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OZET

Haryanyan, G. (2019). Progresif Miyoklonik Epilepsilerde Tim Ekzom Dizileme
Yontemi ile Iliskili Genlerin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Progresif Miyoklonus Epilepsisi (PME) aksiyon ile tetiklenen miyoklonus,
tonik-klonik ndbetler ve ilerleyici nérolojik bulgular ile kendini gosteren genellikle
resesif gegisli bir hastalik grubudur. PME alt gruplari arasinda ayirici taniy1 koymak
giictiir, ¢linkli cogu PME tiirii klinik olarak benzer 6zelliklere sahip olsalar bile genetik
olarak heterojendirler. Hastalarin biligsel isleyisleri degerlendirildiginde PME’ler Klinik
olarak iki ana grupta incelenebilir. Bilissel isleyisin normal seyrettigi PME’ler arasinda
Unverricht-Lundborg Hastaligi (ULH) ve Aksiyon miyoklonus-renal yetmezlik
sendromu sayilabilir. Lafora Hastalig1 (LH) ve Noronal Seroid Lipofusinoz (CLN) gibi
PME alt gruplarinda ise hastalik biligsel isleyiste zayiflama ile seyreder. Calismamizin
amaci klinik olarak ortiisen ozelliklere sahip PME hasta grubunu yiiksek ¢iktili
yontemlerle inceleyerek bu hastalarda molekiiler altyapiyr aydinlatmak, yeni PME
genleri bulmak ve bu pilot galisma ile tilkemize 0zgu bir PME genetik profili
cikarilmasina katki saglamaktir. PME nadir bir hastalik oldugundan o6tirl proje

¢iktilarimiz nadir hastalik arastirmalari ile de Ortiismektedir.

Calismamizda, PME on tanist almig 18 farkli aileden 21 hastada hastalikta
genetik analizler gerceklestirilmis ve hastaligin kaynagi olan genler arastirtlmistir. Bu
kapsamda kademeli bir analiz strateji tercih edilmistir: (i) PME’nin nispeten yaygin bir
sebebi olan Lafora Hastalig: ile ilgili EPM2A ve NHLRC1 genlerinin Sanger dizileme
yontemi ile incelenmesi (ii) hem bilinen hem de yeni PME genlerinin kolektif olarak

arastirtlmasi i¢in tiim ekzom dizileme yapilmasi.

Bu calismada hedefe yonelik veya yiiksek ¢iktili yontemler ile PME hasta
grubundaki yogun genetik heterojenligin hastalara 6zgl bireysel sonuclar verecek

sekilde analizini planladik.

Calisma sonucunda, farkli alt gruplar ile iligkilendirilmis EMP2A, NHLRC1,
SCARB2 ve KCTD7 genlerinde hastalik ile iliskilendirilebilecek varyantlar tespit
edilmis ve tek bir kiside hastalikla iligkili olabilecek bir gende varyantlar tespit
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edilmistir. Dort hastada ise hastalik ile iliskili veya iligkili olabilecek bir varyant tespit

edilememis, aday genler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Ekzom Dizileme, Epilepsi, Genetik, Lafora, Miyoklonik Epilepsi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDP-2017-25510



18

ABSTRACT

Haryanyan, G. (2019). Investigation of Genes in Progressive Myoclonic Epilepsies with
all Whole Exom Sequencing. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetic
Department. Postgraduate. Istanbul.

Progressive Myoclonus Epilepsy (PME) is a disease-induced myoclonus, tonic-
clonic seizures, and progressive neurological manifestations. The differential diagnosis
for PME subgroups is rather challenging, as most PME types have clinically similar
characteristics and they are genetically heterogeneous. PMEs can clinically be classified
in two main groups via evaluating the cognitive status of affected individuals. PME
subtypes with normal cognitive functioning include Unverricht-Lundborg Disease
(ULH) and Action myoclonus-renal failure syndrome. On the other hand, in PME
subtypes such as Lafora Disease (LD) and Neuronal Ceroid Lipofuscinosis (CLN), there
is cognitive decline as the disease progresses. Herein, we set out to analyze a cohort of
PME patients with clinically overlapping features in order to provide molecular
diagnosis, find new PME genes and establish the genetic profile of PME patients
specific to our country via this pilot study. Since PME is a rare disease, the outcome of

our project also overlaps with rare disease studies.

In this study, we have performed genetic analyses in 21 patieents from 18
distinct families. In this context, we have undertaken a serial analysis strategy: (i)
Investigation of EPM2A and NHLRC1 genes related to Lafora Disease -a rather
common form of PME- by Sanger sequencing (ii) Whole exome sequencing to identify

both known and new PME genes.

In the framework of this study, we have analyzed the intense genetic

heterogeneity in PME patient group with the aim of providing patient specific results.

As a result of the study, variants have been identified in EMP2A, NHLRC1,
SCARB2 and KCTD7 genes associated with different subgroups and in a single patient,
a variant in a gene that may be associated with the disease has been identified. In four
patients, a variant that could be associated with or associated with the disease could not
be identified and candidate genes were selected.

Key Words: Exome sequencing, epilepsy, genetic, lafora, myoclonic epilepsy
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1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi diinya populasyonunun 9%0.5-2" sini etkileyen yaygin karmasik bir
norolojik hastalik olup, anormal noronal desarjlarla birlikte seyreden tekrarlayici
nobetlerin serebral fonksiyonda gegici bozulmalara yol agmasiyla kendini gosterir.
NObetlerin kaynaginin beynin tiim veya belirli bolgesinde olmasi durumunda epileptik
sendrom sirasiyla jeneralize veya parsiyel olarak nitelendirilir. Progresif Miyoklonus
Epilepsi (PME), epilepsinin jereralize ve semptomatik bir alt grubudur ve agir bir Klinik
tablo ile ilerler. PME’ ler ayn1 zamanda nadir hastaliklar sinifina dahil genetik gegisli ve
norodejeneratif slreclerin sorumlu oldugu heterojen bir hastalik grubu olarak da

tanimlanirlar.

Tim epilepsilerin yaklasik %1’ini olusturan PME’ ler temel olarak aksiyon
ve/veya dis uyarilar (1s1k, ses ve dokunma) ile tetiklenen agir miyoklonus ile kendini
gosterir. Baslangi¢ yasi genellikle ge¢ cocukluk veya ergenlik ¢agi olsa da PME her
yasta ortaya cikabilir. PME’de miyokloniye siklikla diger ndbet turleri (6zellikle
jeneralize tonik-klonik nobetler), ilerleyici ataksi ve demans gibi farkli norolojik
bulgular da eslik eder. Sonunda hastalar tekerlekli sandalyeye bagimli kalirlar ve
ortalama yasam siireleri diiser. PME’yi ailesel kiimelenme gosteren jlvenil miyoklonik
epilepsi (JME) gibi diger genetik gegisli epilepsilerden klinik olarak ayirmak 6zellikle
hastaligin ilk evrelerinde zor olabilir. Ancak ilerleyici norolojik hasar ve antiepileptik
ilag tedavisine diren¢ gibi bulgularin elektroensefalografi (EEG) incelemesi ile
desteklenmesi PME tanisim1  gii¢lendirir. EEG’de tipik olarak temel aktivitede
yavaslama ve jeneralize epileptiform desarjlar, 151k duyarliligi, 6zellikle oksipital

boélgede fokal bulgular goruldr.

PME alt gruplar1 benzer klinik 6zellikler gostermekle beraber hastalarin biligsel
isleyisleri degerlendirildiginde PME’ler klinik olarak iki ana grupta incelenebilir.
Biligsel isleyisin normal seyrettigi PME’ler arasinda Unverricht-Lundborg Hastalig
(ULH) ve Aksiyon miyoklonus-renal yetmezlik sendromu sayilabilir. Lafora Hastaligi
(LH) ve Noronal Seroid Lipofusinoz (Ceroid Lipofuscinosis Neuronal; CLN) gibi PME
alt gruplar1 ise hastalik bilissel isleyiste zayiflama ile seyreder. Molekiler olarak
karakterize edilen ve iligkili gen veya bolgenin tespit edildigi PME alt gruplarinin

¢ogunun otozomal resesif gecisli oldugu goriilmektedir (Tablo 2-1). Bildirilen gen
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varyantlar1 6zellikle akraba evliligine bagli ailelerde veya izole toplumlarda homozigot
veya birlesik heterozigot durumdadir. Bununla beraber otozomal dominant veya
mitokondrial kaliim gosteren PME alt gruplar1 de tespit edilmistir. PME alt
gruplarindan sorumlu genlerin kodladigi proteinlerin ¢ogunun endozomal veya
lizozomal gorevleri vardir, ancak iligskili hastalik mekanizmalart genelde

aydinlatilabilmis degildir.

PME alt gruplarimin genetik heterojenite, fenotipik benzerlik ve diger epileptik
veya norodejeneratif hastaliklarla benzerlik gdéstermesinden dolayr bu tiirleri klinik
olarak smiflandirmakta genellikle zorluk yasanir. Cogu durumda bu siniflandirmayi
yapabilecek belirleyici bir klinik 6zellik veya uygun bir biyobelirte¢ mevcut degildir.
Sonu¢ olarak PME vakalarinin 6nemli bir kisminda ayirici tani genelde eksik
kalmaktadir. Tablo 2-1 de 6zetlenen PME alt gruplarinin klasik PME fenotipine sahip
ve iliskili genleri tespit edilmis bazi hastaliklar asagida detaylari ile anlatilmistir. PME
alt gruplar1 EPM (Epilepsi, Progresif Miyoklonus) kisaltmasi ve takip eden bir numara

ile smiflandirilmaktadir.

Bu c¢alismanin amact PME hasta grubunda iligkili genlerin incelenmesidir.
Nispeten yaygin faktorlerin elenmesinden sonra yiiksek ¢iktili ekzom dizileme yontemi
ile hem bilinen hem de PME ile ilgkili yeni genler incelenecektir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Progresif Miyoklonik Epilepsi

Epilepsi dinya populasyonunun %0.5-2' sini etkileyen yaygin karmasik bir
norolojik hastalik olup, anormal noéronal desarjlarla birlikte seyreden tekrarlayici
ndbetlerin serebral fonksiyonda gecici bozulmalara yol agmasiyla kendini gosterir [1].
Nobetlerin kaynagiin beynin tiim veya belirli bélgesinde olmasi durumunda epileptik
sendrom sirasiyla jeneralize veya parsiyel olarak nitelendirilir. Progresif Miyoklonus
Epilepsisi (PME) epilepsinin jereralize ve semptomatik bir alt grubudur ve agir bir
Klinik tablo ile ilerler. PME’ ler ayni zamanda nadir hastaliklar sinifina dahil genetik
gecisli ve norodejeneratif sureglerin sorumlu oldugu heterojen bir hastalik grubu olarak

da tanimlanirlar.

Tum epilepsilerin yaklasik yiizde 1’ini olusturan PME’ ler temel olarak aksiyon
ve/veya dis uyarilar (151k, ses ve dokunma) ile tetiklenen agir miyoklonus ile kendini
gosterir [2]. Baslangig¢ yas1 genellikle ge¢ cocukluk veya ergenlik ¢agi olsa da PME her
yasta ortaya c¢ikabilir. PME’de miyokloniye siklikla diger ndbet tiirleri (6zellikle
jeneralize tonik-klonik nobetler, ilerleyici ataksi ve demans gibi farkli noérolojik
bulgular da eslik eder [3]. Sonunda hastalar tekerlekli sandalyeye bagimli kalirlar ve
ortalama yasam siireleri diisiiktir. PME’yi ailesel kiimelenme gosteren jivenil
miyoklonik epilepsi (JME) gibi diger genetik gegisli epilepsilerden klinik olarak
ayirmak 6zellikle hastaligin ilk evrelerinde zor olabilir. Ancak ilerleyici norolojik hasar
ve antiepileptik ilag tedavisine diren¢ gibi bulgularin elektroensefalografi (EEG)
incelemesi ile desteklenmesi PME tanisini giiglendirir [4-5]. EEG’de tipik olarak temel
aktivitede yavaslama ve jeneralize epileptiform desarjlar, 151k duyarliligi, ozellikle

oksipital bolgede fokal bulgular goruldr.

PME alt gruplar1 benzer klinik 6zellikler gostermekle beraber hastalarin biligsel
isleyisleri degerlendirildiginde PME’ler klinik olarak iki ana grupta incelenebilir.
Bilissel isleyisin normal seyrettigi PME’ler arasinda Unverricht-Lundborg Hastaligi
(ULH) ve Aksiyon miyoklonus-renal yetmezlik sendromu sayilabilir. Lafora Hastalig1
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(LH) ve noronal seroid lipofusinoz (Ceroid Lipofuscinosis Neuronal; CLN) gibi PME

alt gruplarinda ise hastalik bilissel isleyiste zayiflama ile seyreder.

2.2. Progresif Miyoklonik Epilepsi Alt gruplari

Molekiler olarak karakterize edilen ve iligkili gen veya bolgenin tespit edildigi
PME alt gruplarinin ¢ogunun otozomal resesif gegisli oldugu gortlmektedir (Tablo 2-1).
Bildirilen gen mutasyonlar1 ozellikle akraba evliligine bagli ailelerde veya izole
toplumlarda homozigot veya birlesik heterozigot durumdadir. Bununla beraber
otozomal dominant veya mitokondrial kalitim gosteren PME alt gruplarida tespit
edilmistir. PME alt gruplarindan sorumlu genlerin kodladigi proteinlerin ¢ogunun
endozomal veya lizozomal gorevleri vardir, ancak iliskili hastalik mekanizmalari

genelde aydinlatilabilmis degildir.

