oncedir. Calismamizda
hipotoni, moromotor gelisim geriligi ve epilepsisi olan olguda saptanan klinik 6nemi
belirsiz KCNT1 varyant1 (¢.3451G>C, p.E1151Q) daha 6nce literatiirde tanimlanmamis
olup olgudaki epilepsi klinigi ile iligskilendirebilmek i¢in bu varyantin fonksiyonel
caligmalarla dogrulanmasi gerekmektedir. Ayrica patojenik KCNT/ varyanti saptanan
hastalarda Quinidin tedavisinin hastalarda nobet sikligini azalttig: rapor edilmistir, 43146

KCNMAI geni kalsiyumla aktive voltaja bagli potasyum kanalinin alfa alt birimini
kodlamaktadir. Bu geninin dominant fonksiyon kazanci mutasyonlar jeneralize epilepsi,
paroksismal diskinezi ve gelisim geriligi olan hastalarda tanimlanmakla birlikte
fonksiyon kaybettirici heterozigot varyantlar hareket bozukluklar1 ve Liang-Wang
sendromu ile iligkilendirilmistir.!*” Bu genin homozigot fonksiyon kaybi mutasyonlarmin
ise serebellar etrofi, gelisim geriligi ve nobetlerle iliski oldugu bildirilmistir.'*®
Calismamizda saptanan heterozigot KCNMA I varyanti (c.2303A>C, p.E768A) daha 6nce
literatiirde tanimlanmamis olup olguda goriilen jeneralize epilepsi klinigi ile iligkli
olabilecegi diislinilmektedir. Bununla birlikte, bu varyantin fonksiyonel ¢aligmalarla

dogrulanmasi gerekmektedir.
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KCTD7 geni voltaj kapili potasyum kanalinda bulunan tetramerizasyon domaini
iceren transmembran proteini kodlamaktadir. KCTD7’nin ndrotransmitter glutamat
olusumu i¢in gerekli olan glutamin taginmasini diizenlemekle birlikte cullin-3'i (CUL3)
baglayarak otofaji-lizozom yolunda rol oynadigi gdsterilmistir.'*>!> Bu gendeki
homozigot veya bilesik heterozigot varyantlar miyoklonus, epilepsi ve norolojik bozulma

ile karakterize ilerleyici miyoklonik epilepsi ile iliskilendirilmistir.'>!

Calismamizda
direngli miyoklonik ndbetler ve néromotor gelisme geriligi olan olguda KCTD?7 geninde
bilesik heterozigotluk saptanmistir. p.R94W proteinin BTB domaininde yer almakla
birlikte daha 6nce homozigot veya bilesik heterozigot olarak pregrosif miyoklonik
epilepsi hastalarinda bildirilmistir.!?>!! ¢.719A>T (p.D240V) varyant: ise literatiirde
bildirilmemis olup etkisinin klinik deneylerle dogrulanmasi gerekmektedir.

CACNAIH geni diisiik esikli kalsiyum kanali olarak da bilinen T tipi kalsiyum
kanalin1 (Cav3.2) kodlamakla birlikte genetik jeneralize epilepside diken dalga
desarjlarinmn olusumundan sorumludur.”? Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi olan 118
hastada CACNAIH geninde 12 yanlis anlamli varyanti tanimlanmig olup fonksiyonel

153 Calismamizda

analizlerle bu varyantlarin kalsiyumun girigini arttirdigi saptanmistir
jeneralize epilepsili olgumuzda saptanan ¢ergeve i¢i delesyona neden olan varyant
(c.3422 3442delGGCGCTCCAGCTGGAGCAGCC) literatiirde bildirilmemistir.

GRIN2A geni glutamatla aktive olan NMDA reseptorii alfa alt birimini kodlar.
GRIN24 ile iliskili varyantlar atipik benign parsiyel epilepsiden otizm bozuklugu, mental
retardasyon, dil bozuklugu ve fokal epilepsi fenotipi goriilen Landau-Kleffner
sendromuna kadar degisen spektrumda goriilebilmektedir.!>*!> Calismamizda GRIN24
geninde fokal epilepsi, noromotor gelisme geriligi ve konusma geriligi olgularda
reseptOriin glutamat baglayict bdlgesini etkileyen ¢.2190C>G, p.Y730* varyant: tespit
edilmistir. GRIN2A fonksiyon kazanimi mutasyonlart olan direngli epilepsisi olan
hastalarda NMDA blokeri (memantin) kullaniminin ndbet sikligimi azalttig
gosterilmistir.!> Bununla birlikte, bu hastalarda memantinin etkinliginin klinik
deneylerle dogrulanmas1 gerekmektedir.

CHRNA?2 geni noronal asetilkolin nikotinik reseptor subunit alfa 2’yi kodlamakla
birlikte bu gendeki fonksiyon kaybi1 mutasyonlarinin benign familyal infantil nébet ve
nokturnal frontal lob epilepsisine neden oldugu gdsterilmistir.” Nokturnal frontal lob
epilepsisinde klinik 6zellikler, tekrarlayan uyanma, gece gezintisi, kabuslarin eslik ettigi
kaliplasmis kisa (5 saniyeden 5 dakikaya kadar) gece motor ndbetleridir. Yapilan bir

calismada nokturnal lob epilepsili hastalarda eksik penetrans saptandig bildirilmisgtir.!>
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Calismamizda uykudan sigrama seklinde uyanma ve ndbetleri olan nérogelisimi normal
bir olguda maternal kalittimli (c.223C>T, p.R75C) varyant saptanmistir. Bu varyant
literatiirde bildirilmemekle birlikte etkisinin anlasilabilmesi i¢in fonksiyonel ¢alismalar
yapilmas1 gerekmektedir.

GABRAI geni GABA reseptor subiinit alfa-1’1 kodlamakla birlikte beynin ¢ogu
bolgesi eksprese edilmektedir.'”® Bu gendeki varyantlar &zellikle juvenil miyoklonik
epilepsisi ve ¢ocukluk absans epilepsisi olmak lizere jeneralize epilepsisi olan hastalarda
tanimlanmistir.'°%!®! Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda ise Dravet Sendromu ve erken
baslangich epileptik ensefalopatilerin yani1 sira yani sira néromotor gelisim geriligi,

davranmis sorunlar1 ve otistik ozellikler ile iliskilendirilmistir,!6%!163

Fonksiyonel
caligmalarda, bu gendeki varyantlarin GABA-A reseptorleri aracili ndronal inhibisyonu
bozarak epilepsi patogenezine katkida bulundugu one siiriilmiistiir. Calismamizda
GABRAI geninde varyant saptanan (c.961T>C, p.Y321H) olgunun direngli jeneralize
epilepsi, néromotor gelisim geriligi ve otizm klinigi literatiirde bildirilen diger GABRA I
iligkili epilepsi tablolariyla uyumlu olarak saptanmistir.

PCDHI9 geni kalsiyum bagimli hiicre adezyon proteini Protocadherin-19’u
kodlamakla birlikte bu genin varyantlar1 Dravet sendromuna benzeyen infantil epileptik
ensefalopatiden otizm ve mental retardasyonun eslik ettigi epilepsiye kadar genis bir
klinik spektrumda goriilebilmektedir.!**1% PCDH19 ile iliskili epilepside primer olarak
disiler etkilenmis olup erkekler genellikle etkilenmeyen tasiyicilardir ancak somatik
mozaiklik durumunda klinik fenotip ortaya ciktigi rapor edilmistir.!'®!®” Yapilan bir
calismada PCDHI9 mutasyonlarinin GABA-reseptéor modiilatorlerinden biri olan
norosteroid allopregnanolon eksikligine neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda 1 kiz
ve 1 erkek olguda PCDHI9 geninde varyant saptanmustir. Erkek olguda hemizigot
varyant (c.1529C>A, p.P510H) saptanmakla birlikte somatik mozaiklik aragtirilmamaistir.
c.1178C>T, p.P393L varyant1 saptanan kiz hastanin klinigi ise literatiirde bildirilen
PCDH19 iliskili epilepsiler ile uyumlu olarak tespit edilmistir.