PME alt gruplarinin genetik heterojenite, fenotipik benzerlik ve diger epileptik
veya norodejeneratif hastaliklarla benzerlik gdstermesinden dolay: bu tiirleri klinik
olarak smiflandirmakta genellikle zorluk yasanir. Cogu durumda bu siiflandirmayi
yapabilecek belirleyici bir klinik 6zellik veya uygun bir biyobelirte¢ mevcut degildir.
Sonu¢ olarak PME vakalarinin 6nemli bir kisminda ayirici tani genelde eksik
kalmaktadir. Tablo 2-1’de 0zetlenen PME alt gruplarinin klasik PME fenotipine sahip
ve iliskili genleri tespit edilmis baz1 hastaliklar asagida detaylari ile anlatilmistir. PME
alt gruplar1 EPM (Epilepsi, Progresif Miyoklonus) kisaltmas1 ve takip eden bir numara

ile siniflandirilmaktadir.

Tablo 2-1: PME ile iliskili genler ve alt grupleri.

Gen Hastalik Adi Kahtim OMIM No:
Epilepsy, progressive myoclonic 1A (Unverricht

CSTB and Lundborg) OR 254800
PRICKLE1 Epilepsy, progressive myoclonic 1B OR 612437
EPM2A Epilepsy, progressive myoclonic 2A (Lafora) OR 254780
NHLRC1 Epilepsy, progressive myoclonic 2B (Lafora) OR 254780
CERS1 Epilepsy, progressive myoclonic, 8 OR 616230
KCTD7 !Epllepsy, progressive myoclonic 3, with or without OR 611726
intracellular inclusions
SCARB? Epllepsy, progressive myoclonic 4, with or without OR 254900
renal failure
Mitochondrial recessive ataxia syndrome (includes
POLG SANDO and SCAE) OR 607459
GOSR2 Epilepsy, progressive myoclonic 6 OR 614018
KCNC1 Epilepsy, progressive myoclonic 7 oD 616187

CERS1 Epilepsy, progressive myoclonic, 8 OR 616230
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LMNB2 Epilepsy, progressive myoclonic, 9 OR 616540
PRDMS8 Epilepsy, progressive myoclonic, 10 OR 616640
ASAH1 Spinal muscular atrophy with PME OR 228000

Encephalopathy, familial, with neuroserpin

SR inclusion bodies

oD 604218

2.2.1. Unverricht-Lundborg Hastahg (ULH; EPM1A)

PME’nin en yaygin alt grubu olarak ULH olarak goziikiir. Baslangi¢c yast
genellikle 6-16 yaslar1 arasinda degisir. Klinik olarak 1s1k ve ses gibi dis uyaranlarla
tetiklenen miyoklonus ve tonik-klonik ndbetlerle karakterizedir. En 6nemli Kklinik
0zelligi ULH hastalarinda biligsel yetinin normal seyretmesidir. Hastalik baglangcindan
birka¢ yil sonra hastalarda ataksi, koordinasyon bozuklugu, istemli harekete bagli
tremor ve dizartri gibi serebellar bulgular gozlenebilir. Otozomal resesif kalitilim
gosteren ULH, CSTB genindeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir [6]. CSTB bir sistein
proteaz inhibitoru olan cystatin B/stefin B’yi kodlar. Bu proteinin lizozomlardan sizan
proteazlara karsi hiicreyi koruyan bir gorevi oldugu diisiiniilmektedir. CSTB geninde
tespit edilen en sik bozukluk genin promotdr bolgesinde yer alan 12 bazlik dodekamer
tekrariin (5’-CCCCGCCCCGCG-3’) sayica uzamasidir. Normal popiilasyonda 2, 3
veya 4 kopya olarak gozlenen bu tekrar, hasta bireylerde en az 30 tekrardir. Tekrar artisi
ile birlikte CSTB geninin anlatimin1 zayiflar. ULH ayrica CSTB genin kodlayan veya
kirpilma  bolgelerindeki nokta mutasyonlarina bagli olarak da gelisebildigi
gdsterilmistir. Ancak ULH’de tutarli bir fenotip genotip korrelasyonu yoktur. Ornegin
CSTB dodekamer tekrar sayisi ile hastaligin siddeti arasinda bir iliski saptanmamustir.
Hatta CSTB geninde ayni anda hem bir dodekamer artisina hem de bir nokta
mutasyonuna sahip birlesik heterozigot bireylerde daha agir bir fenotip gozlenmistir.
ULH’da bildirilen farkli vakalarla fenotip skalasi genislemis; ayni aileye mensup
ULH’1i bireylerde dahi farkli klinik seyir izlenmistir. Baz1t ULH hastalarinin ¢ok siddetli
olmayan miyokloniler sergilemesi, hastaliga ¢cok daha ge¢ evrelerde tan1 konabilmesine

veya hastaligin jiivenil miyoklonik epilepsi ile karistirilabilmesine sebep olmaktadir [7].

2.2.2. ULH benzeri PME
ULH’nin kendi ig¢inde klinik heterojenite sergilemesinin yansira ULH’ye
benzeyen ancak CSTB mutasyonlari ile agiklanamayan bazi PME tiirleri de mevcuttur.

Molekiler genetik alaninda yasanan gelismelerle ULH benzeri biligsel yetiyi
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etkilemeyen otozomal resefif PME ile iliskili yeni genler tespit edilmistir. Wnt/beta-
catenin sinyal yolagini baskilayan bir niikleer reseptorii kodlayan gen olan Prickle
planar cell polarity protein 1 (PRICKLE1), ULH’ye benzeyen ancak biraz daha agir bir
fenotipi olan EPMIB’ye yol agmaktadir [8]. Yine ULH’ye benzeyen ancak bazi
vakalarinda renal yetmezlik de gozlenenen EPM4 hastaligi i¢in lizozom ve
endozomlarda gorevli bir glikoproteini kodlayan SCARB2 geni sorumlu bulunmustur
[9-10]. Son olarak Golgi cisimciginde vesikiiler trafikten sorumlu bir proteini kodlayan
Golgi SNAP receptor complex member 2 (GOSR2) genindeki mutasyonlar ULH
benzeri EPM6 ile iliskili bulunmustur [11]. Dolayisiyla hem ULH tanisini dogru
koymak ve hem de ULH’ye klinik olarak benzer fakat farkli PME alt gruplarini tespit

etmek icin molekiiler taninin 6nemi biiytiktiir.

2.2.3. Lafora Hastahgi (LH; EPM2A/2B)

Lafora hastaligi miyoklonus, tonik-klonik nobetler, gorsel halusinasyonlar,
biligsel fonksiyonlarda kayip ve ilerleyici norolojik hasarla karakterizedir. Prognoz
kotadur ve genellikle 2-10 yil i¢inde Oliimle sonlanir. EEG baglangigta idyopatik
jeneralize epilepsi (1JE) ile karisir, ancak hizla bozulur, temel aktivite yavaslar, hizli
dizensiz jeneralize diken-¢ok diken dalga desarjlar1 ve oksipital dikenler eklenir. Isiga
duyarlilik genellikle vardir. Otozomal resesif olarak kalitilan LH, iligkili oldugu gen
bozukluguna gére EPM2A veya EPM2B olarak da anilir. Bir protein fosfataz olan
laforin proteinini kodlayan EPM2A ve bir E3-ubiquitin ligaz olan malin proteinini
kodlayan NHRLC1 genleri LH’de sorumludurlar [12]. Laforin ve malin hucre iginde bir
kompleks olusturarak glikojen metabolizmasini diizenler. Dolayisiyla, LH bir
karbonhidrat metabolizmasi hastaligidir ve sinir dokusu dahil farkli dokularda hiicre igi
poliglukozan inklizyon cisimleri (Lafora cisimleri) ile karakterizedir. Ter bezi

kanallarini da igeren deri biyopsisi tanida 6nemlidir [3].

2.2.4. Miyoklonus Epilepsi ve Ataksi (MEAK; EPM7)

Cok yakin zamanda yapilan ve prototipik PME 6zellikleri gosteren 80’den fazla
bagimsiz PME hastasinin ekzom dizilemesini igeren bir ¢alisma PME’ye sebep olan
yaygin bir genetik bozuklugu isaret etmistir [13]. Ortalama %10 vakanin fenotipi
KCNC1 geninde ayni noktada yer alan (c.959G>A; p.Arg320His) ve hastalarda de novo
olarak ortaya cikan bir mutasyonla agiklanabilmistir. KCNC1 voltaja duyarli bir

potasyum membran kanalinin Kv3.1 adl alt iinitesini kodlar. p.Arg320His degisiminin
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kanal proteini Uzerinde dominant-negatif etki gostererek fonksiyon kaybina neden
oldugu gosterilmistir. Farkli hastalarda KCNC1 genin farkli bolgelerinde mutasyonlara
rastlanmamast ve Arg320 amino asidinin biyofiziksel olarak 6zel bir konumda
olmasiyla, KCNC1 genine bagli PME’nin 6zellile p.Arg320His degisimi ile iliskili

oldugu sonucuna varilmstir.

2.2.5. CLN14 (EPM3)

Genetik olarak heterojen bir lizozomal hastalik grubu olan Noéronal Seroid
Lipofusinozlar (Ceroid Lipofuscinosis, Neuronal; CLN) c¢ocuklarda kalitimsal
norodejenerasyonun en yaygin sebebidir. CLN klinik olarak ilerleyici motor ve biligsel
gerileme, retina pigment epitelinde dejenerasyon ve takip eden gérme kaybi ile tonik-
klonik ve miyoklonik ndbetler ile karakterizedir. Hastalar genellikle erken yasta
kaybedilir. CLN alt gruplarinda en 6nemli ayirict bulgu noéronlarda ve diger hiicre
tiplerinde gozlenen, otofloresan ve tipik bir yapiya sahip materyallerin lizozomal
birikim gostermesidir [14]. Cogunlukla otozomal resesif olarak kalititlan CLN’de
hastalik baslangi¢ yasi CLN alt gruplarina gore erken ¢ocukluktan eriskinlik donemine
kadar uzanabilir. Ginumizde 14 adet CLN alt grubu ile iliskili 13 gen bilinmektedir
(Tablo 2-2).

Tablo 2-2: CLN ile iligkili genler ve alt grupleri.

Gen Hastahk Adi Kahtim OMIM No:
PPT1 Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 1 OR 256730
TPP1 Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 2 OR 204500
CLN3 Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 3 OR 204200
DNAJC5  Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 4, Parry type oD 162350
CLN5 Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 5 OR 256731
CLNG Ceroid lipofuscinosis, neuronal, Kufs type, adult onset - 204300
Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 6 601780
MFSD8  Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 7 OR 610951
CLNS Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 8 OR 600143
Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 8, Northern epilepsy variant 610003
CTSD Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 10 OR 610127
GRN Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 11 OR 614706
ATP13A2 Kufor-Rakeb syndrome OR 606693
CTSF Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 13, Kufs type OR 615362

KCTD7 Ceroid lipofuscinosis, neuronal, 14 OR 611726
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CLN alt gruplart arasinda 6zellikle EPM3 olarak da bilinen CLN14 dikkat
cekmektedir. 2012 yilinda PME hastalarinda yapilan bir ¢galismada CLN14’ten sorumlu
KCTD7 gen mutasyonlar1 herhangi bir metabolik veya patolojik bir isaret olmaksizin
Ozellikle erken yasta baslayan ve prototipik PME 6zellikleri tasiyan 7 akraba evliligi
yapmig ailede tespit edilmistir [15]. Resesif durumdaki bu mutasyonlar amino asit
degisikligine sebep olan tek nokta mutasyonlari veya kiglk insersyon/delesyonlar
seklindedir. KCTD7 mutasyonuna sahip hastalarda baslangi¢ yas1 2 yas civaridir ve ilk
bulgular1 nobet (miyoklonik ve/veya tonik-klonik nobet) veya ataksi olarak
bildirilmistir. Tk bulgular takiben 2 sene igerisinde pisikomotor gerilik gézlenmis ve
sonunda tim hastalarda ciddi boyutta motor ve mental gerilik rapor edilmistir. Diger
CLN’lerin aksine tiim hastalarda retinal bulgular ile rutin biyokimyasal ve patolojiye
yonelik testler normal bulunmustur. 3 hastanin deri biyopsisinde yapilan elektron
mikroskop analizinde CLN ile uyumlu lizozomal birikim materyali tespit edilmemistir.
Dolayisiyla KCTD7°nin CLN disinda prototipik PME patojenezindeki roli ortaya

cikarilmstar.

PME'ye neden olan hastaliklar toplumlar, aileler ve bireyler arasinda klinik ve
genetik heterojenite gostermektedir. Bu farkli PME gen defektlerinin degisken PME
fenotiplerine nasil yol agtigi halen bilinmemektedir. Farkli toplumlarda hastaliga yol
acan farkli mutasyonlarin saptanmasi molekiiler genetik taninin ve genetik
danismanlhigin daha etkin yapilabilmesini saglayacaktir. Ayrica mutasyonlarin
anlasilmasi, buna dayali olarak yeni ve etkili tedavi olanaklarinin gelisimi agisindan

Onem tasimaktadir.