CDKL5 geni MECP?2 fosforilasyonunda gorev alan siklin bagimli kinaz benzeri 5
proteinini kodlamakla beraber bu gendeki varyantlar epileptik ensefalopati ve Rett
sendromu benzeri gelisimsel gecikmeye neden olmaktadir.!®® Bu calismada hemizigot
CDKLS5 gen  varyanti (c.1415 _1416delCA, p.T472£s*6) belirlenmistir.
c.1415 1416delCA (p.T472fs*6) varyant1 olan 7 yas erkek hastada 3 aylikken baslayan
direngli epileptik ndbetler, siddetli néromotor gelisim geriligi ve sterotipik hareketler

bulunmaktadir. CDKL5 genindeki varyantlarin ¢ogu kiz cinsiyette saptanmis olup
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nadiren erkek hastalar da bildirilmistir. #>»1-17! CDKL5 mutasyonu olan hastalarda
temel semptomlar epilepsi, siddetli psikomotor gelisim geriligi, mental retardasyon ve
hipotoni olarak tanimlanmis olup olgumuzun klinigi ile uyumludur. Hastalarda
baslangicta fokal ndbetler ve tonik nébetler goriiliirken hastaligi ilerleyen donemlerinde
epileptik spazmlar sik goriilen nobet tiiriidiir. Erkek olgularda daha siddetli zihinsel ve
motor gerilik tanimlanmistir. Yapilan bir ¢calismada CDKL5 varyant:1 saptanan 3 erkek
olguda konusma geriligi ve ndromotor gelisim geriligi saptanmistir.'*

MECP2 geni metillenmis DNA'ya baglanan metil-CpG baglayici protein 2’yi
kodlamakla beraber bu gendeki varyantlar Rett sendromu, X’e bag1 entelektiiel bozukluk
ve neonatal epileptik ensefalopatiye neden olmaktadir. Bu calismada mikrosefali,
sterotipik hareketler ve 18. aydan sonra kazanilmis becerilerin kaybi olan olguda MECP2
geninde patojenik varyant (c.916C>T, p.R306C) saptanmistir. MECP2 genindeki
varyantlarin ¢ogu disilerde saptanmis olup nadiren erkek hastalar da bildirilmistir.!”* Rett
sondromlu bireylerde, yasamlarinin ilk 6 ila 18 ay1 boyunca goriiniiste normal bir gelisim
sonrast kazanilmis becerilerin kaybi, sterotipik hareketler, nébet ve néromotor gelisme
geriligi tanimlanmis olup hastamizin klinik tablosu ile uyumludur.'!1® Erkek olgular
daha ciddi neonatal ensefalopati veya entelektiiel yetersizlik ile karakterizedir.!”?

PRRT?2 geni sinaptik iletimde rol oynayan prolinden zengin transmembran protein
2 yi kodlamakla beraber bu gendeki varyantlar benign infantil epilepsi, paroksismal
kinesijenik epilepsi ve hemiplejik migren ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada 2 olguda
heterozigot PRRT2 gen varyant1 (c.621dupA, p.S208fs*17 ve ¢.649dupC, p.R217{s*8)
tanimlanmistir. p.S208fs*17 varyantinin proteinin heliks-loop-heliks alanini etkileyerek
PRRT2'in, ndrotransmiter salinimi igin gerekli bir SNARE proteini olan STX1B’ye
baglanmasmin bozuldugu bildirilmistir.'*® Bu varyantin ¢ocukluk déneminde epilepsi
klinigi olan babadan paternal kalitilmis olmas literatiirde bildirilen diger kalitilan PRRT2
varyantlartyla uyumludur.''” PRRT?2 genindeki diger varyant (c.649dupC, p.R217fs*8)
literatiirde paroksismal koreatetozun eslik ettigi familyal infantil ndbetler, epizodik
diskinezi, jeneralize tonik klonik ndbetler, febril konviilziyon ve hemiplejik migreni
iceren bir fenotipik spektrumla iliskilendirilmistir.'?!-123

ISCI1 ve TSC2 genleri genleri sirasiyla hamartin ve tiiberin proteinlerini
kodlamakla birlikte bu tiiberoskleroz kompleksi, mTOR sinyali yolagini negatif
diizenleyerek hiicre biliylimesi ve proliferasyonunda gorev almaktadir. Bu calismada
tuberoskleroz klinigi ile uyumlu olarak 1 olguda 7SC/ ve 7 olguda 7SC2 geninde varyant