2.3. Yeni Nesil Dizileme

Genel olarak epilepsi genetigi iki kategori olarak siniflandirilabilir: (i) primer
epilepsi ile ilgili genler ve lokuslar, (ii) epilepsinin bir semptomu oldugu diger norolojik
hastaliklar ile ilgili genler [16]. Yiiksek ¢iktili sekanslama teknolojileri her iki kategori

i¢cin de katkida bulunmaktadir.

Epilepsi sendromlarinin klinik olarak daha iyi tanimlanabilmesi igin genetik
testlerin daha yaygin kullanimina ihtiyag vardir [17]. Epilepsi tanisinda kullanilan yeni
teknolojilerin kullanilmasi i¢in, sendromlar1 ve nobetleri ile iliskilendirilen baz1 gen

varyasyonlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak gereklidir.
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Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing-NGS), genetik testler igin
kullanilan yeni bir tekniktir. NGS tekniginin, epilepsiye sebep olan mutasyonlari
bulmada ki bunlara de novo, novel ve ailesel mutasyonlar da dahil olmak Uzere ¢ok
blylk potansiyeli vardir. Hastaligin farkli fenotiplerine ragmen molekiiler taniyi

guclendirmektedir.

2.3.1. Tum Ekzom Dizileme
Gliniimiizde NGS ¢oklu gen sekanslama 6zelligi sayesinde Sanger sekanslama
yontemin yerini almaktadir. Ozgiin gen panelleri, tiim ekzom dizileme (WES- Whole

Exome Sequencing) ve tuim genom dizileme bu uygulamalardan bazilaridir.

WES genomun yaklagik %1-2’lik bolimine tekabil eden protein kodlayan
boliimiine odaklanmaktadir. Hastalia sebep olan mutasyonlarin hemen hemen %85’

bu bolgelerde yer almaktadir [18].

Epilepsinin genetik temellerinin NGS ile aydinlatilmasi, hastalara uygulanan

tedavilerde yenilikler ve gelismelere yol agacaktir.

Su anda, WES ile daha 6nce tani alamamis hastalarda yaklasik %25 oraninda
tan1 oranina sahiptir. Bu, kromozom c¢aligmalar1 (karyotip analizi) (% 5-10) ve CMA
(% 15-20) dahil diger karsilastirilabilir genetik testlerden daha yiiksektir. Yapilan bir
calismada WES, 6zgiin bir nérolojik bulgusu olan Mendelyan hastaliklarda tani orani

%31°dir [19].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Caliyma Kapsamindan Incelenen Bireyler

Calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 23.02.2018 tarihli 292 sayil izni kapsaminda gerceklestirilmistir. Imzali goniillii
olur formu alinmig toplam 21 (18 bagimsiz aile) hasta ¢alismada incelenmistir. Bunun
haricinde gerekli goriildiigii durumlarda segregasyon analizleri i¢in bireylerin
hasta/saglikli aile fertlerinden géniillii onam formlar1 toplanarak calismaya dahil

edilmistir.

Calismaya katilan her bireyden DNA materyali eldesi aigin 10 ml periferik kan
alinmis ve +4°C’lik buz dolabinda saklanmistir. Calismanin devaminda, periferik kan
orneklerinde standart bir sekilde DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve
numaralandirilmistir. izolasyon sonrasinda DNA materyalleri uygulanacak deneyler
acisundan farkli konsantrasyon ve hacimlere bolinerek -20°C’lik derin dondurucuda
saklanmigtir. Tiim Ornek eldesi ve saklanmasi ile ilgili caligmalar tarafimizdan
yayinlanan ‘Biyobankalamada Protokol ve Kalite Kilavuzu’ dogrultusunda yapilmistir
[20]. Bu kilavuz 2015-17 yillari arasinda Istanbul Kalkinma Ajansi destekli ‘Gelecege
Yatirrm: BIYOBANKA ad1 projemizin bir ¢iktisidir.

Calismaya katilan bireyler, Istanbul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Noroloji
Anabilim Dalinda muayene edilmis veya farkli merkezlerden ilgili bolime sevk edilmis
hastalardan olugmaktadir. Tiim hastalar Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Noroloji
Anabilim Dalindan Prof. Dr. Nerses Bebek ve Prof. Dr. Betiil Baykan’in onay1 ile
laboratuvarimiza BAP arastirma projesi “Progresif Miyoklonik Epilepsilerin Genetik
Analizi (TDP-2017-25510)” kapsaminda yonlendirilmistir. Klinik muayeneleri ilgili
birimlerde gerceklestirilmis ve aile hikayeleri alinarak calismaya uygunluk agisinda
degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen hasta bireylerin aile agaclar1 Sekil 3-1, Sekil

3-15 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 3-3: E11-148 nolu birey i¢in aile agaci.




O

®

E11-88

Sekil 3-4: E11-88 nolu birey i¢in aile agaci.

O
O e O
00

Sekil 3-5: E14-05 nolu birey icin aile agaci.
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Sekil 3-6: E09-85 nolu birey i¢in aile agaci
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E17-40

Sekil 3-9: E17-40 nolu birey icin aile agaci.
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Sekil 3-10: E11-78 nolu birey i¢in aile agaci.
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Sekil 3-11: E07-269/270 nolu bireyler icin aile agaci.
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Sekil 3-12: E14-06 nolu birey igin aile agaci.
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Sekil 3-13: E10-114 nolu birey icin aile agaci.
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Sekil 3-14: E04-129 nolu birey i¢in aile agaci.
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Sekil 3-15: E17-41 nolu birey i¢in aile agaci.

3.1.2. Calismada kullanilan Kitler
Calisma boyunca kullanilan Kitler Tablo 3-1’te verilmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan kitler ve tedarikgi firmalar.
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Kullanilan Kit Firma
DreamTaq DNA Polymerase Kit ThermoFisher Scientific
QlAamp DNA Blood Maxi Kit Qiagen

3.1.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar
Calisma boyunca kullanilan cihazlar Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2: Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Cihaz Ad1 Kullanim Amaci

BioRad MyCyler PCR

Sanger dizileme ve segregasyon analizleri 6ncesi

Elektroforez aparatlar1 (BioRad)

DNA &rneklerinin ve PCR drunlerinin boy, miktar,
kalite ve dzgunlik tayini igin yurutulecekleri sistem

Spektrofotometre/Nanodrop ND-1000 DNA drneklerinde miktar ve kalite tayini
Bilgisayarl jel goriintiileme sistemi Agaroz jelde yirattlen érneklerinin goruntiilenmesi
+4°C buzdolab1 Ornek ve soliisyon saklama

-20°C derin dondurucu Ornek, kit, enzim ve soliisyon saklama

Masaustl Santrifij DNA izolasyonu, PCR 6rnek hazirlanmasi

Is istasyonu Yiiksek ¢iktili verilerin iglenmesi igin bilgisayar

3.1.4. Cahsma Kapsaminda Hizmet Alinan Firmalar

Calismada enstitii dahilinde yapilamayan bunun yerine hizmet alinan firmalar

Tablo 3-3’te verilmistir.
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Tablo 3-3: Hizmet alim1 yapilan firmalar ve alinan hizmetler.

Firma Alman Hizmet
Sanger Dizileme

Tim Ekzom Dizileme
Sentromer Primer Sentezi

Macrogen Inc.

3.1.5. Cahsmada Kullanilan Cevrimi¢i Veri Tabanlari
Calisma boyunca kullanilan in siliko analizler i¢in kullanilan ¢evrimici araclar

Tablo 3-4’te verilmistir.

Tablo 3-4: Cevrimigi veri tabani listesi.

Genomik Dizi Veritabanlar1

Ensembl veritabani http://www.ensembl.org/

NCBI veritabani http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
UCSC veritabani http://genome.ucsc.edu/

GeneCards veritabani http://genecards.org

Populasyon Veritabanlari

Genome aggregation database (gnomAD)  https://gnomad.broadinstitute.org/

dbSNP http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP/
dbVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/
The Lafora Progressive Myoclonus

Epilepsy Mutation and Polymorphism http://projects.tcag.ca/lafora/
Database

Fenotip Veritabanlan

Clinvar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
Online Mendelian Inheritance in Man http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/
Human Gene Mutation Database http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/

Varyantin Olas1 Etkisi icin Tahmin Araclari

MutationTaster http://www.mutationtaster.org/

Polymorphism Pheotyping (PolyPhen-2) http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

SIFT http://provean.jcvi.org/index.php

Variant Effect Predictor http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/

Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF/

InterVar http://wintervar.wglab.org/evds.php

Varsome https://varsome.com/

Diger

GeneDistiller http://www.genedistiller.org/

Mutalyzer https://mutalyzer.nl/

Oligonucleotides Properties Calculator http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

NCBI Homologene https://www.ncbi.nIm.nih.gov/homologene
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3.1.6. Caliymada Kullanilan Analiz Programlari

Calisma boyunca kullanilan analiz programlar1 Tablo 3-5'te verilmistir.

Tablo 3-5: Kullanilan analiz programlari

Analiz Programi Yapilan Analiz

HaploPainter v1.043 [21] Caligmaya katilan bireylerin  pedigrilerini  ¢izmek igin

kullanilmustir.

Integrative ~ Genomics  Viewer Tim Ekzom Dizileme analizinde varyasyonlarin bulundugu

(IGV) v2.3.5[22] noktalar incelenmistir.

CLC Main Workbench v5.02 Sanger Dizileme sonrasi yapilan dizi analizinde kullanilmigtir

Illustrator for Biological Tespit edilen varyasyonlarin protein primer yapisi iizerinde

Sequences: IBS [23] gorsellestirilmesi amaci ile kullanilmigtir

FastQC 0.11.8 [24] Ham veri kalite kontroli igin kullanilmigtir

BWA v0.7.1 [25] Ham verilerin referans genoma hizalanmasi igin kullanilmugtir.

Picard v2.19.2 [26] PCR iiriin dublikelerinin isaretlenmesi i¢in kullanilmistir.

GATK v3.6 [27] Varyant Listesi olustrulmasinda kullanilmstir.

pigeon v0.3.8 lI;|li:11rlr:ml\l/Ienrll;ltllr; islenmesi i¢in akis hattinin olusturulmasinda

dove v0.3.6 Varyantlarin anotasyonlar ve filtrelenmesinde kullanilmustir.
3.2. YONTEM

3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu ve Kalite Ol¢iimii

Hasta ve saglikli bireylerden alinan periferik kan oncelikle +4°C buzdolabinda
saklanmigtir. Izolasyonda standardizasyonu saglayabilmek icin her birey igcin QIAamp
DNA Blood Maxi Kit kullanilmistir. Kit ile gelen izolasyon protokolii Sekil 3-16’da

sematize edilmistir.

[zolasyon sonrasinda elde edilen DNA materyallerinde kalite kontrolleri agaroz
jel elektroforezi ve spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA’larda
herhangi bir degredasyon olup olmadigi %1°’lik agaroz jel elektroforezi kullanilarak
sonrasinda goriintiileme sistemikontrol edilmistir. DNA’larin konsantrasyon, saflik gibi
ozelliklerini belirlemede Nanodrop kullanilmistir. Bu asamada az hacimde DNA cihaza

yiiklenmis ve farkli dalga boylarinda (260nm, 280nm, 230nm) dl¢limler yapildi.

DNA’larin saflik dereceleri, 260/280nm (1,8-2,0) ve 260/230nm (2,0-2,2)

oranlari Olciilerek degerlendirilmistir.
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Izolasyonadan sonra devam eden asamalarda kullanilmak iizere DNA’lar farkli
miktar ve konsantrasyonlarda alikotlanarak -20°C’lik derin  dondurucularda

saklanmustir.
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50 ml'lik tiipe 500 pl Proteinaz K
eklenmesi

10 ml kamin
eklenmesi

12 ml AL tamponu
eklenmesi

700C 10 dk
inkiibasyon

10 ml etanol (saf)
eklenmesi

Filtreli tiipe kanin
aktarilmasi

Filtratin atilmasi ve kolonun geri
yerlestirilmesi

AW1 filtre tizerine
eklenir

AW?2 filtrenin ilizerine
eklenir

Kolonun yeni 50 ml'lik tiipe
takalmasy

1 ml AE buffer filtreye
eklenir

Kolon
cikarilir

Filtrat steril tiiplere aktarihr, -200C
buzdolaln

—

Nazikge kanstirma J

—

15 ters yiiz, 1 dk siddetli calkalama ]

[ 10 ters yiiz, siddetli ¢alkalama ]

3000 rpm 3 dk santrifiij ]

—

5000 rpm 1 dk santrifiij J

—

5000 rpm 15 dk santrifiij ]

A\ A WA WA WAL WA WA W/ U

5 dk inkiibasyon, 5000 rpm 2 dk
santrifiij

Uy

Sekil 3-16: QlAamp DNA Blood Maxi Kit izolasyon protokoli semasi.
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3.2.2. Touchdown PCR (TD-PCR, Kademeli sicakhk diisiirmeli primer zincir
reaksiyon)

Touchdown PCR, tasarlanmis primer ciftlerinin hedeflenen bdlge haricinde
baglanmalarini azaltarak deneyin 6zgiinliiglinii artiran bir metottur. Bu metotta, primer
baglanma basamaginda sicaklik, primer ¢iftleri icin hesaplanan Tm derecelerinde 5-
10°C yiiksek alinarak gerceklesen dongiiler sirasinda kademeli olarak azaltilir. Bu
basamak, hesaplanan Tm derecesinin 2-5°C altinda sonlanir. Bu asamada hedeflenen
bolge diger 6zgiin olmayan bolgelerden daha fazla gogaltilir ve dominant iiriin haline

gelir [28].