saptanmigstir. Tiiberoskleroz klinik olarak nobet, fasiyal anjiyofibrom, hipomelanotik
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makiiller, shagreen patch, retina hamartomlari, renal anjiyomiyolipom, subependimal
nodiiller veya dev hiicreli astrositom veya kardiyak rabdomyom ile ortaya ¢ikabilen
norokutanéz sendromlardan biridir.!”® Bu hastalarda nobetlerin erken kontrol altina
almmasmin epileptik ensefalopatiyi onledigi 6ne siiriilmiistiir.!”* Tuberosklerozlu
hastalarda yapilan retrospektif bir ¢aligmada infantil spazmlarin %73 {iniin vigabatrin ile
kontrol altina aldig1 rapor edilmis olup ayrica bazi hastalarin epilepsi cerrahisinden fayda
gordiigii belirtilmistir.!”>!’® Ayrica subependimal dev hiicreli astrositomlarda erken
donemde mTOR inhibitorleri kullanilmasinin bazi hastalarda cerrahi ihtiyacini azalttigi
bildirilmistir.!”’

ALDH7AI geni lizin katabolizmasinda gorev alan alfa aminoadipik semialdehit
dehidrogenezi kodlamakla birlikte bu gendeki biallelik varyantlar neonatal veya infantil
baslangicl ndbetler ile karakterize piridoksin bagimli epilepsiye neden olmaktadir.!”s17
Etkilenen bireylerde yiiksek alfa aminoadipik semialdehit seviyelerin hiicre ici aktif B6
vitamin kofaktorii piridoksal-5-fosfatin azalmasina neden olarak glutamik asit ve GABA
arasinda dengesizlige neden olmaktadir.'®® Etkilenen bireylerde émiir boyu piridoksin
takviyesiyle genellikle ndbet kontrolii saglanmaktadir.!®! Bu calismada 4 olguda
ALDH7AI geninde homozigot patojenik varyantlar saptanmakla birlikte literatiirle
uyumlu olarak piridoksin tedavisiyle tam ndbet kontrolii saglanmistir.

Literatiirde 3 ile 580 aras1 genden olusan epilepsi panellerinin pozitif tam
sonuglarinin %0,8 ile %48 arasinda degistigi rapor edilmistir (Tablo 5.1). Bildirilen
caligmalarda en kii¢iik hasta grubu 19 kisiyken en genis hasta grubu 8565 birey olarak
rapor edilmistir.!!”!82 Caligmalar arasinda bu tani oranlarmm farkli olmasinin nedeni
secilen epilepsi gruplarinin ve NGS gen panellerinin heterojen olmasidir. Bu ¢alismalarda
NGS panelleri erken baslangicl epileptik ensefalopatili hastalarda daha yiiksek tam
degeri gosterirken fokal epilepsili hastalarda 90,8 ve %4 ile daha diislik tan1 degerine
sahiptir.*61331837185 yapjlan iki calismada diger ¢alismalara gdrece daha az hasta (19 ve
33) dahil edilmesi bu ¢alismalarindaki yiiksek NGS paneli tan1 degerlerinin (%47 ve
%48) nedeni olabilir.>!** Calismamizda saptanan epilepsi panelinin tan1 degeri %28 diger
hedeflenen NGS panelleri ile ilgili yayimlanmig ¢alismalara benzerdi.

Epilepsi ve norogelisimsel hastaligi olan 8565 olgunun 70 gen igeren NGS paneli
ile degerlendirildigi bir calismada SCN1A4 ve KCNQ?2 genleri en sik olmak {lizere 22 genin
yiiksek tanisal degeri oldugu tespit edilirken, 16 gende pozitif bulgu saptanmamistir. 14
farkli gende (en yaygin olarak MECP2, KCNQ2, SCN1A4, SCN2A4, STXBP1 ve PRRT2'de)
tekrarlayan P/LP varyantlar1 gozlenmistir. CDKLS5, STXBPI, SCN8A, GABRAI ve
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FOXGI1 genlerinde saptanan tiim varyantlar de novo iken, PRRT2'deki varyantlarin
cogunun (%85,7) kalitsal oldugu gosterilmistir.''” Calismamizda 1 olguda PRRT2
varyant1 parental kalitimli olarak saptanmakla birlikte bu ¢alisma ile uyumludur.