Touchdown PCR teknigi, Sanger Dizileme yontemi ile sekanslamalart yapilacak
bolgelerin ¢oglatilmasinda kullanilmistir. Touchdown PCR tekniginde kullanilmak
tizere DreamTaq DNA Polymerase kiti secilmis ve bu yontem ile PME hastaligina
sebep olan yaygin faktorlerden EPM2A, NHLRC1 genlerinde bulunan ekzonlarin

cogaltilmasi i¢in kullanilmistir.

Tiim Ekzom Dizileme hizmeti alinarak gerceklestirilen analizlerin sonuglarina
bagli olarak farkli genlerde bulunan varyasyonlarin bulundugu gen bdlgelerinin
cogaltilmast amaci ile ayrica kullanmilmistir. Hasta bireylerde tespit edilmis
varyasyonlarin aile i¢i dagilimlarimi gostermek amaci ile hasta veya saglikli aile

fertlerinde ilgili bolgeler ¢ogaltilmistir.

Bahsedilen veya analizler sonrasinda elde edilen genlerin iligili bolgelerini
spesifik olarak ¢ogaltmak amaci ile 6zglin primerler tasarlanmistir. Tasarlanan primerler
Tablo 3-6'da gosterilmistir. Primerler, NCBI-Primer Designing Tool kullanilarak
tasarlanmistir. Ensembl veritaban1 kullanilarak EPM2A geni icin NM_005670.4,
NHLRCL1 geni icin NM_198586.2 kodlu transkriptler secilmis ve tiim ekzonlar1 igin

primerler dizayn edilmistir.



Tablo 3-6: TD-PCR uygulamalarinda kullanilmak tizere tasarlanan primer
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ciftleri.
Gen  Ekzon/Bolge SOL 53 SAG 53 Urlin 50y,
Boyutu
Ekzon 1 CAAAGAAGGCGCAGAACAG AGAGCAGGGTCAGCCCAG 614bp 77
Ekzon 2 TTTGTATCAGCTGCTTTGAGGA GCCTATAGACCCCTCCCAAG 368bp 39
EPM2A
Ekzon 3 TGCAGCTCCTTAAACCTCAAA CAGACAGCAAGGGTTTCTCTG 365bp 44
Ekzon 4 GCAAACTCTCGTATCCCTGC GGCTCCTTAGGGAAATCAGG 448bp 58
Bolge 1 ACTGTGACCGTGACCGAGA CTCCCCCTGAGTCAAAAATCT 545bp 71
NHLRC1 Bdlge 2 ACCTGCCACCACACCTTC GGGATTGCACAGATGAGCTT 450bp 58
Bolge 3 ATCAAGCTTGTCATTGGAGG TAGTGCTTCTGATTCCAGGG 605bp 54
SCARB2 Ekzon 2 CCTTCCTCTGCTTCTTGGGT CTTGGCCCAGTCTACAAAGC 430bp 47
KCTD7 Ekzon 3 GAGATGTGCTGAATTTCCTGC CGGTGTTCTGATGGAGACCT 266bp 58
GABRD Ekzon 9 CCCCGCATGGGAACACC ATCCCACTTCGAAACACGCA 500bp 67
KCNS1 Ekzon 5 CCATCCACTCTGACTTGGCTT GGTCACGGATCCCTGGTTTT 527bp 58
CACNB4 Ekzon 6 AGGATGAGGGCCAAAGAAAGC AAACTACTTGCATGTGTGTTCAA  243bp 37

Tasarlanan primerlerin kontrolleri UCSC veri tabaninda in siliko PCR aracinda

incelenerek primerlerin baglanacagi bolgelere denk gelebilecek polimorfizmler

incelenmistir. Ayrica “UCSC-Blat” ile 6zellikle primer baglanma bdolgelerine gelen

homolojiler test edilmistir. Uygulanan bu teknik i¢in kullanilan optimize edilmis

protokoller Sekil 3-17°de gosterilmistir. Her bir TD-PCR sonrasida 6rnekler agaroz jel

elektroforezi kullanilarak ¢ogaltilan bdlgelerin bant boylar1 kontrol edilmistir.



EPM2A Ex/Ex3 FPARA Exd
jun] jan] D 95=C i)
9°C 30" HC 1' 95°C 1 jin]
65°C ->53°C 30" 65°C ->52°C /15" 60°C —>53% 15" H=C 45"
R=C 45" n°C 15" 12°C 15" 61°C =537 45"
18 Déngii 13Déngi 18 Déngii [P 1
TD sonrast TD sonrasi TD zonmsi 16 Dingii
¥B=C 30" %K=C 1 95°C 1 TD sonrast
52°C 30" 33°C 15" 53°C 15" H=C 45"
2°C 45" n°C 15" 72°C 15" 52°C 45"
20dédngii 20déngi 25 dangi 2°C I
NHLRC1 Frl NHLRC1_Fr2 NHLRC1_Fr3 25dangi
jun] jan] D
9B=C 30" %H=C 1 95°%C 1
63°C --»33°C 30" 65°C ->32°C|15" 63°C —>33% 135"
[ 45" 2°C 15 12°C 15"
18 Déngii 17Déngii 13 Déngii
TD zonrast TD zonrasi TD sonmsi
95°C 30" °C 1 95°C 1
52°C 30" 33°C 5 33°C 15"
2°C 45" °C 15" 72°C 15"
25ddngi 25 dongi 20déngi
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Sekil 3-17: TD-PCR igin bolgelere 6zgii protokoller.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel elektroforezi, periferik kandan DNA izolasyonu ve TD-PCR

sonrasinda kullanilmistir.

Izolasyon sonrasinda genomik DNA materyalinde meydana gelebilecek
degredasyonlarin agaroz jel elektroforezi teknigi kullanilarak ornekler %1°lik jelde

yuritilmiis ve ardindan goriitilleme cihazi ile goriintiilenmistir.

TD-PCR teknigi sonrasinda genomik DNA'dan ¢ogaltilan bolgelerin istenilen
boyutta olup olmadig1 ve ayn1 zamanda tasarlanan primerlerin 6zgiin olmayan bolgelere
baglanarak farkli yerleri gogaltip ¢ogaltmadiklar1 kontrol edilmistir. Bu amagla 6rnekler

%2'lik jelde yiritiilmis ve ardindan goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.

3.2.4. Sanger dizileme yontemi

Sanger dizileme, ¢alisma boyunca yapilan TD-PCR teknigi sonrasi elde edilen
orneklerin dizilenerek analize uygun hale getirilmesi amaci ile kullanilmistir. Bu adim
icin hizmet alinmistir. Sanger sonuglar1 CLC Main Workbench v5.02 programi aracilig

ile referans amplikon dizisine hizalanarak gorsel olarak analiz edilmistir.
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3.2.4.1. Lafora Hastahg ile iliskili EPM2A ve NHLRC1 genlerinin taranmasi

Calismamiz oncelikle Lafora 6ntanisi almis hastalarda EPM2A ve NHLRC1
genlerinin taranmasi ile baslamistir. Bu adimda Tablo 3.6’da gosterilen primer ciftleri
ile ilgili gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. NHRLC1 geni tek ekzondan olustugu igin tandem
ve ¢akigan bolgeleri olan ti¢ amplikon vasitasi ile 3 bolgede incelenmistir (Sekil 3-8).

<k
ot codng

e snnd 2k

Sekil 3-18: EPM2A geni NM_005670.4_ekzon-intron semasi

CCATqACTGTGACCGTGAC' SGAGAFCGTCGCTGGGGCACGGCCAGGCGGCGCGGCGGGAGTGCACAGGA
"ATGGCGGCCGAAGCCTCGGAGAGCGGGCCAGCGCTGCATGAGCTCATGCGCGAGGCGGAGATCAGCCTG
CTCGAGTGCAAGGTGTGCTTTGAGRAAGTTTGGCCACCGGCAGCAGCGGCGCCCGCGCAACCTGTCCTGCGGCCAC
GTGGTCTGCCTGGCCTGCGTGGCCGCCCTGGCGCACCCGCGCACTCTGGCCCTCGAGTGCCCATTCTGCAGGCGA
GCTTGCCGGGGCTGCGACACCAGCGACTGCCTGCCGGTGCTGCACCTCATAGAGCTCCTGGGCTCAGCGCTTCGC
CAGTCCCCGGCCGCCCATCGCGCCGCCCCCAGCGCCCCCGGAGCCCTdACCTGCCACCACACCTTCGFCGGCTGG
GGGACCCTGGTCAACCCCACCGGACTGGCGCTTTGTCCCARAGACGGGGCGTGTCGTGGTGGTGCACGACGGCAGG
AGGCGTGTCABGATTTTTGACTCAGGGGGAGFATGCGCGCATCAGTTTGGAGAGAAGGGGGACGCTGCCCAAGAC
ATTAGGTACCCTGTGGATGTCACCATCACCAACGACTGCCATGTGGTTGTCACTGACGCCGGCGATCGCTCCATC
AAAGTGTTTGATTTTTTTGGCCAGATCAAGCTTGTCATTGGAGGICCAATTCTCCTTACCTTGGGGTGTGGAGACCT
JACCCCTCAGAATGGGATTGTGGTAACTGATGCGGAGGCAGGGTCCCTGCACCTCCTGGACGTCGACTTCGCGGAR
GGGGTCCTTCGGAGAACTGAAAGGTTGCEAGCTCATCTGTGCAATCCdCGAGGGGTGGCRGTGTCTTGGCTCACC
GGGGCCATTGCGGTCCTGGAGCACCCCCTGGCCCTGGGGACTGGGGTTTGCAGCACCAGGGTGAAAGTGTTTAGC
TCAAGTATGCAGCTTGTCGGCCAAGTGGATACCTTTGGGCTGAGCCTCTACTTTCCCTCCAARATAACTGCCTCC
GCTGTGACCTTTGATCACCAGGGARAATGTGATTGTTGCAGATACATCTGGTCCAGCTATCCTTTGCTTAGGAARR
CCTGAGGAGTTTCCAGTACCGAAGCCCATGGTCACTCATGGTCTTTCCCATCCTCTCCCTCTTACCTTCACCAAC
GAGAATTCTCTTCTTGTGCTGGACACAGCATCTCATTCTATAAAACTCTATAAACTTCACTCCCCCTCA“ E
CTGGRATCAGAAGCACTAGTGCTGCCATTAATGAATTGTTT “'GQ”QA'_J“JThQAAJ
CI ATAATTARRAACCATCTGGCAGACTTACARAGCTTGGGACAGTTATTG

TACCATTTATTGAATGCATACTCTG “Hu_QHHAAQTTTuuAAATATTQHuTTATTTAQ“ 2T “QCTAT C

SGTAATTTCTTCCCCCCCRAAGATAGAGTCAAGCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGRAGCATGATC

Sekil 3-19: NHLRC1 geni i¢gin dizayn edilen primer ciftleri. 1.bolge — kirmizi, 2. bolge — yesil,
3. bolge — siyah kutu ile gdésterilmistir.

3.2.5. Tum Ekzom Dizileme Analizi
Calismamizin ikinci basamagi WES ile hastalarda tim ekzonlarin kolektif

analizini yapmaktir. Bu basamakta 2 farkli hasta grubu ¢aligilmistir:
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(1) EPM2A ve NHLRC1 genleri taranmis ve negatif bulunmus hastalar.

(2) Calismaya WES asamasinda dahil olmus, dolayis1 ile EPM2A ve NHRLC1
genleri taranmamus hastalar. ikinci grup hasta icin 6zellikle WES sonuglarinda gorsel
olarak IGV (Integrative Genomics Viewer) programi ile EPM2A ve NHLRCL1 genleri
incelenmis, eger hi¢ veya diisiikk seviyede okuma varsa bu boélgeler ayrica Sanger
dizileme ile dogrudan okunmalar1 saglanmistir. Ozellikle EPM2A ve NHLRC1
genlerinin sirasiyla ilk ekzon ve amplikonlari GC agisindan zengin olduklari igin
WES’te diisiik coverage almaktadirlar (Sekil 3-19). Sanger dizileme ile bu eksiklik

giderilmistir.

R T R e tvrma
B0 b

1
R I L A D D R I O L O O L O N D T IO T T N B DT

Sekil 3-20: EPM2A geni ekzon 1 bélgesi diisiik kapsama bolgesi (Kirmizi ok)

WES i¢in Macrogen Inc. firmasindan hizmet alinmistir. Kisaca Sureselect V5
(no-UTR) capture kiti ve NovaSeq dizileme sistemi ile kosumu yapilmistir. Tarafimiza
ulasan FASTQ formatlarindaki ham veri bolim 3.2.5.1°de oldugu gibi tarafimizca

islenmistir..
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3.2.5.1. Ham Veriden Varyant Listesinin Olusturulmasi

Ham veriler, Macrogen Inc firmas: tarafindan FASTQ formati seklinde
gonderilmektedir. Bu formatta varyant analizi yapmak miimkiin degildir. Dolayisiyla,
bu verilerin islenerek analize hazir hale getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla,
laboratuvarimizda gelistirilen pigeon yazilimi kullanilmistir. Bu yazilim, Tablo 3-5
gosterilen cevrimigi erisime agik araglar1 (FastQC, BWA, picard, GATK) bir akis
seklinde bize sunmakta ve islem sonunda vcf formatinda varyantlarin listelendigi

dosyalari olusturmaktadir.

3.2.5.2. Varyant Listesi ve Analizi

Ham verilerin islenmesi Pigeon yazilimi ile elde edilen vef dosyalari kendi
laboratuvarimizda gelistirilen dove yazilimi ile isleme alinmaktadir. Bu yazilimin
amaci, listelenmis varyantlarin anlamlandirilmasidir. Yazilim bu amaglar Ensemble-
VEP veri tabanin1 kullanmaktadir. Bu islem sonunda elde edilen listeler, varyantlar
hakkinda farkli bilgiler igeren excel dosyasi olarak sunulmaktadir. Her gen igin, referans
dizileri belirlenmis ve kapsadigi ekzonlar goz Oniinde bulundurularak transkriptler

analiz icin se¢ilmistir.

Dove yazilimi, varyant listelerinde farkl: filtrelemeler yapip analiz edebilmemizi
saglamistir. Varyant analizleri, hedefe yonelik ve zamani iyi kullanmak amaci ile farkli

basamaklar halinde yapilmustir.

1) PME ile iligkili genlerin analizi; hastalik ile iliskilendirilmis ve
literatiirde yer almig genler igin filtreleme yapilmis ve her hasta igin uygulanmistir
(Sekil 3-21). Amag, analizlerin hedefe yonelik yapilmasi ve kisa surede analizlerin
bitmesidir. Bu amag ile kullanilan genler Tablo 2-1 ve Tablo 2-2’de listelenmistir.

Analiz sirasinda kullanilan veri tabanlar1 Tablo 3-4’te gOsterilmistir.
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e PMIE ile ilgili genler

»>Tum genler arasindan Tablo 2-1 ve 2-2'de listelenmig genlerin filtrelenmesi.

I

> Yanls anlamli, anlamsiz, cerceve kaymasi, kirpiima haolgesi gibi yliksek etkili olabilecek varyantlar
oncelikle analiz edilmistir.

> Synonymous varyantlar, amino asit degisimine sebep olmadigi icin ayrica analiz edilmistir.

e VIAF <0.01

»Hastaligin nadir olmasi géz 6niinde bulundurulmustur.
»Bu amagla, nadir varyantlarin filtrelenmesi amaci ile frekanslari %1’de az olan varyantlar segilmistir.

.

»PME genel olarak otozomal resesif kalitimli bir hastalik olmasina ragmen otozomal dominant kalitimh
tipleride mevcuttur.

»Homozigot varyantlar filtrelenmesi.

* Otozomal resesif kalitim modeline uygun varyantlarin tespit edilmesi amaclanmistir.

»Heterozigot varyantlann filtrelenmesi.

¢ Otozomal resesif kalitim modeline uyan fakat bilegik heterozigot olabilecek varyantlarin,

* Otozomal dominant kalitim modeline uyan varyantlarin tespit edilmesi amaglanmistir

Sekil 3-21: PME ile iliskili genlerin analizi.

2) Kalitim modellerine gére yapilan analiz; hastalik ile iliskisi olan genlerin
analizinde varyant tespit edilemedigi durumlarda farkli bir bakis acisi ile kalitim
modellerine uyan ve literatiirde genotip-fenotip iliskisi olan genlerin incelenmesidir. Bu
amag icin, OMIM veri tabanindan yararlanilmistir (Sekil 3-22). Analiz sirasinda

kullanilan veri tabanlar1 Tablo 3-4’de gosterilmistir.
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e OMIM

#Analizde PME ile iliskili bir varyant bulunamamis.
#Tim genler arasindan OMIM veri tabaninda bir hastahk ile iliskilendirilmis genlerin listelenmesi.

el Degisim Tipi

#Yanls anlaml, anlamsiz, cerceve kaymasi, kirpilma bolgesi gibi yiiksek etkili olabilecek varyantlar
oncelikle analiz edilmistir.

#Synonymous varyantlar, amino asit degisimine sebep olmadigi icin ayrica analiz edilmistir.

mmme MAF<0.01

#Nadir hastaliklarin analiz edildigi gbz dntinde bulundurulmustur.

#Bu amacla, nadir varyantlann filtrelenmesi amaci ile frekanslar %1’de az olan varyantlar
secilmistir.

el Zigosite

»Homozigot varyantlann filtrelenmistir.

+ Otozomal resesif kalitilan hastaliklar icin varyantlarin tespit edilmesi amaclanmstir.
#Heterozigot varyantlarin filtrelenmesi.

+ Otozomal resesif modeline uyan fakat bilesik heterozigot olabilecek varyantlarin,

* Otozomal dominant kalitilan hastaliklar icin varyantlarin tespit edilmesi amaclanmigtir.

Sekil 3-22: Kalittim modellerine gére yapilan analiz.

3) Fenotip bilgilerine gore analiz; daha 6nceki basamaklarda bir aday

gen/varyant tespit edilemedigi durumlarda hastalarda belirgin olan klinik bilgiler

dogrultusunda yapilan analizlerdir (Sekil 3-23). Amag; hastaligi agiklayacak hedef dis1

bir gen veya yeni bir genin hastalik ile iliskilendirilmesidir. Analiz sirasinda kullanilan

veri tabanlar1 Tablo 3-4’te gésterilmistir.
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Diger genler

# Analizde PME ile veya bagka bir hastalik ile iliskisi olabilecek bir varyant tespit edilememis.

#Tum genler arasindan OMIM veri tabaninda bir hastalik ile iliskilendirilmis genlerin gikartilarak
listelenmesi.

—— B R ]

#Yanlis anlaml, anlamsiz, cerceve kaymasi, kirpiima bolgesi gibi ylksek etkili olabilecek varyantlar
oncelikle analiz edilmistir.

#Synonymous varyantlar, amino asit degisimine sebep olmadigi icin ayrica analiz edilmistir.

e MAF<0.01

#Nadir hastaliklarin analiz edildigi gdz 6niinde bulundurulmustur.

#Bu amacla, nadir varyantlann filtrelenmesi amaci ile frekanslar %1’de az olan varyantlar
secilmistir.

mmmd  Zigosite

»Homozigot varyantlann filtrelenmistir.

* Otozomal resesif kalitilan hastaliklar icin varyantlarin tespit edilmesi amaclanmistir.

# Heterozigot varyantlarin filtrelenmesi.

« Otozomal resesif modeline uyan fakat bilesik heterozigot olabilecek varyantlarin,
*Otozomal dominant kaltilan hastaliklar icin varyantlanin tespit edilmesi amaclanmustir.

Sekil 3-23: Fenotip bilgilerine gore yapilan analiz.

Filtrelemeler ile elde edilen varyantlarin in siliko tahmin araglar (Tablo 3-4)
kullanilarak hastalik yapict etkisi olabilecekler incelenmistir. Devaminda, hastalik
yapict olarak degerlendirilen daha dnce literatiirde bahsi ge¢mis veya yeni varyantlar

icin segregasyon analizi ile devam edilmistir.

Her hasta i¢in bu basamaklar sirasiyla uygulanmis ve analiz edilmistir. Analizler
bir basamakta varyant tespit edilmesi durumunda sonlandirilmis ve sonraki deney
asamalarina gegilmistir. Caligmada biitce ve zaman kisitliligi oldugundan hastalik ile

iligkili olabilecek aday genler icin fonksiyonel ¢alisma yapilamamastir.

3.2.6. Varyantlarin Adlandirilmasi
Yapilan analizlerin hepsi hgl9 genom versiyonuna gore yapilmistir, fakat

yapilan analizler sonrasinda elde edilen sonuglarin giincel olarak listelenebilmesi amaci

Sekil 3-24: Fenotip bilgilerine gore analiz.
ile her varyasyonun nikleotit ve aminoasit degisiklikleri tekrar Ensembl ve Mutalyzer
veri tabanlar1 kullanilarak hg38 genom versiyonuna gore tekrar isimlendirilmistir.



49

Ayrica tespit edilen varyantlar, klinik olarak degerlendirimesi amaci ile
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) kilavuzu dogrultusunda
belirlenmis kanitlar dogrultusunda degerlendirilmistir [29]. Bu amagla Varsome ve

Intervar veri tabanlar1 kullanilmistir.

3.2.7. Varyantlarin Segregasyon Analizi

Segregasyon analizi, Sanger Dizileme ve Ekzom Dizileme analizleri sonrasi elde
edilen sonuglarin bilinen veya bilinemeyen varyantlar olmasi fark etmeden proband ve
birinci dereceden akrabalarinda (anne, baba ve kardesler) ilgili varyantlarin varligini

kanitlamak ve aile i¢indeki dagilimi gézlemlemektir.

Tespit edilen varyasyonlarin bulundugu gen bolgelerine spesifik primer ciftleri
tasarlanmig ve TD-PCR ile ¢ogaltilarak Sanger Dizileme igin hizmet alinan firmaya

gonderilmistir.

Bu basamakta, ekzom dizileme analizinde tespit edilen varyasyonlarin ikinci bir

yontem ile konfirmasyonu da gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada 21 PME hastasinin genetik analizleri yapilmistir. Hastalarin her
birinde PME fenotipine sebep olabilecek genler arastinlmistir. Hasta ve aile
bireylerinden alinan periferik kandan DNA izolasyonu ayni standart yontem ile
gerceklestirilmis ve arastirmanin farkli basamaklarinda kullanilmistir. Her bireyde farkli
PME fenotipleri olmasi sebebi ile varyant tespit etmek i¢in farkli yontemler kullanilmis
ve ¢ikan bulgular Tablo 4-1’de sunulmustur. Daha once belirtildigi hastalar, CSTB ve
KCNC1 geninde olabilecek varyantlar agisindan baska calismalarda negatif sonug

aldiklar1 i¢in bu ¢alismaya dahil edilmistir.
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hastalarda tespit edilen PME ile iliskili varyantlar.

1 sonucu

Sanger ve WES analizler

Tablo 4-1
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4.1. Lafora Hastahgu ile iliskili EPM2A ve NHLRC1 genlerinin tarama sonuglari
Calismanin birinci adimi1 olarak Lafora on tanisi almis 9 hasta bireyde EPM2A
ve NHLRC1 genleri tarandi. Gerekli gorlldigiinde tespit edilen varyantlar,

ulasilabilinen aile bireylerinde segregasyon incelemeleri yapilmistir.

4.1.1. E09-85
Lafora Hastaligi 6n tanili hastada, EPM2A ve NHLRC1 genleri PCR islemi
sonrasini takiben Sanger Dizileme yontemi ile taranmis ve tespit edilen hastalik ile

iliskilendirilen varyant detayl bir sekilde Tablo 4-1’de gosterilmistir.

CLC Workbench programi ile yapilan Sanger analizi sonucu EPM2A geninde
literatiirde daha 6nce hastalik ile iliskilendirilmis NM_005670.4:¢.721C>T,p.Arg241*
(rs104893950) varyant homozigot tespit edilmistir (Sekil 4-1). Varyant, ekzon iginde

dur kodonu olusturarak proteinin kisalmasina sebep olmaktadir.

EPM2AFR4 a ¢ ¢ g ¢ a g g © ¢ g a g t a ¢ a g a t g c t g c c© ¢ ¢ & g g ¢t g g t g t g ¢

Consensus A € C 6 € A G G C T G A G T ACAGATGGCTGGCCCCAGGCGCGGET G TG C

Coverage

E0985-E4ESR A C C 6 €C A G G C T 6 A G T A C A G A T G CTOGTCCTCECCAGSGT ECGE GTG TG C

Sekil 4-1: NM_005670.3:¢.721C>T varyantt CLC Workbench gorintusu.

Uniprot veri tabaninda amino asit degisimi incelendiginde, proteinin Tirozin
Protein Fosfataz bolgesine denk gelmektedir. Degisimin testip edildigi nokta evrimsel
korunmusluk i¢in NCBI-Homologene veri tabaninda analiz edilmis ve sonug¢ olarak

birgok tlrde bu bélgenin korunmus oldugu gézlenmistir.
Varyantin diger in siliko tahmin araclarinda aldigi degerler Tablo 4-1’de
gosterilmistir.

Bireyin, saglikli aile bireylerine ulasilamamis ve varyantin segregasyon analizi
yapilamamigtir. Hastada, hastaligi agiklayan bir varyant tespit edilmis ve arastirma

tamamlanmustir.
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4.1.2. E10-101
Lafora Hastaligi 6n tanili hastada, EPM2A ve NHLRC1 genleri PCR islemi
sonrasini takiben Sanger Dizileme yontemi ile taranmis ve tespit edilen hastalik ile

iliskilendirilen varyant detayl bir sekilde Tablo 4-1’de gosterilmistir.

CLC Workbench programi ile yapilan Sanger Dizileme ham verisi sonucu
EPM2A geninde literatlirde daha once belirtilmemis
NM_005670.4:¢.259A>G,p.Lys87Glu varyant1 homozigot tespit edilmistir (Sekil 4-2).
Uniprot veri tabaninda amino asit degisimi incelendiginde, proteinin Karbonhidrat
Baglama Tip 20 bolgesine denk gelmektedir. Degisimin testip edildigi nokta evrimsel
korunmusluk i¢in NCBI-Homologene veri tabaninda analiz edilmis ve sonu¢ olarak

birgok turde bu bolgenin korunmus oldugu gozlenmistir.