Butler ve ark. (2017) tarafindan 339 epilepsi hastasinda yapilan calismada 110 gen
iceren epilepsi panelinin tan1 koyma orant %18 iken potansiyel olarak nedensel
varyantlarin 21 kiside (%6) saptandigimi bildirlmistir.'*® Hoelz ve ark.(2020) %40’1nda
epileptik ensefalopati, %33 linde fokal epilepsi ve %18’ inde jeneralize epilepsi olan 91
epilepsi hastasini, 5 ila 434 gen arasinda degisen biiyiikliiklerde epilepsi panelleri ile
retrospektif olarak degerlendirerek, hastalarin %18’inde (16 hastada) ACMG kriterlerine
gore ‘patojenik’ ve ‘muhtemel patojenik’ varyantlar saptandigini rapor etmislerdir.'®’

Zhang ve ark. tarafindan 253 epilepsili ¢inli ¢ocukta 300 gen iceren hedefli NGS
paneli kullanilarak yapilan bir caligmada tiim yas gruplarinda tani orant %18 iken 3 aydan
erken baglangigli epilepsilerde tani oran1 %26 olarak tespit edilmistir. Bu c¢aligmada
literatiirle uygun olarak en sik saptanan gen SCNIA (%17) olarak rapor edilmistir.'s3
Mercimek-Mahmutoglu ve ark. tarafindan yapilan bir calismada epilepsi, global
gelisimsel gecikmesi ve bilissel islev bozuklugu hastalarda epilepsi panelinin tan
degerini %12,7 saptanirken diger ¢aligmalarla uyumlu olarak en sik saptanan gen SCN/A4
olarak bildirilmistir.*® Gokben ve ark erken baslangicli epileptik ensefalopatili 30
hastadan olusan bir hasta grubunda hedeflenen NGS analizini kullanilarak 12 nedensel
varyant tanimlanmis olup NGS panelinin prediktif degeri %40 olarak tespit edilmistir.'¥

Zhang Q ve ark. erken baslangicli epileptik ensefalopatisi olan 175 Cinli hastada
56 de novo heterozigot varyant tanimlamakla birlikte diger caligmalardan farkli olarak en
sik saptanan gen CDKL5 (%13,1) olarak belirtilmistir.'*® Bu calismada KCNQ2 gen
varyant1 olan hastalarin valproik asit tedavisinden fayda gordiigii belirtilmekle birlikte
calismamizda KCNQ?2 gen varyant1 tespit edilen hastamizin valproik tedavisine yanith
olmasi ile uyumluydu.

Direngli epilepsilerin NGS panelleriyle arastirildigi ¢aligmalarda panelin tani
degeri %14 ile %32,6 arasinda tanimlanmustir.'¥1 Parrini ve ark. tarafindan yapilan
calismada 100 gen igeren hedefli NGS panellerinin, pediatrik ilaca direngli epilepsilerde
en uygun maliyetli tan1 secenegi oldugu one siiriilmiistiir.'®” Son zamanlarda yapilan bir
caligmada (2022) hedeflenmis gen paneliyle 175 hastadan 30’unda (%]17,14) patojenik
varyant tespit edildigi bildirilmistir. Ardindan diger varyantlarla klinik genotip-fenotip
korelasyonu ve ebeveyn DNA analiziyle segregasyon yapilmasiyla birlikte 16 (%9,14)

epilepsi hastasinin daha genetik tanisinin dogrulandigi bildirilmistir. Bdylece bu
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calismada NGS epilepsi gen panelinin sonuglarint degerlendirirken genotip-fenotip
korelasyonu ve multidisipliner bir yaklasim &nerilmistir.!*!

Calismamizda olgularin %64,5’unda varyant (P, LP, VUS) tespit edilmemistir. Bu
hastalarin epilepsi fenotipinden genetik dis1 nedenler ya da genetik nedenler arasinda
NGS gen paneli disindaki genlerin, epigenetik-damgalama (imprint) bozukluklarinin
veya mikrodelesyon mikroduplikasyonlarin varliginin neden oldugu diistiniilmektedir.

Bir¢ok epilepsi i¢in, spesifik genetik etiyolojinin saptanmasi prognoz hakkinda
bilgi saglamakla birlikte, tedavi ve yonetimle ilgili kararlar1 etkilemektedir. Erken
molekiiler tant hastaligin tekrar riski agisidan genetik danigmalik verilmesine, bazi1 genler
icin gene 0zgl tedavilerin uygulanmasina, olgularin gen spesifik tedavi denemelerine
katilmasina ve hasta destek gruplariyla etkilesim kurmasina olanak saglayabilir.