COnmct

C T T [ T G G T A [ G A G T T c c T G A A G [ G G G

Coverage

14-33_E-Fri-R

T [ c T G A A G c G G G
N .‘r‘u f .'. |'/ \'-. A
MV al
."'/\"- /\f \ / IVERVAR' / ™ )/\ /\ M
AN W / W Y M, J \ -

14-32_E-Fri-R. T A

¢ A A G T T c c T G A A G ¢ G G G
™M M A A
Trace dala /\//\ ..a"r\ \ /&J "'\’.-rl "-\. ™\ ;/\_\ S/\ /\ ,-'I. N \//\

[1_10_101_E1R T T Cc A c G A G T T c T G A

— : r‘_,_c\ A A G C G G G
Trace dala | ; \ _;'J‘ III. WA /\ /\ A f\\ /\ "-‘\ ,"i ‘.:‘ AV /\ /\ ’\ /\ /f\ /_\\

Sekil 4-2: NM_005670.3:¢.259A>G varyant1 ailesel segregasyon sonuglari.

Tracedata , [

Varyantin diger in siliko tahmin araglarinda aldigi degerler Tablo 4-1’de

gosterilmistir.

Bireyin tespit edilen varyant acisindan ailesel segregasyon incelenmesi
yaptlmistir. Bu varyant agisinidan her iki ebeveynin tasiyici oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4-2).
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4.1.3. E04-129 ve E07-130
Lafora Hastalig1 on tanili hasta kardeslerde, EPM2A ve NHLRCL1 genleri PCR
islemi sonrasimi takiben Sanger Dizileme yontemi ile taranmis ve tespit edilen hastalik

ile iliskilendirilen varyant detayl bir sekilde Tablo 4-1’de gosterilmistir.

CLC Workbench programi ile yapilan Sanger Dizileme ham verisi sonucu
EPM2A geninde literatiirde daha once belirtilmemis NM_198586.2:c.77G>A,
p.Cys26Tyr varyant1 hasta kardeslerde ortak ve homozigot tespit edilmistir (Sekil 4-3).
Degisimin testip edildigi nokta evrimsel korunmusluk i¢in NCBI-Homologene veri

tabaninda analiz edilmis ve sonug olarak bir¢ok tlirde bu bdlgenin korunmus oldugu

gbzlenmistir.
NHLRC1_FR1 ¢ ¢ t 9 ¢ t ¢ a a 9 t 9 ¢ a a g 9 t 9 t a ¢ t t t a a 9
Conflict
Congensus c c T G C T c G A G T A [ A A G G T G T G c T T T G A G
Coverage

E03-41_NIR C c T G c T [ G A G T G c A A G G T G T G c T T T G A G

Tracegata |\ .~ ~J N\ ~ s
Va AVAVE AV AYE
ED4-120 NIR € c T G [+ T [+ G A G T A [
Trace dala )
AV AV WA VNI N
E0ZTT2_NHIF
~ /YA AN A
Tmeedata ~ /% f NN oA S I\
AVAVY, /_‘ FANY \/ \[\ _.r’ N \v VY,

EQ340 N-Fri1-F
s

Sekil 4-3: NM_198586.2:¢.77G>A varyanti CLC Workbench goruntisu.

Varyantin diger in siliko tahmin araclarinda aldigi degerler Tablo 4-1’de

gosterilmistir.

Hasta kardeslerde tespit edilen varyantlarin aile segregasyonuna bakilmasi
amaci ile anne ve babadan izin alinarak periferik kandan DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve bu nokta degisiminin ebeveynlerde heterozigot olarak tasindig
Sanger Dizileme ile gosterilmistir (Sekil 4-3).
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4.1.4. E14-05, E11-88, E11-38 ve E18-26

Lafora Hastalig1 6n tanili hastalarda, EPM2A ve NHLRC1 genleri PCR islemi
sonrasini takiben Sanger Dizileme yontemi ile taranmis ve tespit edilen hastalik ile
iligkilendirilen varyant detayli bir sekilde Tablo 4-1’de gosterilmistir. E14-05, E11-38,
E11-88 ve E18-26 no’lu bireyler birbirinden bagimsiz hastalardir. Hastalarda tespit

edilen varyant ayn1 olmasi sebebi ile tek baslik altinda degerlendirilmistir.

CLC Workbench programi ile yapilan Sanger Dizileme ham verisi sonucu
NHLRC1 geninde literatirde daha o©nce hastalik ile iliskilendirilmis
NM_198586.2:c.436G>A, p.Aspl46Asn (rs769301934) varyanti homozigot tespit
edilmistir. Uniprot veri tabaninda amino asit degisimi incelendiginde, proteinin NHL1
tekrar bolgesine denk gelmektedir. Degisimin testip edildigi nokta evrimsel
korunmusluk i¢in NCBI-Homologene veri tabaninda analiz edilmis ve sonug¢ olarak

birgok turde bu bolgenin korunmus oldugu gozlenmistir.

Hasta bireylerde bulunan patojenik varyantin ailesel segregasyon incelemesi

saglikli aile fertlerine ulasilamadigi igin gerceklestirilememistir.
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Sekil 4-4:NM_198586.2:¢.436G>A varyant: CLC Main Workbench goéruntisi. (A) E18-26
nolu hasta, (B) E11-88 nolu hasta, (C) E14-05 nolu hasta (D) E11-38 nolu hasta.
4.1.5. E10-114
Lafora Hastalig1 6n tanili hastalarda, EPM2A ve NHLRC1 genleri PCR islemi
sonrasini takiben Sanger Dizileme yontemi ile taranmis ve tespit edilen hastalik ile

iliskilendirilen varyant detayl bir sekilde Tablo 4-1’de gosterilmistir.

CLC Workbench programi ile yapilan Sanger Dizileme ham verisi sonucu
EPM2A geninde literattirde daha once belirtilmemis
NM_005670.4:c.259A>G,p.Lys87Glu varyanti homozigot tespit edilmistir (Sekil 4-5).
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Uniprot veri tabaninda amino asit degisimi incelendiginde, proteinin Karbonhidrat
Baglama Tip 20 bolgesine denk gelmektedir. Degisimin testip edildigi nokta evrimsel
korunmusluk i¢in NCBI-Homologene veri tabaninda analiz edilmis ve sonug¢ olarak

bircok tiirde bu bdlgenin tam olarak korunmamis oldugu gozlenmistir.

EPM2A_FR1 g g a g a g c t [ t c c t ] g [+] a
Conflict
Consensus G G A G A G c T c C C Cc T G G G A
Coverage
[+
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Trace data N - ~ /
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Sekil 4-5: NM_005670.3:¢.259A>G varyant1 CLC Workbench géruntis.

A A

Varyantin diger in siliko tahmin araglarinda aldigi degerler Tablo 4-1’de

gosterilmistir.

Bulunan varyantin veri tabanlarindaki tahminlerde yiksek bir skor alamamasi ve
hastalik yapict etkisinin gosterilememesi sebebi ile tiim ekzom g¢aligmasina dahil
edilmistir. Analizde, PME ile iliskili olan genler filtrelenmis ve Sanger Dizileme ile
ayni sonuca ulasilmistir. Uygulanan diger analiz basamaklarinda hastaliga sebep
olabilecek bir aday gen bulunamamustir.

Iki farkli yontemle tespit edilen varyantin ortak olmasi sebebi ile hastanin

analizinin sonlandirilmasina karar verilmistir.

4.2. Tum Ekzom analiz sonug¢lari

Calismanin ikinci adiminda, PME 06n tanis1 almis fakat belirli bir alttir igin
Klinik bilgilerin yatersiz kaldig1 vakalar ¢alisilmistir. Bu amagla segilen yontem WES,
ayn1 anda Tablo 2-1 ve Tablo 2-2’de gésterilen genlerin arastirilmasi i¢in kullanigh ve
hastalik ile daha Once iliskilendirilmemis genlerin de tespitini sagladig: i¢in uygun

bulunmustur.
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Her birey i¢in alinan Ekzom Dizileme hizmeti sonrasi elde edilen ham veri ilgili
bolum 5.2.5.1 ve bolim 5.2.5.2°de anlatildig: gibi pigeon ve dove araglari ile yapilmis

ve Tablo 3-5’te gosterilen analiz paketleri kullanilarak analiz edilmistir.

Hastalarin analizlerinde Sekil 3-21, Sekil 3-22 ve Sekil 3-23’de gosterilen
filtreleme basamaklari Kullanilmistir. Analizleri biten ve PME ile iliskilendirilmis
genler agisindan sonug almig hastalarda bulunan varyantlar Tablo 4-1°de ayrintili olarak
goOsterilmistir. Hastalik ile iliskili genlerde varyant tespit edilemeyen hastalar icin aday

genler Tablo 4-1’de gdsterilmistir.

4.2.1. E07-269 ve E07-270
E07-269 ve E07-270 kodlu hasta kardeslerde klinik bilgilerin yetersiz olmasi
sebebi ile Tim Ekzom Dizileme yontemi uygun bulunmustur. WES analizi sonucunda

tespit edilen varyant Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Oncelikle hasta kardeslerde, tim ekzom dizileme PME ile iliskili genlerin
analizi Sekil 3-21’de gosterildigi gibi gergeklestirilmistir. Kardeslerde, EPM2A geninde
NM_005670.4:c.301+1G>T (rs1361221383) varyant1 heterozigot tespit edilmistir (Sekil
4-6). Gende, yapilan kapsama analizinde gozlenmistir ki, genin ekzon 1 bélgesinin
baglangi¢ kisminda yaklagik 100 bg¢’lik bir bolge okunmamaktadir. Bu bolge ayrica
Sanger Dizileme ile analiz edilmistir. Kardeslerde yapilan Sanger analizi sonucu,
kapsanmayan bolgede NM_005670.4:c.94T>G, p.Trp32Gly (rs104893955) varyanti
heterozigot tespit edilmistir (Sekil 4-6). Varyantlarin veri tabanlarinda yapilan analizleri

Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Iki varyantin da heterozigot tespit edilmesi sebebi ile cis trans iliskilerinin
arastirilmast  igin  ebeveynlerin  izni  alinarak aile  segregasyonu analizi
gergeklestirilmistir. Yapilan analiz sonrasinda, varyantlarin farkli ebeveynlerden geldigi
gosterilmistir (Sekil 4-6). Hastalarda, hastalig1 agiklayabilecek bir bilesik heterozigotluk

durumu oldugundan analizi sonlandirilmustir.
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Sekil 4-6: EQ7-269 ve EQ7-270 hastalarinda tespit edilen varyantlarin CLC Workbench
goruntisi. (A) NM_005670.3:¢.94T>G, (B) NM_005670.3:¢.301+1G>T.

4.2.2. E17-40 ve E15-23

E17-40 ve E15-23 kodlu bireyler birbirinden bagimsiz hastalardir. Hastalarda
tespit edilen varyant ayni1 olmasi sebebi ile tek baslik altinda degerlendirilmistir. WES
analizi sonucunda tespit edilen varyant Tablo 4-1’de gosterilmistir.
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Oncelikle hastalarda, PME ile iliskili genlerin analizi Sekil 3-21°de gésterildigi
gibi gerceklestirilmistir. Hastalarda, NHLRC1 geninde bilinen ve LH’ye sebep oldugu
kanitlanmis NM_198586.2:¢.436G>A, p.Aspl46Asn (rs769301934) varyant1 homozigot
tespit edilmistir (Sekil 4-7). Uniprot veri tabaninda amino asit degisimi incelendiginde,
proteinin NHL1 bdlgesine denk gelmektedir. Degisimin testip edildigi nokta evrimsel
korunmusluk i¢in NCBI-Homologene veri tabaninda analiz edilmis ve sonug olarak

bircok tirde bu bolgenin korunmus oldugu gézlenmistir.

Sonu¢ olarak PME ile iliskilendirilmis bir varyant tepsit edilmesi sebebi ile
analiz bu sekilde sonlandirilmigtir. Bireylerin, saglikli aile bireylerine ulagilamamis ve

varyantin segregasyon analizi yapilamamuistir.
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Sekil 4-7: (A) E15-23 kodlu hasta, (B) E17-40 kodlu hastada NM_198586.2:¢.436G>A varyanti
CLC Workbench gortntus.

4.2.3. E17-41 ve EQ7-268

E17-41 ve EOQ07-268 kodlu bireyler kardestir. E17-41 kodlu hastanin klinik
bilgileri belirsiz olmas1 sebebi ile Tum Ekzom Dizileme yontemine gecilmesi uygun
bulunmustur. EQ7-268 kodlu hasta calisma baslamadan Once hayatin1 kaybetmistir,
fakat DNA izolasyonu daha Once gergeklestirilmis ve saklanmistir. Bu hasta kardes

ornegi igin ekzom dizileme hizmeti alinmamigtir. Sadece E17-41 no’lu bireyin analiz
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sonucunda tespit edilen varyantin segregasyon calismasi i¢in kullanilmasi uygun
bulunmustur. Tespit edilen varyant Tablo 4-1’de detayli bir sekilde gosterilmistir.

Oncelikle hastalarda, PME ile iliskili genlerin analizi Sekil 3-21°de gosterildigi
gibi gerceklestirilmistir. Hastada, Aksiyon Miyoklonus-Renal Yetmezlik Sendromu’na
sebep olan SCARB2 geninde daha oOnce litaratirde rapor edilmemis
NM_005506.3:c.134delA, p.Asn45Metfs*88 varyanti homozigot tespit edilmistir (Sekil
4-8).

Ailede, aynmi Klinik bulgular tasiyan ve hastalik sebebi ile kaybedilen kardesin
(E07-268) ve saglikli kardesler ayni varyant acisindan Sanger Dizileme ile
incelenmistir. Kaybedilen hasta kardeste delesyonun homozigot varligi ve saglikli
kardeslerde bu varyantin yabanil tip veya heterozigot bulunmasi delesyonun patojenik
olma olasiligin1 artirmigtir. Bu sekilde, varyantin saglikli ve hasta kardesler arasinda
segregasyonu tespit edilmistir (Sekil 4-8). Sonug olarak PME ile iliskilendirilmis bir
varyant tepsit edilmesi sebebi ile analiz bu sekilde sonlandirilmstir.
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Sekil 4-8: E17-41 kodlu hastada tespit edilen NM_005506.3:c.134del A varyant: aile
segregasyon sonucu
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4.2.4. E11-148
E11-148 kodlu hastanin klinik bilgileri yetersiz olmasi sebebi ile Tim Ekzom
Dizileme yodntemine gecilmesi uygun bulunmustur. WES analizi sonucunda tespit

edilen varyant Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Oncelikle hastalarda, PME ile iliskili genlerin analizi Sekil 3-21°de gésterildigi
gibi gerceklestirilmistir. Hastada, CLN14/EPM3’e sebep olan KCTD7 geninde daha
once litaratirde rapor edilmemis NM_153033.4:c.407C>A, p.Prol36His varyanti
homozigot tespit edilmistir (Sekil 4-9). Uniprot veri tabaninda amino asit degisimi
incelendiginde, proteinin BTB/POZ bolgesine denk gelmektedir. Degisimin testip
edildigi nokta evrimsel Korunmusluk igin NCBI-Homologene veri tabaninda analiz

edilmis ve sonug olarak bircok tiirde bu bolgenin korunmus oldugu gézlenmistir.

Ailede bulunan saglikli ebeveyn ve kardesten alman kanlardan DNA izole
edilmis ve varyantin Sanger Dizileme yontemi ile segregasyon analizinde kullaniimstir.
Segregasyon analizi sonucunda, hasta hari¢ diger aile fertlerinde varyant heterozigot
tespit edilmistir (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9: E11-148 kodlu hastada tespit edilen NM_153033.4:¢.407C>A varyanti aile
segregasyon calismasi
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4.2.5. E10-196
E10-196 kodlu hastanin klinik bilgileri yetersiz olmasi sebebi ile Tim Ekzom

Dizileme yontemi uygun bulunmustur.

Oncelikle hastada, PME ile iliskili genlerin analizi Sekil 3-21°de gésterildigi
gibi gergeklestirilmistir. Hastada yapilan filtreleme sonucunda PME ile iliskilendirilmis

genlerde klinik ile iliskilendirilebilecek bir varyant tespit edilememistir.

Yapilan ilk filtreleme sonucunda varyant tespit edilememesi sebebi ile ¢alismaya
Sekil 3-22°de gosterilen kalittm modellerine gore yapilan analiz ile devam edilmis fakat
bu sekilde de herhangi bir varyant tespit edilememistir.

Son filtreleme basamagi olan ve Sekil 3-23’de gdsterilen fenotip bilgilerine gore
analiz ile devam edilmistir. Bu filtreleme sonucunda hastada KCNS1 geninde
NM_002251.4:c.1519G>A, p.Gly507Arg (rs142180542) varyanti tespit edilmistir.
Varyant, Sanger yontemi ile Sekil 3-7’de gosterilen aile bireylerinde taranmis ve
Ozellikle benzer bulgulara sahip kuzende varyant segrege etmemistir. Bu sebeple

varyant elenmistir.

Calisma siirecinde yurtdisi baglantilar ile yaptigimiz goriismeler esnasinda PME
ile iligkili olabilecek yeni bir gen varyanti tespit edildigi tarafimiza iletilmistir. Hasta
verisinde yapilan kontrol sonrasinda SLC7A60S geninde NM_032178.3:c.191A>G
(rs190706099) varyanti homozigot tespit edilmistir (Tablo 4-1). Varyantin bireyde
tespit edilmesinin ardindan gerekli izinler alinarak hasta materyali ¢alisilmasi amaci ile
yurtdisina gonderilmistir. Ancak varyant igin yapilan fonksiyon calismalart heniiz

tamamlanmamugtir.

4.2.6. E14-06, E15-25, E11-78, E12-39
E14-06, E15-25, E11-78, E12-39 kodlu hastalar birbirinden bagimsiz
bireylerdir. Klinik bilgileri yetersiz olmas1 sebebi ile Tim Ekzom Dizileme ydntemine

gecilmesi uygun bulunmustur.

Oncelikle hastalarda, PME ile iliskili genlerin analizi Sekil 3-21°de gosterildigi
gibi gergeklestirilmistir. Hastada yapilan filtreleme sonucunda PME ile iliskilendirilmis
genlerde klinik ile iliskilendirilebilecek bir varyant tespit edilememistir. Ardindan
devam eden analiz basamaklart Sekil 3-22 ve Sekil 3-23’deki gibi uygulanmis ve

hastalarda fenotip bulgularin1 agiklayabilecek varyantlar tespit edilemeye calisilmistir.
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Bu varyantlar Tablo 4-1’de detayli bir sekilde gosterilmistir. Ancak fenotip genotip

iliskisi kurulamamistir.



65

5. TARTISMA

Tum epilepsi vakalar1 arasinda olduk¢a nadir olarak gozlenen PME vakalari
heterojen bir genetik altyapiya sahiptir. PME’nin bir ¢ok alt grubu otozomal resesif
olarak kalitilsa da otozomoal dominant veya mitokondriyal kalitimli alt gruplar
mevcuttur. Literattrdeki bilgiler 1s1ginda PME vakalarinda tespit edilen varyantlar genel
olarak kurucu etkisinin oldugu veya akraba evliliklerinin sik¢a goriildiigii bolgelerde
bulunmustur. Ulkemizde, bilindigi iizere akraba evliligi oran1 yiiksektir. Bu sebeple
nadir hastaliklar iilkemizde daha sik ortaya ¢ikma egilimi gostermektedir. Calismada
incelenen bireylerden elde edilen veriler PME vakalarinda da bu sekilde akraba
evliliklerinin oldukga nadir olarak goriilen varyantlarin {ilkemizde hastalik sebebi

olduklarini géstermistir.

Tez calismasina dahil eden toplam 21 hasta arasinda analizlerde kolaylik
saglamast amaci ile kardesler dahil edilmistir. Calisma iki basamak olarak
tasarlanmistir. Lafora Hastaligt on tanili etkilenmis bireyler EPM2A ve NHLRC1
genlerinin ekzon bolgelerinde olabilecek varyantlar icin Sanger Dizileme yontemi ile
taranmigtir. Diger etkilenmis bireylerin PME 06n tanilart olup klinik bilgileri
dogrultusunda kesin bir alt gruba indirgenememis, bu sebeple tiim iligkili genlerin
analizi icin Tum Ekzom Dizileme yontemi uygun bulunmustur. Calismamizin birinci
basamaginda kullandigimiz Sanger Dizileme yontemi, PME’nin bir alt grubu olan
Lafora Hastaliginin tanisi i¢in oldukga etkili bir yontem oldugunu géstermistir. Fakat,
kesin tan1 alamamis hastalarda bu yontemin kullanilmasi, diger alt gruplarin tespitini
zorlastirmaktadir. Bu amagla calismanin ikinci basamagi olarak uygun goriilen WES
yontemi, genetik heterojenite gosteren hastaliklarda ilgili tiim genlerin taranmasini
saglamakta ve tani oranini yiikseltmektedir. Bu sekilde etkilenmis bireylerde hastalik ile
iliskilendirilmis genler kisa bir siirede ayrmtili olarak incelenebilmistir. Iki ydntem
kullanilarak yapilan analizler sonucunda EPM2A, NHLRC1, SCARB2 ve KCTD7

genlerinde varyantlar tespit edilmistir.

5.1. Lafora Hastahg ile iliskili EPM2A ve NHLRC1 geninde tepsit edilen
varyantlar

Beyin glikojen metabolizmasi, Ogrenme veya hafiza gibi ana beyin

fonksiyonlarinda kritik bir rol oynar. Bununla birlikte, beyindeki glikojen
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metabolizmasimin ve glikojen birikiminin degismesi, Lafora Hastaliginda da gdzlendigi
gibi norodejeneratif bir etkiye sahiptir [30]. Lafora Hastaligi (LH), EPM2A ve NHLRC1
genlerinde meydana gelen mutasyonlar ile ortaya ¢ikan progresif noérodejeneratif
otozomal resesif kalitimli bir PME alt grubudur. EPM2A ve NHLRC1 genleri sirasiyla
laforin ve malin proteinlerini kodlamaktadir. Bu proteinler, glikojen metabolizmasinda
yer almakta ve bir bakima glikojen kalite kontrol mekanizmasindan sorumludurlar.
Islevsel bir laforin-malin kompleksinin olmamasi, ¢6ziinmez halde glikojen meydana
gelir ve beyinde hastaligin ilerlemesini saglayan lafora cisimcigi olarak birikir.
Hastaligin patolojik 0Ozelliklerinden biri olan Lafora cisimleri, hastaligin genetik
altyapist aydinlatiimadan once dahi metabolik yolaklar agisinda bir yol gostermislerdir.
Lafora cisimleri, apokrin ter bezlerinin salgi asidinin ve ekrin ve apokrin ter kanal

hiicrelerinde goriilebildiginden, aksiller cilt biyopsisi siklikla tani i¢in kullanilmaktadir.

5.1.1. Lafora Hastahgi ve uygulanabilecek tedavi yontemleri

Yukarida tartisildign gibi, Lafora Hastaligi Oncelikle norodejeneratif bir
hastaliktir ve semptomlara beyinde laforin veya malin eksikligi nedeniyle olusan Lafora
cisimcigi neden olmaktadir. Fonksiyonu bozuk genin islevsel bir kopyasini vermek igin
gen terapisi Lafora hastalig1 tedavisi icin bir secenek olabilir. Kuskusuz, gen terapisi
kalitsal hastaliklara yonelik tedavilerin gelisimini 6nemli dl¢iide arttirmistir. Adeno ile
iliskili virtis (AAV) ve lentivirls gibi viral vektorlerin kullanimi da dahil olmak tizere
bir transgen ortaya koyan ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. Nanopartikiller, lipozomlar

ve eksozomlari kullanan baska dagitim yontemleri de vardir.

Lafora hastaligi igin diger bir terap0tik secenek, biriken Lafora cisimlerinin
degrede edilmesi olabilir. Bu amacla, beyne poliglukan degrede eden enzim
verilmesiyle ulasilabilir. Ornegin, farkli tiirlerde mevcut olan ¢ok cesitli a-amilazlar
arasinda, sitosolik sartlar altinda ¢oziinmeyen poliglukanlar1 (Lafora cisimleri) degrede

edebilen ve minimum immiin yanit1 tetikleyecek olanlar secilebilir.

En umut verici tedavi yollarindan biri, beyin glikojen sentezinin azaltilmasi
olabilir. Lafora hastalikli fare modellerinde beyinde ifade edilen glikojen sentazin
(GYS1) kismen veya tamamen kesilmesi, lafora cisimlerinin olusumunu engelledigi ve
norolojik fenotipin kaybolmasina neden oldugu gosterilmistir [31]. Glikojen sentezini
onlemenin bir baska dolayli yolu da, bu enzimin dolayli bir aktivatorii olan PPI alt (inite

R5 ifadesini engelleyerek glikojen sentaz aktivitesini azaltmaktir. Lafora hastaligi
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farelerinde PP1 alt birimi R5'in engellenmesi, Lafora cisimlerinin olusumunu neredeyse
tamamen Onlemis ve nérodejenerasyonu ve ardindan miyoklonik epilepsi fenotipini yok
etmistir [32].

5.1.2. EPM2A geninde tespit edilen varyantlar

Sanger ve WES yontemlerinin beraber kullanildigi calismada birbirinden
bagimsiz 4 hastada toplam 5 varyant tespit edilmistir. Tespit edilen varyantlar Tablo 4-
1’de detayli bir sekilde gosterilmistir. EPM2A genin taranmasi1 sonucunda iki tane veri
tabanlarinda daha once gorilmemis ve bir tane veri tabanlarinda olan fakat hastalik ile
iliskilendirilmemis varyant tespit edilmistir. Diger tespit edilen varyantlar veri
tabanlarinda hastalik ile iliskilendirilmistir. Varyantlar, The Lafora Progressive
Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism Database veri tabani kullanilarak
ayrica incelenmistir. EPM2A geninin koladig1 laforin proteini aktif iki bolgeden
olusmaktadir. Bir bolge proteinin karbohidratlarla baglanmasini saglayan CBM20 digeri
ise tirozin-protein fosfataz bolgesidir. Bu bolgelerde olusan varyantlar genel olarak
glikojenlerin duzgin defosforillenememesine sebep olarak hicre icerisinde agregatlar

olugmasina sebep olmaktadir.