Pediatrik epilepsi hastalarinda, teshis icin NGS epilepsi panelleri kullanilmas1 ayni
zamanda hastalarin tedavi segeneklerini de etkilemektedir. Ornegin; ALH7A1 homozigot
mutasyonu i¢in pridoksin, KCNTI mutasyonu i¢in Quinidin, GRIN2A/ GRIN2B
fonksiyon kazanci mutasyonu i¢in memantin, PCDH19 mutasyonu icin klobazam ve
bromid, PRRT?2 i¢in karbamazepin, KCNQ2 mutasyonu i¢in retigabin ve valproik asit,
GLUTI eksikliginde ketojenik diyet gibi tedaviler dnerilmektedir.!8!-1°119 TSCI ve
TSC2 ile ilgili bozukluklar i¢in de vigabatrin, mTOR inhibitorleri veya rezektif epilepsi
cerrahisi diisiiniilebilir.!*®

Altta yatan genetik nedenin nedenin bilinmesi, SCNI14 gibi sodyum kanali
fonksiyon kaybettirici mutasyonlarla iligkili epilepsilerde sodyum kanal blokerleri gibi

semptomlar1 arttiran maddelerden kaginmaya yardimci olabilir.!®?

Ayrica bazi
antiepileptik ilaglar, bazi genetik epilepsi sendromlarinda digerlerinden daha etkili
goriinmektedir. Yapilan ¢alismalarda, sodyum kanali blokerlerinin, KCNQ2 ve PRRT?2
genleri ile iligkili ndbetlerde daha etkili oldugu gosterilmistir.'4*1°1:192 Baz; antiepileptik
ilaglar ise, KCNMA 1ile iliskili epilepsilerde etosiiksimid, PCDH19 iliskili epilepsilerde
karbamazepin kullanilmasi gibi nobet aktivitesini kotiilestirebilir ve hatta POLG1 iliskili
epilepsi hastalarinda valproik asidin kullanilmasi gibi 6liimciil karaciger yetmezligine yol
acabilir, 193197198

Sonug olarak, epilepsi hastalarinda hedefli gen paneli yaklasimi WES analizine
alternatif kullanilabilir. Ciinkii WES analizi ile karsilastirildiginda epilepsi panelinde
fenotipik olarak ilgili genlerin dahil edilmesi tesadiifi saptanan bulgular1 azaltmaktadir.
Ayrica, hedeflenmis gen yaklasimi sinirhi sayida genin, daha diisiik maliyetlerle daha

yiiksek siralama okuma derinligi ile daha iyi analiz kalitesine sahip olmasina olanak tanir.

122



NGS panellerinin dezavantaji ise panellerin dnceden tanimlanmis sayida gene sahip
olmasi ve epilepsi ile iliskili olabilecek herhangi bir yeni gen kesfine imkan

tanimamasidir.
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Tablo 5.1 Literatiirde bildirilen epilepsi ile iliskili hedefli gen panelleri

Fenotip Hasta Paneldeki | Tani Referans

sayi1sl gen sayist | orant
Epilepsi 33 265 %48 Lemke vd.,2012°
Epileptik ensefalopati 500 65 %10 Carvill vd., 2013'%
Erken baglangi¢h 53 30 %20,7 | Kodera vd., 20132%
epileptik ensefalopati
Epilepsi 19 67 %47 Della Mina vd., 201442
Epilepsi 28 38ves53 | %21,4 | Wang vd., 2014%!
Epileptik ensefalopati 110 38-327 %12,7 | Mercimek-Mahmutoglu

vd., 2015%

Erken baslangigh 50 137 %22 Allen vd., 2016'32
epileptik ensefalopati
Erken baslangigh 400 46 %18 Trump vd., 2016%%
epilepsi ve gelisme
geriligi
Epilepsi ve gelisme 253 300 %18 Zhang vd., 2015'%3
geriligi
Fokal epilepsi 251 11 %0,8 | Hildebrand vd., 2016'#
Epilepsi 216 46 %23 Moller vd., 2016'>
Erken baslangi¢h 175 17 %32 Zhang vd., 2017'%
epileptik ensefalopati
[laca direngli epilepsi (0- | 349 30 ve 95 %20,3 | Parrini vd., 2017'%
5 yas)
Epilepsi ve entelektiiel 360 26 %9 De Kovel vd., 2016°%
yetersizlik (<5 yas)
Direngli epilepsi 49 B %14 Segal vd., 2016'%
Epileptik ensefalopati 68 308 %19 Arafat vd., 2017%%
Erken baslangich 114 B %27,2 | Berg vd., 2017%
epilepsi
Epilepsi ve gelisim 87 83 ve 106 | %19,5 | Ortega-Moreno vd.,
geriligi gen 2017%%
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Erken baslangi¢h 30 16 %30 Gokben vd., 2017'33

epileptik ensefalopati

Erken baslangi¢l 74 172 %37,8 | Rim vd., 20182%

epilepsi

Epilepsi 339 110 %18 Butler vd., 2017!8

Ilaca direngli epilepsi 141 308 ve %32,6 | Peng vd., 2019'°
540

Gelisimsel epileptik 278 172 %37,1 | Kovd.,2018'%

ensefalopati

Epilepsi 96 46, 76, 85, | %20 Oates vd., 2018%"7
102

Epilepsi ve 8565 70 %15,4 | Lindy vd, 2018'"7

norogelisimsel hastalik

Cocukluk cag1 epilepsisi | 163 3 ile 666 %19 Costain vd., 20192%
gen arasi

Epilepsi 91 5-434 %18 Hoelz vd., 2020'%7

Epilepsi (18-80 yas) 200 45-580 %23 Johannesen vd., 20202%
gen

Epilepsi (2-5 yas) 211 194 ve %5,2 | Gall vd., 20212!°
283

Epilepsi 175 270 %26,28 | Horak vd 2022"!

Kisaltmalar: B: bilinmiyor
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6.SONUC VE ONERILER

Epilepsi ¢ocukluk doneminde sik goriilen bir hastalik grubudur. Etiyolojide
yapisal, metabolik, enfeksiyoz ve immun nedenler yer almakla birlikte genetik nedenler
giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Hastalarda spesifik genetik etiyolojinin
belirlenmesi kisisellestirilmis tedavi ve yonetim se¢eneklerinin oniinli agmakla birlikte
hastaligin prognozu ve tekrar riski agisindan yol gosterici olmaktadir. Boylece ailelere
prenatal ve preimplantasyon genetik tani secenegi ile birlikte genetik danigsmanlik
verilebilmektedir.

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik poliklinigine rutin tami testi
amactyla bagvurup Epilepsi NGS paneli ¢alisilmig 107 epilepsili ¢ocuk hastanin klinik,
demografik ve laboratuvar bulgulariyla hedefli NGS verilerinin retrospektif olarak
incelendigi calismamizda; 20 patojenik, 5 muhtemel patojenik ve 49 klinik 6nemi
bilinmeyen olmak lizere 74 varyant tespit edilmistir. VUS varyantlar yeniden analiz
edildikten sonra 15’1 benign, 15’1 muhtemel benign, 5’1 muhtemel patojenik, 1'i patojenik
olmak {iizere 36 varyantin patojenite siiflandirmasi tekrar belirlenmistir. Boylece
toplamda 31 patojenik-muhtemel patojenik (P, LP) ve 13 VUS varyant saptanmistir.

Calismamizda 110 epilepsi ile iligkili gen i¢ceren NGS panelinin prediktif degeri
ilk degerlendirmede patojenik ve muhtemel patojenik varyantlar i¢in %21,4 ve VUS
varyantlarin eklenmesiyle %28 olarak hesaplanmis olup bu oranlar literatiirde epilepsi
paneli c¢alisilmis arastirmalar ile uyumlu olarak saptanmistir. Calismamizda %30
oraninda saptanan VUS varyantlarin 6nemini belirlemek i¢in fonksiyonel caligmalar
yapilmast Onerilmektedir. Boylece NGS panelinde saptanan varyantlar daha kolay
degerlendirilerek daha yiiksek tanisal deger elde edilebilir. Ayrica varyantlarin
patojenitesi giincel literatlir bilgisiyle degisebildiginden NGS sonuglarinin belirli
araliklarla tekrar analiz edilmesi gerekmektedir.

Epilepsi klinik ve genetik heterojenite gdsteren bir hastalik grubu oldugundan
spesifik bir sendrom diisiinlilmeyen hastalarin 6ncelikle hedefli NGS panelleri ile
taranmas1 ve mutasyon bulunamayan olgularda ise kromozomal mikroarray, WGS veya

WES analizi gibi genetik tani testlerinin ¢alisilmasi 6nerilmektedir.
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