E10-114 kodlu hastada homozigot tespit edilen NM_005670.4:c.292T>C,
p-Ser98Pro varyanti veri tabanlarinda daha once goriilmemistir. Kullanilan in siliko
tahmin araglar1 sonucunda varyant polimorfizm olarak skor vermesi sebebi ile hasta
WES yontemi ile tekrar farkli bir genetik altyap1 olmasi ihtimali aragtirtlmistir. Sonug
olarak, WES yontemi ile ayn1 varyant tespit edilmis ve PME ile iliskili farkh bir gende
varyant tespit edilememistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda varyant yeni bir
kirpilma bolgesi yaratarak transkripsiyon diizeyinde bir etkisi olabilecegini spekiile
etmekteyiz. Varyantin hastalik ile iliskisi gelecek fonksiyonel ¢aligmalarda
aydinlatilabilir. Varyantin aile igindeki segregasyonu incelenmek istendi, fakat sadece
annenin materyaline ulasilabilmistir. Analiz sonunda annede varyant heterozigot tespit
edilmistir. Varyant, uniprot veri tabaninda incelendiginde proteinin CMB20 bdlgesine

denk diistligli goriilmiistiir.

E10-101 kodlu hastada homozigot tespit edilen
NM_005670.4:c.259A>G,p.Lys87Glu  varyanti veri tabanlarinda daha o6nce
gorilmemistir. Varyantin oldugu noktada baska bir degisim NM_005670.4:c.259A>T

gozlenmis ve etkisi stop kodon olusturmaktir. Dolayisi ile ayn1 noktadaki diger varyant
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ile karigtirllmamasi onemli olmustur. Tespit edilen varyant, aile icinde segregasyonu
incelenmis ve varyantin anne ve babada heterozigot oldugu gdzlenmistir. Tablo 4-1’de
in siliko analiz sonuclar1 da gdsterilen varyant, segregasyon ve Kklinik bilgiler dahilinde
incelendiginde hastaligi agiklayabilecegini diistinebiliriz. Varyant, uniprot veri

tabaninda incelendiginde proteinin CMB20 boélgesine denk diistiigii goriilmiistiir.

E09-85 kodlu hastada homozigot tespit edilen
NM_005670.4:¢c.721C>T,p.Arg241* (rs104893950) veri tabanlarinda daha onceden
hastalik ile iliskilendirilmis ve patojenik olarak smiflandirilmistir. Uniprot veri
tabaninda incelenen varyant tirozin-protein-fosfataz bolgesinden hemen dnce olup, stop
kodon olusturmasi sebebi ile bu bélgenin sentezlenen proteinden silinmesine ve dolayisi
ile fonksiyon kaybina sebep olarak hiicrede glikojen birikimine sebep oldugu
diistinulebilir. Bireyin ailesine ulasilamadigindan ailesel segregasyon inclemesi
gerceklestirilememistir. Tespit  edilen varyantin hastalik ile iligkisi literatiirde

gosterilmistir. Dolayisi ile analiz tamamlanmis ve hastalik sebebi aydinlatilabilmistir.

E07-270/269 kodlu hastalar kardeslerdir. Tespit edilen heterozigot
NM_005670.4:c.301+1G>T (rs1361221383) varyanti veri tabanlarinda daha Once
goriilmiis fakat hastalik ile iligkilendirilmemistir. WES analiz sonucunda ortaya ¢ikan
varyant tek basina hastaliga sebep olamayacagindan PME ile iligkili diger genlerde
taranmis fakat sonu¢ alinamamustir. IGV programi kullanilarak EPM2A geni
incelendiginde, gende 1. Ekzonun basinda 100 bg¢’lik bir bolgenin tam olarak
kapsanmadig1 goriilmistiir. Sanger yontemi ile dizilenen ve analiz edilen bdlgede daha
once varyantin haricinde NM_005670.4:c.94T>G,p.Trp32Gly (rs104893955) varyanti
kardeslerde heterozigot tespit edilmistir. Ardindan iki heterozigot varyantin tespit
edilmesi ile cis trans iligkilerinin aydinlatilmas: sebebi ile anne ve babada segregasyon
incelemesi yapilmig ve sonug olarak varyantlarin farkli ebeveynlerden ¢ocuklara gegtigi
tespit edilmistir. Hastalarda sonug olarak tespit edilen varyantlar bilesik heterozigotluk

olusturma ihtimali diistiniilmiistQr.

5.1.3. NHLRC1 geninde tespit edilen varyantlar

Sanger ve WES yontemlerinin beraber kullanildigi c¢alismada birbirinden
bagimsiz 7 hastada toplam 2 varyant tespit edilmistir. Tespit edilen varyantlar Tablo 4-
1°de detayli bir sekilde gosterilmistir. NHLRC1 genin taranmasi sonucunda bir tane veri

tabanlarinda daha once gorilmemis ve bir tane veri tabanlarinda hastalik ile
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iligkilendirilmis varyant tespit edilmistir. Varyantlar, The Lafora Progressive
Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism Database veri tabani kullanilarak
ayrica incelenmistir. NHLRC1 geninin kodladigi malin proteini alti tane NHL1 tekrar
bolgesi ve bir RING bolgesinden olusmaktadir. RING bolgesinin varligi malin
proteininin ubikitinasyondan sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu bolgelere denk
gelen varyantlar genel olarak malin proteininin laforin ile iliski kurmasini kisitlayarak
ve glikojen metabolizmasinda ve hiicredeki diger proteozom mekanizmalarinda

aksakliklara sebep olabilmektedir.

E04-129/130 kodlu  hastalar  kardestir.  Tespit edilen = homozigot
NM_198586.2:c.77G>A,p.Cys26Tyr  varyanti  veri tabanlarinda daha ©nce
goriilmemistir. Kullanilan in siliko tahmin araglar1 dogrultusunda varyant patojenik skor
almistir. Varyantin aile igindeki dagilimmna bakilmis ve anne babada varyantin
heterozigot oldugu gorilmiistir. Varyant, uniprot veri tabaninda incelendiginde
proteinin Ring-type bolgesine denk distiigii gortlmiistiir. Klinik bilgiler, in siliko
tahmin ve segregasyon sonuclari beraber degerlendirildiginde varyantin patojenik
olabilecegi diistiniilmiistiir. Varyant, lokusa 6zgun veri tabaninda belirtilememis fakat

ayni kodonda bir varyant hastalik ile iliskilendirilmistir.

E14-05, E17-40, E15-23, E11-88, E18-26, E11-38 kodlu hastalar birbirinden
bagimsiz bireyler olup tespit edilen homozigot NM_198586.2:¢.436G>A,p.Aspl46Asn
(rs769301934) varyanti hepsinde ortaktir. Varyant, veri tabanlarinda daha Once
hastalikla iligkilendirilmis ve patojenik oldugu raporlanmistir. Varyantin aile iginde
dagilimi igin bireylerin saglikli aile fertlerine ulagilamamistir. Bu mutasyondan
etkilenen hastalar, tipik LH fenotipinden daha hafif bir hastalik seyri gostermektedirler.
Atipik bir klinik 6zellik gostermesi sebebiyle bu hastalar genel olarak dogru tani
almakta zorlanabilir. Uniprot veri tabaninda varyant incelendiginde proteinin NHL1

tekrar bolgesine denk gelmektedir.

5.2. SCARB2 geninde tespit edilen ve AMREF ile iliskilendirilen varyant

Aksiyon miyoklonus-bobrek yetmezligi sendromu (AMRF), SCARB2 geninde
meydana gelen ve lizozomal integral protein tip 2’de (LIMP2) fonksiyon kaybina sebep
olan mutasyonlar ile ortaya ¢ikan otozomal resesif bir PME alt grubudur. Hastalik genel
olarak yasamin ikinci veya onuncu yillarinda etkisini gostermekte ve renal yetmezlik

bulgulart gostermektedir. LIMP2 proteini ¢ogu dokuda lizozomal membranda yer
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almaktadir. Protein, asit hidrolaz glukoserebrosidazin (GC) lizozomlara taginmasinda
6nemli bir roli vardir. GC enzimini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar,
glikosfingolipit glukozilseramidinin lizozomda birikmesine sebep olarak Gaucher
Hastaligina sebep olmaktadir. LIMP2, GC enzimini endoplazmik redikulumda
baglanarak lizozoma kadar tasir. AMRF’ye sebep olan mutasyonlar incelendiginde,
LIMP2 proteininin endoplazmik retikulumda alikoyuldugu gézlenmistir [33].

E17-41 kodlu etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot NM_005506.4:
c.134delA, p.Asn45Metfs*88 varyanti cergeve kaymasi etkisi ile erken stop kodon
olusumuna sebep olmaktadir. Erken stop kodon olusumu, varyanti tasiyan
transkriptlerde  nonsense-mediated decay (NMD) mekanizmas: ile degrede
edilebilmektedir. Bu durum, fonksiyon kayb1 etkisi ile gen Griniinlin hi¢ olusmamasina
sebep olmaktadir [34]. Hastada tespit edilen varyant, bu durumla uyusmakta ve genin
ekzon 2 kisminda yer almaktadir. Transkripsiyon asamasinda MRNA’nin NMD
mekanizmasi ile degrede edilmesine ve glukoserebrozidaz (GBA) ile interaksiyon igin
onemli olan bu proteinin hi¢ olusmamasina sebep olabilir. Varyantin saglikli ve hasta
kardesler arasinda dagilimi incelenmistir. Sonug olarak, hasta kardes varyant agisindan
homozigot olmakla beraber saglikli kardesler varyant agisindan tasiyict ve yabanil tip
olarak gozlenmistir. Hasta birey, analizlerin devam eden sirecinde hayatini
kaybetmistir. Klinik dosya incelendiginde hastanin renal yetmezlik sebebi ile hayatini
olasthgmi artirmistir. Tablo 4-1’de g0sterilen in siliko veri tabani sonuglart varyantin

patojenik etkisini destekleyen niteliktedir.

5.3. KCTD7 geninde tespit edilen varyant

Epilepsinin bir ¢ok tiriinde potasyum kanallarinda meydana gelen anormal
degisimler rapor edilmistir. KCTD7 geninin kodladigi protein potasyum kanallari
tetramerizasyon bdolgesi iceren bir protein ailesine dahildir ve gende meydana gelen
degisimlerin epilepsiye sebep oldugu bilinmektedir. Daha onceki ¢aligmalarda pek gok
farkli popiilasyonda KCTD7 gen varyantlar1 tepsit edilmis ve PME ile
iliskilendirilmistir. Gende bulunan varyantlar, K akisin1t bozmakta ve anormal hiicre
depolarizasyonuna yol acabilmektedir bu da glutamaterjik néronlarda noérotransmiter
glutamat olusumu i¢in gerekli olan glutamin tasiyict SAT2'nin islevini etkilemektedir.
Gen, OMIM veri tabaninda EPM3 hastaligi ile iligskilendirilmistir [35].
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E11-148 kodlu bireyin WES analizinde KCTD7 geninde tespit edilen homozigot
NM_153033.4: ¢.407C>A, p.Prol36His varyanti daha once literatlrlerde rapolanmamis
ve protein Uzerinde BTB/POZ boélgesi i¢inde yer almaktadir. Tespit edilen varyantin
aile i¢indeki dagilimi incelenmis ve her iki ebeveynde ve saglikli kardeste heterozigot
tespit edilmistir. Varyantin in siliko tahmin araglarinda aldigi sonuglar ve ailede
varyantin dagilimi ve klinik bilgileri goz 6nunde bulunduruldugunda bireyin hastaligini

aciklamada biiyiik bir etkisi oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

5.4. Sonug

Bahsedildigi tizere {ilkemizde akraba evliliginin sikliginin yiiksek olmasi bu gibi
nadir hastaliklarin ortaya ¢ikma ihtimalini attirmaktadir. Simdiye kadar tespit edilen
varyantlar genel olarak her hastada farklilik gdstermistir. Buna ragmen NHLRC1
geninde tespit edilen NM_198586.2:c.436G>A,p.Asp146Asn varyant1 birbirinden
bagimsiz alti hastada homozigot tespit edilmistir. Bu hastalar, literatiirlerde de
bahsedildigi gibi agir bir LH fenotipi tasimamakta, bazi hastalar giinliik yasamlarina
devam etmekte ve aile kurabilmektedir. Calismamiz ufak bir PME hasta grubunu bir
araya getirmis bile olsa ayni1 varyanti farkli hastalarda gérmek, Ulkemizde hafif seyirli
epilepsi olan veya genetik tani alamayan benzer durumlarda bu varyantin etkili
olabilecegini diisiindiirmiistir. LH 0n tanisi almig bir hastanin genetik tani veya

danigma almast durumunda bu varyantin 6nemi blyuktdr.

Calismada tespit edilen ve daha 6nce veri tabanlarinda veya literatirde hastalik
ile iliskilendirilmemis varyantlar tespit edilmistir. Bu calismanin bir ¢iktis1 olarak
hazirlik asamasinda olan yayinla bu varyantlar literatire kazandirilmis olacaktir.
Calismada tek bir yontem kullanilmamis Sanger ve WES yontemleri birbirine entegre
edilmis, boylelikle tiim PME genleri taranmus, klinik bilgilerinde eksiklik olsa dahi
PME 06n tanisi olan hastalarda gerek LH gerekse CLN14 ve AMREF hastaliklar ile ilgili
genler kisa siirede tespit edilebilmistir. Bu da gosteriyor ki gibi genetik heterojenite
sahip nadir hastaliklarin arastirilmasinda WES gibi yontemler oldukga etkili ve tani

oranini ylikseltme potansiyeline sahiptir.

Calismamiz, mitokondriyal DNA dizileme ve analizini kapsamaktadir. Bu
calismanin devami veya genisletilmesi durumunda yapilacak yeni tekniklerde bu

problemin duzeltilmesi gerekecektir.
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